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1. Wstep

Wiele ros$lin, w tym znaczna czg$¢ glonow bedacych pierwszymi
producentami w tancuchu pokarmowym biocenoz wodnych, wykazuje
duza wrazliwos$¢ na negatywne czynniki srodowiska. Uwaza sig, ze reak-
cje tych organizmoéw moga stanowi¢ kryterium dla oceny stanu §rodowi-
ska wodnego. Na przyktad, zanikanie najdalej schodzacych w glab jezior
ramienicowych lak podwodnych $wiadczy o przekroczeniu w zbiorniku
granicznego stgzenia biogendow docierajacych ze zlewni (i tak w przy-
padku fosforanow, jak zaobserwowano, wystarczy do tego stezenie fos-
foru na poziomie 0,02 mg/l [17]). Skutkiem tego niektore gatunki ramie-
nic sg juz gatunkami rzadkimi lub zagrozonymi w skali kraju.

Aktualne trendy w nauce powigzane sa z rozwijaniem idei zréw-
nowazonego rozwoju jako najlepszej drogi dla zaspakajania potrzeb spo-
teczenstw z jednoczesna ochrona geoekosysteméw. Umozliwienie tego
wymaga przeprowadzenia rozmaitych analiz. Warto na przyktad podja¢
badania wybranych zagadnien zwigzanych z antropopresja, rOwniez na
poziomie jednego gatunku. Wszystkie organizmy zywe wykazuja wia-
sciwg dla siebie homeostazg. Odzwierciedla ona utrzymywanie trwatosci
struktury 1 wtasciwych funkcji organizméw pomimo statych lub przy-
padkowych niewielkich zmian, czgsto o charakterze okresowym, wywo-
tanych endo- badz egzogennie. Zmiany te, cho¢ prowadza do pewnych
zaburzen homeostazy, moga by¢ w pelni odwracalne. Jednak silne po-
nadprogowe bodzce zewngtrzne (szczegoOlnie zwigzane z antropopresja)
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moga rowniez zmienia¢ stan homeostazy w sposob catkowicie nieodwra-
calny. Prowadza w ten sposob do znacznego upos$ledzenia poszczegdl-
nych organizmdw, a nawet $§mierci catej ich populacji.

Powszechnie znane jest zjawisko bioluminescencji, czyli intensyw-
nego §wiecenia niektorych obiektow biologicznych, np. robaczkow §wig-
tojanskich Lampyridae. Jest ono z powodzeniem wykorzystywane do
oceny stopnia zanieczyszczenia wod [3, 14] 1 w chwili obecnej Microtox
jest powszechnie dostgpnym i uzywanym na szeroka skalg biotestem
wykorzystujacym bakterie bioluminescencyjne [7, 13].

Natomiast mato znanym zjawiskiem towarzyszacym w sposob cia-
gly procesom zachodzacym w stanie rownowagi dynamicznej zywych
komorek jest ultrastaba luminescencja (USL). Jej natgZenie jest mniejsze
od progu czutosci ludzkiego oka, a wigc nie jest rejestrowane wzrokowo.
Luminescencja ta jest najcze$ciej skutkiem chemicznego wzbudzenia,
a nastgpnie relaksacji promienistej bardzo matej ilosci elektronowo
wzbudzonych stanéw, gtownie tlenu singletowego i grup karbonylowych
w roznych strukturach i na réznym stopniu uorganizowania komorek
zywych. Tworzenie si¢ tych fotonéw w uktadzie biologicznym trwa nie-
przerwanie, podobnie jak np. blona komoérkowa nieustannie wytwarza
roéznicg potencjatow. Jesli organizm funkcjonuje w sposob niezaktocony
i zachowuje homeostazg, to emisja fotonow jest quasi-stacjonarna i mi-
nimalna, tak jak i r6znica potencjalow na btonach komérkowych w tych
warunkach utrzymuje si¢ na ustalonych najnizszych poziomach. Jesli zas
nastepuje zaburzenie homeostazy poprzez czynniki Srodowiskowe, to
znajduje to odzwierciedlenie w zmianach ultrastabego $wiecenia [2, 10,
12, 15]. Promieniowanie elektromagnetyczne emitowane poza granice
obiektu badanego niesie wiele informacji o nim. Analizujac je prowadzi
si¢ badania nieinwazyjnie, bez konieczno$ci ingerencji do wngtrza orga-
nizmu. Ultrastaba chemiluminescencja okazata si¢ pomocna w diagno-
styce 1 leczeniu r6znych chordb [4, 5, 11], w farmakologii i biologii [5,
23], w biotechnologii [9], a takze w technologii zywnosci [24].

Zjawisko ultrastabego $wiecenia organizmow jest jeszcze zupeknie
nie brane pod uwagg w badaniach z obszaru ochrony srodowiska, chociaz
wydaje si¢ ono bardzo ciekawe i1 obiecujace dla tych potrzeb. Pozwala na
pewnego rodzaju zdalne rozpoznawanie zmian funkcjonalnych roslin,
w sytuacji degradacji chemicznej ich $rodowiska, spowodowanej na
przyktad obecnoscia metali cigzkich lub $rodkéw farmakologicznych.
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W ten sposdb mozna tez uzyskaé bardziej kompleksowe informacje na
temat stanu okreslonego elementu w Srodowisku.

Zastosowanie zjawiska luminescencji fotosyntetycznej (czyli tzw.
opoznionej po naswietleniu) do przeprowadzania badan in situ ekosyste-
méw wodnych jest juz w centrum uwagi badaczy [1,6,18]. By¢ moze
w niedalekiej przysztosci uda si¢ dotaczy¢ zminiaturyzowany zestaw ze
specjalna komora przeptywowa rejestrujacy USL mikroorganizmow
wodnych do zautomatyzowanej sieci uktadu monitorujacego stan $rodo-
wiska wodnego, tzw. ,,Nomos ” (Networked Aquatic Microbial Observing
System) [21] lub ,,LakeNet” [19].

W pracy podjeto unikatowe badania zjawiska ultrastabej lumine-
scencji ramienic zyjacych w jeziorach i bedacych od wielu lat materiatlem
modelowym w badaniach blonowych. Rosliny te osiedlaja si¢ w wodach
pozbawionych zanieczyszczen, zatem stanowia dobry jako$Sciowy
wskaznik czysto$ci wod przydatny w diagnostyce stanu §rodowiska.

Przedmiotem badan byla zaréwno spontaniczna ultrastaba emisja
swietlna komorek roslin Characeae, jak i indukowana obecno$cia w $ro-
dowisku pewnych substancji majacych specyficzny mechanizm dziata-
nia, zwlaszcza w odniesieniu do btony komoérkowej roslin. Prezentowane
tu przykladowo substancje to: sacharoza wywolujaca stres osmotyczny,
kwas askorbinowy bedacy zmiataczem wolnych rodnikéw i octan olowiu
indukujacy peroksydacje lipidow stanowiaca glowny przejaw stresu
oksydacyjnego [25]

2. Materialy i metody

Rosliny Nitellopsis obtusa (Desv. in Lois) J. Gr. pobrane z jeziora
Zaglebocze (Pojezierze teczynsko-Wlodawskie, wojewddztwo lubel-
skie) bytly hodowane w warunkach laboratoryjnych w akwariach z woda
jeziorna przy naturalnym cyklu oswietleniowym dzien/noc w temperatu-
rze pokojowej (16-20°C). Przed eksperymentem komoérki miedzywezto-
we byly przeplukiwane i przetrzymywane przez okoto lh w roztworze
z antybiotykami (10 pg/cm’ streptomycyny i 20 pg/cm’ penicyliny G)
[8], w celu pozbycia si¢ ewentualnych bakterii zalegajacych $cianki.
Probki zawierajace 30 komodrek umieszczano w naczyniach pomiaro-
wych z roztworem wodnym APW (Artificial Pond Water) o skladzie:
0,1 mM KCI; 0,1 mM NaCl; 0,1 mM CaCl,. Roztwér buforowany byt
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przez Hepes (kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo]etanosulfono-
wy) o stezeniu 20 mM, w celu utrzymywania statej warto$ci pH, ktora
ustalano na poziomie 7,4—7,5 za pomoca 10% NaOH.

Przed pomiarami komorki przetrzymywano przez 12 h w $wia-
tloszczelnej komorze aparatury by wyswiecity luminescencj¢ op6zniong
1mozna bylo rejestrowaé quasi-stacjonarng ultrastaba emisj¢ fotonowa
(rys. 1). W trakcie pomiaréw do roztworé6w APW z badanym materiatlem
wstrzykiwano w odpowiedniej ilosci 1 w warunkach zaciemnienia wy-
brane reagenty.
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Rys. 1. Zanik emisji fotonowej roslin Characeae po ich umieszczeniu
w $wiatloszczelnej komorze
Fig. 1. Photon emission decline of Characeae algae after placing it in a light-
tight chamber

Kwas askorbinowy i1 Hepes zakupiono w firmie Sigma-Aldrich
(Poznan, Polska), inne odczynniki — w POCh (Gliwice, Polska).

Intensywnos¢ ultrastabej emisji w zakresie 340-700 nm byta mie-
rzona metoda zliczania pojedynczych fotonow (SPC — Single Photon
Counting) za pomoca wysoce czulego, chtodzonego fotopowielacza
(EMI 9558A) o bardzo niskim ,,pradzie ciemnym”. Impulsy z fotopowie-
lacza byly ksztaltowane i wzmacniane, oraz rejestrowane za pomoca
komputera. Na wykresach przedstawiano nat¢zenie wzgledne emisji,
przyjmujac Srednia warto$¢ natgzenia USL przed dodaniem reagenta za
rowng 1.

Obrazowanie luminescencyjne w technice zliczania pojedynczych
fotonéw (Single Photon Counting Imaging — SPCI) uzyskano za pomoca
urzadzenia Molecular Light Image — ,,Night Owl” LB 981 wyposazonego
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w ultraczula chtodzong kamer¢ CCD o rozdzielczosci 512x494 pikseli.
Mierzony zakres widmowy miescil si¢ w przedziale 200—-1100 nm.

Predkos¢ ruchu cytoplazmy oraz ewentualna plazmoliz¢ komorek
okreslano metoda obserwacji mikroskopowych z wykorzystaniem kame-
ry CCD.

3. Wyniki i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych badan przedstawiony zostanie
wplyw trzech réznych bioczynnikdw na intensywnos$¢ ultrastabej lumine-
scencji glonow Nitellopsis obtusa z rodziny Characeae. Gdy do §rodowi-
ska badanych roslin wprowadzono kwas askorbinowy (AsA) o stezeniu 5
mM, wowczas natezenie USL niemal natychmiast wzrosto osiagajac
maksimum po okoto 15 minutach, by nastgpnie w ciagu 2h powroci¢ do
wartosci bliskiej poczatkowej (rys. 2). Rowniez przy ekspozycji roslin na
AsA o stgzeniach 0,05-10 mM obserwowalismy powr6t natezenia USL
do poziomu sprzed podania reagentu [12].

3 |
| |
o
‘g 2571 :o“.
2 ! %
S 21 : o Coe
%15 | .... °
s o7 " o.....o
P I * %0 0,
§ °® .q, .o.o..o....
2% |
s, il ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 30 60 90 120 150 180 210

Czas [min]

Rys. 2. Kinetyka ultrastabej luminescencji komorek Nitellopsis obtusa przed
i po ich ekspozycji na dziatanie AsA (5 mM) — przebieg przyktadowy

Fig. 2. Changes of UWL intensity of Nitellopsis obtusa cells after exposure to
ascorbic acid (5 mM)

Po zakonczeniu pomiarow rosliny wykazywaty turgor, a ruch cyto-
plazmy, ktory ulegal wzmozeniu w czasie korespondujacym z czasem
zmian USL, powracat do swojej wartosci wyjsciowe;.
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Kolejnym uzytym zwiazkiem jest rozpuszczalny w wodzie octan
olowiu — Pb(CH3COOQ),. Zwiazki otowiu, bardzo szkodliwe dla organi-
zméw zywych, maja tendencj¢ do akumulowania si¢ w srodowisku natu-
ralnym, a w szczegolnosci w makrofitach wodnych i osadach dennych
jezior 1 uj$¢ rzek [16]. Pod wptywem obecnosci octanu otowiu w $rodo-
wisku, komorki Nitellopsis obtusa szybko reagowaly wzrostem USL
(rys. 3). Po 10 minutach poziom natezenia luminescencji przekraczat 3,5
krotnie warto$¢ poczatkowa, by po kolejnej godzinie zmniejszy¢ si¢ do
quasistacjonarnej wartosci 2,2 razy wigkszej od poczatkowej. Po pomia-
rach rosliny wykazywaly turgor, w komodrkach nie obserwowano §ladéw
plazmolizy, jednak ruch cytoplazmy nigdy nie powracat w nich do stanu
poczatkowego. Ruch cyrkulacyjny cytoplazmy w dlugich komorkach
iroslinach Characeae spelia rolg wysoce efektywnego mechanizmu
transportu wewnatrz- i migdzykomoérkowego. Po ekspozycji na dziatanie
octanu oftowiu nie obserwowano takiego ruchu, lecz czasami lokalnie
poruszajace si¢ czastki — ziarnistosci cytoplazmy. Moze to §wiadczy¢
o dysfunkcyjnym wplywie tego zwiazku na molekularny mechanizm
napegdzajacy strumien cytoplazmy.
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Rys. 3. Zaleznos¢ natgzenia USL od czasu dla komorek Nitellopsis obtusa
eksponowanych na dziatanie octanu otowiu (10 mM). Srednia z 6 serii
pomiarowych

Fig. 3. Changes of UWL intensity after exposure of Nitellopsis obtusa cells to
lead acetate (10 mM). Average values of 6 series

W przypadku poddania roslin dzialaniu sacharozy powodujacej
ucieczke wody z komorki do otoczenia, nastgpuje w nich stres osmotycz-
ny. W obserwacjach mikroskopowych stwierdzono destrukcj¢ komorek



386 Anna Jaskowska, Andrzej Dudziak, Robert Borc

objawiajaca si¢ catkowitym brakiem ruchu cytoplazmy oraz plazmoliza.
Natomiast w badaniach luminescencyjnych mial miejsce gwattowny
wzrost natgzenia USL, ktdry rozpoczynal si¢ natychmiast po podaniu
stresora 1 osiagat swoje maksimum (20-krotny wzrost) po czasie okoto
1 h (rys. 4). Ten poziom emisji utrzymywat si¢ do konca pomiaréw, czyli
przez nastgpne cztery godziny obserwacji.
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Rys. 4. Zalezno$¢ natgzenia USL od czasu po ekspozycji komorek Nitellopsis
obtusa na sacharoze¢ (1M) — przebieg przyktadowy

Fig. 4. Changes of UWL intensity after exposure of Nitellopsis obtusa cells to
sucrose (1M)

Innym typem stresu jest zranienie organizmu ros§linnego zwane stre-
sem mechanicznym. Wowczas lokalne uszkodzenie fragmentu rosliny nie
skutkuje $miercia catego organizmu. Przyktadowe ,,zdjecie” (po zastoso-
waniu pseudokoloryzacji) komorek Nitelloptis obtusa po obcigciu tzw.
nibylisci wyrastajacych z wezta komorki pokazano na rysunku 5. Jak wi-
da¢ w obrazowaniu luminescencyjnym wykonanym metoda SPCI, mozna
doktadnie zlokalizowa¢ w plaszczyznie (Xy) interesujace nas obszary np.
zranienia komorek. Nate¢zenie emisji z obszaréw, gdzie znajduja si¢ wezty
z obcigtymi nibylistkami (B) znacznie przewyzsza emisj¢ promieniowania
z weztow nienaruszonych (A). Ten naddatek promieniowania moze wyni-
ka¢ z procesoOw oksydacyjnych lipidow blon komoérkowych jako skutek
uszkodzenia materii zywej. W miejscach zranien moga by¢ takze urucha-
miane procesy naprawcze polegajace migdzy innymi na pieczgtowaniu
plasmodesm w komoérkach weztowych. Warto tez podkresli¢, ze niezalez-
nie od uszkodzen wystepuja roznice w intensywnos$ci luminescencji, gdyz
wezly §wieca mocniej niz komorki miedzyweztowe.
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I, ents/fpix t=1800 s

Rys. 5. ,,Zdjecie” komorek Nitellopsis obtusa po uszkodzeniu mechanicznym
uzyskane technika obrazowania luminescencyjnego. Na rysunku
zaznaczono przyktadowo wezel nienaruszony (A) i wezty uszkodzone (B)

Fig. 5. A ”photograph” of mechanically damaged Nitellopsis obtusa cells
obtained by luminescence imaging technique. An example intact node
(A) and injured nodes (B) have been marked

Przedstawione na rysunkach 2, 3 1 4 kinetyki USL po ekspozycji
ro$lin na dziatanie réoznych reagentdw mieszcza si¢ w schemacie zacho-
wan komorek po zadziataniu na nie bodZca stresujacego, przedstawio-
nym na wykresie Trumpa i Arstily [22] (rys. 6). Schemat ten pokazuje
modelowe zmiany entropii w funkcji czasu dla zranionej komorki. Gdy
bodziec przekroczy warto$¢ progowa to kazda komorka odpowiada po-
przez stres, czyli zaburzenie homeostazy, generujac spontanicznie reak-
cje majaca na celu skasowanie zaburzenia wywotanego przez bodziec.
Ten proces zuzywa energi¢ swobodna AG, ktorej zrodlem sa reakcje ka-
taboliczne czgsto zwiazane z generowaniem fotondw. Szczegdlowe za-
leznos$ci pomigdzy zaburzeniem homeostazy, wartoSciami entropii a emi-
sja fotondw przez komorki analizuje Stawinski i inni [20].

Krzywa 1 na rysunku 6 prezentuje poziom entropii, charakteryzu-
jacy komorke w procesie odwracalnym, co odpowiada komorkom, ktore
nie ulegly uszkodzeniu po ich ekspozycji na dziatanie reagenta. Do
krzywej tej podobny jest przebieg USL z rysunku 2, gdy komorki pod



388 Anna Jaskowska, Andrzej Dudziak, Robert Borc

wplywem AsA nie wykazywaly oznak destrukcji. Mozliwe, Ze jest to
zwiazane z antyoksydacyjnymi wlasno$ciami kwasu askorbinowego, dzig-
ki ktorym komorki po zaburzeniu ich homeostazy wracaty do stanu pier-
wotnego. Krzywa 2 przedstawia poziom entropii w sytuacji powstania
nowego, ustabilizowanego stanu po zadziataniu czynnika uszkadzajacego.
Jest to adekwatne do zmian USL na rysunku 3, gdy pod wptywem octanu
olowiu nastgpowalo czgsciowe uszkodzenie funkcji zyciowych badanych
komorek. Wreszcie trzecia grupa komorek jest reprezentowana przez
krzywa 3 przedstawiajaca poziom entropii przy nieodwracalnych zmia-
nach letalnych. Z krzywa ta koreluje przebieg USL z komorek pod wply-
wem sacharozy (rys. 4), gdy po zakonczeniu eksperymentu nie wykazywa-
ty one oznak zycia. Widocznie w tym przypadku musiata zosta¢ przekro-
czona krytyczna warto$¢ entropii (Sk) okreslajaca tzw. punkt bez powrotu.

Wartosé entropii

>

Czas

Rys. 6. Zmiany entropii komorki po jej uszkodzeniu w funkcji czasu:
1 — procesy odwracalne, 2 — procesy subletalne, 3 — procesy letalne,
Sy — entropia nienaruszonej komorki, Si. — krytyczna warto$¢ entropii,
okreslajaca tzw. punkt bez powrotu. Strzatka pokazuje poczatek
dzialania czynnika stresujacego

Fig. 6. Changes in entropy of the cells after the damage: 1 — reversible
processes, 2 — sublethal processes, 3 — lethal processes. S, — entropy of
intact cells, Si. — critical value of the entropy, so-called point of no
return. The arrow shows the onset of the stress factor
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4. Podsumowanie

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze ba-
dane czynniki w stosowanych st¢zeniach dziataty z r6zna sila zaburzajac
homeostaz¢ w roznym stopniu — przejsciowo lub trwale. Metoda detekcji
ultrastabej emisji fotonowej jest nieinwazyjna oraz czula na zmiany za-
chodzace na poziomie molekularnym w komorce, ktére sa manifestowa-
ne emisja wigkszej lub mniejszej puli fotonow. Co wigcej, za pomoca
obrazowania luminescencyjnego mozna precyzyjnie lokalizowa¢ uszko-
dzenia w materii zywej, a takze, co nie jest ujgte w niniejszej pracy, $le-
dzi¢ czasowo-przestrzenne zmiany emisji S$wietlnej odzwierciedlajace na
przyktad procesy degradacyjne lub reparacyjne. Zaproponowana metoda
moze shuzy¢ okresleniu niekorzystnych zmian w ekosystemach wodnych
zachodzacych pod wpltywem zanieczyszczen, zatem metod¢ mozna sto-
sowac jako test ekotoksycznosci.

Badania warto rozszerzy¢ o inne specyficzne reagenty pojawiajace
si¢ w §rodowiskach wodnych na skutek ich zanieczyszczenia, jak row-
niez powigkszy¢ baz¢ materiatu badawczego.

Podzi¢gkowania

Dziekujemy prof. J. Stawinskiemu i dr Z. Gorskiemu z Politechniki Poznanskiej
za umozliwienie wykorzystania urzqdzenia ,, Night Owl” LB 981 dla uzyskania
obrazu uszkodzonych komorek (rys. 5)
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Reception of Environmental Stimuli by Characeae Algae

Manifested by Ultraweak Luminescence

Abstract

Protecting the environment requires ensuring such conditions that organ-

isms living in it did not suffer permanent damage to their structures and life
functions. This also applies to algae living in the aquatic environment. Some
species of water flora especially quickly react to negative stimuli arriving from
the environment. Their reactions to experienced stress may be a subtle criterion
for assessing the condition of aquatic environment. To this kind of plants belong
Chara, which are bioindicators of water quality. Their response to applied envi-
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ronmental stimuli is rapid changes of the electrical parameters of the cell mem-
brane. Our research shows that there is also a change in the intensity of
ultraweak luminescence (UWL) generated by these plants. UWL is a phenome-
non that continuously accompanies processes occurring in living cells and its
intensity is less than the threshold sensitivity of the human eye. The method of
measurement of this little known way of Chara’s response to environmental
stimuli has the advantage that it is completely non-invasive for the test material.
Non-invasiveness is due to the fact that the radiation emitted from the samples
is measured outside the cell membrane separating the living matter from the
surrounding environment.

In our study, after exposure to a selected stimulus, three types of respons-
es of plant cells were observed: 1) — after a temporary increase of UWL, there is
a return to the level of light corresponding to undisturbed homeostasis (e.g.
when ascorbic acid is added to the environment); 2) — after a temporary increase
in the UWL, the emission of photons slightly falls and stabilizes at a new higher
level of illumination (when the stress stimulus is e.g. lead acetate, the emission
intensity is 2.2 times larger than in the beginning); 3) — after a sudden and sig-
nificant increase of UWL, the high emission level is maintained for many hours
(e.g. after adding sucrose follows a 20-fold increase of UWL).

UWL curves obtained in our experiments correlate with the changes of
entropy corresponding to the disturbance of homeostasis in individual cases,
depending on the applied stimulus. Respectively: for 1) — an increase of entropy
is temporary and is followed by a return to values before the application of the
stimulus, 2) — a lasting change occurs, which consists in an increase of entropy
to a new fixed level, 3) — change in entropy is so large that its value exceeds the
so-called point of no return, which means that the disorder of homeostasis leads
to cell death.

The application of luminescence imaging technique Single Photon Count-
ing Imaging (SPCI) to the test cells have revealed that the emission of photons
from different parts of the plant has a different intensity. When the plant suf-
fered mechanical damage by cutting pseudoleaves, the emission from the dam-
aged sites increased dramatically. This observation allows the damage to be
located. Thanks to SPCI technique, it is also possible to track over time any
repair processes.

The clear differentiation of UWL kinetics leads to the conclusion that
monitoring its intensity can be a good research tool in environmental protection.
It makes it possible to determine whether chemicals found in the aquatic envi-
ronment are harmful to a given species of plants. It can be also assessed whether
the degree of the harm threatens the entire population with extinction. Thus, the
presented method can be used as an ecotoxicity test.



