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Streszczenie

W artykule poruszono kwesti¢ przydatnosci zywotnika zachodniego (Thuja
Occidentalis) jako biowskaznika w przypadku skazenia spowodowanego
promieniowaniem jonizujacym. W tym celu ro$liny naswietlono radioaktywnym
izotopem sodu #Na, a po ekspozycji przeprowadzono analize emisji fluorescenciji
pochodzacej od wzbudzenia chlorofilu calkowitego w zaleznosci od czasu narazenia
ros$lin na promieniowanie. Analize przeprowadzono metodg spektrofluorymetryczng.
Stwierdzono, ze w wyniku narazenia badanej ro$liny na promieniowanie jonizujace
nastgpuje uszkodzenie chlorofilu catkowitego, a co za tym idzie, zywotnik zachodni
moze by¢ traktowany jako biowskaznik w przypadku skazenia $rodowiska

promieniowaniem jonizujacym.
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Abstract

The article poses a question of the suitability of the American Arborvitae (Thuja
Occidentalis) as a biomarker in case of contamination of chlorophyll cause by ionizing

radiation. Before the analysis the samples were irradiated by “’Na positron source. After



the exposures the samples were analyzed using the spectrofluorescence method. In the
method, fluorescence emission comes from the excitation of chlorophyll. Our results
showed that an irradiation can lead to damage of chlorophyll content. Therefore Thuja

Occidentalis can be treated as a biomarker for ionizing radiation.
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1. Wprowadzenie

Promieniowanie elektromagnetyczne to rozchodzace si¢ w przestrzeni
zaburzenie pola elektromagnetycznego. Sktadowe pochodzace od pola elektrycznego i
magnetycznego wzajemnie si¢ indukuja. Nosnikiem oddziatywania
elektromagnetycznego z punktu widzenia mechaniki kwantowej i teorii modelu
standardowego jest kwant energii nieposiadajacy tadunku elektrycznego oraz momentu
magnetycznego o masie spoczynkowe] rownej zero wykazujacy dualizm
korpuskularno-falowy. W zalezno$ci od energii tych kwantow, promieniowanie, na
ktore si¢ sktadaja, zmienia swoje whasnosci. Im wyzsza energia, tym promieniowanie
jest bardziej przenikliwe i szkodliwe, w szczego6lnosci promieniowanie gamma y.

Biologicznymi skutkami takiego promieniowania jest jonizacja i wzbudzenie
atoméw w zywych komorkach [Sieminski 1994]. Powstajag wowczas bardzo aktywne
chemicznie rodniki, jony lub zjonizowane grupy atomoéw, ktore w istotny sposob
wplywaja na przebieg procesow chemicznych zachodzacych w zywej komorce. Pewne
sktadniki komorek sg zmieniane lub uszkadzane, a uszkodzone produkty dzialaja
toksycznie. Z kolei radiolityczne dziatanie rozkladowe promieniowania powoduje
przemiang zwyklej wody, ktora stanowi podstawowy sktadnik tkanek, i moze zmienié
nawet caty jej chemizm [B&hounek, Bohun, Klumpar 1962].

Celem badan bylo wykazanie, w jakim stopniu wysokoenergetyczne
promieniowanie gamma wplywa na niszczenie zywych komodrek w ro$linach
zimozielonych oraz sprawdzenie, czy Thuja Occidentalis moze stuzy¢ jako biowskaznik

w przypadku skazenia srodowiska promieniowaniem jonizujagcym.



2. Przedmiot i metodyka badan

Badaniom poddano gatgzki zywotnika zachodniego (rys.1), roliny nalezacej do
rodziny cyprysowatych. Jest to gatunek rosnacy na terenach nizinnych w klimacie
chlodnym i wilgotnym. Ze wzgledu na niewysokie wymagania i duzg zywotno$¢ krzew
ten jest bardzo popularny w Polsce 1 nalezy do najczesciej sadzonych roslin w

ogrodach.

Rys. 1. Zywotnik zachodni (Thuja Occidentalis)

Probki Thuja Occidentalis przeznaczone do badan pobrano z terendw wiejskich
nieskazonych pytami i zanieczyszczeniami pochodzacym ze spalania paliw kopalnych.
Badanie przeprowadzono w dwodch etapach. Pierwszy etap mial na celu narazenie
gatazek zywotnika zachodniego na promieniowanie gamma, drugi polegatl na
zmierzeniu widma emisji fluorescencji catkowitego chlorofilu zawartego w gatgzkach.

W badaniu wykorzystano radioaktywny izotop sodu ?Na o czasie polowicznego
rozpadu 2,62 roku, w ktorym na skutek oddziatywan stabych w niestabilnym jadrze
nast¢puje przemiana protonu w neutron i w konsekwencji emisja pozytonu (rozpad beta
plus B*). W wyniku oddziatywan pozytonéw z elektronami w powietrzu ulegaja one
anihilacji. Oznacza to, ze para pozyton-elektron zostaje zamieniona na
wysokoenergetyczng pare fotonow gamma unoszacg energie 1022 keV. Schemat
rozpadu izotopu sodu ?’Na zostal przedstawiony na rys. 2. Maksymalna energia
pozytonow emitowanych z jadra w glownym kanale rozpadu wynosi 545 keV

[MacKenzie 1983]. Dodatkowo izotop ten emitujagc pozyton przeksztalca si¢ w



wzbudzone jadro neonu #Ne, ktore emituje jeszcze jeden kwant gamma o energii
1274.5 keV w procesie deekscytacji [National Nuclear Data Center 2015].
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Rys. 2. Schemat rozpadu izotopu **Na
Zroédto: opracowanie wilasne.

Pozyton emitowany w rozpadzie B* ma ciagte widmo energii. Anihilacja pary
pozyton-elektron zachodzi prawie wylacznie z emisja dwoch kwantow gamma.
Nieparzysta liczba fotono6w pojawia si¢ w sytuacji, gdy spiny anihilujagcych ze sobg
czastek sg do siebie rownolegte, ale anihilacje troj- i wiecej kwantowe wystepuja bardzo
rzadko ze wzglgdu na niewielkie przekroje czynne wzgledem anihilacji dwukwantowe;.

W ujeciu Diraca anihilacja dwukwantowa przyjmuje posta¢ [Dirac 1928, Dirac 1930]:
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gdzie y jest czynnikiem Lorentza i wynosi: ;/:1/,/1—(v/c)2 , w ktorym Vv oznacza
predkosc¢ elektronu, a ¢ jest predkoscig Swiatta.

Prawdopodobienstwo anihilacji z udzialem dwoch fotondw gamma nie zalezy od

predkosci pozytonu i jest proporcjonalne do gestosci elektrondw ne w miejscu anihilacji:
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gdzie W(0) jest funkcjg falowa elektronu w miejscu pozytonu, a ro jest klasycznym

promieniem elektronu.



W celu przeprowadzenia badania zbudowano otowiang komore (rys. 3).
Wewnatrz komory umieszczono zrodto radioaktywne Na. Zrédto to byto zamknigte w
folii kaptonowej w postaci krysztatkow 2’NaCl o aktywnosci 345 uCi, co jest
rownowazne aktywnosci 12,765 MBq w uktadzie SI. Oznacza to, ze rozpad jader
promieniotworczych, ktore sg zrodtem pozytondéw, a w konsekwencji kwantow gamma,
nastepuje z szybkoscig ponad 12 milionéw wypromieniowan na sekundg.

Do komory wprowadzono wszystkie probki, ktore zostaty poddane ekspozycji

na promieniowanie gamma od 10 do 90 minut.
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Rys. 3. Rozsuwana komora olowiana z umieszczonym wewnatrz emiterem
promieniowania B*
Zrodto: opracowanie wilasne.

W drugiej czgéci badania po ekspozycji probek zywotnika zachodniego na
promieniowanie gamma, inkubowano je przez 48 godzin w ciemnosci, co umozliwito
otwarcie putapek energetycznych absorbujacych promieniowanie powodujace zjawisko
fluorescencji [Moran, Porath 1980]. Przygotowano po 3 gramy suchej masy roslinnej z
kazdej probki, a nastepnie =zalano roztworem acetonu, ktory jest dobrym
rozpuszczalnikiem dla zwigzkéw niepolarnych, jakimi sa barwniki fotosyntetyczne, np.
chlorofil [Bruinsma 1961]. Po doktadnym rozdrobnieniu ro$lin przesaczono otrzymane
ekstrakty przez saczek do zlewek i tak przygotowane probki rozcienczono 5-krotnie w
celu eliminacji efektu wygaszania fluorescencji. Po rozcienczeniu zmierzono odczyn
probek, ktory ksztaltowat si¢ w granicach 5,5-6 pH, a nastepnie wktadano je kolejno do
spektrofluorymetru i dokonano pomiaréw widma emisji w zakresie 500-750 nm

fluorescencji chlorofilu przy fali wzbudzenia 420—-430 nm. Pomiaréw dokonano w tym



samym zakresie dla wszystkich otrzymanych probek. T¢ samg preparatyke zastosowano
dla gatazek, ktore lezakowaly 3 tygodnie. Analiza parametrow fluorescencji chlorofilu
catkowitego pozwolita na ocen¢ aktywnosci fotosyntetycznej, a tym samym okres$lenie
faktycznego stanu roslin.

Intensywnos$¢ fluorescencji zwigzana jest z iloscig molekut chlorofilu bedacych
aktualnie w stanie wzbudzonym o tzw. zamknigtych putapkach energetycznych,
niezdolnych do przyjmowania elektronow. Im wigksza ich liczba, tym intensywniejsze
zjawisko fluorescencji. Zjawisko to odzwierciedla aktywnos¢ aparatu fotosyntetycznego
1 jest miarg aktywnosci fotosyntetycznej liScia [Berg, Tymoczko, Stryer 2002]. Co
wigcej, analiza parametrow fluorescencji chlorofilu pozwala ocenia¢ aktywno$é¢
fotosyntetyczna, co jest szczegéOlnie przydatne w przypadku wpltywu na rosliny
réznorodnych oddziatywan zewnetrznych.

Fotosynteza, jako biochemiczny proces wytwarzania zwigzkéw organicznych z
materii nieorganicznej zachodzacy w komorkach zawierajacych chlorofil, nalezy do
procesOw najbardziej czulych na zmienno$¢ s$rodowiska. W naszym przypadku
czynnikiem zewngetrznym byto promieniowanie jonizujace dla probek badanych zaraz
po ekspozycji, a takze dodatkowo brak dostgpu $wiatta i wody w przypadku prébek,
ktorych badania wykonano po 3 tygodniach.

Niektorzy autorzy poruszaja w swoich pracach tematyke mechanizmow tzw.
szkod utajonych, ktore skutkuja obniZzeniem intensywnosci fotosyntezy, trudnych do
wykrycia ze wzgledu na brak widocznych golym okiem objawow na roslinach [Oleksyn
1989]. Hamowanie procesu fotosyntezy powodowane uszkodzeniami zwigzane jest z

utrudnieniem procesu karboksylacji w roslinach [Karolewski 1989].

3. Dyskusja wynikow

Po przeprowadzeniu badan wyznaczono wzgledng zawartos¢ chlorofilu
catkowitego w prébkach poddanych dlugotrwatemu naswietlaniu
wysokoenergetycznym promieniowaniem gamma. Analiza otrzymanych wynikow
wykazata, ze zawarto$¢ catkowitego chlorofilu w napromieniowanych probkach roslin
znacznie si¢ zmniejszyta w stosunku do probki referencyjnej. Obnizenie natezenia

fluorescencji pochodzacej od chlorofilu mozna wigza¢ z destrukcyjnym dzialaniem



promieniowania gamma na pigmenty roslinne, co bezposrednio  wptynelo na
mozliwos$ci fotosyntetyczne badanych roslin. Wysoka energia promieniowania gamma
zaburzyta proces fotosyntezy roslin w fotouktadach PSII i PSI, prowadzac do obnizonej
zdolnosci absorbowania energii bezposrednio odpowiedzianych za efektywne
przeprowadzanie fotosyntezy. Przeprowadzone badania znajdujg potwierdzenie w
innych pracach, m. in. [Ling i in. 2008, EI-Mouhty i in. 2014], w ktorych wskazuje si¢
na silng korelacj¢ ujemng zawartosci chlorofilu w innych roslinach poddanych dziataniu
przenikliwego promieniowania jonizujgcego.

Jak zaznaczono wecze$niej, probki byly badane dwukrotnie — zaraz po
ekspozycji na promieniowanie jonizujace oraz po 3 tygodniach. Wyniki maksymalnych
warto$ci fluorescencji zarejestrowanych podczas pomiarow spektrofluorymetrem
zestawiono w tabeli 1. Probka na$wietlana przez czas 80 minut zostata usunigta ze
wzgledu na jej uszkodzenie podczas przygotowywania do  pomiarow

fluorymetrycznych. Graficznie wyniki pomiar6w zostaly przedstawione na rys. 4.

Tabela 1. Wyniki maksymalnych wartosci fluorescencji w jednostkach umownych dla
réznych czasé6w ekspozycji probek

Czas ekspozycji w minutach 0 10 20 30 40 50 60 70 90
bezposrednio po
ekspozycyi na 1442 | 1189 | 1049 | 1044 | 1168 | 1028 | 820 | 734 | 372
Wzgledny promieniowanie
poziom jonizujgce
fluorescencji
chlorofilu )
catkowitego | PO 3 tygodniach
przechowywania 1463 | 1305 | 1132 | 1196 | 1312 | 771 | 554 | 457 | 159

probek

Zrédto: opracowania wilasne.
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Rys. 4. Graficzna prezentacja wynikow badan zaleznoS$ci nat¢zenia fluorescencji od
czasu naswietlania promieniowaniem gamma bezposrednio po naswietlaniu i po
3 tygodniach lezakowania

Zrédto: opracowanie wiasne.

Na rys. 4 zaobserwowano korelacje ujemng zwigzang z czasem na$wietlania
probek 1 poziomem emisji fluorescencji w szczegdlnosci w przypadku narazania ro$lin
na promieniowanie trwajace powyzej 40 minut. Niezaleznie od tego, czy probki zostaty
poddane badaniu bezposrednio po ekspozycji czy po 3 tygodniach, mozna stwierdzi¢, ze
wysokoenergetyczne promieniowanie jonizujagce wplywa destruktywnie na czgsteczki
chlorofilu. W przedziale od 10 do 40 minut zauwazono nieznaczne wahania emisji

fluorescencji pochodzacej od wzbudzonego chlorofilu.

4. Whnioski

Zaprezentowane w niniejszej pracy badania miaty na celu sprawdzenie, czy
zywotnik zachodni moze stuzy¢ jako biowskaznik w przypadku skazenia $rodowiska
radioizotopami emitujgcymi wysokoenergetyczne promieniowanie jonizujace.

W wyniku przeprowadzonych badan przedstawiono zalezno$¢ pomig¢dzy czasem

naswietlania probek i intensywnoscig ich fluorescencji (rys. 4). Zauwazono, ze
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promieniowanie gamma w nieduzych dawkach moze mie¢ neutralny wplyw na rosliny,
a nawet poprawi¢ ich wydajnos¢ fotosyntetyczng, na co wskazuja w swoich badaniach
takze inni autorzy [Fan i in. 2014, Marcu i in. 2013]. Przypuszczalnie dochodzi
wowczas do skracania odlegtosci w tancuchach tworzacych czgsteczki chlorofilu na
poziomie czwartorzedowym, w konsekwencji czego elektronom tatwiej jest pokonac
przerwe energetyczna.

W przypadku prébek badanych po 3 tygodniach mozemy réwniez stwierdzi¢, ze
pomimo narazenia gatgzek na stres w postaci braku $wiatta czy wody, wykazujg one dla
czaséw 10—40 minut zwigkszong ilo$¢ emitowanej fluorescencji, CO moze by¢ zwigzane
ze zmiang ekspresji genu odpowiedzialnego za produkcje chlorofilu.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze zywotnik zachodni moze stanowic
biowskaznik w przypadku zanieczyszczen pochodzenia radioaktywnego, poniewaz
pomimo braku widocznych gotym okiem zmian w wygladzie rosliny promieniowanie
jonizujace powoduje zmniejszenie si¢ udzialu nieuszkodzonych molekut chlorofilu.
Ponadto mozna wywnioskowaé, czy zanieczyszczenie miato charakter chwilowy czy
dhugotrwaty.

Obrazowanie fluorescencyjne chlorofilu pokazuje, ze wydajnos$¢ fotosyntezy w
lisciach jest bardzo zréznicowana. Technika ta ma wiele zalet, dzigki ktérym moze
stanowi¢ cenne narzedzie do wykrywania zmian strukturalnych, zanim pojawia si¢ ich
objawy widoczne dla ludzkiego oka. Chlorofile sa zwigzkami nietrwatymi.
Charakterystyczng zielong barwe zachowuja tylko w zywych nieuszkodzonych
tkankach.
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