LEON MEJNARTOWICZ

ENZYMATYCZNA  ANALIZA  GENETYCZNYCH
MECHANIZMOW WRAZLIWOSCI DRZEW

WSTEP

Na podstawie dotychczasowych badan sadzi sie, ze znaczny sto-
pien miedzygatunkowej zmiennosci w tolerancji drzew na zanieczysz-
czenia Srodowiska ma uwarunkowanie genetyczne. Sugestie takie mo-
zna znalez¢ juz we wczesnych pracach z tego zakresu (Schroeder,
Reuss 1883, Wislicenus 1898). Zmiennos$¢ wewnatrzgatunkowa ce-
chy wrazliwos$ci drzew ma rozny zakres u réznych gatunkéw drzew
(Biatobok i in. 1977, Karolewski, Biatobok 1978, Houston
1974). Obliczono, ze jej odziedziczalnos¢ dla niektérych rodéw Swier-
ka, znajdujacych sie pod dziataniem fluorowodoru wynosi h?2 = 0,34
(Scholz i in. 1980).

Emitowane przez fabryki gazy i metale dziatajg jako drastyczny
czynnik selekcjonujacy (Knabe 1967, Treshow 1968), powodujacy
zubozenie gatunkowe zbiorowisk drzew lesnych, w wyniku czego po-
wstajg nhowe populacje, bedace zespotami niespotykanymi w pierwot-
nej naturze (Wolak 1970, Mamajev, Shkariet 1972). W zespotach
takich znajduja sie prawdopodobnie te frakcje populacji wyjsciowych,
ktore stanowig zbidr genotypdéw drzew majacych dostateczng intensy-
wnos$¢ procesdw metabolicznych, azeby istnie¢ w warunkach dziatania
antropopresji.

Istotne zatem wydaje sie zagadnienie okres$lenia zmiennosci wew-
natrzgatunkowej pod wzgledem cechy tolerancyjnosci na zanieczysz-
czenia srodowiska, jak i okreslenie kierunku zmian jakie wywotujg
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takie zanieczyszczenia. Jedng z metod jest badanie aktywnosci i dzie-
dziczenia sie enzymow u drzew poddanych stresowi dziatania czynni-
kow zanieczyszczajgcych srodowisko.

ENZYMY JAKO MARKERY TOLERANCJI DRZEW NA GAZOWE
ZANIECZYSZCZENIA POWIETRZA

Analizujgc enzymy w nasionach mozna okres$li¢ strukture allelicz-
ng i genotypowg badanej populacji drzew, jak tez okresli¢ zmiany
w aktywnos$ci enzymow zawartych w tkankach drzew poddanych dzia-
taniu zanieczyszczen (Mejnartowicz, Bergmann 1975, Mejnarto-
wicz, Okoniewska 1982, Mejnartowicz i in. 1983). Badania takie
staty sie mozliwe dopiero w ostatnim dwudziestoleciu, dzieki opano-
waniu metod elektroforetycznego rozdziatu enzymow.

Szkodliwy wpltyw takich zanieczyszczen jak SO2, NOX, HF wyraza
sie w niszczeniu przez te gazy wewngtrzkomorkowej organizacji orga-
nelli, granulacji cytoplazmy, uszkodzeniach mitochondriow i plasty-
dow oraz zmniejszaniu liczby rybosoméw (Blingy i in. 1973, Godzik,
Knabe 1973, Malhotra 1976, Mtodzianowski, Biatobok 1977).
Uwalniane w tych procesach enzymy ulegaja utlenianiu, dezaktywacji
lub aktywacji oraz stracaniu.

Borei (1945) wysunat hipoteze wyjasniajaca szkodliwe dziatanie
fluoru na zywe organizmy, w ktorej zaktada, ze pierwiastek ten wigzac
jony wapnia i magnezu komoérkowego powoduje dezaktywacje wielu
enzymoéw, gdyz Ca++ i Mg+ + sg nieodzowne dla sprawnego funkcjo-
nowania niektorych enzyméw. Pdzniejsze prace wykazaty jednak, ze
przynajmniej w odniesieniu do pewnych enzymdw, jak np. peroksyda-
zy, hipoteza Borei nie ma zastosowania.

PEROKSYDAZA

Jest jednym z najcze$ciej i najwczesdniej badanych enzyméw u drzew
w celu znalezienia markeréw biochemicznych szkodliwego dziatania
zanieczyszczen przemystowych na rosliny (Keller 1976, Keller,
Schwager 1971). Pomimo ze jest to enzym zawierajgcy w czgsteczce
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zelazo, to pod dziataniem fluorkéw na igty Swierka, aktywnos$¢ jego
nie ulegata inhibicji, a przeciwnie — aktywacji (H. Keller 1976).
U buka zwyczajnego fluorki nie wywotujg zmian w aktywnosci pero-
ksydazy, a takze enzymow zwigzanych z metabolizmem cukrowcow
jak: beta-galaktozydazy, alfa-galaktozydazy, beta-glukozydazy, cho-
ciaz u sosny zwyczajnej pod wptywem fluorkéw wzrosta aktywnos¢
alfa-mannozydazy, beta-galaktozydazy i esterazy (Bucher-Wallin
1976, H. Keller 1976).

Z powyzszych przyktadéw widaé wiec, ze jon fluorkowy zaktoca
do pewnego stopnia relacje miedzy jonami K+, Mg2+, Ca2+, tworzac
nierozpuszczalne sole, jednak przynajmniej niektore gatunki drzew
wykazujg pewne zdolnosci buforowania takich reakcji. Wigze sie to
zapewne z duzymi roznicami jakie wystepujg pomiedzy gatunkami
drzew le$Snych w pojemnosci buforowej komorek. Przeglad prac z tego
zakresu przedstawit ostatnio Richardson i in. (1984).

Dziatanie SO?2 na peroksydaze moze wywiera¢ zarobwno dezakty-
wujacy jak i aktywujacy efekt. Podobnie pod wplywem SO2 i NOX
wzrasta aktywnos$¢ oksydazy polifenolowej w lisciach kasztanowca,
chociaz enzym ten miat niezmieniong aktywnos¢ w lisciach debu szy-
putkowego i bzu czarnego (Godzik 1967). Dziatanie dwutlenku siarki
na peroksydaze zalezy u niektérych roslin od stopnia ich wrazliwosci
na ten gaz. Osobniki bardziej wrazliwe z gatunku Pinus sylvestris
i Weigela florida miaty wyzszy poziom aktywnosci peroksydazy niz
rosliny posiadajgce wiekszg odpornos¢ na SO? (Kieliszewska-Ro-
kicka 1979).

U sosny zwyczajnej Niemtur (1979) stwierdzit, ze drzewa nalezgce
do réznych rodéw roznity sie istotnie pod wzgledem reakcji zawartej
w igtach peroksydazy na imisje z huty cynku. Drzewa niektorych ro-
dow wykazaty wzrost aktywnos$ci peroksydazy, gdy rosty blisko Zzrodta
emisji, podczas gdy inne miaty inhibowany enzym lub nie wykazywat
on zadnej zmiany aktywnosci. Juz dotychczas omowione prace wska-
Zuja na potrzebe bardzo ostroznej interpretacji wynikéw badan nad
peroksydaza.

Dobrze udowodniona jest hipoteza, ze szkodliwe dziatanie SO2 ma
gtéwnie miejsce wtedy, gdy wystepuje on w postaci zjonizowanej jako
HSO3“ lub SO32~. Yang i Saleh (1973) uwazaja, ze dziatanie szere-
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gu wolnych rodnikéw powstajgcych w procesie utleniania siarczynéw
w obecnosci jondw manganu i tlenu, jest odpowiedzialne za utlenianie
kwasu indolilooctowego w $rodowisku o pH 5,6. Z kolei peroksydaza
katalizuje proces utleniania kwasu indolilooctowego. Wzmozenie za-
tem aktywnosci peroksydazy wigze sie z obecnoscig wolnego rodnika
kwasu indolilooctowego, jondw siarczynowych i jonéw dwuwartoscio-
wego manganu (Meudt 1971, Yeh i in. 1971). Wydaje sie przy tym, ze
decydujaca role w relacji: HSO3“ — aktywno$¢ peroksydazy, odgry-
wa stezenie jonu siarczynowego. Podczas gdy niskie stezenie HSO3*
moze wywiera¢ aktywujace dziatanie na peroksydaze, to stezenie juz
5xI10_5M HSO,- powoduje hamowanie aktywnosci tego enzymu
(Meudt 1971).

Dziatanie jonébw HSO3 powoduje przesuniecie rownowagi kwaso-
wej soku komorkowego w kierunku nizszych wartosci pH. W takim
za$ srodowisku kompleks: enzym-siarczyn-aldehyd indolilooctowy ma
wyzszg trwatos¢ niz przy pH 7,8, w ktérym to Srodowisku fatwiej
dochodzi do dezintegracji wiazan taczacych poszczegdlne cztony kom-
pleksu (Yeh i in. 1971).

Zdaniem Ziegler (1975) dziatanie dwutlenku siarki wyrazajgce sie
zmiang kwasowosci wewnatrzkomorkowej powoduje réwniez zmiane
wzajemnego stosunku stezen jonéw HSO3~/S0O32_ i by¢ moze powsta-
ja wtedy zmiany ksztattu calej czasteczki enzymu, ktéry to ksztatt
wywiera duzy wptyw na jego aktywnosc.

Na aktywnos¢ peroksydazy mierzonej w tkankach drzew, a takze
i u innych roslin znajdujacych sie pod wptywem fluorkéw i SO2 majg
wptyw zaréwno wiek drzewa jak i wiek organu, z ktérego pobrano
tkanke do pomiaru aktywnosci enzymu. H. Keller (1976) stwierdzita
zréznicowang reakcje peroksydazy wyekstrahowanej z igiet swierkéw,
w zaleznosci od tego czy byty one klonami rozmnozonymi z mtodych,
czy starych drzew matecznych. Przymusiniski i Mejnartowicz
(1985) analizujac histochemicznie lokalizacje peroksydazy w igtach so-
sny-zwyczajnej, stwierdzili zréznicowanie w rozmieszczeniu aktywnej
peroksydazy w zaleznosci od wieku igiet, przy czym nie stwierdzono
zaleznosci od klasy wrazliwosci drzew na fluorki i SO2. Mtode igty nie
miaty aktywnej peroksydazy w $cianach komarkowych mezofilu i w cy-
toplazmie komorek transfuzyjnych. Stwierdzono jednak jej aktywno$¢
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w protoplastach. W dojrzatych natomiast igtach nie byto aktywnej
peroksydazy w epidermie i $cianach komorek sklerenchymatycznych,
chociaz byta ona aktywna w protoplastach. Istnieje zatem mozliwos¢,
zgodnie z sugestia Sagisaka (1976), gromadzenia sie w starszych
tkankach duzej ilosci peroksydazy.

KWASNA FOSFATAZA

Obok peroksydazy jest jednym z czesciej badanych izoenzymow
w zwiazku z prébami okreslenia zmian wywotywanych zaréwno w ak-
tywnosci enzymu jak i jego zmiennosci izoenzymowej pod wptywem
stresu wywotanego zanieczyszczeniem Srodowiska.

Enzym ten jest glikoproteidem, ktérego cukrowcowy komponent
zawiera mannoze, glukoze i $lady fukozy (Watorek i in. 1977). U sos-
ny zwyczajnej wyodrebniono w kwasnej fosfatazie frakcje bardziej za-
sadowsg i druga bardziej kwasowa (Jonsson 1979). Stosujgc elektrofo-
retyczne metody rozdziatu biatek z makrogarnetofitow Mejnarto-
wicz (1979) wyodrebnit u tego gatunku drzewa szereg allelicznych
form izoenzymow, kodowanych w jednym locus APH.

Fluorki, fosforany, arseniany, a takze szereg kationéw znajduja-
cych sie w pytach i gazach fabrycznych wptywajg na katalityczne wias-
ciwosci kwasnej fosfatazy (Clancy, Coffy 1977, Lorenc-Kubis
i Morawiecka 1973, Malhotra, Khan 1980, Watorek i in. 1977).
Wymienione zanieczyszczenia dzialajg réznie na kwasng fosfataze
w zaleznosci od jej lokalizacji w Scianie komérkowej czy w cytopla-
zmie (Hasegawa i in. 1976).

U sSwierka zwyczajnego pod wptywem 0,06 ppm SO2 x48h_1 wy-
stgpito hamowanie aktywnosci kwasnej fosfatazy do poziomu 80%
stwierdzonego u drzew kontrolnych (Rabe, Kreeb 1976). Jeszcze wy-
zszy stopien hamowania aktywnosci kwasnej fosfatazy stwierdzono
w miodych igtach Pinus banksiana, bowiem juz przy stezeniu 0,35 ppm
SO? dziatajacego przez 24 h stwierdzono spadek aktywnosci o 54%,
lecz co wazniejsze, pomimo przeniesienia siewek do srodowiska o czy-
stym powietrzu, wystapit dalszy spadek aktywnosci enzymu o 10%
przez nastepne 24 godziny (Malhotra, Khan 1980). Wskazuje to na
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konieczno$¢ uwzgledniania tego zjawiska w ocenie wynikéw testow
laboratoryjnych.

U sosny zwyczajnej wystepuje duze zrdznicowanie w aktywnosci
kwasnej fosfatazy wyizolowanej z tkanek drzew mniej i bardziej tole-
rancyjnych na dziatanie fluorkéw emitowanych w stezeniu 0,012 do
0,088 mgF/m3/30 min z fabryki nawozéw fosforowych. Drzewa bar-
dziej tolerancyjne maja, w warunkach wzrostu niezakt6conego emisja-
mi przemystowymi, znacznie wyzszy poziom aktywnosci enzymu niz
drzewa wrazliwe (ryc. 1). Aktywnos$é kwasnej fosfatazy na rycinie 1 wy-

Ryc. 1. Poréwnanie aktywnosci kwasnej fosfatazy u
wrazliwych i tolerancyjnych na HF i SO2 drzew sos-
ny zwyczajnej, rosngcych w strefie emisji i w terenie
wolnym od zanieczyszczen. Stupki z zaczernionym
polem przedstawiaja poziom aktywnosci enzymu u
drzew rosngcych w strefie zanieczyszczonej (wedtug
Mejnartowicza i Okoniewskiej 1982)

razona zostata w miedzynarodowej jednostce aktywnosci enzymu U,
a istotnos¢ statystyczng réznic miedzy aktywnoscig kwasnej fosfatazy
u drzew rosnacych w strefie zanieczyszczonej emisjami i w srodowisku
kontrolnym badano testem t Studenta. Warto$¢ t oznaczona dwiema
gwiazdkami oznacza, ze réznice sg bardzo istotne, natomiast réznice
nie istotne oznaczone sg skrétem NS.

Gdy sadzonki tolerancyjne zostang przeniesione w strefe dziatania
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zanieczyszczen, wystepuje wtedy zdecydowany spadek aktywnosci
kwasnej fosfatazy u drzew bardziej tolerancyjnych, podczas gdy akty-
wno$¢ enzymu u drzew wrazliwych pozostaje na tym samym poziomie.
By¢ moze jest to jedna z przyczyn obumierania tych drzew, ktére nie
zmieniajg swego metabolizmu nawet w warunkach stresowych (Mej-
nartowicz, Okoniewska 1982a). Podobnie jak aktywno$¢ peroksy-
dazy, rowniez aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy wiagze sie z duzg zmienno-
$cig miedzyosobniczg i zalezy w znacznej mierze od pory roku, w kto-
rej pobierane sg tkanki do analiz, jednak w odr6znieniu od peroksy-
dazy w znikomym stopniu zalezy od wieku igiet sosny zwyczajnej.
W okresie letnim (w sierpniu) aktywno$¢ enzymu jest znacznie niz-
sza niz w okresie zimowym (w grudniu). W tym zakresie zmiana akty-
wnosci wystepuje zaréwno u drzew mniej jak i bardziej tolerancyj-
nych. Nie stwierdzono réwniez réznic w aktywnosci enzymu izolo-
wanego z igiet jednorocznych i jednomiesiecznych (Mejnartowicz,
Okoniewska 1982a).

Omawiajac reakcje enzymow peroksydazy i kwasnej fosfatazy na
zanieczyszczenia gazowe, nalezy jeszcze wspomnie¢ o wynikach otrzy-
manych przez Jenscha i Jagera (1981), ktore stojg w sprzecznosci
z wczesniej oméwionymi danymi otrzymanymi przez Kellera, Schwa-
ger (1971), Mejnartowicza, Okoniewska (1982) oraz Schmidta,
Kreeba (1975). Jensch i Jager stwierdzili mianowicie, ze w igtach Swier-
ka zwyczajnego znajdujgcego sie przez wiele lat pod wpltywem emisji
przemystowych wystepuje pozytywna korelacja pomiedzy wzrostem
zawartosci pierwiastkdw S i N a aktywnoscig kwasnej fosfatazy i glu-
taminianowej dehydrogenazy (GDH), natomiast nieistotna byta kore-
lacja z aktywnosciag peroksydazy.

DEHYDROGENAZA JABLCZANOWA (MDH)

Whptyw fluorkéw i dwutlenku siarki na aktywnos$¢ dehydrogenazy
jabtczanowej badano w igtach sosen mniej i bardziej odpornych na te
zanieczyszczenia (Mejnartowicz i in. 1983). Aktywnos$¢ tego enzymu
w miodych igtach (1—2-miesiecznych) byta podobna w obydwu bada-
nych grupach drzew i wynosita srednio 0,1 U/mg biatka. Wraz z wie-
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kiem igiet wzrastata aktywnos$¢ zawartej w nich dehydrogenazy jabt-
czanowej do poziomu 0,9 U/mg biatka.

Istotne réznice statystyczne stwierdzono miedzy grupg drzew bar-
dziej tolerancyjnych a grupa drzew wrazliwych na fluorki i SO2, gdy
aktywnos¢ enzymu obliczano w odniesieniu do suchej masy igiet. W dwu-
miesiecznych igtach zebranych w pierwszej grupie drzew stwierdzono
0,7 U/g suchej masy, podczas gdy drzewa wrazliwe miaty jedynie
0,47 U/g suchej masy. Wraz z wiekiem drzew statystycznie istotny byt
wzrost aktywnosci enzymu u drzew wrazliwych, do wartosci 6,4 U/g
suchej masy czternastomiesiecznych igiet, w poréwnaniu z drzewami
bardziej tolerancyjnymi, gdzie wartos¢ aktywnosci wzrosta do 5,0 U/g
suchej masy.

Wyniki te moga wskazywac na zahamowanie niektoérych procesow
metabolicznych u drzew bardziej tolerancyjnych, gdy znajda sie one
w strefie dziatania fluorkow i dwutlenku siarki.

ENZYMATYCZNE BADANIA STRUKTURY GENETYCZNEJ POPULACII
DRZEW ZNAJDUJACYCH SIE POD WPLYWEM EMISJI PRZEMYStOWYCH

Za pomocg enzymatycznej analizy struktury genetycznej populacji
mozna okresli¢ czestos¢ gendw i genotypow, a takze stopien heterozy-
gotycznosci populacji i jej genetycznego podobienistwa do innej popu-
lacji. Mejnartowicz (1978, 1979) zbadat system dziedziczenia sie
u sosny zwyczajnej enzymow leucyloaminopeptydazy (LAP), stwier-
dzajac, ze kodowana jest ona w dwoch loci oznaczonych jako LAP-A
oraz LAP-B. W kazdym locus znajduje sie Kilka alleli kodominuja-
cych, miedzy innymi takze allele recesywne, a najwiekszg czestos¢ ma-
ja allele LAP-AL oraz LAP-B 1. Zbadano czesto$¢ wystepowania alleli
LAP w dwoch populacjach znajdujgcych sie w strefie emisji fabrycz-
nych i poréwnano z czestoscig tych alleli w trzech innych populacjach
wystepujacych w srodowisku o matym stopniu zanieczyszczenia. Stwier-
dzono tylko niewielkie r6znice miedzypopulacyjne, co wskazuje na
neutralny charakter zmiennosci elektroforetycznej enzyméw leucyloa-
minopeptydazy, tak ze nie wydaje sie azeby mogly one mie¢ zwigzek
z przezywalnoscig fenotypow sosny zwyczajnej (Mejnartowicz 1978a).
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KWASNA FOSFATAZA (APH)

Kodowana jest u sosny zwyczajnej w jednym locus oznaczonym
jako APH-B z wieloma allelozymami (Mejnartowicz 1979). U Swier-
ka czesto$¢ wystepowania niektorych alleli kodujacych izoenzymy APH
ma zwigzek z selekcjonujgcymi czynnikami klimatycznymi (Bergmann
1978). U sosny zwyczajnej, w populacji znajdujacej sie przez caty okres
swego istnienia pod wptywem emisji fluorkéw i dwutlenku siarki zba-
dano czestos¢ wystepowania alleli APH w czterech prébach nasion
(Mejnartowicz 1983): A — losowa proba rodzicielska, B — prdba
rodzicow wrazliwych na zanieczyszczenia, C — préba rodzicéw bar-
dziej tolerancyjnych, D — prdoba naturalnego potomstwa. Analiza pa-
rametrow genetycznych dla tych prob wykazata wysoki stopien podo-
bienstwa genetycznego pomiedzy prébag C (rodzice tolerancyjni) i pro-
ba D (potomstwo). Wynika ono gtdéwnie z tego, ze w obu prébach
wystepuje z duzg czestotliwoscia allel B5 i z malg frekwencjg allel B6.
Gdyby badane allele miaty we wszystkich prébach: A, B, C i D identy-
czng czestoseé, to na rycinie 2 wartos¢ genetycznego podobienstwa | ré-
whnataby sie jednosci, gdyby za$ w probach tych nie byto identycznych
alleli, to | rownatoby sie zeru. W pokoleniu Fx z najwiekszg czestotli-

wi)

0,5

Ryc. 2. Genetyczne podobiefstwo (1)
pomiedzy prébkami z drzew rodziciel-
skich:

A — préba losowa, B — préba z drzew wrazli-
wych, C — préba z drzew bardziej tolerancyjnych

oraz préba D — z pokolenia Fj (wedlug Mejnarto-
wicza 1983) 0
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woscig wystepowaty genotypy APH-B5B5, a z matg czestotliwoscia
genotypy APH-B6B6. Wydaje sie zatem, ze w Srodowisku skazonym
zanieczyszczeniami HF i SO? selekcja dziata przeciwko genotypom
B6B6.

Nie znamy bezposredniego zwigzku pomiedzy posiadaniem przez
drzewo okreslonego izoenzymu kwasnej fosfatazy a jego zwiekszong
wrazliwoscig tub odpornoscig na dziatanie fluorkéw i dwutlenku siar-
ki. Jednak APH jest bardzo waznym enzymem w odzywianiu roslin
(Hasegawa i in. 1976), gra réwniez role w transporcie i magazynowa-
niu metabolitéw (Flinn, Smith 1967) i co wazniejsze ma wptyw na
otwieranie i zamykanie szparek (Mishra, Panda 1970). Zak}ocenia
kazdego z wymienionych proceséw w roslinie mogg powodowac uszko-
dzenia drzew lub ich obumieranie.

Istniejq przestanki azeby sadzié, ze selekcja drzew mniej odpornych
na zanieczyszczenie moze zachodzi¢ juz na etapie kietkowania pytku.
Drzewa sosny zwyczajnej wrazliwe na zanieczyszczenia fluorkami i dwu-
tlenkiem siarki miaty diuzsze tagiewki pytkowe, a pytek tych drzew
ulegat szybciej starzeniu. Nie stwierdzono jednak azeby HF w stezeniu
0,015 mgF/m3/30 min miat wptyw na wzrost tagiewki pytkowej, cho-
ciaz zmniejszat on o potowe liczbe kietkujgcych ziarn pytku (Mejnar-
towicz, Lewandowski 1985).

W korzeniach pszenicy Hasegawa i in. (1976) stwierdzili obecnos¢
5 izoenzymdw APH, roznigcych sie wrazliwoscig na rézne inhibitory,
w tym takze na fluorki, chociaz wszystkie one byty inhibowane przez
NaF. W obecnosci ImM NaF stwierdzono jedynie 50% aktywnosci
wyjsciowej izoenzymu APH-5, podczas gdy izoenzym APH-2 zacho-
wat 81% swojej poczatkowej aktywnosci.

Dehydrogenaza jablczanowa (MDH) analizowana metodami elek-
troforetycznymi u sosny zwyczajnej (Mejnartowicz 1981, Mejnar-
towicz, Bergmann 1985) ma szereg izoenzymow kodowanych
w czterech loci. W populacjach sosen rosngcych w strefie emisji prze-
mystowych, a takze w terenie wolnym od zanieczyszczen najczesciej
wystepuje genotyp drzew MDH-A2A2.

W locus MDH-B stwierdzono istnienie roznic miedzy czestoscig
genotypow posiadajacych allele tego locus w probach drzew bardziej
i mniej wrazliwych na fluorki i SO2 od drzew bardziej tolerancyjnych.
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W tej ostatniej grupie drzew najczesciej wystepowat genotyp MDH-
-B2B2 (P=0,583), podczas gdy w probie drzew wrazliwych czesto$¢
tego genotypu wyniosta P=0,363, a najczestszym genotypem wsrod
drzew wrazliwych byt MDH-B2B5. Typowym jednak zjawiskiem jest
wystepowanie wsrdd drzew tolerancyjnych duzej liczby, bo az do 75%,
drzew homozygotycznych w locus MDH-B, podczas gdy wsréd drzew
wrazliwych homozygoty w tym locus spotykane byly jedynie z czesto-
Scig 36%.

W trzecim locus MDH-C stwierdzono, podobnie jak w locus MDH-
-B, wiekszg czestos¢ homozygot wséréd drzew bardziej tolerancyjnych
(Srednio 45%) niz wsrod drzew wrazliwych, gdzie wystepowaty homo-
zygoty z czestoscig 36%, najczesciej homozygota MDH-C4C4.

Interesujace wyniki otrzymano analizujgc ruchliwosc elektrofore-
tyczng dehydrogenazy jabtczanowej w ciggu kolejnych trzech lat u tych
samych drzew rosngcych w strefie emisji przemystowych fluorkéw
i SO2. Stwierdzono mianowicie, ze okoto 2% drzew zmienito wiasci-
wosci fizykochemiczne niektdrych izoenzyméw MDH. Niektore z izo-
enzymow stracity aktywnos¢ lub zmienity wtasciwg im wartos¢ ruchli-
wosci elektroforetycznej (Mejnartowicz 1984).

AMINOTRANSFERAZA L-ASPARAGINIAN: 2-OKSYGLUTARAN

Enzym ten potocznie nazywany aminotransferazg asparaginiano-
wag I oznaczany skrotami GOT lub AspAT, badany byt w populacjach
sosen rosnacych w strefie zanieczyszczen fluorkami (stezenie F 0,015—
—0,09 mgF/m3/30 min) i SO2 oraz w populacjach rosngcych w wa-
runkach niezanieczyszczonego $rodowiska.

GOT jest enzymem spetniajagcym kluczowsg role w procesie odbu-
dowy aminokwaséw uwalnianych z rozktadu biatka, oddzielajac gru-
pe aminowsg i przenoszac na dwuoksykwas wigczany dalej w cykl kwa-
su cytrynowego. Analiza anaforetyczna izoenzymoéw GOT wykazata,
ze zar6bwno u sosny zwyczajnej rosngcej w warunkach skazonego $ro-
dowiska emisjami z fabryki nawozow fosforowych jak w warunkach
niewielkiego oddziatywania emisji przemystowych, 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 byty monomorficzne w lo-
cus A, chociaz wystepowaty tu 2 allele, w locus B stwierdzono istnienie
51w GOT-C szesciu alleli (Mejnartowicz 1981a).

Analiza heterozygotycznosci populacji sosnowych rosnacych w stre-
fie zanieczyszczen przez przemyst wykonana na podstawie czestosci
alleli w loci GOT wykazata, ze wszystkie badane drzewa byty homozy-
gotyczne w locus GOT-A, w locus GOT-B heterozygotyczno$¢ h =0,620
i w GOT-C heterozygotyczno$¢ wyniosta h=0,701. Wartosci te sg
zblizone do obliczonych dla populacji rosnacych poza zasiegiem emisji
przemystowych. Heterozygotyczno$¢ obliczona dla 6 loci kodujacych
GOT i MDH byta nieco wyzsza w populacjach znajdujgcych sie w wa-
runkach stresu wywotanego zanieczyszczeniami (Mejnartowicz 1985).

Podobnie jak w przypadku kwasnej fosfatazy, réwniez mniejsza
jest liczba genotypdéw okreslonych za pomocg izoenzymdw dehydroge-
nazy jabtczanowej i aminotransferazy asparaginianowej w popula-
cjach sosny zwyczajnej wystepujacych w strefie zanieczyszczonego Sro-
dowiska emisjami gazow i pytéw przemystowych w poréwnaniu z po-
pulacjami tego gatunku wystepujgcymi w warunkach mniejszego za-
nieczyszczenia powietrza i gleby.

Wieksze wzajemne podobienstwo préb pobranych z igiet i nasion
drzew bardziej tolerancyjnych na fluorki i SO2, wykazane w badaniach
APH i MDH, moze rowniez mie¢ zwigzek z mniejszg zmiennoscig tych
samych drzew pod wzgledem zawartosci niektorych zwigzkoéw fenolo-
wych (Mejnartowicz, Kosinska 1984), jak i z pewnymi roznicami
w metabolizmie monosacharydéw i disacharydow, jakie stwierdzono
w badaniach nad mniej i bardziej tolerancyjnymi drzewami sosny zwy-
czajnej na te zanieczyszczenia (Mejnartowicz, tukasiak 1985). Zau-
wazono mianowicie, ze drzewa bardziej wrazliwe miaty w warunkach
wzrostu w strefie zanieczyszczonej wyzszy poziom glukozy i fruktozy
niz drzewa bardziej tolerancyjne. By¢ moze jest to zwigzane z zakloce-
niami transportu biezacych produktow fotosyntezy. Podwyzszony po-
ziom monosacharydoéw u drzew wrazliwych moze by¢ rezultatem hyd-
rolizy i fosforylacji sacharozy w obecnos$ci enzymu fosforylazy sacha-
rozy. Wskazuje na to wzmozenie aktywnosci glukozo-6-fosfodehydro-

genazy u fasoli rosngcej w srodowisku skazonym fluorkami (Lee i in.
1966).
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ANALIZA ENZYMATYCZNA WPLYWU IMISJI PYLOW METALICZNYCH
NA DRZEWA

Jedng z najdoskonalszych metod okreslenia stopnia skazenia $ro-
dowiska przez emisje przemystowe metali jest laboratoryjne okreslenie
ich ilosci w tkankach roslin oraz oznaczenie aktywnosci enzymow w ba-
danych roslinach. Metoda ta pozwala na réwnoczesne poznanie za-
kresu zmiennosci wewnatrzgatunkowej w tolerancji na analizowany
pierwiastek, jak i na poznanie wartosci progowych, przy ktérych zaré-
wno w nadmiarze, jak i w zbyt matej ilosci danego metalu wystepuja
zahamowania w produkcji biatka. Szczeg6lne za$ znaczenie tej metody
polega na tym, ze mozna stwierdzi¢ zanieczyszczenia Srodowiska, cho-
ciaz zewnetrzny wyglad rosliny nie wskazuje na zaktocenie jej funkcji
fizjologicznych. Stwierdzono na przykiad, ze w lisciach olszy czarnej
i szarej moga gromadzi¢ sie bardzo duze ilosci miedzi, bo do 1000 pg/g
suchej masy i cynku do 250 pg/g s.m., przekraczajac bardzo istotnie
wartosci uznane dla tych pierwiastkow za naturalne (5 i 73 pg dla Cu
i Zn odpowiednio) przy braku objawéw zewnetrznych uszkodzen lisci
u wiekszosci badanych drzew (Mejnartowicz 1985a).

Zawartos¢ w organizmie roslin cynku, miedzi i magnezu, a takze
wielu innych metali ma decydujacy wptyw na biologiczng aktywnosé
komorek. Miedz i cynk sg mikroelementami, ktérych dwuwartoscio-
we jony majg zdolno$¢ wchodzenia w sktad niektérych enzymow two-
rzac z nimi metaloproteidy biologicznie aktywne, a usuniecie z nich
wspomnianych metali powoduje natychmiastowa dezaktywacje enzy-
mu. SzczegOllnie wazne w procesie odtruwania organizmu enzymy
z grupy oksydaz jak: fenolowa, askorbinowa, a takze oksydaza cy-
tochromowa i lakaza sg kuproproteidami, podczas gdy anhydraza we-
glanowa i leucyloeminopeptydaza zawiera Zn, a dysmutaza nadtlen-
kowa zawiera obydwa te pierwiastki.

W warunkach Polski szczegbélnego znaczenia nabierajg emisje za-
wierajgce miedzZ i cynk. Niektore z roslin zielnych (glony) majg moz-
nos$¢ unikania zatrucia organizmu przez te pierwiastki, sptywajgc wraz
z woda. Drzewa jednakze pochtaniajg ich znaczne ilosci niezaleznie od
tego czy naleza do grupy bardziej czy tez mniej tolerancyjnych. W lis-
ciach olsz, ktére nie miaty zewnetrznych objawow uszkodzen stwier-
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dzano czesto wiekszg zawartos¢ miedzi niz w lisciach z drzew wrazli-
wych. W skrajnych przypadkach wystepowato do 1500 pg Cu2+/g
suchej masy lisci zebranych w strefie emisji z huty miedzi, podczas gdy
wartosci kontrolne dla wymienionego rodu olszy czarnej wyniosty
3 pg Cu2+/g suchej masy. Przy zawartosci do 1000 pg Cu2+/g suchej
masy lisci nie wystepuja jeszcze objawy zatrucia u olszy czarnej i sza-
rej, chociaz wartosci te sg dostatecznie duze azeby powodowaé powa-
zne zmiany w metabolizmie roslin, wyrazajace sie u olsz znacznym
wzrostem aktywnosci dehydrogenazy jabtczanowej (MDH) i kwasnej
fosfatazy w lisciach wyrostych na odcietych w koncu lutego pedach
i trzymanych do rozwoju lisci w fitotronie. W odniesieniu do MDH
stwierdzono w takich lisciach 49,9 U/g suchej masy, podczas gdy w li$-
ciach z pedéw kontrolnych jedynie 12,2 U/g s.m. Podobny wzrost
aktywnosci MDH obserwowano réwniez gdy obliczono odpowiednie
wartosci do zawartosci biatka w lisciach. Wyniosty one wtedy 12,2
U/mg biatka, podczas gdy w kontrolnym materiale stwierdzono 3,8 U.
Drugi z badanych enzyméw — APH réwniez wykazat wzrost aktyw-
nosci w lisciach wyrostych na pedach pochodzacych 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-
ron i in. 1985).

Badania aktywnosci tych samych enzyméw w liSciach o podobnym
wieku, lecz zebranych bezposrednio w strefie emisji z huty miedzi wy-
kazaty tylko niewielki wzrost aktywnosci MDH i znaczng inhibicje
enzymu APH (Mejnartowicz, Boron i in. 1985).

Aktywacja lub inhibicja enzymu w roslinie zalezy od wielu czynni-
kow, z ktorych wymienic nalezy: 1) rodzaj czynnika zanieczyszczajace-
go, 2) wielkosci stezenia zanieczyszczenia, 3) czasu oddziatywania,
a takze od: 4) gatunku rosliny, 5) wigoru rosliny, 6) etapu ontogenety-

cznego rozwoju oraz 7) pory roku i dnia,w ktérym pobrano tkanki do
analiz.

Instytut Dendrologii PAN
ul. Parkowa 5
62-035 Kornik
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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 more
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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