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ZASTOSOWANIE MIKROSONDY ELEKTRONOWEJ
W BADANIACH FIZJOLOGII KOMORKI ROSLINNEJ

THE USE OFX-RAY MICROPROBE IN THE RESEARCH OF PLANT CELL PHYSIOLOGY

Sklad elementarny materialu ro$linnego moze by¢ analizowany przy zastosowa-
niu zaréwno metod jakoéciowych jak i iloSciowych. Rodzaj stosowanej metody
vzalezniony jest od badanego procesu fizjologicznego oraz identyfikowanego
pierwiastka. Analityka cytochemiczna wykorzystuje metody fluorymetryczne do
okre$lania pierwiastkow, ktore tworza z okre§lonymi substancjami fluoryzujace
zwiazki kompleksowe. Za pomoca tej metody okresli¢é mozna np. obecno$¢ Ca?*,
stosujac chlorotetracykling [27], a powstaly kompleks analizuje si¢ w mikroskopie
fluorescencyjnym. Czgsto wykorzystywana metoda w oznaczaniu Ca** i Mg+ jest
tworzenie stratéow z KPA [5, 12], a nastgpnie przeprowadzanie ich lokalizacji na
preparatach w TME. Inne pierwiastki oznacza si¢ na preparatach w mikroskopie
$wietlnym, stosujac typowe reakcje znane z chemii analitycznej.

Czesto jednak informacje uzyskane na tej drodze, aczkolwiek bardzo wazne,
nie sa wystarczajace do interpretacji mechanizmu réznych proceséw fizjologicznych.
Konieczne wowczas staje si¢ iloSciowe oznaczenie pierwiastkéw. Metody stosowane
przy tego typu preparatyce sa bardziej ztoZone i wymagaja ponadto skomplikowanej
aparatury. Precyzyjne oznaczenie kilku pierwiastkow w jednorodnym materiale
ro§linnym moze byé dokonane za pomoca zastosowania atomowej spektroskopii
absorbcyjnej. Podobne wyniki mozna réwniez uzyska¢ stosujac odpowiedniej mocy
wiazke laserowa, ktéra doprowadza do odparowania z badanej probki wigkszosci
pierwiastkow, ktorych sklad i koncentracj¢ w powstalych parach analizuje si¢
stosujac metody fotometrii emisyjnej, absorpcyjnej wzglednie spektroskopii masowej.

Wyszczeg6lnione metody, aczkolwiek tardzo precyzyjne, pozwalaja uzyskaé
informacje o globalnej koncentracji danego pierwiastka w badanej probce. Jedyna

Wykaz stosowanych skrétow: MET — mikroskop elektronowy transmisyjny, MES — mikroskop
elektronowy skaningowy, KPA — piroantymonian potasu, Pr — forma fitochromu absorbujaca $wiatlo
czerwone, Pfr — forma fitochromu absorbujaca Swiatlo podczerwone.
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jak dotad metoda, za pomoca ktorej mozliwe jest oznaczenie pierwiastkéw w mikro-
obszarach komorki np. w $cianie komdrkowej, cytoplazmie, wakuoli i innych
organellach jest metoda mikrosondy elektronowej.

W artykule opisana zostanie zasada dzialania mikrosondy elektronowej, nie-
ktore techniki przygotowywania materiatu ro$linnego oraz przyklady jej zastosowa-
nia w badaniach fizjologii ro$lin.

Podstawy teoretyczne

Promieniowanie X, zwane inaczej promieniowaniem rentgenowskim, to fale
elektromagnetyczne zajmujace w widmie obszar pomig¢dzy nadfioletem UV a pro-
mieniami gamma (y). Dlugo$¢é fali promieniowania X zawarta jest w przedziale
od 0,01 A do 100 A. Promieniowanie rentgenowskie powstaje zawsze w czasie
bombardowania probki strumieniem natadowanych czastek o odpowiednio wyso-
kich energiach [24], np. podczas bombardowania antykatody w lampie rentgenow-
skiej elektronami przy$pieszonymi réznica potencjatéw rzedu 104—10°V.

W widmie emisyjnym antykatody mozna wyrdzni¢ dwojakiego rodzaju promie-
niowanie (ryc. 1). Jedno z nich ma widmo ciagle polichromatyczne, w ktoérym
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Ryc. 1. Widma charakterystycznego i ciaglego promieniowania rentgenowskiego

rozklad energii nie zalezy praktycznie od materialu antykatody. Jest to tzw. pro-
mieniowanie hamowania [32, 34]. Drugie, pojawiajace si¢ tylko przy dostatecznie
duzych energiach bombardujacych elektronéw, ma widmo liniowe, nakltadajace sig
na poprzednie. Jest to tzw. charakterystyczne promieniowanie rentgenowskie
[32, 34], poniewaz dlugosci fal promieniowania odpowiadajacego poszczegdlnym
liniom widma sa inne dla kazdego pierwiastka znajdujacego si¢ w antykatodzie
i w ten sposOb charakteryzuja jej sklad. Promieniowanie hamowania powstaje
zawsze, gdy naladowane czastki traca swa predko$¢ w polu elektrostatycznym jader
i otaczajacych je elektronéw. W czasie hamowania czastek nastgpuje gwaltowna
zmiana natezenia pola magnetycznego, ktorej z kolei, zgodnie z teoria Maxwella,
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towarzyszy powstanie zmiennego pola elektrycznego. W ten sposéb dochodzi do
wyemitowania fotonéw promieniowania elektromagnetycznego. Znacznie wazniej-
sze z punktu widzenia analityki jest promieniowanie charakterystyczne, ktore
sklada si¢ z niezbyt bogatych w linie serii. Mechanizm powstawania tego promienio-
wania jest zupehie inny niz promieniowania ciagtego. Uderzajace w probke elektrony
przekazuja swoja energi¢ elektronom z wewngtrznych powlok atoméw wchodza-
cych w sklad probki, co z kolei prowadzi do wyemitowania tych elektronéw poza
atom. Powstala w ten sposob luka w nizszej powloce zostaje zapeliona przez
elektron przeskakujacy z powloki o wyzszej energii, czemu towarzyszy emisja
kwantu promieniowania charakterystycznego, o energii /1» odpowiadajacej roznicy
energii tych powlok [19, 25] (ryc. 2). Jezeli elektron zostal wybity z powloki K, to
kwanty promieniowania charakterystycznego emitowane przy przeskokach elektro-
néw z wyzszych powlok na powloke K utworza w widmie linie serii K. Linie te

wiilig_ka elektronow
e e

ol

wybit
elgktr%n

charakterystyczne
promieniowanie X

ostabiony
elektron
ciagte prom. X,

Rye. 2. Wzbudzanie charakterystycznego i ciaglego promieniowania X za pomoca wiazki elektronowej —
sc hemat zjawisk zachodzacych w atomie

oznaczane sa kolejno K, dla przejécia z powloki L na powloke¢ K, Kj dla przejscia
z powloki M na powloke K itp. Analogicznie powstaja serie L (linie L,, L, L,, ...), M
(linie M,, My, M,,...), itp. (ryc. 3).

Zwigzek pomiedzy czestoscia linii widmowych charakterystycznego promienio-
wania X a liczba atomowa Z pierwiastka emitujacego to promieniowanie podat
Moseley [26] w postaci:

Jv=/4(Z—b) (0]
gdzie: A — wspolczynnik proporcjonalnosci, b — stata ekranowania, » — czgstos¢
linii widmowej.

Moseley powiazal réwniez stala A ze stala Rydberga R oraz z poziomami elektro-
nowymi, pomiedzy ktorymi zachodzi przejécie elektronu. Zalezno$¢ ta przedsta-
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Ryc. 3. Schemat wzbudzenia i emisji serii charakterystycznego promieniowania X

wiona jest wzorem:
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gdzie: n, — numer poziomu na ktory przechodzi elektron (staly dla danej serii),
n, — numer poziomu z ktérego elektron przechodzi. Laczac wzory 1 1 2 otrzymu-
jemy wzor 3 z ktérego mozna obliczyé czgstotliwosé fali odpowiadajacej dowolnej
linii widma dla dowolnego pierwiastka:
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Stala ekranowania b wyraza oddzialywanie pozostalych elektronéw powodujacych

zmniejszenie efektywnego ladunku jadra. Wzér 3 ma podstawowe znaczenie w ja-
koéciowej analizie za pomoca mikrosondy elektronowej [19].

Charakterystyczne promieniowanie rentgenowskie moze zosta¢ wzbudzone
réowniez strumieniem innych natadowanych czastek takich jak protony, czgstki a itp.,
pod warunkiem Ze ich energia przewyzsza energi¢ krawedzi absorpgji fotoelektrycz-
nej, czyli energi¢ wiazania elektronu na danym poziomie w atomie (25). W przypadku
zastosowania elektron6w, energia krawedzi absorpcji fotoelektrycznej wynosi
kilkadziesiat keV, i jest osiagana przez przyspieszanie elektronéw w betatronach
(jest to podstawa dzialania mikrosondy elektronowej) [19, 24, 41]. Inny sposdb
wzbudzenia promieniowania X polega na naswietlaniu probki promieniowaniem y
lub X. Wystepuje wowczas zjawisko fluorescenc;i rentgenowskiej [50].

Wzbudzanie promieniowania charakterystycznego za pomoca elektronow ma
ta zalete, ze elektrony mozna silnie zogniskowaé, co pozwala na wzbudzenie obsza-
roéw probki o $rednicy kilku mikrometréw, a jednocze$nie mozna prowadzic elektro-
nowa obserwacje analizowanego preparatu. Wszystko to sprawia, ze mikrosonda
elektronowa jest jedna z nielicznych metod analizy elementarnej w mikroobszarach
i jest bardzo przydatna w badaniach fizjologii roslin [7].
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Wybicie elektronu z n-tej powloki atomu, czyli jego jonizacja, zachodzi z pewnym
prawdopodobieristwem okre§lonym wielko$cia tzw. przekroju czynnego na jonizacje
n—tej powloki (Q,). Przekréj czynny Q, wyraZony jest wzorem Bethego [19]:

1 IncU
Qn — bn"("E"}E)'s" U (4)

gdzie: b,, ¢, — stale dla danej powloki elektronowej, U = E/E™ — napigcie
zredukowane, E — energia elektronéw padajacych na prébke, E™ — energia
krawedzi absorpcji fotoelektrycznej.

Budowa i dzialanie mikrosondy elektronowej

Ogolne zasady budowy i dzialania mikrosond elektronowych produkowanych
przez rozne firmy sa jednakowe, a réznice dotycza tylko rozwigzan konstrukcyjnych
poszczegdlnych podzespoléw mikroanalizatora oraz urzadzen rejestrujacych.
Schemat budowy podstawowych podzespoléw mikrosondy elektronowej przed-
stawiony jest na rycinie 4. Jak wida¢, mikrosonda sktada si¢ z trzech gléwnych
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Ryc. 4. Schemat budowy podstawowych podzespolow mikrosondy elektronowej sprz¢zonej z mikroskopem
skaningowym: I — kolumpna elektronowa, Ka — katoda, A — anoda, S. K. — soczewki magnetyczne
kondensora, C — cewki odchylajace, S — minisoczewki, P — stolik probek, S. P. — magnewyczne soczewki
projekcyjne, II — spektrometr EDS, DP — detektor polprzewodnikowy, DR — detektor elektronow roz-
proszonych, ITI — spektrometr WDS, X — promieniowanie X, Wz. L. — wzmacniacz liniowy, K — kry-
sztal, D — detektor promieniowania X, A. W. 1. — analizator wysokosci impulséw, Prz — przelicznik,
Dr — drukarka, M. G. — miernik gestosci impulsow, Pi — pisak, Wz. O. — wzmacniacz oscyloskopu,
Os — oscyloskop, Wz — wzmacniacz, M — monitor, G. Sk. — generator skanujacy [19, 25]
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zespolow: zespotu centralnego (kolumna elektronowa ze stolikiem i komora probek,
spektrometry rentgenowskie, pulpit sterowniczy oraz uktad prézniowy i Zrédto na-
piccia), zespolu urzadzen rejestrujacych oraz z generatora wysokiego napigcia.
Kolumna elektronowa zlozona z dziala elektronowego, soczewek magnetycznych
oraz z odpowiednich przestlon ma za zadanie uformowanie wiazki elektronowe;
tak, aby jej przekroj w punkcie zetknigcia z preparatem byl jak najmniejszy, a jedno-
cze$nie aby wiazka miala odpowiednio wysokie nat¢zenie. Kolumna elektronowa
moze byé czeécia sktadowa MET lub MES sprzezonych z mikrosonda, co znacznie
podnosi walory tej metody analitycznej [35]. Wiazka elektronéw pada pod katem 90°
na preparat umieszczony w komorze prébek na specjalnym stoliku. W komorze
probek i w calej kolumnie panuje proznia rzedu 102 — 10-* Pa [25]. Z kolumna
elektronowa polaczone sa spektrometry rentgenowskie, ktorych zadaniem jest
otrzymywanie widm promieniowania emitowanego ze wzbudzonego mikroobszaru
probki. Klasyczna metoda spektrometrii promieniowania rentgenowskiego wykorzy-
stuje zjawisko rozszczepienia wiazki tego promieniowania w czasie odbicia od
plaszczyzn sieciowych krysztatu. Istnieje zwiazek pomiedzy dtugoscia fali 2 a ka-
tem O, przy ktorym obserwuje si¢ maksimum natezenia interferujacych promieni
odbitych od plaszczyzn krystalograficznych. Jest to tzw. warunek Braggow [25]
wyrazony wzorem:

nd=2d-sin@ (5)

gdzie: n — rzad widma, d — odleglo$¢ pomiedzy plaszczyznami sieciowymi krysz.
talu (tzw. stala sieciowa).

Klasyczny spektrometr rentgenowski sklada si¢ wigc z krysztalu-monochroma-
tora, kolimatoréw oraz z detektora, ktorego zadaniem jest pomiar natgzenia bada-
nego promieniowania. Jako detektory stosuje si¢ przyrzady sluzace do pomiaru
wysokoenergetycznego promieniowania elektromagnetycznego tj. liczniki propor-
cjonalne, liczniki scyntylacyjne itp. Ten sposob rejestracji widm promieniowania X
nosi nazwe metody z dyspersja dtugoéci fali WDS (ang. Wavelength Dispersive
Spectrometry), a jego zaleta jest duza energetyczna zdolno$¢ rozdzielcza rzedu
kilku eV [25]. Druga metoda spektrometrii rentgenowskiej polega na dyspeisji
energii i oznaczana jest symbolem EDS (ang. Energy Dispersive Spectrometry) [30].
Detektory promieniowania sa tutaj takie same jak w metodzie WDS, a ostatnio
stosuje si¢ rowniez detektory pélprzewodnikowe np. ze zlaczem dyfuzyjnym
Li/Si [46]. W metodzie EDS wykorzystuje si¢ liniowa zalezno$¢ pomigdzy energia
promieniowania padajacego na detektor, a amplituda sygnatu wywolanego w de-
tektorze przez to promieniowanie. Impulsy te zostaja wzmocnione i przetworzone
na widmo promieniowania w urzadzeniach elektronicznych zwanych jedno- lub
wielokanalowymi analizatorami amplitudy impulséw. Zaleta tej metody jest mozli-
wosé rownoczesnej rejestracji calego widma [16], jednak w poréwnaniu ze spektro-
grafem typu WDS, ma ona o wiele stabsza rozdzielczos¢. Szczegoly zwiazane z dzia-
laniem aparatury pomiarowej stosowanej w EDS zostaly opisane przez Lisiec-
kiego [28].



Analiza jakoSciowa

Podstawa analizy jako$ciowej jest zalezno§¢ pomiedzy dhugoscia fali charaktery-
stycznego promieniowania X, emitowanego przez dany pierwiastek wchodzacy
w sktad analizowanej probki, a liczba atomowa tego pierwiastka (wzory 1—3).
Technika wykonania analizy jakoSciowej sprowadza si¢ wigc do rejestracji pelnego
widma emitowanego promieniowania i przypisania poszczegélnym liniom widmo-
wym odpowiadajacych im dlugosci fal lub energii. Nastgpnie na podstawie specjal-
nych tablic i katalogéw jednoznacznie okresla si¢ skfad jakosciowy probki poddane;
analizie [41].

Analiza iloSciowa

Podstawa analizy ilo§ciowej jest proporcjonalna zaleznos¢ pomigdzy natezeniem
linii widmowej promieniowania i-tego pierwiastka a jego zawarto$cia w badanym
preparacie. Natgzenie promieniowania charakterystycznego, wzbudzonego w cien-
kiej jednorodnej probce, mozna wyrazi¢ wzorem [19]:

II:K'Io'Qni'wI'CVN'% ot (6)
i
gdzie: N — liczba Avogadro, 4; — liczba masowa i-tego pierwiastka, o — gestosc
probki, ¢ — grubo$é probki, Q,; — przekr6j czynny na jonizacje n-tej powloki
i-tego pierwiastka (wzor 4), C; — zawarto$¢ i-tego pierwiastka, o; — wydajnos¢
fluorescencji dla wybranej serii widmowej.

Wzér 6 odnosi sie tylko do cienkich probek, w ktorych strata energii elektronow
w czasie przejécia przez probke oraz absorpcja wzbudzonego promieniowania X sa
bardzo male i mozna je w obliczeniach pomina¢. Probki cienkie to te, dla ktérych
masy powierzchniowe (mg-cm-2) s3 dostatecznie male w stosunku do obszaru
wzbudzenia. Masy powierzchniowe wyznacza si¢ podczas analizowania rozkiadu
energii w widmie promieniowania hamowania [19, 32, 34]. W przypadku probek
grubych o masie powierzchniowej nasycenia, zalezno$¢ nat¢zenia promieniowania
przestaje by¢ jednoznaczna i liniowa funkcja zawartosci badanego pierwiastka, co
spowodowane jest pojawieniem si¢ roznych efektow przeszkadzajacych, wystepuja-
cych niezaleznie od sposobu detekeji i rodzaju spektrometrii promieniowania X [10].
Wirdd tych efektow najwazniejszym zrédlem bledow jest efekt matrycy, wywolany
przez absorpcje i wzmocnienie promieniowania X. Absorpcja polega na ostabieniu
promieniowania emitowanego przez oznaczany pierwiastek, w wyniku pochtaniania
tego promieniowania przez inne pierwiastki, znajdujace si¢ w probce. Wzmocnienie
polega na dodatkowym wzbudzeniu atoméw oznaczanego pierwiastka promienio-
waniem X emitowanym przez niektore pierwiastki towarzyszace. Mikroanaliza
rentgenowska jako metoda poréwnawcza wymaga ponadto stosowania WZOrow
o skladzie chemicznym odpowiadajacym analizowanym preparatom. Metody
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przygotowania wzorow do analizy materialéw biologicznych zostaly opisane
m. in. przez Chandlera [6], Roomansa [42] oraz Spurra [45]. Ze wzgledu na
efekty przeszkadzajace oraz z powodu mozliwych réznic w sktadzie chemicznym
wzorca i prepaiatu, zachodzi konieczno$§¢ wprowadzenia poprawek zwanych wspot-
czynnikami korekcji [37]. Obecnie istnieje kilkanascie sposobéw obliczania tych
poprawek [33, 34], z ktorych wigkszo$¢ zostala opisana przez Goldsteina iin. [19].
W mikroanalizie rentgenowskiej najczesciej stosuje si¢ tzw. korekcje ZA,F (ang. Z —
atomic number correction, 4, — absorption correction, F — fluorescence corre-
ction), w ktorej uwzglednia si¢ efekty wstecznego rozpraszania elektronéw i ich
spowalnianie w probee, absorpcje charakterystycznego promieniowania X oraz
efekt wtornej fluorescencji [35]. Dokladniejsze omoéwienie tej metody wykracza
poza ramy tego opracowania. Czytelnik moze si¢ z nig zaznajomi¢ w pracy Holyn-
skiej i Markowicza [25].

Obecnie teoria i techniki prowadzenia analiz za pomoca mikrosondy elektrono-
wej ulegaja ciaglemu doskonaleniu na skutek postgpu w badaniach wzajemnego od-
dzialywania wiazki elektronowej z probka [11] i jej otoczeniem [38], oraz w zwiazku
z udoskonalaniem procesu detekcji promieniowania rentgenowskiego.

Techniki preparacji materialu roslinnego
do analizy mikrosonda elektronowa

Przygotowanie materialu ro§linnego do badarn mikrosonda elektronowa wymaga
stosowania skomplikowanych technik preparacji, ktére podyktowane sa rodzajem
stosowanej aparatury oraz typem badanego procesu fizjologicznego. Ogélne techniki
preparacji roznia si¢ zasadniczo w przypadku analizowanego materialu mikrosonda
sprzezona z MET i MES. W przypadku sprzg¢Zzenia mikrosondy elektronowej
z MET stosowana bywa cze¢sto rutynowa preparatyka materiatu identycznie jak do
obserwacji w MET. Wielu autorow stosowato rézne modyfikacje tej techniki pre-
paracji. W szeregu opracowaniach uwzgledniono mozliwo$§¢ wprowadzenia roz-
tworu KPA do utrwalaczy [3, 5, 8, 13]. Ta modyfikacja metody pozwala na wiaza-
nie przez KPA dwuwarto$ciowych kationéw szczegdlnie Ca®+ i Mg?*+ i wytworzenie
w komorkach stratow. Zezwala ona nastgpnie zaréwno na jako$ciowa oceng roz-
mieszczenia tych kationéw w mikroobszarach komorki, ktore widoczne sa w postaci
czarnych zlogéw jak réwniez na przeprowadzenie iloSciowej analizy preparatu
mikrosonda elektronowa [12, 13].

W przypadku badania proceséw fizjologicznych, w ktorych nastgpuje szybki
transport jonéw pomig¢dzy apoplastem i symplastem, stosuje si¢ metode utrwalania
preparatow polaczona z wymiana wody komoérkowej w niskiej temperaturze na
niewodne rozpuszczalniki (ang.: freeze substitution) [39, 52]. W tej metodzie bardzo
wazne jest utrzymanie warunkow bezwodnych we wszystkich etapach preparacji.
W przypadku nieprzestrzegania tych warunkéw moze nastgpowaé migracja sub-
stancji rozpuszczalnych z komoérek do roztworéw wodnych [17, 18]. Naczyrika
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z preparatami umieszcza si¢ w butli Dewara, zawierajacej jako kapiel chiodzaca
aceton i suchy 16d. Tak przygotowany materiat przetrzymany zostaje w tych warun-
kach przez okres 2—3 dni, a nastgpnie w ciggu pigciu dni temperatura podnoszona
zostaje stopniowo do —48°C. Wielu autoréw badajac rézny material ro§linny wy-
kazalo, Ze okres ten jest wystarczajacy do calkowitej wymiany wody tkankowej
na rozpuszczaluiki bezwodne [18]. Calkowita wymiana wody w tkankach na roz-
puszczalniki bezwodne pozwala na podniesienie temperatury do —10°C, w ktorej
0s0, zostaje wyplukany acetonem. Nastgpnie utrwalona probka zostaje utrzymana
w temperaturze 0°C i infiltrowana odpowiednia zywica przez okres okolo 30 godzin.
W przypadku tej metody stosowane Zywice zostaja uprzednio suszone przez okres
3 dni z aktywowanymi sitami molekularnymi.

Utrwalone probki materialu moga by¢ zatopione w mieszaninie Zywic
wg Spurra [44]. Przy zastosowaniu do infiltracji tej Zywicy konieczna staje si¢ wy-
miana dwuepoksydu DER-736 na epon DY-064 celem eliminacji sztucznie podnie-
sionego w probkach poziomu chloru. Przygotowane jedna z powyzej opisanych
technik preparaty poddaje si¢ krojeniu przy uzyciu noza diamentowego. Do analiz
uzywa si¢ skrawkow cienkich o gruboéci 150—250 nm [43] lub grubych 1 um [14].
Do rozprostowywania skrawkow stosuje si¢ pary metylocykloheksanu, zamiast
konwencjonalnie stosowanych par chloroformu, ktére podnosza w preparacie
poziom chloru [39]. Otrzymane po krojeniu preparatu skrawki zostaja umieszczone
na siatkach podtrzymujacych uprzednio pokrytych blonkami.

Celem podniesienia przewodnictwa preparatu konieczne jest jego napylenie za
pomoca jednej Iub kombinacji dwoch, nastgpujacych substancji: wegla, zlota,
aluminium, chromu lub berylu [36]. Ten ostatni pierwiastek jest doskonaty do napy-
lania probek biologicznych uzytych do okreslenia koncentracji pierwiastkoéw lek-
kich. Posiada on wysokie przewodnictwo cieplne i elektryczne w 100 K, nizsza
absorpcj¢ promieni X przez probke, w poréwnaniu z pozostalymi substancjami
jak réwniez nie nastgpuje przy jego zastosowaniu emisja wykrywalnego charaktery-
stycznego promieniowania X.

W przypadku analizy materiatu roslinnego za pomoca mikrosondy elektronowe;j
sprzezonej z MES najczeéciej stosowana metoda przygotowywania preparatow
jest ich zamrozenie bez uprzedniego utrwalenia [53]. Probki materiatu umieszcza si¢
w miedzianych pojemnikach, a nastgpnie zamraza przez zanurzenie w cieklym azocie.
Tak przygotowany material poddaje si¢ tupaniu bezpo$rednio pod powierzchnia
azotu. W ten sposob otrzymuje si¢ Zadang powierzchni¢ preparatu, wolna od jakich-
kolwiek zanieczyszczen. Otrzymany w ten sposdb zamrozony preparat umieszczony
zostaje na stoliku kriostatu w temperaturze — 150°C, ktora zostaje réwniez utrzy-
mana podczas obserwacji i analizy w MES. Procedura ta minimalizuje przemieszcza-
nie jonow [22], a ponadto daje preparat bez strukturalnych znieksztalceri. Pewna
modyfikacja tej metody jest uprzednie mrozenie probek w cieklym freonie 22,
a nastepnie przenoszenie ich do cieklego azotu, gdzie poddawane sa tupaniu [47].
Starsze metody preparacji wykorzystywaly metody utrwalania dla MET a nastep-
nie [14] suszenie preparatu w krytycznym punkcie CO,. Po wysuszeniu probki
Zostaja napylone jak wyzej.
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Wady i zalety réinych technik preparacji materialu roslinnego

Zastosowanie w typowej preparatyce do MET takich utrwalaczy jak aldehyd
glutarowy czy KMnO, powoduje extrakcj¢ z komorki w znacznej ilo$ci jonow K+,
Mg+, Ca** [29, 30], jak rowniez niektorych skladnikéw komorki np. krysztalow
globoidu [31]. W przypadku extrakcji krysztalow globoidu, co cz¢sto zdarza sig
u roélin z rodziny Fabaceae przy stosowaniu konwencjonalnych metod preparacji,
Darley i Lott [9] proponuja metode dodatkowa. W takich sytuacjach proponuja
zamrozenie tkanki w cieklym azocie i po otrzymaniu sproszkowanego preparatu
umieszczenie go na siatkach pokrytych blonami oraz napylenie weglem. Krysztaty
globoidu sa nastgpnie identyfikowane na podstawie ich elektronowej gestosci.

Najbardziej odpowiednia technika znana dotychczas jest przygotowanie mate-
rialu poprzez jego bardzo szybkie zamrozenie. Ta technika nie zmienia naturalnego
skladu komérki oraz nie powoduje uszkodzen mechanicznych. Jednak ze wzgledu
na konieczno$¢ posiadania kriostatu [52, 53] oraz utrzymanie niskiej temperatury
podczas analizy, wykorzystanie tej metody jest ograniczone. Dobre wyniki uzyskuje
si¢ rOwniez przez zastosowanie utrwalania i wymiany wody na niewodne rozpuszczal-
niki w niskich temperaturach, a nast¢pnie infiltracj¢ odpowiednim skladem zywic
w dodatnich temperaturach. Metoda ta moze by¢é powszechnie stosowana we
wszystkich laboratoriach, ktore dysponuja mikrosonda elektronowa. Ponadto wy-
kazano, ze preparaty uzyskane metoda mrozenia lub wymiany wody na niewodne
rozpuszczalniki w niskich temperaturach posiadaty podobna koncentracje jonow [54].
Wyniki te dodatkowo uwidaczniaja przydatno$¢ tej ostatniej metody w badaniach
szeregu procesow fizjologicznych oraz wskazuja na szeroka mozliwo$¢ jej wyko-
rzystania.

Przyklady zastosowania mikrosondy elektronowej

Ruchy chloroplastu Mougeotia. Ruch chloroplastu u Mougeotia do pozycji
plaskiej indukowany jest §wiatlem czerwonym. Ten typ ruchu kontrolowany jest
przez fotokonwersj¢ P, do P, oraz powstanie gradientu P, pomiedzy przednia
i tylng $ciana komorki a jej bokami. Jony Ca®* odgrywaja kluczowa role w fito-
chromem sterowanej reakcji ruchowej chloroplastu [23]. Wewnatrzkomodrkowe
rozmieszczenie jondw Ca?* ulega zmianie podczas oSwietlenia komorek $wiattem
czerwonym lub podczerwienia. Za pomoca réznych metod cytochemicznych takich
jak np. przyzyciowego barwienia czerwienia obojetna, rodaming B lub wiazania Ca?+
chlorotetracyklina [21, 52] uzyskano jako$ciowe réznice w koncentracji Ca** przy
przy zmianie warunkow o$wietlenia. Nie dawaly one jednak odpowiedzi, w ktorych
organellach komérkowych Ca?* jest magazynowany oraz w jakiej iloSci jest pobie-
rany ze $rodowiska zewnetrznego. Zastosowanie mikrosondy elektronowej wyka-
zalo, ze fotokonwersja P, do P, pod wplywem dzialania $wiatla czerwonego pro-
wadzi do wzrostu poziomu jonéw Ca?+ w cytoplazmie przy rOwnoczesnym obniZeniu
jego koncentracji w pecherzykach taninowych oraz w mitochondriach i §cianach
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komérkowych. Czgéé jonéw Ca?* jest rowniez w tych warunkach importowana do
komorki z otaczajacego $rodowiska wodnego. O$wietlenie komorek glonu Mougeotia
$wiatlem podczerwonym prowadzi do fotokonwersji Py, do P,. Reakcja ta zwigzana
jest z obniZeniem poziomu wapnia w cytoplazmie oraz jego kumulacje w organellach
komérkowych jak 16wniez wydalaniem do $rodowiska zewnetrznego. Ze wzgledu
na niezwykle szybkie zmiany w koncentracji jonéw w komorkach kontrolowane
przez fitochrom, preparaty zostaly przygotowane przez zamroZenie glonu do
—80°C [39]. Preparaty byly lamane, a nast¢pnie analizowane w mikrosondzie
elektronowej sprzezonej z MES [52]. Technika ta pozwala na precyzyjne uchwy-
cenie ilo$ciowych réznic w koncentracji jonéow Ca®*.

Zmiany w koncentracji jonow w komoérkach infekowanych wirusem

Wirus MRDV wywoluje skartowacenie siewek Zea mays oraz prowadzi do two-
rzenia tumoréw wewnatrz wigzek przewodzacych [14, 15]. Efekty wywierane przez
wirusa na zmiany koncentracji jonow okreSlano w wewnatrznaczyniowej tkance
tumorowe]j oraz obszarach wolnych od wirusa. W tym przypadku zastosowano
utrwalanie tkanek z dodatkiem KPA, celem otrzymania stratéw. Analiza koncen-
tracji jonéw wykazala, ze tkanki nie infekowane wirusem zawieraja wigksze iloSci
Ca?+, natomiast obnizeniu ulega K+ w poréwnaniu z tkanka tumorowa. RéZnice
te wynosza okoto potowg koncentracji Ca** i okoto 15077 w przypadku jonow K+.
Natomiast zawarto$¢ Si jak rowniez P i S wzrastala w tkankach infekowanych.
W przypadku P i S wzrost koncentracji w tkance tumorowej jest wynikiem wzrostu
liczby wiruséw i towarzyszacej im wiroplazmy [4]. Wyniki pozwalaja sugerowa¢,
7e réznice w koncentracji K+ i Ca?+ w komorkach tkanki tumorowej zwigzane sa
ze zmianami przepuszczalnosci plazmalemmy w przypadku infekcji wirusem,
podobnie jak to ma miejsce w niektérych zwierzecych nowotworach [20].

Koncentracja jonéw w komoérkach halofitow. Badania koncentracji
jonéw w cytoplazmie i wakuoli komérek halofitéw pozwolito na stwierdzenie réznic
w poziomie jonéw nieorganicznych, wchodzacych w sktad osmotikum tych dwoch
kompartmentéw. Stosujac wysoka koncentracje jonéw w Srodowisku zewngtrznym
komoérki wykazano, jak wysokie ich stezenia moga by¢ tolerowane przez cyto-
plazme [40, 48]. Analizy komorek mezofilowych liScia Atriplex spongiosa za pomocg
mikrosondy elektronowej wykazaly, ze w tych warunkach maksymalna koncentra-
cja jonéw K+ i Na+ wynosi w cytoplaZzmie okoto 200 mM, a w wakuoli moze osig-
ga¢ warto$¢ nawet 900 mM [49]. Ponadto stwierdzono réznice w stosunku K+/Na*
na korzy$¢ jonéw K+ w cytoplazmie, natomiast w wakuoli na korzy$¢ jonow Na*.
Rownowaga potencjalu osmotycznego pomigdzy cytoplazma a wakuola musi by¢
utrzymana. Niedobér zwigzkéw osmotycznie czynnych w cytoplazmie zostaje
uzupehiony na drodze biosyntezy osmotycznie czynnych zwigzkéw organicznych
takich jak: betaina, glicyna i prolina, jak rowniez sacharoza, co zostalo wykazane
metodami cytochemicznymi [40]. Nie zostal wykazany natomiast w cytoplaZmie
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wzrost stezenia jonéw nieorganicznych do poziomu ich koncentracji w wakuoli.
Sugeruje to, ze ich poziom w cytoplaZzmie nie moze przekracza¢ pewnego krytycz-
nego pulapu [48].

Przedstawione przyktady stanowia jedynie waski wycinek mozliwo$ci zastosowa-
nia mikrosondy elektronowej do precyzyjnego okrelenia koncentracji jonow
w roznych mikroobszarach komérkowych.
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