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LEON MEJNARTOWICZ

ENZYMATYCZNA ANALIZA GENETYCZNYCH 
MECHANIZMÓW WRAŻLIWOŚCI DRZEW

WSTĘP

Na podstawie dotychczasowych badań sądzi się, że znaczny sto­
pień międzygatunkowej zmienności w tolerancji drzew na zanieczysz­
czenia środowiska ma uwarunkowanie genetyczne. Sugestie takie mo­
żna znaleźć już we wczesnych pracach z tego zakresu (Schroeder, 
Reuss 1883, Wislicenus 1898). Zmienność wewnątrzgatunkowa ce­
chy wrażliwości drzew ma różny zakres u różnych gatunków drzew 
(Białobok i in. 1977, Karolewski, Białobok 1978, Houston 
1974). Obliczono, że jej odziedziczalność dla niektórych rodów świer­
ka, znajdujących się pod działaniem fluorowodoru wynosi h2 = 0,34 
(Scholz i in. 1980).

Emitowane przez fabryki gazy i metale działają jako drastyczny 
czynnik selekcjonujący (Knabe 1967, Treshow 1968), powodujący 
zubożenie gatunkowe zbiorowisk drzew leśnych, w wyniku czego po- 
wstają nowe populacje, będące zespołami niespotykanymi w pierwot­
nej naturze (Wolak 1970, Mamajev, Shkariet 1972). W zespołach 
takich znajdują się prawdopodobnie te frakcje populacji wyjściowych, 
które stanowią zbiór genotypów drzew mających dostateczną intensy­
wność procesów metabolicznych, ażeby istnieć w warunkach działania 
antropopresji.

Istotne zatem wydaje się zagadnienie określenia zmienności wew- 
nątrzgatunkowej pod względem cechy tolerancyjności na zanieczysz­
czenia środowiska, jak i określenie kierunku zmian jakie wywołują 
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takie zanieczyszczenia. Jedną z metod jest badanie aktywności i dzie­
dziczenia się enzymów u drzew poddanych stresowi działania czynni­
ków zanieczyszczających środowisko.

ENZYMY JAKO MARKERY TOLERANCJI DRZEW NA GAZOWE 
ZANIECZYSZCZENIA POWIETRZA

Analizując enzymy w nasionach można określić strukturę allelicz- 
ną i genotypową badanej populacji drzew, jak też określić zmiany 
w aktywności enzymów zawartych w tkankach drzew poddanych dzia­
łaniu zanieczyszczeń (Mejnartowicz, Bergmann 1975, Mejnarto- 
wicz, Okoniewska 1982, Mejnartowicz i in. 1983). Badania takie 
stały się możliwe dopiero w ostatnim dwudziestoleciu, dzięki opano­
waniu metod elektroforetycznego rozdziału enzymów.

Szkodliwy wpływ takich zanieczyszczeń jak SO2, NOX, HF wyraża 
się w niszczeniu przez te gazy wewnątrzkomórkowej organizacji orga­
nelli, granulacji cytoplazmy, uszkodzeniach mitochondriów i plasty- 
dów oraz zmniejszaniu liczby rybosomów (Blingy i in. 1973, Godzik, 
Knabe 1973, Malhotra 1976, Młodzianowski, Białobok 1977). 
Uwalniane w tych procesach enzymy ulegają utlenianiu, dezaktywacji 
lub aktywacji oraz strącaniu.

Borei (1945) wysunął hipotezę wyjaśniającą szkodliwe działanie 
fluoru na żywe organizmy, w której zakłada, że pierwiastek ten wiążąc 
jony wapnia i magnezu komórkowego powoduje dezaktywację wielu 
enzymów, gdyż Ca + + i Mg+ + są nieodzowne dla sprawnego funkcjo­
nowania niektórych enzymów. Późniejsze prace wykazały jednak, że 
przynajmniej w odniesieniu do pewnych enzymów, jak np. peroksyda- 
zy, hipoteza Borei nie ma zastosowania.

PEROKSYDAZA

Jest jednym z najczęściej i najwcześniej badanych enzymów u drzew 
w celu znalezienia markerów biochemicznych szkodliwego działania 
zanieczyszczeń przemysłowych na rośliny (Keller 1976, Keller, 
Schwager 1971). Pomimo że jest to enzym zawierający w cząsteczce 
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żelazo, to pod działaniem fluorków na igły świerka, aktywność jego 
nie ulegała inhibicji, a przeciwnie — aktywacji (H. Keller 1976). 
U buka zwyczajnego fluorki nie wywołują zmian w aktywności pero- 
ksydazy, a także enzymów związanych z metabolizmem cukrowców 
jak: beta-galaktozydazy, alfa-galaktozydazy, beta-glukozydazy, cho­
ciaż u sosny zwyczajnej pod wpływem fluorków wzrosła aktywność 
alfa-mannozydazy, beta-galaktozydazy i esterazy (Bucher-Wallin 
1976, H. Keller 1976).

Z powyższych przykładów widać więc, że jon fluorkowy zakłóca 
do pewnego stopnia relacje między jonami K+, Mg2 + , Ca2 + , tworząc 
nierozpuszczalne sole, jednak przynajmniej niektóre gatunki drzew 
wykazują pewne zdolności buforowania takich reakcji. Wiąże się to 
zapewne z dużymi różnicami jakie występują pomiędzy gatunkami 
drzew leśnych w pojemności buforowej komórek. Przegląd prac z tego 
zakresu przedstawił ostatnio Richardson i in. (1984).

Działanie SO2 na peroksydazę może wywierać zarówno dezakty- 
wujący jak i aktywujący efekt. Podobnie pod wpływem SO2 i NOX 
wzrasta aktywność oksydazy polifenolowej w liściach kasztanowca, 
chociaż enzym ten miał niezmienioną aktywność w liściach dębu szy- 
pułkowego i bzu czarnego (Godzik 1967). Działanie dwutlenku siarki 
na peroksydazę zależy u niektórych roślin od stopnia ich wrażliwości 
na ten gaz. Osobniki bardziej wrażliwe z gatunku Pinus sylvestris 
i Weigela florida miały wyższy poziom aktywności peroksydazy niż 
rośliny posiadające większą odporność na SO2 (Kieliszewska-Ro­
kicka 1979).

U sosny zwyczajnej Niemtur (1979) stwierdził, że drzewa należące 
do różnych rodów różniły się istotnie pod względem reakcji zawartej 
w igłach peroksydazy na imisje z huty cynku. Drzewa niektórych ro­
dów wykazały wzrost aktywności peroksydazy, gdy rosły blisko źródła 
emisji, podczas gdy inne miały inhibowany enzym lub nie wykazywał 
on żadnej zmiany aktywności. Już dotychczas omówione prace wska­
zują na potrzebę bardzo ostrożnej interpretacji wyników badań nad 
peroksydazą.

Dobrze udowodniona jest hipoteza, że szkodliwe działanie SO2 ma 
głównie miejsce wtedy, gdy występuje on w postaci zjonizowanej jako 
HSO3“ lub SO32~. Yang i Saleh (1973) uważają, że działanie szere­
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gu wolnych rodników powstających w procesie utleniania siarczynów 
w obecności jonów manganu i tlenu, jest odpowiedzialne za utlenianie 
kwasu indolilooctowego w środowisku o pH 5,6. Z kolei peroksydaza 
katalizuje proces utleniania kwasu indolilooctowego. Wzmożenie za­
tem aktywności peroksydazy wiąże się z obecnością wolnego rodnika 
kwasu indolilooctowego, jonów siarczynowych i jonów dwuwartościo- 
wego manganu (Meudt 1971, Yeh i in. 1971). Wydaje się przy tym, że 
decydującą rolę w relacji: HSO3 “ — aktywność peroksydazy, odgry­
wa stężenie jonu siarczynowego. Podczas gdy niskie stężenie HSO3“ 
może wywierać aktywujące działanie na peroksydazę, to stężenie już 
5xl0_5M HSO,- powoduje hamowanie aktywności tego enzymu 
(Meudt 1971).

Działanie jonów HSO3 powoduje przesunięcie równowagi kwaso­
wej soku komórkowego w kierunku niższych wartości pH. W takim 
zaś środowisku kompleks: enzym-siarczyn-aldehyd indolilooctowy ma 
wyższą trwałość niż przy pH 7,8, w którym to środowisku łatwiej 
dochodzi do dezintegracji wiązań łączących poszczególne człony kom­
pleksu (Yeh i in. 1971).

Zdaniem Ziegler (1975) działanie dwutlenku siarki wyrażające się 
zmianą kwasowości wewnątrzkomórkowej powoduje również zmianę 
wzajemnego stosunku stężeń jonów HSO3~/SO32_ i być może powsta- 
ją wtedy zmiany kształtu całej cząsteczki enzymu, który to kształt 
wywiera duży wpływ na jego aktywność.

Na aktywność peroksydazy mierzonej w tkankach drzew, a także 
i u innych roślin znajdujących się pod wpływem fluorków i SO2 mają 
wpływ zarówno wiek drzewa jak i wiek organu, z którego pobrano 
tkankę do pomiaru aktywności enzymu. H. Keller (1976) stwierdziła 
zróżnicowaną reakcję peroksydazy wyekstrahowanej z igieł świerków, 
w zależności od tego czy były one klonami rozmnożonymi z młodych, 
czy starych drzew matecznych. Przymusiński i Mejnartowicz 
(1985) analizując histochemicznie lokalizację peroksydazy w igłach so­
sny-zwyczajnej, stwierdzili zróżnicowanie w rozmieszczeniu aktywnej 
peroksydazy w zależności od wieku igieł, przy czym nie stwierdzono 
zależności od klasy wrażliwości drzew na fluorki i SO2. Młode igły nie 
miały aktywnej peroksydazy w ścianach komórkowych mezofilu i w cy- 
toplazmie komórek transfuzyjnych. Stwierdzono jednak jej aktywność 
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w protoplastach. W dojrzałych natomiast igłach nie było aktywnej 
peroksydazy w epidermie i ścianach komórek sklerenchymatycznych, 
chociaż była ona aktywna w protoplastach. Istnieje zatem możliwość, 
zgodnie z sugestią Sagisaka (1976), gromadzenia się w starszych 
tkankach dużej ilości peroksydazy.

KWAŚNA FOSFATAZA

Obok peroksydazy jest jednym z częściej badanych izoenzymów 
w związku z próbami określenia zmian wywoływanych zarówno w ak­
tywności enzymu jak i jego zmienności izoenzymowej pod wpływem 
stresu wywołanego zanieczyszczeniem środowiska.

Enzym ten jest glikoproteidem, którego cukrowcowy komponent 
zawiera mannozę, glukozę i ślady fukozy (Wątorek i in. 1977). U sos­
ny zwyczajnej wyodrębniono w kwaśnej fosfatazie frakcję bardziej za­
sadową i drugą bardziej kwasową (Jonsson 1979). Stosując elektrofo- 
retyczne metody rozdziału białek z makr ogarnę tofitów Mej nar to- 
wicz (1979) wyodrębnił u tego gatunku drzewa szereg allelicznych 
form izoenzymów, kodowanych w jednym locus APH.

Fluorki, fosforany, arseniany, a także szereg kationów znajdują­
cych się w pyłach i gazach fabrycznych wpływają na katalityczne właś­
ciwości kwaśnej fosfatazy (Clancy, Coffy 1977, Lorenc-Kubis 
i Morawiecka 1973, Malhotra, Khan 1980, Wątorek i in. 1977). 
Wymienione zanieczyszczenia działają różnie na kwaśną fosfatazę 
w zależności od jej lokalizacji w ścianie komórkowej czy w cytopla- 
zmie (Hasegawa i in. 1976).

U świerka zwyczajnego pod wpływem 0,06 ppm SO2 x48h_1 wy­
stąpiło hamowanie aktywności kwaśnej fosfatazy do poziomu 80% 
stwierdzonego u drzew kontrolnych (Rabę, Kreeb 1976). Jeszcze wy­
ższy stopień hamowania aktywności kwaśnej fosfatazy stwierdzono 
w młodych igłach Pinus banksiana, bowiem już przy stężeniu 0,35 ppm 
SO2 działającego przez 24 h stwierdzono spadek aktywności o 54%, 
lecz co ważniejsze, pomimo przeniesienia siewek do środowiska o czy­
stym powietrzu, wystąpił dalszy spadek aktywności enzymu o 10% 
przez następne 24 godziny (Malhotra, Khan 1980). Wskazuje to na 
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konieczność uwzględniania tego zjawiska w ocenie wyników testów 
laboratoryjnych.

U sosny zwyczajnej występuje duże zróżnicowanie w aktywności 
kwaśnej fosfatazy wyizolowanej z tkanek drzew mniej i bardziej tole­
rancyjnych na działanie fluorków emitowanych w stężeniu 0,012 do 
0,088 mgF/m3/30 min z fabryki nawozów fosforowych. Drzewa bar­
dziej tolerancyjne mają, w warunkach wzrostu niezakłóconego emisja­
mi przemysłowymi, znacznie wyższy poziom aktywności enzymu niż 
drzewa wrażliwe (ryc. 1). Aktywność kwaśnej fosfatazy na rycinie 1 wy-

Ryc. 1. Porównanie aktywności kwaśnej fosfatazy u 
wrażliwych i tolerancyjnych na HF i SO2 drzew sos­
ny zwyczajnej, rosnących w strefie emisji i w terenie 
wolnym od zanieczyszczeń. Słupki z zaczernionym 
polem przedstawiają poziom aktywności enzymu u 
drzew rosnących w strefie zanieczyszczonej (według 
Mejnartowicza i Okoniewskiej 1982)

rażona została w międzynarodowej jednostce aktywności enzymu U, 
a istotność statystyczną różnic między aktywnością kwaśnej fosfatazy 
u drzew rosnących w strefie zanieczyszczonej emisjami i w środowisku 
kontrolnym badano testem t Studenta. Wartość t oznaczona dwiema 
gwiazdkami oznacza, że różnice są bardzo istotne, natomiast różnice 
nie istotne oznaczone są skrótem NS.

Gdy sadzonki tolerancyjne zostaną przeniesione w strefę działania 
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zanieczyszczeń, występuje wtedy zdecydowany spadek aktywności 
kwaśnej fosfatazy u drzew bardziej tolerancyjnych, podczas gdy akty­
wność enzymu u drzew wrażliwych pozostaje na tym samym poziomie. 
Być może jest to jedna z przyczyn obumierania tych drzew, które nie 
zmieniają swego metabolizmu nawet w warunkach stresowych (Mej­
nartowicz, Okoniewska 1982a). Podobnie jak aktywność peroksy­
dazy, również aktywność kwaśnej fosfatazy wiąże się z dużą zmienno­
ścią międzyosobniczą i zależy w znacznej mierze od pory roku, w któ­
rej pobierane są tkanki do analiz, jednak w odróżnieniu od peroksy­
dazy w znikomym stopniu zależy od wieku igieł sosny zwyczajnej. 
W okresie letnim (w sierpniu) aktywność enzymu jest znacznie niż­
sza niż w okresie zimowym (w grudniu). W tym zakresie zmiana akty­
wności występuje zarówno u drzew mniej jak i bardziej tolerancyj­
nych. Nie stwierdzono również różnic w aktywności enzymu izolo­
wanego z igieł jednorocznych i jednomiesięcznych (Mejnartowicz, 
Okoniewska 1982a).

Omawiając reakcję enzymów peroksydazy i kwaśnej fosfatazy na 
zanieczyszczenia gazowe, należy jeszcze wspomnieć o wynikach otrzy­
manych przez Jenscha i Jagera (1981), które stoją w sprzeczności 
z wcześniej omówionymi danymi otrzymanymi przez Kellera, Schwa- 
ger (1971), Mejnartowicza, Okoniewską (1982) oraz Schmidta, 
Kreeba (1975). Jensch i Jager stwierdzili mianowicie, że w igłach świer­
ka zwyczajnego znajdującego się przez wiele lat pod wpływem emisji 
przemysłowych występuje pozytywna korelacja pomiędzy wzrostem 
zawartości pierwiastków S i N a aktywnością kwaśnej fosfatazy i glu- 
taminianowej dehydrogenazy (GDH), natomiast nieistotna była kore­
lacja z aktywnością peroksydazy.

DEHYDROGENAZA JABŁCZANOWA (MDH)

Wpływ fluorków i dwutlenku siarki na aktywność dehydrogenazy 
jabłczanowej badano w igłach sosen mniej i bardziej odpornych na te 
zanieczyszczenia (Mejnartowicz i in. 1983). Aktywność tego enzymu 
w młodych igłach (1—2-miesięcznych) była podobna w obydwu bada­
nych grupach drzew i wynosiła średnio 0,1 U/mg białka. Wraz z wie­
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kiem igieł wzrastała aktywność zawartej w nich dehydrogenazy jabł- 
czanowej do poziomu 0,9 U/mg białka.

Istotne różnice statystyczne stwierdzono między grupą drzew bar­
dziej tolerancyjnych a grupą drzew wrażliwych na fluorki i SO2, gdy 
aktywność enzymu obliczano w odniesieniu do suchej masy igieł. W dwu­
miesięcznych igłach zebranych w pierwszej grupie drzew stwierdzono 
0,7 U/g suchej masy, podczas gdy drzewa wrażliwe miały jedynie 
0,47 U/g suchej masy. Wraz z wiekiem drzew statystycznie istotny był 
wzrost aktywności enzymu u drzew wrażliwych, do wartości 6,4 U/g 
suchej masy czternastomiesięcznych igieł, w porównaniu z drzewami 
bardziej tolerancyjnymi, gdzie wartość aktywności wzrosła do 5,0 U/g 
suchej masy.

Wyniki te mogą wskazywać na zahamowanie niektórych procesów 
metabolicznych u drzew bardziej tolerancyjnych, gdy znajdą się one 
w strefie działania fluorków i dwutlenku siarki.

ENZYMATYCZNE BADANIA STRUKTURY GENETYCZNEJ POPULACJI 
DRZEW ZNAJDUJĄCYCH SIĘ POD WPŁYWEM EMISJI PRZEMYSŁOWYCH

Za pomocą enzymatycznej analizy struktury genetycznej populacji 
można określić częstość genów i genotypów, a także stopień heterozy- 
gotyczności populacji i jej genetycznego podobieństwa do innej popu­
lacji. Mejnartowicz (1978, 1979) zbadał system dziedziczenia się 
u sosny zwyczajnej enzymów leucyloaminopeptydazy (LAP), stwier­
dzając, że kodowana jest ona w dwóch loci oznaczonych jako LAP-A 
oraz LAP-B. W każdym locus znajduje się kilka alleli kodominują- 
cych, między innymi także allele recesywne, a największą częstość ma­
ją allele LAP-A 1 oraz LAP-B 1. Zbadano częstość występowania alleli 
LAP w dwóch populacjach znajdujących się w strefie emisji fabrycz­
nych i porównano z częstością tych alleli w trzech innych populacjach 
występujących w środowisku o małym stopniu zanieczyszczenia. Stwier­
dzono tylko niewielkie różnice międzypopulacyjne, co wskazuje na 
neutralny charakter zmienności elektroforetycznej enzymów leucyloa­
minopeptydazy, tak że nie wydaje się ażeby mogły one mieć związek 
z przeżywalnością fenotypów sosny zwyczajnej (Mejnartowicz 1978a).
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KWAŚNA FOSFATAZA (APH)

Kodowana jest u sosny zwyczajnej w jednym locus oznaczonym 
jako APH-B z wieloma allelozymami (Mejnartowicz 1979). U świer­
ka częstość występowania niektórych alleli kodujących izoenzymy APH 
ma związek z selekcjonującymi czynnikami klimatycznymi (Bergmann 
1978). U sosny zwyczajnej, w populacji znajdującej się przez cały okres 
swego istnienia pod wpływem emisji fluorków i dwutlenku siarki zba­
dano częstość występowania alleli APH w czterech próbach nasion 
(Mejnartowicz 1983): A — losowa próba rodzicielska, B — próba 
rodziców wrażliwych na zanieczyszczenia, C — próba rodziców bar­
dziej tolerancyjnych, D — próba naturalnego potomstwa. Analiza pa­
rametrów genetycznych dla tych prób wykazała wysoki stopień podo­
bieństwa genetycznego pomiędzy próbą C (rodzice tolerancyjni) i pró­
bą D (potomstwo). Wynika ono głównie z tego, że w obu próbach 
występuje z dużą częstotliwością allel B5 i z małą frekwencją allel B6. 
Gdyby badane allele miały we wszystkich próbach: A, B, C i D identy­
czną częstość, to na rycinie 2 wartość genetycznego podobieństwa I ró­
wnałaby się jedności, gdyby zaś w próbach tych nie było identycznych 
alleli, to I równałoby się zeru. W pokoleniu Fx z największą częstotli­

wi)

Ryc. 2. Genetyczne podobieństwo (1) 
pomiędzy próbkami z drzew rodziciel­
skich:
A — próba losowa, B — próba z drzew wrażli­
wych, C — próba z drzew bardziej tolerancyjnych 
oraz próba D — z pokolenia Fj (według Mejnarto- 
wicza 1983) 0 

0,5
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wością występowały genotypy APH-B5B5, a z małą częstotliwością 
genotypy APH-B6B6. Wydaje się zatem, że w środowisku skażonym 
zanieczyszczeniami HF i SO2 selekcja działa przeciwko genotypom 
B6B6.

Nie znamy bezpośredniego związku pomiędzy posiadaniem przez 
drzewo określonego izoenzymu kwaśnej fosfatazy a jego zwiększoną 
wrażliwością łub odpornością na działanie fluorków i dwutlenku siar­
ki. Jednak APH jest bardzo ważnym enzymem w odżywianiu roślin 
(Hasegawa i in. 1976), gra również rolę w transporcie i magazynowa­
niu metabolitów (Flinn, Smith 1967) i co ważniejsze ma wpływ na 
otwieranie i zamykanie szparek (Mishra, Panda 1970). Zakłócenia 
każdego z wymienionych procesów w roślinie mogą powodować uszko­
dzenia drzew lub ich obumieranie.

Istnieją przesłanki ażeby sądzić, że selekcja drzew mniej odpornych 
na zanieczyszczenie może zachodzić już na etapie kiełkowania pyłku. 
Drzewa sosny zwyczajnej wrażliwe na zanieczyszczenia fluorkami i dwu­
tlenkiem siarki miały dłuższe łagiewki pyłkowe, a pyłek tych drzew 
ulegał szybciej starzeniu. Nie stwierdzono jednak ażeby HF w stężeniu 
0,015 mgF/m3/30 min miał wpływ na wzrost łagiewki pyłkowej, cho­
ciaż zmniejszał on o połowę liczbę kiełkujących ziarn pyłku (Mejnar­
towicz, Lewandowski 1985).

W korzeniach pszenicy Hasegawa i in. (1976) stwierdzili obecność 
5 izoenzymów APH, różniących się wrażliwością na różne inhibitory, 
w tym także na fluorki, chociaż wszystkie one były inhibowane przez 
NaF. W obecności ImM NaF stwierdzono jedynie 50% aktywności 
wyjściowej izoenzymu APH-5, podczas gdy izoenzym APH-2 zacho­
wał 81% swojej początkowej aktywności.

Dehydrogenaza jablczanowa (MDH) analizowana metodami elek- 
troforetycznymi u sosny zwyczajnej (Mejnartowicz 1981, Mejnar­
towicz, Bergmann 1985) ma szereg izoenzymów kodowanych 
w czterech loci. W populacjach sosen rosnących w strefie emisji prze­
mysłowych, a także w terenie wolnym od zanieczyszczeń najczęściej 
występuje genotyp drzew MDH-A2A2.

W locus MDH-B stwierdzono istnienie różnic między częstością 
genotypów posiadających allele tego locus w próbach drzew bardziej 
i mniej wrażliwych na fluorki i SO2 od drzew bardziej tolerancyjnych. 

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl

Enzymatyczna analiza genetycznych mechanizmów 387

W tej ostatniej grupie drzew najczęściej występował genotyp MDH- 
-B2B2 (P = 0,583), podczas gdy w próbie drzew wrażliwych częstość 
tego genotypu wyniosła P = 0,363, a najczęstszym genotypem wśród 
drzew wrażliwych był MDH-B2B5. Typowym jednak zjawiskiem jest 
występowanie wśród drzew tolerancyjnych dużej liczby, bo aż do 75%, 
drzew homozygotycznych w locus MDH-B, podczas gdy wśród drzew 
wrażliwych homozygoty w tym locus spotykane były jedynie z często­
ścią 36%.

W trzecim locus MDH-C stwierdzono, podobnie jak w locus MDH- 
-B, większą częstość homozygot wśród drzew bardziej tolerancyjnych 
(średnio 45%) niż wśród drzew wrażliwych, gdzie występowały homo­
zygoty z częstością 36%, najczęściej homozygota MDH-C4C4.

Interesujące wyniki otrzymano analizując ruchliwość elektrofore- 
tyczną dehydrogenazy jabłczanowej w ciągu kolejnych trzech lat u tych 
samych drzew rosnących w strefie emisji przemysłowych fluorków 
i SO2. Stwierdzono mianowicie, że około 2% drzew zmieniło właści­
wości fizykochemiczne niektórych izoenzymów MDH. Niektóre z izo­
enzymów straciły aktywność lub zmieniły właściwą im wartość ruchli­
wości elektroforetycznej (Mejnartowicz 1984).

AMINOTRANSFERAZA L-ASPARAGINIAN: 2-OKSYGLUTARAN

Enzym ten potocznie nazywany aminotransferazą asparaginiano- 
wą i oznaczany skrótami GOT lub AspAT, badany był w populacjach 
sosen rosnących w strefie zanieczyszczeń fluorkami (stężenie F 0,015— 
—0,09 mgF/m3/30 min) i SO2 oraz w populacjach rosnących w wa­
runkach niezanieczyszczonego środowiska.

GOT jest enzymem spełniającym kluczową rolę w procesie odbu­
dowy aminokwasów uwalnianych z rozkładu białka, oddzielając gru­
pę aminową i przenosząc na dwuoksykwas włączany dalej w cykl kwa­
su cytrynowego. Analiza anaforetyczna izoenzymów GOT wykazała, 
że zarówno u sosny zwyczajnej rosnącej w warunkach skażonego śro­
dowiska emisjami z fabryki nawozów fosforowych jak w warunkach 
niewielkiego oddziaływania emisji przemysłowych, GOT w makroga- 
metofitach kodowana jest w 3 loci, oznaczonych jako GOT-A, GOT-B 
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i GOT-C. Prawie wszystkie badane drzewa były monomorficzne w lo- 
cus A, chociaż występowały tu 2 allele, w locus B stwierdzono istnienie 
5 i w GOT-C sześciu alleli (Mejnartowicz 1981a).

Analiza heterozygotyczności populacji sosnowych rosnących w stre­
fie zanieczyszczeń przez przemysł wykonana na podstawie częstości 
alleli w loci GOT wykazała, że wszystkie badane drzewa były homozy- 
gotyczne w locus GOT-A, w locus GOT-B heterozygotyczność h = 0,620 
i w GOT-C heterozygotyczność wyniosła h = 0,701. Wartości te są 
zbliżone do obliczonych dla populacji rosnących poza zasięgiem emisji 
przemysłowych. Heterozygotyczność obliczona dla 6 loci kodujących 
GOT i MDH była nieco wyższa w populacjach znajdujących się w wa­
runkach stresu wywołanego zanieczyszczeniami (Mejnartowicz 1985).

Podobnie jak w przypadku kwaśnej fosfatazy, również mniejsza 
jest liczba genotypów określonych za pomocą izoenzymów dehydroge­
nazy jabłczanowej i aminotransferazy asparaginianowej w popula­
cjach sosny zwyczajnej występujących w strefie zanieczyszczonego śro­
dowiska emisjami gazów i pyłów przemysłowych w porównaniu z po­
pulacjami tego gatunku występującymi w warunkach mniejszego za­
nieczyszczenia powietrza i gleby.

Większe wzajemne podobieństwo prób pobranych z igieł i nasion 
drzew bardziej tolerancyjnych na fluorki i SO2, wykazane w badaniach 
APH i MDH, może również mieć związek z mniejszą zmiennością tych 
samych drzew pod względem zawartości niektórych związków fenolo­
wych (Mejnartowicz, Kosińska 1984), jak i z pewnymi różnicami 
w metabolizmie monosacharydów i disacharydów, jakie stwierdzono 
w badaniach nad mniej i bardziej tolerancyjnymi drzewami sosny zwy­
czajnej na te zanieczyszczenia (Mejnartowicz, Łukasiak 1985). Zau­
ważono mianowicie, że drzewa bardziej wrażliwe miały w warunkach 
wzrostu w strefie zanieczyszczonej wyższy poziom glukozy i fruktozy 
niż drzewa bardziej tolerancyjne. Być może jest to związane z zakłóce­
niami transportu bieżących produktów fotosyntezy. Podwyższony po­
ziom monosacharydów u drzew wrażliwych może być rezultatem hyd­
rolizy i fosforylacji sacharozy w obecności enzymu fosforylazy sacha­
rozy. Wskazuje na to wzmożenie aktywności glukozo-6-fosfodehydro- 
genazy u fasoli rosnącej w środowisku skażonym fluorkami (Lee i in. 
1966).
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ANALIZA ENZYMATYCZNA WPŁYWU IMISJI PYŁÓW METALICZNYCH 
NA DRZEWA

Jedną z najdoskonalszych metod określenia stopnia skażenia śro­
dowiska przez emisje przemysłowe metali jest laboratoryjne określenie 
ich ilości w tkankach roślin oraz oznaczenie aktywności enzymów w ba­
danych roślinach. Metoda ta pozwala na równoczesne poznanie za­
kresu zmienności wewnątrzgatunkowej w tolerancji na analizowany 
pierwiastek, jak i na poznanie wartości progowych, przy których zaró­
wno w nadmiarze, jak i w zbyt małej ilości danego metalu występują 
zahamowania w produkcji białka. Szczególne zaś znaczenie tej metody 
polega na tym, że można stwierdzić zanieczyszczenia środowiska, cho­
ciaż zewnętrzny wygląd rośliny nie wskazuje na zakłócenie jej funkcji 
fizjologicznych. Stwierdzono na przykład, że w liściach olszy czarnej 
i szarej mogą gromadzić się bardzo duże ilości miedzi, bo do 1000 pg/g 
suchej masy i cynku do 250 pg/g s.m., przekraczając bardzo istotnie 
wartości uznane dla tych pierwiastków za naturalne (5 i 73 pg dla Cu 
i Zn odpowiednio) przy braku objawów zewnętrznych uszkodzeń liści 
u większości badanych drzew (Mejnartowicz 1985a).

Zawartość w organizmie roślin cynku, miedzi i magnezu, a także 
wielu innych metali ma decydujący wpływ na biologiczną aktywność 
komórek. Miedź i cynk są mikroelementami, których dwuwartościo- 
we jony mają zdolność wchodzenia w skład niektórych enzymów two­
rząc z nimi metaloproteidy biologicznie aktywne, a usunięcie z nich 
wspomnianych metali powoduje natychmiastową dezaktywację enzy­
mu. Szczególnie ważne w procesie odtruwania organizmu enzymy 
z grupy oksydaz jak: fenolowa, askorbinowa, a także oksydaza cy- 
tochromowa i lakaza są kuproproteidami, podczas gdy anhydraza wę­
glanowa i leucyloeminopeptydaza zawiera Zn, a dysmutaza nadtlen­
kowa zawiera obydwa te pierwiastki.

W warunkach Polski szczególnego znaczenia nabierają emisje za­
wierające miedź i cynk. Niektóre z roślin zielnych (glony) mają moż­
ność unikania zatrucia organizmu przez te pierwiastki, spływając wraz 
z wodą. Drzewa jednakże pochłaniają ich znaczne ilości niezależnie od 
tego czy należą do grupy bardziej czy też mniej tolerancyjnych. W liś­
ciach olsz, które nie miały zewnętrznych objawów uszkodzeń stwier­
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dzano często większą zawartość miedzi niż w liściach z drzew wrażli­
wych. W skrajnych przypadkach występowało do 1500 pg Cu2+/g 
suchej masy liści zebranych w strefie emisji z huty miedzi, podczas gdy 
wartości kontrolne dla wymienionego rodu olszy czarnej wyniosły 
3 pg Cu2+/g suchej masy. Przy zawartości do 1000 pg Cu2+/g suchej 
masy liści nie występują jeszcze objawy zatrucia u olszy czarnej i sza­
rej, chociaż wartości te są dostatecznie duże ażeby powodować powa­
żne zmiany w metabolizmie roślin, wyrażające się u olsz znacznym 
wzrostem aktywności dehydrogenazy jabłczanowej (MDH) i kwaśnej 
fosfatazy w liściach wyrosłych na odciętych w końcu lutego pędach 
i trzymanych do rozwoju liści w fitotronie. W odniesieniu do MDH 
stwierdzono w takich liściach 49,9 U/g suchej masy, podczas gdy w liś­
ciach z pędów kontrolnych jedynie 12,2 U/g s.m. Podobny wzrost 
aktywności MDH obserwowano również gdy obliczono odpowiednie 
wartości do zawartości białka w liściach. Wyniosły one wtedy 12,2 
U/mg białka, podczas gdy w kontrolnym materiale stwierdzono 3,8 U. 
Drugi z badanych enzymów — APH również wykazał wzrost aktyw­
ności w liściach wyrosłych na pędach pochodzących ze strefy emisji 
miedzi, cynku i innych metali, gdzie stwierdzono 4,9 U.APH/g s.m., 
a w materiale kontrolnym 0,98 U.APH/g s.m. (Mejnartowicz, Bo­
roń i in. 1985).

Badania aktywności tych samych enzymów w liściach o podobnym 
wieku, lecz zebranych bezpośrednio w strefie emisji z huty miedzi wy­
kazały tylko niewielki wzrost aktywności MDH i znaczną inhibicję 
enzymu APH (Mejnartowicz, Boroń i in. 1985).

Aktywacja lub inhibicja enzymu w roślinie zależy od wielu czynni­
ków, z których wymienić należy: 1) rodzaj czynnika zanieczyszczające­
go, 2) wielkości stężenia zanieczyszczenia, 3) czasu oddziaływania, 
a także od: 4) gatunku rośliny, 5) wigoru rośliny, 6) etapu ontogenety- 
cznego rozwoju oraz 7) pory roku i dnia,w którym pobrano tkanki do 
analiz.

Instytut Dendrologii PAN
ul. Parkowa 5
62-035 Kórnik
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ENZYMATIC ANALYSIS OF THE GENETIC MECHANISMS DETER- 
MINING TREE SENSITIVITY

Summary

The fumes and dusts emitted by factories cause changes in the activity of enzymes 
and thus act as selection agents. The results of studies conducted so far indicate that the 
same type of pollution can act on an enzyme activating it or inhibiting depending on the 
concentration of the pollutant. Also the action depends on the species, age and stage of 
development of the plant. There are also substancial intraspecific differences in the 
reaction to pollutants. Thus it is possible to try to select plants that would be morę 
tolerant to a specified type of pollution.

Studies on the allelic forms of enzymes, i. e. the isozymes of such enzymes as acid 
phosphatase, maleic dyhydrogenase and aspartic transaminase permitted the determina- 
tion of the number of genotypes and changes in their occurrence caused by the influence 
of pollution with fluorides and SO2. It tumed out that the pollution causes a reduction 
of the pool of genotypes in a population.

In some broadleaved trees (alders) even an accumulation of very large quantitites of 
metals in tissues (up to 1000 pg/Cu/g. dry wt. and up to 250 pg Zn/g. dry wt.) may leave 
the leaves without any macroscopic changes. These pollutants transferred in the autumn 
to shoots and roots become transferred in the spring together with the celi sap resulting 
in disturbances of enzyme activity which may be either activated or inhibited depending 
on the type of enzyme.
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