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STRESZCZENIE

W pracy zastosowano dwie rozne biofizyczne metody badawcze celem sprawdzenia czy sa one dostatecznie czute
na wykrywanie absorpcji jonow metali cigzkich przez makrofity wodne (makroalgi Nitellopsis obtusa) w krotkim
czasie po ich ekspozycji na dzialanie tych jonéw. Obie techniki pomiarowe sa calkowicie nieinwazyjne, dzigki
czemu mozna je stosowac in vivo. Pierwsza z tych technik to monitorowanie parametrow elektrycznych roslin
za pomoca zmiennopradowego mostka elektrycznego przy uzyciu czterech elektrod zewngtrznych w roztworze
(dwoch napigciowych i dwoch pradowych). Druga technika pomiarowa polega na rejestracji ultrastabego (nie-
widzialnego gotym okiem) promieniowania elektromagnetycznego (UWL) z tych roslin w zakresie od bliskiego
ultrafioletu poprzez przedzial widzialny do bliskiej podczerwieni. Do badan testowych uzyto dwoch organicznych
zwiazkow otowiu, tj. octanu otowiu i chlorotrimetylootowiu. Zmiany wartoéci parametrow elektrycznych jak
i natgzenia emisji fotonowej roslin $wiadczyty o poborze otowiu przez rosliny z zanieczyszczonego srodowiska.
Mozliwa byta ocena czasu, po ktorym wystepowata absorpcja otowiu powodujaca zmiany w komorkach roslin-
nych na poziomie bton komorkowych, jak i oszacowanie tego poboru, ktory zalezat od zastosowanego ste¢zenia
organicznych zwigzkoéw otowiu. Wyniki badan pokazaly interesujaca zaleznos¢, a mianowicie, dla matych stgzen
organicznych zwigzkow otowiu w srodowisku, tj. ponizej 1 mM, w czasie 5-cio godzinnej ekspozycji roslin na ich
dziatanie, widoczne byly wyrazne zmiany parametrow elektrycznych komorek roslinnych, podczas gdy ultrastaba
luminescencja tych roslin pozostawata na statym poziomie. Przyktadowo dla octanu otowiu, potencjat spoczyn-
kowy btony komoérkowej w zakresie stezen 0—100 uM zmienial si¢ od -140 mV do -175 mV, a rezystancja btony
wzrastata 1,5 razy w stosunku do wartosci wyjsciowej dla stezen od 12 do 50 uM. Dla stezen zwiazkow olowiu
powyzej 1 mM, metoda elektryczna okazywata si¢ mato przydatna, gdyz pojedyncze komorki ulegaty szybkiemu
zatamywaniu si¢ w trakcie pomiarow. Intensywno$¢ ultrastabego ,,§wiecenia” roslin dla wyzszych stgzen octanu
olowiu dochodzacych do 10 mM wzrastala gwaltownie (nawet czterokrotnie) w okresie pierwszych 20 minut
ekspozycji. Natomiast dla chlorotrimetylootowiu efekt wzrostu UWL byt bardzo tagodny i nastepowat dopiero po
okoto 40 minutach od momentu ekspozycji. Tak duze st¢zenia zwiazkow organicznych ofowiu w §rodowisku sa
czynnikiem wywotujacym szok, stres organizmow roslinnych. Zwiazany jest on najprawdopodobniej z gwaltowna
erupcja wolnych rodnikow prowadzaca do peroksydacji lipidow i nieodwracalnymi zmianami letalnymi, jak suge-
ruje wielu autorow w literaturze naukowej. Szczegotowe badania biochemiczne w tym zakresie moglyby pomodc
W rozstrzygnieciu tego problemu.

Stowa Kkluczowe: ultrastaba luminescencja, chemiluminescencja, Nitellopsis obtusa, otdbw organiczny, opor
btonowy, potencjat spoczynkowy

SHORT-TERM EXPOSURE OF FRESHWATER ALGAE TO LEAD ORGANIC COMPOUNDS
STUDIED WITH NON-INVASIVE ELECTRICAL AND LUMINESCENT METHODS

ABSTRACT

In this paper the non-invasive biophysical methods were applied to assess the organic lead compounds absorp-
tion by freshwater algae Nitellopsis obtusa. Two biophysical techniques were used: the electrical method AC
bridge with four external electrodes and the luminescent with the registration of ultraweak photon radiation
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emitted by plants. They allow to study the electrical and luminescent cell membrane properties. Research was per-
formed with the lead acetate and trimethyl-lead chloride to verify whether algae cells were able to absorb Pb ions
from water medium contaminated by these compounds. When the concentration of lead acetate solution increased
up to 0—100 uM the membrane resting potential changed from -140 mV to -175 mV. On the other hand, the electri-
cal resistance of cell membrane (for 12—50 uM) increased with exposure time exceeding its starting value up to 1.5
times. In contrast to these electrical changes, the intensity of ultraweak luminescence was constant at concentra-
tions below 1 mM lead acetate. These results with comparison of literature data can suggest that there was no lipid
peroxidation in cell membranes for such organic lead compound concentrations. Chemiluminescent responses of
algae were observed in the first 5 hours of experiments for lead concentration higher than ImM. The luminescence
intensity increased immediately for both reagents, but no more than 4 times for concentrations of 1-10 mM lead
acetate. For tetramethyl-lead chloride, the luminescence intensity started to increase slowly about 40 minutes after
injection. These results with comparison of literature data may suggest lipid peroxidation in cell membrane for
higher, toxic lead concentrations. It means that higher concentrations of lead can trigger lethal processes in the liv-
ing cells. We conclude that the return of the electrical and chemiluminescent plant parameters to the starting values
(before the action of lead ions) can indicate whether living cells are able to cope with detoxifying from heavy met-
als and whether they can survive when exposed to certain concentration of lead compounds. Algae of Nitellopsis
obtusa in the first stage of exposure (5 hours) are able to accumulate organic compounds of lead without essential
perturbations only up to specified concentrations (for example 1 mM of lead acetate). For higher lead content, an
increase of ultraweak luminescence occurred which was probably associated with free radical productions and
lipid peroxidation, as many researchers suggested.

Keywords: ultraweak luminescence, chemiluminescence, Nitellopsis obtusa, organic lead, membrane resistance,

resting potential

WSTEP

Szkodliwos¢ metali cigzkich wprowadzanych
przez cztowieka do srodowiska jest dzi§ faktem
bezspornym i obszernie opracowanym w literatu-
rze naukowej. Ze wzgledu na naturalne zdolnosci
roslin do akumulacji tych pierwiastkow udaje si¢
wykorzystywa¢ organizmy ro$linne do fitoreme-
diacji gleb. Mimo zmniejszania si¢ stopnia zanie-
czyszczenia srodowiska w Polsce [Gruca-Kroéli-
kowska & Wactawek 2006], wcigz w rolnictwie
mamy do czynienia ze stosowaniem nawozow
(tak mineralnych jak i organicznych) oraz $rod-
kéw ochrony roslin. Odpady $ciekowe, przemy-
stlowe itp. poprzez gleby i powietrze przedostaja
sie takze do akwenow wodnych z obszarow zlew-
ni. W $rodowisku wodnym zanieczyszczenia te
maja tendencje do gromadzenia si¢ w makrofitach
1 osadach dennych jezior oraz w ujsciach rzek
[Pawlowski 2011]. Najwigksze zagrozenie dla
srodowiska w Polsce pod wzgledem ilosci meta-
li cigzkich emitowanych antropogennie stwarza
energetyka, ktora korzysta z wegla kamiennego
1 brunatnego. Swoéj niematy wktad w zanieczysz-
czeniu wod powierzchniowych majg zanieczysz-
czenia pylowe, ktorych zrédtem oprocz elektrow-
ni sg tez zaktady przemystowe. I tak na przyktad
waznym zrodlem uwalniania otowiu do srodowi-
ska sg zaktady produkujace baterie i akumulato-
ry, powtoki kabli, emalie, polewy, farby, lakiery
szkla, oraz krysztaly. Z gleb i wod metale ciezkie

jak i inne czasteczki toksyczne przedostajg si¢ do
fancucha pokarmowego: roslina-zwierze-czto-
wiek, mogac akumulowa¢ si¢ w kazdym z tych
organizmoéw do poziomu toksycznego. Aby chro-
ni¢ si¢ przed toksycznym efektem zaabsorbowa-
nych jondéw metali cigzkich, organizmy roslinne
uruchamiaja réznorodne mechanizmy obronne
w swoich komorkach. Nalezg do nich: adsorpcja
na S$ciankach komorkowych, kompartmentacja
w wakuolach, wzmocnienie aktywnego wydala-
nia jondéw lub indukcja zwigkszonej ilosci chela-
tow metali, czyli zwigzkow biatka typu metalo-
tionein i fitochelatyn, a takze roznych zwigzkoéw
organicznych (cytryniandw) i nieorganicznych
(siarczkéw) [Gupta i in. 2013a].

Obiektem przedstawionych w tej pracy badan
sg ro$liny Nitellopsis obtusa (ramienice). Nale-
73 one do najwyzej uorganizowanych glonow.
Wystepowanie gk ramienicowych w akwenach
wodnych wskazuje na wlasciwie natlenienie za-
rowno wod naddennnych jak i powierzchniowej
warstwy osadéw. Uwaza si¢ nawet, ze ramienice,
a zwlaszcza gatunki duze (o $rednicy niby-tody-
gi wigkszej niz 1 mm), ktore wystepuja glebiej,
naleza do ro$lin najwrazliwszych na proces eu-
trofizacji oraz innych przeksztatcen ekosys-
temow wodnych [Petechaty & Pukacz 2008].
Wraz ze wzrostem zyzno$ci, a tym samym mgt-
nosci wody ramienice zanikaja, stad uznawane
sa powszechnie za bioindykatory wod czystych,
od oligo- do staboeutroficznych. Jednak sg one
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nie tylko symptomem dobrego stanu ekosyste-
mu wodnego, ale majg swdj udziat we wzroscie
1 utrzymaniu czysto$ci wod. Zwigkszajg miano-
wicie sedymentacje czasteczek do osadu z toni
wodnej i tworzac geste taki przeciwdzialaja pro-
cesowi odwrotnemu, czyli unoszeniu si¢ czaste-
czek z osadu do toni. W ten sposob przyczyniaja
si¢ do wzrostu przezroczystosci wod.

Welsh i Denny [1980] stwierdzili duzg wraz-
liwos¢ roslin Nitellopsis obtusa na absorpcje
metali ciezkich, w tym olowiu i miedzi, gtow-
nie poprzez wychwyt ich jonow ze srodowiska
wodnego przez tzw. niby-todygi. Gomes i Ase-
ada [2010] zwrocili szczegdlna uwage na gatunki
Charophyta, ktérych $cianki sa pokryte (inkru-
stowane) weglanem wapnia nazywajac je wrecz
hiperakumulatorami metali ciezkich z osadow
dennych. Wplyw zwigzkow organicznych meta-
li cigzkich na funkcjonowanie zywych struktur
badali miedzy innymi: Llamas i in. [2008], Shar-
ma i Dubey [2005], Manusadzianas i in. [2002],
Seregin 1 Ivanov [2001], Przestalski i in. [2000].
Zmiany w elektrycznych wilasnosciach komorek
biologicznych eksponowanych na zwiazki me-
tali ciezkich byly badane przez: Gramigini i in.
[2009], Miskiewicz 1 in. [2010], Kurtyka i in.
[2011], Trela i in. [2012].

Gupta i1 in. [2013b] szeroko udokumento-
wali, ze toksyczno$¢ otowiu we wczesnej fazie
jego pochtaniania przez ro$liny polega na wy-
generowaniu duzej ilosci wolnych rodnikow, co
prowadzi do tak zwanego stresu oksydacyjnego
w komorkach ro$linnych. Z kolei wiadomo, ze
pewna cze$¢ wolnych rodnikéw oraz produktow
reakcji zwigzanych ze stresem wystepuje w sta-
nach wzbudzonych i dezaktywacja tych stanow
prowadzi do emisji kwantow promieniowania
elektromagnetycznego. Ma to swoje odzwiercie-
dlenie w zmianach intensywnosci ultralabej lumi-
nescencji (UWL — ultraweak luminescence). Jest
to promieniowanie z zakresu od bliskiego ultra-
fioletu, poprzez cz¢$¢ widzialng widma, do bli-
skiej podczerwieni (300—-1300 nm), o bardzo ma-
tym natezeniu, rejestrowane tylko przez niezwy-
kle czute detektory. Natezenie takiej emisji foto-
nowej lezy daleko ponizej energetycznego progu
czutosci ludzkiego oka [Cifra & Pospisil 2014].

Marchlewicz 1 in. [2004] wykryli, Ze wyni-
kiem stresu oksydacyjnego powstalego na skutek
ekspozycji zywych komorek na dzialanie orga-
nicznych zwigzkéw otowiu jest peroksydacja li-
pidéw (tancuchowy proces wolnorodnikowy). Co
wiecej, znalezli oni korelacje pomiedzy pozioma-
minatezenia UWL a stezeniami zwigzkow otowiu.
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W pracy podjeto probe zastosowania dwoch
réznych biofizycznych metod: elektrycznej oraz
chemiluminescencyjnej celem sprawdzenia czy
okaza si¢ one dostatecznie czute na wykrywanie
pochtaniania jonéw olowiu przez makroalgi Ni-
tellopsis obtusa w krotkim czasie po ekspozycji
ro$lin na dziatanie tych jonow. Obie techniki po-
miarowe sg nieinwazyjne, dzigki czemu mozna je
stosowac in vivo. Badano, czy rejestracja nateze-
nia UWL w pierwszym etapie wchtaniania jonow
otowiu przez rosliny (do pieciu godzin) wykaze
zauwazalne zmiany w intensywnosci $wiecenia,
a jesli tak, to dla jakich stezen i po jakim czasie
od podania reagenta. Interesujagcym byto rowniez
monitorowanie parametréow elektrycznych btony
komorkowej tych roslin po podaniu zwigzkow
otowiu. Do badan wybrano dwa zwiazki rozpusz-
czalne w wodzie: 1) octan olowiu zawierajacy
otéw na drugim stopniu utlenienia i dziatajacy
bardzo toksycznie na organizmy wodne, 2) chlo-
rotrimetylootdw, stabiej rozpuszczalny w wodzie,
bedacy bardzo silnym utleniaczem (czwarty sto-
pien utleniania otowiu).

W $wietle przedstawionych danych literatu-
rowych zmiany w poziomie natgzenia ultrastabe;j
luminescencji powinny wykaza¢ po jakim czasie
od podania zwiazkéw otowiu nastepuje reakcja
ro$lin na zadany reagent oraz jak jest ona silna
i na ile specyficzna przy réznych zwiazkach oto-
wiu. Pomiary parametrow elektrycznych komo-
rek powinny pomoc w ustaleniu na ile zwigzki
otowiu oddziatuja na btony komorkowe roslin.

MATERIALY | METODY

Materiat badany

Badania przeprowadzono w warunkach in
vivo na komorkach glonow gatunku Nitellopsis
obtusa (Desv. in Lois.) J.Gr. z rodziny Chara-
ceae (gromada Charophyta). Rosliny pobierane
byly z jeziora Zaglgbocze (51°25°N, 23°01’E)
nalezacego do pojezierza Leczynsko-Wtodaw-
skiego znajdujacego si¢ w rejonie Lubelskiego
Zaglebia Weglowego w Polsce. Glony w labora-
torium hodowane byly przy naturalnym os$wie-
tleniu (dzien — noc) w temperaturze 18-20 °C.
Sktad wody jeziorowej w akwarium, w ktorym
przetrzymywane byty rosliny wynosit (mM/dm?):
Na* - 0.23, K* - 0.7, CI" — 0.19, Ca** — 0.82,
Mg?-0.01, pH ="7.8.
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W celu wykonania pomiaréw luminescencyj-
nych rosliny wktadano do ptlaskich cylindrycz-
nych naczynek przeznaczonych do umieszczenia
w $wiattoszczelnej komorze aparatury pomiaro-
wej. Probka zawierala pojedyncze rosliny w ilo-
$ci ok. 30 komorek migdzyweztowych. Naczynia
z komorkami zalewano roztworem APW (arti-
ficial pond water) w ilosci 18 ml, ktorego sktad
wynosit: 0,1 mM KCL, 0,1 mM NaCl, 0,1 mM
CaCl,, buforowanym 20 mM Hepesem. Wartos$¢
pH roztworu ustalano na poziomie 7,4 — 7,5 za
pomoca 10% NaOH. APW tworzono na bazie
wody redestylowanej. Dodatkowo przed roz-
poczgciem pomiaréw rosliny przetrzymywano
przez jedng godzing w roztworze z antybiotyka-
mi: 10 pg/cm? streptomycyny i 20 pg/cm’ peni-
cyliny G [Gedziorowska 1983] w celu uniknigcia
rejestracji luminescencji z bakterii znajdujgcych
si¢ na $ciankach roslin.

Przed pomiarami elektrycznymi ros$liny
przeptukiwano pod biezaca woda, a nastepnie
kondycjonowano przetrzymujac przez kilka
godzin w APW.

Do badan uzyto dwoch rozpuszczalnych
w wodzie zwiazkéw otowiu: octan otowiu
Pb(CH,COO),w zakresie stgzen 6-10° M —
10-10° M oraz chlorotrimetylootow (CH,),PbCl
w zakresie stezen 0.1-10° M —25-10° M.

Pomiary chemiluminescencyjne

Metoda zastosowana w badaniach chemilu-
minescencyjnych polegala na pomiarach ultrasta-
bej luminescencji (UWL) o intensywnosci 10-10*
fotonowxs'xem? z wykorzystaniem techniki
Single Photon Counting (SPC) w zakresie spek-
tralnym 340-700 nm. Jako detektor fotonow za-
stosowano czuly i niskoszumowy fotopowielacz
THORN EMI-9598A chtodzony do temperatury
265 K. Opis aparatury przedstawiono w pracy
Jaskowska i in. [2001].

Przed pomiarami probki z roslinami bytly
przetrzymywane kilkanascie godzin w §wiattosz-
czelnej komorze aparatury pomiarowej w celu
wys$wiecenia dtugotrwajgcej luminescencji indu-
kowanej $wiatlem. Taki zabieg umozliwial po-
miar spontanicznej ultrastabej emisji fotonowej
generowanej przez stany wzbudzone czasteczek
bedacych produktami reakcji chemicznych po-
chodzacych z wnetrza komorek.

Czas zliczen impulsow wynosit 1 minu-
te, zarowno dla probek roslin z reagentem jak
i dla mierzonych roéwnolegle probek kontrol-

nych roslin w APW. Po kilkudziesigciu minu-
tach od rozpoczgcia pomiarow UWL z komo-
rek umieszczonych w 18 ml APW, do naczynia
z badanymi roslinami dodawano 2 ml roztworu
zwigzku o takim stgzeniu aby osiggnac¢ zadane
koncowe stezenia bioczynnika. Do probki kon-
trolnej roslin dodawano 2 ml czystego APW.
Pomiary trwaty okoto 5 godzin.

Przed rozpoczeciem wilasciwych pomiarow
z ro$linami, przeprowadzono serie pomiarow te-
stowych bez roslin, majacych na celu okreslenie
ewentualnego wplywu stosowanych reagentow
dodawanych do APW, na mierzone tto UWL. Po-
miary te nie wykazaty istotnych zmian tta UWL
po dodaniu zwigzkow otowiu do APW.

Srednie tlo ultrastabej luminescencji dla
APW wynosito 800-1000 imp/min, za$ wzgled-
na niepewnos$¢ standardowa dla tych pomiardéw
nie przekraczata 1%. Quasistacjonarne nate-
zenie UWL roslin przed podaniem reagenta
byto okoto 2-krotnie wyzsze od tla i uzyskiwa-
na wzgledna niepewnos$¢ standardowa pomiaru
nie przekraczata 2.5%.

Pomiary elektryczne

Pomiary rezystancji elektrycznej bton komor-
kowych pojedynczych komorek Nitellopsis obtu-
sa przeprowadzono przy uzyciu zmienno-prado-
wego mostka RC za pomoca 4 elektrod zewngtrz-
nych stosujac prad 2 pA/cm? o statej czestotliwo-
$ci 70 Hz. Testy na kontrolnych roslinach wyka-
zaty, ze taki prad nie powoduje obserwowalnych
zmian w strukturze i funkcjonowaniu komorek.

W eksperymencie konieczne bylo zastoso-
wanie komorek roslinnych o dtugosci okoto 10
cm, czyli dluzszych niz te stosowane w pomia-
rach chemiluminescencyjnych. Byto to podyk-
towane metodyka eksperymentu, ktora zaktada-
ta pomiary przeprowadzane dla kilku réznych
polozen naczynka pomiarowego przesuwanego
wzdhuz komorki. Detale uktadu mostkowego,
zasadnos$¢ stosowania powyzej podanych pa-
rametrow pradu oraz sposob okreslenia warto-
$ci oporow blony i wnetrza komorki z zasto-
sowaniem rozsuwanych naczynek podane sg
w pracy Zotnierczuka [1971].

Drugim mierzonym parametrem elektrycz-
nym btony komorkowej jest potencjat spoczyn-
kowy, ktéry definiowany jest jako ustabilizo-
wana roznica potencjaldow miedzy otoczeniem
i wnetrzem komorki. Parametr ten mierzy si¢
przy pomocy mikroelektrody wprowadzanej do
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komorki i elektrody odniesienia umieszczone;j
W roztworze stanowigcym otoczenie komorki.
W naszych badaniach uzywali$my mikroelektro-
dy ze szkta pyreksowego wypetionej roztworem
KCI - 3 mol/dm® oraz elektrody odniesienia wy-
konanej ze srebra i powlekanej galwanicznie po-
wtoka chlorku srebra. Mikroelektrode o $rednicy
konca 2 mikrometry umieszczano precyzyjnie
w komorce za pomocg specjalnego mikroma-
nipulatora pod mikroskopem $§wietlnym. Przed
umieszczeniem mikroelektrody w komorce, na-
pigcie miedzy mikroelektrodg a elektroda od-
niesienia bylo kompensowane do zera. Do po-
miarow wybierane byty nieco wigksze komorki
co zapewniato wickszg precyzje wprowadzania
mikroelektrody oraz szybszg stabilizacje parame-
tréw elektrycznych po naktuciu.

WYNIKI

Pomiary chemiluminescencyjne

Pomiary ultrastabej luminescencji przepro-
wadzono dla roslin Nitellopsis obtusa poddanych
dziataniu obu organicznych zwigzkoéw otowiu
o stezeniu z zakresu 6 uM — 100 uM. Nie stwier-
dzono jednak zauwazalnych zmian nat¢zenia
UWL w czasie trwania eksperymentu, tj. przez
okres pigciu godzin. Dopiero wyzsze koncen-
tracje bioczynnikéw — 1 mM lub 10 mM octanu
otowiu oraz 10 mM i 25 mM chlorotrimetylooto-
wiu — spowodowaty oczekiwane reakcje w posta-

ci wzrostu nat¢zenia ultrastabej luminescenciji.
Kinetyke zmian nat¢zenia UWL w funkcji czasu
po ekspozycji komorek roslinnych na dziatanie
octanu otowiu o stezeniu odpowiednio 1 mM
i 10 mM przedstawiono na rysunkach 11 2.
Wyniki pomiaréw sg prezentowane jako na-
tezenie wzgledne UWL, co oznacza, ze od zare-
jestrowanego nat¢zenia UWL roslin odejmowano
najpierw nat¢zenie UWL tla rejestrowanego row-
nolegle. Nastepnie obliczano stosunek natgzenia
UWL probki (I) do $redniej wartosci natgzenia
UWL sprzed podania reagenta (I ), przez co otrzy-
mywano natezenie wzglgdne UWL roslin (I/1 ).
W obu przypadkach (rys. 1 i 2) reakcja roslin
byta natychmiastowa — nastgpowat wzrost inten-
sywnosci emisji ultrastabego promieniowania,
a maksimum nat¢zenia wystepowato po 12 — 22
minutach od momentu ekspozycji roslin na otoéw.
Maksymalne natezenie emisji dla 10 mM octanu
olowiu bylo 3,8 razy wigksze od poziomu nate-
zenia emisji spontanicznej nietknigtych komorek,
adla 1 mM — tylko 1,4 razy wicksze. Warto pod-
kresli¢, ze przy 1 mM stezeniu jondw olowiu po
uptywie okoto 4 godzin poziom emisji promie-
niowania powro6cit do poczatkowej wartosci.
Kinetyka wy$wiecania standw wzbudzonych
atomow 1 czasteczek dla 10 mM roztworu octanu
olowiu byta odmienna. Po poczatkowym gwat-
townym wzroscie i spadku (20 min), przez nastep-
ne poéltorej godziny obserwuje sie lekki wzrost
poziomu $wiecenia (I/I| = 2.8). Jednak w dalsze;
fazie eksperymentu (kolejne 2 godziny) emisja
fotonéw zmniejszyta si¢ i na koniec przekracza-
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Rys. 1. Wzgledne natezenie ultrastabej luminescencji (UWL) dla reprezentatywnej probki roslin
Nitellopsis obtusa po ekspozycji na dzialanie 1 mM octanu olowiu — zliczenia 1 minutowe. Wzgledna
niepewnos¢ standardowa po dodaniu reagenta nie przekraczata 10 %

Fig. 1. Relative intensity of ultraweak luminescence (UWL) of the Nitellopsis obtusa representative sample
exposed to the action of 1 mM lead acetate (one minute counts). Relative standard uncertainty after the addition
of reagent is not more than 10 %
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Rys. 2. Wzgledne natezenie ultrastabej luminescencji (UWL) reprezentatywnej probki roslin Nitellopsis obtusa
po ekspozycji na dziatanie 10 mM octanu otowiu. Kazdy punkt reprezentuje $rednia z 3 jednominutowych
pomiarow. Wzgledne niepewnosci standardowe w poblizu maksimum oraz na koniec pomiaru nie przekraczaja
odpowiednio 10 %15 %

Fig. 2. Relative intensity of UWL of the Nitellopsis obtusa representative sample exposed to the action of 10
mM lead acetate. Each point represents mean value of three one minute measurements. Relative standard uncer-
tainties near maximum and at the end of the measurement are not more than 10 % and 5 % respectively

ta poczatkowa wartos¢ tylko dwukrotnie. Wyniki
pokazane na rysunkach 112 sa odpowiedzig che-
miluminescencyjng reprezentatywnych pojedyn-
czych probek zawierajgcych kazda po 30 komo-
rek. Aby nie zaciera¢ charakteru przebiegu zmian
w intensywnosci UWL, nie usredniano rezultatow
dla wielu probek. Z przebadanych 12-tu probek,
podobny charakter zmian w odpowiedziach na Pb
w stezeniu 10 mM wykazywato 8 probek. Cztery
mialy przebiegi zblizone, ale o mniejszych warto-
sciach maksymalnych natezen UWL.

Badania wplywu innego zwigzku ofo-
wiu — chlorotrimetylootlowiu — na odpowiedzi
chemiluminescencyjne roslin Nitellopsis obtusa
rozpoczgto od roztworu o stezeniu 1 mM. Nie za-
obserwowano jednak znaczacych zmian w emisji
fotonowej roslin w okresie 5 godzin po podaniu
reagenta. Natomiast dla stezenia 10 mM w tym
samym czasie stwierdzono 10-krotny wzrost I/I_
bez pojawienia si¢ tendencji spadkowej w emisji
fotonéw (rys. 3). Uzyto zatem roztworu o wigk-
szym stezeniu Pb, tj. 25 mM. W tym przypad-
ku po 4.5 godzinach eksperymentu zaobserwo-
wano maksimum emisji (I/I, = 60), po ktérym
pojawit sie jej spadek.

Warto zauwazy¢, ze po dodaniu chlorotrime-
tylootowiu o stezeniu 10 mM rosliny przez okres
okoto 50 minut nie reagowaly wzrostem ultrasta-
bej emisji, w przeciwienstwie do reakcji natych-
miastowej przy tym samym stezeniu 10 mM dla
octanu otowiu. Natomiast dla stezenia 25 mM
chlorotrimetylootowiu widoczny jest (w powigk-
szonym fragmencie na rys. 3), natychmiastowy

wzrost emisji fotonowej osiggajacy w pierw-
szej fazie poziom ok. 1,6 krotno$ci natezenia
sprzed podania reagenta.

Pomiary elektryczne

Rezultaty pomiarow parametrow elektrycz-
nych blon komorek Nitellopsis obtusa ekspo-
nowanych na dziatanie octanu otowiu o stgze-
niach 6, 12, 25, 50 i 100 uM przedstawiono
na rysunkach 4 i 5.

Potencjal spoczynkowy bton mierzono wy-
konujac po 6 serii pomiarowych dla kazdego
stezenia reagenta. Jak widac¢ (rys. 4) wartosc¢
bezwzgledna potencjatu spoczynkowego rowna
poczatkowo 140 mV wzrasta wraz ze wzrostem
koncentracji jonéw Pb w roztworze. Dla duzych
stezen otowiu wzrost ten wynosi okoto 25 % da-
jac warto$¢ potencjatu 175 mV.

Zbadano roéwniez wzgledne zmiany oporu
elektrycznego btony komorkowej roslin w funk-
cji czasu dla roznych stezen octanu otowiu, co
ilustruje rysunek 5. Pomiary przeprowadzono dla
czterech stezen z przedzialu 6 — 50 uM wykonu-
jac po 12 serii pomiarowych dla kazdego stezenia.
Wartos¢ oporu elektrycznego bton przed dozowa-
niem reagenta mieScila si¢ w granicach 8§ — 25
kQ-cm?. Ze wzgledu na jego roznigce si¢ warto-
$ci dla poszczegolnych komorek, nalezato zmia-
ny oporu odnies¢ do jego wartosci poczatkowych.
Dlatego na rysunku 5 przedstawiono wzgledne
warto$ci oporu, tj. stosunek oporu blony po eks-
pozycji na dziatanie reagenta (R) do oporu btony
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Rys 3. Wzgledne natgzenie ultrastabej luminescencji (UWL) reprezentatywnych prébek roslin Nitellopsis obtusa
po ekspozycji na dziatanie 10 i 25 mM chlorotrimerylootowiu. Kazdy punkt reprezentuje $rednig z 3 jednominu-
towych pomiarow. Wzgledna niepewnos$¢ standardowa po dodaniu reagenta nie przekraczata 10%

Fig. 3. Relative intensity of UWL of the Nitellopsis obtusa representative sample exposed to the action of 10 and
25 mM trimethyl-lead chloride. (Each point represents mean value of three one minute measurements). Relative
standard uncertainty after the addition of reagent is not more than 10%
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Rys. 4. Zaleznos¢ potencjatu spoczynkowego (V)

komorek Nitellopsis obtusa od stezenia (C) octanu

olowiu. Kazdy punkt odpowiada $redniej wartosci
z 6 pomiaréw. Zaznaczono niepewnosci standardowe

pomiarow

Fig. 4. Correlation of resting potential (V) of Nitel-
lopsis obtusa cells versus concentrations (C) of lead
acetate. Each point is average value of 6 cells meas-
urements. The standard uncertainty for each point is

plotted

komorki przed ekspozycja (R ). Szes¢ godzin po
zastosowaniu reagenta opor elektryczny bton dla
roztworu o najnizszym st¢zeniu wyjatkowo zma-
lat 0 13%, podczas gdy dla pozostatych koncen-
tracji wzrost o 11 — 20%. Przy dtuzszych czasach
ekspozycji i wyzszych stezeniach otowiu (25 uM
1 50 uM) na rysunku 5 nie zaznaczono punktow,
poniewaz komorki nie przezywaty 42 godzin eks-
pozycji na dziatanie reagenta.
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Rys. 5. Zaleznos¢ wzglednego oporu btonowego
komorek Nitellopsis obtusa od czasu dla r6znych
stezen octanu otowiu. Kazdy punkt stanowi $rednig
z 12 pomiaréw. Zaznaczono niepewnosci standardo-
we pomiarow
Fig. 5. Changes of relative cell membrane resistance
of Nitellopsis obtusa cells as a function of time for
different concentrations of lead acetate. Each point is
average value of 12 cells measurements. The standard
uncertainty for each point is plotted

DYSKUSJA | WNIOSKI

We wczesnym stadium absorpcji  otowiu
przez makrofity Nitellopsis obtusa, tzn. w okresie
5-ciu godzin od podania reagentéw nie wykryto
zmian w natezeniu emisji ultrastabego promie-
niowania dla nizszych koncentracji organicznych
zwigzkow otowiu, tj. w zakresie stezenia od 6 uM
do 0,1 mM octanu otowiu oraz od 6 UM do 5 mM
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dla chlorotrimetylootowiu. Dopiero po podaniu
wigkszych dawek do roslin, tj. od 1 mM do 10
mM octanu otowiu oraz od 10 mM do 25 mM dla
chlorotrimetylootowiu, zaobserwowano zmiany
w intensywnosci ultrastabego §wiecenia (rys. 1,
2 1 3). W czasie 5-cio godzinnego czasu trwania
eksperymentu po zadaniu 1 mM octanu otowiu
do probek z roslinami, wzrost nat¢zenia UWL byt
niewielki oraz przemijajacy — warto$¢ natezenia
stopniowo wracata do poczatkowego poziomu
Swiecenia roslin (rys. 1).

W celu sprawdzenia, czy penetracja otowiu
do komorek Nitellopsis obtusa po zadaniu matych
stezen octanu olowiu (ponizej 1 mM) jest w sta-
nie wywota¢ peroksydacje lipidow blony, uzyto
metod elektrofizjologicznych. Za ich pomoca
badano parametry elektryczne komorek tj. opor
elektryczny btony komorkowej oraz jej poten-
cjat spoczynkowy. Richter [1978] stwierdzit, ze
jesli ma miejsce peroksydacja lipidow blony ko-
morkowej, jej opor elektryczny maleje. Rysunek
5 wskazuje, ze przy stezeniach od 12 do 50 uM
octanu olowiu nastgpuje wzrost wzglednego opo-
ru elektrycznego blony komorkowej badanych
ros$lin. Wyniki te sugeruja, ze moze rzeczywiscie
dla stezen mniejszych od 1 mM octanu otowiu nie
nastepuje peroksydacja lipidow w btonie, co po-
twierdzalby uzyskany wynik braku zmian inten-
sywnosci UWL. Potwierdzaja to rowniez wyniki
pomiardéw potencjatu spoczynkowego btony dla
stezen octanu otowiu ponizej 1 mM (rys. 4). Po
zadaniu tego reagenta nastgpowata hiperpolary-
zacja btony komorkowej zamiast spodziewanej
depolaryzacji, ktora jak wiadomo towarzyszy
zjawisku peroksydacji lipidow.

Pokazane na rysunku 5 obnizenie warto$ci
oporu elektrycznego btony komoérkowej po po-
daniu 6 uM octanu otowiu jest trudne do wyttu-
maczenia. Zrozumienie tego zjawiska wymaga
dalszych badan. Dla stezen wyzszych niz 50 pM
w badaniach przy uzyciu mostka zmiennoprado-
wego nastgpowato zmniejszenie turgoru komorek
co uniemozliwialo przesuwanie naczynka wzdtuz
komorki i tym samym pomiar oporu stawal si¢
niemozliwy do przeprowadzenia.

Zmiany w natezeniu UWL, jak podaja Tur-
rens [1988], Stawinski i in. [1998], Pospisil i in.
[2014] sa odzwierciedleniem wzrostu wolnych
rodnikéw, peroksydacji lipidow i stresu oksyda-
cyjnego w zywych organizmach. Peroksydacja
lipidow moze by¢ wywotana zwigzkami metali
cigzkich, m. in. otowiu [Gupta i in. 2013a, Pinto
iin. 2003, Shadid i in. 2014].

Wydaje si¢ oczywiste, ze w pierwszej fazie
absorpcji otowiu przez glony Nitellopsis obtusa
jony otowiu sg magazynowane w $ciankach ko-
moérkowych roslin. Gléwny mechanizm sorpcji
kationéw metali cigzkich ogolnie przez biomase
glonow to wymiana jonowa pomig¢dzy roztwo-
rem a plechg [Ahmady-Asbchin i in. 2008, Go-
khale i in. 2008, Klos & Rajfur 2013]. Na bazie
przeprowadzonych badan przez Davisa [Davis
i in. 2003] wykryto, ze $cianki komoérek glonow
sa zbudowane nie tylko ze sktadnikéw organicz-
nych, ale zawieraja takze np. jony Na*, K*, Ca*"
i Mg?*. Podczas sorpcji jonow Pb?* przez glony,
w roztworze, w ktorym byly zanurzone, stwier-
dzono wzrost zanieczyszczenia wapniem. Proces
wymiany metali cigzkich z jonami wapnia (CaX,)
moze by¢ opisany za pomocg stechiometryczne-
go rownania (Matos i in. 2009):

Pb* +CaX, < Ca™ + PbX, (1)

Dla wyzszych koncentracji octanu otowiu
(wigkszych niz 1 mM) moze pojawi¢ si¢ proces
saturacji olowiu w S$ciankach komodrkowych.
Wtedy jony otowiu zaczng by¢ transportowane
przez blone do komorki powodujac peroksy-
dacje¢ lipidow btony, ktoérej towarzyszy wzrost
natezenia UWL w pierwszych 20 minutach
ekspozycji (rys. 112).

O ile stezenie 1 mM octanu olowiu nie sta-
nowito jeszcze duzego zagrozenia dla ro$lin (po-
ziom $wiecenia komodrek powracat do wartosci
poczatkowej), o tyle zarowno 10 mM tego zwigz-
ku oraz 10 mM i 25 mM chlorotrimetylootowiu
powodowato nieodwracalne zmiany w funkcjo-
nowaniu komoérek (zatrzymanie ruchu cytopla-
zmy a w dalszej kolejnosci $mier¢ komorek). Ba-
dania Sousa & Soares [2014] oraz Wu i in. [2008]
pokazaty, ze organiczne pochodne otowiu zatrzy-
mujg fosforylacje oksydacyjng zachodzacg w mi-
tochondriach oraz blokujg aktywno$¢ fotosyntezy
u roslin. W obu przypadkach moze to prowadzi¢
do upos$ledzenia w funkcjonowaniu komorek
a nawet do ich $mierci.

O zmianach w przepuszczalnosci jondow na
btonie moga $wiadczy¢ zmiany w wartosciach
oporu elektrycznego i potencjatu spoczynkowe-
go blony po dodaniu octanu otowiu. Uzyska-
ny wzrost wartosci oporu §wiadczy o obnizeniu
przewodnictwa btonowego dla trzech podstawo-
wych jonow: K*, Na® i Cl". Moze si¢ to wigzac
z wymiang, wspomniang wyzej, jonow Ca>" na
jony Pb** w $ciance komodrkowej. Jony otowiu
powoduja obnizenie aktywnos$ci enzymatycznej
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btonowej pompy sodowo-potasowej odpowie-
dzialnej za transport jonow K* i Na® [Gramigni
iin. 2009, Kurtyka i in. 2011].

Drugi zwigzek otowiu (chlorotrimetylootow)
dysocjuje najprawdopodobniej na jony: CI
i (CH,)’Pb". Jon organiczny otowiu atakuje btong
o wiele wolniej (na rysunku 3 widoczne opdznie-
nie wzrostu luminescencji), lecz skutki jego dzia-
fania w czasie 5-ciu godzin od zadania reagenta sa
bardzo duze. Poziom §wiecenia przy stezeniu 25
mM wzrasta sze$¢dziesigciokrotnie, co wskazuje
na nekrotyczne procesy majace miejsce w rosli-
nach po zadaniu tego reagenta.

Konkludujac nalezy odnotowac, ze obserwa-
cja zmian zarowno parametrow elektrycznych jak
i luminescencyjnych, komorek roslin Nitellopsis
obtusa po ich ekspozycji na dzialanie uzytych
zwigzkéw otowiu jest mozliwa, ale w réznych
zakresach stezen: dla matych koncentracji odpo-
wiednie sg metody elektryczne natomiast dla du-
zych stezen (toksycznych) — metoda luminescen-
cyjna. Wazne, ze obie metody moga by¢ uzyte
i,,wyczuwaja” zmiany okreslonych parametrow
w pierwszej fazie ekspozycji organizméw roslin-
nych na dziatanie zanieczyszczen; w tym wypad-
ku organicznych zwigzkéw otowiu.

Warto rozszerzy¢ badania na dluzszy okres
obserwacji (powyzej 5 godzin) oraz znalez¢ naj-
mniejsze stezenia krytyczne, po przekroczeniu
ktorych nastgpuja zmiany nieodwracalne w zy-
wych komoérkach. Cenne bytoby takze wzboga-
cenie badan poprzez wiaczenie metod bioche-
micznych. Warto bytoby rowniez sprawdzi¢ po-
chlanianie tych zwigzkow przez glony po uprzed-
nim poddaniu ich antyoksydantom, takim jak np.
kwas askorbinowy, B-karoten i a-tokoferol.
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