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Wstep

Jony metali ciezkich takich jak oléw czy kadm nalezg do najbardziej tok-
sycznych jonéw metali wystepujacych w przyrodzie [KABATA-PENDIAS, PEDIAS 1993].
Powodujg one wiele réznorodnych zaklécen metabolizmu, czego wynikiem jest
czgsto zahamowanie wzrostu, a przy wyzszych stezeniach mogg prowadzi¢ nawet
do $mierci ro§liny [PACHLEWSKI, CHRUSCIAK 1986].

Grzyby sa organizmami charakteryzujacymi si¢ znaczng odpornoscia na
toksyczne dzialanie nawet wysokich koncentracji jonéw metali cigzkich [AVAKYAN
1967; BABICH, STOTZKI 1979; TURNAU i in. 1994].

Jednak niewiele wiemy o mechanizmie tej odpornodci. Wydaje sie, ze
pewnc wyjasnienie tcj kwestii mogg daé wyniki badaf nad zegarem biologicznym,
ktéry, jak wiemy, jest podtoZzem wielu przemian metabolicznych. Stosunkowo licz-
ne prace dotycza zdolnoéci adaptacyjnych komérek grzybowych do wysokich ste-
zen jondw metali cigzkich. Natomiast wplyw ich obecno$ci w podiozu na zegar
biologiczny u grzybéw nie byl dotychczas badany.

Badania obecne dotycza wplywu jonéw otowiu na funkcjonowanie zegara
biologicznego u Penicillium claviforme — organizmu, u ktérego zegar biologiczny
zostal stosunkowo dobrze poznany [PISKORZ-BINCZYCKA 1987]. Funkcjonowanie
zegara biologicznego objawia si¢ u tego gatunku rytmicznym tworzeniem piers-
cieni koremialnych, na ktérych tworzg sig¢ wegetatywne spory.

Material i metodyka

Materiatem badawczym byly szczepy grzyba Penicillium claviforme (Bainier
126-28), pochodzace z Centraalbureau voor Schimmelcultures w Baarn (Holan-
dia).

: Grzyby hodowano na pozywce wedtug PISKORZ [1967] o skladzie (w 1 dm?):
75 mmol glukozy; 12,5 mmol NH,NO,; 4 mmol MgSO,; 5,7 mmol K,HPO,; 10,4
mmol ZnSO,; 3,6 mmol FeSO, z dodatkiem 10% wyciggu drozdzowego. Pozywke
zestalano agarem.
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Do pozywki dodawano réZzne stezenia octanu otowiu od 10 do 2000
mg-kg, buforowano ja do pH 6,5. Jatowg pozywkeg rozlewano do sterylnych sza-
lek Petriego lub kolbek Erlenmayera.

Hodowle prowadzono w warunkach $wiatla, stosujac Swiatlo biale ciggle o
intensywnosci 0,9 W-m2, a takze w ciemno$ci. Do badan nad zegarem biologicz-
nym grzyby szczepiono krazkiem miodej 36-godzinnej grzybni, umieszczajac kra-
zek na szalce centralnie.

Stosujac metodyke opracowang we wezesniejszych badaniach [Piskorz-BiN-
CZYCKA 1987], okreSlano: szybko§é wzrostu grzybni, okres rytmu zarodnikowania,
sucha mase¢ grzybni, a takze wykonano badania morfologiczne koremiéw.

Analiza rytmu
Dlugo$¢ okresu rytmu wyliczono przez podzielenie odlegtosci pomiedzy

dwoma sgsiednimi zonami przez szybko$¢ wzrostu, ktéra byla wartodcia stals.
Stosowano wzér [PISKORZ-BINCZYCKA 1987]:

24 x b
T = ——— e .
V
gdzie:
T — okres rytmu wyrazono w godzinach (h),
b - odleglos¢ kolejnych zon (mm),
V- szybko$é wzrostu (mm-24 h-t).

Oznaczanie zawartoSci Pb2* w grzybni Penicillium claviforme wykonano w
Stacji Chemiczno-Rolniczej w Rzeszowie przy uzyciu aparatu Perkin Elmer
1100B.

Wyniki

Badania prowadzono rownolegle w warunkach $wiatla i ciemnosci. Na
rys. 1 przedstawiono wyniki badan nad wptywem jonéw otowiu na funkcjonowa-
nie zegara biologicznego w kilku wybranych stgzeniach stosowanego octanu ofo-
wiu, bedacego Zrodiem jondéw Pb2+.

Przedstawione na rys. 1 schematy ilustruja funkcjonowanie zegara biolo-
gicznego u badanego gatunku P claviforme. Koncentryczne kota umieszczone z
lewej strony rysunku przedstawiaja kolejne zonacje. Umieszczone obok diagramy
przedstawiaja dtugosci okresu kolejnych zonacji w réznych stezeniach otowiu.

W zasadzie zegar biologiczny funkcjonuje przy wszystkich ze stosowanych
stezen jonéw otowiu. Jednakze ze wzrostem koncentracji jonéw Pb2+ zegar biolo-
giczny ulega coraz wigkszym zakiéceniom, objawiajacym sig nicstabilnoscia dhu-
gosci okresu rytmu i jego desynchronizacja. Samo uruchomienie zegara ulega 48-
godzinnemu opéznieniu. Takze trwato§é rytmu zaroduikowania — tworzenia picrs-
cieni koremialnych, wyrazona liczbg kolejnych okreséw — ulega zmianic i tak w
kontroli po 12 dniach wzrostu powstaje 9 zonacji, a w obecnosci Ph2+ 7-3.
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initial mycelium
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Schematy ilustrujg funkcjonowanie zegara biologicznego u gatunku Perucillium
claviforme. Koncentryczne kota umieszczone z lewej strony ryciny przedstawia-
ja kolejne zonacje. Umieszczone obok diagramy przedstawiaja d{ugoéci okresu
kolejnych zonacji w réznych stgzeniach ofowiu. Na osi odcigtych umieszczono
dtugo$é okresu rytmu zarodnikowania w godzinach (r = K) Of§ rzednych
przedstawia kolejne zonacje ilustrujace funkcjonowanie zegara i jego trwalos¢
(liczbg okreséw; zl,... , 29)

Diagrams show functioning of the biological clock in Penicillium claviforme.
Concentric circles on the left show sequential zonations. Appropriate graphs
show Jength of sequential zonations at 3ifferent concentrations of lead. On the
Y axis there is length of sporulation period in hours (r = h). On the X axis
there are sequential zonations that show functioning of the biological clock
and its durability (number of periods; z1,... , 29)
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Obserwowano réwniez wplyw obecnosci jonéw Pb2+ na wzrost grzybmi i
morfologi¢ powstajacych koremiéw. Wyniki tej serii badaf przedstawiono w tabe-
li 1 oraz na schemacie rys. 2. Nalezy zauwazyé, ze w obecnosci jonéw Pb?+ sam
proces kietkowania zarodnikéw ulegal pewnemu zahamowaniu, wyrazajacym si¢
12 godzinnym opdéZnieniem.

Tabela 1; Table 1

Wptyw jonéw Pb2+ na wzrost i suchg masg grzybni Penicillium claviforme
The effects of Pb2* ions on the growth and dry matter Penicillium claviforme

Warunki hodowli; Conditions of culturing
Stgzenie
jonéw Pb2+ $wiatlo; light ciemno$é; darkness
pozywki T =
Concentration szybkosé & grzybni szybkosé ¢ grzybni
of Pb2+ ions WZrostu diameter of sucha masa WZrostu diameter of sucha masa
(mg-kg rapidity of . dry matter | rapidity of . dry matter
gkg) h mycelium th mycelium
growt (mm) (mg) grow (mm) (mg)
(mm-24 h?) (mm-24 h1)
0 1,9 47 107 1,9 51 110
0,001 1,8 47 99 2,0 50 100
0,025 1,9 46 100 2,1 49 99
0,500 1,9 49 102 2,0 48 101
0,100 1,9 48 109 1,9 49 100
0,750 1,9 48 100 2,0 46 115
0,100 2,0 48 100 2,0 49 112
1,500 1,9 48 101 2,1 48 113
2,000 1,9 48 98 2,0 48 109
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1. 2,3 — dziatanic Pb; effect of Pb
Rys. 2. Schemat ksztattu koremiow wystepujacych w obecnosci Pb** w kulturach ho-
dowanych w warunkach $wiatia i ciemnoSci
Fig. 2. Diagram of shape (morphology) of the coremia observed in culture with Pb?+

presence under light and darkness conditions
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Na podstawie wynikéw badan zestawionych w tabeli 1 mozna stwierdzié, 7c
w warunkach doswiadczenia szybko$¢ wzrostu grzybni w zasadzie nie ulegala
zmianie przy réznych stgzeniach Pb2+. Niewielkie przyspieszenie wzrostu obser-
wowano przy niskich stezeniach Pbz* w pozywce w kulturach hodowanych w
ciemno$ci. Stosunkowo nieznacznym zmianom ulegala réwniez masa grzybni.

W obecnosci jonéw Pb2+ obserwowano silne zmiany morfologiczne powsta-
jacych koremiéw. Wyniki tej serii badan przedstawiono na rys. 2.

Zmianom morfologicznym w obecnoéci jonéw Pb2+ podlegata przede
wszystkim giéwka koremium. W kulturach prowadzonych na $wietle w obcenosci
Pb?* pojawialy si¢ koremia o bardziej zaokraglonej lub splaszczonej gléwee i
nieco nizsze w stosunku do kontroli. W ciemnosci obserwowano przede wszyst-
kim zrastanic si¢ koremidw, zatracaly one swojg indywidualnoéé. W tych warun-
kach réwniez ulegal zmianie ksztalt gléwki. Intensywnoéé zarodnikowania, cho-
ciaz trudna do sprecyzowania, byla nieco slabsza.

Tabela 1; Table 1

Zawarto$¢ Pb+ w grzybni Penicillium claviforme w kulturach ze $wiatla i z ciemnosci

Content of Pb?* in mycelium of Penicillium claviforme in cultures from light
and darkness conditions

zawarto$é¢ Pb2+ w pozywce Akumulacja Pb?* w grzybni
content of Pb?* in medium Accumulation of Pb?* in mycelium
swiatlo; light ciemno$é; darkness

0,750 mg-0,001 dm-= . )
e " 0,00367 mgg™ grzybni 0.00548 | M&8" grzybni
' mg g mycelium [ 7 mg-g-! mycelium

W tabeli 1 przedstawiono catkowitg zawartos¢ Pb2+ w grzybni po 12 dniach
wzrostu w zaleznoéci od warunkéw §wietlnych hodowli. Jak mozna zauwazyé, w
grzybniach P. claviforme hodowanych w ciemnosci stwierdzono znacznie wyiszg
zawarto§¢ Pb2+. Réznice te sg spowodowane nieco innym metabolizmem u tego
organizmu, je$li kultury sg prowadzone na $wietle. Dotyczy to przede wszystkim
metabolizmu wegla.

Dyskusja

W naszych badaniach stwierdzono, podobnie jak to podaja inni autorzy
[TURNER 1969; R0SsS 1975; TURNAU i in. 1994; ROZYCKI 1993], ze szczepy Penicillium
claviforme wykazujg duza odporno$¢ na obecno$¢ jondéw olowiu w podiozu.
Obscrwowano nicznaczne opdZuienie w procesie kietkowania zarodnikéw, a takze
nicwiclkic zahamowanie wzrostu grzybni. Wzrost strzgpck w obecnosci jonoéw
otowiu nic byl rtéwnomierny, jak to ma miejsce w warunkach kontrolnych. Swiad-
czy to o istnieniu mechanizméw obronnych wlasciwych komérkom roélin 1 grzy-
béw [ROZYCKI 1992, 1993; DUBEY, DWIVEDI 1994]. Natomiast wyraznemu zakldceniu
ulegato funkcjonowanic zegara biologicznego, ktére obserwowano juZ nawet w
bardzo niskich st¢zeniach Pb2+ (0,5 mg:0,001 dm=). Przede wszystkim zaktécenia
funkcjonowania zegara biologicznego dotyczyly dhugoéci okresu rytmu zonacyjne-
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go. Okres rytmu wydtuzat si¢ z 30 godzin w warunkach kontrolnych do 50 godz.,
a nawet 100 godz., przy czym nastgpujace po sobie okresy nie wykazywaly zadncj
regularnoéci. Pewng regularno$¢ i powtarzalno$¢ obserwowano dopiero w najwyz-
szych stgzeniach Pb2+.

Nasze pilotazowe badania nad wplywem jonéw olowiu na funkcjonowanic
zegara biologicznego wskazuja, zZe jest to jon zaburzajgcy wiele przemian metabo-
licznych u badanego organizmu, a z wstepnych badafi nad rézng zawartoscig w
grzybni w zaleznosci od warunkéw Swietlnych hodowli mozna wnioskowac, 7c
przede wszystkim zaburza on metabolizm wegla.
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Streszczenie

Badano wptyw jonéw otowiu na funkcjonowanie zegara biologicznego u
Penicillium claviforme. Stwicrdzono, ze w szerokim zakresie stgzen jony olowiu
nie wplywaly znaczgco na wzrost strzgpek i sucha mase grzybni. Natomiast zegar
biologiczny ulegat silnym zakléceniom, okres rytmu ulegal znaczgcemu wydhuze-
niu, z 30 godzin w kontroli do 100 w obecnoéci jonéw olowiu. Obserwowano
réwnie7z zmiany morfologiczne powstajacych keremiow.

THE EFFECT OFF LEAD IONS ON THE FUNCTIONING
OF THE BIOLOGICAL CLOCK IN Penicillium claviforme

Bernarda Piskorz-Bificzycka, Marta Nowak
Institute of Biology, University of Rzeszéw, Rzeszow
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Summary

Lead ions besides those of cadmium belong to the most toxic metal ions
occurring in nature. They are responsible for several distortions of metabolism,
the result of which is the inhibition of growth of cells, organs and whole plant
organisms.

They are also responsible for the disturbance in the functioning of biologi-
cal clock in fungi. Little is known on this subject at present, hence the result of
the current preliminary investigations performed on Penicillium claviforme, with
which the functioning of the biological clock has been fairly well recognised, will
provide an answer to this question.

On the basis of the performed experiments it has been found that ions of
these toxic metals in lower concentrations (from 0.001 to 2.0 mg-0.001 dm= of
the nutrient) did not essentially disturb normal functioning of the biological
clock in Penicillium claviforme. On the other hand, the higher concentrations of
lcad ions (from 0.5 to 2 mg-0.001 dm= nutrient) not only affected the morpho-
logy of the fruit-bodics, the cluster of conidiophores = coremia, but also inhibi-
ted the germination process and evidently disturbed the functioning of the bio-
logical clock. These disturbances affected first of all the length of the period,
resulting from the inhibition of the growth of mycelium.

A preliminary analysis of the disturbance of lead ions in the mycelium and
in fruit-bodies (coremia) has shown that Pb2* ions remain mainly in the edifice
mycelium and are transported upwards to the coremia only to a small extent.
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