Zasada pomiaru fluorescencji chlorofilu fluorymetrem
Na podstawie Handbook of Plant Ecophysiology techniques” ed. M.J.Reigosa Roger , Kluwer
Academic Publishers,2001 opracowata dr A. Dzierzynska

Fluorescencja chlorofilu jest zjawiskiem emisji zwrotnej czesci zaabsorbowanej energii
$wietlnej, ktora spowodowata wzbudzenie czasteczek chlorofilu.

Powro6t wzbudzonych czasteczek chlorofilu do stanu podstawowego odbywa si¢ na rézne
sposoby: praca fotochemiczna, fluorescencja, ciepto.

Jezeli 1i$¢ jest oswietlony ze stata intensywnoscia, fluorescencja jest takze ciagla i na stalym
poziomie (system pomiarowy nie modulowany, z o§wietleniem ciagltym). Jezeli o$wietlenie
liscia si¢ zmienia odpowiednio zmienia si¢ takze fluorescencja, dostarczajac dodatkowych
informacji (system pomiarowy modulowany).

System pomiarowy z oswietleniem ciaglym

Pomiar fluorescencji dokonywany jest na zywym liSciu. Wzbudzenie chlorofilu jest
wywolywane fala $wietlna, pochodzaca ze zrddta §wiatta we fluorymetrze, nie krétsza od
620nm, co uzyskuje sie zwykle przez zastosowanie odpowiedniego filtru. Swiecenie zwrotne
liscia jest odbierane przez detektor, takze zaopatrzony w odpowiedni filtr odcinajacy
Swiecenie dalekiej czerwieni.
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Figure 5. Outline of the operation for a non-modulated fluorometer. The
detector filter needs to be a long-pass filter (Reigosa, 1997).
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W lisciach adoptowanych do ciemnosci przez co najmniej kilkanascie minut (za pomoca
specjalnych klipsow), ktore po okresie zaciemnienia sa nagle o§wietlone impulsem swiatta o
duzym natezeniu, ze zrodta Swiatta we fluorymetrze, zachodzi typowa fluorescencja



przejsciowa zwana efektem Kautskiego. Pomiar dokonywany jest bez dostgpu swiatta
zewngetrznego.

Efekt Kaustskiego polega na szybkim podwyzszeniu fluorescencji po oswietleniu (0,3 sek)
powolnym obnizaniu si¢ jej poziomu (3 min) az do uzyskania stanu ustalonego. Krzywa,
przedstawiajaca przebieg w czasie fluorescencji po zaciemnieniu, nazywana krzywa
Kautskiego, posiada kilka punktow charakterystycznych ,,OIDPSMT”. Sa one
przyporzadkowane do kolejnych etapow przeptywu elektronow przez fotosyntetyczny
tancuch transportu elektronéw. Fluorescencja jest na tej krzywej wyrazana w jednostkach
wzglednych. Powolne obnizanie si¢ fluorescencji wiaze sig ze zwigkszeniem asymilacji CO;
w fazie biochemicznej fotosyntezy. Przebieg krzywej pozwala wyznaczy¢ takie wskazniki
fluorescencji po adaptacji w ciemnosci jak: Fo, Fm, Fv, Fv/Fm, gdzie Fo — fluorescencja
minimalna, Fm- fluorescencja maksymalna, Fv —fluorescencja zmienna ( Fm-Fo), Fv/Fm-
stosunek wynoszacy zwykle 0.832+-0.004, proporcjonalny do wydajnosci kwantowej fazy
fotochemicznej 1 inne. Wszystkie one sa modyfikowane przez wptyw stresowych warunkow
srodowiskowych na aparat fotosyntetyczny.

Fo jest oznaczane w stabym $wietle pomiarowym, kiedy zaktada sig, ze wszystkie centra
reakcji PSII sa utlenione (stan nazywany otwartymi putapkami).

Warto$¢ Fm jest uzyskiwana po zastosowaniu impulsu wysycajacego o natgzeniu
wystarczajacym do redukcji wszystkich akceptoréw pierwotnych (stanu nazywanego
zamknigtymi putapkami), ktéry powinien by¢ wyznaczony dla warunkéw danego pomiaru.
Podobnie czas zaciemnienia liscia powinien by¢ dostosowany do badanego gatunku tak, aby
wszystkie centra aktywne PSII byty utlenione.

Krzywa Kautskiego moze by¢ wyznaczana z uzyciem np. Fluorymetru Handy-PEA firmy
Hansatech Instruments, UK .
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System pomiarowy z oSwietleniem modulowanym

System pomiarowy z o$wietleniem modulowanym jest zastosowany np. w fluorymetrach
FMS?2 firmy Hansatech Instruments, UK czy Teaching PAM firmy Waltz, Germany
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Figwre | Scheme corresponding to a modulated fluorometer. The
shadowes reciangles represent optical filters. The dashed line represents

a sismal-processing step.
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Zrédlo $wiatta emituje $wiatho pulsacyjne i indukuje pulsacyjna fluorescencje chlorofilu w
lisciu. Impuls jest wzmocniony i identyfikowany przez detektor, pomiar moze wigc odbywacé
si¢ przy dostepie Swiatta zewnetrznego. Zastosowane takze jest §wiatlo aktyniczne, o duzym
natgzeniu.

Przykladowy przebieg krzywej indukcji fluorescencji chlorofilu przy pomiarze z
oswietleniem modulowanym jest przedstawiony na rysunku. Swiatlo modulowane na zwykle



zbyt niskie nat¢zenie do indukcji catej krzywej Kautskiego. Stabe §wiatlo modulowane
pozwala na oznaczenie Fo - fluorescencji minimalnej na $wietle. Impuls $wiatta aktynicznego
wysycajacego pozwala na oznaczenie Fm'- fluorescencji maksymalnej na Swietle
(wygaszanie fotochemiczne i niefotochemiczne jest wtedy zerowe). Nastepnie fluorescencja
obniza si¢ do Fo' poniewaz centra aktywne si¢ otwieraja (sa ponownie utleniane). Dodanie
ciaglego Swiatta aktynicznego o niskim natezeniu pozwala na przebieg fazy biochemicznej,
wiazania i redukcji CO,. Ponowne zastosowanie zrodta $wiatta aktynicznego o nat¢zeniu
wysycajacym, zamykajacego wszystkie centra reakcji, powoduje pojawianie si¢ kolejnych
pikow Fv. Kolejne piki sa coraz nizsze od poprzednich, co wskazuje na wygaszanie
niefotochemiczne. System pomiarowy z o$wietleniem modulowanym pozwala na analize
wygaszania fotochemicznego gp i niefotochemicznego g lub gup..
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Figure 2. Time (length of this experiment was two minutes)
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