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Fotoreaktywacyjne dziatanie Swiatta biatego
na dynamike podziatdbw Paramecium bursaria

Streszczenie

Zbadano ultrafioletu (W) na przezywalnos¢ orzeskow Paramecium
bursaria. D letalna promieniowania W wynosita_131 W m-2 po czasie
ekspoizzycil % s. Nizsze dawki W wphywaty na zwolnienie ruchu orzeskow.
Ul'trafiolet hamuje tempo podziakow komorkowych. Orzeski przechowywane

naSwietleniu WV w ciemosci zwalniady tempo_podziakow do wartosci

,9%_kontroli po 3 dniach od momentu ekSpozyCji, podczas gdy orzeski po
naSwietleniu W _przeniesione do Swiatla wykaz,yvyaii/atempo podziatow zbli-
zone do kontroli. W tym przypadku dziakanie Swiatda biatego po wczesniej-
szym napromieniowaniu” UV jest dziakaniem t¥powo_fotoreaktywac jnym -
znoszacym szkodliwy efekt” promieniowania ultrafioletowego )

ISTEP

Promieniowanie ultrafioletowe (W) wywiera duzy wpbyw na organizmy
zywe. Oprocz efektu mutagennego W ma wyrazny efekt letalny. Pod wply-
wem ultrafioletu zachodza zkozone reakcje w napromieniowanych komor-
kach, gdyz W jest absorbowany nie tylko przez DNA 1 R\A, ale takze
przez biakka, wolne puryny 1 pirymidyny znajdujace sie w cytoplazmie
(Gajewski 1987).*

* Instytut Biologii Wyzszej Szkoby Pedagogicznej.
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W pismiennictwie znanych jest wiele prac podejmujacych problem dzia-
fania ultrafioletu w roznych grupach roslinnych (Borgeson 1985; Steinmul
ler 1985) oraz zwierzecych (Davison 1986). Obserwowano rowniez wphyw
ultrafioletu na zachowanie sie mikroorganizmow. Héder (1985) stwierdzit,
ze promieniowanie W hamuje ruchliwos¢ oraz niektore reakcje na bodzce
Swietlne wiciowca Euglena gracilis. Stwierdzono réwniez wphyw ultrafiole
tu na.szereg feakcji fizjologicznych organizméw. Badania prowadzone na
bakteriach i fagach in vitro wykazaly, ze wiekszo$¢ efektow letalnych,
jak i mutagennych,zanika, gdy komérki po napromieniowaniu W poddane
byby dziakaniu Swiatda widzialnego (Novicka 1946). Proces ten nazwano
fotoreaktywacjg. W komérkach eukariotycznych wystepuje fotoreaktywacja
dimeréw pirymidynowych oraz reperacja uszkodzen przez wycinanie (Gajew-
ski 1987). Ohki 1 wspédprac. (1980) zaobserwowali, Ze pod wpkywem promie
ni ultrafioletowych nastepowato nieodwracalne odbarwienie sie zielonych
komorek Euglena, przy czym dawka letalna dla tych organizméw byfa znacz-
nie wyzsza. Promieniowanie WV wywotuje zmiany nie tylko w strukturze
tylakoidow Chlorella fusca (Wilhelm 1985). Sasa (1961) obserwowad wplyw
W na procesy fizjologiczne Chlorella stwierdzajac, ze powoduje ono ha-
mowanie podziakow komorkowych. W zaleznoSci od dawki pochdonietego pro-
mieniowania nastepowato obnizenie przezywalnosci komdrek w kulturach.

Celem niniejszej pracy byko zbadanie wpkywu promieniowania ultrafio-
letonego (W) na tempo podziakow 1 przezywalnoS¢ orzeskéw Paramecium
burasaria oraz wykazanie fotoreaktywacyjnego dziatania $wiatka biakego.

MATERIAL 1 METODY

Obiektem badan niniejszej pracy jest orzesek Paramecium bursaria,
ktory znany jest w literaturze jako klasyczny przykdad endosymbiozy obli
gatoryjnej. Endosymbiotyczne glony Chlorella wystepujg w peryferycznej
czasci cytoplazmy pierwotniaka zlokalizowane w odrebnych wakuolach 1 za-
wierajg odrebng Sciane komorkowg (Reisser 1985). Liczba endosymbiontdw
przypadajacych na komorke orzeska ulega wahaniom w doSC szerokich gra-
nicach: od 110 do 1000 komorek Chlorella w jednym orzesku (Pado 1965).
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W niniejszych eksperymentach orzeski Paramecium bursaria hodowane
byly na pozywce sakatowej wg Sonnenborna (1950), zaszczepionej bakteria-
mi Enterobacter aerogenes (Szczep 503C), ktdre stanowidy podstawowe
zrodko pokarmu dla orzeskdw. Bakterie te wprowadzano do jakowej pozywki
24 godz. przed przeniesieniem do niej pierwotniakow. W tym czasie po-
zywka pozostawaka w termostacie w temperaturze 37°C, co pozwalato na
szybkie rozmnazanie bakterii w pozywce.

Hodowla Paramecium bursaria w tak przygotowanej pozywce odbywata sie
w stabym Swietle biakym uzyskanym z lamp jarzeniowych o natezeniu 1600
Ix w temperaturze 21°C.

Linia hodowlana orzeskow wyprowadzona zostaka z jednego osobnika, co
jest powszechnie stosowane w tego typu eksperymentach dla unikniecia roz-
nic genetycznych materiaku, a co za tym idzie - zmiennej reaktywnosci.
Pierwotniaki bydy hodowane w stakych warunkach temperatury, oSwietlenia
I skdadu pozywki. W konsekwencji prowadzido to do ustalenia liczby sym-
biontow na stakym poziomie wynoszacym 200 komdrek Chlorella na jednego
pienwotniaka. . Liczbe endosymbiotycznych glondw okreSlano w ciggu kolej-
nych 7 do 10 dni rozgniatajac kazdorazowo na szkiekkach mikroskopowych
po 10 pierwotniakow.

Pierwotniaki z hodowli rozdzielano na 4 grupy, z ktorych 2 uzna¢ na-
lezy za doswiadczalne, a 2 za kontrolne. Charakter eksperymentu narzu-
cat konieczno$C zastosowania 2 grup kontrolnych - ciemiowej i jasnej.
We wszystkich grupach wydzielono po 20 orzeskéw branych przypadkowo
z hodowli 1 przenoszono je na szkietka zegarkowe z niewielkg objeto-
Scig pozywki (3 ml), a nastepnie zamykano w szalkach Petriego stwarza-
jJac warunki stakej wilgotnosci. Dwie serie doSwiadczalne napromieniowy-
wano ultrafioletem uzyskiwanym z lampy rteciowej z palnikiem Q-700
0 orientacji poziomej z metalizowanym ododysnikiem. Ola pierwszego eta-
pu eksperymentéw zmierzono calkowitg energie emitowang przez stosowany
palnik Q-700 docierajacg do badanej proby. Drugi etap eksperymensu wy-
magat zastosowania filtru UG-11, ktory daje mozliwoS¢ "wyciecia" ultra-
fioletu uzyskujac maksimum przy 325 m.

Materiat w seriach doSwiadczalnych po odpowiednim napromieniowaniu
ultrafioletem zamykano w wilgotnych komorach 1 przenoszono pierwsza gru-
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pe eksperymentalng do termostatu Swietlnego w Swiatdo biake o natezeniu
1600 Ix. Druga grupa analogicznie napromieniowana umieszczona zostaka w
termostacie ciemniowym. W tym samym czasie obok serii do$wiadczalnych
wprowadzono do obydwu termostatow materiat kontrolny.

W dalszej czesci eksperymentu orzeski kontrolowano przeprowadzajac
obserwacje mikroskopowe w odstepach 24 godz. w ciggu 5 kolejnych dni.
Okreslano liczbe osobnikéw w poszczegblnych seriach, takze w innych po-
miarach liczono endosymbionty Chlorella przypadajace na 1 komorke Para-
mecium w kolejnych dobach eksperymentu.

WYNIKI

W celu stwierdzenia wpbywu promieniowania W na przezywalnoS¢ komorek
Paramecium bursaria konieczne bylo okreSlenie dawki letalnej (DLM). W re-
zultacie iiczbych prob stwierdzono, ze w wyniku dziakania dawki 131 W m
w czasie 95 s zgineto 100% badanej populacji. Na tej podstawie w ekspery-
mentach postuzono sie dawkami promieniowania W nizszymi od powyzszej
wartosci. Orzeski po ekspozycji W i przeniesieniu do ciemnosci wykazywa-
dy spadek tempa podziakow kgmérkowych zaleznie od zastosowanej dawki .
Promieniowanie rzedu 65 W m— w c?asie 70 s powodowato, ze tempo podzia-
$ow komérkowych w seriach doswiadczalnych w ciemnosci spacho osiggajac
po 5 dniach wartos¢ 9,5% kontroli (tab. 1, rye. 1).

Tabela 1

Efekt dziatania promieniowania W na Paramecium bursaria.
Orzeski po naswietleniu ultrafioletem byky przeniesione do ciemnosci
% kontrollgl

Dzien po naswietleniu

Wartos¢ promieniow. 1 2 3 4 5
W m~2/s
65/70 88,3*  31,0* 18,1  10,9* 9,5*
131/45 82,6  28,1* 9,5* 3,5* 0*
filtr UG-11
S1I50 63,3« 37,7 32,3 /e 40,8
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Zastosowanie wyzszych dawek promieniowania W: 131 W m”° w czasie
45 s zwalniato jeszcze bardziej tempo podziakow, a wartos¢ 9,5% kontroli
osiggana byko juz po 3 dniach od momentu ekspozycji. Najnizszg warto$¢
podziatowa, wynoszacg 3,5% kontroli”zaobserwowano po 4 dniach. Rowno-
cze$nie stwierdzono, ze miedzy 4 a 5 dobg przy omawianych wartoSciach
promieniowania wystepowat efekt letalny dla badanej serii. Taka dynami-
ka procesu podziatowego wskazuje na przedduzony efekt dziatania W pro-
wadzacy w konsekwencji do $mierci  komorek.

Zastosowanie fultru UG-11 zmienido w sposéb wyrazny Kinetyke proce-
su podziatowego. Spadek tempa podziakdw w pierwszej fazie po naswietle-
niu jest gwaktowny, osigga 63,3% kontroli po 1 dobie, by po nastepnej
osiggnaC warto$¢ 37,7% kontroli, przy czym maksymalne zwolnienie tempa
podziakéw obserwowano po 3 dniach. Takie tempo podziakow utrzymywato sie
w zasadzie przez caly czas trwania eksperymentu (tab. 1).

Na podstawie uzyskanych rezultatéw stwierdzi¢ mozna ewidentny wplyw
Swiatda biakego na orzeski, ktore uprzednio naswietlano ultrafioletem.
Swiatdo biake wyraznie znosi szkodliwy efekt promieniowania V. Komorki
Paramecium bursaria napromieniowane uprzednio energig w dawce 65 W m2
w czasie 70 s przeniesione do Swiatka biakego o natezeniu 1600 Ix w
pierwszej dobie po naswietleniu wykazywaty spadek tempa podziatow do
74,3h kontroli, co wskazywato ze szkodliwy efekt zostat zniesiony. W ko-
lejnych przedziakach czasowych tempo podziakow osiggato wartosci rowne
lub nieco przewyzszajace kontrole (tab. 2, ryc. 2).

Efekt dziakania promieniowania W na Paramecium bursaria, Tabela 2

Orzeski_ po naswietleniu ultrafioletem bydy wystawione na
ciggle dziakanie swiatda biatego %/0 kontrolt)

Dzien po naswietleniu:

WartosC promieniow. 1 2 3 4 5
W m-2/s
65/70 74,3* 97,8 107,5  113,8*" 107,0
131/45 93,0 90,4 11,2 137,3* 129,5*

1;;}550%-11 19,0 1100 14,8 101,4 87,9

*'Wniki statystycznie istotne - P<0,01
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Zastosowannie filtru UG-11 dawato nieco odmienny obraz reakcji. Do
4 doby po naswietleniu dzatanie W byko zupeknie zniesione w nastepstwie
naSwietlania Swiatdem biakym. W kolejnych dobach wartosci podziatowe
przewyzszaky nieznacznie kontrole. Poczynajac od 5 doby obserwowano ten-
dencje spadku tempa podziakow komérkowych, ktdre to wartosci bydy poni-
zej wartosci osobnikow grup kontrolnych  (tab. 2, ryc. 2).

W eksperymentach tych starano sie rowniez przesSledzi¢ wpbyw promie-
niowania W na liczbe endosymbiontéw Chlorella obecnych w komorkach Pa-
ramecium bursaria. Z otrzymanych rezultatéw wynika, ze stosowane dawki
promieniowania ultrafioletowego nie majg znamiennego wphywu na liczbe
endosymbiontow w komorce orzeska. Wyniki te wskazujg, ze orzesek jest
znacznie bardziej wrazliwy na szkodliwe dziakanie promieniowania ultra-
fioletowego. Endosymbionty Chlorella sg pod tym wzgledem w korzystniej-
szej sytuacji, gdyz mieszcza sie one pod urzesiong pelikulg pierwotniaka
i chronione sq dodatkowo warstwg jego cytoplazmy. Gruba celulozowa Scia-
na komdrkowa endosymbiontéw stanowi kolejng bariere dla promieniowania
ultrafioletowego.

DYSKUSJA

Uzyskane rezultaty wskazujg, ze promieniowanie UV wywiera wpdbyw na
tempo podziakdw Paramecium bursaria. W pordwnaniu z grupg kontrolng
promieniowanie ultrafioletowe powodowato hamowanie procesow podziakowych.
Hamujacy efekt W byk wielokrotnie silniejszy, gdy orzeski po naswietle-
niu umieszczono w warunkach ciemniowych. W seriach doswiadczalnych uzys-
kano zaleznie od stosowanych dawek 10 do 30-krotne zwolnienie tempa po-
dziakdw. Tak wiec dziakanie ciemnosci utrwala szkodliwy wpbyw promienio-
wania W na komorki orzeska. Orzeski, ktore po ndawietleniu W pozosta-
wedy w Swietle wykazywaky zwiekszone tempo podziakow w poréwnaniu z
tymi, ktore po naswietleniu ultrafioletem pozostawiano w ciemnoSci.
Szkodliwe dziakanie W zaznaczyto sie w pierwszej dobie po naswietleniu
jako obnizenie tempa podziakow komdrkowych, nastepnie wrécido do war-
tosci kontrolnych” nawet nieznacznie je przywyzszylo. Efekt ten, znany
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pod nazwg fotoreaktywacji, zdefiniowat Jagger (1958), przy czym podkres-
lit, ze Swiatdo potrzebne do naprawy uszkodzen musi by¢ o dbuzszym zakre-
sie spektralnym niz to, ktore je wwokato. Wyjgtkiem jest Platymonas,
u ktorego efekt immobilizacji po W znoszono $wiatdem o krotszej dhu-
gosci fali, co byto zwigzane z metabolizmem komorkowym (Halldal 1961).

Z otrzymanych wynikéw widaé, Zze fotoreaktywacyjne dziakanie Swiatda
biakego przekracza wartosci kontrolne w pewnym okresie. Oezeli efekt ten
nie jest zwigzany ze zmianami troficznymi w Srodowisku orzeskow, wowczas
mozna sadzi¢, ze Swiatdo biate ma stymulujacy wpbyw na podziady komorkowe
po uprzednim dziakaniu ultrafioletu. Efekt Swiatda niebieskiego jest dy-
skutowany w literaturze. Claus (1970) waza, ze Swiatho niebiesko-zielo-
ne i fioletowe wywiera stymulujacy wpbyw na wzrost kultur glonw. Wilhelm
(1985) twierdzi, ze Swiatdo niebieskie wpbywa na system tylakoidow u Chlo
relia fusca przypominajacy dokkadnie efekt silnego $wiatda biakego. Kubin
i wspdhprac. (1983) zaobserwowali natomiast hamujacy wobyw Swiatka nie-
bieskiego na wzrost kultury glondw w stosunku do grup naswietlanych Swia-
then biakym 1 zielonym.

Wyniki niniejszej pracy wskazujg na znacznie wyzsza opornosS¢ endo-
symbiotycznych Chlorella na promieniowanie W niz samego orzeska. W do-
Swiadczeniach stwierdzono, ze liczba glondw w komorce Paramecium nie zmie
ni4a sie po ekspozycji ultrafioletem. Brak efektu stymulacji badZ inhibi-
cji podziatow endosymbiontéw wynika z tego, ze s one otoczone wieloma
strukturami blonowymi (Karakashian 1968) 1 w zwigzku z tym ilo$C pochdo-
nietego promieniowania jest wielokrotnie mniejsza. Podobnie u wirusow
(Kleczkowski 1960) stwierdzono, ze inaktywacja kwasow nukleinowych po-
przez dziakanie promieniowania W jest duzo trudniejsza niz inaktywacja
wyizolowanych kwasow nukleinowych. Héder i wspdhprac. (1985) zaobserwo-
wali efekt fotowybielenia chloroplastow u Euglena gracilis pod wphywem
W. Efektu tego nie ma u Paramecium bursaria, gdyz endosymbionty, w od-
réznieniu od chloroplastow Euglena, s odrebnymi organizmami.
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EFFECT OF PHOTOREACTIVATION OF WHITE LIGHT
ON THE DYNAMICS OF FISSIONS PARAMECIUM BURSARIA

Summary

Wle have studied the effect of UV-irradiation on the survival of
ciliates Paramecium bursaria. We have found that a lethal dose of W
light is equal to 131 W n2 after % s of exposition. The lower fluence
rates only decrease the motility of the ciliates. After being exposed
to W light, the ciliates were kept in the dark for 3 days, which caused
that the rate of fission decreased to 9,5% of control, whereas the cilia-
tes kept in the light did not show any differences in comparison with
the control group.

Form these data, we assume that after UV-irradiation cell viability
depends on a repair mechanism of the light - i1t’s a typical effect of
photoreactivation.
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Puiwapa Mago, MarganeHa [pevek

GoTOpeakTHBALMOHHOE fedoTBAE 6enoro cBeTa
Ha AAHaNNKy genennii Paramecium bursaria

Pe3tome

MpeAMeTOM UCCNefoBaHWS ABNAETCA BAUAHWE YNbTpapuoneToBoit
paguaLum Ha BbXMBAEMOCTb WHAYy3opuid Paramecium bursaria. fle-
TanbHad fo3a u3nydveHna UV paBHAeTcsa 131 Wm'2 B TeuyeHune 95
CEKYHZ 3akcnosuuuu. Huswue pfo3el UV BANAKT Ha 3ameffieHne [ABU-
XEHNS MHDY30pwii. YnbTpaguonetoBsle nyyn UV TOPMO3AT Temnbl fe-
NeHnss KNetok. WHpy3opun, xpaHumble nocne ob6bnyvenus UV B TeMHO-
Te B TeyeHne 3 [Heil, 3amefuan Temn KNETOYHOro feneHus [o
9,5 % KoHTponbHOro Temna. WHpy3opuu xe, nocne akcnosmyun W,
NOABEPrHYThe AEACTBUKW HATypanbHOro CBeTa, MNPOSBAANM TeMMbl fe-
NEHNA KNeToK, ONN3KMe K KOHTPO/IbHbIM. B 3TOM cnydyae BAusiHue
6enoro ceeta nocne npejuecTsyiwero obnyyeHnalVv asnserca Tu-
MUYHLIM (OTOPEaKTUBALMOHHLIM AeACTBUEM, JIMKBUAUPYHLWMM BpeSHblil
3dpeKkT obnyyeHus W.



