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Research on the mechanism of action of the ultrasonic energy on plants

II. The influence of ultrasounds on the respiration of Linum usitatissimum
sprouts
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Dzialanie ultradzwiekow na wielkoczgsteczkowe kompleksy zwigzane
ze strukturami komérkowymi i tkankowymi bylo juz wielokrotnie przed-
miotem badan (Elpiner 1960, 1961, Elpiner, Gerasimowa
1952, Elpiner, Surowa 1954 i in.). Z danych tych mozna wnosic,
7e ultradzwieki dzialajgc na zywe organizmy uszkadzaja wybidrczo
pewne mechanizmy komérkowe. Tak np. pod dzialaniem ultradzwiekow
zmniejsza sie wirulentnos¢ pewnych bakterii, komoérki drozdzy traca
zdolnosé reprodukeji, a bakterie §wiecace zdolnoé¢é swiecenia (Gregg
cyt. Uber 1950). W do$wiadczeniach wlasnych stwierdziliSmy obok in-
nych skutkéw fizjologicznych zahamowanie aktywnosci p-glicerofosfatazy
(Halicz, Maciejewska-Potapczykowa, Zaleska, 1964).

Celem niniejszej pracy bylo zastosowanie ultradiZwiekéw w aspekcie
ich dzialania wybiérczego w stosunku do pewnych ukladéw enzymatycz-
nych z jednoczesnym uzyciem niektérych inhibitoré6w zasadniczych cyk-
low oddechowych.

Zgodnie z danymi literatury i wlasnymi spostrzezeniami ultradzwieki
zaleznie od ich energii i czasu dzialania mogg pobudza¢ albo hamowaé
oddychanie. Zalozeniem naszym bylo stosowanie takiej dawki energii
ultraakustycznej, ktérej wynikiem byloby hamowanie procesu oddy-
chania.

MATERIAL I METODY

Materialem do$wiadczen byly kietki Inu (Linum usitatissimum L.). Na-
siona kielkowano w ciggu 48 godzin w termostacie przy temp. 25°C na
bibule filtracyjnej rozlozonej w szalkach Petriego. Do doswiadczen brano
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kietki o diugodci okolo 1 em i nadzwiekawiano je w generatorze o cze-
stotl. 800 kHz i maksymalnej $redniej intensywnosci powierzchniowej
okolo 8 W/cm2. Czas nadiwiekowienia wynosil 5 min. Kontrolg byly
analogiczne probki kietkow, przetrzymywane w wodzie przez ten sam
okres czasu.

Pomiary zuzycia tlenu przez kieltki wykonywano w aparacie War-
burga. Jako pochlaniacz CO, stuzyl 10% roztwér KOH w ilosci 0,1 ml
w kazdym naczynku. Zanurzony w tugu skrawek bibuly zwiekszal po-
wierzchnie chlonienia.

Kielki (w ilo$ci 5) przenoszono do naczyniek zawierajgcych po 1 ml
wody. Temperatura lazni wynosila 30°C, ilo§¢ wstrzaséw 100/min. Po-
miar rozpoczynano ipo uplywie 30 min.; podczas tego okresu nastepowalo
wyréwnanie temperatur i ustalenie preznosci pary wewngtrz naczyniek.
Wskazania manometru odczytywano co 15 minut. Caloé¢ pomiaru trwata
od 1,5 do 2,5 godz.

Kazde doswiadczenie skladalo sie z 5 rownoleglych préb przeprowa-
dzanych w oddzielnych naczynkach aparatu. Calo§¢ doswiadczenia pow-
tarzano kilkakrotnie w tych samych warunkach. Podane wyniki stano-
wig $rednie wartosci ze wszystkich réwnoleglych pomiaréw.

OPIS DOSWIADCZEN *

Po wielokrotnych prébach majacych na celu ustalenie dawki energii
ultraakustycznej, ktéra hamowataby proces pobierania tlenu przez kietki
Inu, przyjeto nadzwiekawianie materialu przez okres 5 min., przy inten-
sywnos$ci powierzchniowej 4 W/em2 W tych warunkach oddychanie kiel-
kéw Inu mierzone na podstawie pobierania tlenu hamowane bylo w gra-
nicach 20—60° w stosunku do kontroli (tabela 1). Wartos¢ tych danych
zmieniala sie zaleznie od czasu dzielgcego pomiar od momentu nadzwie-
kowienia: r6znice w pobieraniu tlenu ‘byly niewielkie, gdy wykonywano
pomiary tuz po nadiwigekowieniu, rosty w miare uplywu czasu trwania
do$éwiadczenia (tab. 1).

W dalszych do§wiadczeniach starano sig rozstrzygnaé alternatywe: czy
stwierdzone obnizenie oddychania jest wynikiem wybiérczego uszkodze-
nia pewnego ogniwa cyklu oddechowego, czy tez wymikiem ogblnego,
niszczacego dzialania na komérke. W tym celu uzyliSmy znanych inhibi-
toréw o wybiérczym dzialaniu na pewne ogniwa cyklu oddechowego,
kierujgc sie nastepujacym rozumowaniem: jezeli ultradzwieki hamujg
wybidérczo pewne ogniwa oddechowe, wrazliwo$¢ na odpowiednie inhi-
bitory kielkéw nadzwiekowionych winna ulec zmianie; i dalej, jezeli

* W czeéci doSwiadczalnej uczestniczyl asystent techn. przy katedrze Ewolucjo-
nizmu, mgr Jan Szymanski
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wrazliwosé kietkow kontrolnych i nadzwiekowicnych jest jednakowa,
nie ulega zmianie po nadzwiekowieniu, hamowanie oddychania przez

ultradzwieki nie jest wyrazem inhibicji wybiérczej.

Tabela 1

- Table 1

Wplyw ultradiwigkéw na poblieranie tlenu przez kieiki lnu

The influence of ultrasonic energy on oxygen oonsumptién of Linur usitatissimum sprouts

ml 0,/1 godz./5 ki

etkéw - ml/hr/5 sprouts

r doswiadezenia
lo.,0f experiment

¥ielkl kontrolne
Contrel sprouts

Klelki nadiwigkowlone

Ultrasonicated sprouts

% hamowania oddychania

Inhibition of
respiration (%)

1 140,3 58,1 47,0
2 84,0 67,1 20,2
7 109,0 44,8 57,0

Z danych w tabeli 2 oraz wykresow wida¢, ze wrazliwosé cyklu odde-
chowego na inhibitory po madzwiekowieniu jest obnizona, procent hamo-
wania oddychania przez inhibitory jest znacznie mniejszy anizeli
w kontroli (ryc. 1).

Szczegodlnie interesujgcy jest wynik dotyczacy azydku sodu. Trucizna
ta przy stez. 1073 M hamuje oddychanie kielkéw kontrolnych w 25%,
natomiast zupelnie nie wplywa na kietki doswiadczalne.

Tabela 2 -« Table 2
Wplyw inhibitoréw na oddychanie kielkéw lnu poddanych dzialaniu ultradiwiekéw

The influence of some inhibitors on oxygen consumption of Linum
ugitatissimum sprouts treated by ultrasons

)  Stgzenie inhibltora Kielki % hamowania oddychania
Inhibitor | oonsentration of inhibitor Sprouts Inhibition of respiration (%)
o kontrolne 25,0
Ha3N 1.107°M nadZwickowione 0
control ultrason.
kontrolne 51,0
NaF 1/15 o nadiwigkowione 18,0
control ultrason.
kontrolne 41,0
Malonian sodu 1/15 nadiwlgkowione 32,0
control ultrason.
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Wyniki te zdaniem naszym w duzej mierze przemawiajg za wybior-
czym dzialaniem ultradzwiekow (w przyjetych przez nas warunkach)
na pewne ogniwa cyklu oddechowego kietkéw Inu.

pL0, |
7 oo NaF 7sM
—o 1
. \O\ : 2 2
x X o\"*o o
i hﬁ‘hx""‘"‘-—-x X X
L0, I l ‘ i I

N NasN LIOM

] o o- o o
b4 X > 4 ¥ X X
pLO,
30/ Malonian sodu
! Sodium malonate
20- 0—0 |/ISM

10; i - e

Ryc. 1. Wplyw inhibitoréw na oddychanie kielkéw Inu poddanych dziataniu ultra-
dzwiekow

Poszezegdlne punkty odpowiadaja ilosci O, pobleranego przez 5 kietkéw w czasle 15 minut.
Strzalka oznacza moment przelania inhibitora ze zblornika bocznezo do naczynka
1 — kontrola (comtrol); 2 — kielki nadéwlekowione (ultrasonicated sprouts).

The influence of some inhibitors on oxygen consumption of Linum usitatissimum
sprouts treated by ultrasounds.

The points indi¢ate the amount of O, uptake per 5 sprouts in 15 mins. The arrow indicates
the moment of the addition of the inhibitor from the lateral contalner.
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DYSKUSJA

Przedstawione wyzej do§wiadczenia wskazuja, ze pod wplywem ultra-
dzwiekéw obniza sie oddychanie w kietkach Inu, maleje wrazliwo$¢ na
inhibitory (fluorek sodu malonian sodu) oraz znika zupelnie wrazliwosé
na azydek sodu. Tak wiec doséwiadczenia te przemawiajg za wybidrczg
inaktywacjg pewnych enzymoéw przez ultradzwieki. Wylania sie przeto
pytanie, jakie ogniwo enzymatyczne ulega inaktywacji pod dzialaniem
ultradzwiekéw. Najprawdopodobniej jest nim enzym (enzymy) wrazliwy
na azydek sodu, bowiem kietki Inu po nadzwiekowieniu stajq sie nie-
wrazliwe na ten inhibitor. Jezeli enzymy te sg sprzezone z cyklem gliko-
litycznym i Krebsa, zniszczenie ich spowoduje obnizenie sprawnosci gli-
kolizy, jak i cyklu Krebsa. Obnizenie sprawnosci tych proceséw w kiel-
kach madzwiekowionych stwierdzone podczas doswiadczenia jest zjawis-
kiem wtérnym, nastepstwem zniszczenia enzyméw niezbednych do funk-
cjonowania glikolizy i ecyklu Krebsa.

Dos$wiadczenia nasze nie dajg odpowiedzi na pytanie, jakie to sg en-
zymy, pozwalaja jedynie snué¢ domysly. Wiadomo, ze azydek sodu ha-
muje fosforylacje oksydatywna oraz aktywnos$é cytochromoksydazy i fos-
fatazy. Wydaje sie, ze inaktywacja chociazby jednego z tych ogniw jest
wystarczajaca dla wytlumaczenia wynikéw naszych do$wiadczen.

Celem dalszych badan bedzie sprawdzenie powyzszej hipotezy.

STRESZCZENIE

W aparacie Warburga badano pobieranie tlenu przez kietki Inu (Linum usitatis-
simum L.) poddane dzialaniu ultradzwiekéw (5 min., 4 W/sm® i kietki kontrolne
w obecnosci lub nieobecnosei inhibitoréw (azydek sodu, fluorek sodu, malonian
sodu).

Na podstawie uzyskanych wynikéw wysunieto przypuszczenie, ze w danych
warunkach doswiadczalnych nastgpila inaktywacja enzyméw wrazliwych na azy-
dek sodu).

Katedra Ewolucjonizmu (Wplynelo dn. 14.8.1963 r.}
i Katedra Fizjologii Roslin
Uniwersytetu fdédzkiego

SUMMARY

Oxygen consumption in Linum usitatissimum sprouts treated by utrasounds in
the presence or absence of inhibitors (sodium azide, sodium fluoride anld sodium
malonate) was examined by means of the Warburg technique.

From the results obtained it can be suggested that the inactivation of enzymes
sensitive to sodium azide took place under given conditions of the experiment.
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