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Sposéb okreslania odpornosci roslin na susz¢ polegajacy na czgSciowym odwodnieniu
jednej czesci probek zielonych czeéci badanych roslin poprzez suszenie w podgrzanym
powietrzu lub odwodnienie na powierzchni roztwor6w o wysokim ci$nieniu osmotycznym
w temperaturze nie zakldcajacej przebiegu procesu fotosyntezy i przechowaniu w tym czasie
drugiej cz¢sci probek z tych samych czgsci roslin spetniajacych rolg prébek kontrolnych w
tej samej temperaturze i w 100% wilgotnosci wzgl¢dnej, znamienny tym, ze po uzyskaniu
50-60% odwodnienia probki odwodnione i kontrolne poddaje si¢ wzbudzeniu promieniowa-
niem fotosyntetycznie czynnym o nat¢Zeniu wyzszym niz 20 ptmol m?s! korzystnie 100
pmol m?2s”, po czym rejestruje si¢ opéZniona fluorescencj¢ w pasmie od 680 nm do 730 nm
w zakresie od 1 sekundy do 50 sekund, liczac od momentu wylaczenia promieniowania
wzbudzajacego, a wyniki zestawia si¢ w postaci wspélczynnikéw okreslajacych odpornosé
rosliny na suszg, bedacych stosunkiem nat¢zenia opéZnionej fluorescencji probek odwodnio-
nych do natgzenia opéZnionej fluorescencji prébek kontrolnych.
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Spos6b okreslania odpornosci roslin na susz¢ polegajacy na czeéciowym odwodnieniu
jednej czg$ci probek zielonych czgsci badanych roslin poprzez suszenie W podgrzanym powie-
trzu lub odwodnienie na powierzchni roztworéw o wysoklm ci$nieniu osmotycznym w tempe-
raturze nie zaklécajacej przebiegu procesu fotosyntezy i przechowaniu w tym czasie drugiej
czesci probek z tych samych czesci roslin spelniajacych rol¢ prébek kontrolnych w tej samej
temperaturze i w 100% wilgotnosci wzglednej, znamienny tym, ze po uzyskaniu 50-60%
odwodnienia probki odwodnione i kontrolne poddaje si¢ wzbudzeniu promieniowaniem foto—
syntetycznie czynnymo nat¢zeniu wyzszym niz 20 umol m?s! korzystnie 100 pmol m 25t po
czym rejestruje si¢ opdzZniona fluorescencje¢ w pasmie od 680 nm do 730 nm w zakresie od 1
sekundy do 50 sekund, liczac od momentu wylaczenia promieniowania wzbudzajacego, a wyniki
zestawia si¢ w postaci wspétczynnikéw okreslajacych odpornos$¢ rosliny na suszg, bedacych
stosunkiem natgzenia opdZnionej fluorescencji probek odwodnionych do natgzenia op6Znionej
fluorescencji prébek kontrolnych.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb okreslania odpornosci rodlin na susze, szczegdlnie
ro§lin we wczesnych stadiach ich rozw01u przydatny zwlaszcza do selekcyjnej oceny poszcze-
g6lnych genotypéw lub catych rodéw i odmian roslin poddanych stresowi suszy.

Znane s3 laboratoryjne sposoby okre$lania odpornosci roslin na susz¢ polegajace na
pomiarze wptywu elektrolitéw z komérek lisci przy uzyciu metod konduktometrycznych.
Metody te mozna wykorzystywaé w ocenie ro§lin wzigtych z do§wiadczen polowych, a takze
rosnacych w warunkach kontrolowanych, jak np. w halach wegetacyjnych, szklarniach, komo-
rach klimatycznych itp.

Stosowana jest metoda suszenia $cigtych lisci w stalej nieco podwyzszonej temperaturze
przez okre§lony okres czasu, a takze metoda suszenia do utraty przez li§cie badanych roslin okoto
50-60% zawartej wody, co powoduje nieodwracalne uszkodzenia cytoplazmy i bton biologicz-
nych. Suszenie odbywa si¢ w termostatach w temperaturze 30°C przy wzglednej wilgotnosci
okolo 60%. Seri¢ 5-8 préb lisci o masie poczatkowej okoto 1 g wazy si¢ co 45 minut, azZ nastapi
ubytek polowy zawartej wody, nastgpnie nawazki liSci umieszcza si¢ w krystalizatorkach i
zalewa 50 ml destylowanej wody, a nastgpnie odstawia do szafy i pozostawia na 2 godziny w
temperaturze pokojowej. Tak samo postgpuje si¢ z serig kontrolna sktadajaca si¢ réwniez z 5-8
préb lisci nie poddanych suszeniu w termostacie. Po uptywie 2 godzin mierzy si¢ przy uzyciu
konduktometru przewodnictwo roztwordw, w ktérych znajdowaly sig probki badane i kontrolne.
Nastgpnie obie serie, badang oraz kontrolng, umieszcza si¢ na 10 minut we wrzacej kapieli
wodnej. W tak podwyzszonej temperaturze nastepuje catkowity wyciek elektrolitéw z tkanek
ro§linnych. Po ochlodzeniu do temperatury pokojowej powtarza si¢ pomiar przewodnosci
roztworéw, w ktérych znajdowaly si¢ probki badane i probki kontrolne Otrzymane wartosci
przyjmuje si¢ jako 100% wycieku i wzgledem nich oblicza si¢ wzgledne wycieki elektrolitéw
komérkowych, ktére nastapity w wyniku stresu suszy oraz wzgledne wycieki z prébek kontrol-
nych. Miara uszkodzenia tkanek roSlinnych w wyniku wywotanej suszy jest stosunek wzgled-
nego wycieku z prébek badanych do wzglednego wycieku z prébek kontrolnych.

Znane s3 takze sposoby badania odpornosci na suszg, w ktérych powietrzne suszenie w
termostatach zast¢puje si¢ zanurzeniem liSci na okres 4-18 godzin w roztworach posiadajacych
wysokie ci$nienie osmotyczne. Stosuje si¢ w tym celu roztwory sacharozy, manitolu i inne o
takich stgzeniach, by ich ci$nienie osmotyczne miescito si¢ w granicach 3-5 MPa. Wyciek
elektrolitéw z tkanek ro§linnych okre§la si¢ réwniez przez wzrost przewodnictwa roztworu.
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Metody te s3 od dos¢ dawna stosowane, jednak cechuje je wysoka czaso- i pracochtonnosé,
auzyskane wyniki odznaczaja si¢ duzym rozrzutem, co uniemozliwia doktadniejsza klasyfikacje
odpornosci na suszg poszczegdlnych odmian i rodéw, a zwlaszcza pojedynczych genotypw.

Celem wynalazku jest opracowanie takiego sposobu okreslania odpornosci roslin na susze,
w ktérym badaniu podlegaé beda reakcje pierwotne fotosyntezy silnie ulegajace zaki6ceniom
podczas dziatania stresu suszy.

Pobierajac prébki tkanek roslin do badan jedng ich czg§¢ poddaje si¢ odwodnieniu poprzez
dziatanie suszy powietrznej lub odwodnieniu w roztworach o duzym ci$nieniu osmotycznym, w
temperaturze podwyzszonej, lecz nie zakl6cajacej przebiegu fotosyntezy. Druga czes¢ pobranych
prébek tej samej roSliny traktuje si¢ jako prébki kontrolne i przechowuje w tej samej temperaturze,
lecz w warunkach 100% wilgotnosci wzgledne;. Istota sposobu okreslania odpornosci roslin na susze
wedhug wynalazku polega na tym, ze po uzyskaniu 50-60% odwodnienia badanych roslin prébki
odwodnione i prébki kontrolne poddaje 31¢ wzbudzemu promieniowaniem foto- syntetycznie czyn-
nym o natgzeniu wyzszym niz 20 pmol m?’s korzystme 100 pmol m 2t , PO Czym rejestruje si¢
op6Zniona fluorescencje w pasmie od 680 nm do 730 nm, w zakresie od 1 sekundy do 50 sekund,
liczac od momentu wylaczenia promieniowania wzbudzajacego. Wyniki rejestracji zestawia sie w
postaci wspdlczynnikéw okreslajacych odpornos¢ roslin na suszg, bedacych stosunkiem natezenia
opéznionej fluorescenciji probek odwodnionych do natgzenia op6Znionej fluorescencji prébek kon-
trolnych.

Opézniona fluorescencja zielonych tkanek informuje o stanie fiziologicznym ro§liny, a z
analizy zmian nat¢Zenia op6Znionej fluorescencji mozna wnioskowac o reakcjach stresowych i
adaptacyjnych charakterystycznych dla danego gatunku lub odmian.

Przedstawione rozwiazanie ma t¢ istotna zaletg, Ze pobierajac niewielkg ilo§¢ badanych
tkanek rodlinnych, w wielokrotnie krétszym czasie uzyskuje si¢ wyniki, ktére z duza wiarygod-
noscia okreslaja odpornosc rosliny na stresowy czynnik suszy.

Sposéb wedlug wynalazku zostanie blizej objasniony na dwéch przyktadach wykonania.

Przyktad I Z lisci 20 dniowych siwek pszenicy odmiany Odesska 51, o duzej
odporno$ci na suszg, odcina si¢ Srodkowe fragmenty drugich lisci o dtugosci 4 cm. Potowe
fragmentow traktowanych jako kontrolne, umieszcza si¢ w zamknigtych szklanych szalkach na
wilgotnej bibule, a druga poiowc umieszcza si¢ w otwartych i suchych szalkach. W obu seriach,
kontrolnej i suszonej znajduje si¢ po 6 préb. Z kolei obie serie umieszcza si¢ na 4 godziny w
termostacie w temperaturze +30°C. Po tym czasie nastgpuje ubytek od 50% do 60% wody w
suszonych tkankach roSlinnych na szalkach otwartych. Probk1 odwodnione i kontrolne poddaje
si¢ wzbudzeniu biatym $wiattem o natgzeniu 100 umol m? s promlemowama fotosyntetyczme
czynnego przez 12 sekund w kamerze pomiarowej, po czym rejestruje si¢ nat¢zenie opéZnionej
fluorescencji w pas§mie 680-730 nm po 16 sekundach od momentu wylaczenia $wiatta wzbudza-
jacego. Nastepnie oblicza si¢ wspolczynniki, bedace stosunkiem natgzenia opéznione;j fluores-
cencji prébek odwodnionych do natgzenia opdznionej fluorescencji prébek kontrolnych,
przyjmujac to ostatnie jako 100%. Takie same pdmiary oraz obliczenia wykonuje si¢ we
fragmentach liSci siewek pszenicy odmiany Bezostna 1, ktéra wykazuje mata odpornosé na
susz¢. Wyniki obu serii pomiaréw po obliczeniu biedow statystycznych zestawiono w tabeli:

Odmiany wzorcowe %
Odesska 51 (odporna) 84,6+ 4,8
Bezostna 1 (nieodporna) 16,4+ 3,6

Uzyskane wyniki pozwalaja podzieli¢ badane w ten sam spos6b inne odmiany o nieznanej
odpornosci na trzy grupy:

1. bardziej odporne na susz¢ niz odmiana odporna

2. §rednioodporne, o odpornosci posredniej,

3. nicodporne, o odpornosci mniejszej od odmiany staboodpornej na susz¢.
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Przyktad II. Zlisci 10 dniowych siewek jeczmienia odmiany Gryf o duzej odpornosci
na susz¢ odcina si¢ Srodkowe fragmenty pierwszego liscia o dtugo$ci 3 cm. Potowg fragmentéw
traktowanych jako kontrolne umieszcza si¢ na powierzchni wody destylowanej, a druga potowg
na powierzchni 1,5 molowego roztworu sacharozy, ktérego ciSnienie osmotyczne wynosi 4,2
MPa czyli okoto 43 atm. Obie serie prébek, po 6 sztuk kazda, umieszcza si¢ w termostacie w
temperaturze 30°C na 3 godziny. Po tym czasie prébki odwodnione i kontrolne zostaja wzbu-
dzane biatym §wiatlem jak w przyktadzie pierwszym, po czym tak samo rejestruje si¢ nat¢zenie
op6Znione;j fluorescencji prébek odwodnionych oraz prébek kontrolnych i oblicza si¢ stosunki
nat¢zenia jak wyzej. Takie same pomiary oraz obliczenia wykonuje si¢ na fragmentach 10
dniowych siewek jeczmienia odmiany Aramir, wykazujacej mala odpornos¢ na susze. Wyniki
obu serii pomiaréw zestawiono w tabeli:

Odmiany wzorcowe %
Gryf (odporna) 78,8+52
Aramir (nieodporna) 214143

Uzyskane wyniki pozwalaja podzieli¢ badane w ten sam sposéb, inne odmiany o nieznanej
odpornosci na trzy grupy odpornosciowe, analogicznie jak w przykladzie pierwszym.
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