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WIADOMOSCI BOTANICZNE

JERZY PREWYSZ-KWINTO, TOMASZ STASZEWSKI

ZMIANY ULTRASTRUKTURY KOMORKI POD WPLYWEM
ZANIECZYSZCZEN POWIETRZA

\

W szeregu dotad opublikowanych prac przedstawiono niektore aspekty zwia-
zane z oddzialywaniem zanieczyszczen powietrza na roSliny (Katz 1 wsp. 1939,
Thomas 1961, Godzik i Piskornik 1969, Piskornik i Godzik 1970, Bytna-
rowicz i Molski 1974, Dmuchowski i Molski 1975, Godzik 1976, Wein-
stein 1977, Karweta 1978 i inni). Nie ma wigc potrzeby przedstawiania skali
ujemnych oddzialywan i uzasadniania celowosci badan biologicznych w tym za-
kresie. Mimo iz obserwacje w mikroskopie $wietlnym dostarczyly wielu cennych
informacji z tego zakresu (Sorauer i Raman 1899, Katz i wsp. 1939, Solberg
i Adams 1956, Holte 1958), to w ponizszym artykule przedstawione zostang
zasadniczo wyniki, jakie uzyskano stosujac mikroskop elektronowy. Mozna wymie-
ni¢ dwie zasadnicze przyczyny badan z zastosowaniem tej techniki:

a) poszukiwania specyficznych zmian dla poszczegblnych (lub przynajmniej
niektorych) czynnikow fitotoksycznych (widoczne objawy uszkodzer sa bowiem
bardzo mato — lub niespecyficzne)

b) okreslenie wezesnych zmian, gdy zewnetrznie liScie (igly) nie wykazuja jesz-
cze zadnych widocznych objawdw uszkodzen. Jest to réwniez jeden z aspektow
okreslenia tzw. stgzenn granicznych.

W wigkszosci przypadkéw badania nad zmianami struktury komorek roSlin-
nych prowadzono stosujac okreslone czynniki fitotoksyczne w znanych st¢zeniach.
Z tego wzgledu w ponizszym artykule zachowano réwniez taki uklad przedstawia-
nia wynikow badan.

Ozon, PAN, NO,
Ozon i PAN (peroxy — acetyl — nitrate) sa zanieczyszczeniami wtornymi po-

wstajagcymi w powietrzu w wyniku reakcji fotochemicznych. Dwutlenek azotu
jest sktadnikiem zanieczyszczen emitowanych do powietrza atmosferycznego i sta-
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nowi substancje wyjsciowa dla tworzenia ozonu i PAN-u w powietrzu w wyniku
reakcji fotochemicznych. Te ostatnie dwa zwiazki naleza do najsilniej dziatajacych
czynnikow fitotoksycznych w smogu.

Pierwsze zmiany, jakie mozna stwierdzi¢ w komorce po ekspozycji na ozon, do-
tyczyly chloroplastow, a zwlaszcza stromy (Thomson i wsp. 1966). Wystepowaty
one jeszcze przed pojawieniem si¢ widzialnych uszkodzen. Stroma niektorych
chloroplastow byla w caloéci ziarnista, co prowadzilo do znacznego wzrostu jej
gestosci elektronowej. W innych chloroplastach ziarnisto$¢ wystgpowata jedynie
w cze$ci stromy, w pewnych komorkach, w stromie chloroplastow tworzyly sie
uporzadkowane szeregi ziaren o $rednicy 85 A, oraz pakiety plyt lub fibryli. Czesto
ich ilo§é wynosita 4050 w grupie. Powstawanie ziaren i fibryli w chloroplastach
miato miejsce rowniez przed pgkaniem plazmalemmy i tonoplastu. Mitochondria
nie wykazywaly zadnych zmian. Znaczniejsze zmiany w organizacji komorki wy-
stepowaly w lisciach ‘wykazujacych $rednie, silne lub bardzo silne uszkodzenia
(liscie fasoli byly eksponowane na ozon w stezeniach 0,6—1 ppm * przez 0,5 godz.,
pobor probek po 0,5, 1, 2, 3, 8 i 24 godz.). Najwczes$niejsza oznaka ogolnego
zniszczenia struktury komorki byla plazmoliza (plazmalemma odstawata od
$cian komorki) i laczenie si¢ wakuoli z organellami komorki oraz cytoplazma.
Cala ta zbita masa przemieszczata si¢ w kierunku $rodka komorki. Mem-
brany ograniczajace chloroplastow zaczynaly pgkac, a wigksza czg$¢ stromy zaj-
mowaly pakiety fibryli. W silniej uszkodzonych komoérkach wystepowato catkowite
zniszczenie plazmalemmy, tonoplastu i membran ograniczajacych chloroplasty.
W przypadku mitochondriéw nastgpowato ich pgcznienie i akumulacja elektronowo
gestej substancji wewnatrz i w ich poblizu. W najsilniej uszkodzonych komorkach
zawarto$¢ komorki byla zbita w jej centrum. W masie tej zdotano zidentyfikowa¢
pozostatosci systemu membran chloroplastow oraz uporzadkowane szeregi ziar-
nistosci i fibryli. Wigkszo$¢ innych membran byla zniszczona catkowicie, lub wy-
stepowaly tylko ich male fragmenty. Opisane zmiany mozna ogoélnie podzieli¢
na dwie fazy, a mianowicie: wczesna — charakteryzujaca si¢ zmianami w stromie
chloroplastow bez naruszenia organizacji komorki i druga faze niszczaca, gdzie
obok zmian struktury organelli nast¢puje zniszczenie organizacji komorki i jej
$mierc. h

Obserwacje te wydaja si¢ potwierdzaé teze, ze utleniacze dzialaja przez uszko-
dzenie membran (Giese i Christiansen 1954, Scott i Lesher 1963, Rich 1964,
Thomson i wsp. 1966). Opisany przebieg uszkadzania komoérek nie wydaje sig
jednak by¢ zjawiskiem powszechnym. Nouchi i wsp. (1977) badajac wplyw ozonu
na powdj (Pharbitis nil var. Skarlet O’hara) (0,15 ppm od 2 do 8 godzin) podali
bowiem nastgpujace stadia zmian chloroplastow. '

1. Chloroplasty zmienialy swoj normalny ksztait na nieregularny.

2. Stopniowo zmniejszaly swoja wielkos¢, w koncowej fazie osiggajac 2 pm.

3. Systemy lamelli pozostawaly nieuszkodzone, ale stroma zaczynata wykazywac
oznaki pekania (disruption). Wraz z przedtuzeniem czasu ekspozycji na ozon,
systemy lamelli w chloroplastach zanikaly.

"] ppm= 40,9 2 M. cz. substancji gazowej= x pg. cm*




1. Phaseolus vulgaris. Chloroplast wyrosnigtego liscia (kontrola). Uklad tylakoidow, cialka osmofilne (Os),
sciana komodrkowa (Sc), przestrzen migdzykomorkowa (P), wakuola (W). (fot. S. Godzik)
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2. Phaseolus vulgaris. Chloroplast po ekspozycji na SO,. W stromie jasniejsze fragmenty (I) ograniczone
membrang podwojna. (fot. S. Godzik)



3. Phaseolus vulgaris. Uklad paleczkowatych cial w zanieczyszczonym chloroplascie. (fot. S Godzik)

4. Phaseolus vulgaris. Chloroplast po ekspozycji na SO,. Widok boczny fragmentu jasniejszego (I), stroma
(S), tylakoidy. (fot. S. Godzik)



5. Phaseolus vulgaris. Chloroplast po ekspozycji na SO,. Widoczne resztki tylakoidow (T), skrobia asy-
milacyjna (Sk), paleczkowate ciatka (Sp). (fot. S. Godzik)

6. Phaseolus vulgaris. Fragment chloroplastu po ekspozycji na SO, z poczatkiem drugiej membrany ().
(fot. S. Godzik)
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4. W stromie pojawialy si¢ osmofilne globule, a ich wielko$¢ i liczba byly pro-
porcjonalne do czasu ekspozycji. Zaobserwowano rowniez tworzenie si¢ fitoferytyn
w stromie.

5. Struktura membran ograniczajacych chloroplasty nie uleglta zmianie nawet
w silnie uszkodzonych lisciach. Ten ostatni wniosek pozostaje w sprzecznosci
7 obserwacjami przytoczonymi wczesniej, Nie stwierdzono rowniez wystgpowania
zmian w stromie w postaci powstawania ziarnistosci lub fibryli. By¢ moze, iz brak
zgodnoéci w opisie zmian jest rezultatem roznic w warunkach prowadzonych dos-
wiadczen, oraz uzyciem roznych gatunkow roélin.

Badajac wewnetrzna strukturg chloroplastow zaobserwowano zmniejszenie ry-
bosomdéw chloroplastow, a stosujac badania mikrospektrofotometryczne stwier-
dzono zmniejszenie ilosci RNA w rybosomach. Ilo§¢ RNA zmniejszata si¢ wraz
ze wzrostem czasu ekspozycji na ozon (przy tym samym stezeniu). W przypadku
mitochondriow grzebienie pecznialy zajmujac Srednio 45—609, calego mitochon-
drium. Matriks mitochondrialna stawala si¢ ziarnista, a gesto$¢ elektronowa zwigk-
szala si¢ (Nouchi i wsp. 1977).

W przypadku ekspozycji fasoli na PAN zmiany obserwowane w strukturze
chloroplastow nie réznia si¢ w istotny sposob od opisanych dla ozonu (Thomson
i wsp. 1965). Zdaniem Nouchi i wsp. (1977) przebieg i objawy zmian sa jednak
rézne. Wyniki ekspozycji powoju (Pharbitis nil var. Skarlet O’hara) na PAN wy-
kazaly lagodniejszy wplyw na ultrastruktur¢ komoérki niz w przypadku ozonu.
System lamelarny jak i objeto$¢ chloroplastow nie zmienily si¢. Jednak w stromie
tworzyla si¢ duza ilo$¢ fitoferytyn jak w przypadku ozonu. Ksztalt i rozmiar mito-
chondriow nie zmienialy si¢, lecz wystgpowato silne pecznienie grzebieni. Jadro
komorkowe nie wykazywalo zmian nawet przy silnym uszkodzeniu lidci. Zaleznie
od czasu ekspozycji rybosomy 80 S w cytoplazmie zmniejszaly si¢ i zanikaly; nie
stwierdzono natomiast zmian rybosom6éw w jadrze i membranie jadrowej, nawet
jezeli liscie wykazywaly silna nekroze (Nouchi i wsp. 1977).

Jak wykazuja badania, najistotniejsze i najnowocze$niejsze zmiany spowodo-
wane oddziatywaniem stosowanych zwiazkéw mozna stwierdzi¢ w stromie chloro-
plastow. Dotyczy to szczegdlnie wystgpowania struktur krysztalopodobnych. Pierwsi
stwierdzili ich wystgpowanie w chloroplastach lisci fasoli Thomson i wsp. (1965,
1966), a potwierdzili to Thomson i Swanson (1972) dla chloroplastow lisci
bawelny. Tworzenie si¢ tych struktur ttumacza oni wyst¢gpowaniem stresu wodnego
indukowanego dzialaniem utleniaczy. Tego rodzaju zmiany w strukturze komorek
wywolane oddzialywaniem ozonu i PAN nie sa specyficzne. Podobne zmiany stwier-
dza si¢ w komorkach roslin eksponowanych na NO, i SO, (patrz ponizej). Kryszta-
lopodobne struktury tworza si¢ rowniez w chloroplastach komérek roélin pod-
dawanych stresowi wodnemu (De Greef i Verbelen 1973).

Obserwacje te koresponduja z wynikami wcze$niejszych badan prowadzonych
z izolowanymi chloroplastami w §rodowisku hipertonicznym (Perner 1962, 1963
i Shumway i wsp. 1967). Jezeli stres wodny nie jest silny, to szeregi krysztalopodob-
ne zanikaja po dodaniu wody (Wischer 1973).

3 — Wiadomo$ci Botaniczne, t. XXIV, z. 1 “““U\'ﬂ "“"o‘bl"-
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NO,

_ Wiadomosci dotyczace skutkow oddzialywania samego NO, jest niewiele. Wy-

nika z nich jednak, ze uszkodzenia powodowane przez NO, nie s3 tak znaczne
jak przy oddzialywaniu SO,. Dziatanie NO, w stezeniu 19, przez 1—2 godz. na fa-
sole powodowato powstawanie ,,wypustek” (elongated protrusion) w chloroplas-
tach, oraz tworzenie si¢ w stromie chloroplastow struktur krysztalopodobnych
(Doltzman i Urlich 1966). Podobny obraz zmian w fasoli eksponowanej przez
15 godz. na takie samo stezenie NO, podaje Thomson (1975). Objawy zmian
struktury chloroplastow sa podobne do opisywanych dla innych czynnikéw fitotok-
sycznych, sa wigc niespecyficzne.

Odosobniony jest poglad Matsuschimy (1977), zdaniem ktdérego zanikanie
lamelli w chloroplastach jest objawem specyficznym dla oddzialywania NO,. Zna-
cznie nizsze dawki (1—2 ppm — 1 godz.) NO, stosowane przez Wellburna i wsp.
(1972) powodowaly jedynie odwracalne pecznienie tylakoidéw. Dla wywolania
takiego samego efektu uszkodzen przez NO,, musiano stosowa¢ wyzsze stezenie
niz przy SO,. Nie udalo si¢ zaobserwowa¢ Zadnych innych zmian poza stwierdzo-
nymi w chloroplastach (Wellburn i wsp. 1972).

SO,

W lisciach roslin eksponowanych na SO, wystgpuje caly szereg zmian w ultra-
strukturze komérki. Zmiany te wystepuja juz w komorkach lisci, ktére nie wykazuja
zadnych zmian morfologicznych w poréwnaniu do kontroli. Zmiany ultrastruktury
chloroplastéw sa prawdopodobnie pierwszymi zmianami w komorce roslinnej
(badania prowadzono na fasoli 0,7 4 0,1 ppm) jakie mozna stwierdzi¢ pod mikros-
kopem elektronowym (Godzik i Sassen 1974). Autorzy ci podaja nastgpujacy
obraz przebiegu zmian w chloroplastach:

1. zmniejszenie liczby tylakoidow gran, przy réwnoczesnym wzroscie dobrze
widocznych tylakoidéw stromy. Membrany zewngtrzne nie wykazywaly zadnych
widocznych zmian,

2. wewnetrzna mambrana z otaczajacych chloroplast tworzyla inwaginacje,
ktére w wielu przypadkach wykazywaly laczno$¢ z dalszymi dwoma membranami
biegnacymi réwnolegle do istniejacych. Zjawisko to wystepuje najczeSciej w czgsci
chloroplastu zwréconej do $ciany komorkowej. Sugeruje to, ze SO, powoduje
zaburzenia w oddzielaniu si¢ membran tylakoidow od membrany zewngtrznej
(Miihlethaler i Frey-Wyssling 1959),

3. w peryferialnej czeéci stromy chloroplastow wystepowaly puste, lub elek-
tronowo mniej geste miejsca. W pierwszym przypadku w stromie wystgpowaly
najpierw silnie barwiace si¢ krople, ktére prowadzily nastepnie do powstawania
opisanych pustych miejsc. W drugim przypadku chodzi o glebokie inwaginacje
zewnetrznych membran chloroplastu, do ktérych wnika cytoplazma, o stusznosci
tego pogladu zdaje si¢ $wiadczy¢ fakt ograniczenia tych miejsc podwojng membrana.
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4. w peryferyjnych czeéciach chloroplastu (o$ diuzsza) wystepuja protuberancje,
ktore nastepnie tworza ezowate ,,oczka”. Protuberancje te wydaja si¢ by¢ zblizone
do opisanych przez Nicholsa i wsp. (1967) zmian degeneracyjnych u narcyzow.
Wydaje si¢ prawdopodobne, iz zmiany obserwowane w chloroplastach (pod wply-
wem SO,), sa oznakami zmian degeneracyjnych.

5. Obok zmienionych membran tylakoidéw, w peryferyjnych czesciach w stro-
mie tworzyly si¢ paleczkowate struktury. Wystgpowaly one juz w chloroplastach,
ktore posiadaly swe nieuszkodzone membrany zewngtrzne. W niektérych komor-
kach chloroplasty zatracaly swéj normalny ksztalt, a membrany swoj normalny
uktad. Jest trudnym do rozpoznania, czy obserwuje si¢ membrany tylakoidow,
czy nowo tworzace si¢ paleczkowate struktury. W przypadku catkowicie zniszczo-
nych chloroplastéw widoczne byly réznorodne przekroje poprzeczne struktur pa-
leczkowatych. Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy struktury te sq identyczne.
Gdyby jako kryterium przyjaé¢ wielko§¢ powstajacych krysztalopodobnych struktur
— mozna by wnosi¢ o dwu réznych rodzajach tych struktur. Bardzo zblizone
struktury w chloroplastach fasoli eksponowanych na ozon, PAN i NO, opisano
wezeéniej w tym przegladzie. Przytoczony opis zmian chloroplastow jest zbiezny
z obserwacjami innych autoréw (Wellburn i wsp. 1972, Fischer 1 wsp. 1973,
Godzik i Knabe 1973, Masuch i wsp. 1973, Malhotra 1976, Wong i wsp.
1977).

Mtodzianowski i Biatobok (1977) prowadzac badania nad oddzialywaniem
SO, na Larix leptolepsis (2,5 ppm przez 3 dni po 8 godz.) rowniez stwierdzili
zmiany w chloroplastach. Wedlug tych autoréw istnieja dwa typy degradacji chloro-
plastow. Jeden, w ktorym tylakoidy zanikaja pierwsze, podczas gdy matriks pozostaje
gesta, i drugi, charakteryzujacy si¢ pecznieniem tylakoidow i granulacja lub zani-
kaniem matriks. Wydaje sie, ze pierwszy typ uszkodzen przewaza u roélin bardziej
odpornych na SO,. Oprécz doskonale widocznych zmian chloroplasté“ obserwo-
wano takze degradacje retikulum endoplazmatycznego, zlepienie sig chromatyny
i plazmolize kom6rki (Mlodzianowski i Bialobok 1977).

Fluor

Podobnie jak w przypadku zwiazk6w omawianych poprzednio, pierwsze zmiany
w ultrastrukturze komoérki wystepuja przed pojawieniem si¢ widzialnych objawow
uszkodzen (Wei i Miller 1972). Najbardziej charakterystyczna zmiana jest zmniej-
szenie si¢ wielkosci chloroplastow oraz zmniejszenie rozmiaru membran intergra-
narnych. Liczba gran maleje i zmniejsza si¢ ich wielko$¢. Obserwuje si¢ takze wzrost
wielkosci i1 liczby osmofilnych globuli (Engelbrecht i Louw 1973). Zmiany wys-
tepuja réwniez w mitochondriach, ktorych grzebienie ulegajg rozgalezieniu. Zmiany
te daja sie zauwazy¢ w komorce jeszeze miodej, ktorej cytoplazma jest bazofilna.
Retikulum, ktore normalnie jest niemal zawsze ziarniste rozszerza si¢ w kuliste
pecherzyki (Pilet i Roland 1972). Wei i Miller (1972) zaobserwowali uszkadzanie
tonoplastu, co powoduje niekontrolowane mieszanie si¢ zawartosci wakuoli z cyto-
30
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plazma, prowadzac do dezintegracji struktury komorki. Istnieje duza ilos¢ dowodow,
ze przemiany i pekanie tonoplastu odgrywaja kluczowa rolg w starzeniu si¢ pro-
wadzacym do degeneracji i $mierci komorki (Matile 1969, Matile i Witkenbach
1971, Holub 1977).

Etylen

W przypadku dziatania etylenem znacznie wzrasta w chloroplastach ilo$¢ osmo-
filnych globuli oraz zwigksza si¢ ich wielkos¢. Wystepuja zaburzenia w rozwoju
pecherzykow Golgiego; w niektorych komodrkach zauwazono réwniez wzrost
wakuol Matsuschima 1977).

Valdovinos i wsp. (1972) badajac tkanke¢ odcinajaca lisci tytoniu eksponowa-
nych na etylen stwierdzili degradacj¢ $cian komorkowych i cytoplazmy. Zaobser-
wowano rowniez nagromadzenie i wzrost retikulum endoplazmatycznego. Zwig-
kszenie iloéci retikulum endoplazmatycznego koreluje ze wzrostem RNA i protein
w komorkach tkanki odcinajacej (Osborn 1968). Sugeruje to, ze wzrost ten jest
zwiazany z produkcja degradujacych enzyméw bioracych udzial w starzeniu sie
ro§lin (Sacher 1973).

Otow

Rebechinii Hanzely (1974), badajac struktur¢ komorki roslin wodnych hodo-
wanych w $rodowisku zawierajacym Pb/NQ,/,, chelatowany EDTA, stwierdzili silne
zmiany w strukturze chloroplastow. Najbardziej zauwazalna cecha byta zmiana or-
ganizacji systemu lamelarnego. Ilo$¢ stromy w stosunku do systemu lamelarnego byla
znacznie zmniejszona, pozostawiajac male niezajete matriks w organelli. Plastoglo-
bule wykazywaly calkowita strate gestosci elektronowej, wymiary malaly, natomiast
zwiekszala si¢ ich ilo$¢. Wyniki tych badan sugeruja, ze zmiany w chloroplastach
sa pierwszymi efektami fitotoksycznego oddzialywania olowiu na komorke.

Skaar i wsp. (1973) badali mszaki, ktérym dostarczano 1—2 razy dziennie
roztwér octanu ofowiu. W jadrach komorkowych stwierdzono wystgpowanie elek-
tronowo gestych inkluzji, ktore zidentyfikowano jako kompleksy olowiowe. Po-
twierdza to wyniki badan Dalenbacha (1964), ktory wykazal, ze #°Pb wbudowuje
si¢ w jadro komdrkowe, oraz Yodaikena (1968), ktory metoda atomow znaczo-
nych ustalit inkorporowanie olowiu w jadrze i mitochondriach. Jednakze Skaar
i wsp. (1973) nie stwierdzili wystgpowania olowiu w innych czgsciach komorki
mszakow. Thumaczy si¢ to faktem tworzenia stabilnych kompleksow olowiu
wewnatrz membran jadrowych.

Podsumowanie

Przytoczone dane wskazuja na to, ze oddzialywanie substancji toksycznych
rozpoczyna si¢ na poziomie podkomorkowym, a dalsze widzialne zmiany typu
chloroz czy nekroz sa konsekwencja postepujacvch przemian w organizacji i struk-
turze komorek.
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Zmiany wywolane przez poszczegélne rodzaje zanieczyszczen (utleniacze, me-
tale cigzkie, fluor, etylen, dwutlenek siarki) sa do§¢ zblizone i trzeba je traktowaé
jako niespecyficzne. Z tego powodu wyniki tych badan nie moga shuzy¢ do cetow
diagnostycznych.
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