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Chl

Chla
Chlb
Chla+b
Chl a/b
DMSO
DTT
EDTA

Fo

Fm

Ft

Fv

Fv/Fm
F440
F530

F595

F690

F735
F440/F530
F440/F690
FA440/F735
F595/F530
F690/F735
Flv

NBI

NIR

NPQ

PAR

Pi
PSI
PSI-A

chlorofil

chlorofil a

chlorofil b

suma zawartosci Chlaib

stosunek zawartosci Chl ado b

sulfotlenek dimetylu (z ang. dimethyl sulfoxide)

ditiotreitol (z ang.dithioteritol)

kwas wersenowy (z ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
fluorescencja zerowa

fluorescencja maksymalna

fluorescencja stacjonarna

fluorescencja zmienna

maksymalna wydajnos$¢ fotochemiczna PSII

intensywno$¢ fluorescencji przy 440 nm (fluorescencja niebieska)
intensywno$¢ fluorescencji przy 530 nm (fluorescencja zielona)
intensywno$¢ fluorescencji przy 595 nm (fluorescencja pomaranczowa)
intensywno$¢ fluorescencji przy 690 nm (fluorescencja bliskiej czerwieni)
intensywno$¢ fluorescencji przy 735 nm (fluorescencja dalekiej czerwieni)
stosunek intensywnosci fluorescencji niebieskiej do zielonej

stosunek intensywnosci fluorescencji niebieskiej do bliskiej czerwieni
stosunek intensywnosci fluorescencji niebieskiej do dalekiej czerwieni
stosunek intensywnosci fluorescencji pomaranczowej do zielonej
stosunek intensywnosci fluorescencji bliskiej do dalekiej czerwieni
flawonoidy

wskaznik indeksu azotowego

bliska czerwien (z ang. Near Infrared)

wygaszanie niefotochemiczne

promieniowanie fotosyntetycznie czynne (z ang. Photosynthetic Active
Radiation)

reszta kwasu ortofosforowego (fosforan nieorganiczny)

fotosystem |

intensywno$¢ fluorescencji fotosystemu I (PSI) w czgsci antenowej (A)
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PSI-C
PSII
PSII-A
PSII-C
Qp
QY
Rfd
RFT
RGBL
SDS
SM
SOD
SM
uv
WBL
WL

intensywno$¢ fluorescencji fotosystemu I (PSI) w czgsci korowej (C)
fotosystem 11

intensywno$¢ fluorescencji fotosystemu Il (PSIT) w czgéci antenowej (A)
intensywno$¢ fluorescencji fotosystemu II (PSII) w czgsci korowej (C)
wygaszanie fotochemiczne

wydajnos¢ reakceji fotochemicznej w PSII

wskaznik witalnosci PSII

reaktywne formy tlenu (z ang. ROS - Reactive Oxygen Species)
$wiatto czerwono-zielono-niebieskie (z ang. Red Green Blue Light)
siarczan dodecylu sodu (z ang. Sodium Dodecyl Sulfate)

sucha masa

dysmutaza ponadtlenkowa (z ang. Superoxide Dismutase)

Swieza masa

promieniowanie ultrafioletowe

Swiatlo biato-niebieskie (z ang. White Blue Light)

Swiatlo biate (z ang. White Light)

71



WSTEP

1. WSTEP

1.1. Stres sSrodowiskowy

Ros$liny, w odroznieniu od zwierzat, odznaczaja si¢ pozorng biernoscia wobec
otaczajacego je Srodowiska. W rzeczywistosci dysponuja jednak catlym arsenatem
srodkéw umozliwiajgcych im przetrwanie w najbardziej niekorzystnych warunkach
srodowiska. W naturze nie istniejg bowiem idealne warunki, ktore catkowicie
eliminowatyby niekorzystne dla roslin bodzce natury fizycznej lub chemicznej, zwane
czynnikami stresowymi.

Stowo ,,stres” pochodzi od tacinskiego stowa ,,stringere” oznaczajacego
wymuszanie reakcji [Kacperska, 2012], ktore w przypadku roslin jest bardzo rdéznie
definiowane. W XX wieku pojecie stresu wprowadzit Hans Hugon Selye okreslajac stres
jako niespecyficzne reakcje zywych organizméw na stawiane im specyficzne zadania.
W ksigzkach pt. ,,The Stress of life” [1956] i ,,Stres okielznany” [1975] pojecie stresu
zdefiniowat on jako syndrom ogdlnej aklimacji do danych warunkow $rodowiska.

W oparciu o prawo Shelforda, stres okreslany jest jako wymuszanie reakcji
organizmu przez czynniki srodowiskowe znajdujace si¢ poza optymalnym przedzialem
ich natgzenia. Wedlug Levitta [1980], stres $rodowiskowy jest czynnikiem ogolnie
niekorzystnym dla organizmu. Larcher i Biederman-Thorson [1983] pisali o stresie
jako o stanie, w ktorym wzrastajagce wymagania srodowiska wzgledem ro$liny prowadzg
do destabilizacji jej funkcjonowania, po ktorej nastgpuje jej normalizacja i nabycie
odpornosci. Szweykowska [1997] natomiast uwaza, ze stres wywotuje u roslin pewien
stan ,,napigcia”. Z kolei Starck i in. [1995] oraz Kacperska [2012] mianem stresu okreslajg
odmienny stan organizmu wywotany dziataniem czynnika stresowego, a Lichtenthaler
[1996] definiuje stres jako brak tolerancji i mozliwosci aklimacyjnych do zaistniatych

warunkow Srodowiska.

1.1.1. Czynniki wywolujace stres u roslin

Czynniki  $rodowiska, okreslane mianem czynnikow stresowych, modyfikuja
intensywno$¢ procesOw zyciowych i zaburzaja ich przebieg powodujac okresowa
lub nieodwracalng destabilizacje na kazdym etapie rozwoju [Lichtenthaler, 1996;
Kacperska, 2012]. Wedtug Goldsteina i Fersona [1994], rosliny narazone sg jednocze$nie
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na dzialanie wielu czynnikéw stresowych tworzacych zespot tzw. multistresorow.
Zagrozenia wynikaja z oddziatywania abiotycznych 1 biotycznych czynnikow
srodowiska. Za abiotyczne czynniki stresowe uwaza si¢ wszystkie czynniki natury
fizycznej lub chemicznej i te nie bedace pochodzenia biologicznego. Do takich
czynnikéw zaliczy¢é mozna za niskie lub za wysokie natezenie promieniowania
swietlnego W zakresie promieniowania fotosyntetycznie czynnego (PAR), podwyzszone
natezenie promieniowania ultrafioletowego (UV), za niskie lub za wysokie temperatury,
niedobor lub nadmiar wody, sktad chemiczny powietrza, wiatr, a nawet stres
mechaniczny zwigzany z oblodzeniem czy pokrywa $niezng. Stresy biotyczne wynikaja
z szeroko pojetej patogenezy, konkurencji allelopatycznej ro§lin pomiedzy soba, a takze
z deptania i pogryzania bedacego efektem presji roslinozercow.

Niekorzystne dziatanie abiotycznych i biotycznych czynnikow $rodowiska
zachodzi na poziomie molekularnym, komoérkowym, tkankowym, a w konsekwencji
wptywa na funkcjonowanie catego organizmu. Czynniki stresowe srodowiska wptywaja
na zmiany biochemiczne, fizjologiczne i morfologiczne roélin. Utrudniajg
m.in. prawidtowy wzrost i rozwoj roslin, obnizajg ich jako$¢ i plonowanie, naruszajg
integralno$¢ komorek, tkanek czy organéw, powoduja zaburzenia hormonalne, blokuja
transport wody, soli mineralnych i1 zwigzkéw organicznych oraz indukujg stres
oksydacyjny [Koztowska, 2007]. W swoich pracach Bohnert i in. [1995]
oraz Starck [1998, 2002] twierdza, ze stopien uszkodzenia roslin zalezy od wtasciwosci,
nat¢zenia 1 czasu dzialania czynnika stresowego, ktore decyduja o odwracalnych
lub nieodwracalnych uszkodzeniach organizmu [Levitt, 1980; Jackson i Black, 1993;
McKersie i Leshem, 1994].

1.1.2. Mechanizmy obronne ro$lin jako biologiczna odpowiedZ na stres
srodowiskowy

Rosliny, podobnie jak inne Zywe organizmy, reagujac na stres Srodowiskowy
uruchamiaja mechanizmy obronne sprzyjajace unikaniu stresorow. Przykladem sa
swoiste przystosowania morfologiczne, utrudniajace lub uniemozliwiajace wnikanie
czynnikéw stresowych do organdow, tkanek i komodrek [Starck i in., 1995;
Kacperska, 2012]. W sytuacji, gdy mechanizmy te sg niewystarczajace, aktywowane sa
mechanizmy fizjologiczne, metaboliczne i genetyczne w celu zneutralizowania

negatywnego oddziatywania czynnikoéw stresowych [Wozny i Przybyt, 2004].
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W odpowiedzi organizmu roslinnego na stres Kacperska [2012] oraz Lewak
I Kopcewicz [2009] wyrdzniajg tzw. syndrom reakcji stresowej, na ktory sktada sig
kilka faz. W pierwszej fazie, tzw. fazie alarmu, stresor wywotuje destabilizacje
strukturalng 1 funkcjonalng procesow zyciowych niezbednych do wlasciwego
funkcjonowania organizmu. Gwattowne zmiany prowadza do zaburzenia integralno$ci
komorek i trwatych uszkodzen. Zapoczatkowane zostajg reakcje, w ktérych dochodzi
do zakldcenia m.in. gospodarki jonowej, bilansu energetycznego oraz nastepujg zmiany
ilosciowe i jako$ciowe w podstawowych procesach metabolicznych. Jes§li natezenie
stresora nie jest zbyt silne a organizm jest w stanie uruchomié¢ alternatywne drogi
metaboliczne, to zostaja aktywowane procesy naprawcze lub obronne fazy restytucji.
W rezultacie stanowi to poczatek kolejnej odpowiedzi roslin na stres, okreslanej fazg
odpornosci, W ktorej zachodzi hartowanie, czyli aklimatyzacja.

Aklimatyzacja dotyczy powstawania niedziedziczonych zmian struktury i funkcji
organizmu, ktore zmniejszaja uszkodzenia wywotane dziataniem stresora. Pozwala ona
na zminimalizowanie uszkodzen i dostosowanie si¢ organizmu do aktualnie panujacych
warunkow §rodowiska. Tego rodzaju przemiany wigza si¢ z duzymi wydatkami energii
I metabolitow na przebudowe struktur oraz uzyskanie wlasciwej odpornosci. W fazie
aklimatyzacji zwigksza si¢ stabilno$¢ i roéwnowaga organizmu, CO umozliwia
dostosowanie si¢ rosliny do otaczajacego ja Srodowiska. Wzrost intensywnosci stresu
lub dtugi czas jego dziatania przyczynia si¢ do nieodwracalnych uszkodzen organizmu,
czyli uruchomienia fazy wyczerpania.

Odpornos¢ roslin na okreslone czynniki stresowe zalezy od uwarunkowan
genetycznych, zdolno$ci naprawczych, regeneracji oraz zdolno$ci przystosowawczych
do $rodowiska. Uwarunkowania genetyczne okreslane jako odpornos$¢ konstytutywna,
wynikaja z programu genetycznego danej komoérki i1 decyduja o wrazliwosci
lub odporno$ci na dziatanie stresora. Uruchamiane po ustgpieniu stresu procesy
naprawcze umozliwiajg regeneracje zniszczonych komorek, tkanek czy organdow roslin.
Zdolnosci przystosowawcze obejmuja procesy wspomnianego wyzej hartowania
(aklimatyzacji) i adaptacji roslin. Adaptacja w przeciwienstwie do aklimatyzacji polega
na powstawaniu dziedzicznych zmian w strukturze i funkcjonowaniu organizmu
w wyniku przemian ewolucyjnych, jako efekt mutacji.

Istotny wptyw na homeostazg¢ organizmu maja procesy oksydoredukcyjne, ktére
zapobiegajg uaktywnianiu reaktywnych form tlenu (RFT) m.in. anionorodnika

ponadtlenkowego (O ™), tlenu singletowego (*O2), nadtlenku wodoru (H20) i rodnika
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hydroksylowego (OH"). W zaleznosci od nasilenia i czasu dziatania, niekorzystne
czynniki §rodowiska (m.in. za wysokie i za niskie nastonecznienie, zbyt wysoki st¢zenie
0zonu) przyczyniajg si¢ do intensyfikacji proceséw utleniania i powstawania wolnych
rodnikow. Obrong przed groznym rodnikiem hydroksylowym jest usuwanie jego
prekursoréw — anionorodnika ponadtlenkowego przez dysmutaze anionorodnikowg
ponadtlenkowag (SOD), nadtlenku wodoru oraz enzymoéw szlaku glutationowo-
askorbinianowego  przez  Kkatalazy, peroksydazy, reduktaze  glutationowg
i askorbinianowg, dehydrogenaze askorbinianowsg oraz zwigzki niskoczgsteczkowe
(kwas askorbinowy, glutation, a-tokoferol, cysteine i karotenoidy) [Scandalios, 2005].
SOD jest kluczowym enzymem katalizujacym reakcje dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego, w wyniku ktorej powstaje nadtlenek wodoru i tlen. Enzym ten
wystepuje u roslin w trzech formach, w zaleznos$ci od zawartego w nich kofaktora. Sa to:
forma miedziowo-cynkowa (Cu/ZnSOD), manganowa (MnSOD) i zelazowa (FeSOD).
Cu/ZnSOD jest ewolucyjnie najmtodszym biatkiem w tej rodzinie. W postaci
homodimeru wystgpuje w cytoplazmie i peryplazmie, a jako homotetramer
W chloroplastach oraz apoplascie. Jest biatkiem odpornym na dzialanie czynnikow
fizycznych i chemicznych m.in. mocznika, wysokiej temperatury czy chlorku guanidyny.
Inhibicyjnie wpltywa na nig nadtlenek wodoru i cyjanki. MnSOD wystepuje
w mitochondriach i peroksysomach — nie wykazuje wrazliwosci na cyjanki i nadtlenek
wodoru. Najprymitywniejszym typem SOD jest forma FeSOD, ktora wystepuje
w komorkach prokariotycznych oraz w stromie chloroplastow komorek eukariotycznych.
Jej aktywnos¢ zalezy od odczynu pH srodowiska i obniza si¢ wraz ze wzrostem jego
wartosci powyzej 7. W poréwnaniu do dwoch pozostaltych form, przeprowadza ona
najwolniej dysmutacje anionorodnika i jest inaktywowana przez nadtlenek wodoru.
Reasumujac, strategia umozliwiajaca przetrwanie niekorzystnych warunkow
srodowiska jest dazenie organizmu roslinnego do kompromisu pomig¢dzy produkcja
awalkag o przezycie. Dlatego tez, badania zwigzane z poznaniem mechanizmow
obronnych roslin na stresy srodowiskowe sg od lat przedmiotem zainteresowan wielu

fizjologdéw roslin.

1.2. Ozon jako czynnik stresowy

Atmosfera ziemska okreslana czesto ,,gazowym plaszczem Ziemi” skiada si¢ w 78 %
z azotu, w 21 % z tlenu, w 0,95 % z argonu oraz pary wodnej i tzw. gazoéw $ladowych,

w tym m.in. ozonu. Ozon, mimo znikomej koncentracji, wykazuje decydujacy wplyw na
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wiele procesow chemicznych 1 fizycznych zachodzacych w  atmosferze,
a przede wszystkim ksztaltuje klimat na Ziemi [Akimoto, 2003]. Gaz ten, okreslany
mianem fotooksydantu, wystepuje we wszystkich warstwach atmosfery, ale gtownie
gromadzi si¢ w stratosferze i w troposferze. W stratosferze stanowi nieodzowny sktadnik
ochrony zycia na Ziemi w postaci bariery przed szkodliwym dla organizmoéw zywych
promieniowaniem UV. W troposferze jego nadmiar stanowi zanieczyszczenia
srodowiska. W gornych warstwach troposfery ozon powstaje regularnie i wolno,
aw warstwach dolnych jego koncentracja zalezy od ilo$ci docierajagcego S$wiatta
stonecznego, warunkéw klimatycznych, stezenia zanieczyszczen m.in. metanu,
dwutlenku wegla czy lotnych weglowodorow, ktore reaguja z innymi lotnymi
zanieczyszczeniami tj. tlenki azotu (NOx) [Makles i Galwas-Zakrzewska, 2004; Sitch
i in., 2007]. Wspotczesnie jego aktywnosc¢ rosnie niejednorodnie w skali globalnej z roku
na rok o okoto 0,5 —2 % (od 20 do 45 ppb) [Clymo, 1998; Vingarzan, 2004].

Stezenie ozonu w klimacie umiarkowanym wzrasta przy gruncie wraz
ze wzrostem temperatur powietrza z koncem kwietnia i1 z reguty utrzymuje si¢ na takim
poziomie przez cate lato. Najwyzsze wartosci stezen ozonu odnotowywane sg najczesciej
w warunkach ograniczajacych wymiang powietrza, a nizsze przy wzmozonej jego
cyrkulacji. Na zawarto$¢ ozonu wptywa zatem uksztaltowanie terenu, a takze blisko$¢
zanieczyszczen. Najwigksze fluktuacje w stezeniu ozonu zachodza w dolinach
oraz W poblizu gor, ktore w roéznych porach dnia zatrzymuja przeplyw wiatrow
kumulujgc powietrze w duzym stopniu nasycone ozonem. W rejonach nizinnych ozon
ulega szybszemu rozpadowi niz na terenach wyzej potozonych. Stezenie ozonu zmienia
si¢ rowniez w ciggu doby. W nocy, przy braku promieniowania stonecznego niezbgdnego
do jego syntezy, jest niskie a najwyzsze w ciaggu dnia w godzinach od 12 do 16 [Caballero
i in.,, 2015]. W zalezno$ci od stopnia zanieczyszczenia danego terenu i warunkoéw
klimatycznych obcigzenia ozonem moga by¢ lokalne, regionalne lub ponadregionalne.
Lokalnej i regionalnej koncentracji ozonu sprzyja wysoka temperatura, silne
promieniowanie sloneczne, dtugi dzien, maty ruch powietrza oraz bezchmurne niebo
[Kurpius i in., 2002].

1.2.1. Wplyw ozonu troposferycznego na organizmy zywe

Ozon troposferyczny jest trujacy dla organizmow zywych i dzigki wiasciwosciom

absorbowania promieni podczerwonych przyczynia si¢ do intensyfikowania ,.efektu
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szklarniowego”. Szczegélnie wrazliwe na dziatanie ozonu sg ro$liny, u ktérych
(w zaleznosci od jego stezenia, czasu oddzialywania oraz innych czynnikéw srodowiska)
nastepujg uszkodzenia o charakterze utajonym, chronicznym lub ostrym [Musselman
i in., 2006; Tausz i in., 2006]. Szkody utajone obejmuja zmiany w procesie fotosyntezy
| wytwarzania  weglowodanow.  Uszkodzenia  chroniczne powodujg  zmiany
morfologiczne i fizjologiczne w postaci chloroz, zaburzen wzrostu i znieksztatcen lisci
[Zhang i in., 2014]. Przejawem uszkodzen ostrych sg liczne i drobne przebarwienia
w postaci nieregularnych plamek o réznej pigmentacji, przedwczesne opadanie
oraz miedzynerwowa martwica lisci [Feng i in., 2014]. Efektem dziatania ozonu jest
zahamowanie wzrostu, zwigkszona podatno$¢ na patogeny i szkodniki, zmniejszona
odporno$¢ na mréz i susz¢ oraz przedwczesne starzenie [Olszyk i in., 2001; Fiscus i in.,
2005; Felzer i in., 2007; Gomez-Garay i in., 2013].

Na poziomie fizjologicznym dziatanie ozonu powoduje zaburzenia w procesach
fotosyntezy i oddychania oraz zwigksza aktywnos$¢ uktadu antyoksydacyjnego [Reich,
1983; Reich i Amundson, 1985; Utrainen i Holopainen, 2000; Bytnerowicz i in., 2004].
Ponadto obniza zawarto$¢ chlorofilu (Chl) [Chappelka i in., 1999], prowadzi
do niedoboru substancji mineralnych [Schmieden i Wild, 1995; Utrainen i Holopainen,
2000] oraz do zmian zawarto$ci wody w ekosystemach [Sun i in., 2012; Bingham i Porter,
2015]. Przyspiesza tez starzenie sig¢ liSci i zmniejsza ich zywotno$¢ [Stow i in., 1992; Pell
i in., 1999; Skelly i in., 1999] oraz redukuje wzrost i produktywnos¢ roslin [Manning,
2005; Karnosky i in., 2006; Feng i in., 2010]. Wzrastajace stezenie ozonu bezposrednio
zagraza nie tylko ros§linom, ale catej przestrzeni zyciowej na Ziemi [Godzik i Grodzinska,
2002; Mills i in., 2011]. Jak wynika z danych literaturowych, przed rozwojem przemystu,
stezenie ozonu przypowierzchniowego wynosito $rednio 10 ppb, a obecnie osigga
wartosci od 30 do 50 ppb, z tendencja wzrostowa — od potnocy w kierunku potudnia
iz zachodu na wschod [Seinfeld, 1989; Akimoto, 2003]. Obecnie okoto 25 %
powierzchni Ziemi znajduje si¢ w strefie, w ktorej stezenie ozonu w okresie letnim
przekracza 60 nmol - mol™, a lokalnie osigga nawet wyzsze wartosci [Fowler i in., 1999].
Ze wzgledu na duza dysproporcj¢ pomigdzy iloScig ozonu stratosferycznego
I troposferycznego, nie jest mozliwe zbilansowanie nadmiaru ozonu powierzchniowego

z niedoborem ozonu stratosferycznego [VVockenhuber, 1995].
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1.3. Swiatlo jako czynnik $rodowiskowy

Jednym z najwazniejszych czynnikéw Srodowiskowych wptywajacych na rosliny jest
Swiatto, ktore dostarcza ro$linie licznych informacji o otaczajagcym ja Srodowisku.
W érodowisku naturalnym promieniowanie stoneczne jest bardzo skomplikowanym
i dynamicznie zmieniajacym si¢ sygnalem [Strzatka, 1998]. Swiatto jest podstawowym
zrédlem energii niezbednym do prawidlowego wzrostu i rozwoju roslin, cze¢$ciowo
odbijanym, rozpraszanym oraz pochtanianym przez atmosfere ziemska [Opik i Rolfe,
2005].

W warunkach naturalnych nigdy nie mamy do czynienia z jednorodnym
o$wietleniem. O réznorodno$ci i ilosci $§wiatla docierajacego do powierzchni Ziemi
decyduje wysokos¢ Stonca nad horyzontem, polozenie geograficzne, gestosé
| rozmieszczenie warstw chmur, czysto$¢ atmosfery oraz inne czynniki $rodowiska
[Kopcewicz i in., 1992; Ptochocki, 2003]. Z calego spektrum promieniowania
stonecznego do Ziemi dociera tylko niewielki jego procent w postaci $wiatta widzialnego.
Filtratorami widma $wiatla slonecznego sa m.in. stratosferyczna warstwa ozonu
pochtaniajgca promieniowanie UV, dwutlenek wegla 1 woda pochtaniajace
promieniowanie podczerwone, gleba oraz pokrywa roélinna, ktéra posredniczy
W zacienianiu jednych roslin przez drugie.

W naturalnym $rodowisku ilos¢ $wiatta docierajagcego do ro$lin jest bardzo
zrdznicowana przez co jedne ro$liny narazone sa na cief, a inne na nadmiarne
nastonecznienie [Smith i Whitelam, 1997]. Ponadto filtrowanie promieni stonecznych
przez poszczego6lne warstwy listowia powoduje, ze cate rosliny lub ich organy rosng
w zroznicowanym sktadzie spektralnym Swiatta. W odpowiedzi na sktad spektralny
swiatta dochodzi do zmian ksztattu roslin, ich budowy morfologicznej oraz przebiegu
procesow fizjologicznych [Casal, 2012]. Na przyktad liscie znajdujace si¢ na zewnatrz
korony drzew, przez wigksza cze$¢ dnia, majg swobodny dostep do $wiatta stonecznego.
Liscie w glebi sg oswietlane intensywnym $wiatlem tylko przez krotki czas, poniewaz
przez wigksza czes¢ dnia sg zacienione, a tym samym wystawione na dziatanie stabego
o$wietlenia. LiScie poruszane wiatrem, w roznych porach dnia i roku, zmieniajac swoje
potozenie jednoczes$nie zmieniaja kat padania promieni stonecznych, ktory wptywa na
roéznice w szybko$ci przekazywania energii §wietlnej do danego punktu. W zwiagzku
z tym warunki §wietlne nawet w obrebie jednej rosliny sg bardzo zr6znicowane (Ryc. 1A)

[Strzatka, 1998].
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Ryc. 1. Zréznicowane warunki $wietlne w obrebie pojedynczej rosliny [A —fot. A. Skoczowski]
oraz w uktadzie fitocenotycznym [B — Zrodto: www.google.pl].

W uktadach fitocenotycznych, wysoko$¢ rosliny w stosunku do sgsiadujacych
znig innych ro$lin okresla w duzym stopniu ilo$¢ 1 jakos¢ (skiad spektralny)
otrzymywanego $wiatta (Ryc. 1B). Na przyktad w lesie zawsze korony najwyzszych
drzew otrzymuja $wiattlo o pelnym sktadzie spektralnym, poczawszy od $wiatta
fioletowego przez niebieskie, czerwone 1 daleka czerwien. Do ro$lin rosngcych
W nizszych pigtrach lasu dociera $wiatlo stabsze, nie tylko o innym natezeniu,

ale 0 zupehie innym sktadzie spektralnym. Do dna lasu dociera niewielka ilos¢ swiatta
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niebieskiego i czerwonego, natomiast duza ilos¢ $wiatta dalekiej czerwieni (Ryc. 2)
[Kwak i in., 2011; Casal, 2012; Pilarski i in., 2012]. Zréznicowanie w o$wietleniu wynika
ze struktury i budowy lasu, drogi przenikania $wiatla, kata padania promieni stonecznych,
warunkow pogodowych, pory roku, miesigca czy nawet dnia [Endler, 1993; Tretyn, 1998;
Théry, 2001; Pilarski i in., 2012]. Generalnie w ekosystemach lesnych i na terenach
nizinnych przewaza $wiatlo rozproszone, a w gorach i na terenach stepowych

bezposrednie.

Swiatlo sloneczne
— 1 lis¢
—— 2 liscie
— 3 liscie
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Ryc. 2. Wplyw zacienienia na zmiany sktadu spektralnego $wiatla stonecznego [wedlug Pilarskiego
i Skoczowskiego].

Redukcja $wiatla przez okap ros$linny nie jest jednym czynnikiem
srodowiskowym, ale zespotem czynnikow, ktore wplywaja jednocze$nie na zmiany
temperatury, intensywnosci wiatru, wilgotno$ci wzglednej powietrza oraz gleby.
W zwigzku z tym, wszystkie procesy zyciowe, poczawszy od kietkowania, poprzez
rozwoj wegetatywny, generatywny az po starzenie roslin, wykazujg zaleznos$¢ od swiatta
[Strzatka, 1998; Franklin i Whitelam, 2005; Hetmann i Kowalczyk, 2011; Keller i in.,
2011; Kopcewicz, 2012; Kusior i in., 2012; Kirchhoff, 2014].
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1.3.1. Fotoreceptory sygnalu swietlnego

Absorpcja promieniowania stonecznego w zakresie PAR 400 — 700 nm, odbieranego
przez rosling, stanowi jedynie 40 —50 % catego $wiatla docierajacego do Ziemi.
Pozostate 50 — 60 % obejmuje promieniowanie UV, podczerwone oraz dalekg czerwien.
Energia $wietlna docierajgca do lisci jest pochtaniania w kompleksach antenowych przez
barwniki fotosyntetyczne: chlorofile, ktére absorbuja promieniowanie w zakresie
niebieskim i czerwonym, karotenoidy —w zakresie niebieskim i fioletowym, a takze

fikobiliny, ktoérych maksima absorpcji mieszcza si¢ w zakresie 490 — 650 nm.

1.3.1.1. Receptor Swiatla czerwonego i dalekiej czerwieni

Receptorem bliskiej i dalekiej czerwieni jest dimeryczna, rozpuszczalna w wodzie
chromoproteina zwana fitochromem (gr. Phyton —roslina, chroma — barwa). Receptor
ten sktada si¢ ze zmiennej czesci biatkowej — podjednostek polipeptydowych o masie
121 — 129 kDa taczacych si¢ koncami C za pomocg wigzan jonowych i hydrofobowych
oraz ze stalej grupy chromoforowej (fitochromobiliny o0 zabarwieniu niebieskim)
przytaczonej do reszty cysteinowej na koncu N [Kopcewicz i in., 1992; Lewak
i Kopcewicz, 2009]. Fitochrom wystepuje w dwoch fotoodwracalnych formach
molekularnych roéznigcych si¢ wlasciwosciami spektralnymi: w konformacji nieaktywnej
fizjologicznie — Pr (z ang. Phytochrome Red) i aktywnej — Per (z ang. Phytochrome Far-
Red). Pierwsza forma dominuje u ro$lin rosngcych w ciemnosci i wykazuje maksimum
absorpcji w zakresie $wiatlta czerwonego (660 nm). Druga za$, wystepuje u roslin
poddawanych dziataniu $wiatta i wykazuje maksimum absorpcji w zakresie dalekiej
czerwieni (730 nm). W warunkach naturalnych, w zaleznosci od dostgpnos$ci $wiatla,
obie formy wspotdziatajg ze sobg ulegajac fotokonwersji, czyli przechodzeniu jedna
w druga. Forma Pr, pochtaniajagc $wiatlo czerwone przeksztatca si¢ w podlegajacej
szybkiej destrukcji forme Prr. | 0dwrotnie, Prr po pochtonigciu §wiatta dalekiej czerwieni
przeksztatca si¢ ponownie w Pr [Kopcewicz i in., 1992]. U roslin rosngcych na $wietle,
oprocz fitochromu wrazliwego na dziatanie §wiatta, wystgpuje pula fitochromu Prr, ktora
jest oporna na degradacj¢. Obie formy fitochromu absorbuja $wiatto czerwone, a daleka
czerwien pochtania tylko aktywna forma Prr. Ilo§¢ fitochromu aktywnego
do nieaktywnego fizjologicznie okresla si¢ poprzez warto$¢ stosunku R :FR,
a precyzyjniej: jako stosunek nat¢zenia fotonéw migdzy 660 i 670 nm do nat¢zenia
fotonow 7251 735 nm.
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Fitochrom wystgpuje w cytoplazmie, chloroplastach i w jadrze komoérkowym
w roznych izoformach: od A do E, ktorych synteza kontrolowana jest poprzez geny
nazywane: phyA, phyB, phyC, phyD oraz phyE. W zalezno$ci od genu kodujgcego
fitochromy réznig si¢ wrazliwoscia na fotodegradacje. | tak, PHYA nalezy
do fitochromow labilnych, podczas gdy PHYB, PHYC, PHYD i PHYE tworza populacje
fitochroméw  stabilnych. Absorbcja $wiatla czerwonego i dalekiej czerwieni
przez fitochrom inicjuje reakcje odpowiadajgce za procesy kietkowania, wzrostu
I rozwoju, kwitnienia, reprodukcji, rytmow okotodobowych, syntezy Chl i antocyjanow
oraz w reakcjach aklimacyjnych [Koztowska, 2007; Franklin i Quail, 2010; Igamberdiev
i in., 2014].

W naturalnych warunkach, przy zmiennym os$wietleniu, fototransformacja
(przeksztalcenie) fitochromu z formy Pr W Prr stanowi jedng z wielu skomplikowanych
przemian w odpowiedzi morfogenetycznej roslin, zalezng od ilosci pochtonigtego
$wiatla. Procesy te obejmujg reakcje: niskoenergetyczne (LFR, z ang. Very Low Fluence
Response) — zachodzace bardzo szybko, w ktorych czas od pochlonigcia $wiatta
przez fitochrom do odpowiedzi jest krotszy niz 5 minut oraz wysokoenergetyczne (HIR,
zang. High Irradiance Response) —zachodzace w znacznie wolniejszym tempie,
trwajace kilka godzin, dni, a nawet tygodni [Kopcewicz i in., 1992; Tretyn, 1998;
Hetmann i Kowalczyk, 2011].

1.3.1.2. Receptory Swiatla niebieskiego

Z krotkofalowej czgsci widma $wiatta istotny wptyw na wzrost 1 rozwdj roslin wywiera
promieniowanie ultrafioletowe (200 — 400 nm), zielone (505 — 550 nm) oraz niebieskie
(400 — 500 nm) pochtaniane (regulowane) przez fotoreceptor zwany kryptochromem.
Najlepiej poznane s3 te absorbujace promienie stoneczne o dlugosci fali: 370, 420, 450
oraz 480 nm.

Kryptochrom jest rozpuszczalnym biatkiem jadrowym zbudowanym z dwoch
grup chromoforowych — diazoflawiny, zredukowanej flawiny (FADH2) oraz tancucha
aminokwasow zblizonego budowg do tropomiozyny. Kontroluje on funkcjonowanie
zegara biologicznego, syntez¢ antocyjanéw oraz procesy wzrostu wydluzeniowego.

Innym receptorem $wiatta niebieskiego sa fototropiny o charakterze flawoprotein.
Odpowiadajg one za fototropizm, hamowanie wzrostu, otwieranie aparatow szparkowych

czy ruchy chloroplastow [Kay i in., 2003]. Sktadaja si¢ z N-koncowej czegsci sensorycznej

18 |



WSTEP

oraz C-koncowej domeny efektorowej — kinazy serynowo-treoninowej. Barwnikiem
Swiatla niebieskiego jest zeaksantyna wystepujaca w blonie tylakoidow chloroplastow
oraz powstajaca w cyklu ksantofilowym, w wyniku przemiany wiolaksantyny.
Pod wzgledem biochemicznym i molekularnym do flawoprotein nalezg biatka
ZTL/FKF/LKP. Najlepiej poznane sa biatka ZTL (z ang. Zeitlupe), ktére uczestnicza
W przekazywaniu sygnatu $wietlnego od fitochromu i kryptochromu poprzez
wspotdziatanie z czasteczkami PHYB i CRY 1 [Zienkiewicz i in., 2004]. Biorg one udziat
W nastawianiu zegara biologicznego uczestniczac w regulowanym przez S$wiatto
degradowaniu biatkowych elementoéw oscylatora komérkowego [Demarsy i Fankhauser,
2009].

W przeciwienstwie do fitochromu, mechanizm dziatania receptoréw s$wiatta
ultrafioletowego i niebieskiego jest gorzej poznany. Przypuszcza sig, ze receptory te
wystepuja W dwoch formach molekularnych, w  ktoérych jedna jest aktywna
fotomorfogenetycznie, a druga jest pozbawiona tych wlasciwosci. Zaklada sig,
ze przeksztatcenie formy pierwszej w druga odbywa si¢ na Swietle, a drugiej w pierwsza
w ciemnosci, W wyniku reakcji termicznej [Kopcewicz i in., 1992; Tretyn, 1998;
Koztowska, 2007].

1.4. Ogoélna charakterystyka obiektu badawczego

Mchy (Bryophyta Schimp.) zaliczane sg do najbardziej pierwotnych, zarodnikowych
ro$lin ladowych. Obejmuja kilkanascie tysigcy gatunkow, wystepujacych na catej kuli
ziemskiej. Szczegdlng ich cechg jest szeroka, ekologiczna amplituda wyst¢powania.
Spotkamy je w $rodowiskach wodnych 1 ladowych, na roéznych szerokosciach
geograficznych od biegunow do réwnika. Ze wzgledu na mate wymagania siedliskowe,
czesto rosng w miejscach, ktorych nie zasiedlaja rosliny naczyniowe.

Mchy wystepuja najczesciej w kepach lub w darniach, na drzewach zywych
(epifity) i martwych (epiksylity), w szczelinach skalnych (epility), bezposrednio na ziemi
(epigeity). Moga rosng¢ w roznorodnych siedliskach np. na ugorach, pogorzeliskach,
murawach, wydmach, torfowiskach, w miejscach oslonigtych przez inne rosliny,
wtanach albo na otwartej przestrzeni, zaro6wno na obszarach wilgotnych
jak i wmiejscach bardzo suchych. Jedne wystepuja w miejscach o duzym
nastonecznieniu, a inne rosng w glebokim cieniu, w najnizszych pigtrach lasu

[Polakowski, 1994].
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1.4.1. Budowa morfologiczna i cykl zyciowy mchow

Mchy sg roslinami, ktore charakteryzuje swoista przemiana pokolen. W ich cyklu
rozwojowym wystepuja dwa pokolenia réznigce si¢ morfologicznie i funkcjonalnie.
Pierwsze (dominujace) pokolenie piciowe, stanowi haploidalny gametofit, na ktorym
rozwijajg si¢ gametangia (rodnia —archegonium oraz plemnia—antheridium).
Drugie — bezpiciowe pokolenie, stanowi diploidalny sporofit, ktéry wytwarza
mejospory — zarodniki haploidalne. Gametofit powstaje z haploidalnego zarodnika, ktory
rozwija si¢ poczatkowo w posta¢ miodociang zwang splatkiem (protonema),
a po pewnym czasie wyrasta ze splatka wlasciwy gametofit. Splatek u mchow
wilasciwych Bryidae (Pratniki) sktada si¢ z cze$ci asymilujacej tzw. chloronemy i czgsci
wrastajacej w podloze tzw. ryzonemy, wystepujacej w postaci rozgatezionych nitek.
U Sphagnidae (Torfowce) jest bulwkowaty, a u Andreaeidae (Nalezliny) poczatkowo
bulwkowaty, a nast¢pnie przyjmuje ksztalt rozgalezionych wsteg.

Wilasciwy gametofit stanowi ortrotropowa lub plagiotropowa ulistniona todyzka
(axis) przytwierdzona do podtoza chwytnikami (rhyzoidy). Dojrzaty ptciowo gametofit
na szczycie todyzki posiada w skupieniach butelkowate rodnie i kuliste lub butawkowate
plemnie wystepujace na jednej lub z osobna na dwodch roslinach. W obecnosci wody,
na drodze oogamii dochodzi do zaptodnienia komorki jajowej przez plemnik. Z powstatej
zygoty rozwija si¢ sporofit zbudowany ze stopy, ktora wrasta w gametofit i tkwi w nim
przez cate zycie, odzywiajac si¢ jego kosztem. Oprocz stopy, w sktad sporofitu wchodzi
dtuzszy lub krotszy trzonek zwany szczecinkg lub setg potaczong z puszkg zarodnionosng
za pomocg szyjki (apofizy) [Szafran, 1963; Polakowski, 1994]. Pokoleniem

dominujagcym w cyklu rozwojowym mchow jest gametofit.

1.4.2. Budowa anatomiczna mchow

Chwytniki (ryzoidy) przytwierdzaja rosling do podtoza i stuza do pobierania wody
oraz substancji odzywczych. W odroznieniu od korzenia roslin naczyniowych, ryzoidy
nie posiadajg tkanek przewodzacych. Zbudowane sg one z pojedynczych lub ztozonych
warstw cienkich komorek, z charakterystycznymi sko$nymi $cianami poprzecznymi.
Wyrastaja pojedynczo albo w pekach tworzac silne rozgalezienia o gladkiej
lub brodawkowatej strukturze [Szafran, 1963; Mickiewicz 1 Sobodtka, 1973;
Podbielkowski i in., 1982; Szweykowska i Szweykowski, 2003].
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Lodyga mchow zbudowana jest z tkanki okrywajacej (epiderma),
wzmacniajacej (skleroderma), migkiszowej i przewodzacej. Zewngtrzng jej warstwe
stanowi epiderma zbudowana z grubosciennych, bezbarwnych, prostokatnych
lub szesciobocznych komoérek. Pod skorka wystepuja warstwy komorek tworzgce
skleroderm¢ zbudowang z martwych komorek o grubych btonach — stereidéw
I zkomorek o cienkich btonach — substereidow. Wnetrze stanowi tkanka zasadnicza
(miekisz) zbudowana z duzych 1 bezbarwnych komoérek parenchymatycznych
oraz wigzka przewodzaca. Wigzka srodkowa zbudowana jest W centralnej czesci
z pierwotnych, martwych elementéw przewodzacych wode tzw. hydroidow,
otoczonych zywymi komorkami tzw. leptoidami przewodzacymi substancje
asymilacyjne. Hydroidy zbudowane sg z komoérek o duzym $wietle, grubych btonach
zewnetrznych i cienkich przegrodach poprzecznych, ustawionych skosne w stosunku
do $cian bocznych. Leptoidy tworza komorki o matym $wietle i bardzo cienkich btonach,
z dziurkowanymi przegrodami poprzecznymi, skos$nie ulozonymi wzgledem S$cian
bocznych [Szafran, 1963; Mickiewicz i Sobotka, 1973; Podbielkowski i in., 1982; Pressel
i in., 2006].

Blaszka lisciowa mchow jest zbudowana z jednej lub dwdch warstw komorek,
za wyjatkiem czesci srodkowej, w ktérej wystepuje zebro zbudowane z kilku warstw.
Komorki te sg parenchymatyczne, zardwno krotkie jak i wydtuzone, o réznych ksztattach,
zaostrzone na koncach czyli prozenchymatyczne, o btonach gladkich
lub brodawkowatych. Zebro buduja duze komorki przewodzace (eurycysty)
wystepujace w Srodku lub na brzegu brzusznym oraz mate i1 cienko$cienne komorki
towarzyszace tzw. sStenocysty, komorki stereidalne oraz komorki brzuszne
lub grzbietowe. U mchoéw plagiotropowych pomiedzy lis¢mi wystepuja nibylistki
(parafilia) podobne do drobnych lisci, ktore stuza do pochtaniania i zatrzymywania
wody oraz do asymilacji [Szafran, 1963].

1.4.3. Morfologia a fizjologia mchow

Brak aparatow szparkowych u mchow powoduje, ze nie majg one bezposredniej kontroli
nad procesem parowania wody oraz wnikania do wnetrza komorek zawartych
w powietrzu substancji lotnych. Jednakze, u niektérych mchow (np. u Sphagnum) liscie
zawieraja wyspecjalizowane bezbarwne komorki, ktore stuza do przechowywania wody,

a tym samym do utrzymywania odpowiednich warunkéw uwodnienia. Woda jest
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dostarczana z gleby poprzez kapilarny uktad komorek biegnacy wzdluz zewngtrznej
czesci todyzki. Sg to jednak cechy morfologiczne charakterystyczne dla poszczegdlnych
gatunkow [Thompson i Waddington, 2008; McCarter i Price, 2014]. Potwierdza to takze
Rice i in. [2005], ktorzy pisza ze wsrod mchow wystepujg znaczne réznice gatunkowe
w wielkos$ci i gestosci komorek oraz wysokosci roslin, ktére to odgrywaja kluczowa rolg
w regulacji metabolizmu. Z kolei Hajek i Vicherova [2014] stwierdzili, ze u Sphagnum
stabilno$¢ przemian metabolicznych zalezy w wiekszym stopniu od wyksztatconej
tolerancji na zmienne warunki srodowiska niz od samej budowy morfologicznej. Wedtug
Hebera i in. [2006], mchy sa organizmami ktére wymagaja ochrony przed nadmiernym
promieniowaniem, zarowno W stanie pelnego uwodnienia jak i w stanie relatywnie

niewielkiego uwodnienia, w ktorym to stanie prowadzg nadal procesy metaboliczne.

1.5. Systematyka badanych gatunkéw mchow

W niniejszym opracowaniu, systematyke gatunkow wybranych do badan fizjologicznych

oraz ich nazewnictwo przyj¢to wedtug Ochyry i in. [2003].

Gromada: Bryophyta Schimp. — Mchy
Klasa: Bryopsida (Limpr.) Rothm. — Pratniki
Podklasa: Bryidae Engl.
Rzad:Bryales M. Fleisch.
Rodzina:  Plagiomniaceae T.J.Kop. — Ptaskomerzykowate
Sekcja:Plagiomnium
Gatunek: Plagiomnium cuspidatum (Hedw.) T.J.Kop. — Ptaskomerzyk konczysty

Klasa: Polytrichopsida Vitt, Goffinet & Hedd. Ex Ochyra, Zarnowiec & Bednarek-
Ochyra — Ptonniki
Podklasa: Polytichidae (W. Frey) Ochyra
Rzad:Polytrichales M. Fleisch. — Ptonnikowce
Rodzina:  Polytrichaceae Schwigr. — Plonnikowate
Sekcja:  Sexangularia (Bruch & Schimp.) G.L.Sm
Gatunek:  Polytrichastrum formosum (Hedw.) G.L.Sm. — Ztotowtos strojny

Klasa: Bryopsida (Limpr.) Rothm. — Pratniki
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Podklasa: Hypnidae W.R.Buck, Goffinet & A.J. Shaw
Rzad:Hypnales (M. Fleisch) — Rokietowce
Rodzina:  Pleurozioideae Ando, Seki, N. Nishim. & Higuchi
Sekcja:  Pleurozium Mitt. — Rokietnik
Gatunek:  Pleurozium schreberi (Willd. Ex Brid.) Mitt. — rokietnik pospolity

1.6. Charakterystyka szczegélowa badanych gatunkéw

1.6.1. Plaskomerzyk ( = plozymerzyk) konczysty (Plagiomnium cuspidatum (Hedw.)
T.J.Kop.)

Synonimy nazwy tacinskiej: Mnium cuspidatum Hedw.

Gatunek mchu z rodziny merzykowate (Mniaceae Schwigr. in Willd.). Tworzy
luzne darnie w kolorze zéttawo-zielonym. Lodyzki gametofitu rosng pionowo, w Stanie
ptonnym tukowato zakrzywione, ulistnione w dwodch rzedach (Ryc. 3A i 3B). Liscie
jajowate, ostro zakonczone, dtugosci 4 (rzadko 6) mm i szeroko$ci 2 mm. Nerw konczy
si¢ tuz przed koncem blaszki. Komorki centrum li§cia zaokraglone-szesSciokatne. Gatunek
jednopienny —na jednym gametoficie wystepuja rodnie i plemnie. Sporogon od 1,5
do 2,5cm dhlugosci. Puszka zarodnionos$na zakrzywiona w cato$ci w dot, 2,5 mm
dhugosci, z tepo zakonczong pokrywa. Zarodniki dojrzewaja wiosng [Szafran, 1948;
Bednarz i Koczwanska, 1976].

Ros$nie glownie w wilgotnych lasach, na skatach wapiennych, u podstaw pni
drzew, na prochnie. Spotykany jest tez w parkach i na tgkach. Wystepuje pospolicie
w Europie Centralnej, na calym $wiecie: w Azji, Ameryce Potnocnej i Srodkowej, a takze

w poinocnej i zachodniej Afryce [www.bbsfieldguide.org.uk].
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Ryc. 3. Pokroj gametofitu i sporofitu Plagiomnium cuspidatum (Hedw.) T.J.Kop.; A — gametofit,
B — gametofit — morfologia i anatomia liScia oraz sporofit [zrodto: www.bildatlas-moose.de/].
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1.6.2. Zlotowlos strojny (Polytrichastrum formosum (Hedw.) G.L.Sm.)

Ryc. 4. Pokroj gametofitu i sporofitu Polytrichastrum formosum (Hedw.) G.L.Sm.; A — gametofit,
B — liscie gametofitu z lamellami oraz puszka sporofitu [Zzrédto: www.bildatlas-moose.de/].
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Synonimy nazwy tacinskiej: Polytrichum formosum Hedw., P. attenuatum Menzies
ex Brid.

Mech z rodziny ptonnikowatych (Polytrichaceae Schwagr. in Willd.). Tworzy
rozlegle, luzne darnie niebieskozielonej barwy. Gametofit dwupienny. bLodyzka
gametofitu osigga u osobnikéw meskich 9 — 12 mm, u zenskich 4 — 8 cm, wzniesiona
ze spiralnie utozonymi li§¢émi, przypominajacych gwiazdki (Ryc. 4A i 4B). Starsze okazy
maja czesto duze, zottawe liscie ochronne. Puszki sporofitu wzniesione, pokryte jasnym,
wioknistym czepkiem. Zarodniki brgzowe, dojrzewaja od III do VI [Bednarz
I Koczwanska, 1976].

Mech bardzo czegsty w lasach lisciastych i iglastych, spotykany na omszatych
skatach 1 prochniejacym drewnie. Jest wskaznikiem cienistych, suchych
do umiarkowanie wilgotnych lasow. Wystepuje na stabo kwasnym podtozu

[www.bbsfieldguide.org.uk].

1.6.3. Rokietnik pospolity (Pleurozium schreberi (Willd. ex Brid.) Mitt.)

Synonimy nazwy lacinskiej: Entodon schreberi (Willd. ex Brid.) Ménk., Hypnum
schreberi Willd. ex Brid., Hylocomium parietinum Lindb., Calliergonella schreberi
(Willd. ex Brid.) Grout, Hypnopsis schreberi (Willd. ex Brid.) Podp.

Gatunek mchu nalezacy do rodziny gajnikowatych (Hylocomiaceae (Broth.)
M.Fleisch.). Tworzy darnie luzne, zielone, zottozielone i bladozielone, w stanie suchym
btyszczace. Lodyga do 15cm wysokosci, koloru czerwonego. Gatazki proste,
wyrastajace przewaznie w jednej ptaszczyznie (Ryc. SA i 5B). Liscie todygowe
ustawione gesto, o dlugosci 2,5 mm 1 szeroko$ci 1,4 mm, jajowate, lyzkowato wklgste,
zakonczone krotkim, rurkowato zwinigtym konczykiem. W gdrnej czesci liscia brzeg
moze by¢ stabo zgbkowany (wystajace szczyty komodrek). Komorki liscia wydtuzone,
silnie porowane. Zebro krétkie, podwojne, koloru zottego lub brak zebra. Liscie
gatazkowe podobne do todygowych, ale mniejsze — do 1,5 mm dlugosci. W Polsce seta
z puszka wyksztaltca si¢ rzadko. Seta o dtugosci 2,5 cm, purpurowa, gladka. Puszka
wydtuzono-jajowata, o dtugosci 2,5 mm, zgieta, koloru bragzowego. Wieczko stozkowate,
ostro zakonczone [Szafran, 1948, 1961; Bednarz i Koczwanska, 1976].

Rokietnik pospolity jest wykorzystywany jako bioindykator zanieczyszczen.
W Polsce gatunek pospolity, objety cze¢sciowa ochrong [Rozporzgdzenie Ministra
Srodowiska z dnia 9 pazdziernika 2014 r.].
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Ryc. 5. Pokroj gametofitu i sporofitu Pleurozium schreberi (Willd. ex Brid.) Mitt.; A — gametofit,
B — morfologia lisci gametofitu [Zrodto: www.bildatlas-moose.de/].
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1.7. Metody analizy instrumentalnej wykorzystane w odpowiedzi mchéw
na dzialanie ozonu w zréznicowanym skladzie spektralnym Swiatla

1.7.1. Metody oceny stanu fizjologicznego roslin na podstawie parametréw Kinetyki
fluorescencji Chl a

1.7.1.1. Fluorescencja Chl a

Fotosynteza jest najwazniejszym procesem bioenergetycznym, w ktérym organizmy
autotroficzne (rosliny, glony, sinice i niektore organizmy bakteryjne) przeksztalcaja
energi¢ promieniowania stonecznego w energi¢ chemiczng zawarta w zwigzkach
organicznych. Proces ten zachodzi glownie w zielonych tkankach, a dokladnie
w chloroplastach, ktorych wnetrze zajmuje stroma wypetniona tylakoidami tworzonymi
przez wewngtrzng btong chloroplastu. W btonach transformujacych energie $wietlng
obecne sg kompleksy biatkowo-barwnikowe, ktore roznig si¢ budowa, zawartoscia
barwnikéw asymilacyjnych, biatek, lipidow oraz wlasciwosciami spektralnymi.
Glownym ich zadaniem jest absorpcja energii $wietlnej (szczeg6lnie Swiatta niebieskiego
I czerwonego) przez czasteczki barwnikow asymilacyjnych, ktora wykorzystywana jest
do uruchamiania reakcji fotochemicznych [Strasser i in., 2000; Rohacek, 2002].
W procesie fotosyntezy, fluorescencja Chl stanowi nie wiecej niz 3 —5 % catkowitej
ilosci pochtonigtego Swiatta. Jest ona miernikiem zaabsorbowanej energii §wiatta, ktora
nie zostata wykorzystana w procesie fotosyntezy ani wyemitowana w postaci ciepta
[Maxwell i Johnson, 2000; Kalaji i in., 2004; Garstka, 2007]. W nieuszkodzonych lisciach
ro$lin i komodrkach glondw, fluorescencja Chl zwigzana jest z czasteczka chlorofilu a
(Chl @), poniewaz stan wzbudzony chlorofilu b (Chl b) jest z wysoka wydajnoscia
przekazywany na Chl a [Kalaji i Loboda, 2010].

Zaabsorbowana energia PAR = fotochemia + ciepto + fluorescencja

Energia stoneczna docierajaca do lisci w postaci strumienia fotonow jest
pochlaniana przez czasteczki Chl w kompleksach zbierajacych $wiatlo. Z tych
kompleksow, zwanych antenami energetycznymi, energia jest przekazywana do centrow
reakcji fotosystemow: drugiego (PSII) i pierwszego (PSI) w celu uruchomienia przemian
fotochemicznych. Transportowana energia, zanim osiggnie centrum reakcji, tracona jest

czesciowo w postaci ciepta (NPQ) lub fluorescencji Chl. Fluorescencja Chl powstaje
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podczas powrotu elektronow czasteczek barwnika wzbudzonych przez fotony $wiatta
do nizszego poziomu energetycznego, w ktorym energia tracona jest W postaci
promieniowania swietlnego [Rosenqvist i van Kooten, 2003]. Wydajnos¢ fluorescencji
Chl jest okreslana jako stosunek wyemitowanych w czasie fluorescencji fotondéw
do catkowitej liczby zaabsorbowanych fotonow PAR [Kalaji i Loboda, 2010; Sulkiewicz
i Ciereszko, 2016].

1.7.1.1.1. Fluorymetry

Typowe fluorymetry okreslane jako systemy cigglego wzbudzenia umozliwiajg
bezposredni pomiar aktywnosci fotochemicznej PSII, po uprzedniej aklimacji rosliny
do ciemnosci. Pozwalajg one na okreslenie podstawowych parametrow fluorescencji Chl:
fluorescencji zerowej (Fo), fluorescencji maksymalnej (Fm), fluorescencji zmiennej (Fv)
oraz maksymalnej wydajnosci fotochemicznej PSII (Fv/Fm) [Kalaji i Loboda, 2010].

Fluorymetry typu FluorCam (Photon System Instruments, Czechy)
jako urzadzenia modulowo-pulsowe pozwalaja na zobrazowanie fluorescencji Chl a
w systemie PAM [www.psi.cz/]. Tego typu fluorymetry umozliwiaja wykonanie
pomiaréw na $wietle bez adaptacji do ciemnosci. Jest to mozliwe dzieki LEDowym
diodom, ktore oddzielajg sygnat modulowany (sygnat fluorescencji Chl a) od sygnatu
niemodulowanego (sygnat swiatta dziennego) [Kalaji i Loboda, 2010]. Kamera CCD
(zang. Charge Coupled Device) peini funkcje detektora, a $wiatlo aktyniczne
réwnomiernie o$wietla badany obiekt. Dodatkowym atutem FluorCamu jest jednoczesna
identyfikacja kilku probek i wyliczenie parametrow fluorescencji dla kazdej z nich
z osobna. W oparciu o tzw. ,efekt Kautskyego” [Kautsky i Hirsch, 1931], urzadzenie to,
oprocz wyznaczenia podstawowych parametrow fluorescencji Chl a, umozliwia pomiar
specyficznych parametrow fluorescencji m.in. wygaszania fotochemicznego (Qp),
wygaszania niefotochemicznego (NPQ) oraz wskaznika witalnosci PSIT (Rfd)
[Lichtenthaler i in., 2005].

1.7.1.1.2. Parametry kinetyki fluorescencji Chl a wykorzystywane do oceny
sprawnosci fotochemicznej PSII

Fluorescencja zerowa obiektow zaadoptowanych do ciemnosci — Fo

Fluorescencja zerowa liScia stanowi pierwszy punkt na krzywej indukcji fluorescencji
Chl. Wskazuje ona na straty energii wzbudzenia przekazywanej z anten energetycznych

do centrum reakcji PSII. Charakteryzuje tez emisje wzbudzonych czasteczek Chl w PSII,
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w czasie kiedy wszystkie akceptory sg utlenione, a centra PSII otwarte i gotowe
do przyjecia elektronéw [Baker i Rosenquist, 2004]. Spetienie tych warunkéw wymaga
wczesniejszej adaptacji tkanki do ciemno$ci [Hansatech, 2008]. Straty radiacyjne
W antenie sg uzaleznione nie tylko od natezenia wzbudzajacego PAR, ale takze
od efektywnosci przekazywania energii wzbudzenia z LHCII do centrum aktywnego
PSII. Fluorescencja zerowa jest mierzona przy niskim nat¢zeniu PAR okoto 0,01 pmol

(fotonow) - m™ - s [Lichtenthaler i in., 2004a].

Fluorescencja maksymalna wyznaczona po adaptacji ciemniowej — Fm

Fluorescencja maksymalna informuje o iloéci zredukowanych akceptorow elektronéw
w PSII. Przedstawia maksymalne natezenie fluorescencji w warunkach, kiedy wszystkie
czasteczki plastochinonu w PSII sg zredukowane i nie przyjmuja elektronow, a centra
PSII sg chwilo zamknigte. Warto$ci Fm sg zalezne od zawartosci Chl w badanej tkance.
Po osiagnigciu maksymalnego natezenia fluorescencji Fm wydajnos¢ fluorescencji Chl
obniza si¢ szybko do poziomu fluorescencji stacjonarnej (Ft) zblizonego do poziomu Fo

[Kalaji i Loboda, 2010].

Fluorescencja stacjonarna — Ft

Parametr fluorescencji stacjonarnej przedstawia natezenie fluorescencji Chl w przebiegu
fotosyntezy, w warunkach stacjonarnych. Warto$¢ Ft zalezy od przebiegu catego procesu
fotosyntezy w badanych roslinach oraz od czynnikow srodowiska, w ktorych dana roslina

wystepuje [Fracheboud, 2000].

Maksymalna fotochemiczna wydajnosé PSII — Fv/Fm

Maksymalna wydajnos¢ fotochemiczna PSII — Fu/Fm jest wskaznikiem witalnosci aparatu
fotosyntetycznego. Dla roslin zaadoptowanych do ciemnosci okre§la potencjalng
wydajnos¢ z jaka PSII absorbuje energi¢ Swietlng [Guidi i in., 2007]. Dla wigkszosci
ros$lin w fazie pelnego rozwoju i1 warunkach bezstresowych maksymalna warto$¢ tego
parametru wynosi 0,83 [Bjorkman i Demmig, 1987]. Jego obnizenie wskazuje
na dziatanie czynnikow stresowych zmniejszajacych wydajno$¢ fotochemiczng PSII
przez silng ingerencje w transport elektronow w tancuchu fotosyntetycznym [Tuba i in.,

2010] albo na aktywna ochrone przeciwstoneczng [Horton i in., 1996].
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Wskaznik witalnosci PSII — Rfd

Wyzsze wartosci fotosyntezy netto znajduja odzwierciedlenie w wysokich wartosciach
wskaznika Rfd. Zaré6wno u roslin rosngcych w pelnym stoncu jak i w miejscach
zacienionych, wartosci Rfd wykazuja heterogeniczno$¢ zwigzang najprawdopodobnie;j
Z nierownomiernym roztozeniem aparatow szparkowych oraz niejednolitym transportem
wody. Dla lici w pelnym $wietle wskaznik witalnosci PSII przyjmuje wartos$ci powyzej
2,7 1 wskazuje na wysoka aktywnos¢ PSII, a dla roslin rosngcych w cieniu osigga wartosci
od 1 do 2,7. Wartosci ponizej 1 $wiadcza o zaburzeniu reakcji fotochemicznych

w tylakoidach chloroplastéw [Lichtenthaler i in., 2000].

Wskaznik wygaszania niefotochemicznego — NPQ

Zamiana nadmiaru energii $wietlnej na ciepto stanowi u ro$lin zasadnicza ochrong przed
nadmiernym promieniowaniem stonecznym [Horton i in., 1996; Feild i in., 1998; Szabo
i in., 2005; Heber i in., 2006]. Proces ten okreslany jest jako wygaszanie
niefotochemiczne, a jego wydajno$¢ mierzona jest warto$cig wskaznika NPQ. Wskaznik
NPQ przyjmuje wartosci od 0 do nieskonczonosci w zaleznosci od gatunku i dziatajacych

czynnikow $rodowiska [Maxwell i Johnson 2000; Bates i in., 2009].

Wygaszanie fotochemiczne — Qp

Wygaszanie fotochemiczne (Qp) informuje o ilo$ci otwartych centréw reakcji PSII, czyli
o stosunku ilo$ci energii zaabsorbowanej przez PSII do iloéci energii zuzytej w procesie
fotosyntezy [Maxwell i Johnson, 2000]. Spadek Qp w wysokim nat¢zeniu $wiatla jest
spowodowany fotoinhibicjg fotosyntezy, ale takze silnym wzrostem komponentéw

wygaszania wysokiej energii [Lichtenthaler i Burkart, 1996].

Wydajnos$¢ reakcji fotochemicznej w PSIT - QY
Parametr ten stuzy do oceny wydajnosci kwantowej reakcji fotochemicznej w PSII.
Okresla on ilos¢ kwantdow wykorzystanych w przemianach fotochemicznych

do catkowitej liczby zaobsorbowanych kwantow PAR [Genty i in., 1989].

1.7.1.1.3. Zastosowanie parametrow kinetyki fluorescencji Chl a w fizjologii roslin

Badania in vivo fluorescencji Chl a sa rozpowszechniong metoda do rejestrowania zmian

zachodzacych w aparacie fotosyntetycznym oraz okreslenia stanu fizjologicznego roslin
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zielonych [Bussotti i in., 2005; Oguntimehin i Sakugawa, 2009; Desotgiu i in., 2012;
Kalaji i in., 2012], glonéw [Sikora i in., 2009], porostow [Scheidegger i Schroeter, 1995],
a nawet cyjanobakterii [Jodtowska i Sliwinska, 2014] w warunkach stresowych.
Monitorowanie fluorescencji jest nicinwazyjng, bardzo czula metodg wykorzystywana
do badania wydajnosci fotosyntezy PSII. Jest takze metoda szeroko stosowang
w fizjologii roslin do okreslania reakcji ros§lin na stres fizyczny, chemiczny
lub chemiczno-fizyczny w srodowisku [Lichtenthaler i in., 1998; Maxwell i Johnson,
2000; Tremblay i in., 2012].

Fluorescencja Chl umozliwia badanie pojedynczych roslin jak i ztozonych
systemOw roslinnych [Srivasta i Strasser, 1997]. Metoda ta wykorzystywana jest
w badaniu wplywu abiotycznych i biotycznych czynnikéw srodowiska [Dai i in., 2009],
zanieczyszczen $rodowiska (m.in. metali cigzkich, herbicydow) [Tuba i in., 2010],
przeksztatcen zachodzacych pod wptywem globalnych zmian klimatu (wzrost stezenia
COg, ozonu, lotnych zwigzkdéw organicznych oraz Wzrost temperatury i natezenia
promieniowania UV) na szate roslinng [Srivastava i Strasser, 1996, 1997]. Zalets
stosowania metod fluorescencyjnych jest m.in. jej nieinwazyjnos¢, szybkosc
wykonywania pomiaru i niski koszt oraz mozliwos¢ przeprowadzania badan zaréwno
w warunkach laboratoryjnych, szklarniowych jak i polowych. Metody fluorescencyjne
znalazly szerokie zastosowanie w rolnictwie [Massacci i in., 2008], lesnictwie
[Mohammed i in., 1995], hodowli roslin uprawnych i 0ozdobnych [Kuckenberg i in., 2009]

oraz innych dziedzinach nauki.

1.7.1.2. Spektrofluorymetria

Niezwykle uzyteczng metoda do opisu fluorescencji Chl, fenoli 1 innych zwigzkow
chemicznych wystepujacych w roslinach jest spektrofluorymetria. Umozliwia ona
przede wszystkim detekcje widma fluorescencji Chl w zakresie spektrum czerwonego
I dalekiej czerwieni z maksimum przy 690 i 735 nm (odpowiednio F690 i F735)
oraz fluorescencji zwigzkow fenolowych w spektrum niebiesko-zielonym z maksimum
przy 450 i 530 nm (odpowiednio F450 i F530) [Lichtenthaler i Schweiger, 1998;
Lichtenthaler i in., 2004b]. W $wietle czerwonym oraz dalekiej czerwieni fluorescencja
moze by¢ wzbudzana przez promieniowanie UV (340 lub 355 nm), niebieskie (430
lub 450 nm), zielone (533 lub 550 nm), a takze pomaranczowo-czerwone (633 nm)

[Lichtenthaler i in., 2004b]. Widma emisji fluorescencji dostarczajg istotnych informacji
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0 zmieniajacej si¢ zawartosci niektorych zwiazkow chemicznych w warunkach
stresowych [Kula i in., 2016]. Liczne badania wykazuja, ze szczegblnie uzyteczne
W interpretacji zmian zachodzacych w roslinach wydajg si¢ by¢ informacje pozyskane
dzigki réznego rodzaju wspotczynnikom. Wspotczynnik fluorescencji F450/F690
(niebieski / bliska czerwien) jest wczesnym, a F450/F735 (niebieski / daleka czerwien)
najbardziej wrazliwym wskaznikiem zmian aktywnos$ci metabolicznej [Schweiger i in.,
1996; Buschmann i Lichtenthaler, 1998]. Wspotczynnik intensywnosci fluorescencji
F690/F735 (bliska czerwien / daleka czerwien) jest wskaznikiem zawartoSci Chl
[D'Ambrosioiin., 1992; Tubai in., 1993]. Stosunki fluorescencji F440/F690, F440/F735,
F530/F690, F530/735, F595/F530 informuja 0 reakcjach roslin na dziatajagce na nie
| zmieniajace si¢ czynniki abiotyczne oraz biotyczne s$rodowiska [Lichtenthaler
i Rinderle, 1988; Hideg i in., 2002]. Zaproponowane przez Jena i in. [2012] pomiary
intensywnosci fluorescencji PSII i PSI w czg$ci antenowej (A) i korowej (C) uzyto
do obliczenia wspotczynnikow antena/kora (A/C). | tak, pik 685 nm wskazuje na PSII-A,
695 nm odpowiada PSII-C, 725 nm — PSI-A i 735 nm — PSI-C. Z kolei warto$¢ PSI/PSII

wyraza stosunek intensywnosci fluorescencji anten.

1.7.1.3. Oznaczanie zawartos$ci Flv i Chl oraz wskaznika indeksu azotowego (NBI)
jako wskaznikéw witalnosci roslin

O ile produkty metabolizmu pierwotnego sg wspélne dla wszystkich roslin, 0 tyle
metabolity wtdrne sg istotnie rdzne. Do grupy metabolitow wtdrnych nalezy okoto 6000
roznych flawonoidéw (FIv). Wsréd nich mozna wyrézni¢ m.in. flawonole, flawony,
flawany, izoflawany, izoflawony, dihyfroflawonole, flawanony, chalkony,
antocyjanidyny. Flv sg klasyfikowane na podstawie r6znic w ich budowie tj. rodzaju
wigzania glikozydowego, liczby przylaczonych czasteczek cukréw, liczby 1 lokalizacji
grup hydroksylowych i metoksylowych w pierScieniach oraz obecno$ci grup
sulfonowych na cukrach lub aglikonach [Havsteen, 1983]. W komorkach roslinnych Flv
chronig przed atakiem roslinozercow i chorobotworczymi mikroorganizmami. Stuzg jako
atraktanty wplywajace na zapylenie kwiatdéw 1 rozprzestrzenianie nasion, warunkujg
kolor 1 zapach kwiatow, lisci 1 owocow, reguluja wzrost 1 rozwoj, warunkuja
oddziatywania symbiotyczne ro$lin z innymi organizmami [Harborne, 2000]. Flawonole
1 antocyjany chronig przed uszkodzeniami DNA 1 aparat fotosyntetyczny poprzez silng

absorbcj¢ promieniowania UV [Tevini, 1993]. Badania ostatnich lat wskazuja,
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ze polifenole, a w szczegdlnosci Flv, mogg by¢ wskaznikami dostepnosci azotu
przektadajacego si¢ na wzrost i rozwoj roslin.

Przejawem dobrej kondycji ro$lin jest m.in. intensywna biosynteza Chl.
W korzystnych warunkach wzrostu roslina ogranicza syntez¢ metabolitow wtornych
ze wzgledu na wysoki wydatek energetyczny zwigzany z tymi procesami. W przypadku
niekorzystnych warunkow wzrostu np. niedoboru azotu roslina przekierowuje
metabolizm na zwigkszenie produkcji metabolitow wtornych, w tym Flv [Gulmon
i Mooney, 1986].

Oznaczenie ilo$ci Chl i Flv w lisciach umozliwia wyznaczenie tzw. wskaznika
indeksu azotowego (NBI), ktory informuje o dostgpnosci kluczowych substancji
mineralnych, a dokladnie azotu w S$rodowisku. Pomiary te umozliwiaja wczesne
uzyskanie danych o niedoborach azotu w roslinach.

Omawiane parametry mozna wyznaczy¢ przy uzyciu szczegélnego rodzaju
fluorymetru tj. Dualex® Scientific (FORCE-A, Francja) [www.force-a.com]. Urzadzenie
to pozwala na szybka, bezinwazyjna i1 jednoczesng oceng stanu fizjologicznego roslin bez

weczesniejszego ich zaciemniania [Cerovic i in., 2012].

1.7.2. Metoda kalorymetrii izotermicznej

Juz na poczatku XX wieku byto wiadomo, Ze rosliny prowadzac przemiany metaboliczne
emitujg ciepto. Jednak dopiero od niedawna badania w tym w obszarze nauki rozwijaja
si¢ bardziej dynamicznie. Jak podajg Criddle i in. [1991a], ,, produkcja ciepta jest
nieuniknionym efektem ubocznym we wszystkich procesach
metabolicznych™. Pomiary ilo§ci emitowanego ciepta moga zatem prowadzié
do peniejszego zrozumienia niektorych procesow z zakresu fizjologii roslin [Criddle in.,
1991b].

Oddychanie tlenowe obejmuje zarowno reakcje kataboliczne jak i anaboliczne.
W reakcjach katabolicznych zwigzki organiczne sg utleniane do CO2. Czg$¢ energii
wytwarzanej przez utlenianie jest wykorzystywana do wytwarzania ATP z ADP i Pi.
Natomiast pozostata czg$¢ energii jest tracona w postaci ciepta. ATP wytwarzany
w reakcjach katabolicznych wykorzystywany jest nastepnie w reakcjach anabolicznych,
w wyniku ktorych powstaja nowe tkanki roslinne. Procesy te przektadaja si¢ na wzrost
komorek (organizméw). W reakcjach anabolicznych ATP ulega z powrotem hydrolizie
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do ADP i Pi. Produkowane jest takze ciepto [Thygerson i in., 2002]. Ponizsze rownania

reakcji opisuja schematycznie omawiane procesy:

Katabolizm
Organiczny substrat + O2 + x ADP + x Pi = CO; + H,O + x ATP + Cieplo
Anabolizm
Substrat + y ATP = wzrost + y ADP + y P; + Cieplo

Pomiar ilo$ci emitowanego ciepla prowadzi si¢ metoda kalorymetrii
izotermicznej. Kalorymetria izotermiczna jest czym$ wiecej niz tylko kolejnym
sposobem pomiaru tempa metabolizmu. Pozwala ona mierzy¢ zasadniczo inny parametr
(energig), podczas gdy pozostate metody pomiaru opierajg si¢ na pomiarze masy [Criddle
I Hansen, 1999]. Techniki pomiaréow kalorymetrycznych organizmoéow zywych opisali
w szerokim zakresie Wadso [1995] oraz Criddle i Hansen [1999]. Okazaty si¢ one by¢
przydatne w monitorowaniu wielu typow proceséw biologicznych [Hansen i in., 1997].

Kalorymetria jako metoda bezinwazyjna i niedestrukcyjna pozwala na badanie
chemicznych, fizycznych i biologicznych proceséw w komorkach, tkankach, organach,
ciatach statych, gazach czy cieczach. Najnowsze badania kalorymetryczne prowadzone
sg w zawiesinach komorkowych [Rank i in., 1991; Janeczko i in., 2007a], glonach
[Loseva i in., 2004; Alyabyev i in., 2007; Kula i in., 2014], mchach [Mozdzen
I Skoczowski, 2015], nasionach [Schabes i Sigstad, 2005], siewkach [Ptazek i Rapacz,
2000; Skoczowski i in. 2011b], liscieniach [Janeczko i in., 2007b; Skoczowski i in.,
2011a], lisciach [Fodor i in., 2007; Baltruschat i in., 2008], korzeniach i bulwach [Wads6
i in., 2004] oraz na owocach [Criddle i in., 1991b]. Kalorymetria wykorzystywana jest
takze w badaniach nad kietkowaniem nasion, tempem wzrostu siewek i starszych stadiow
rozwojowych roslin [Edelstein i in., 2001; Schabes i Sigstad, 2006], stresu suszy
[Mozdzen i Skoczowski, 2015], stresu termicznego [Rank i in., 1991], w oddziatywaniu
zwiazkow allelopatycznych [Kupidtowska i in., 2006; Synowiec i in., 2015], herbicydow
[Stoktosa i in., 2006; Saja, 2013] oraz w odpowiedzi roslin na zakazenia bakteryjne
[Janeczko i in., 2007b; Skoczowski i in., 2011a].
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1.7.3. Konduktometryczna ocena stanu fizjologicznego roslin

Jedna z wielu reakcji roslin na czynniki stresowe srodowiska sg uszkodzenia bton
komorkowych, ktérym towarzyszy nadmierny wyciek elektrolitow. Pierwsze pomiary
wycieku elektrolitow z roslin przeprowadzono prawie sto lat temu [Osterhaut, 1922;
Dexter i in., 1932]. Badania te sugerowaly, ze wyciek elektrolitbw odnosi si¢
do uszkodzenia blon komorkowych powodujgc $mieré komorki. Z biegiem lat
stwierdzono, ze zwickszony wyplyw elektrolitow, wywotany dziataniem czynnikow
stresowych, jest wynikiem zaburzen we wlasciwosciach fizykochemicznych bton
komoérkowych. W skrajnych przypadkach stan destabilizacji bton prowadzi do $mierci
komorek. W tylakoidach zmiany wiasciwosci bton wywoluja inaktywacje PSII,
zaburzenia w transporcie elektronow oraz oksydacyjna degradacj¢ Chl. Zaburzenia
w blonach inicjuja z kolei procesy peroksydacji lipidow i denaturacji biatek.
W konsekwencji wzrasta przepuszczalno$¢ bton powodujac niekontrolowany wyciek
elektrolitow, szczegolnie jonéw potasu [Palta i in., 1977; Starck i in., 1995; Bajji i in.,
2002].

Pomiary wyptywu elektrolitow sa powszechnie stosowane jako jeden z wielu
wskaznikow stresu w komorkach roslinnych [Blum i Ebercon, 1981; Lee i Zhu, 2010].
Wyciek elektrolitow jest wszechobecny u réznych gatunkow i moze by¢ wywotany
przez wszystkie czynniki stresowe, wiaczajac atak patogenow [Maffei i in., 2007],
zasolenie [Demidchik i in., 2010], metale ciezkie [Demidchik i in., 2003], wysoka
kwasowo$¢ gleby (pH < 4) [Marschner i in., 1966], zranienia [Nassery, 1972], susz¢
[Blum i Ebercon, 1981; Shcherbakova i Kacperska, 1983] i inne [Demidchik i in., 2014].
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2. CEL PRACY

W $rodowisku lesnym nate¢zenie i skiad spektralny $wiatta maja decydujacy wplyw
na wystgpowanie wielu gatunkow roslin. Spotyka si¢ tam zarowno rosliny wymagajace
pelnego sktadu spektralnego swiatta jak i te mogace zy¢ w cieniu tj. przy niskim stosunku
R : FR. Dla roslin zyjgcych w miejscach zacienionych $wiatto ma szczegdlne znaczenie,
poniewaz pobudza je do krotkiej, ale intensywnej asymilacji. Wérod nich wyrézniamy
mchy (Bryophyta), ktére sa organizmami niewielkich rozmiaréw, ale dzigki swojej
prostej budowie anatomicznej i morfologicznej mogg egzystowa¢ w warunkach, ktore dla
innych organizméw roslinnych sg $miertelne [Krupa, 1984; Krupa i Rzepka, 1995;
Rzepka i in., 2001; Proctor, 2003; Rzepka i in., 2005; Rzepka, 2008]. Duza odporno$é
mchow na zmienne warunki $rodowiska 1 zdolno$¢ do reaktywacji procesow
fizjologicznych jest cechg r6znigca je od roslin wyzszych. Z drugiej strony, stosunkowo
niewielka liczba informacji o wptywie czynnikéw abiotycznych na ro$liny nizsze zacheca
do prowadzenia badan na réznych poziomach ich organizacji: poczynajac
od molekularnej, komoérkowej, gametoforowej, a konczagc na funkcjonowaniu
ekosystemow, w ktorych mchy wystepuja.

W zwigzku z tym, w niniejszej pracy podj¢to probg poznania mechanizmoéw
regulacji i modyfikacji przebiegu wybranych proceséw zyciowych trzech pospolitych
gatunkow mchow: Plagiomnium cuspidatum (Hedw.) T.J.Kop., Polytrichastrum
formosum (Hedw.) G.L.Sm., Pleurozium schreberi (Willd. Ex Brid.) Mitt. w odpowiedzi
na dzialanie ozonu w warunkach zréznicowanego sktadu spektralnego $wiatla. W tym

celu sformutowano nastepujace pytania szczegodtowe:

(a) Czy skiad spektralny $wiatta wptywa na morfologiec mchow w warunkach stresu
0zonowego?

(b) Jak zmieniaja si¢ wartosci $wiezej i suchej masy oraz procentowej zawartosci wody
gametofitow mchow poddanych dzialaniu ozonu w réznym sktadzie spektralnym
Swiatta?

(c) Jak sktad spektralny $§wiatta wptywa na, indukowang przez ozon, przepuszczalno$é
membran plazmatycznych w gametoforach mchow?

(d) Czy skiad spektralny §wiatta wptywa na zawarto$¢ Chl w gametoforach mchow

w warunkach stresu ozonowego?
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(e) Czy w zaleznosci od sktadu spektralnego §wiatta, w warunkach stresu 0zonowego,
Zmienia si¢ zawartos¢ FIv i NBI w gametoforach mchow?

(f) Czy wptyw ozonu na sprawno$¢ fotochemiczng PSII zalezy od sktadu spektralnego
Swiatta?

(9) Czy intensywnos$¢ przebiegu procesé6w metabolicznych w gametofitach mchoéw
traktowanych ozonem zalezy od sktadu spektralnego §wiatta?

(h) Jak sktad spektralny Swiatta wptywa na widma emisji fluorescencji lisci mchow

poddanych fumigacji ozonem?

W pracy podjeto takze probe okreslenia wptywu stresu ozonowego (dziatajacego
W roznym sktadzie spektralnym $wiatla) na wybrane elementy enzymatycznego uktadu
antyoksydacyjnego. Do badan wybrano gametofory P. cuspidatum, w ktorych dokonano
analizy aktywnosci i sktadu izoform SOD. SOD wybrano ze wzgledu na wystgpowanie
tego enzymu w kilku (tatwych do elektroforetycznego rozdzielenia) izoformach
roznigcych sie¢ m.in. lokalizacja w komoérce (mitochondria, chloroplasty, cytoplazma).
Umozliwia to zatem $ledzenie odpowiedzi réznych organelli komérkowych na stres

0zZonowy.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Material roslinny

Material roslinny stanowily gametofity trzech gatunkéw mchow: Plagiomnium
cuspidatum (merzyk fatdowany), Polytrichastrum formosum (zlotowtos strojny)
oraz Pleurozium schreberi (rokietnik pospolity). Rosliny zebrano w okolicach Krakowa
(Tyniec —50.0167 °N 19.8167 °E), w lesnym kompleksie Bielansko-Tynieckiego Parku
Krajobrazowego w Podgorkach Tynieckich (Ryc. 6). Obiekty badawcze dobrano tak, aby

ro6znity si¢ budowa morfologiczna.

Ryc. 6. Teren zbioru materialu badawczego. Miejsce pobrania zaznaczono strzatka i czarnym kotkiem
W gornej czesci mapy [zrodto: Sikora i Podwika, 2011].
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3.2. Aklimatyzacja roslin

W celu wyeliminowania wptywu zmiany sktadu spektralnego $wiatla (z naturalnego
na sztuczny) na metabolizm roslin, zebrane darnie mchéw aklimatyzowano do nowych
warunkéw $wietlnych przez 30 dni. W tym celu darnie umieszczono w plastikowych
pojemnikach, w komorze fitotronowej zbudowanej na bazie komory chtodniczej
typu MR-1400 G (PP-H JUKA, Polska), w warunkach trzech roéznych sktadow
spektralnych swiatla: w $wietle biatym (WL), czerwonym z domieszkg $§wiatta zielonego
i niebieskiego (RGBL) oraz w niebiesko-biatym (WBL). W kazdym przypadku nat¢zenie
$wiatla wynosito 200 pmol (fotonéw) - m? - s przy wilgotnoséci wzglednej powietrza

(RH) 80 — 90 % i fotoperiodzie 12 / 12 h (dzien / noc) (Ryc. 7A i B).

3.3. Fumigacja ozonem

W kazdym ze sktadow spektralnych $wiatta rosliny fumigowano ozonem w ciagu dnia
przez 12 godzin w zamknigtych pojemnikach przez 7 dni (Ryc. 7B). Ozon wytwarzany
byt z tlenu (produkowanego za pomoca wytwornicy, Ryc. 8B) za pomoca generatora
ozonu (Aqua Medic Ozone 50). Stezenie ozonu wynosito 100 ppb i bylo regulowane oraz
monitorowane za pomocg analizatora fotometrycznego ozonu (Thermo Environmental
Instruments INC. Ty 49C, USA) wyposazonego w system autokalibracji (Ryc. 8A)
[Skoczowski in., 2000]. Rosliny kontrolne umieszczano w takich samych plastikowych

pojemnikach i utrzymywano w atmosferze o naturalnym st¢zeniu ozonu tj. 2 — 5 ppb.
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Wzgledne natgzenie Swiatta

600 628 656 684 712 740 768 796
Diugosé fali [nm]

.0
404 432 480 488 516 544 572

Ryc. 7. A—Sklad spektralny $wiatlta emitowanego przez diody LED w komorze fitotronowej: linia
czerwona— RGBL ($wiatlo czerwono-zielono-niebieskie); linia biata— WL ($wiatlo biate); linia
niebieska — WBL ($wiatlo biato-niebieskie). B — Widok ogélny na zestaw do fumigacji ozonem

z zestawem matryc LED.
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Ryc. 8. Zestaw do regulacji stezenia ozonu w komorach fumigacyjnych (A) oraz wytwornica tlenu (B).

[Projekt i wykonanie: A. Skoczowski i K. Mozdzen].
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3.4. Morfometria roslin

3.4.1. Analiza biometryczna

Analiza biometryczna organdw mchow zostata wykonana przy pomocy lupy z podziatka
(Hund Wetzlar FLQ150, Niemcy). Przeprowadzono pomiary dhlugosci chwytnikow
(ryzoidow), ulistnionych todyzek (gametoforéw) oraz catych gametofitow mchow
(jednocze$nie chwytnika i todyzki), zarowno w warunkach kontrolnych jak i stresu

0zonowego.

3.4.2. Oznaczenia $wiezej i suchej masy oraz procentowej zawartosci wody

Dla kazdego z badanych gatunkow mchow w trzech réznych sktadach spektralnych
$wiatla i w warunkach stresu ozonowego wyznaczono $wieza mase (SM). W celu
wyznaczenia suchej masy (SM), material ro§linny zamrazano w temp. -75 °C, a nast¢pnie
liofilizowano przez 48 h (Scanvac CoolSafeTM PRO 55-4, Dania). Na podstawie
uzyskanych wynikéw SM i SM obliczono zawarto$¢ wody wedtug wzoru:

% H20 =100 — ((SM - 100) / SM)
gdzie|:
% H20 — procentowa zawarto$¢ wody,

Pomiary wykonano na gametofitach mchow bez rozdzielania na chwytnik i gametofor.

3.5. Pomiar przepuszczalnosci blon plazmatycznych w gametoforach mchéw

Przepuszczalno$¢ blon plazmatycznych wyznaczono poprzez pomiar wyptywu
elektrolitow, ktory wykonano wedtug metody opisanej przez Nezamiego i in. [2010].
Pojedyncze gametofory mchow umieszczano W polipropylenowych probowkach,
w 15 ml wody dejonizowanej o przewodnosci wihasciwej 0,05 uS - cm™ i wytrzasano
przez 3 godziny na wytrzgsarce. Nastepnie dyfuzaty mieszano na vortex-ie przez
15 minut i mierzono elektroprzewodnictwo dyfuzatow (Lz) przy uzyciu konduktometru
(CX-701 Elmetron, Polska) z elektroda o statej K = 1,04. Nastepnie materiat roslinny
umieszczony w probéwkach z wodg zamrazano w temp. -75 °C na 24 godziny, w celu
maceracji tkanek. Po rozmrozeniu, probki z materiatem ro§linnym poddawano tej samej
procedurze wytrzgsania jak opisana powyzej. Nastepnie wykonano pomiar

elektroprzewodnictwa roztworu w celu oznaczenia catkowitej zawartosci elektrolitow
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w tkance (Lm). Oznaczenia procentowego wyplywu elektrolitow (EL) z bton
komorkowych gametoforow badanych gatunkéw mchow wykonano wedlug ponizszego
WzO0ru:

EL =(Lz/Lwm) - 100 %

3.6. Pomiary zawartos$ci Chl, Flv i NBI

3.6.1. Oznaczanie zawartos$ci Chl (metoda Barnesa)

Pomiary zawartosci Chl wykonano na gametoforach mchow P. cuspidatum,
P. formosum, P. schreberi wedlug metody Barnesa i in. [1992]. Pojedyncze, ulistnione
todyzki mchoéw wazono (W [g]) | umieszczano w polipropylenowych pojemnikach z 3 ml
(V) DMSO (Sigma-Aldrich, USA). Chl ekstrahowano w temp. 65 °C przez 12 godzin.
Zawarto$¢ Chl w ekstraktach wyznaczano spektrofotometrycznie (Cecil Instruments
9500, Wielka Brytania) poprzez pomiar absorbancji ekstraktow przy dwoch dlugosciach
fali: 648 i 665 nm (odpowiednio: Aess | Aess). Na podstawie wykonanych pomiarow
wyznaczono zawarto$s¢ Chl a, Chl b oraz catkowita zawartos¢ Chl (Chl a + b) wedtug

WZOrow:

(14,85 - Asss — 5,14 - Assg) - V
zawarto$¢ Chl a =

1000 - W

(25,48 - Aesg — 7,36 - Ases) - V
zawarto$¢ Chl b =

1000 - W

(7,49 - Ases — 20,34 - Aesg) - V

zawarto$¢ Chla +b =
1000 - W

Ilo$¢ Chl przeliczano na zawarto$¢ w §wiezej masie z doktadnos$cig do = 0,0001 g.

3.6.2. Oznaczanie zawartos$ci Chl, Flv i wyznaczenie wskaznika NBI (Dualex®)

Oznaczenia zawartosci Chl, Flv oraz wartosci wskaznika NBI wykonano za pomoca
przenosnego chlorofilomierza (Dualex® Force-A, Francja), zgodnie z instrukcja

dostarczong przez producenta.
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Pomiary wykonano na gametoforach mchoéw, ktére umieszczano w klipsie
pomiarowym wyposazonym w zrodla §wiatta LED: UV-A, Red, NIR, umozliwiajace
okreslenie:

o zawartosci Chl przez stosowanie roznych dlugosci fali w czerwieni
i W podczerwieni, o wartosciach w przedziale 0 — 200 pg / cm?,

e zawartosci Flv przez pomiar absorbancji naskorka w ultrafioletowym zakresie
optycznym, jako réznice fluorescencji Chl w czerwonej i bliskiej podczerwieni
od 0do 3,5 ug/ cm?,

e wartosci wskaznika indeksu azotowego (NBI), jako stosunku zawartosci Chl

do Flv.

3.7. Pomiar fluorescencji Chl a przy uzyciu fluorymetru — fluorcam

Pomiary fluorescencji Chl a wykonano wedtug metody Lichtenthalera i in. [2004a],
przy uzyciu zamknigtego fluorymetru FluorCam FC 800C (Photon Systems Instruments,
Czechy).

Ulistnione todyzki mchow (w ilosci od 5 do 10) umieszczano w komorze
pomiarowej fluorymetru na szalkach Petriego, z bibulg filtracyjng zwilzong woda
destylowang. W celu wygaszenia fazy S$wietlnej fotosyntezy materiat roslinny
aklimatyzowano do ciemnosci przez 30 minut. Nastgpnie przy uzyciu programu
FluorCam 6 (wersja 0.5.2.19) — Quenching analysis wykonywano pomiar fluorescencji
Chl a, w strumieniu $wiatta o natezeniu PAR 4,000 mol (fotonow) - m™2 - s?,
przez 800 ms. Ze wzgledu na charakter destrukcyjny zastosowanej metody, pomiary
wykonywano kazdorazowo na innych gametoforach mchow.

Dla kazdego z badanych obiektow wykonano oznaczenia nastgpujacych

parametrow fluorescencji: Fo, Fm, Ft, Fu/Fm, Qp, NPQ, Rfd oraz QY.

3.8. Pomiar aktywnos$ci metabolicznej metodg kalorymetrii izotermicznej

Pomiary kalorymetryczne wykonano przy uzyciu kalorymetru izotermicznego (TAM 11
Thermometric 310,1 Szwecja) w temperaturze 20°C wedlug metody opisanej
przez Skoczowskiego i in. [2011ai b].

W szklanych naczyniach o $rednicy 1 cm umieszczano krazek bibuty filtracyjnej
1 zwilzano go 200 ul wody destylowanej. Nastepnie do naczyn wkladano

po 5 gametofitow 1 catos¢ zamykano w metalowych, przewietrzanych, amputach
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pomiarowych. Kazda amputa pomiarowa posiadata tzw. ampute odniesienia, w sktad
ktorej wchodzito szklane naczynie ze zwilzonym krazkiem bibuty, umieszczone
w ampule metalowej. Ampuly poddawano 15-to minutowej stabilizacji w szybie
kalorymetru, po czym opuszczano je do pozycji pomiarowej i stabilizowano dalej przez
30 minut. Po wystabilizowaniu probki zatagczano pomiar przy uzyciu programu TAM
Assistant i przez 24 godziny monitorowano intensywnos$¢ emisji ciepta. Na podstawie
otrzymanych wynikoéw wyznaczono specyficzng aktywnos$¢ metaboliczng gametofitow,
dzielagc wartosci krzywych specyficznej mocy cieplnej przez $wiezg masg¢ probki.
Calkowitg specyficzng energi¢ cieplng wyznaczono przez scatkowanie powierzchni
pod krzywa mocy cieplnej w funkcji czasu, w przeliczeniu na $wiezg mas¢ badanych

gametofitow mchow.

3.9. Pomiar widm emisji fluorescencji niebiesko-zielonej i czerwonej lisci mchow

Pomiary widm emisyjnych fluorescencji lisci wybranych gatunkéw mchow wykonano
wedtug metody Lichtenthalera i in. [2004b] przy uzyciu spektrofluorymetru (Perkin-
Elmer LS55B, Wielka Brytania) wyposazonego W przystawke do pomiaru ciat statych
(tzw. Front Surface accessory — 52123130).

Ze wzgledu na male rozmiary liSci mchow probki pomiarowe przygotowano
w pojemniku do pomiaru cial sypkich, zaprojektowanym przez firmg¢ Perkin Elmer.
Na jednym z dwoch kwarcowych szkietek o $rednicy 1 cm umieszczano krazek bibuty
filtracyjnej, ktory zwilzano woda destylowana. Za pomoca pgsety naktadano na krazek
liscie mchow tak, aby przylegaty ale nie naktadaly si¢ na siebie. Tak przygotowany
materiat roslinny nakrywano drugim szkietkiem i calos¢ umieszczano w metalowym
pierscieniu opisanej powyzej przystawki. Pomiary intensywnosci fluorescencji gornej
strony lisci wykonano w zakresie s$wiatla niebiesko-zielonego (430 — 650 nm)
przy wzbudzeniu $wiattem 390 nm oraz bliskiej i dalekiej czerwieni (650 — 800 nm) przy
wzbudzeniu $wiatlem niebieskim 430 nm. Szczelina dla promienia wzbudzajacego
wynosita 15 nm, a dla emitowanego 20 nm. Wyniki pomiaréw zbierano i analizowano

korzystajac z programu FL WinLab version No. 3.00.
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3.10. Oznaczanie izoform SOD u Plagiomnium cuspidatum

3.10.1. Ekstrakcja bialka calkowitego

Ekstrakcje rozpuszczalnych biatek przeprowadzono w 50 mM buforze fosforanowym,
0 pH 7,8, zawierajacym 1 mM dithiotreitol (DTT) i 3 mM EDTA. Zamrozone gametofory
P. cuspidatum homogenizowano w mozdzierzu, W buforze ekstrakcyjnym, w stosunku
1:3 (tkanka:bufor; w:v). Zawiesing przenoszono do probowek eppendorfa
i odwirowywano przez 6 minut, przy 14,000 obrotow/min (Z36HK-Herlme
Labortechnik, Niemcy). Caly proces prowadzono w temperaturze 4 °C. Ilo$¢ biatka
okreslono z zastosowaniem metody Bradforda [1976] wykorzystujac gotowy roztwor

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, USA).

3.10.2. Analiza rozdzialu bialek metoda elektroforezy natywnej na zelach
poliakrylamidowych PAGE SOD

Rozdzielanie frakcji rozpuszczalnych biatek przeprowadzono za pomocg standardowej
metody (bez SDS) PAGE, w systemie buforowym opisanym przez Laemmliego [1970],
w temperaturze 4 °C i 180 V. Izoformy SOD na 12 % zelu poliakrylamidowym (PAA)
wizualizowano zgodnie z procedurg barwienia opisang przez Beauchampa i Fridovicha
[1971]. Na kazde pasmo elektroforetyczne naktadano 10 pg ekstraktu biatkowego.
W celu identyfikacji formy SOD, zele wybarwiono w buforach zawierajacych 5 mM
H202 lub 2 mM KCN i inkubowano przez 30 minut w ciemno$ci, w temperaturze
pokojowej, a nastepnie wystawiono na $wiatto biale, az pasma aktywnosci SOD staty
sie widoczne. Zele skanowano i analizowano metoda densytometryczng przy uzyciu

programu ImageJ (NIH, USA-licencja GPL).

3.11. Analiza statystyczna

Przedstawione w pracy wyniki stanowig wartosci srednie z 10 niezaleznych powtdrzen
biologicznych # SE. Istotno$¢ roznic pomiedzy obiektami badano parametrycznym
testem  statystycznym — ANOVA/MANOVA  wieloczynnikowa, na podstawie
wielokrotnego testu Duncana dla grup jednorodnych przy p <0,05. Wszystkie obliczenia
wykonano wykorzystujac program StatSoft, Inc. (2014). STATISTICA (data analysis

software system), version 12. www.statsoft.com.
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4. WYNIKI

4.1. Wplyw skladu spektralnego Swiatla na morfologie¢ mchow w warunkach stresu
ozonowego — analiza morfometryczna

Niezaleznie od stresu ozonowego juz sam sktad spektralny §wiatta wplywal na wielko$¢
chwytnikow (Tab. 1 — kontrola). I tak, u P. cuspidatum WBL istotnic hamowato wzrost
chwytnikoéw w poréwnaniu do WL i RGBL. U P. formosum obserwowano natomiast
stymulacj¢ wzrostu wydluzeniowego na RGBL w poréwnaniu do WL i WBL. Jedynie
u P. schreberi sktad spektralny $wiatta nie miat istotnego wplywu na wielkos$¢ badanych
organow.

U roslin P. formosum i P. schreberi rosngcych na WL nie zaobserwowano
istotnego wplywu ozonu na dtugos¢ chwytnikow. Jednakze w przypadku P. cuspidatum
ozon powodowat istotne zahamowanie ich wzrostu. Stres ozonowy wywotlywat takze
spowolnienie wzrostu chwytnikow u P. cuspidatum i P. schreberi rosngcych na RGBL.
Z kolei na WBL, jedynie u P. schreberi obserwowano zahamowanie wzrostu chwytnikow
u roslin traktowanych ozonem (Tab. 1).

U roslin kontrolnych rosnacych na WL dtugos¢ gametoforéw byta wigksza niz
u roslin rosnacych na RGBL oraz WBL. Wyjatek stanowi jedynie P. cuspidatum rosnacy
na RGBL, w przypadku ktorego wykazano brak istotnych statystycznie r6znic w dtugosci
gametoforu w poréwnaniu do WL (Tab. 1).

W warunkach stresu ozonowego, dlugo$¢ gametoforow mchow rosnacych
na WL byla istotnie mniejsza u wszystkich badanych gatunkéw w poréwnaniu
do kontroli. Z kolei na RGBL, istotne zahamowanie wzrostu elongacyjnego gametoforow
przez ozon zaobserwowano jedynie u P. cuspidatum. W tych samych warunkach ozon
stymulowat bowiem ich wzrost u roslin P. formosum i pozostawat bez wptywu na wzrost
gametoforow P. schreberi. Na WBL ozon stymulowal wzrost gametoforéw
u P. cuspidatum. Nie mial jednak wptywu na zmiany ich dtugosci u P. formosum
oraz P. schreberi (Tab. 1).

W warunkach kontrolnych, na WL gametofity trzech gatunkow mchow byty
istotnie krotsze w stosunku do gametofitow rosngcych na RGBL. Istotny wzrost
gametofitow P. cuspidatum i P. formosum zaobserwowano na RGBL wzgledem roslin
rosngcych na WBL. Z kolei u P. schreberi roznice stwierdzono pomiedzy roslinami

rosngcymi na WL a roslinami na RGBL i WBL (Tab. 1).
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Tab. 1. Wplyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL) na dlugos¢
chwytnikow, gametoforow i gametofitow u mchow; Pc — Plagiomnium cuspidatum, Pf — Polytrichastrum
formosum, Ps — Pleurozium schreberi. Warto$ci oznaczone réznymi literami (W obr¢bie jednego wiersza)
roznig si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.

Sklad spektralny Swiatla

Gatunek WL RGBL WBL

Kontrola Ozon Kontrola Ozon Kontrola Ozon

Dlugo$é chwytnika [cm]

Pc 1,12% 0,84¢ 1,232 0,70¢ 0,71° 0,92
Pf 4,03° 3,68° 5,142 6,10% 3,02° 3,51°
Ps 3,92% 3,62 4,552 2,8° 3,92 2,63°

Dlugo$¢ gametoforu [cm]

Pc 3,372 2,91° 3,552 2,15° 2,02° 2,93
Pf 6,59° 3,86° 5,51° 6,59? 4,800 3,92¢
Ps 6,342 3,74 2,7 2,59¢ 4,23° 4,24°

Dlugo$é gametofitu [cm]

Pc 4,56° 3,75° 5,942 2,864 3,28 3,85°¢
Pf 9,42° 7,65¢ 10,78  12,65% 7,32¢ 7,43¢
Ps 5,49° 7,36% 7,832 5,34¢ 7,59% 6,86"

W stosunku do roslin kontrolnych, w warunkach stresu ozonowego gametofity
P.cuspidatum i P. formosum rosngce na WL byly zdecydowanie krotsze
niz U P. schreberi. Rosliny P. cuspidatum oraz P. schreberi na RGBL osiggaly mniejsze
rozmiary w poréwnaniu do gametofitow P. formosum. Jedynie na WBL nie stwierdzono

zmian w dlugosci gametofitow u Zadnego z trzech analizowanych gatunkéw mchoéw

(Tab. 1).
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4.2. Wplyw skladu spektralnego swiatla na przyrost masy i uwodnienie gametofitow
Mmchow w warunkach stresu ozonowego

Tab. 2. Wplyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL) na przyrost
$wiezej i suchej masy oraz uwodnienie gametofitow mchéw; Pc—Plagiomnium cuspidatum,
Pf — Polytrichastrum formosum, Ps— Pleurozium schreberi. Wartosci oznaczone réznymi literami
(w obrgbie jednego wiersza) roznig si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.

Sklad spektralny Swiatla

Gatunek WL RGBL WBL

Kontrola Ozon Kontrola Ozon Kontrola  Ozon

Swieza masa [mg]
Pc 149,1° 644,52 205,7° 643,92 104,8° 773,5°
Pf 671,29  1269,2¢ 0580,1¢ 2300,4% 561,2¢ 1842,2°
Ps 2097,0° 2096,4> 1926,9° 2862,2*  1437,9° 957,8¢

Sucha masa [mg]

Pc 15,8P 37,4 21,3 36,5° 13,5 80,62
Pf 161,5%® 106,3° 137,1%¢ 194,22 131,9% 142,40¢
Ps 232,8° 314,18 171,34 2184 126,24 151,0¢

Zawarto$¢ wody [ %]

Pc 87,04 93,978 87,62 94,362 85,59¢ 91,122
Pf 74,62° 91,60? 76,37° 91,502 75,73° 92,522
Ps 88,65? 81,78° 90,412 92,44% 90,17% 83,76"

W warunkach kontrolnych nie zaobserwowano wptywu sktadu spektralnego $wiatta
na warto$ci $wiezej masy u zadnego z badanych gatunkéw mchow (Tab. 2).

W warunkach stresu 0zonowego wykazano wzrost §wiezej masy gametofitow
P. cuspidatum i P. formosum przy kazdym z zastosowanych sktadow spektralnych
Swiatta w poréwnaniu do kontroli. Jedynie u P. schreberi na WBL stwierdzono
zmniejszenie wartosci $wiezej masy gametofitow, a na WL nie wykazano istotnych

réznic dotyczacych tego parametru (Tab. 2).
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W obiektach kontrolnych, w zadnym ze skladow spektralnych $wiatta
nie odnotowano réznic w warto$ciach suchej masy badanych gatunkow. Wyjatkiem
okazaly sie tylko rosliny P. schreberi rosngce na WBL, ktore posiadaly istotnie nizsze
wartos$ci suchej masy w porownaniu do obiektow rosngcych na WL (Tab. 2).

W pordéwnaniu do kontroli, wartosci suchej masy ro$lin traktowanych ozonem
u P. cuspidatum byly ogolnie podobne, za wyjatkiem roslin rosngcych na WBL.
U P. formosum warto$ci suchej masy byly istotnie nizsze na WL, a wyzsze na RGBL.
U P. schreberi istotne rdznice suchej masy zaobserwowano jedynie przy spektrum WL
(Tab. 2).

Barwa $wiatla nie miata wplywu na procentowa zawarto$¢ wody u obiektow
kontrolnych. Natomiast procentowa zawarto§¢ wody w gametofitach mchow wzrastata
u P. cuspidatum i P. formosum w warunkach stresu ozonowego, w kazdym ze sktadow
spektralnych §wiatta w poroéwnaniu do kontroli. Wyjatkiem okazat si¢ P. schreberi.
W tym przypadku zawarto$s¢ wody malata na WL i WBL, a na RGBL nie zmieniala si¢
(Tab. 2).

4.3. Pomiar przepuszczalno$ci blon komérkowych gametoforow mchow

Przeprowadzone w warunkach kontrolnych pomiary przepuszczalnosci bton
komorkowych gametoforow mchoéw wykazaly duze zréznicowanie gatunkowe
pod wzgledem badanej cechy (Ryc. 9A — C). | tak, najnizsza przepuszczalno$cig bton
komorkowych (najnizszg warto$cig wyptywu elektrolitow) charakteryzowat si¢ gatunek
P. formosum, u ktérego przepuszczalno$¢ plazmolemy wynosita od 10 do 15 %
catkowitego wyptywu elektrolitow (Ryc. 9B). Najwiekszy wypltyw elektrolitow
z komorek stwierdzono z Kolei u gametoforow P. schreberi—od 25 do okoto 80 %
(Ryc. 9C). Posrednie warto$ci przepuszczalnosci plazmolemy (od 20 do 30 %)
stwierdzono u roslin P. cuspidatum (Ryc. 9A).

Jak pokazano na Ryc. 9, juz sam sktad spektralny §wiatta wptywatl na przepuszczalnos¢
bton komérkowych w gametoforach mchow. 1 tak, u P. cuspidatum rosnacego na RGBL
przepuszczalno$¢ membran plazmatycznych byla nieznacznie, ale istotnie wyzsza niz
na WL i WBL (Ryc. 9A). U P. formosum WBL podnosito nieznacznie przepuszczalno$é
plazmolemy w stosunku do warto$ci obserwowanych na WL i RGBL (Ryc. 9B).
Jednakze najbardziej spektakularne zmiany przepuszczalno$ci membran komérkowych

w zaleznosci od sktadu spektralnego §wiatta zaobserwowano u P. schreberi. W tym
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przypadku rosliny rosngce na RGBL oraz WBL wykazywaty od 2 do 3 razy wigksza
przepuszczalno$¢ plazmolemy niz te na WL (Ryc. 9C).
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Ryc. 9. Wplyw stresu ozonowego i skladu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na przepuszczalno§¢ membran plazmatycznych w komoérkach gametoforéw: A — Plagiomnium
cuspidatum, B — Polytrichastrum formosum, C — Pleurozium schreberi. Wartosci oznaczone réznymi
literami roznia si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.
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W warunkach stresu ozonowego, jedynie u P. cuspidatum i P. formosum
rosngcych na RGBL obserwowano obnizenie wyptywu elektrolitow przez blony
komoérkowe w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 9A 1 B). W pozostatych sktadach
spektralnych $wiatla, u wszystkich trzech gatunkéw, nie obserwowano istotnych

statystycznie zmian w przepuszczalnosci blon komoérkowych pod wptywem ozonu
(Ryc. 9).

4.4. Okreslenie zawartosci Chl w gametoforach mchéow (metoda Barnesa)

W warunkach kontrolnych u P. formosum i P. schreberi nastepowatl wzrost zawartosci
Chl a na WL w stosunku do roslin rosnagcych na RGBL i WBL. W przypadku
P. cuspidatum nie obserwowano zmian w zawartosci Chl a u ro$lin rosnagcych na WL
oraz WBL. Z kolei na RGBL stwierdzono obnizenie zawartosci Chl a u wszystkich
badanych roslin. Istotnie nizsze wartos$ci Chl a stwierdzono u P. formosum i P. schreberi
rosngcych na WBL w stosunku do tych rosngcych na WL (Tab. 3).

W warunkach stresu ozonowego wykazano wzrost zawartosci Chl a
u wszystkich trzech gatunkow mchéw w poréwnaniu do kontroli. Jedynie istotnie nizsze
warto$ci Chl a zaobserwowano u P. schreberi rosngcym na WL (Tab. 3).

U kontroli najwigkszg zawarto$¢ Chl b posiadaly rosliny rosngce na WL,
a najmniejsza na RGBL. Z kolei na WBL, zawarto$¢ Chl b byta mniejsza u P. formosum
i P. schreberi w porownaniu do roslin rosngcych na WL. U P. cuspidatum zawarto$¢ Chl
b na WBL nie ulegata zmianom w stosunku do ro$lin rosngcych na WL, a wzrastata
w porownaniu do okazoéw rosngcych na RGBL (Tab. 3).

U P. cuspidatum i P. formosum zawarto$¢ Chl b w warunkach stresu ozonowego
wzrastala w kazdym ze skltadow spektralnych $wiatta w poréwnaniu do kontroli.
W przypadku P. schreberi zaobserwowano obnizenie zawartosci Chl b u roélin rosngcych
na WL oraz brak wptywu §wiatta w warunkach stresu ozonowego, W pozostatych dwoch

sktadach spektralnych (Tab. 3).
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Tab. 3. Wplyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego §wiatta (WL, RGBL oraz WBL) na zawarto$¢
Chla, Chl b oraz warto$¢ stosunku zawartosci Chl a/b w gametoforach badanych mchéw;
Pc — Plagiomnium cuspidatum, Pf— Polytrichastrum formosum, Ps— Pleurozium schreberi. Warto$ci
oznaczone roéznymi literami (w obrebie jednego wiersza) r6znig si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p <
0,05; n =10.

Sklad spektralny Swiatla

Gatunek WL RGBL WBL

Kontrola Ozon Kontrola Ozon Kontrola Ozon

Zawarto$¢ Chl a [mg/gsm]

Pc 0,55° 0,982 0,38¢ 1,012 0,64° 0,872
Pf 1,15¢ 1,34 0,67¢ 1,20 0,63¢ 1,572
Ps 1,222 0,41¢ 0,31¢ 0,64 0,48 0,74°

Zawarto$¢é Chl b [mg/gsm]

Pc 0,13° 0,262 0,08¢ 0,24% 0,11° 0,21°
Pf 0,28¢ 0,35° 0,15° 0,70% 0,14¢ 0,45°
Ps 0,30% 0,08° 0,09 0,15° 0,11° 0,12°

Sumaryczna zawarto$¢ Chl (a + b) [mg/gsm]

Pc 0,68° 1,242 0,46° 1,252 0,75° 1,082
Pf 1,43¢ 1,69 0,82¢ 1,902 0,77¢ 2,017
Ps 1,522 1,382 0,40¢ 0,56 0,59 0,82°

Stosunek zawarto$ci Chl a/b

Pc 4,36 3,744 4,83° 4,15« 573 4,10«
Pf 4,13% 3,88 4,46% 1,75¢ 4,452 3,56°
Ps 4,32 4,96° 3,51° 4,39 4,58 6,337

U kontroli wykazano obnizenie zawartosci Chl a+b u wszystkich trzech
gatunkow mchow rosngcych na RGBL i WBL w odniesieniu do roslin rosngcych na WL.

Jedynie u P. cuspidatum nie wykazano roznic przy spektrach WL i WBL (Tab. 3).
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U roslin P. cuspidatum oraz P. formosum fumigowanych ozonem wykazano,
w kazdym ze sktadow spektralnych $wiatta, wzrost zawartosci Chl a+ b w stosunku
do kontroli. Jedynie u P. schreberi nie zaobserwowano réznic w calkowitej zawarto$ci
Chl (Tab. 3).

U kontroli, tylko u P. cuspidatum odnotowano istotnie wyzsze wartosci Chl a/b
na WBL w stosunku do WL oraz RGBL. Pozostate dwa gatunki mchoéw nie wykazaty
zmian w zawarto$ci Chl a/b w zadnym ze sktadéw spektralnych $wiatta (Tab. 3).

W warunkach stresu ozonowego, u P. cuspidatum w kazdym ze sktadow
spektralnych swiatta obserwowano obnizenie stosunku zawartosci Chl a/b w porownaniu
do kontroli. W przypadku P. formosum istotnie nizsze warto$ci Chl a/b wykazano u roslin
rosngcych na RGBL i WBL w poréwnaniu do ro$lin rosngcych na WL. Z kolei

u P. schreberi wzrost zawartosci Chl a/b stwierdzono jedynie u roslin rosnagcych na WBL
(Tab. 3).

4.5. Pomiar zawartosci Chl, Flv oraz wskaznika NBI w gametoforach mchow
(Dualex®)

Pomiary Chl wykonane Dualexem® wykazaly, ze w probie kontrolnej u P. formosum
I P. schreberi odnotowano istotny wzrost zawartosci Chl u roslin rosngcych na WBL
wzgledem spektrow WL oraz RGBL. W przypadku P. cuspidatum nie wykazano wplywu
sktadu spektralnego $wiatta na zawarto$¢ Chl (Tab. 4).

W warunkach stresu ozonowego, w poréwnaniu do kontroli, nastgpuje wzrost
zawartosci Chl u P. cuspidatum oraz P. formosum w kazdym ze sktadow spektralnych
$wiatla. Z kolei u P. schreberi w badanych warunkach nie zaobserwowano zmian
w zawarto$ci tego barwnika (Tab. 4).

U kontroli, istotne zmiany w zawartosci Flv zaobserwowano u P. cuspidatum
i P schreberi. W przypadku P. cuspidatum zawarto$¢ Flv byta istotnie mniejsza
w spektrach RGBL i WBL w porownaniu do WL. Z kolei u P. schreberi najwigksza
zawartos$¢ Flv zaobserwowano u roslin rosngcych na RGBL w stosunku do spektrow WL
oraz WBL (Tab. 4).

W warunkach stresu ozonowego, zawartos¢ Flv wzrastata tylko u okazéw
P. cuspidatum w kazdym ze sktadow spektralnych $wiatta w porownaniu do kontroli.
W przypadku P. formosum nie stwierdzono zmian w warto$ciach tego parametru.
U P. schreberi na WL nie wykazano zmian, natomiast na RGBL ilo$¢ Flv malata, a tylko
na WBL wzrastata (Tab. 4).
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Tab. 4. Wplyw stresu ozonowego i skladu spektralnego §wiatta (WL, RGBL oraz WBL) na zawarto$¢
chlorofilu (Chl), flawonoidoéw (Flv) oraz na warto$¢ wskaznika indeksu azotowego (NBI) w gametoforach
mchow Pc — Plagiomnium cuspidatum; Pf— Polytrichastrum formosum, Ps— Pleurozium schreberi.
Warto$ci oznaczone réznymi literami (w obrebie jednego wiersza) roznig si¢ istotnie wedtug testu Duncana
przy p <0,05; n=10.

Sklad spektralny Swiatla

Gatunek WL RGBL WBL

Kontrola Ozon Kontrola 0Ozon Kontrola Ozon

Chl [jednostka Dualex®]

Pc 1,21° 12,532 0,97° 3,04 1,63 11,862
Pf 2,844 7,13° 5,19¢ 16,62 12,67° 15,672
Ps 10,56° 14,6° 12,81> 15,65  26,14% 28,147

Flv [jednostka Dualex®]

Pc 0,84¢ 1,462 0,51¢ 1,20° 0,64¢ 1,36%
Pf 1,652 1,682 1,522 1,682 1,66% 1,69?
Ps 2,16" 2,54P 2,752 2,57° 2,60° 2,842

NBI [jednostka Dualex®]

Pc 1,49P 8,542 1,87° 2,49P 2,25P 9,032
Pf 1,84¢ 4,23¢ 3,46° 9,872 7,70 9,30%
Ps 4,9 5,44P 4,72° 6,02 10,71* 10,052

U P. cuspidatum w warunkach kontrolnych wskaznik indeksu azotowego (NBI)
przyjmowat podobne wartosci na WL, RGBL oraz WBL. Roéliny P. formosum
wykazywaty wzrost jego wartosci na WBL w stosunku do spektrow WL oraz RGBL.
Z kolei rosliny P. schreberi posiadaty istotnie nizsze wartosci NBI na WL i RGBL
wzgledem obiektow rosngcych na WBL (Tab. 4).

Warto$¢ NBI w obiektach ozonowanych istotnie wzrastata u okazoéw P. formosum
w kazdym ze sktadow spektralnych §wiatta oraz u P. cuspidatum rosngcych na WL i WBL
w porownaniu do kontroli. W przypadku P. schreberi nie wykazano wplywu ozonu na

warto$ci NBI w zadnym ze sktadow spektralnych swiatta (Tab. 4).
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4.6. Pomiary parametréw Kinetyki fluorescencji Chl a

Na Ryc. 10 przedstawiono parametry fluorescencji Chl a w gametoforach P. cuspidatum,
P. formosum i P. schreberi rosnagcych w warunkach stresu ozonowego przy réznych
sktadach spektralnych $wiatta (A — WL, B — RGBL, C - WBL). Dla kazdego gatunku
wartosci parametrow wyrazono w procentach jego niefumigowanej kontroli.

Warto$ci Fo wykazaty istotne statystycznie roznice u P. cuspidatum i P. schreberi.
W warunkach stresu ozonowego, na WL zaobserwowano wzrost wartosci Fo
u P. cuspidatum, a jej obnizenie u P. schreberi na WBL w poréwnaniu do kontroli
(Ryc. 10A i C). W przypadku P. formosum nie stwierdzono istotnych réznic w wartosci
tego parametru (Ryc. 10).

W stresie ozonowym, parametr Fm przyjmowal nizsze wartoSci u roslin
P. cuspidatum rosngcych na WBL oraz u P. schreberi na RGBL i WBL w poréwnaniu
z kontrolg (Ryc. 10C). W przypadku P. formosum fumigacja 0zonem nie miata wptywu
na wartos¢ omawianego parametru (Ryc.10).

Parametr Fi u roslin P. cuspidatum i P. schreberi fumigowanych ozonem
wylacznie na WL przyjmowat istotnie wyzsze wartosci niz u kontroli. Ozon nie miat
natomiast wplywu na zmiang wartosci Ft u roslin P. formosum w omawianych warunkach
swietlnych (Ryc. 10A). Warto$¢ Ft u roslin P. formosum rosngcych na RGBL i WBL
wzrastala pod wptywem ozonu (Ryc. 10B i C). Jedynie u P. schreberi zaobserwowano
zmniejszenie wartosci Fr w warunkach stresu ozonowego na WBL (Ryc. 10C).

Zmiana wartosci Fv/Fm w warunkach stresu ozonowego w stosunku do kontroli
byla zalezna od gatunku oraz sktadu spektralnego $wiatta. I tak, na WL 1 WBL wartosci
Fu/Fm byty istotnie wyzsze u P. cuspidatum, a nizsze u P. schreberi (Ryc. 10A i C).
U P. formosum istotnie nizsze warto$ci parametru F./Fm Stwierdzono natomiast
w spektrach WL i RGBL (Ryc. 10A i B). Na WBL nie obserwowano istotnych zmian
omawianego parametru (Ryc. 10C).

Parametr Qp w warunkach stresu ozonowego wykazat istotne obnizenie wartosci
u P. schreberi na WL i WBL oraz u P. formosum rosngcych na WBL (Ryc. 10A i C).
Jedynie u P. cuspidatum ozon nie mial wptywu na zmiang warto$ci Qp niezaleznie
od sktadu spektralnego $wiatta (Ryc. 10).

W przypadku NPQ, u wszystkich trzech gatunkéw mchoéw w kazdym ze sktadow
spektralnych $wiatta, wykazano istotny wzrost warto$ci tego parametru W warunkach

stresu 0zonowego, w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 10).
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W warunkach stresu ozonowego, wskaznik Rfd osiagat istotnie wyzsze wartosci
u P. cuspidatum na WL i WBL w porownaniu z kontrolg (Ryc. 10A i C). U P. formosum
wzrost warto$ci omawianego parametru obserwowano Wwe wszystkich sktadach
spektralnych $§wiatla (Ryc. 10). Natomiast u roslin P. schreberi wzrost Rfd wykazano
na WL i RGBL (Ryc. 10A i B). W pozostatych przypadkach nie stwierdzono istotnych
zmian warto$ci Rfd pod wptywem ozonu (Ryc. 10).

U wszystkich trzech gatunkéw wykazano jednoczes$nie Obnizenie wartos$ci

parametru QY w warunkach stresu 0zonowego, w porownaniu do kontroli (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Poréwnanie parametrow fluorescencji Chl a, wyrazonych jako procent niefumigowanej kontroli,
w gametoforach P. cuspidatum — Plagiomnium cuspidatum, P. formosum — Polytrichastrum formosum,
P. schreberi — Pleurozium schreberi rosnagcych w warunkach stresu ozonowego przy roznych sktadach
spektralnych $wiatta (A—WL, B-RGBL, C-WBL). Gwiazdka nad shupkiem oznacza istotna
statystycznie zmiang¢ warto$ci parametru w stosunku do kontroli przedstawionej jako 100% (linia
Czerwona).
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4.7. Intensywnos$¢ przebiegu proceséw metabolicznych

4.7.1. Wyznaczenie krzywych specyficznej mocy cieplnej wyemitowanej
przez gametofity mchéw

Pomiary kalorymetryczne wykonywane sa w ciemno$ci, dlatego rozpoczynano
je w momencie, kiedy gametofity rosngce w komorach fumigacyjnych wchodzity
W swojg naturalng noc. Reasumujac, pomiary emisji ciepta z gametofitow prowadzono
przez 24 godziny tak, aby okres pomiaru obejmowal najpierw noc (12 godzin),
a nastgpnie rozpoczynajacy si¢ po niej dzien (12 godzin). W ten sposoéb uwzgledniono
W pomiarach aktywno$¢ metaboliczng mchow zwigzang z oddychaniem ciemniowym
w nocy jak i reakcje poprzedzajace nastanie dnia (zachodzace jeszcze w ciemnosci).

Krzywe emisji specyficznej mocy cieplnej gametofitow P. cuspidatum miaty,
niezaleznie od sktadu spektralnego $wiatla, podobny ksztalt (zblizony do krzywe;j
eksponencjalnej) zaréwno U roslin kontrolnych jak i fumigowanych ozonem (Ryc. 11).
Poczatkowo, przez okoto 4 godziny, ilos¢ emitowanej mocy cieplnej szybko spadata,
po czym dalej stopniowo obnizata si¢. Nie stwierdzono zmian ksztaltu krzywych
mogacych wynika¢ z rytmu dobowego noc / dzien (Ryc. 11). Podobne zmiany emisji
mocy cieplnej towarzyszace wzrostowi gametofitow P. cuspidatum przez 24 godziny
w ciemnosci zaobserwowano u mchu P. schreberi (Ryc. 12).

W przypadku P. formosum fumigacja ozonem powodowata spadek warto$ci
specyficznej mocy cieplnej od 1 (WL) do 10 (WBL) razy w porownaniu do kontroli.
Dlatego tez, dla uwidocznienia roznic w przebiegu krzywych mocy cieplnej, konieczne
bylo wprowadzenie odrgbnych osi ,,Y” 1 ich skali dla obiektow fumigowanych
oraz kontrolnych (Ryc. 13).

Sktad spektralny Swiatta wplywat istotnie na wartosci wyptywu ciepta. Byly one
najwyzsze na RGBL, a najnizsze na WBL (Ryc. 13). U obiektéw kontrolnych, niezaleznie
od sktadu spektralnego $wiatta, wydzielanie ciepta malato do okoto 9-tej godziny nocy
(9-ta godzina pomiaru), a nastgpnie wzrastalo do 3-ej godziny dnia (15-ta godzina
pomiaru) po czym ponownie malalo (Ryc. 13A—C, linie ciggle). U obiektow
fumigowanych opisane zmiany sg znacznie stabiej zaznaczone, niemniej jednak punkt
przegigcia krzywych okoto 9-tej godziny nocy wydaje si¢ by¢ dobrze widoczny
(Ryc. 13A - C, linie przerywane).
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Ryc. 11. Krzywe emisji specyficznej mocy cieplnej w funkcji czasu dla gametofitow Plagiomnium
cuspidatum rosnacych w warunkach stresu ozonowego (linia przerywana) i w warunkach kontrolnych (linia
ciggla), w sktadach spektralnych §wiatta A—WL, B—-RGBL, C—-WBL. Linig pionowa oznaczono
moment zakonczenia okresu nocy podczas wzrostu roslin w komorach wegetacyjnych.
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Ryc. 12. Krzywe emisji specyficznej mocy cieplnej w funkcji czasu dla gametofitow Pleurozium schreberi
rosngcych w warunkach stresu ozonowego (linia przerywana) i W warunkach kontrolnych (linia ciagta),
w sktadach spektralnych §wiatta A—WL, B—-RGBL, C—-WBL. Linig pionowa oznaczono moment
zakonczenia okresu nocy podczas wzrostu roslin w komorach wegetacyjnych.
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Ryc. 13. Krzywe emisji specyficznej mocy cieplnej w funkcji czasu dla gametofitow Polytrichastrum
formosum rosnacych w warunkach stresu ozonowego (prawa o$ ,,Y” — linia przerywana) i w warunkach
kontrolnych (lewa 0§ ,,Y” — linia ciagta), w sktadach spektralnych swiatta A — WL, B — RGBL, C — WBL.
Liniag pionowa oznaczono moOment zakonczenia okresu nocy podczas wzrostu roslin w komorach
wegetacyjnych.
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4.7.2. Pomiar calkowitej specyficznej energii cieplnej wyemitowanej
przez gametofity mchow
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Ryc. 14. Wplyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego swiatla (WL, RGBL oraz WBL) na wartosci
catkowitej energii cieplnej [J/gsm] emitowanej przez gametofity mchow; A — Plagiomnium cuspidatum,
B — Pleurozium schreberi, C — Polytrichastrum formosum. Warto$ci oznaczone réznymi literami r6znig si¢
istotnie wedtug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.
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Na rycinie 14 przedstawiono wartos$ci specyficznej energii cieplnej wyemitowanej
przez gametofity badanych gatunkow mchoéw w zaleznos$ci od stresu ozonowego i barwy
swiatta. Wartosci te sg proporcjonalne do aktywnos$ci metabolicznej gametofitow.

Jesli chodzi o sam wptyw sktadu spektralnego §wiatta na aktywnos$¢ metaboliczng
gametofitow, to jedynie u P. cuspidatum oraz P. formosum RGBL powodowal wzrost tej
aktywnosci (Ryc. 14 A — C).

W przypadku P. cuspidatum ozon obnizal istotnie aktywnos$¢ metaboliczng
roslin jedynie podczas wzrostu na RGBL (Ryc. 14A). U P. schreberi stres ozonowy
zwigkszal natomiast aktywnos$¢ metaboliczng na WL (Ryc. 14B). P, formosum wydaje si¢
by¢ gatunkiem bardzo wrazliwym na dziatanie ozonu, poniewaz gaz ten powoduje istotny
spadek aktywnos$ci metabolicznej gametofitow przy wszystkich skladach spektralnych
swiatta (Ryc. 14C).

4.8. Pomiary niebiesko-zielonej i czerwonej fluorescencji lisci mchow

4.8.1. Wyznaczanie widm fluorescencji niebiesko-zielonej i czerwonej

Ksztalt widm fluorescencji niebiesko-zielonej i czerwonej u P. cuspidatum, P. formosum
oraz P. schreberi jest bardzo podobny (Ryc. 15A — F, 16A —F, 17A —F).

U wszystkich badanych gatunkéw widma fluorescencji  niebiesko-zielonej
charakteryzowaly si¢ niewielkim pikiem przy okoto 530 nm i drugim, znacznie
wiekszym, przy 590 nm (Ryc. 15 — 17, A — C). Skiad spektralny $wiatta wptywal jednak
na intensywnosci fluorescencji przy 530 oraz 595 nm.

U P. cuspidatum i P. formosum stres ozonowy powodowal wzrost intensywnosci
fluorescencji niebiesko-zielonej w stosunku do kontroli i niezaleznie od sktadu
spektralnego $wiatta (Ryc. 15B i C oraz 16A — C). Wyjatek stanowia jedynie rosliny
P. cuspidatum rosnace na WL, u ktoérych ozon nie zmieniat intensywnosci fluorescencji
w stosunku do kontroli (Ryc. 15A). W przeciwienstwie do omawianych powyzej
gatunkow, rosliny P. schreberi w warunkach stresu ozonowego reagowaty obnizeniem
intensywno$¢ fluorescencji niebiesko-zielonej w stosunku do kontroli zwlaszcza
przy 590 nm (Ryc. 17A - C).

W przypadku fluorescencji czerwonej, u wszystkich badanych mchoéw (zar6wno
u roslin kontrolnych jak i fumigowanych ozonem) obserwowano silny pik fluorescenc;ji

przy okoto 690 nm z bardzo wyraznym ramieniem przy 735 nm (Ryc. 15 —-17 E — D).
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U P. cuspidatum (niezaleznie od sktadu spektralnego $wiatta) ozon powodowat
niewielki, ale istotny wzrost intensywnosci fluorescencji przy 690 nm w poréwnaniu
z niefumigowang kontrolg (Ryc. 15 D —F). Jednak ro$liny P. formosum reagowaty
na stres ozonowy obnizeniem intensywnos$ci fluorescencji w zakresie czerwonym
(Ryc. 16 D —F). Obnizenie to bylo szczegdlnie widoczne u P. formosum rosngcego
na RGBL (Ryc. 16E). Reakcja P. schreberi na stres ozonowy przypominata z Kolei ta
obserwowang u P. cuspidatum (Ryc. 151 17 E — F). Jednakze w przypadku P. schreberi
na WL nastgpowato obnizenie intensywnosci fluorescencji pod wpltywem ozonu,
zwlaszcza w zakresie dalekiej czerwieni powyzej 700 nm (Ryc. 17D). Ponadto wzrost
intensywnos$ci  fluorescencji czerwonej na WBL byt silniej zaznaczony

niz U P. cuspidatum, zwlaszcza w dalekiej czerwieni (Ryc. 15 i 17F).
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Ryc. 15. Widma fluorescencji niebiesko-zielonej (A —C) oraz czerwonej (D —F) lisci Plagiomnium
cuspidatum rosnacych w warunkach stresu ozonowego (linia przerywana) i w warunkach kontrolnych (linia
ciggla), w sktadach spektralnych $wiatta (WL, RGBL, WBL).
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Ryc. 16. Widma fluorescencji niebiesko-zielonej (A — C) oraz czerwonej (D —F) lisci Polytrichastrum
formosum rosnacych w warunkach stresu ozonowego (linia przerywana) i w warunkach kontrolnych (linia
ciggla), w sktadach spektralnych $wiatta (WL, RGBL, WBL).
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Ryc. 17. Widma fluorescencji niebiesko-zielonej (A—C) oraz czerwonej (D —F) lisci Pleurozium
schreberi rosnagcych w warunkach stresu ozonowego (linia przerywana) i W warunkach kontrolnych (linia
ciagta), w sktadach spektralnych §wiatta (WL, RGBL, WBL).
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4.8.2. Wspotezynniki fluorescencji wedlug Schweigera i in. [1996]

Na podstawie widm fluorescencji obliczono wspétczynniki obrazujgce wptyw warunkow
wzrostu na stosunki intensywno$ci fluorescencji lisSci mchow przy wybranych
dhugosciach fali (Tab. 5). Wspodtczynniki obliczono za Schweiger i1 in. [1996].
Na czerwono zaznaczono wartosci wspoOtczynnika F595/F530 zaproponowanego

przez autorke.

F440/F530

Wptyw sktadu spektralnego swiatta

U P. cuspidatum oraz P. formosum warto$¢ wspotczynnika F440/F530 byta istotnie
wyzsza podczas wzrostu na WBL w poréwnaniu do WL oraz RGBL. U P. schreberi sktad

spektralny $wiatta nie miatl wptywu na warto$¢ omawianego wspotczynnika (Tab. 5).

Wptyw stresu ozonowego

W warunkach stresu 0zonowego u P. cuspidatum, warto$¢ wspotczynnika F440/F530 nie
ulegala istotnym zmianom w poréwnaniu do kontroli. U P. formosum ozon powodowat
wzrost warto$ci omawianego wspotczynnika na WL i RGBL oraz jego spadek na WBL.

Wzrost wartosci F440/F530 pod wptywem ozonu obserwowano takze u P. schreberi
na WL (Tab. 5).

F440/F690

Wptyw sktadu spektralnego swiatta

U P. cuspidatum warto$¢ stosunku F440/F690 silnie zalezata od sktadu spektralnego
swiatta 1 byta najwyzsza na WBL. Maksymalng warto$¢ omawianego stosunku na WBL
obserwowano takze u P. schreberi. U P. formosum, podczas wzrostu na RGBL,

obserwowano natomiast spadek wartosci F440/F690 w poréwnaniu z WL (Tab. 5).

Wpilyw stresu ozonowego

Zmiana, obserwowanej u kontroli, wartosci F440/F690 pod wplywem ozonu zalezata
od sktadu spektralnego $wiatla. Jednakze kierunek tych zmian byl rozny
U poszczeg6lnych gatunkow mchow. I tak, u P. cuspidatum i P. formosum rosnacych
na WL ozon nie wptywal na warto$¢ F440/F690. Jednakze w tych samych warunkach

$wietlnych powodowal wzrost wartosci omawianego stosunku u P. schreberi. Na RGBL
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ozon powodowal wzrost wartosci F440/F690 u P. cuspidatum i P. formosum.
W przypadku WBL, fumigacja ozonem prowadzita do spadku wartosci F440/F690
u P. cuspidatum oraz P. schreberi. W pozostalych przypadkach zmiany wartoSci

stosunku F440/F690 pod wptywem ozonu byly statystycznie nieistotne (Tab. 5).

F440/F735

Wpityw sktadu spektralnego swiatta

U ros$lin P. cuspidatum warto$¢ F440/F735 nie zalezata od sktadu spektralnego Swiatta.
Jednakze u P. formosum odnotowano spadek warto$ci omawianego stosunku na RGBL,

a u P. schreberi istotny wzrost jego warto$ci na WBL (Tab. 5).

Wptyw stresu ozonowego

U ro$lin P. cuspidatum oraz P. formosum wartos¢ F440/F735 istotnie wzrastata
pod wptywem ozonu jedynie na RGBL. Natomiast u P. schreberi ozon powodowat
wzrost warto$ci F440/F735 na WL oraz jej obnizenie na WBL (Tab. 5).

F690/F735

Wpiyw sktadu spektralnego swiatta

U P. cuspidatum warto$¢ F690/F735 byta istotnie nizsza na WBL w poréwnaniu do WL
i RGBL. Natomiast u P. formosum najnizszg warto§¢ omawianego stosunku
obserwowano na RGBL. W przypadku P. schreberi najwyzsza wartos¢ F690/F735
obserwowano na WBL, a najnizsza na WL (Tab. 5).

Wplyw stresu ozonowego

Ozon powodowal spadek wartosci F690/F735 na WL u P. cuspidatum oraz nie miat
wpltywu na wartos¢ tego wspotczynnika u pozostatych gatunkéw mchow. Na RGBL ozon
obnizal warto$¢ wspotczynnika F690/F735 u P. cuspidatum, natomiast zwickszal jego
warto$¢ u P. formosum oraz P. schreberi. Na WBL nastegpowal wzrost wartosci
F690/F735 u P. cuspidatum, podczas gdy u pozostatych gatunkow obserwowano spadek
wartos$ci F690/F735 w omawianych warunkach $wietlnych (Tab. 5).
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Tab. 5. Wplyw sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL) oraz stresu ozonowego na warto$¢
wybranych wspotczynnikéw emisji fluorescencji lisci P. cuspidatum — Plagiomnium cuspidatum,
P. formosum — Polytrichastrum formosum oraz P. schreberi — Pleurozium scheberi. Kolorem czerwonym
zaznaczono wspotczynnik F595/F530 zaproponowany przez autorke. Pozostale wspotczynniki obliczono
za Schweigerem i in. [1996]. Warto$ci oznaczone r6znymi literami (w obrebie jednego wiersza) rdznia si¢
istotnie wedtug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.

Sklad spektralny Swiatla

Stosunek WL RGBL WBL

Kontrola Ozon Kontrola Ozon Kontrola Ozon

Wartos¢ stosunku intensywnosci fluorescencji

P. cuspidatum

F440/F530 0,76°¢ 0,76°¢ 0,81¢ 0,91bc 1,092 1,132
F440/F690 0,23° 0,26° 0,17¢ 0,372 0,36° 0,29°
F440/F735 0,75% 0,79bc 0,57¢ 1,152 0,90b¢ 0,98%
F690/F735 3,23 3,02¢ 3,362 3,09¢ 2,53¢ 3,36°
F595/F530 2,18° 1,47°¢ 1,29¢ 2,702 1,60¢ 1,57¢
P. formosum
F440/F530 1,04b 1,222 1,00P 1,322 1,318 0,95°
F440/F690 0,622 0,672 0,37¢ 0,792 0,570¢ 0,53b¢
F440/F735 1,35 1,512 0,86° 1,812 1,452 1,24°
F690/F735 2,23 2,253 2,20° 2,27 2,552 2,33°
F595/F530 1,78b¢ 2,642 1,46° 2,622 2,18% 2,318
P. schreberi

F440/F530 1,01 1,382 1,02 0,84°¢ 1,27% 1,18%

F440/F690 0,52° 0,782 0,50° 0,41° 0,85% 0,52°

F440/F735 1,23¢ 1,99 1,38¢ 1,24° 2,61% 1,28°

F690/F735 2,40° 2,50¢ 2,77° 2,992 3,042 2,42¢

F595/F530 2,472 2,242 1,86" 1,30¢ 1,710 1,54
F595/F530

Wptyw sktadu spektralnego swiatta
W przypadku zaproponowanego wspotczynnika F595/F530 opisujgcego zmiany
intensywnosci fluorescencji w zakresie zielonym, obserwowano spadek jego warto$ci

na RGBL oraz WBL w poréwnaniu do WL, zaréwno u P. cuspidatum jak i P. schreberi.
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Rosliny P. formosum na WL charakteryzowaly si¢ natomiast zblizong wartoscia
F595/F530 do tej obserwowanej u roslin na RGBL i WBL. Jednakze na WBL warto$¢
tego wspotczynnika byta wyzsza w porownaniu do RGBL (Tab. 5).

Wplyw stresu ozonowego

U wszystkich gatunkéw mchow rosngcych na WBL, w warunkach stresu ozonowego,
warto$ci wspotczynnika F595/F530 byly podobne jak u niefumigowanej kontroli.
W pozostatych sktadach spektralnych $wiatta warto$¢ F595/F530, w warunkach stresu
0z0oNnowego, byta zalezna od gatunku mchu. I tak, u P. cuspidatum obserwowano spadek
warto$ci F595/F530 na WL oraz wzrost na RGBL. W przypadku P. formosum stres
ozonowy prowadzil do wzrostu wartosci F595/F530 zaréwno na WL jak i RGBL.
Natomiast u P. schreberi zmiang¢ warto$ci F595/F530 w warunkach stresu ozonowego

obserwowano jedynie na RGBL (Tab. 5).

4.8.3. Intensywnos¢ fluorescencji PSII i PSI wedlug Jena i in. [2012]

Wptyw barwy swiatla

U wszystkich gatunkéw mchow rosngcych na RGBL parametr PSII-A byl, w poréwnaniu
do WL, istotnie wyzszy. Jedynie u P. cuspidatum wyzsza wartos¢  PSII-A, w stosunku
do tej na WL, obserwowano takze na WBL (Tab. 6).

W przypadku PSII-C, u roslin P. cuspidatum i P. schreberi rosnagcych na RGBL
zaobserwowano istotnie wyzsze warto$ci tego parametru niz u roslin na WL. Podobnie
jak w przypadku PSII-A, u P. cuspidatum warto$¢ PSII-C byta rowniez istotnie wyzsza
na WBL. U P. formosum nie obserwowano réznic w warto$ciach omawianego parametru
w stosunku do WL. U P. formosum oraz P. schreberi wykazano ponadto, ze na WBL
wartosci PSII-C byty nizsze w stosunku do obserwowanych na RGBL (Tab. 6).

W  przeciwienstwie do PSII-A, wartosci parametru PSI-A na RGBL
byly u wszystkich gatunkéow zblizone do tych na WL. Zaobserwowano jednak rdéznice
w wartosciach tego parametru pomigdzy WL a WBL. Roznice te byty uwarunkowane
gatunkowo. | tak, u P. cuspidatum PSI-A bylo wyzsze, u P. formosum nizsze,
a u P. schreberi zblizone do tego na WBL. Wystgpily tez roznice pomi¢dzy wartosciami
PSI-A u roslin rosngcych na RGBL i WBL. W przypadku P. cuspidatum warto$¢
omawianego parametru byla nizsza, a u P. formosum i u P. schreberi byla wyzsza
na RGBL (Tab. 6).

73 |



WYNIKI

W stosunku do WL, PSI-C byt wyzszy na RGBL u P. cuspidatum i P. formosum.
Natomiast u P. schreberi nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy
wartosciami na WL i RGBL. Z kolei na WBL wartosci tego parametru byly wyzsze
u P. cuspidatum, a nizsze u P. formosum. W przypadku P. schreberi wykazano natomiast

statystycznie istotne réznice w warto$ciach PSI-C tylko u ro$lin rosngcych na RGBL

i WBL (Tab. 6).

Wptyw stresu ozonowego
W poréwnaniu do kontroli, w warunkach stresu ozonowego, wartosci PSII-A na WL
wzrastaly jedynie u P. cuspidatum, podczas gdy u pozostatych gatunkow nie ulegaty
istotnym zmianom. Z kolei na RGBL, ozon wywotywat obnizenie tychze wartosci tylko
u P. formosum. Z kolei u ro$lin rosnagcych na WBL, ozon powodowat wzrost warto$ci
PSII-A u P. cuspidatum i jej obnizenie u P. formosum. U P. schreberi w warunkach stresu
ozonowego 1 niezaleznie od sktadu spektralnego $wiatta, nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian w warto$ciach parametru PSII-A w poroéwnaniu z kontrolg (Tab. 6).

Na WL nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian parametru PSII-C
uzadnego z badanych gatunkéw, zaro6wno u kontroli jak i w warunkach stresu
ozonowego. Jedynie na RGBL, ozon powodowal obnizenie wartosci PSII-C
u P. formosum. Na WBL, zaréwno u P. cuspidatum jak i P. schreberi, obserwowano
wzrost warto$ci badanego parametru wzgledem kontroli w warunkach stresu ozonowego
i jego obnizenie u P. formosum (Tab. 6).

Wartosci  PSI-A w  warunkach stresu ozonowego ulegaly zmianom,
w porownaniu do kontroli, jedynie na RGBL i WBL. U P. cuspidatum o0zon powodowat
wzrost warto$ci PSI-A na RGBL i jej spadek na WBL. W przypadku P. formosum spadek
wartosci PSI-A obserwowano wytacznie na RGBL. Jedynie u P. schreberi na WBL

wykazano wzrost wartosci parametru PSI-A (Tab. 6).
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Tab. 6. Intensywnos$¢ fluorescencji fotosystemu 1l (PSII) i fotosystemu | (PSI) w lisciach mchow
P. cuspidatum — Plagiomnium cuspidatum, P. formosum — Polytrichastrum formosum oraz
P. schreberi — Pleurozium scheberi fumigowanych ozonem w réznych skladach spektralnych $wiatta.
Intensywno$¢ pikéw fluorescencji anten (A) oraz kory (C) uzyto do obliczenia wspolczynnikdéw
antena/kora (A/C). Warto$¢ PSI/PSII wyraza stosunek intensywnosci fluorescencji anten. Wspotczynniki
obliczono za Jena i in. [2012]. Wartosci oznaczone roznymi literami (dla danego gatunku mchu) w obrebie
tej samej kolumny r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05 wedhug testu Duncana; n = 10.

WartoSci intensywnoSci fluorescencji i ich stosunki

Obiekt
PSII-A PSII-C PSII-A/C PSI-A PSI-C PSI-A/C  PSI/PSII
P. cuspidatum

WL-K 416,954 262,25°¢ 1,59¢ 128,77¢ 120,33¢ 1,07° 0,672
RGBL-K  551,69% 336,632 1,640 163,66° 153,470 1,07bc 0,65°
WBL-K 520,40¢¢ 324,80° 1,60 176,532 166,302 1,06° 0,66

WL-O 493,09¢ 288,24°¢ 1,712 135,49¢ 125,75°¢ 1,092 0,63¢
RGBL-O 557,18% 340,552 1,64° 158,65° 147,20° 1,082 0,66
WBL-O 587,45% 361,18°? 1,620 164,28° 153,53° 1,07b 0,66

P. formosum

WL-K 456,56° 285,578 1,60¢ 172,352 165,59° 1,042 0,65%
RGBL-K 516,222 310,122 1,67% 188,918 183,882 1,02¢ 0,61¢
WBL-K 468,93° 277,77° 1,692 152,98¢ 146,49% 1,042 0,61°¢

WL-O 448,06 273,34 1,64°¢ 165,27b¢ 159,95b¢ 1,03° 0,63b¢
RGBL-O 401,73¢ 241,324 1,66° 145,994 141,359 1,03° 0,62¢
WBL-O 404,89¢ 246,82¢ 1,64°¢ 144,924 139,18¢ 1,042 0,63P

P. schreberi

WL-K 369,6% 247 ,66° 1,50P 149,52bcd 140,49b¢ 1,07° 0,732
RGBL-K  460,57% 304,942 1,50P 168,052 156,96 1,07° 0,732
WBL-K 413,08 265,19° 1,602 136,10% 126,72°¢ 1,082 0,682

WL-O 353,374 226,12° 1,58 130,60¢ 122,61°¢ 1,07° 0,672
RGBL-O 512,38¢? 328,928 1,56% 160,458a0c 147,773 1,092 0,702
WBL-O 466,72 308,532 1,512 176,932 165,902 1,07° 0,712

Jednoczesnie, w warunkach stresu ozonowego zaobserwowano obniZzenie
wartos$ci PSI-C u roslin P. cuspidatum rosngcych na WBL oraz u P. formosum na RGBL.
Wazrost warto$ci badanego parametru stwierdzono za$ u P. scheberi na WBL.
W pozostatych przypadkach nie wykazano istotnych statystycznie zmian u Zadnego

Z badanych gatunkéw mchow (Tab. 6).
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4.9. Oznaczanie izoform SOD i ich aktywnosci u Plagiomnium cuspidatum
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Ryc. 18. Identyfikacja izoform SOD na zelach natywnych (A) oraz obrazy elektroforetyczne izoform SOD
w gametoforach Plagiomnium cuspidatum poddanych dziataniu stresu ozonowego przy roznym sktadzie
spektralnym $wiatta (B).

W ekstraktach biatkowych z P. cuspidatum zidentyfikowano dwie izoformy SOD:
Cu/ZnSOD i MnSOD (Ryc. 18). Analiza aktywnosci Cu/ZnSOD w gametoforach
rosngcych w zroznicowanym sktadzie spektralnym $wiatta wykazala jedynie istotny

wptyw sktadowej czerwonej. I tak, na RGBL obserwowano obnizenie aktywno$ci
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tej izoformy tylko wzgledem gametoforow rosngcych na WL. W przypadku izoformy
MnSOD nie wykazano wplywu $§wiatla na jej aktywno$¢.

Analiza aktywnosci Cu/ZnSOD w gametoforach fumigowanych ozonem
przy roznym skladzie spektralnym $wiatta pokazuje, ze ozon powoduje wzrost
aktywnosci omawianej izoformy SOD w warunkach RGBL i WBL (Ryc. 19A).
W przypadku MnSOD aktywno$¢ tej izoformy nie byla zalezna ani od warunkow

$wietlnych, ani od fumigacji ozonem (Ryc. 19B).
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Ryc. 19. Wptyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL) na zmiany
aktywnoséci Cu/ZnSOD (A) oraz MnSOD (B) w gametoforach Plagiomnium cuspidatum. Wartosci
oznaczone roznymi literami r6znig si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.
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5. DYSKUSJA

Doniesienia na temat aktywnosci fotosyntetycznej roslin w poszczegolnych warstwach
lasu sg powszechnie dostgpne w literaturze [Endler, 1993; Théry, 2001].
Jednakze odpowiedzi roslin na czynniki §rodowiska w poszczegolnych pigtrach lasu
nie sg jeszcze w pelni poznane. Dotyczy to w szczeg6dlnosci relacji pomigdzy ozonem,
a wlasciwosciami biochemicznymi 1 struktura lisci ro$lin na ktore on dziata.
Z przeprowadzonych dotychczas badan wynika, ze najwiekszy stopien uszkodzenia
w odpowiedzi na stres ozonowy wykazuja liscie roslin zlokalizowane w potowie
baldachimu lasu. Przyczyng tego jest prawdopodobnie cienka struktura lisci
oraz ich wysokie przewodnictwo szparkowe bedace wynikiem odpowiedzi roslin
na niskie nat¢zenie docierajacego do nich §wiatta. W efekcie zmniejsza to droge dyfuzji
ozonu do miejsc wrazliwych na ten gaz. U roélin w wyzszych pietrach lasu, grubsze
struktury komoérkowe lisci sg chronione przed uszkodzeniami dzigki wigkszej liczbie
warstw migkiszu palisadowego [Broadmeadow, 1998]. Nalezy tez podkreslic,
ze U mszakow budowa ich baldachimu decyduje o bilansie wegla [Titus i Wagner, 1984],
interakcji pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami [Van der Hoeven i During, 1997],
dostepie do swiatta [Van der Hoeven i in., 1993] i wody [Rice i Schuepp, 1995; Proctor,
2000a i b; Proctor i Smirnoff, 2000], a w konsekwencji okre§la produktywnosé
fotosyntetyczna roslin [Haywood i Clymo, 1983].

Reasumujac, zyjace najczesciej w $cidtce lesnej mszaki rosng w warunkach
zmiennego stosunku promieniowania R : FR (najczesciej przy niskiej jego wartosci) choé¢
takze w warunkach pelnego oswietlenia na tzw. ,,sun flakes”, inaczej w tzw. plamach
swietlnych. Omawiane obszary (plamy) $wiatta pojawiajg si¢ bowiem systematycznie
W tym samym miejscu w ciggu dnia, jesli ekosystem lesny ma uksztaltowang strukture.
Takie zmiany wptywaja zardwno na nat¢zenie jak i sktad spektralny $wiatla.

W dotychczas prowadzonych badaniach najczesciej opisywane sg reakcje roslin
Arabidopsis thaliana na czynniki srodowiska. Stosunkowo niewiele wiadomo natomiast
0 reakcji na stres u drzew i traw, a zwlaszcza u paproci oraz mchéw. Dlatego tez,
uogolnienie aktualnej wiedzy behawioralnej dla wszystkich gatunkéw jest prawie
niemozliwe lub co najmniej bardzo ryzykowne. Jedynie dalsze badania moga przynies¢
nowe odkrycia zwigzkow regulujacych funkcjonowanie organizmow w zmiennych
warunkach srodowiska [Aphalo, 2006]. Dotychczas prowadzone badania pokazuja,

ze podwyzszone st¢zenie ozonu przyczynia si¢ do uszkodzen ros§lin w lasach
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oraz na obszarach uzytkow zielonych tj. w agrocenozach. Jednak efekty dziatania ozonu
na cate ekosystemy nie zostang prawdopodobnie szybko opisane kompleksowo,
poniewaz niektore gatunki roslin wykazujg ekstremalng tolerancj¢ na zanieczyszczenia
atmosfery [Clymo, 1998]. Fizjologiczna odpowiedz tych samych roslin na stres ozonowy
nie jest jednakowa w skali $wiata. Stezenie ozonu jest bowiem rézne w réznych
miejscach na Ziemi. Prognozuje si¢, ze w kolejnych dekadach nastapi spadek stgzenia
ozonu W Europie i USA, a wzrost w Azji Potudniowej i Wschodniej [Ainsworth i in.,
2012]. Te globalne zmiany w koncentracji ozonu troposferycznego podkreslaja potrzebe
prowadzenia dalszych badan, ktére pozwola zobrazowal przestrzenng i czasowa
zmienno$¢ wystgpowania tego gazu w poszczegolnych regionach §wiata. Badania te
moga mie¢ wplyw na utrzymanie roznorodnosci biologicznej oraz struktury
i funkcjonowania ekosystemow. Tak wigc, ciagle istnieje  zapotrzebowanie
na systematyczne badania stresu ozonowego w celu oceny wzglednej wrazliwosci
gatunkowej 1 okreslenia krytycznych pozioméw tolerancji na ozon na potrzeby ochrony
najbardziej wrazliwych gatunkow [Konwencja Biologicznej Bioroznorodnosci, 2014].

Dotychczasowe badania sugeruja, ze ozon i $wiatlo dziatajac razem (w miejscach
zacienionych i o wysokim nate¢zeniu $wiatta) wywotuja silne interakcje w procesach
zyciowych roslin [Heath, 1994; Farage, 1996; Fredericksen i in., 1996; Back i in., 1999;
Farage i Long, 1999; Topa i in., 2001]. Dziatanie czynnikow stresowych jest ze sobg
powigzane. Wedtug Zhanga i in. [2009] oraz Niinemetsa i in. [2010] wazne jest, ktory
ze stresow dziala jako pierwszy, a ktory jako ostatni. Rosliny nabywajac odpornosé
najeden rodzaj stresu czg¢sto wykazuja zwiekszong odpornos¢ na inne czynniki
srodowiska poprzez ksztattowanie wspolnych mechanizméw obronnych [Kopcewicz,
2012]. Reakcje roslin zalezg od panujgcych warunkoéw otoczenia, jakosci i intensywnosci
dziatania bodzca, stadium rozwoju i innych czynnikoéw srodowiskowych wptywajacych
na ich funkcjonowanie [Black i in., 2000; Momen i in., 2001; Bussotti i in., 2005; Aphalo,
2006; Picchi i in., 2010]. Wedtug Daviesa i in. [1986], rosliny reaguja szybko poprzez
ksztattowanie réznych i skutecznych przystosowan morfologicznych i fizjologicznych
chronigcych je przed dziataniem niekorzystnych czynnikéw srodowiska.

Mszaki bardzo silnie reaguja na zmiany zachodzace w §rodowisku. Rosliny te,
przez swoja prosta budowe morfologiczng 1 niewielkie rozmiary, sa podatne
na krotkotrwale dziatanie r6znych czynnikow stresowych. Liczne badania naukowe,
prowadzone w ostatnich latach na mszakach, maja zwigzek z ich ogromnym znaczeniem

ekologicznym [Potter i in., 1996; Bates, 2000; Christianson, 2000; Proctor i Smirnoff,
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2000; Van der Wal i in., 2005]. W celu lepszego zrozumienia wptywu czynnikow

srodowiska na mchy konieczne sg bardziej szczegétowe badania w tym zakresie.

5.1. Rola skladu spektralnego Swiatla w warunkach stresu ozonowego w procesie
wzrostu i rozwoju mchéw

Swiatlo jest czynnikiem istotnym dla wzrostu i rozwoju roélin, ktére reaguja na nie
W rézny sposob, zalezny od jego nat¢zenia i barwy [Zhang i Folta, 2012]. Dzi¢ki
fotoreceptorom, ktore sg aktywowane przy okreslonych dtugosciach fali [Hogewoning
iin., 2010; Liu, 2012] rosliny odbierajag informacj¢ o jakosciowych i ilosciowych
zmianach widma $wiatla stonecznego i dostosowuja do nich swdj wzrost i rozwoj
[Hetmann i Kowalczyk, 2011]. Swiatto niebieskie oddziatuje w duzym stopniu na rozwoj
ro$lin nizszych, a w znacznie mniejszym na ro$liny wyzsze, U ktorych procesy
fotomorfogenetyczne sg regulowane gldwnie przez fitochrom. W tanie oraz W nizszych
pigtrach lasu, sygnat Swietlny docierajacy do roslin wykazuje niski stosunek R : FR, co
obniza poziom aktywnych form fitochroméw i prowadzi w ten sposob do tzw. syndromu
unikania cienia [Casal, 2000]. W odpowiedzi na zmiany sktadu spektralnego $wiatta,
a szczegoblnie na niskg warto$¢ stosunku R : FR w wyniku zacienienia, rosliny wykazuja
szybki wzrost wydtuzeniowy i pionowe ustawienie pedow, zmiany w ksztalcie i utozeniu
blaszek lisciowych ku gorze, zwiekszong dominacje¢ wierzchotkowa oraz zmiany
w sktadzie chemicznym barwnikoéw i innych metabolitow. Interakcje sygnatow
$wietlnych odbierane przez rdézne fotoreceptory wystepuja takze na poziomie
komoérkowym 1 molekularnym. 1 tak, na przyktad w S$wietle niebieskim nastepuje
aktywacja kanalow anionowych i kationowych, ktore wplywaja na kurczenie si¢
protoplastu komorek Arabidopsis [Wang i Lino, 1998; Cashmore i in., 1999; Guo i in.,
1999]. Percepcja swiatta czerwonego 1 dalekiej czerwieni odbywa si¢ poprzez receptory
fitochromowe zaroéwno u bakterii, cyjanobakterii, grzybow i roslin [Rosler i in., 2010].
Jednakze odpowiedz na aktywacje fitochromu jest inna u ros$lin wyzszych niz u mchow
I paproci. | tak, u mchoéw fitochrom posredniczy wytacznie w ruchach kierunkowych
tj. fototropizmie i polarotropizmie (tj. w reakcjach posredniczonych u roslin wyzszych
przez fototroping — receptor $wiatla niebieskiego). Przyjmuje si¢, ze u mchow aktywne
fizjologicznie formy fitochromu wystepuja w cytoplazmie lub na btonie plazmatycznej
[Rosler i in., 2010]. Taka lokalizacje wystgpowania fitochromu W protoplastach mchow
potwierdzaja m.in. badania Uenaki i Kadoty [2007] wykonane na mchu Physcomitrella

sp. Jakkolwiek warunki $wietlne sg kluczowe dla ekspres;ji fitochromu, jego stabilnosci
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lub degradacji zarowno u roslin nizszych jak i wyzszych [Mittmann i in., 2004], to wydaje
si¢, ze $wiatlo nie wplywa na lokalizacj¢ aktywnego fitochromu w komorkach roslin
nizszych [Rosler i in., 2010]. Innymi stowy przyjmuje si¢, ze translokacja do jadra
fitochromu aktywowanego $wiattem czerwonym jest charakterystyczna wytacznie dla
ro$lin wyzszych. Pomimo braku dowodow na wystgpowanie fitochromu w jadrze
komorek mchéw Uenaka i in. [2005] sugeruja taka mozliwosé. W badaniach nad rolg
Swiatta w rozwoju gametofitbw mchow wykazali oni obecno$¢ receptora $wiatla
czerwonego w obrebie jadra. Pomimo, ze odpowiedz na $wiatto czerwone nie byla
odwracana poprzez daleka czerwien Uenaka i in. [2005] sugeruja, ze receptorem $wiatla
czerwonego moze by¢ jednak fitochrom. W przypadku mchu Physcomitrella patens
wykazano zintegrowane wspoldziatanie fotoreceptorow zaangazowanych w tworzenie
bocznych rozgatezien splatka i gametoforu. Podobnie u Arabidopsis wykazano interakcje
fitochromu i kryptochromu [Ahmad i in., 1998; Mas i in., 2000]. Imaizumi i in. [2002]
z kolei wykazali, ze zaklocenia w dziataniu kryptochromow powodujg zmiany
w metabolizmie auksyn P. patens [Sun i in., 2006]. Gametofity mchow rozwijaja si¢
z zarodnikow, ktore kietkuja w rozgatezione, wielokomorkowe splatki [Cove i in., 1997;
Reski, 1997; Schaefer i Zryd, 2001]. O ile u Ceratodon purpureus indukcja i kierunek
wzrostu rozgalezien regulowana jest przez $wiatlo czerwone [Kagawa i in., 1997], to
w przypadku P. patens przez $wiatlo czerwone [Ermolayeva i in., 1996] i niebieskie
[Imaizumi i in., 2002]. Takze Uenaka i in. [2005] wykazali wptyw barwy $wiatla na
rozw0j rozglezien splatkow P. patens. | tak, §wiatto niebieskie w wigkszym stopniu
stymulowato ich wzrost w poréwnaniu do $wiatta czerwonego, a promieniowanie UV
i daleka czerwien nie wptywaty na ten proces. Ponadto wspomniani autorzy pokazali tez,
ze chociaz samo $wiatto czerwone ma niewielki wptyw na tworzenie si¢ splatka, to wraz
ze $wiattem niebieskim silnie indukuje jego rozwdj. Wskazuje to na synergizm $wiatla
czerwonego i niebieskiego w tworzeniu protonemy mchu. Waznym elementem
poznawczym pracy Uenaki 1 in. [2005] jest wykazanie, ze u P. patens wystepuja
przynajmiej cztery receptory $wiatta posiadajace r6zng lokalizacje wewnatrzkomorkowa.
Kryptochrom 1 receptor §wiatla czerwonego zlokalizowane sa w obrgbie jadra
komorkowego, podczas gdy fototropina i fitochrom na btonie komérkowe;.

Z badan wilasnych wynika, ze sklad spektralny $wiatta wptywa odmiennie
na wzrost chwytnikéw, gametoforéw i1 gametofitow mchow. I tak, mozna wnioskowac,
ze za zahamowanie wzrostu chwytnikow odpowiada sktadowa niebieska. Jako ze $wiatto

zielone jest malo efektywne z punktu widzenia fotomorfogenetycznego, mozna
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przypuszczaé, ze za stymulacj¢ wzrostu chwytnikéw odpowiada skladowa czerwona
(Tab. 1). W przypadku gametoforow najwiekszy ich przyrost obserwowano u mchow
rosngcych na WL. Reakcja ta moze wskazywaé, ze nadmiar §wiatla niebieskiego
I czerwonego hamuje wzrost tego organu (Tab. 1). Istotny wplyw na wzrost gametofitow
wywierato spektrum RGBL w stosunku do dwodch pozostatych sktadow spektralnych
swiatta. Taka reakcja moze §wiadczy¢ o znaczacej roli $wiatta czerwonego we wzrosScie
tych organow mchow (Tab. 1).

Zroznicowane reakcje badanych mchow na sktad spektralny $wiatta trudno
odnie$¢ wprost do danych literaturowych. Wigkszos¢ prowadzonych dotychczas badan
dotyczy bowiem wplywu promieniowania UV na wzrost mchow. | tak, z doswiadczen
Sonessona i in. [1996] oraz Gehrkea [1999] wynika, Zze promieniowanie UV hamuje
wzrost oraz przyrost suchej masy Hylocomium splendens. Takze Rozema i in. [2002]
pokazuja, ze promieniowanie UV spowalnia wzrost mchu Tortura ruralis. Obserwacjom
tym zaprzeczaja jednak prace Johansona i in. [1995], ktorzy wykazali stymulujacy wplyw
promieni UV na wzrost H. splendens. U Polytrichum sp. roczny przyrost na dtugos¢ nie
zmieniat si¢ w warunkach podwyzszonej radiacji promieniowania UV [Gehrke, 1999],
podczas gdy reakcja subarktycznego mchu Sphagnum fuscum na ten czynnik byta
niejednoznaczna [Gehrke, 1998].

U mchéw P. cuspidatum, P. formosum i P. schreberi 0zon generalnie spowalniat
wzrost chwytnikow. W wigkszo$ci przypadkow trudno jednak doszukaé si¢ korelacji
pomiedzy dziataniem tego gazu, a zroznicowanym sktadem spektralnym swiatta (Tab. 1).
Jednakze u roslin wyzszych, swiatlo o roznej jakosci 1 nat¢zeniu wywoluje zmiany
w funkcjonowaniu korzeni. Wptyw na wzrost korzeni moze by¢ posredni (wplyw
na alokacje metabolitow oraz pobieranie substancji mineralnych) lub bezposredni
(indukcja 1 modulowanie procesoOw enzymatycznych oraz ekspresji genéw) [Lin, 2000;
Aphalo, 2006]. Brak takich relacji u mchoéw nie dziwi, ze wzgledu na rdzng funkcje jaka
petnig chwytniki 1 korzenie. Badania wlasne wskazuja, Ze ozon niezaleznie od skladu
spektralnego $wiatta hamuje takze wzrost gametoforow i gametofitow mchow (Tab. 1).
Na tym etapie badan mozna stwierdzié, ze gaz ten wywotuje zaktocenia podstawowych
procesow metabolicznych w komodrkach. W skrajnych przypadkach ozon powoduje
uszkodzenia organelli komoérkowych, a w efekcie spowalnia wzrost i rozwdj roslin.
Wedtug Petersona i in. [1999], ozon w niskich stezeniach (50, 100 ppb) wplywa
stymulujaco na wzrost i rozwoj protonemy oraz gametofitow Polytrichum commune.

Odbywa sie poprzez regulacj¢ gospodarki hormonalnej. Niemi i in. [2002] natomiast, nie
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wykazali takich zmian dla Sphagnum, co ttumacza zbyt krotka ekspozycja mchow
na dziatanie ozonu, ale i wysoka tolerancjg tego gatunku na zmieniajace si¢ warunki
srodowiska.

Obserwacje zwigzane z wptywem ozonu na przyrost §wiezej masy badanych
gametofitow mchow wykazaty stymulujace dziatanie tego gazu, niezaleznie od barwy
$wiatla (Tab. 2). Z kolei warto$ci suchej masy gametofitow mchoéw zmienialy si¢
w zaleznosci od gatunku i sktadu spektralnego $wiatla (Tab. 2).

Zréznicowany wplyw ozonu na wzrost elongacyjny i1 przyrost masy roslin
wyzszych opisuja Franzaring i in. [2000]. Z badan Yamaguchi i in. [2008] wynika,
ze ozon powoduje spadek przyrostu biomasy ryzu, a wedlug Nouchi i in. [1995]
stymuluje jego wzrost. Wplyw stresu ozonowego na zmiany w produkcji biomasy
opisano dla wielu gatunkow roslin uprawnych [Drogoudi i Ashmore, 2002; Biswas i in.,
2008]. Pfleeger i in. [2010] badali reakcje na ozon 60 gatunkoéw roslin nalezacych
do 22 rodzin. Badacze ci pokazali, ze bardzo wrazliwe na ozon sa poczatkowe etapy
wzrostu. W zalezno$ci od gatunku, rosliny produkuja mniejsze ilosci biomasy
| przedwczesnie starzeja sie.

Proctor i Tuba [2002] sugeruja, ze fizjologia mszakdéw rdzni si¢ pod wieloma
wzgledami od tej obserwowanej u ros$lin wyzszych, a roznice wynikaja
najprawdopodobniej z budowy i ekofizjologicznych adaptacji obu grup roslin. Wedtug
Lappalainena i in. [2008], przemiany metaboliczne mchéw zalezg nie tylko od obecnosci
swiatta 1 COg, ale przede wszystkim od zawarto$ci wody, ktorej mata ilos¢ powoduje
zahamowanie ogolnego metabolizmu. Jak podaje Krupa [1974], proces wysuszania
| ponownego uwadniania mchow moze by¢ kilkakrotnie powtarzany nie wywotujac
znaczacych zmian w funkcjonowaniu catego organizmu. W okresach letnich mszaki sa
na ogot suche i metabolicznie nieaktywne. Najlepiej do warunkow wysokiego natezenia
swiatta dostosowane sg mszaki z torfowisk 1 innych mokrych siedlisk, ktére pozostaja
stale wilgotne nawet w pelnym stoncu [Proctor i Tuba, 2002]. Wybrane do badan gatunki
mchow wystepuja raczej na terenach o umiarkowanej wilgotnosci. W prezentowanej
pracy nie stwierdzono istotnego wplywu sktadu spektralnego $wiatla na stopien ich
uwodnienia. Natomiast stres o0zonowy, generalnie, powodowal wzrost uwodnienia
gametofitow (Tab. 2). Warto tez zaznaczyC, ze roznice w uwodnieniu gametofitow
mchow moga wynika¢ z ich poikilohydrycznego charakteru. U mchow czes¢ wody
wigzana jest w przestrzeniach kapilarnych poza komoérkami lub w apoplascie. Ta

umiejetnos¢ ma duze znaczenie fizjologiczne, bowiem komoérki mchow np. w zaleznos$ci
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od grubosci $ciany komorkowej moga wykazywaé zroéznicowane ilo$ci wody w petni

turgoru [Tuba i in., 1996; Hajek i Beckett, 2008].

5.2. Wplyw skladu spektralnego Swiatla na destablizacj¢ blon komérkowych
gametoforéw mchéw podczas fumigacji ozonem

Czynniki stresowe oddzialujace na rosliny czesto prowadza do uszkodzen blon
cytoplazmatycznych, ktorych konsekwencja sg zaburzenia przebiegajacych w komorce
procesoéw fizjologicznych. W pierwszej kolejnosci zaburzenia te prowadza do wycieku
elektrolitow, a nastgpnie wplywaja na aktywno$¢ oddechowa mitochondriow
I na asymilacjc CO2 w chloroplastach. Uszkodzenia te pojawiajg si¢ zaréwno
we wczesnych jak i w pdznych stadiach ekspozycji roslin na dany czynnik stresowy
[Kacperska, 2012].

Nadmierne nate¢zenie $wiatta moze prowadzi¢ do uszkodzen bton komérkowych
poprzez denaturacje biatek i inaktywacje enzymow. Powstajace uszkodzenia najczesciej
sa nieodwracalne, a w skrajnych przypadkach prowadza do $mierci komorki lub catego
organizmu [Kalaji i Loboda, 2010]. Zaburzenia w btonach powodowane sg
nagromadzeniem RFT, ktore inicjuja zmiany w warstwie lipidowej i biatkowej
[Antonnen i in., 1995]. Wzrasta wowczas przepuszczalnos¢ blon, ktéra powoduje
niekontrolowany wyciek elektrolitow, szczegodlnie jondw potasu [Starck i in., 1995].

Obserwacje zwiagzane z wptywem sktadu spektralnego $wiatta na wlasciwosci
fizykochemiczne bton komodrkowych mchow wskazuja, ze warunki Swietlne
(w zaleznos$ci od gatunku) odgrywaja bardzo wazng rolg w ich funkcjonowaniu. I tak,
najwickszy wyplyw elektrolitow zaobserwowano dla P. schreberi, a namniejszy
u P. formosum (Ryc. 9). Wykazano, ze sktadowa czerwona zwigksza destabilizacje bton
komorkowych zarowno u P. cuspidatum i P. schreberi. Natomiast sktadowa niebieska
powoduje wzrost wyptywu elektrolitow przez blony komorkowe mchow P. formosum
i P. schreberi (Ryc. 9). Nie wiadomo czy ta odmienna przepuszczalno$¢ bton
komorkowych jest wynikiem zmian sktadu chemicznego plazmolemy, czy tez wynika
ze zmian wlasciwo$ci fizycznych blony. Trzeba bowiem pamigtaé¢, ze u mchoéw
(W odréznieniu od roslin wyzszych) fitochrom dziata gtownie poprzez wigzanie sig¢
do plazmolemy (bez translokacji aktywnej fizjologicznie formy fitochromu do jadra).

Mimo, ze ozon powoduje uszkodzenia struktur i funkcji blon biologicznych
u roslin wyzszych [Plazek i in., 2000], to w warunkach stresu ozonowego u mchow

Sphagnum obserwowano jedynie niewielkie roznice w wyplywie elektrolitow z komorek
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[Niemi i in., 2002]. Podobne wyniki uzyskano w niniejszej pracy dla P. cuspidatum
I P. formosum. Jednakze wykazano interakcj¢ pomigdzy sktadem spektralnym $wiatta
a stresem ozonowym. Sktadowa czerwona (RGBL) zmniejszata bowiem, w porownaniu
z kontrolg, stopien dezorganizacji blon komérkowych w warunkach stresu 0zonowego
(Ryc. 9A i B). Generalnie brak silnej reakcji mchéw na ozon moze oznacza¢ wigksza
tolerancj¢ badanych gatunkow na ten czynnik stresowy. Odmienne obserwacje w tym
zakresie przedstawili Potter i in. [1996]. W warunkach stresu ozonowego wykazali oni
znaczacy wzrost przeptywu jonow potasu (K*) przez blony u mchu Sphagnum recurvum.
Vahisalu i in. [2010] stwierdzili natomiast, ze ozon moze takze tymczasowo blokowac
kanaty potasowe (K*) iw konsekwencji prowadzi¢ do utraty turgoru komorek
[Torsethaugen 1 in., 1999]. Wyptyw elektrolitow zwigzany ze spadkiem ilosci jonow
potasu (K*) w cytozolu odgrywa kluczowg role w regulacji procesow anabolicznych
I tych pobudzajacych procesy kataboliczne. W efekcie zestresowane rosliny przestaja
rosnac¢, a energi¢ wykorzystuja tylko do walki ze stresem [Demidchik i in., 2014]. Zatem,
w odpowiedzi ro$lin na stres wazna jest zdolno$¢ kontrolowania transportu jonow przez
btony komoérkowe. Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze mchy sa bardzo niejednorodng

grupa organizméw pod wzgledem reakcji na ozon.

5.3. Wplyw skladu spektralnego swiatla na zawarto$s¢ Chl, Flv i wskaznika NBI
w warunkach stresu ozonowego

W s$rodowisku le§nym, rosliny r6znig si¢ nie tylko pokrojem organéw, ale takze strukturg
chloroplastow oraz sktadem barwnikow fotosyntetycznych. Jednymi z najwazniejszych
barwnikéw roslinnych sa jak powszechnie wiadomo chlorofile. Odpowiedzialne sg one
za absorpcje $wiatla w procesie fotosyntezy i1 jego zamiang¢ na energi¢ chemiczng
wykorzystywana w syntezie zwigzkow organicznych. Ilo$¢ chlorofili w komorkach
roslinnych jest cechg charakterystyczng dla gatunku i podlega zmianom w zaleznosci
od etapu rozwoju rosliny i dziatania czynnikoéw srodowiska.

W poréwnaniu do roslin wyzszych, catkowita zawartos¢ Chl u mchéw jest
nizsza, ale mimo to istnieje bardzo duze podobienstwo w aktywnosci fotosyntetycznej
pomiegdzy tymi grupami roslin [Marschall i Proctor, 2004]. Stosunkowo niska zawartos$¢
Chl wykazujg zarbwno mchy Sphagnum i Racomitrium, gatunki z siedlisk zacienionych
(Eurhynchium crassinervium, Plagiomnium undulatum, Plagiothecium undulatum),
torfowisk, tak, jak i te z terenow w pelnym nastonecznieniu. Réznice w zawartosci Chl

wynikaja prawdopodobnie z jednowarstwowej liczby komorek budujacych liscie mchow
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w stosunku do mezofilu lisci ros$lin wyzszych. Wyjatkiem okazuja si¢ byé mchy
Polytrichaceae (Orthotrichum anomalum i Syntrichia intermedia), ktore dzigki duzej
zdolnosci adaptacyjnej komorek lisci do $wiatla, posiadajg duze ilosci Chl [Martin
i Adamson, 2001]. W badaniach wtasnych u mchow rosngcych w zrdéznicowanym
sktadzie spektralnym $wiatta, wedtug metody Barnesa i in. [1992], najwigkszg zawarto$é
zarowno catkowitego Chl (Chl a+b) jak i chlorofili Chl a i Chl b wykazano na WL
(Tab. 3). Pomiary catkowitej zawarto$ci Chl wykonane Dualexem wskazujg natomiast,
ze najwickszg zawarto$cig Chl charakteryzowaty si¢ gametofory rosngce na WBL
(Tab.4). Roznice w zawartosci Chl mozna tlumaczy¢ odmiennoscia dwoch
zastosowanych metod. Podobny brak pelnej kompatybilnosci omawianych metod
oznaczania Chl wykazata takze Cencora [2016] u Hieracium aurantiacum.

Dane literaturowe dotyczace zmian zawarto$ci Chl u mchoéw dotyczg gtownie
reakcji na zmiang nat¢zenia, a nie sktadu spektralnego $wiatta. Przy wysokim nat¢zeniu
Swiatla zwigksza si¢ zawartos¢ Chl a i Chl b [Matysiak i Lorenc-Plucinska, 2000]. Liscie
roslin rosngcych w zacienieniu zawieraja natomiast wigcej Chl b oraz maja bardziej
rozbudowane tylakoidy gran [Théry, 2001; Lichtenthaler i in., 2007]. Sezonowe zmiany
w koncentracji Chl (m.in. wlasnie w zwigzku ze zréznicowanym natezeniem $wiatla)
wystepuja takze u mchu Brachythecium rutabulum [Kershaw i Weber, 1986].
UH.splendens i P. commune zwigkszona intensywno$¢ promieniowania UV-B
(niezaleznie od uwodnienia tkanek) powoduje wzrost zawartosci barwnikéw
fotosyntetycznych [Arroniz-Crespo i in., 2011]. W miodych gametofitach Acrostichum
danaeifolium narazonych na promieniowanie UV-B nastepuje spadek zawartosci Chl a
i wzrost Chl b w kompleksach antenowych [Randi i in., 2014].

Gagnon i1 Karnosky [1992] stwierdzili, Ze stres ozonowy zmniejsza catkowita
zawarto$¢ Chl u mchéw S. magellanicum i S. flexuosum. Natomiast Niemi i in. [2002] nie
wykazali istotnych roéznic w catkowitej zawartosci Chl u mchow Sphagnum
pod wptywem ozonu. Jak podajg Stepien i Klobus [2005], zwi¢kszong wrazliwo$cig
na ozon odznaczajg si¢ liScie roslin rosngcych w zacienieniu, w poroéwnaniu z lisé¢mi
ro$lin rosngcymi w pelnym stoncu. Ozon indukuje stres oksydacyjny, powoduje
zmniejszenie syntezy Chl jak 1 zwigksza jego rozktad w tkankach. W prezentowanej
pracy ozon powoduje, w porownaniu z kontrolg, wzrost zawartosci Chl w gametoforach
I to niezaleznie od sktadu spektralnego $wiatla (Tab. 3 i 4). Zjawisko to wykazano

badajac zawarto§¢ Chl zar6wno metodg Barnesa i. in. [1992] jak i metoda fluorescencyjng
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(chlorofilomierz Dualex®). Na obecnym etapie badan zjawisko to jest trudne
do jednoznacznej interpretacji.

Rinnan i Holopainen [2004] reakcje mchow na ozon tlumacza zmianami
powierzchni chloroplastow. Wedlug wspomnianych autorow, latem u mchu
S. angustifolium chloroplasty zmniejszaja si¢ juz przy stezeniu ozonu 50 ppb,
auS. papillosum i S. magellanicum przy 100 ppb. Jesienia natomiast, powierzchnia
chloroplastow nie ulega zmianom u S. angustifolium, a zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem
stezenia ozonu U S. papillosum. W przypadku S. magellanicum, zalezno$¢ wielkoS$ci
chloroplastow od stezenia ozonu jest bardziej skomplikowana. I tak, w poréwnaniu
do kontroli (0 ppb) i stgzenia 50 ppb, chloroplasty sa o 80 % wigksze przy stgzeniu
100 ppb i okoto 20 % mniejsze przy stezeniu 150 ppb.

Zmiany stosunku zawarto$ci Chl a/b wskazujg na regulacje proporcji pomigdzy
PSI a PSII i dostosowanie si¢ chloroplastow roslin do warunkéw $srodowiska. Rosliny
rosngce w zacienieniu majg wigcej Chl w wigkszych granach i wykazuja niski stosunek
Chl a/b. Rosliny rosnagce w petnym nastonecznieniu, w mniejszych, ale liczniejszych
granach, zawieraja mniej Chl i posiadaja wyzsze wartosci Chl a/b [Porra, 2002].
Przedstawione wyniki badan wtasnych wskazuja, ze generalnie barwa §wiatta nie wptywa
na zmiany stosunku Chl a/b, a ozon powoduje jego obnizenie (Tab. 3). Otrzymane wyniki
sugeruja, ze poszczegolne gatunki mchoéw reaguja roznie na ozon. A zatem, wptyw 0zonu
na poszczegolne gatunki moze by¢ szkodliwy, pozytywny albo bez znaczenia [Gagnon
I Karnosky, 1992; Musselman i Minnick, 2000].

Liscie mchéw zbudowane sa z jednej 1 cienkiej warstwy komorek,
na powierzchni ktorych nie posiadaja ochronnych woskow, a jedynie cienkg warstwe
lipidowa. W zwigzku z tym mozna przypuszcza¢, ze mchy wyksztalcily nieco inne
mechanizmy ochronne przed czynnikami stresowymi niz rosliny wyzsze. Co wigcej,
U mchow stwierdzono wystgpowanie wielu metabolitow pelnigcych funkcje ochronne
(w tym Flv) [Zinsmeister i in., 1991; Geiger i in., 1997; Mues, 2000; Taipale i Huttunen,
2002]. | tak, na przyktad H. splendens zawiera 5°,3°’-dihydroxyamentoflawony,
a P. schreberi — biflawonoidy [Becker i in., 1986; Geiger i in., 1998]. Z gametofitow
Mnium hornum wyizolowano biflawonoidy, a wsrod nich grupe izoflawonow, ktore
do tej pory stwierdzono tylko u niektorych roslin nasiennych [Brinkmeier i in., 1999].
U P. undulatum zidentyfikowano, oprocz juz znanych biflawonoidéw, nowe: 3"'-

desoksydicranolomin, 2,3-dihydro-3"'-desoksydicranolomin and 2,3-dihydro-5',3"-
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dihydroksyrobustaflawon [Rampendahl i in., 1996]. Z kolei u Polytrichales dotychczas
nie wykryto Flv [Asakava, 1995; Mues, 2000]. U P. schreberi i H. splendens w $cianach
komoérkowych zidentyfikowano m.in. kwasy hydroksylowe, kwasy dikarboksylowe,
kwasy tluszczowe, alkohole [Kélvidinen i in., 1985]. Prezentowane w pracy badania
wlasne wskazuja, ze réznice w zawartosci Flv zalezg gtownie od gatunku (Tab. 4).
Wytlumaczeniem takiej odpowiedzi moze by¢ rozna budowa mchéw i srodowiska ich
wystepowania. Jak podajg Brinkmeier i in. [1999], biosynteza Flv stymulowana jest przez
swiatto 1 zalezy od fazy wzrostu mchow. U badanych gatunkéw mchow stres ozonowy,
niezaleznie od skladu spektralnego §wiatta, powoduje wzrost zawartosci Flv (Tab. 4).
Moze to wskazywac, ze W warunkach stresu ozonowego mchy uruchamiaja ochrone
aparatu fotosyntetycznego poprzez biosynteze barwnikow fotoprotekcyjnych.
Przypuszczenie to wymaga jednak potwierdzenia w dalszych badaniach. Zaskakujacy jest
jednak spadek zawartosci Flv u P. schreberi obserwowany podczas fumigacji ozonem na
RGBL (Tab. 4).

Wysokie wartos§ci NBI obserwowane podczas fumigacji ozonem na WBL
wskazuja, ze ten sktad spektralny $wiatta moze by¢ optymalny dla wzrostu mchow

w warunkach stresu ozonowego (Tab. 4).

5.4. Sprawnos¢ fotosyntetyczna mchéw

Green i Lange [1994] wykazali, ze podstawowe procesy metaboliczne (m.in. fotosynteza)
u wigkszosci gatunkéw mchow sa takie same jak u roslin wyzszych. Podobnie Martin
I Adamson [2001], badajac mchy i rosliny wyzsze nie zaobserwowali réznic
w aktywnos$ci metabolicznej pomigdzy tymi grupami roslin. Thornton i in. [2005] podaja,
ze fotosynteza mchow P. patens i C. purpureus jest bardziej podobna do tej u roslin
wyzszych niz do obserwowanej u sinic i glonow. Green [1998] twierdzi natomiast,
ze relacje miedzy transportem elektronow w PSII a wymiang CO2 w procesie fotosyntezy
1 oddychania u mchow 1 porostdw sg rézne od tych, zachodzacych u roslin wyzszych.
Z kolei Marschall i Proctor [2004] zauwazaja, ze roéznice w fotosyntezie pomiedzy
mszakami rosngcymi w miejscach nastonecznionych a (Swiatlolubnymi) roslinami
wyzszymi wynikajg z ograniczen w dyfuzji CO2 do blaszki liSciowej. Nalezy bowiem
pamigta¢, ze u roslin wyzszych wymiana CO2 i wody jest regulowana przez aparaty
szparkowe, ktorych mszaki nie posiadaja. Zamiast tego, tworza one rozgatezione

struktury w formie baldachimu, ktore regulujg ww. procesy [Rice i in., 2005]. Warto takze
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podkresli¢, ze mchy mimo prostej budowy liSci wykazuja jednak roznice w ich strukturze.
Dotyczag one przede wszystkim zmian jako$ciowych, ktéore mozna powigzal
Z powierzchnig asymilacyjng blaszek lisciowych. Jedne mchy posiadajg blaszki lisciowe
zbudowane z pojedynczej warstwy komoérek (Mnium affine), inne tworza lamelle
w postaci kilku szeregow komorek przebiegajacych obok siebie (P. commune), a jeszcze
inne w jednowarstwowej blaszce posiadaja komorki chlorofilowe otoczone duzymi
martwymi komérkami wypetlnionymi wodg i powietrzem (Sphagnum magellanicum).
Reasumujgc, warto zauwazy¢ ze fotosynteza u mszakow czesto odbywa si¢ w deszczu
lub przy pochmurnej pogodzie i z oswietleniem mniejszym niz 20 % petnego o$wietlenia
[Mari Aro i Valanne 1979, Miyata i in. 2015].

Ocena aktywnosci fotosyntetycznej mchow, poprzez wyznaczenie parametrow
sprawno$ci fotochemicznej PSII, miata na celu sprawdzenie na ile ozon
w zroznicowanym sktadzie spektralnym $wiatta powoduje zaburzenia w przebiegu tego
procesu. W prezentowanej pracy wykazano, ze ozon, niezaleznie od gatunku i sktadu
spektralnego $wiatta, wptywa na funkcjonowanie PSIl. Wywotane przez ten gaz zmiany
w aktywno$ci fotochemicznej PSII uwidaczniaty si¢ szczegélnie poprzez wpltyw
na wartosci parametréw Kinetyki fluorescencji Chl a takich jak: Fu/Fm, NPQ, Rfd i Qp
oraz QY (Ryc. 10).

Dla wigkszosci roslin parametr Fu/Fm jest uwazany za najbardziej czuly
wskaznik charakteryzujacy aparat fotosyntetyczny. Spadek jego wartosci ponizej 0,83
w warunkach stresowych $§wiadczy o uszkodzeniach funkcji PSII [Guidi i in., 2007].
Obnizenie wartosci Fu/Fm obserwowane w prezentowanej pracy mozna, generalnie,
przypisaé wzrostowi Fo i spadkowi Fm (Ryc. 10). Zmienne wartosci Fo moga by¢
wynikiem wzrostu liczby nieaktywnych centrow reakcji, z ktorych elektrony nie moga
by¢ przenoszone na zredukowany plastochinon. Innymi czynnikami ograniczajacymi
moga by¢ dysocjacja LHCII z czgéci korowej PSII lub degradacja biatka D1 i inaktywacja
centréw reakcji w PSII [Havaux, 1993; Rintaméki i in., 1995]. Przypuszcza si¢ zatem,
ze wzrost Fo jest z jednej strony zwigzany z trwalymi fotoinhibicyjnymi uszkodzeniami
w centrach reakcji PSII, a z drugiej strony — nietrwate uszkodzenia powoduja, ze Fo moze
wykazywac szybki i pelny powrdt do wartosci kontrolnych. Dodatkowo, opisane
w niniejszej pracy (Ryc. 10) nizsze wartosci Fm U mchow mogg sugerowaé, ze nie
wszystkie akceptory elektrondw w PSII sa catkowicie zredukowane pod wptywem ozonu
[Kalaji i Loboda, 2010]. Podobne obserwacje, pod wzgledem wartoSci omawianego

parametru Fv/Fm, wykazali Gagnon i Karnosky [1992] u mchow S. magellanicum,
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S. flexuosum i S. rubellumuoia. Fumigacja ozonem tylko u S. recurvum powodowata
znaczne obnizenie asymilacji CO2 i aktywnosci PSIL. Z kolei Potter i in. [1996] nie
obserwowali istotnych zmian w fotosyntezie pod wptywem ozonu u S. capillijolium,
S. papillosum i S. cuspidatum. Wedtug Scheideggera i Schroetera [1995], u porostow
(Anaptychia ciliaris, Collema nigrescens, Evernia prunastri, Hypogymnia bitteri,
Lobaria pulmonaria) ozon juz przy niskich stezeniach wywotywal znaczacy spadek
FuW/Fm. Guidi i in. [2007] w ozonowanych lisciach tubinu biatego (Lupinus albus)
wykazali nizsze wartosci Fu/Fm w miejscach uzytkowania lisci niz w pozostalej czesci
mezofilu. Poza tym, nalezy pamigta¢ ze rosliny rosngce w zacienieniu majg stosunkowo
niskg zdolno$¢ do transportu elektrondéw w procesie fotosyntezy i do wigzania CO>
[Lichtenthaler i Babani, 2004; Rice i in., 2005]. W przypadku mchow wynika
to najprawdopodobniej z ich prostej budowy, ale rowniez z tego, ze ich liscie sg znacznie
ciensze od lisci roslin rosngcych w petnym stoncu [Pearcy i Sims, 1994].

Opisane zmiany parametru Fv/Fm wigza si¢ ze wzrostem warto$ci wygaszania
niefotochemicznego (NPQ) [Maxwell i Johnson, 2000]. Wysokie wartosci NPQ
Umszakdw sg na ogél zwigzane ze wzgledng szybkos$cig transportu elektronow
[Marschall i Proctor, 2004] oraz wynikaja z rozpraszania energii wzbudzenia w postaci
ciepta [Proctor i Smirnoff, 2000]. U mchow Polytrichaceae, NPQ ros$nie wraz
ze wzrostem natgzenia promieniowania, ale na ogot tylko do poziomu okoto 4, podczas
gdy u wielu innych mchow z terendw otwartych NPQ moze osigga¢ wartosci 10-15
[Proctor, 2005]. Na przyktad, u mchow rosngcych w cieniu NPQ przyjmowato wartos¢
pomiedzy 3 a 4. Jeszcze nizsze wartosci tego parametru obserwowano u mchow Hookeria
lucens, Jubula hutchinsia, Trichocolea tomentella, Polytrichaceae rosnacych w pelnym
zacienieniu. U gatunkéw z siedlisk slonecznych, NPQ przyjmowato z kolei warto$ci
powyzej 10. O wysokiej zdolnos$ci fotoochronnej mchéw swiadczy spadek wartosci NPQ
u roslin przenoszonych z miejsc o wysokim nat¢zeniu $wiatta do cienia [Martin
i Adamson, 2001]. Obserwacje te potwierdzajg badania Proctora i Smirnoffa [2011]
prowadzone na mchach z terenow zacienionych (P. undulatum, Trichocolea tomentella)
i nastonecznionych (Andreaea rothii, Schistidium apocarpum, Sphagnum). W warunkach
wysokiego natezenia $wiatla u Polytrichaceae wychwytywanie CO: przez gorng strong
blaszek lisciowych zapobiega przeptywowi elektronéw 1 wysokim wartosciom NPQ
[Heber i in., 2001; Proctor, 2005]. Nadmierna energia rozpraszana jest w podjednostkach
biatkowych PSII (PSBS) lub przez zmiane poziomu akumulacji bialek LHC, ktore sa
aktywne m.in. u mchu P. patens i niezaleznie od siebie regulujg aktywnos¢ NPQ [Gerotto
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I in., 2012]. Nalezy takze pamietac, ze ilo$¢ energii rozpraszanej w postaci ciepta w PSII
jest zalezna od obecnosci zeaksantyny i anteraksantyny oraz deopoksykacji sktadnikow
cyklu ksantofilowego [Demmig-Adams i Adams, 1996; Watling i in., 1997].
W prezentowanych badaniach, dla wszystkich trzech gatunkéw mchoéw, wykazano
ze podczas fumigacji ozonem, niezaleznie od barwy $wiatta, nastepuje intensywny wzrost
wartosci NPQ wzgledem roslin rosngcych w kontroli (Ryc. 10). Heber i in. [2006] takie
reakcje ro$lin thumaczg zwigkszonym odprowadzaniem energii cieplnej.

W przypadku parametru Rfd, w przeprowadzonych badaniach wtasnych
obserwowano wzrost jego wartosci pod wplywem ozonu zupelnie niezaleznie od sktadu
spektralnego $wiatta (Ryc. 10). Taka odpowiedz mchow moze $wiadczy¢é zardwno
0 zwickszonej ich aktywno$ci fotosyntetycznej podczas fumigacji ozonem jak i o braku
naruszenia asymilacji CO> [Lichtenthaler i Rinderle, 1988].

Wysokie stezenie ozonu, ograniczajac transport elektronéw przez PSII,
zmniejsza jednoczesnie zdolno$¢ wykorzystywania energii swietlnej i liczbe otwartych
centrow PSII (Qp). Niskie wartosci Qp, prezentowane na rycinie 10, wskazuja
na zmniejszone tempo ponownego utlenienia akceptoréw elektrondw 1 prowadza
do zwigkszonego udziatu zamknigtych centrow PSII [Chang i Yu, 2001; Calatayud i in.,
2002; Zhang i in., 2011]. Niskie warto$ci QY moga $wiadczy¢ natomiast o zaburzeniach
transportu elektronéw oraz wydajnosci fotorespiracji (Ryc. 10).

Podsumowujac, z przeprowadzonych badan wynika, ze ozon w potaczeniu
Z intensywnym oswietleniem poteguje uszkodzenia PSII (Ryc. 10) [Guidi 1 in., 2002].
Warto jednak zaznaczyé, ze rosliny w celu zminimalizowania uszkodzen PSII,
w zalezno$ci od gatunku, fazy rozwojowej 1 stanowiska wystepowania ciagle ksztattuja
mechanizmy fotoochronne oraz wieloetapowe cykle naprawy [Allen i in., 1998; Matysiak
i Lorenc-Plucinska, 2000; Heber i in., 2001; Proctor i in., 2007; Kirchhoff, 2014]. Jednym
z przyktadow regulowania ilosci $wiatta docierajacego do roslin sg szybkie rearanzacje
potozenia chloroplastow w komorce [Augustynowicz i Gabrys, 1999]. U mchu P. patens,
ruchy chloroplastow sa sterowane przez $wiatto niebieskie i dalekg czerwien [Kadota
I in., 2000; Kasahara i in., 2004]. Odbywa si¢ to najprawdopodobniej przez reorganizacje
mikrofilamentow aktyny i tubuliny [Sato i in., 2001; Yamashita i in., 2011].
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5.5. Intensywnos¢ przebiegu proceséw metabolicznych mchow

Wzrost roslin okreslany jest czgsto przez analizy morfometryczne obejmujace 0znaczanie
przyrostu ro$lin na dlugo$¢, masy ich organéw oraz stopnia ich uwodnienia. Inne
spojrzenie na wzrost ro§lin umozliwia technika kalorymetrii izotermicznej. Pozwala ona
na jednoczesne $ledzenie emisji mocy cieplnej oraz pomiar catkowitej energii cieplnej
zwigzanej z procesem (entalpig) wzrostu. Metoda ta opiera si¢ przede wszystkim
na rejestrowaniu ilosci energii koniecznej do prowadzenia procesoOw zyciowych przez
organizmy zywe. Energia emitowana przez rosling odzwierciedla bowiem zaréwno jej
aktywno$¢ metaboliczng, jak i zmiany tej aktywno$ci w odpowiedzi na abiotyczne
I biotyczne czynniki srodowiska [Skoczowski i Tro¢, 2013].

W niniejszej pracy przedstawiono reakcje energetyczne mchow fumigowanych
ozonem w zréznicowanym skladzie spektralnym $wiatta. Ze wzgledu na niewielki zasoéb
literatury w zakresie badan kalorymetrycznych dotyczacych mchéw, otrzymane wyniKi
porownano z parametrami dotyczacymi oddychania i z procesami metabolicznymi
zachodzacymi u glondw i roslin wyzszych. Pokazano, ze ksztatt krzywych specyficznej
mocy cieplnej, niezaleznie od barwy S$wiatta 1 obecno$ci ozonu, byl podobny
u P. cuspidatum i P. schreberi (Ryc. 11 i 12). Pozwala to przypuszczaé, ze przemiany
metaboliczne u tych gatunkow zachodza z podobng intensywnoscia. Na szczegdlng
uwage zashuguja krzywe specyficznej mocy cieplnej u P. formosum (Ryc. 13) o nieco
innym ksztalcie niz te otrzymane u wspomnianych wcze$niej gatunkow P. cuspidatum
i P. schreberi (Ryc. 11 i 12). Pomiary kalorymetryczne, zwlaszcza u mchu P. formosum
w warunkach kontrolnych, ujawniajg wyrazng prawidtowos¢ polegajaca na stopniowym
obnizaniu si¢ ilo$ci emitowanej mocy cieplnej w ciagu nocy, a nastgpnie wzrost tej emisji
przez pierwsze godziny dnia (Ryc. 13). Podobne, ale mniej wyraznie zaznaczone, zmiany
ksztattu krzywych specyficznej mocy cieplnej zaobserwowano dla tego mchu podczas
fumigacji ozonem w kazdym ze sktadow spektralnych $wiatta (Ryc. 13). Takie zmiany
W emisji mocy cieplnej moga sugerowac, ze rosliny posiadaja pewna zakodowang
informacj¢ o cyklu przemian okolodobowych. Natomiast duze podobienstwo ksztattu
krzywych emisji specyficznej mocy cieplnej przez gametofity mchéw dowodzi braku
silnego wplywu barwy $wiatla i ozonu na intensywno$¢ procesdw metabolicznych
uruchamianych przez te czynniki (Ryc. 11 — 13).

Analiza warto$ci specyficznej energii cieplnej wskazuje na wzrost aktywnosci

metabolicznej P. cuspidatum oraz P. formosum rosnacych na RGBL (Ryc. 14A i C).
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Wplyw barwy $wiatta na mierzong wyplywem ciepla aktywno$¢ metaboliczng
obserwowano réwniez u Chlorella vulgaris [Kula i in., 2014]. W ostatnim przypadku
wzrost aktywno$ci metabolicznej powodowany byt jednak przez $wiatto niebieskie.
Reasumujac, wydaje si¢ ze wptyw barwy §wiatla na aktywno$¢ metaboliczng zalezy silnie
od gatunku roslin.

Stres ozonowy powodowatl obnizenie aktywno$ci metabolicznej niektorych
gatunkow mchow. Dotyczy to P. cuspidatum rosngcych na RGBL oraz P. formosum
na WL, RGBL oraz WBL (Ryc. 14A i C). Podobne obnizenie aktywnos$ci metabolicznej
w warunkach stresu ozonowego obserwowano u Brassica pekinensis [Skoczowski i Tro¢,
2013].

Uzyskane wyniki sugeruja, ze przemiany metaboliczne mchow sg zalezne
przede wszystkim od gatunku i budowy anatomiczno-morfologicznej, ktore odgrywaja
kluczowa role w odpowiedzi mchow na zmieniajace si¢ czynniki srodowiska. Wnioski te
wydajg si¢ by¢ stuszne w poréwnaniu z dostegpnymi danymi literaturowymi. Seel i in.
[1992] podkreslaja, ze W reakcjach mszakoéw na $wiatlo wazne sga dwa aspekty. Pierwszy
to zdolno$¢ utrzymania dodatniego bilansu wegla w miejscach zacienionych, a drugi
to duza podatno$¢ mszakdéw na fotoinhibicje¢ przy wysokim natezeniu Swiatla.

Konkludujac, warto podkresli¢ ze kalorymetria izotermiczna jest metoda, ktora
pozwala na wykazanie roznic zarbwno w emisji specyficznej mocy cieplnej oraz emisji
catkowitej energii cieplnej pomigdzy gatunkami jak i w obrebie danego gatunku. Za jej
stosowaniem przemawia mozliwo$¢ obserwacji czgsto stabo zauwazalnych zmian
W intensywno$ci procesOw metabolicznych, cigglo§¢ pomiaréw 1 co wazne brak
ingerencji innych czynnikow srodowiska w badane procesy metaboliczne. Z tego powodu
pomiary kalorymetryczne sa bardzo przydatne, zwlaszcza w szacowaniu aktywnosci
metabolicznej odpowiedzi roslin na czynniki stresowe [Skoczowski i in., 2011b, 2013,;
2015].

5.6. Niebiesko-zielona i czerwona fluorescencja lisci mchow

Widma emisji fluorescencji liSci moga by¢ stosowane do oceny stanu fizjologicznego
ro§lin w warunkach stresowych. Fluorescencja niebiesko-zielona (F450 — F530) jest
wynikiem obecnosci zwigzkow fenolowych zarowno w algach [Kula i in., 2016] jak
i w epidermie lisci [Saja i in., 2016]. Zrodlem niebieskiej fluorescencji (F450) sa

pochodne kwasu cynamonowego: kwas ferulowy, kwas sinapowy i kwas kawowy.
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Za fluorescencje w zakresie zielonym (F520) odpowiadajg berberyna, kwercetyna
I ryboflawina [Lang i in., 1991]. Natomiast zrodtem fluorescencji w zakresie czerwonym
i dalekiej czerwieni jest Chl stanowigcy centra reakcji PSII i kompleksy antenowe.
Wykazuje on maksimum emisji w zakresie czerwonym pomiedzy 685 —690 nm
(najczesciej F690) 1 w zakresie dalekiej czerwieni w poblizu 735 nm (F735) [Gitelson
I in., 1998].

Analizujgc widma emisji fluorescencji W zakresie niebiesko-zielonym
obserwowano wzrost intensywnosci fluorescencji u P. cuspidatum oraz P. formosum
w warunkach stresu 0zonowego, niezaleznie od sktadu spektralnego swiatta (Ryc. 15
i 16). U P. schreberi ozon powodowat natomiast obnizenie intensywnosci fluorescencji
w omawianym zakresie (Ryc. 17). Nalezy podkresli¢, ze w poréwnaniu z ro$linami jedno-
i dwuliSciennymi [Lichtenthaler i in., 1998] u badanych gatunkow mchow w zakresie
niebiesko-zielonym, nie wystepuje pik przy 450 nm. Jednakze, niezaleznie od gatunku
I warunkoéw wzrostu, W obrgbie omawianej fluorescencji, mozna wyodrebni¢ dwa bardzo
wyraznie pasma przy 530 i 595 nm (Ryc. 15-17 A-C). Jak pisza Richter i Lichtenthaler
[1996], w warunkach stresowych moze nastegpowac podwyzszenie fluorescencji zielonej,
przewyzszajace nawet maksimum widma niebieskiego. Mozna zatem przypuszczac,
ze otrzymane piki sa cecha gatunkows. Pod wptywem stresu, w roslinie, nast¢puje
zwigkszona produkcja zwigzkow fenolowych, ktore prawdopodobnie sg oznaka
ksztattowania odpornosci na stres [Randi i in., 2014]. Takim reakcjom na stres
towarzyszy obecnos¢ duzych ziaren skrobi w chloroplastach. Wzrost zawartosci
weglowodanéw umozliwia bowiem kosztowng energetycznie synteze metabolitow
wtornych, takich jak zwiazki fenolowe i terpenowe [Hamilton i in., 2001]. Na przyktad
u Spirulina platensis, fenole sa intensywniej produkowane w spektrum niebiesko-
czerwonym niz w dalekiej czerwieni czy na WL [Kula i in.,, 2016]. U mchu
A. danaeifolium ilos¢ fenoli wzrasta pod wptywem promieniowania UV-B [Randi i in.,
2014]. U Centaurea cyanus produkcja fenoli zmienia si¢ z kolei w zaleznosci
od odpornosci na tribenuron metylowy [Saja i in., 2016].

W przypadku fluorescencji czerwonej i w dalekiej czerwieni, u P. cuspidatum
oraz P. schreberi obserwowano wzrost intensywnosci fluorescencji w warunkach stresu
ozonowego, niezaleznie od sktadu spektralnego s$wiatta (Ryc. 15 i 17).
Natomiast u P. formosum ozon powodowal obnizenie intensywno$ci fluorescencji

w omawianym zakresie (Ryc. 16).
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Powyzsze  obserwacje  odzwierciedlajg  wspoOlczynniki  intensywnosci
fluorescencji (Tab. 5). Najbardziej wrazliwymi wskaznikami pokazujacymi dziatanie
stresora na tkanke roslinng sg wspdlczynniki fluorescencji niebieskiej do czerwonej
(F450/F690) i niebieskiej do dalekiej czerwieni (F450/F735) [Schweiger i in., 1996].
Warto$¢ intensywnosci fluorescencji niebieskiej i zielonej z lisci roslin pozostaje
zazwyczaj stala podczas ekspozycji lisci na $wiatto [Stober i Lichtenthaler, 1993],
w przeciwienstwie do fluorescencji Chl w zakresie czerwonym 1 dalekiej czerwieni
[Richter i Lichtenthaler, 1996]. Z kolei warto$¢ wspotczynnika F690/735 zmniejsza si¢
wraz ze wzrostem zawartosci Chl w lisciach [Lichtenthaler i Rinderle, 1988].
W prezentowanej pracy pokazano, ze u roslin kontrolnych rosngcych na WBL liscie
charakteryzuja si¢ wyzszymi wartosciami wspotczynnikow F440/F530, F440/F690,
F440/F735 w porownaniu do tych rosngcych na WL i RGBL (Tab. 5). Moze to
wskazywaé, ze zwiekszony udziat barwy niebieskiej w widmie $§wiatta biatego dziata
stresogennie na mchy. Analiza ww. wspotczynnikow podczas stresu 0zonowego nie
pozwala na wylonienie ogoélnych prawidlowosci zmian ich warto§ci W zaleznosci
od gatunku mchu i barwy $wiatla (Tab. 5). Jedynie w przypadku P. formosum stres
ozonowy na RGBL powoduje wzrost wartosci wszystkich wspolczynnikow
W poréwnaniu z kontrola.

Jak powiedziano powyzej, warto$ci wspotczynnika F690/F735 sa odwrotnie
proporcjonalne do zawarto$ci Chl w lisciach [Lichtenthaler i in., 1990]. Na podstawie
analizy zmian warto$ci tego wspotczynnika mozna zatem powiedzie¢, ze u mchow
P. formosum oraz P. schreberi ozon nie wptywat na zawarto$¢ Chl na WL, obnizat jego
zawartosci na RGBL, natomiast powodowat wzrost zawartosci Chl na WBL (Tab. 5).
Wskazuje to, ze duzy udziat sktadowej czerwonej w widmie $wiatta niekorzystnie
wplywa na zawarto$§¢ Chl w warunkach stresu ozonowego. W przypadku P. cuspidatum
obserwowano wzrost zawartosci Chl na WL i RGBL oraz spadek jego zawartosci
na WBL (Tab. 5).

Generalnie, stwierdzono wzrost zawartosci Chl w warunkach stresu ozonowego
u wszystkich gatunkow mchow. Wplyw barwy $wiatta na wzrost zawartosci Chl
w gametoforach mchéw pod wplywem ozonu nie jest jednak jednoznaczny. Obraz
ww. zaleznosci byt bowiem inny w przypadku oceny ilosci Chl metoda Barnesa [1992]

I chlorofilomierzem Dualex®, a inny w przypadku oszacowan
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spektrofluorymetrycznych. Niemniej jednak, mozna przyja¢ ze ozon powoduje wzrost
zawarto$ci Chl w gametoforach mchow.

Warto$¢ zaproponowanego wspotczynnika fluorescencji F595/F530 zmienia si¢
przede wszystkim w zalezno$ci od gatunku (Tab. 5). Mozna zatem przypuszczac,
ze omawiany wspolczynnik moze by¢ w przysziosci dobrym narz¢dziem do szybkiej
charakterystyki gatunku mchow. Wymagaé to jednak bedzie zakrojonych na szeroka
skale badan poréwnawczych, ktore umozliwa powigzanie intensywnosci fluorescencji
lisci w zakresie zielonym z konkretnym gatunkiem mchu.

W niniejszej pracy dokonano zestawienia wspoOlczynnikow wskazujgcych
na aktywnos¢ czesci korowej i antenowej fotosystemow PSI 1 PSII wedlug Jena 1 in.
[2012]. Z badan wspomnianych autorow wynika, ze w warunkach stresowych wraz
ze spadkiem intensywnosci fluorescencji zarowno czgsci antenowe;j jak i korowej w PS,
nastepuje wzrost wartosci stosunku intensywno$ci ich fluorescencji. W przypadku
mchow, niezaleznie od gatunku 1 skladu spektralnego $wiatta, warto$ci tych
wspotczynnikéw byty bardzo zréznicowane i nie pozwolity na sformutowanie ogolnych
zaleznos$ci (Tab. 6).

Konkludujac, mozna powiedzie¢ ze czynniki stresowe zwykle prowadza
do uszkodzen aparatu fotosyntetycznego roslin. W takich przypadkach uruchamiane sa
mechanizmy obronne, ktore moga polega¢ m.in. na akumulacji fenoli ro$linnych.
Promieniowanie UV jest przetwarzane na fluorescencj¢ niebiesko-zielong (F450 i F520),
ktora jest czeSciowo reabsorbowana przez barwniki asymilacyjne [Bilger i in., 2001;
Schmitz-Hoerner i Weissenbock, 2003]. Wartos¢ intensywnosci fluorescencji niebiesko-
zielonej 1 czerwonej zalezy od gatunku rosliny 1 warunkow stresowych, w ktorych sie¢
znajduje. U roslin fumigowanych ozonem w réznym sktadzie spektralnym $wiatla jest
jednym z elementow strategii obronnej, w ramach ktérej rosliny uruchamiajg
mechanizmy zabezpieczajace aparat fotosyntetyczny lisci przed uszkodzeniami
(Ryc. 15-17).

Warto podkresli¢, ze prezentowane badania sg pierwszymi dotyczacymi
fluorescencji lisci mchow. Powoduje to brak mozliwosci bezposredniego odniesienia
otrzymanych wynikéw do danych literaturowych. Z drugiej strony, otwiera to droge
do dalszych kompleksowych eksperymentow, ktore pozwolg na badanie odpowiedzi

mchow na rézne czynniki stresowe przy wykorzystaniu metod spektralnych.
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5.7. Aktywnos$¢ SOD gametoforéw Plagiomnium cuspidatum

Ozon troposferyczny bierze udziat w powstawaniu rodnikéw wodorotlenowych
wptywajacych na zawarto$¢ zwigzkow oksydacyjnych w atmosferze [Oltmans i in.,
2006]. Gaz ten dyfundujac do wewnetrznych przestrzeni powietrznych liSci ulega
gwalttownemu rozktadowi na bardziej RFT [Schraudner i in., 1998]. Przyspieszajg one
peroksydacje lipidow, rozktad pigmentéw fotosyntetycznych, zmniejszaja asymilacje
CO:2 i1 akumulacje biomasy [Langebartels i in., 2002; Fiscus 1 in., 2005]. Fitotoksyczno$¢
ozonu powstaje, gtownie ze wzgledu na jego wysokg zdolnos¢ oksydacyjng, poprzez
indukcje RFT na réznych poziomach komorkowych.

Stresy srodowiskowe generujac u roslin produkcje RFT indukujg rownoczes$nie
wzrost aktywnosci izoform SOD [Van Camp i in., 1994a]. Autorzy podaja zazwyczaj
catkowita aktywno$¢ SOD, tj. bez rozbicia na aktywno$¢ poszczegodlnych izoform
(jak mato miejsce w prezentowanej pracy). | tak, Choudhury i Panda [2005] obserwowali
wzrost aktywnosci SOD u mchu Taxi thlium nepalense (Schwaegr.) wywolany
obecnoscig metali cigzkich w $rodowisku wodnym. Promieniowanie UV-B oraz jony
Cd?" powodowaty wzrost aktywnosci SOD u Riccia sp. [Prasad i in., 2004], a jony miedzi
zwigkszaty aktywno$¢ SOD u Lemna minor [Panda, 2008]. Wzrost aktywnosci MnSOD
w mitochondriach mial niewielki wptyw na tolerancje na 0zon, natomiast produkcja SOD
w chloroplastach zmniejszata uszkodzenia powodowane przez ten gaz [Van Camp i in.,
1994b]. Li i in. [2013] donosza, ze juz jednodniowa fumigacja ozonem roslin T. aestivum
cv Liangxing99 i Descurainia Sophia wywotywata zmiany w aktywnosci SOD. Dla
pszenicy ozimej aktywno$¢ tastymulowana byla przy stezeniu ozonu 80 ppb,
a zmniejszata si¢ przy 120 ppb.

W ekstraktach z gametoforow P. cuspidatum zidentyfikowano dwie izoformy
SOD: MnSOD oraz Cu/ZnSOD (Ryc. 18). Nie stwierdzono natomiast obecnosci
FeSOD —enzymu charakterystycznego dla chloroplastéw. Sytuacja ta nie jest
zaskakujaca, bowiem inni autorzy [Ptazek i in., 2009; Gawronska i Gotebiowska-Pikania,
2015] takze nie obserwowali obecnosci FeSOD w ekstraktach z liSci jeczmienia,
kostrzewy lakowej oraz pszenzyta ozimego. Brak pasma FeSOD na zelach
elektroforetycznych pokazuje, Zze zastosowana metoda analizy nie zawsze pozwala
na wykrycie omawianej izoformy SOD. Na podstawie braku pasma FeSOD na Zelach nie
mozna natomiast wnosi¢ o catkowitym braku tego enzymu w tkance. Uzyskane wyniki

wskazuja, ze dla mchu P. cuspidatum w warunkach stresu ozonowego tylko na RGBL
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I WBL modyfikacja ekspresji genu kontrolujacego syntez¢ miedziowo-Cynkowej
dysmutazy ponadtlenkowej jest jednym z elementéw odpowiedzi na stres abiotyczny.
Ekspresja genow kontrolujgcych dysmutazy ponadtlenkowe, w tym Cu/ZnSOD, stanowi
bardzo istotny czynnik decydujacy o aklimacji roslin do niekorzystnych warunkéw
srodowiska. Poréwnanie schematoéw reakcji uzyskanych dla roznych gatunkéw roslin
sugeruje, ze istniejg pomiedzy nimi istotne réznice w zakresie adaptacji do wzrostu
i rozwoju, w warunkach stresu abiotycznego zwigzanego z generowaniem reaktywnych
form tlenu. Wyniki badan wiasnych, jak roéwniez prezentowane w wyzej cytowanych
publikacjach wskazujg na konstytutywny mechanizm reakcji roslin na stres oksydacyjny
na poziomie zmian w ekspresji genu Cu/ZnSOD, a tempo aklimacji i stopniowe
przystosowania procesow fizjologicznych do niekorzystnych warunkow srodowiska jest
rézne. Rosliny P. cuspidatum na WL moga by¢ potencjalnie mniej wrazliwe
na zanieczyszczenie ozonem w stosunku do mchow rosngcych na RGBL i WBL.
Potwierdzenie tej hipotezy wymaga analizy ekspresji i aktywnosci takze innych enzymow
zaangazowanych w procesy detoksyfikacji RFT.

Uzyskane rezultaty wskazuja, ze nadmiar promieniowania niebieskiego w widmie
swiatta biatego poteguje niekorzystne dzialanie ozonu na mchy. Nie mozna wykluczy¢,

ze obserwacja ta dotyczy¢ moze takze roslin wyzszych.
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6. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow mozna sformutowaé nastepujace

whnioski:

1. Indukowane przez ozon zmiany w morfologi mchow zalezg od gatunku, a w jego

obrebie od sktadu spektralnego swiatla.

2. Stres ozonowy hamuje wzrost wydtuzeniowy gametofitow mchow I, niezaleznie

od barwy $wiatla, stymuluje wzrost §wiezej masy i stopien uwodnienia mchow.

3. Przewaga sktadowej czerwonej w widmie promieniowania $wietlnego zmniejsza

przepuszczalnos$¢ bton komérkowych mchoéw powodowanej przez ozon.

4. Calkowita zawarto$¢ chlorofilu w gametoforach mchoéw zwigksza si¢ w warunkach
stresu ozonowego. Wzgledny wzrost zawarto$ci chlorofilu w poréwnaniu z kontrola

uzalezniony jest jednak od sktadu spektralnego swiatta.

5. Ozon, niezaleznie od sktadu spektralnego $wiatta, zwigksza zawartos¢ Flv

w gametoforach mchow.

6. Warto§¢ wskaznika NBI istotnie wzrasta pod wplywem stresu ozonowego
u P. cuspidatum oraz u P. formosum. Wzrost warto$ci wskaznika NBI u ro$lin

poddanych fumigacji ozonem jest najwyzszy na $wietle biatym (WL).

7. Niezaleznie od barwy S$wiatla, Ozon istotnie wplywa na sprawno$¢ aparatu
fotosyntetycznego mchow. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w zmianach wartosci

takich parametrow opisujacych wydajnos¢ fotochemiczng PSII jak: Fv/Fm, NPQ, Rfd,
QpiqQy.

8. Kalorymetria izotermiczna pozwala na pomiar aktywnos$ci metabolicznej mchow,

ktora jest proporcjonalna do ilo$ci emitowanej przez nie energii cieplnej.

9. Na RGBL o0zon obniza aktywno$¢ metaboliczng mchoéw P. cuspidatum

oraz P. formosum.
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10. Poréwnania widm emisyjnych niebiesko-zielonej i czerwonej fluorescencji lisci
mchow pozwalaja na wykazanie rdznic pomi¢dzy roslinami fumigowanymi ozonem

a tymi rosngcymi w warunkach kontrolnych.

11. Zwigkszona aktywnos¢ izoform SOD u mchu P. cuspidatum wskazuje, ze nadmiar
promieniowania niebieskiego w widmie $wiatta bialego poteguje stres oksydacyjny

powodowany przez ozon.

12. Odpowiedz mchow na czynniki stresowe jest specyficzna i silnie zalezna od gatunku,
budowy anatomiczno-morfologicznej oraz srodowiska wystgpowania. Rdznice
w reakcji na zastosowane bodzce srodowiskowe sg najbardziej widoczne pomigdzy

gatunkiem P. formosum, a gatunkami P. schreberi oraz P. cuspidatum.
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8. SPIS TABEL

Tab. 1. Wptyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na dlugo$¢ chwytnikow, gametoforow i gametofitow u mchow; Pc —Plagiomnium
cuspidatum, Pf— Polytrichastrum formosum, Ps—Pleurozium schreberi. Wartosci
oznaczone roznymi literami (w obregbie jednego wiersza) rdznig si¢ istotnie wedtug testu
Duncana przy p < 0,05; n = 10.

Tab. 2. Wptyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na przyrost $wiezej 1 suchej masy oraz uwodnienie gametofitow mchow;
Pc — Plagiomnium cuspidatum, Pf— Polytrichastrum formosum, Ps— Pleurozium
schreberi. Warto$ci oznaczone réznymi literami (w obrgbie jednego wiersza) rdznig si¢
istotnie wedtug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.

Tab. 3. Wptyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na zawarto$¢ Chl a, Chl b oraz warto$¢ stosunku zawartosci Chl a/b w gametoforach
badanych mchow; Pc— Plagiomnium cuspidatum, Pf— Polytrichastrum formosum,
Ps — Pleurozium schreberi. Wartosci oznaczone réznymi literami (w obrgbie jednego
wiersza) roznig si¢ istotnie wedlug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.

Tab. 4. Wptyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na zawarto$¢ chlorofilu (Chl), flawonoidow (Flv) oraz na warto$¢ wskaznika indeksu
azotowego  (NBI)  w gametoforach mchow  Pc—Plagiomnium  cuspidatum;
Pf — Polytrichastrum formosum, Ps— Pleurozium schreberi. Wartosci oznaczone
réznymi literami (w obrebie jednego wiersza) roznig si¢ istotnie wedhug testu Duncana
przy p <0,05; n=10.

Tab. 5. Wplyw skladu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL) oraz stresu
ozonowego na warto$¢ wybranych wspotczynnikow emisji  fluorescencji lisci
P. cuspidatum — Plagiomnium cuspidatum, P.formosum — Polytrichastrum formosum
oraz P. schreberi — Pleurozium scheberi. Kolorem czerwonym zaznaczono wspotczynnik
F595/F530 zaproponowany przez autorke. Pozostale wspotczynniki obliczono za
Schweigerem i in. [1996]. Wartosci oznaczone réznymi literami (w obrebie jednego
wiersza) roznig si¢ istotnie wedlug testu Duncana przy p < 0,05; n = 10.

Tab. 6. Intensywno$¢ fluorescencji fotosystemu II (PSII) i fotosystemu I (PSI) w li§ciach
mchow  P. cuspidatum — Plagiomnium  cuspidatum, P. formosum — Polytrichastrum
formosum oraz P. schreberi — Pleurozium scheberi fumigowanych ozonem w réznych
sktadach spektralnych §wiatla. Intensywno$¢ pikow fluorescencji anten (A) oraz kory (C)
uzyto do obliczenia wspotczynnikéw antena/kora (A/C). Wartos¢ PSI/PSII wyraza
stosunek intensywno$ci fluorescencji anten. Wspotczynniki obliczono za Jena i in.
[2012]. Warto$ci oznaczone réznymi literami (dla danego gatunku mchu) w obrebie tej
samej kolumny r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05 wedtug testu Duncana; n = 10.
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Ryc. 1. Zroéznicowane warunki §wietlne w obrebie pojedynczej rosliny [A —fot. A.
Skoczowski] oraz w uktadzie fitocenotycznym [B — zrodto: www.google.pl].

Ryc. 2. Wptyw zacienienia na zmiany sktadu spektralnego swiatta stonecznego [wedtug
Pilarskiego i Skoczowskiego].

Ryc. 3. Pokréj gametofitu i sporofitu Plagiomnium cuspidatum (Hedw.) T.J.Kop.;
A — gametofit, B — gametofit — morfologia i anatomia liscia oraz sporofit [zrdodio:
www.bildatlas-moose.de/].

Ryc. 4. Pokrdj gametofitu i sporofitu Polytrichastrum formosum (Hedw.) G.L.Sm.;
A —gametofit, B —liscie gametofitu z lamellami oraz puszka sporofitu [Zrodio:
www.bildatlas-moose.de/].

Ryc. 5. Pokroj gametofitu i sporofitu Pleurozium schreberi (Willd. ex Brid.) Mitt,;
A — gametofit, B — morfologia lisci gametofitu [zrodto: http://www.bildatlas-moose.de/].

Ryc. 6. Teren zbioru materialu badawczego. Miejsce pobrania zaznaczono strzatka
I czarnym kotkiem w gornej czesci mapy [zrodto: Sikora i Podwika, 2011].

Ryc. 7. A—Skfad spektralny $wiatla emitowanego przez diody LED w komorze
fitotronowej: linia czerwona— RGBL ($wiatto czerwono-zielono-niebieskie), linia
biata — WL ($wiatlo biale), linia niebieska — WBL ($wiatto biato-niebieskie). B — Widok
0g6lny na zestaw do fumigacji ozonem z zestawem matryc LED.

Ryc. 8. Zestaw do regulacji stezenia ozonu w komorach fumigacyjnych (A)
oraz wytwornica tlenu (B). [Projekt 1 wykonanie: A. Skoczowski 1 K. Mozdzen].

Ryc. 9. Wplyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego §wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na przepuszczalno§¢ membran plazmatycznych w  komoérkach  gametoforow
Plagiomnium cuspidatum (A), Polytrichastrum formosum (B), Pleurozium schreberi (C).
Wartosci oznaczone roznymi literami r6znig si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p <
0,05; n=10.

Ryc. 10. Porownanie parametrow fluorescencji Chl a, wyrazonych jako procent
niefumigowanej kontroli, w gametoforach P. cuspidatum — Plagiomnium cuspidatum, P.
formosum — Polytrichastrum formosum, P. schreberi — Pleurozium schreberi rosngcych
w warunkach stresu ozonowego przy réznych skladach spektralnych $wiatta (A — WL,
B - RGBL, C—-WBL ). Gwiazdka nad stupkiem oznacza istotng statystycznie zmiang
wartos$ci parametru w stosunku do kontroli przedstawionej jako 100% (linia czerwona).

Ryc. 11. Krzywe emisji specyficznej mocy cieplnej w funkcji czasu dla gametofitow
Plagiomnium cuspidatum rosngcych w warunkach stresu ozonowego (linia przerywana)
1 w warunkach kontrolnych (linia ciagta), w sktadach spektralnych $wiatta A — WL,
B - RGBL, C—-WBL. Linig pionowa oznaczono moment zakonczenia okresu nocy
podczas wzrostu ro$lin w komorach wegetacyjnych.
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Ryc. 12. Krzywe emisji specyficznej mocy cieplnej w funkcji czasu dla gametofitow
Pleurozium schreberi rosngcych w warunkach stresu ozonowego (linia przerywana)
i w warunkach kontrolnych (linia ciagglta), w sktadach spektralnych $wiatta A — WL,
B-RGBL, C—-WBL. Linig pionowa oznaczono moment zakonczenia okresu nocy
podczas wzrostu roslin w komorach wegetacyjnych.

Ryc. 13. Krzywe emisji specyficznej mocy cieplnej w funkcji czasu dla gametofitow
Polytrichastrum formosum rosngcych w warunkach stresu ozonowego (prawa os ,,Y” —
linia przerywana) i w warunkach kontrolnych (lewa o$ ,,Y” — linia ciggta), w sktadach
spektralnych §wiatta A — WL, B — RGBL, C — WBL. Linig pionowa oznaczono moment
zakonczenia okresu nocy podczas wzrostu roslin w komorach wegetacyjnych.

Ryc. 14. Wptyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego $wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na wartosci catkowitej energii cieplnej [J/gsm] emitowanej przez gametofity mchow;
A —Plagiomnium  cuspidatum, B —Pleurozium schreberi, C — Polytrichastrum
formosum. Wartosci oznaczone réznymi literami rdznig si¢ istotnie wedtug testu Duncana
przy p <0,05; n=10.

Ryc. 15. Widma fluorescencji niebiesko-zielonej (A — C) oraz czerwonej (D —F) lisci
Plagiomnium cuspidatum rosnacych w zréznicowanym sktadzie spektralnym $wiatta
(WL, RGBL, WBL); linia ciagta—kontrola, linia przerywana—warunki stresu
0zonowego.

Ryc. 16. Widma fluorescencji niebiesko-zielonej (A — C) oraz czerwonej (D — F) lisci
Polytrichastrum formosum rosngcych w zréznicowanym sktadzie spektralnym $wiatta
(WL, RGBL, WBL); linia ciagta— kontrola, linia przerywana—warunki stresu
0z0onowego.

Ryc. 17. Widma fluorescencji niebiesko-zielonej (A — C) oraz czerwonej (D — F) lisci
Pleurozium schreberi rosngcych w zroznicowanym sktadzie spektralnym $wiatta (WL,
RGBL, WBL); linia ciggta — kontrola, linia przerywana — warunki stresu ozonowego.

Ryc. 18. Identyfikacja izoform SOD na zZelach natywnych (A) oraz obrazy
elektroforetyczne izoform SOD w gametoforach Plagiomnium cuspidatum poddanych
dziataniu stresu ozonowego przy r6znym sktadzie spektralnym $wiatta (B).

Ryc. 19. Wptyw stresu ozonowego i sktadu spektralnego §wiatta (WL, RGBL oraz WBL)
na zmiany aktywnosci Cu/ZnSOD (A) oraz MnSOD (B) w gametoforach Plagiomnium
cuspidatum. Wartoéci oznaczone roéznymi literami rdznig si¢ istotnie wedlug testu
Duncana przy p < 0,05; n = 10.
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10. STRESZCZENIE

Mchy zaliczane sg do najbardziej pierwotnych roslin ladowych. Maja mate wymagania
zyciowe 1 czesto zasiedlajg miejsca niedogodne dla bytowania innych roslin.
Wystepuja w bardzo réznorodnych srodowiskach zajmujgc zarowno miejsca zacienione
jak i nastonecznione. W poréwnaniu z roslinami wyzszymi cechuje je prosta
I nieskomplikowana budowa anatomiczna, ktora sprawia ze w wigkszym stopniu
narazone sg na stresy srodowiskowe. Jednym z wielu czynnikow stresowych jest ozon
troposferyczny. Wysokie stezenia tego gazu pojawia si¢ zazwyczaj z koncem kwietnia
i utrzymuja si¢ do konca lata. Zrédtem ozonu sa przede wszystkim spaliny samochodowe,
ktorych ilo$¢ ciagle wzrasta na skutek rozwijajacego si¢ transportu. U roslin ozon
uszkadza nie tylko btony komorkowe, ale takze chloroplasty, mitochondria i inne
struktury komorki. Zakléca tym samym przebieg podstawowych proceséw
metabolicznych i wptywa negatywnie na plon roslin. Mimo wprowadzanych ograniczen
zanieczyszczen powietrza, zwlaszcza w potudniowej Polsce, z roku na rok wzrasta liczba
uszkodzonych drzewostanow.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie czy sktad spektralny $wiatta wplywa
na przebieg procesow fizjologicznych u mchow w warunkach stresu ozonowego. Badania
wykonano na Plagiomnium cuspidatum, Polytrichastrum formosum i Pleurozium
schreberi rosnacych na $wiatle biatym (WL), czerwono-zielono-niebieskim (RGBL)
oraz biato-niebieskim (WBL). Stres ozonowy wywolywano poprzez fumigacje roslin
ozonem o stezeniu 100 ppb. Badania obejmowaty oceng tempa wzrostu, zmian warto$ci
swiezej 1suchej masy, uwodnienia gametofitow mchow (analiza morfometryczna),
przepuszczalnosci  bton komorkowych (konduktometria), zawartosci chlorofilu,
flawonoidow i warto$ci wskaznika indeksu azotowego (NBI) (metoda fluorymetryczna),
sprawnosci fotochemicznej PSII (pomiar parametrow kinetyki fluorescencji chlorofilu a),
aktywnosci metabolicznej (kalorymetria izotermiczna), widm emisyjnych fluorescencji
lisci w zakresie niebiesko-zielonym 1 w zakresie czerwien-daleka czerwien
(spektrofluorymetria), a takze aktywnosci izoform dysmutazy ponadltenkowej
w gametoforach mchu P. cuspidatum.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono wystgpowanie czgstych
interakcji pomiedzy wptywem ozonu na wzrost 1 wybrane procesy fizjologiczne mchow,
a sktadem spektralnym $wiatta. W prezentowanej pracy wykazano, ze 0zon spowalnia

wzrost elongacyjny gametofitow mchow, ale stymuluje, niezaleznie od spektrum $wiatla,
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wzrost $wiezej masy oraz zwigksza stopien uwodnienia mchow. Generalnie, zastosowane
metody pomiaru zawartosci chlorofilu, wykazaly wplyw 0zonu na wzrost catkowitej
zawarto$ci tego barwnika w gametoforach mchow. W warunkach stresu ozonowego, bez
wzgledu na barwe §wiatla, stwierdzono wzrost zawartosci flawonoidow w gametoforach
mchow. Warto§¢ wskaznika NBI istotnie wzrastata pod wptywem stresu ozonowego
u P. cuspidatum oraz u P. formosum. Wzrost wartosci wskaznika NBI byt najwyzszy
na $wietle biatym (WL). Destabilizacja gospodarki wodno-jonowej mchow przez ozon
byla wigksza w warunkach spektrum RGBL, tj. przy podwyzszonej ilosci $wiatla
czerwonego. Niezaleznie od barwy $wiatla, ozon niekorzystnie wptywal na sprawno$¢
aparatu fotosyntetycznego mchow. Przeprowadzone pomiary kalorymetryczne wskazuja,
ze aktywno$¢ metaboliczna gametofitow mchow, podczas fumigacji ozonem w ré6znym
sktadzie spektralnym $wiatta, zalezy od gatunku. Widma intensywnosci fluorescencji
niebiesko-zielonej, czerwonej i dalekiej czerwieni lisci mchow wskazujg na rdznice
pomigdzy roslinami ozonowanymi, a tymi rosngcymi w warunkach kontrolnych. Ponadto
pokazano, ze U mchu P. cuspidatum nadmiar promieniowania niebieskiego w widmie
$wiatla bialego poteguje stres oksydacyjny powodowany przez ozon, na co wskazuje
zwigkszona aktywnos$¢ izoform SOD.

Reasumujgc, mozna przypuszczad, ze odpowiedzi mchow na czynniki stresowe
silnie zalezg od gatunku oraz §rodowiska wystgpowania. Nie mniej interakcja pomiedzy
sktadem spektralnym $wiatla, a innymi abiotycznymi czynnikami $rodowiska powinna

by¢ brana pod uwage przy analizie odpowiedzi mchéw 1 innych roslin na stres.
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11. ABSTRACT

Mosses are among the most primitive land plants. They have a small life requirements
and often inhibit areas inconvenient for the existence of other plants. They occur in a wide
variety of habitats, both shaded and sunny areas. Compared to the higher plants they are
characterized by simple and uncomplicated anatomy, which makes them more exposed
to the environmental stresses. The tropospheric ozone is one of the many stress factors.
The high concentrations of this gas appear typically at the end of April and persist until
the end of September. The source of ozone are mainly car exhaust, whose number is
constantly being increased due to the growing transport. In plants, ozone causes the
damages of cell membranes, chloroplasts, mitochondria, and other cell structures. Ozone
interferes with basic metabolic processes and affects the yield of plants. Despite the
restrictions placed on air pollution, especially in southern Poland, the number of damaged
forests is being increased from one year to another.

The aim of this study was to determine the impact of spectral composition
of light on the physiological processes of mosses under ozone stress. The experiments
were carried out on Plagiomnium cuspidatum, Polytrichastrum formosum
and Pleurozium schreberi in white light (WL), red-green-blue (RGBL), and blue
and white (WBL). Ozone stress was induced by plant ozone fumigation in concentration
of 100 ppb. The growth of plant, fresh and dry mass, water content of mosses
gametophytes (morphometric analysis), the electrolyte leakage (conductometry),
the chlorophyll content, flavonoids and values of nitrogen balance index (NBI)
(fluorimetric method), the photochemical PSII efficiency (measurement Kinetics
parameters of chlorophyll fluorescence a), metabolic activity (isothermal calorimetry),
fluorescence emission spectra of leaves in blue-green and red-far red (spectrofluorimetry)
and the activity of SOD isoforms (for P. cuspidatum) were measured.

The results were found frequent interaction between the impact of ozone on the
growth and the physiological processes of mosses, and the spectral composition of light.
The present study demonstrated that ozone reduces the growth elongation of mosses
gametophytes but stimulates, regardless of the light spectrum, the increase of fresh mass
and water content of mosses. In general, the methods used for measuring of the
chlorophyll content showed the impact of this gas on the increase in the total content
of chlorophyll in mosses gametophores. The ozone stress, regardless of the light

spectrum, caused increase in flavonoid content in gametophores of mosses. The value
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of nitrogen balance index (NBI) significantly increased under the ozone stress
in P. cuspidatum and P. formosum. The increase in the value of NBI was the highest
in white light (WL). The electrolyte leakage during ozone fumigation was higher
in RGBL with spectrum rich in red light. Regardless of the spectral composition of light,
ozone adversely affect the efficiency of the photosynthetic apparatus of mosses.
Isothermal calorimetric measurements showed that metabolic activity of mosses
gametophytes, during ozone fumigation at different spectral composition of light,
depends on the species. The intensity of the blue-green, red and far red fluorescence
of mosses leaves indicate the differences between ozone fumigated plants and those
growing in the control conditions. Furthermore, it was shown that in moss
by P. cuspidatum excess of blue radiation in the spectrum of white light enhances
the oxidative stress caused by ozone, as shown by increased activity of SOD isoforms.
In summary, it may be assumed that the response of mosses to stress factors
strongly depends on the species and environment conditions. The interaction between the
spectral composition of light, and other abiotic factors of the environment should be taken

into account when analyzing the response of mosses and other plants stress.
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