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Wstep

W miare rozwoju nauk przyrodniczych, coraz wieksza role przypisuje
si¢ roli §wiatla w procesach zyciowych. Wymownym tego wyrazem jest
Powstanie nowej galezi wiedzy — fotobiologii.

Szczegblnie wazng role spelnia §wiatlo przy wzroscie i wegetacji ro$lin
zlelonych, dla ktérych jest ono niezbednym czynnikiem fotomorfogenetycz-
nym 1 jedynym zrédlem energii. Do niedawna mozna byfo badaé procesy
ZWigzane z absorpcja lub emisjg stosunkowo silnych strumieni $wietlnych,
Poniewaz uwarunkowane to bylo zbyt niskg czuloscig zaréwno emulsji fo-
tograficznych jak i przyrzadéow fotoelektrycznych (fotokomorka, fotoogni-
Wo). Pod koniec lat czterdziestych skonstruowano przyrzad lampowy wy-
korzystujacy, podobnie jak fotokomorka, zjawisko fotoelektryczne zew-
netrzne oraz dodatkowo jeszeze efekt powielania elektronéw poprzez emisje
Wiorng z pomocniczych elektrod — dyndd. Przyrzad ten, nazwany fotopo-
Wielaczem lub krotnikiem fotoelektrycznym, posiada czulo$é okolo milion
fazy wiekszg niz fotokomorka.

Fotopowielacz, przewyzszajacy swoja czuloscig nawet oko ludzkie, poz-
\’Vala W sposob obiektywny rejestrowaé i bada¢ bardzo slabe strumienie
SWiatla. Zastosowanie fotopowielacza jako detektora §wiatla w zestawach
Pomiarowych wykorzystywanych w badaniach biologicznych i chemicznych
2apoczatkowalo nowa metodyke badan — detekeje ultrastabych Swiecen
(USS),

W latach 1954—1955, dwaj wloscy uczeni L. Colli i V. Facchini jako
Plerwsi, postugujac sie fotopowielaczem oraz elektroniczng aparatura
WZmacniajgco-rejestrujaca, stwierdzili bezspornie istnienie spontanicznej
er’r}isji bardzo stabego $wiatla z tkanek roslinnych. Obiektem ich badan byly
'ozne kielki ro§linne, z ktérych emisja ultrastabej biochemiluminescencji
(UBCL) jest stosunkowo duza (Colli i Facchini 8). Prace nad UBCL tkanek
oslinnych i zwierzecych podjete zostaly ponownie przez kilka zespolow
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uczonych radzieckich w roku 1959 i sg prowadzone na coraz wiekszg skalg
przez stale wzrastajgcq liczbe uczonych zaréwno w Zwigzku Radzieckim
jak i w innych krajach. Obecnie mozna stwierdzi¢, ze kazdy zywy obiekt
wysyla bardzo slabe promieniowanie w zakresie widzialnym lub nadfiolecie
(Tarusow, Iwanow, Poliwoda i Zurawlow 31, Koniew, Troitsky i Katibni-
kow 11, Stauff i Reske 28, Wladimirow 37, Stawinski, Grabikowski i Mur-
kowski 26, Steele i wsp. 30, Stawinski, Grabikowski i Milczarck 27). Nie-
kiedy mozna spotka¢ sie¢ z emisjg stosunkowo silnego $wiecenia, obserwo-
wanego bez trudu golym okiem, a wysylanego przez niektére gatunki grzy-
bow, bakterii oraz nizsze organizmy zwierzece, przewaznie morskie.

Swiecenie to, nazwane bioluminescencjg, spowodowane jest Zazwyczaj
reakcjami utleniania w obecno$ci enzymoéw nazwanych lucyferazami
(Mc Elroy, Seliger 18). Biologiczna rola bioluminescencji nie zostala
w pelni wyjasniona, nie znane sa takze przyczyny, ktére spowodowaly
wyksztalcenie sie tej funkeji fizjologicznej u niewielkiej stosunkowo liczby
organizméw nalezacych do rozmaitych typéw $wiata zwierzecego, a nawct
roslinnego (Slawinski 23, 24, 25). Bioluminescencji, wystepujacej sporadycz-
nie i jedynie u zwierzat nizszych (do ryb wlacznie), nie nalezy utozsamiac
z UBCL, ktora jest znacznie slabsza, a jej wystepowanie jest powszechné
w calej zywej materil.

Mechanizmy emisji UBCL

Obecny stan wiedzy, dotyczacy emisji UBCL przez zywe organizmy
pozwala okresli¢ w ogélnych zarysach, niektére z mozliwych mechanizmé“f '
jej powstawania; nie jest natomiast w stanie wyjasni¢ jednoznacznie jel
roli biologicznej. '

Substratem UBCL sa najczesciej lipidy zawarte w mitochondriach oraz
w blonach komérkowych (Stauff i Reske 28, Tarusow, Zurawlew 32, Ta-
rusow 33, Wiadimirow 37) stanowigce okolo 25%), ich suchej masy. Lipidy
w obecnosci tlenu ulegajg utlenieniu wytwarzajac przy tym zwigzki nad-
tlenkowe. Zwiazki te ulegaja rozpadowi, a powstale rodniki nadtlenkoW¢
rekombinuja emitujac kwantly $wiatla. Reakcja samoutleniania lipidow ma
charaktier lancuchowy i samoprzyspieszajacy (Wladimirow 37)

R + O, — RO,

RO, -+ RH — RO,H + R
R — rodniki kwasu tluszczowego,
RH — kwas tluszczowy,

R.O2 — rodnik nadtlenkowy.
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Zwigzki nadtlenkowe (RO,H) ulegaja rozkladowi, w wyniku czego two-

rzg sie nowe rodniki nadtlenkowe R.Oz, ktore ulegajg reko'mbinacji 7 Wy-
tworzeniem wzbudzonych ketonéw P lub wzbudzonego kompleksu (O,%),
(Vassil'ev i Vichutinsky 38, Stauff 29). Wzbudzone drobiny dezaktywuja
sie emitujae przy tym $wiatlo o barwie niebieskoziclonej.
P*+02*P+Oz -+ hf,

RO,* -+ RO,* —
RO R, 1 (04, — Ry 4 (0, + ht,
h  — stala Plancka,
f;, f, — czestotliwosci drgan emitowanych kwantéw.

Powyzszy nieenzymatyczny proces utleniania przebiega rownolegle
z fermentacyjnym B-utlenianiem lipidéw sprzezonym z oksydacyjna fosfo-
rylacja. Kierunek metabolizmu tluszezéw na drodze f-utleniania jest za-
beZpieczony poprzez system enzymatyczny i obecno$é¢ endogennych anty-
utleniaczy w $rodowisku lipidowym. W ten sposob konkurencyjny proces
nieenzymatycznego utleniania, wymagajaey przy tym az 257 kJ/mol (Wia-
dimirow i Lwowa 36) energii aktywacji, aby generowaé¢ wzbudzone drobi-
Ny zdolne do emisji $wiatla, ma mate prawdopodobienstwo zaistnienia.
Z Wymienionych wyzej powoddéw staje sie zrozumiata bardzo mala inten-
$YWnos¢ spontanicznie emitowanej UBCL ze zdrowych T nie uszkodzonych
tkanek ros§linnych lub zwierzecych. Na widmo chemiluminescencji lipidow
Ma wplyw obecno$é w nich endogennych antyutleniaczy (AH) takich jak
fosfolipidy, tokoferole, karoteny i inne. Antyutleniacze reaguja z rodnika-
mi nadtlenkowymi redukujac je do zwigzkéw nadtlenkowych, przy czym
tworzg sie rodniki antyutleniaczy (Wiladimirow 37). '

RO, + AH — RO,H + A
Powstale rodniki A wiaza tlen zapobiegajacy w ten sposob utlenianiu
lipidow
A + 0, — AO,
~ Zwigzek, ktory powstal w wyniku powyzszej reakeji jest w dalszym
€lagu rodnikiem, ktéry rekombinujac z rodnikiem nadtlenkowym wyzwala
‘hergie wystarczajaca do emisji kwantu $wiatla.

A + RO, — RO,A* — RO,A + hf,

Ostatnia reakecja uwalnia mniejsza energie niz reakcja rekombinacji
dwoch rodnikéw nadtlenkowych i dlatego hf, ma mniejsza energie niz hf,
lub ht,. Jest to powodem rozciggniecia sie widma UBCL w strone fal diuz-
*2ych. Nie wszystkie bezposrednio wzbudzone drobiny wyemituja kwanty
“Wiatla, poniewaz ich energia moze by¢ w pewnych przypadkach przenie-
Sna na inne silnie fluoryzujace drobiny aktywatoréw (Lee i Seliger 13,
Khan Kasha 10). W komoérkach roglinnych aktywatorami moga by¢: ergo-
Stero, Porfiryny, lecytyna, a takze fluoryzujace barwniki jak kwercytyna,

)



6 A. Murkowski

kumaryna, adrenolutin (Zurawlew, Filipow i Simonow 39, Kruk i Slawin-
ska 12). W wyniku takiego przeniesienia energii mamy do czynienia z che-
miluminescencjg aktywowang, ktorej widmo, wydajnosé¢ kwantowa, oraz
czas zycia w stanie wzbudzonym sg charakterystyczne dla drobin aktywa-
tora. Fakt, ze do emisji ultrastabego swiecenia biologicznego niezbedny jest
tlen, potwierdza jego chemiluminescencyjng nature.

Oprocz podanych modeli mechanizmu generacji UBCL, w ktorych glow-
nymi substratami reakcji chemiluminescencyjnych sg lipidy, godnym uwa-
gi jest nieco inny model emisji slabego $wiecenia, w ktéorym istotng role
spelnaja dwie wazne biologicznie grupy zwigzkéw — polifenole i chinony
(Slawinski 24, Slawinski 25, Stawinska i Stawinski 21, 22). Zwiazki
te maja sprzezone uklady n-elektronowe i sg podatne na reakcje
redoksowe. W srodowisku lipidowym polifenole i chinony dzialajg jako an-

tyutleniacze reagujgc z R.O2 i tym samym oslabiaja UBCL. W warunkach
zaburzenn metabolicznych lub uszkodzenia struktury komérki (homogeni-
zacja, hydroliza, UV, procesy glikolityczne i in.) nastepuje uwolnienie poli-
fenoli z ich glikozydéw oraz ich enzymatyczne lub nieenzymatyczne utle-
nianie z emisjg $wiatla. Poniewaz UBCL jest sumg zaréwno niektérych
z wymienionych wyzej jak i moze jeszcze innych dotychczas nie poznanych
chemiluminescenciji, jej widmo rozcigga sie w szerokim pasmie od 450 do
610 mm i ma slabo wyrazong strukture. Ze wzgledu na og6lnie niskie nate-
zenie UBCL, okreslenie jego widma jest trudnym zagadnieniem. Standar-
dowe metody takie jak monochromator z fotopowielaczem czy ytez zestaW
filtrow interferencyjnych wzglednie absorpcyjnych sg przewaznie nieprzy-
datne ze wzgledu na silne oslabienie strumienia i tak juz bardzo stabego
$wiatla. Jedyng stosowang dotychczas metoda jest wykorzystanie filtrow
granicznych o duzym wspdélczynniku transmisji. Wyznaczone w ten sposob
widmo UBCL wskazuje, ze chemiluminescencyjne $wiecenie zywych tka-
n=k zajmuje duzg cze$¢ zakresu widzialnego, od ok. 450 nm do ok. 600 nm
ze stabo zaznaczonym maksimum w okolicach 530—550 nm. Sklad Spelf‘
tralny nie zalezy ani od temperatury, ani od dzialania metabolicznych inhi-
bitoréw. Ksztalty widm UBCL z réznych tkanek roznych roslin nie wyka:
zuja istotnych réznic (Wiadimirow 37, Mamiedow, Popow i Koniew 16)-

Interpretacja charakteru emisji UBCL

Chociaz wspdlczesny stan wiedzy nie gwarantuje wlasciwego 1 jedr.lof
znacznego wyjasnienia catego zlozonego mechanizmu UBCL, jak rowniez
i jej sensu biologicznego, to jednak jest ona juz obecnie wykorzystywa‘na'
jako metoda analityczno-badawcza w rolnictwie, medycynie i biologiczny¢

badaniach podstawowych. UBCL pozwala okresla¢ kinetyke i badaé ene:‘-
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getyke niektérych proceséw biochemicznych, a takze $ledzi¢ wplyw ezyn-
nikow Srodowiskowych na metabolizm organizmoéw roslinnych i zwierze-
cych.

Zgodnie z przedstawiong na wstepie hipoteza emisji UBCL z lipidow
strukturalnych na skutek ich utleniania, zasadnicza role maja do spelnienia
antyutleniacze (Tarusow, Zurawlew 32). Antyutleniacze, bedace inhibito-
rami reakeji utleniajacych sg niezbednym skladnikiem lipidowo-biatkowych
struktur blon komorkowych. Dzieki wlasciwemu stezeniu inhibitoréw utle-
nianic lipidow w tlenowym s$rodowisku nastepuje powoli i ma charakter
stacjonarny. Taki sam charakter oraz wzglednie niska intensywnosé¢ posia-
da UBCL zywej i zdrowej komérki. Inhibitory utleniania ulegaja zuzyciu
I muszg by¢é sukcesywnie dostarczane do srodowiska lipidowego, aby zosta-
lo utrzymane dostatecznie duze ich stezenie. Ekstremalne wplywy czynni-
kow zewnetrznych naruszajace lipidowo-biatkowe kompleksy blon komor-
kowych i zakiocajace transport antyutleniaczy do lipidow strukturalnych
Powodujg rozwijanie sie reakecji lancuchowej utleniania wraz z towarzy-
Szacym wzrostem intensywnosci UBCL. Jezeli uszkodzenie biatkowo-lipi-
dowego kompleksu przekroczy granice homeostazy nastepuje gwaltowne
Przyspieszenie reakeji, juz niekontrolowanego utleniania. Zjawisku temu
towarzyszy stosunkowo silny ,,rozblysk‘ UBCL nazwany obrazowo ,krzy-
kiem komorki« (Wladimirow 37, Wieielowskij i Dzanumow 35). Po tym sil-
1ym wzrogcie natezenia $wiecenia nastepuje jego spadek do poziomu tia.
Gpisane wyzej zjawisko Swiadczy o nieodwracalnym rozsprzegnieciu- me-
tabolizmy komorki, a w szczegdlnosei, zahamowaniu transportu antyutle-
hlaczy do struktur lipidowych. Spowodowalo to na tyle duze obnizenie an-
t.')’utle1r1iaja,cej aktywnosci (AOA) kompleksu bialkowo-lipidowego blon ko-
mérkowych, ze w konsekwencji doprowadzilo do $mierci komorki (Aga-
Wierdiew, Doskocz i Tarusow 2).

Metodyka i aparatura pomiarowa wykorzystywana w detekcji UBCL

_ Jak juz zaznaczono we wstepie, natezenie emisji UBCL jest bardzo male
1 dlat980 tez zostalo stosunkowo niedawno wykryte. Homogenaty tkanek
I’?S"linn%h oraz zwierzecych emitujg 105—108 kwantow/g+s, natomiast tkar?-
ki hieuszkodzone wykazujg natezenie UBCL o ok. dwa rzedy nizsze (Poli-
Woda 20, Awierjanow i wsp. 5).

‘Przy pomiarach nalezy uwzgledni¢ warunki geometryczne komory reak-
€Yinej, odhicia i pochlanianie §wiatla, a takze wydajno$¢ kwantowa fotoka-
tody fotopowielacza, ktora zwykle nie przekracza kilkunastu procent. J ak
Z_DOWyZSZego widaé sygnal UBCL rejestrowany przez uklad detekf:y]nyi
lle Przekracza na ogol, kilkuset impulséw w ciagu sekundy z grama zywe]

Ty
el g
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1 nieuszkodzonej tkanki. W praktyce zachodzi niejednokrotnie potrzeba po-
miaru natezen UBCL ponizej 1 impulsu w ciggu sekundy, a tymezasem licz-
ba impulséw tla, seryjnego fotopowielacza jest rzedu 102—103 impulséw w
ciggu sekundy (w temperaturze pokojowej). W takim wypadku wykluczony
jest pomiar bardzo stabych $§wiecen, poniewaz ,,gina‘ one we fluktuacjach
impulsow wlasnych (tzw. pradu ciemnego) detektora. By pomiar byl mozli-
wy nalezy poprawi¢ stosunek ,,sygnal-szum®. Sposrod kilku metod najbar-
dziej radykalnym okazalo sie ochladzanie fotopowielacza cieklym azotem,
zestalonym dwutlenkiem wegla wzglednie bateriami termoelektrycznymi.
Poniewaz impulsy wlasne sg wytwarzane w wiekszos$ci przez termoelektro-
ny ochlodzenie fotokatody powoduje znaczne zmniejszenie ich liczby. Na
przyklad ochlodzenie fotopowielacza od +20°C do —60° za pomocs ,,su-
chego lodu‘“ obniza poziom pradu ciemnego o dwa rzedy, przez co jego wiel-
kos¢ staje sie porownywalna z UBCL zdrowych tkanek. ros$linnych. Przy
wykorzystaniu selekcjonowanych tzw. ,,maloszumigcych‘ fotopowielaczy
niektérych typow (np. FEU-42) mozna przeprowadzi¢ pomiary UBCL takze
i w temperaturze pokojowej. Przy detekeji UBCL wykorzystuje sie najczes-
ciej pomiar calkowitej intensywnosci oraz kinetyke narastania lub zaniku
swiecenia.

Zestawy pomiarowe do detekcji UBCL sg przedstawione w szeregu pra-
cach réznych autorow (Wladimirow 37, Tarusow, Iwanow i Petrusewicz 34,
Stawinski, Grabikowski i Murkowski 26, Marenkow 17). Na rys. 1 przedst;;
Rys. 1. Schemat‘ blokowy kwantome-
trycznego stanowiska pomiarowego:
PE —| [—] K — $wiatloszezelna kamera; S —

_:J ww uw 7L [zan | szuflada z komorg reakcyjng; SP —
SP sonda pomiarowa; WW — wtérnik
- White'a; PE — przelicznik elekire-
WL \W [ZNN | nowy; R — rejestrator kompensacyl-
ny; UW — uklad wejéciowy; WL —
S wzmacniacz linjowy; IL — integf'a‘
3 tor liniowy; W — wskaznilk; ZNN —
zasilacz niskiego napiecia; ZWN —

zasilacz wysokiego napiecia

wiono schemat blokowy stanowiska pomiarowego uzywanego przez autord
do detekcji UBCL. Pomiary przeprowadzane sg metodg kwantometrycznd:
przy czym mozliwy jest pomiar ilosci impulséw zliczanych przez przelicz-
nik w okreslonym przedziale czasu i Jednoczesme pomiar czestotliwosci 28~
rejestrowanych impulséw za pomocg integratora sterujgcego r'eJeS’ﬂ"&“tor
kompensacyjny. Czesé elektroniczng ukladu detekeyjnego mozna zestawic
ze standardowej aparatury radiometrycznej takiej jak sondy scyntylachne’
przeliczniki elektronowe, integratory 11n10we a zwlaszcza spektrometry
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gamma. Aparatura radiometryczna w szerokim asortymencie jest produko-
wana przez wiele wyspecjalizowanych firm np. ,,Polon*, .Tesla*, ..Pac-
‘kard®, | Nuclear Chicago i inne. Mozliwosé wykorzystania szczytowych
osiggnie¢ elektroniki radiometrycznej jest bardzo sprzyjajaca okolicznosceig
w badaniach slabych $wiecen.

Aspekty biologiczne i przyklady zastosowania UBCL w celach diagnostylki
rolniczej

Intensywnos$é i charakter emisji UBCL roslin zalezg od ich stanu fizjo-
logicznego. Niski i stabilny poziom spontanicznej biochemiluminescencii
lkanek sygnalizuje wlaéciwa koncentracje swobodnych rodnikéw, odpo-
Wiednig ils¢ endogennych antyutleniaczy w lipidach komérkowych, spraw-
Ny transport na poziomie subkomoérkowym oraz ogélnie stacjonarny i kon-
trolowany przebieg metabolizmu. Oddzialywanie roznych czynnikow [i-
Zyeznych i chemicznych w stopniu przekraczajgcym mozliwosé ich kom-
Pensacji przez rosliny, doprowadza do nieodwracalnych uszkodzen orga-
nizmu. Ciekawym zagadnieniem wydawalo sie §ledzenie, niejako ,,na gora-
¢0“ przebiegu reakeji ro$liny na szkodliwe czynniki egzogenne oraz okre-
Slenia ekstremalnych ich wielkosci powyzej ktérych niemozliwa jest wege-
tacja. Do negatywnych czynnikow zewnetrznych mozna zaliczyé: wysokie
I niskje temperatury, zasolenie gleby, wplywy duzych dawek herbicydow,
Nawozéw sztueznych, detergentéw, a takze choroby wirusowe i grzybowe
(Mamiedow, Popow i Koniew 16). Wszystkie powyzsze szkodliwe oddzialy-
Wania natury fizycznej, chemicznej czy nawet mikrobiologicznej w sposéb
bezposredni Iub posredni wplywajg na zaklécenie transportu wewngtrzko-
moérkowego, naruszenie trwalosci kompleksu bialkowo-lipidowego blon ko-
mérkowych i rozregulowanie stacjonarnej przemiany materii. W konsek-
Wwencji Nastgpi¢ powinno zakldcenie réwnowagi pomiedzy ubytkiem endo-
8ennych inhibitoréw reakcji utleniajacych w lipidach strukturalnych, a je-
80 odnawaniem co doprowadziloby do wzmozenia utleniania bedacego
% swojej natury autokatalityczng reakcjg lancuchowa i do wzrostu inten-
SYWnosci UBCL. Wyniki badan przeprowadzanych przy uzyciu wysokoczu-
tych stanowisk pomiarowych potwierdzily te przypuszczenia.

Badanie mrozo- i cieptoodpornodci roslin
Badanig przeprowadzano najcze$ciej na roslinach etiolowanych ponie-

Waz obecnos¢ chlorofilu mogla spowodowaé powstawanie luminescencji
SensYbilizowanej oraz fotosyntetycznej luminescencji chloroplastéow,
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W omawianych nizej pracach wykorzystano uklady pomiarowe kwantome-
tryczne, w ktorych detektorami byly wyselekcjonowane fotopowielacze
FEU-42 majace w temperaturze pokojowej prad ciemny ok. 20—30 imp’s.

Obiektami badanymi byly korzenie i kielki kilku odmian pszenicy i jecz-
mieata. Pomiary przeprowadzono na kilkudziesieciu egzemplarzach 4—5-
-dniowych roslin, ktére wyrosly w ciemnosci w temperaturze ok. 24°C. Ob-
nizenie temperatury powodowalo zmniejszenie natezenia UBCL az do tla.
U odmian cieplolubnych $wiecenie dochodzilo do tla w wyzszych tempera-
turach, natomiast u bardziej mrozoodpornych — w nizszych. Przykladowo,
odmiana pszenicy Monokokkum uprawiana w Azerbejdzanie wykazywala
spadek UBCL do tla juz w temperaturze -}-6°C, natomiast odmiana Kun-
cewskaja-45 uprawiana w rejonach centralnych ZSRR wykazywala spadek
UBCL do tla w temperaturze -+ 3°C. Dalsze ochladzanie powodowalo wzrost ¢
natezenia UBCL, az do osiggniecia maksimum, po ktérym nastepowat szyb-
ki spadek Swiecenia do poziomu tla. Przerwanie ochlodzenia w fazie wzro-
stu UBCL i ponowne ogrzewanie prowadzilo do wzrostu natezenia §wiece-
nia o kinetyce podobnej do uprzedniego zaniku. Rosliny wykazywaly spraw-
nos¢ proceséw fizjologicznych co $wiadezylto o odwracalnosei ewentualnych
uszkodzen wywolanych niskg temperaturg i sygnalizowanymi niskotempe-
raturowym wzrostem UBCL (,,krzykiem komorki‘).

Ogrzewanie roslin po osiagnieciu niskotemperaturowego maksimum po-
wodowalo dalszy bardzo szybki wzrost UBCL, a u roslin mozna bylo zaob-
serwowaé¢ w pdzniejszym okresie trwale, nieodwracalne uszkodzenia, tzw.
zwarzenie mrozem.

Polozenie tego maksimum bylo rozne dla réznych odmian. Dla jedne]
odmiany cieplolubnej pszenicy maksimum UBCL wystgpilo w temp. —3°C,
dla odmiany bardziej odpornej maksimum bylo wyraznie wyzsze i wysta-
pilo w temp. —5°C. Podobne korelacje zaobserwowano u réznych odmian
jeczmienia.

Wzrost temperatury powoduje u zdrowych roslin umiarkowany wzrost
natezenia UBCL w przyblizeniu spelniajgcy rownanie Arrheniusa. W tem-
peraturach powyzej 30°C wzrost UBCL stawal si¢ coraz bardziej szybki
osiagajac w temperaturze powyzej 40°C maksimum, po ktérym llastepOW’ll
lokalny spadek natezenia $wiecenia i nastgpnie ponowny szybki wzrost, az
do temperatury ok. 60°C powyzej ktorej nie obserwuje si¢ juz zaleznoscl Na-
tezenia UBCL od temperatury. Na rys. 2 pokazano przykladowy przebieg
zmian natezenia UBCL w zalezno$ci od zmian temperatury. Qdstep tempe”
ratur AB pomiedzy dwoma pikami (,,krzykami komorki*) pokrywa si€
z maksymalnym przedzialem temperaturowym, w ktérym jest mozliwa we-
getacja rosliny. Krzywa ponizej punktu A i powyzej punktu B obr azuje nie-
odwracalny spadek natezenia UBCL spowodowany naruszeniem autor egu-
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lacyjnego aparatu kontrolujacego proces utleniania lipidéw strukturalnych
Ponowny wzrost natezenia $wiecenia w dalszej czgsci obszaru BC spowo-
dowany jest bezposrednim zniszczeniem aparatu autoregulacji w rezultacie
nieodwracalnych proceséw denaturacyjnych przebiegajacych w mariwej
juz komorce roslinnej. Powyzej punktu C obserwuje sie stopniowe zmniej-
szanie natezenia $wiecenia spodowane wyczerpywaniem sie substratéw. Ba-
dania wplywu temperatury na natezenie UBCL kielkow zb6z przeprowa-
dzane w naszym laboratorium wykazaly nieco odmienne przebiegi charak-
teryzujace sie powstawaniem temperaturowych petli histerezy w calym za-
kresie badanych temperatur (Stawinski, Grabikowski i Milczarek 27).

Badano wplyw réznych stezen sacharozy w pozywce na przesuniecie pi-
kéw A i B. Stwierdzono, ze sacharoza w stezeniach nietoksycznych prze-
Suwa zakres AB w strone temperatur nizszych. Przesuniecie to jest tym
Wigksze, im wieksze stosowane jest stezenie sacharozy (od 0,125 M do 1,0 M).
Podobne zjawisko stwierdzono i przy prézniowej infiltracji innych orga-
nicznych roztworow w nietoksycznych stezeniach (gliceryny i mocznika)
(Agawierdiew, Doskocz i Tarusow 2, Agawierdiew i Tarusow 1, Doskocz
1 Coj 9, Agawierdiew i Tarusow 4).

Badanie wplywu zasolenia na UBCL

Badania przeprowadzano na 8—10-dniowych korzeniach grochu wyros-
higtych w temp. ok. 22°C. Pomiary byly dokonywane metoda kwantome-
trYCZna przy uzyciu wyselekcjonowanego fotopowielacza FEU-42. Korzenie
8fochu umieszezano w roztworach czterech réznych soli (NaCl, KCl, Na,SO,
1CaCl,) o stezeniach 0,12; 0,25: 0,5; 1,0 M.

Stwierdzono zmniejszenie sie cieploodpornosci roslin pod wplywem za-
Solenia. Wzrost krzywej I(T) (na rys. 2) jest mniejszy, a pik B pojawia sie
w NiZsze] temperaturze. Charakterystyczne sg wzrosty natezen UBCL przy
Przeniesieniu roslin z roztworu do wody czystej. Najsilniejsza byla reak<:ja
'oslin z roztworéw KCl, nieco mniejsza z roztworéw NaCl, a najmniejsze
Z'rOZtWOI‘()W Na,SO, i CaCl,. Zaleznoé¢ wzrostu natezenia UBCL od steze-
Ma przedstawiono na rys. 3.

Zbadano takze zaleznoé¢ wzrostu UBCL pod wplywem dzialania 0,25 M

ACl na kietki w réznym wieku od 2 dni do 14 dni. Z pomiaréw wyniklo, ze
Z Wiekiem wrazliwo$é kietkow na plazmolize wywolang roztworami hiper-
toni(fzﬂymi malala. Miara odpornosci rosliny na dzialanie roztworu soli jest
Wielkoge przyrostu natezenia UBCL przy przeniesieniu do czystej wody.

Oplyw wody do wnetrza komorek, w ktoérych uprzednio zaszla plazmoliza,
WYWoluje przyspieszenie proceséw utleniania i jednoczesnie wzrost zapo-
tI‘ZQbOWania na lipidowe antyutleniacze. Im bardziej sprawny system anty-

]



&

12 A. Murkowski

utleniajgcy, tym wieksza odpornos¢ i mniejszy wzrost natezenia UBCL (Coj,
Wiesielowskij i Tarusow 6).
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Rys. 2. Przykladowy przebieg zmian natezenia UBCL w funk-
cji zmian temperatury. Objasnienie w tekscie
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Rys. 3. Wykresy zmian przyrostéw nate-
zenia UBCL uzaleznionych od stezen czte-

rech soli nieorganicznych (wg. Coj, Wiesie- 4 ) r 17 M
lowskij i Tarusow)
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Rys. 4. Zmiana wielko$ci wzrostu -
UBCL w funkecji wieku kietkéow (wg 7 4 6 6 I 12 14 161/acbyl
Coj, Wiesielowskij i Tarusow)
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Badanie wplywu herbicydow ne UBCL

Badania przeprowadzono na kielkach ryzu odmiany Krasnodarska 424
oraz prosa ryzowego w fazie 2-3 listkow, ktore wyrastaly w temperaturze
20—22°C. Pomiary przeprowadzono na kwantometrycznym stanowisku po-
miarowym przy uzyciu wyselekcjonowanego fotopowielacza FEU-42. Syg-
nal od obiektow mierzonych przewyzszal tlo ok. 10 razy. Na system korze-
niowy ryzu i prosa ryzowego dzialano herbicydem ,,jalan" i 2—4-D w 16z-

20/[3 10 'mal 1

180
’50 10 ‘/f?.'"."/'/r
B _ 10 ———
Rys. 5. Wplyw roznych koncentracji her- 120 o
bicydu ,,jalana” na wzrost natezenia UBCL , 10 1/
kietkow ryzu (wg Coj, Aleszin, Ziemlanaja 700(*] .A e

i 9¢ linin/
i Agarkow) 10 20 JQ 40 501 linin

nych stezeniach. Wykres zmian natezenia UBCL w funkeji czasu dzialania
dla réznych koncentracji herbicydéw podano na rys. 5. W pierwszym okre-
sie po kontakcie korzeni z herbicydem natezenie UBCL zwicksza sie w przy-
blizenju proporcjonalnie do wzrostu stezenia czynnika toksycznego. Dla
matych stgzen (10— i 10—5 mol/l) stosunkowo szybko ustala sie stacjonarny
Poziom $wiecenia nie wiele przewyzszajacy swoim natezeniem s$wiecenie
Probki kontrolnej (15 i 25%). Dla wiekszych stezen, stacjonarne $wiecenie
ustalalo sie na znacznie wyzszym poziomie.

Wzrost natezenia UBCL jest spowodowany naruszeniem wewnetrznych
Mechanizméw regulujacych predkos$é utleniania lipidéow strukturalnych
W blonach komérkowych. Ustalenie sie stanu réwnowagi swiadezy o wzmo-
zeniy transportu inhibitoréw, utleniania lipidéw, kompensujgcego zwigk-
SZ20ne zapotrzebowanie. Zadzialanie na uklad korzeniowy ryzu duzymi ste-
Zeniami (10—2 i 10~1 mol/l) powoduje szybki wzrost natezenia UBCL i na-
Stepnie jego inhibitowanie. Mozna tu zaobserwowaé uzaleznienie szybkosci
Wzrostu i szybkoéci zaniku od wielkodci stezenia herbicydu. Inhibitowanie
Procesu wzrostu natezenia UBCL mozna tlumaczy¢ wstrzymaniem proce-
SOw zyciowych w komorce oraz nagromadzeniem sie produktow utleniania
2Wigzkéw fenolowych tlumigcych biochemiluminescencje. Produkty utle-
Manja, ktérymi sa nadtlenki i rodniki nadtlenkowe sa rowniez bardzo to-
ks)’(:zne i moga przyspieszy¢ $mieré organizmu.

Ciekawe jest poréwnywanie oddzialywania herbicydu w koncentracp
10~ mol/l na kielki ryzu i prosa ryzowego. Przedstawiaja to wykresy na
Iys. 6. Dla ryzu stezenie 10—¢ mol/l jest nietoksyczne poniewaz po przejs-
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cilowym wzroscie natezenia UBCL ustala si¢ na stacjonarnym poziomie co

jest cechg charakterystyczng dla normalnie funkcjonujacych organizmow.

Dla prosa ryzowego to samo stezenie jest toksyczne, poniewaz ustalenie sta-
1 J » P

260 - Proso ryzawe
20 . /\
180 Ryz ' .
| -~ Rys. 6. Wplyw herbicydu w koncentracjl
"d j 10—" mol 1 na UBCL kielkow ryzu i prosa
— o ——— 7 ryzowego (wg Coj, Aleszin, Ziemlanaja
20 45 67 7 @G et ° & ol ’
/min/ % i Agarkow)

cjonarnego swiecenia nastepuje na zbyt wysokim poziomie, obserwowany
po dwodch dobach jego szybki spadek $wiadczacy o nieodwracalnym uszko-
dzeniu struktury blon komérkowych. Uszkodzenia takie zahamowujg trans-
port elektrondw w lanicuchu oddechowym i uniemozliwiaja funkcjonowanie
metabolizmu na poziomie komérkowym co musi doprowadzi¢ do $mierci
calej rosliny.

Jak z powyzszego widaé¢ UBCL mozna wykorzystaé¢ do szybkiej oceny t0-
ksyczno$ci roznych herbicydéow tak dla roslin uprawnych jak i dla chwa-
stow. Juz kilkudniowe obserwacje oddzialywan herbicydéw pozwalaja okre-
$li¢ minimalne stezenie bedgce jednoczesnie letalnym dla chwastow jak
i subletalnym dla chronionej rosliny uprawnej (Coj, Aleszin, Ziemlanaja
i Agarkow 7).

Z przedstawionych trzech wybranych kierunkéw badan nad wykorzy~
staniem UBCL w praktyce rolniczej widaé, ze mozna $wiecenie biologiczb¢
zywych tkanek traktowaé jako czuly test nadajacy sie do szybkiej oceny
odpornosci roslin na ekstremalne czynniki zewnetrzne, okregla¢ zdolnosc
adaptacyjne w zmienionych i nieoptymalnych warunkach wegetacji, badflc
energetyke ukladow komorkowych i subkomérkowych, $ledzi¢ w sposob
wygodny i nieniszczacy transport egzogennych substancji uzywanych .do
ochrony i hodowli roslin, a takze i innych nie wymienionych aspektow dia-
gnostyki rolniczej bedacych w fazie badan i opracowan metodycznych.

Zastosowanie UBCL nie jest jedyna z nowych metod biofizycznych wy”
korzystywanych w biologii i rolnictwie. Nalezaloby wymienié¢ jeszcze PO
miary biopotencjaléw, przewodnictwa elektrolitycznego, chemiluminescen”
cji calych roflin i nasion a takze ich homogenatow, elektrochemilumin’es’
cencje, a przede wszystkim fotosyntetyczng luminescencje chloroplaStO_w'
Wymienione ostatnie trzy metody naleza takze do grupy metod posiugwad”
cych sic detekcjg ultrastabych i stabych swiecen.
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Szczegolnic przydatna wydaje si¢ by¢ metoda wykorzystujgca pomiary
fotosyntetycznej luminescencji poniewaz $wiecenie to $cisle zwiazane
z funkcjonowaniem aparatu fotosyntetycznego; a posrednio i ze stanem fi-
zjologicznym kompleksu lipidawo-bialkowego membran komdérkowych, mo-
ze da¢ wiekszos¢ informacji uzyskiwanych na drodze detekcji UBCL oraz
dodatkowe zwigzane bezposrednio z naruszeniem procesu fotosyntezy. Me-
toda detekeji fotosyntetycznej luminescencji i jej wykorzystanie w rolnic-
twie wymaga szerszego omowienia i dlatego zostanie przedstawiona w przy-
gotowywanej publikacji.

Mimo zZe te najnowsze zdobycze biofizyki stosowanej nie wyszly poza
skale poéllaboratoryjng, a w naszym kraju w ogole sa bardzo malo znane,
mozna juz dzis przewidzie¢ szerokie ich zastosowanie w tak waznych dla
naszej gospodarki galeziach produkeji jakimi sg: rolnictwo, warzywnictwo
i sadownictwo. ‘
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