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cykl kwasu cytrynowego

catkowita zawartos$c¢ flawonoidéw (ang. total flavonoid content)
tetrahydrofolian

tymidyno-5’-monofosforan

catkowita zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych (ang. total phenolic content)

biatkowe transportery fosforanowe 3-fosfoglicerynianu (ang. triose phosphate translocator)

kwas 6-hydrohy-2,5,7,8-tetrametylchromano-2-karboksylowy
urydyno-5’-difosforan

UDP-glukozopirofosforylaza

UDP- a-D-glukoza

urydyno-5’-monofosforan

ubichinon

urydyno-5’-trifosforan

ksantozyno-5’-monofosforan
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1 Zwigzki fosforu i ich rola w metabolizmie roslin

Wiele sposrdd pierwiastkow wystepujacych w przyrodzie odgrywa kluczowa role
w prawidlowym metabolizmie roslin. Najbardziej istotne — wegiel, wodor i tlen — pochodza
z atmosfery, natomiast pozostate skladniki pokarmowe pobierane sg przez rosliny z gleby
badz z nawozow stosowanych dolistnie [1]. Skladniki pokarmowe pobierane przez rosliny
w najwiekszej ilosci nazywane sa makroelementami i oprocz wegla, wodoru i tlenu naleza
do nich: azot, fosfor, potas, wapn, magnez i siarka. Pierwiastki te odpowiedzialne sa nie tylko
za tworzenie makrobiomolekul, takich jak biatka, polisacharydy, kwasy nukleinowe
i thuszczowce, ale pehig takze rézne funkcje w przemianach metabolicznych [2]. Nie mniej
istotne dla prawidlowego metabolizmu ros$lin sg pierwiastki pobierane w znacznie mniejszej
ilosci — mikroelementy, do ktérych mozna zaliczy¢: Zelazo, mangan, cynk, miedZ, bor,
molibden, czy nikiel. Odpowiadaja one miedzy innymi za stabilizacje blon komérkowych
uroslin naczyniowych, a takze biora udziat w wielu réznorodnych procesach
metabolicznych [3]. Ze wzgledu na tak wiele odmiennych funkcji poszczegdlnych
pierwiastkow, zapotrzebowanie roslin na makro- i mikroelementy r6zni sie w zaleznosci od
gatunku i fazy rozwojowej rosliny. Nalezy takze podkresli¢, ze zaré6wno niedobor jak
i nadmiar sktadnikéw pokarmowych ma negatywny wptyw na fizjologie roslin.

Fosfor (P), nawet jezeli wystepuje w glebie w odpowiednim stezeniu, nie zawsze jest
dobrze przyswajalny przez rosliny. Wplyw na to ma jego chemiczna forma, czyli polaczenie
z innymi pierwiastkami. Z tego powodu fosfor uwazany jest za drugi po azocie pierwiastek
ograniczajacy wzrost roslin, gdyz odpowiada za prawidlowy przebieg wszystkich proceséw
fizjologicznych i biochemicznych zachodzacych na kazdym etapie rozwoju roslin —
od kietkowania po kwitnienie i zawigzywanie nasion [4]. Jego niedobor zwieksza tez
podatno$¢ ro$lin na choroby i dysfunkcje metaboliczne [5]. Przyjmuje sie, Ze srednia
zawartos¢ fosforu w roslinach waha sie w od 0,05% do 0,50% suchej masy. Tak szeroki
zakres zawartoSci uwarunkowany jest réznicami gatunkowymi, faza rozwojowa
oraz organami ro$liny (m. in. lis¢, ped, todyga, korzen) [4].

W tkankach rodlin P wystepuje w jednej z dwéch postaci: niezwigzanych jonow
ortofosforanowych (Pi) lub organicznych estrow fosforanowych (Po), do ktérych zalicza sie
miedzy innymi (i) fosforanowe pochodne cukréw, (ii) nukleotydy i kwasy nukleinowe oraz
(iii) fosfolipidy. Istnieja dane zZrodlowe wskazujace, ze w roslinach moga wystepowac takze
zwiazki fosfonowe, w ktérych atom fosforu jest bezposrednio polaczony wigzaniem
kowalencyjnym z atomem wegla [6].
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1.1 Nieorganiczne pochodne fosforu wystepujace w roslinach

1.1.1 Pochodne kwasu fosforowego(V) (ortofosforany) — podstawowa forma
wystepowania potaczen fosforu w roslinach

Podstawowa forme fosforu obecna we wszystkich organizmach zywych stanowi fosfor
nieorganiczny w postaci fosforanéw (Pi). Fosforany reprezentuja jony kwasu fosforowego(V)
(H3PO,), w ktérym atom fosforu znajduje sie na najwyzszym +5 stopniu utlenienia. Dzieki
unikatowym wilasciwo$ciom chemicznym to wlasnie fosforany peinig kluczowa role
w metabolizmie roslin. Pi wystepuje w $rodowisku w formie réznych jonéw: PO,*, HPO,*,

H,POy [7,8], co zalezy przede wszystkim od odczynu (pH) roztworu (Rysunek 1.).

o O 0] 0]
I “H* 1] ) “H* Il ; -H* A _
HO—P—OH —— HO—P—O = HO—P—O - O—pP—0
| +H | +H° 1 +H I
OH pK =2,148 OH PK_=7,198 o PK_=12,350 o
H,PO, H,PO,- HPO - PO

100

50 A

Udziat [%0]

pH

Rysunek 1. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ wystepowania poszczegolnych form fosforanéw (PO,*, HPO.Z,
H,POy, H3PO,) od pH roztworéw wodnych. Zacieniony obszar przedstawia fizjologiczny zakres pH w tkankach
ro$lin, wskazujac gtéwne formy wystepujacego Pi.

Poniewaz sklad jonowy ro$linnych plynéw ustrojowych w komoérkach (cytozol),
tkankach ksylemu i tyka (soki lyka i ksylemu) oraz przestrzeniach miedzykomodrkowych
i apoplastycznych, determinowany jest procesami fizycznymi (np. wymiang gazowa,
potencjalem blonowym) oraz chemicznymi (np. dysocjacja) [9] wartosci pH plynéw
fizjologicznych roslin wahajq sie w przedziale od 6 do 8 [10-12]. Réznice w wartosci pH
poszczegdlnych tkanek roslinnych oraz fluktuacje tych wartoSci w obrebie danej tkanki,
determinujg charakter jonowy Pi. Przyjmuje sie, ze dominujacq forme fosforanéw stanowig
jony H,PO, oraz HPO,*, ktére wystepuja w réznych relacjach ilo$ciowych. Jony te stanowia

takze gtowne formy fosforu pobieranego przez rosliny z roztworu glebowego [13].
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1.1.1.1. Pobieranie, transport, magazynowanie i remobilizacja Pi w roslinach

Pobieranie fosforu przez rosliny moze odbywac sie na dwa sposoby: bezposrednio przez
system korzeniowy roslin [14] lub posrednio poprzez symbiotyczne grzyby mikoryzowe [15].
Poniewaz stezenie Pi w roztworze glebowym (1 — 10 pM) [16] jest znacznie nizsze niz
w komorkach roslinnych (5 — 20 mM) [17], a dodatkowo po wewnetrznej stronie blony
plazmatycznej wystepuje ujemny tadunek netto (okolo -120 mV) [18], transport anionow
fosforanowych do komoédrek korzeni wymaga pokonania silnego  gradientu
elektrochemicznego. W procesie tym posredniczq biatkowe transportery fosforanéw (PHT,
ang. phosphate transporters), gtownie PHT1, ktére obecne sa w blonie plazmatycznej
komorek ryzodermalnych - trichoblastéw, oraz w mniejszym stopniu w komdrkach
korowych [7,18]. Transport Pi przez PHT1 jest zalezny od energii i SciSle zwigzany
z aktywno$cig plazmolemowej pompy protonowej H'-ATPazy (fosfohydrolaza ATP
(transportujgca H'), EC7.1.2.1), ktéora odpowiada za tworzenie gradientu
protonowego [19,20]. Powstajace podczas hydrolizy adenozyno-5’-trifosforanu (ATP),
katalizowanej przez H'-ATPaze, protony sa przenoszone na zewnetrzng powierzchnie btony
komorkowej, skad nastepnie wraz z Pi przemieszczajg sie przez transportery PHTI.
Wykazano, ze przeptywowi jednego jonu fosforanowego towarzyszy wspotransport
od dwoch do czterech protonéw [21]. Wiekszos¢ biatek przenosnikowych z rodziny PHT1
znajduja sie w komorkach réznych tkanek i organéw roslinnych [22].

Po pobraniu przez korzenie, fosfor nieorganiczny moze by¢ od razu wiaczony w procesy
metaboliczne, miedzy innymi poprzez utworzenie adenozyno-5’-trifosforanu lub adenozyno-
5’-difosforanu (ATP/ADP) w reakcji z adenozyno-5’-monofosforanem (AMP). Jednak
wiekszos¢ pobranego Pi jest dalej transportowana do nadziemnych czeSci ro$liny
(Rysunek 2.). Kolejnym etapem na szlaku transportu Pi z gleby do peddw jest proces tak
zwanego tadowania ksylemu w steli — przemieszczenia Pi z komorek naskorka i kory
pierwotnej do ksylemu poprzez pasemka Caspary’ego [18]. W procesie tym posredniczy
transporter PHO1, ktéry jest zlokalizowany w sieci aparatu Golgiego komorek
parenchymatycznych korzeni [23]. Wraz z sokami ksylemu Pi przemieszczany jest w gore
ro$liny. W transporcie ortofosforanéw do komoérek pedéw posrednicza inne biatka
przenosnikowe typu PHT1. W komorkach pedu ortofosforany dystrybuowane sa do réznych
organelli komérkowych, w celu zapewnienia ich prawidlowego funkcjonowania. Transportery
Pi obejmujace plastydowe nosniki PHT2 [24], mitochondrialne transportery PHT3 [25],

znajdujace sie w blonie aparatu Golgiego i w otoczce plastydowej przenosniki PHT4 [26]
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oraz wakuolowy transporter fosforanowy PHTS5 [27,28], odgrywaja kluczowa role

w wewngtrzkomorkowej homeostazie Pi.

Chloroplast
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Rysunek 2. Schemat przebiegu procesu pobierania fosforanéw przez korzenie, transportu do nadziemnych
czesci rodliny oraz dystrybucji w organellach komérkowych. Transportery typu PHT1 odgrywaja kluczowa role
w transporcie Pi, m.in. posredniczac w wychwycie Pi w korzeniach. PHO1 uczestniczy w szczegélnosci
w transporcie Pi na duze odleglosci, a PHT5 jest gléwnym transporterem posredniczacym w wakuolowej
sekwestracji Pi. Strzatki na rysunku oznaczaja przeplyw transportowy Pi, inne jony zostaly pominiete.

Biatka te utatwiaja wychwyt Pi, a takze umozliwiaja ponowng mobilizacje wewnetrznego
Pi pomiedzy réznymi organellami komorkowymi oraz tkankami roslin. Kluczowa role
w utrzymaniu stabilnego stezenia cytoplazmatycznego Pi w stosunku do fluktuacji zawartosci
fosforanow, zwiazanej z dostepnoscia fosforu w srodowisku badz z aktywnoscia metaboliczna
komorek, pelnig wakuole [29].

Wakuole, obecne w komorkach roslin odgrywaja podstawowa role w magazynowaniu
irecyklingu skladnikow odzywczych, detoksykacji oraz utrzymaniu turgoru [30,31].
Organella te stanowia swoistego rodzaju magazyn szerokiej gamy bytéw chemicznych, takich
jak aminokwasy, jony, polaczenia metali przejSciowych, biatka, weglowodany, metabolity
wtérne i czasteczki sygnatlowe [32]. W zaleznosci od tkanki, gldwnymi formami
magazynowanego fosforu w wakuolach sa Pi, fosforan inozytolu (InsP) i polifosforany
(PolyP). Ponadto wakuole sg gtownymi miejscami degradacji makroczasteczek, poniewaz
w ich wnetrzu zachodzi wiekszos¢ procesow hydrolitycznych. W komorkach wegetatywnych,
przy wystarczajacej podazy fosforu, okoto 70 do 95% wewnatrzkomorkowego Pi jest

przechowywana w wakuolach, podczas gdy tylko 1 — 5% wystepuje w cytoplazmie [16,33].
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Ze wzgledu na warto$¢ pH cytozolu, wynoszaca okolo 7,4, przewazajaca forma fosforu
sq jony HPO,*, podczas gdy w wakuoli, przy pH 5,0, sg to jony H,PO, [34]. Protonowanie
HPO,* do H,PO, w wakuoli o kwasnym odczynie wplywa na zwiekszenie akumulacji
fosforu. Pi jest eksportowany z wakuoli do cytoplazmy lub importowany z cytoplazmy
do wakuoli przez biatka blonowe SPX-MFS (okreslane jako rodzina PHT5 [28]), zgodnie
z zapotrzebowaniem komorki na Pi. Nosniki PTHS sq transporterami niezaleznymi od ATP
iH, a glowng sita napedowa przeptywu Pi jest gradient potencjatu
elektrochemicznego [32,34]. Wyplyw Pi z wakuoli jest procesem zaleznym
od zapotrzebowania komorki na Pi w cytoplazmie, natomiast naptyw Pi do wakuoli pozwala
uchroni¢ komérke przed niekorzystnymi efektami nadmiaru Pi [35].

Fosfor jest istotnym sktadnikiem biomolekut wystepujacym w komédrkach roslinnych,
w ktorych bierze udzial w roznych procesach metabolicznych. Dlatego tez utrzymanie
homeostazy Pi jest niezbedne w prawidlowym przebiegu procesow fizjologicznych
i biochemicznych. W przypadku niskiego stezenia przyswajalnego Pi w glebie, rosliny
rozwinely procesy adaptacyjne w celu ulatwienia skutecznego pozyskiwania i translokacji Pi,
a takze w celu efektywnego wykorzystania zmagazynowanego fosforu. Na wysoka
efektywnos¢ wykorzystania fosforu wplywa nie tylko optymalna mobilizacja tego
pierwiastka, ale réwniez wydajna remobilizacja i redystrybucja Pi ze starzejacych sie
tkanek [36]. Proces ten zapobiega utracie Pi w wyniku gutacji lub wycieku przez btone
plazmatyczna do apoplastu [37]. W poznych stadiach wzrostu wegetatywnego
i reprodukcyjnego, kiedy liScie i inne organy zaczynajq sie starze¢, nastepuje remobilizacja
sktadnikbw odzywczych do tkanek rozwijajacych sie, takich jak milode liscie, korzenie
i nasiona [37], w wyniku ktdrej nastepuje przeniesienie co najmniej 50% Pi [38]. Natomiast
w warunkach niedoboru fosforu, w nastepstwie redystrybucji Pi odzysk wynosi nawet
80% [22,39]. Pomimo pewnych podobienstw wystepujacych w remobilizacji Pi
spowodowanych starzeniem sie liSci i tzw. glodem Pi, istniejg kluczowe réznice pomiedzy
tymi procesami. Podczas gdy starzenie sie lisci jest zdarzeniem specyficznym dla organu,
zachodzacym tylko w okreslonych lisciach, odpowiedZ na gldd Pi obejmuje cala rosline,
a wyraza sie specyficzng tkankowaq ekspresja genéw i zmianami metabolicznymi [40]. Proces
remobilizacji Pi wymaga skoordynowanej funkcji hormonéw i czynnikéw transkrypcyjnych
w celu zainicjowania kaskad sygnalowych, co skutkuje dzialaniem hydrolaz, ktére moga
uwolni¢ Pi z czasteczek zawierajacych P, w tym kwaséw nukleinowych, fosfolipidéw,
fosforylowanych biatek i innych metabolitow zawierajacych w swojej strukturze reszty

fosforanowe. Istotng role w redystrybucji Pi odgrywaja miedzy innymi rybonukleazy
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(RNazy) [41], a takze enzymy przebudowujace fosfolipidy do sulfolipidow [42] oraz
purpurowe kwasne fosfatazy (PAP) [43] — enzymy katalizujace hydrolize wigzania estrowego
z uwolnieniem Pi. Wykazano, ze izozym PAP jest odmiennie regulowany w procesie starzenia
sie lisci i odpowiedzi na niedobo6r fosforu [44]. Po degradacji biomolekut zawierajacych
w swojej strukturze fosfor (Rysunek 3.), uwolniony Pi zostaje przeniesiony do tkanek
rozwijajacych sie, gdzie jest ponownie wykorzystywany do syntezy nowych makroczasteczek
lub metabolitow o niskiej masie czasteczkowej [36]. Transport ten odbywa sie glownie

za posrednictwem transporteréw fosforanéw z rodziny PHT1 [41].
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Rysunek 3. Schemat przebiegu procesu remobilizacji fosforanéw w starzejacej sie komdrce roslinnej
z uwzglednieniem substratéw, zwigzkéw posrednich i produktéw koncowych rozkladu zwigzkéw
fosforoorganicznych (czarne strzatki). Czerwonym kolorem zaznaczono wyptyw Pi z organelli komérkowych
do cytozolu oraz na zewnatrz komoérki.

1.1.1.2. Znaczenie Pi w metabolizmie roslin

Fosforany odgrywaja kluczowa role jako reagenty i czasteczki efektorowe
w metabolizmie komorek roslinnych. Niedobdr Pi przyczynia sie do zmniejszenia poziomu
glukozy, pirogronianu i chlorofilu, jednocze$nie powodujac wzrost poziomu sacharozy
i skrobi [45]. Ograniczona synteza chlorofilu u roslin rozwijajacych sie w warunkach
niedoboru Pi, doprowadza do chlorozy lisci [46]. Z kolei dlugotrwaly niedobor Pi przyczynia
sie do akumulacji antocyjanéw w liSciach, jako reakcji na stres, prowadzac w konsekwencji
do purpurowych przebarwien na powierzchni tych organéw [47]. Na Rysunku 4.
przedstawione zostaly, zalezne od Pi, procesy fotosyntezy i tworzenia cukrow. Prawidlowy
przebieg tych proceséw jest uzalezniony nie tylko od poziomu Pi, ale takze od obecnosci

wysokoenergetycznych czasteczek, takich jak ATP, czy NADPH [48,49].
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Rysunek 4. Uproszczony model obrazujacy fotosyntetyczny metabolizm wegla i biosyntezy cukréw zlozonych,
zaleznych od Pi oraz innych zwigzkéw fosforoorganicznych zawierajacych wysokoenergetyczne wigzania. Dwa
gléwne rozgalezienia cyklu Calvina-Bensona prowadza do (i) wytwarzania skrobi w chloroplastach
i (ii) eksportu triozy-P do cytozolu przez zlokalizowane na wewnetrznej powloce blony chloroplastu
specyficznych transporterow TPT (ang. triose phosphate translocator). Transportowi triozy-Pi towarzyszy
jednoczesne przeniesienie fosforanow, uwolnionych podczas syntezy sacharozy w cytozolu, do zrebu
chloroplastu. 6PG - 6-fosfoglukonian; ADP - adenozyno-5’-difosfororan; ADP-Glc — ADP-a-D-glukoza;
ATP — adenozyno-5’-trifosfororan; diPGA - 1,3-bisfosfoglicerynian; F2,6BP — fruktozo-2,6-bisfosforan;
F6P — fruktozo-6-fosforan; FBP — fruktozo-1,6-bisfosforan; G1P — glukozo-1-fosforan; G6P — glukozo-6-
fosforan; NADP*/NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona/zredukowana);
PGA - 3-fosfoglicerynian; Pi — fosforan; PPi — pirofosforan; PMP — monofosforan pentozy; Ru5P — rybulozo-5-
fosforan; RuBP — rybulozo-1,5-fosforan; S7P — sedoheptulozo-7-fosforan; SBP — sedoheptulozo-1,7-bisfosforan;
trioza-P — aldehyd 3-fosfoglicerynowy; UDP-Glc — UDP-a-D-glukoza; UTP — urydyno-5’-trifosforan.

U roélin rozwijajacych sie w warunkach niedoboru Pi, dochodzi do zahamowania procesu
fotosyntezy [45]. Zahamowanie to jest spowodowane wieloma czynnikami, miedzy innymi:
(i) obnizeniem produkcji ATP [50], (ii) inaktywacja enzymow zaangazowanych w regeneracje
bisfosforanu rybulozy (RuBP) [51] oraz (iii) inaktywacji enzymu karboksylazy RuBP, ktory
katalizuje wigzanie CO; [52]. Ponadto, fosforany wplywaja na dystrybucje wegla zwiazanego
podczas fotosyntezy (w postaci aldehydu 3-fosfoglicerynowego (trioza-P lub G3P)) kierujac
ten pierwiastek do syntezy skrobi w chloroplastach badZ syntezy sacharozy
w cytoplazmie [45]. Niski poziom cytozolowego Pi prowadzi do zahamowania ukiadu
antyportowego trioza-Pi/Pi (TPT), w wyniku tego PGA (kwas 3-fosfoglicerynowy) jest
wlaczany w szlak syntezy skrobi [53].

Warunki glodu fosforanowego prowadza takze do spadku aktywnosci fruktokinazy

i heksokinazy, co skutkuje obnizeniem poziomu fosforylowanych cukréw zar6wno w lisciach,
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jak i korzeniach [45]. Dodatkowo uaktywniane zostajq alternatywne szlaki metaboliczne,
ktére nie wymagaja Pi i nukleotydéw adeninowych. Przyklad takich reakcji w procesie
glikolizy i mitochondrialnego transportu elektronow przedstawiony zostat na Rysunku 5.
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Rysunek 5. Schemat przedstawiajacy szlak glikolizy i transportu elektronowego (czarne strzatki) oraz ich
alternatywny przebieg niezalezny od Pi i nukleotydéw adeninowych (kolorowe strzatki). Kluczowym elementem
tego modelu jest wskazanie enzymoéw glikolitycznych zaleznych od PPi i metabolicznych systemoéw recyklingu
Pi aktywowanych w przypadku niedoboru Pi. Ac-CoA - acetylokoenzym A; ADP — adenozyno-5’-difosfororan;
AMP - adenozyno-5’-monofosforan; ATP — adenozyno-5’-trifosforan; C1 — kompleks I; C3 — kompleks III;
DHAP - fosfodihydroksyaceton; diPGA — 1,3-bisfosfoglicerynian; F6P — fruktozo-6-fosforan; FBP — fruktozo-
1,6-bisfosforan; G1P — glukozo-1-fosforan; G3P — aldehyd 3-fosfoglicerynowy; G6P — glukozo-6-fosforan;
MDH - dehydrogenaza jablczanowa; NADY/NADH - dinukleotydy nikotynoamidoadeninowy (forma
utleniona/zredukowana); NADP*/NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy (forma
utleniona/zredukowana); NADP-G3P - niefosforylujaca dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanu;
ND(NADH) -  roSlinna, specyficzna  dehydrogenaza  NAPH; OOA -  szczawiooctan;
PEP - fosfoenolopirogronian; PEPC — karboksylaza fosfoenolopirogronianu; PGA — kwas 3-fosfoglicerynowys;
Pi - fosforan PPDK - dikinaza pirogronianowo-fosforanowa (EC 2.7.9.1); PPi — pirofosforan;
PPi-PFK - fosfofruktokinaza zalezna od PPi; SUS — syntaza sacharozy, TCA — cykl kwasu cytrynowego;
UDP —urydyno-5’-difosforan, UDPG - UDP-glukoza; UGP-aza - UDP-glukozopirofosforylaza;
UQ — ubichinon; UTP — urydyno-5’-trifosforan.
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Kluczowym elementem tego modelu jest aktywno$¢ enzymow glikolitycznych zaleznych
od pirofosforanéw  (PPi), takich  jak = UDP-glukozopirofosforylaza = (UGP-aza),
fosfofruktokinaza zalezna od PPi (PPi-PFK) oraz niefosforylujaca dehydrogenaza
gliceraldehydo-3-fosforanu (NADP-G3P dehydrogenaza), ktéra katalizuje przemiany
z pominieciem etapu tworzenia 1,3-bisfosfoglicerynianu (diPGA), a takze zestaw enzymow

przeksztatcajacych fosfoenolopirogronian w pirogronian bez udziatu ADP [40,54].

1.1.2 Udziat di- i polifosforanéw w metabolizmie roslin

Innymi formami nieorganicznego fosforu obecnego w komérkach roslin sg difosforany
(PPi) oraz polifosforany (PolyP), stanowigce liniowe polimery reszt ortofosforanowych.
Difosforany (inaczej pirofosforany) sktadaja sie z dwoch jednostek Pi, podczas gdy w sktad
polifosforanéow moze wchodzi¢ 3 — 1000 reszt fosforanowych, polaczonych ze soba

wysokoenergetycznymi wigzaniami bezwodnikowymi (Rysunek 6.) [55].

Pi 0 PPi| 00
5 /P\ S PP
07420740

=-20--30KkJ - mol!

PolyP
\ /P\ /P\ /P\

Rysunek 6. Jonowe formy fosforu nieorganicznego wystepujace w komaérkach roslin.

n=1-1000

PPi sa wytwarzane jako produkt uboczny reakcji biosyntetycznych, takich jak:
(i) aktywacja cukrow (np. synteza UDP-glukozy, ADP-glukozy), (ii) aktywacja aminokwasow
(przytaczenie aminokwasu do transferowego RNA), (iii) aktywacja kwaséow thuszczowych
(np. w reakcji tworzenia acylokoenzymu A), (iv) synteza terpenéw oraz (v) reakcje elongacji
w syntezie bialek i kwaséw nukleinowych [56]. Pomimo, iz procesy te zachodza
w cytoplazmie albo w roéznych organellach subkomorkowych (jadro, chloroplasty,
mitochondria, tonoplast, aparat Golgiego) [57], pirofosforany sa gromadzone w cytoplazmie
komorek rodlinnych [58] istanowia okoto 15% wszystkich zwigzkéw fosforu obecnych
w roslinie [59].

Powstajace podczas biosyntezy PPi, w pewnych warunkach, moga by¢ wykorzystywane

jako 7Zrodlo energii. Energia uwalniana podczas hydrolizy wigzania bezwodnikowego

19



w czasteczce PPi wynosi AG = -20 — -30 kJ - mol™ i stanowi 60-80% energii uwalnianej
podczas hydrolizy ATP (AG = -35 kJ - mol™) [60]. Przydatno$¢ PPi jako Zrodta energii zalezy
od adenylowanego ladunku energetycznego komorki, stezenia jonéw magnezu (Mg®")
oraz miejsca syntezy PPi [61]. Rola PPi, jako alternatywnego zrodta energii jest kluczowa
przede wszystkim w  warunkach stresowych, skutkujacych deficytem energii,
np. w warunkach niedoboru tlenu lub fosforanéw [60].

PolyP stanowia wazne formy magazynowania fosforanéw oraz energii i zostaly
zidentyfikowane w réznych organizmach pro- i eukariotycznych [62]. Aktualny stan wiedzy
wskazuje, ze polifosforany wystepuja réwniez w komorkach roslin, w ktérych jadrach
znajdujq sie biatka wigzace PolyP oraz enzymy metabolizujacych te potaczenia [55]. Jednak
metody stosowane w oznaczaniu PolyP, nie pozwalaja na odréznienie wolnych
polifosforanéw od polifosforanéw inozytolu, ktére réwniez wystepuja w roslinach [63].
Do tej pory nie przypisano zdefiniowanych funkcji roslinnym polifosforanom.

1.1.3 Wplyw pochodnych kwasu fosforowego(lll) (fosforyn)
na gospodarowanie fosforem przez rosliny

Fosforyny (Phi) reprezentuja jony kwasu fosfonowego (HsPO;), w ktorym atom fosforu
znajduje sie na +3 stopniu utlenienia. W odréznieniu od reszty fosforanowej (Pi) w czasteczce
Phi, jeden z atomow tlenu zwigzany z P jest zastagpiony atomem wodoru (Rysunek 7.) [64,65].
Podstawienie to skutkuje znaczacymi réznicami wptywajacymi na zachowanie obu czasteczek

w komorkach roslin.

Pi “Phi-
o "o
11
& ‘o’g:o- H /g:o-

Rysunek 7. Poréwnanie struktury chemicznej jonu fosforanowego i fosforynowego.

Obecnos¢ wigzania P-H w czasteczce fosforynéw zwieksza ich stabilno$¢ w uktadach
biologicznych. W komorkach roslin, tylko niewielka czes¢ Phi ulega utlenieniu do Pi [66],
a zatem obecno$¢ Phi nie przyczynia sie do znaczacego zwiekszenia puli fosforu
nieorganicznego w komorkach roslin [67-69]. Ponadto rdznice w stopniu utlenienia,
wielkoSci itadunku, powoduja, Ze Phi nie jest rozpoznawany jako substrat przez enzymy
zwigzane z metabolizmem Pi [70]. Chociaz fosforyn nie jest substratem w reakcjach

enzymatycznych, inne bialka takie jak transportery fosforanéw (w szczegélnosci PHT1)
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lub komponenty systemu transdukcji sygnatu zaangazowane w okre$lenie statusu ilosciowego
Pi, nie rozrézniajq Phi od Pi [65,71]. Ze wzgledu na wyzsza rozpuszczalnos¢ w roztworach
wodnych, Phi jest szybciej wchlaniany i przemieszczany w roslinie niz Pi [64], a gromadzenie
sie niemetabolizowanego Phi w tkankach roslinnych moze powodowal negatywne
skutki [72]. Zaburzenia homeostazy Pi zwigzane z obecnoscia Phi prowadza do zahamowania
ekspresji gendw zaangazowanych w reakcje ro$liny na niedob6r fosforu, krytyczny

dla wlasciwego wzrostu i funkcjonowania roslin [64].

1.2 Organiczne formy fosforu wystepujace w tkankach roslin

Zwiazki fosforoorganiczne obecne w organizmach Zzywych wystepuja najczesciej
w postaci estrow, w ktérych reszta kwasu fosforowego(V) jest zwigzana z czasteczka
organiczng poprzez atom tlenu (P-O-C). W zalezno$ci od budowy, zwiazki fosforu moga
uczestniczy¢ w réznych przemianach metabolicznych lub laczy¢ sie z czasteczkami
niebioragcymi aktywnego udzialu w reakcjach biochemicznych. Fosfor stanowi kluczowy
skladnik strukturalny biomoleku}t, takich jak: (i) pochodne cukrowe, (ii) fityniany,
(iii) nukleotydy i kwasy nukleinowe, (iv) pochodne bialek, w tym enzymy, oraz
(v) fosfolipidy. Ze wzgledu na powszechne wystepowanie fosforu w tych zwigzkach, odgrywa
on szczeg6lna role w przemianach metabolicznych, takich jak procesy fotosyntezy,

oddychania oraz metabolizm wtérny.

1.2.1 Fosforanowe pochodne cukrow

Estry fosforanowe cukrow odgrywaja wazng role w metabolizmie komoérkowym,
szczegllnie w procesie fotosyntezy. Rosliny przeksztalcaja zasymilowany wegiel w szereg
cukréow prostych, z ktorych wiele stuzy jako prekursory do syntezy bardziej ztozonych oligo-
i polisacharydéw. Zwiazki posredniczace w metabolizmie weglowodanow stanowig fosforany
cukru — estry Pi monosacharydéw. W tkankach roslin wystepuje okoto 50 fosforanowych
pochodnych cukrow, ktére w strukturze zawierajg od 3 do 6 atoméw wegla i sqa wlaczane
w rozne szlaki przemian weglowodanow [73]. Ditlenek wegla zasymilowany w redukcyjnym
szlaku pentozofosforanowym (zwanym takze cyklem Calvina-Bensona) reaguje
z rybulozo-1,5-bisfosforanem, a po dalszych przemianach powstaja dwie czasteczki
3-fosfoglicerynianu [74,75], ktéry nastepnie jest przeksztalcony do aldehydu
3-fosfoglicerynowego. G3P ulega dalszym przeksztalceniom, w wyniku ktérych moga
powstac: (i) skrobia, (ii) sacharoza, (iii) aminokwasy, (iv) lipidy lub (v) nukleotydy

adeninowe (Rysunek 4., Rysunek 8.) [74-76].
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Rysunek 8. Ilustracja przedstawiajaca znaczenie fosforanowych pochodnych cukréw w biosyntezie innych
zwiagzkow o znaczeniu biologicznym
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Fosforanowe pochodne cukrow pehnia takze wazna role jako czasteczki sygnatowe, ktore
modulujg wiele proceséw metabolicznych i rozwojowych w roslinach. Przykladem moze by¢
trehalozo-6-fosforan (T6P), ktory: (i) reguluje wykorzystanie sacharozy, (ii) reguluje
metabolizm skrobi, (iii) hamuje aktywnos¢ kompleksu kinazy biatkowej 1 zwigzanej
z sacharoza (SnRK1), jednoczes$nie dostosowujac metabolizm do podazy i zapotrzebowania

na energie, a takze (iv) reguluje stezenie nukleotydéw urydynowych [77,78].

1.2.2 Kwas fitynowy i fityniany

Na etapie reprodukcji rosliny mobilizuja Pi z organéw wegetatywnych do nasion, gdzie
jest on przeksztalcany w kwas mio-inozytolo-1,2,3,4,5,6-heksakisfosforowy (InsPg),
powszechnie znany jako kwas fitynowy. InsPs powstaje w wyniku stopniowej fosforylacji
mio-inozytolu — cyklicznej alkoholowej pochodnej glukozy [79]. Biosynteza kwasu
fitynowego rozpoczyna sie juz kilka dni po kwitnieniu [80]. W pierwszym etapie nastepuje
enzymatyczna konwersja glukozo-6-fosforanu do mio-inozytolo-3-fosforanu (Ins(3)P;), ktory
ulega dalszym przeksztatceniom (Rysunek 9.) [81]. Kolejne etapy syntezy kwasu fitynowego
moga przebiegac szlakiem niezaleznym od lipidow lub rzadziej, szlakiem zaleznym
od lipidéw [82]. Zsyntetyzowany w cytozolu kwas fitynowy jest nastepnie transportowany

do ciatek biatkowych wakuoli, gdzie zachodzi jego akumulacja [83].
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Rysunek 9. Schemat biosyntezy kwasu fitynowego, przedstawiajacy $ciezki zalezng i niezalezna od lipidéw,
szlak rezerwowy oraz akumulacje w wakuoli. Przedstawione reakcje sa katalizowane przez enzymy zaliczane do
réznych klas: kinazy, fosfatazy, lipazy. DAG — diacyloglicerol; G6P — glukozo-6-fosforan; Ins(3)P; — mio-
inozytolo-3-fosforan; Ins(3,4,6)P; — mio-inozytolo-3,4,6-trisfosforan; Ins(1,3,4,5,6)Ps — 1,3,4,5,6-pentafosforan
mio-inozytolu; InsP,— mio-inozytolo-1,4-bisfosforan; Ptd-Ins — fosfatydyloinozytol; Ptd-Ins(4)P; — 4-fosforan
fosfatydyloinozytolu; Ptd-Ins(4,5)P, — 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu; Ptd-Ins(1,4,5)P; — 1,4,5-trisfosforan
fosfatydyloinozytolu.

Kwas fitynowy jest dominujaca forma fosforu wystepujaca w nasionach i pytku, gdzie
stanowi 50 — 90% catkowitego fosforu, a jego zawarto$¢ waha sie w przedziale 1 — 5% suchej
masy [84]. InsPs i mniej ufosforylowane pochodne inozytolu, ze wzgledu na unikatowa
strukture i anionowy charakter, wykazuja zdolno$¢ do tworzenia chelatéw
z wielowartosciowymi kationami metali. Polaczenia te, zwane fitynianami, sq trudno
rozpuszczalne w wodzie. Stabilnos¢ tych zwigzkow kompleksowych zalezy od jonéw metali
tworzacych wigzanie kowalencyjne z ujemnie natadowang grupg fosforanowa (Cu** > Zn** >
Ni** > Co* > Mn* > Fe* > Ca®") [80,85]. Jednak najczesciej wystepuja chelaty kwasu
fitynowego z kationami potasu, magnezu i wapnia [86]. Fityniany, oprocz jonéw metali, moga

zawieraC reszty polisacharydow (np. skrobi), biatek lub lipidow [87,88]. Nagromadzony
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w okresie dojrzewania nasion InsPs jest rozkladany enzymatycznie podczas kieltkowania.
Reakcja ta katalizowana jest przez fitazy — fosfohydrolazy heksakisfosforanu mio-inozytolu —
nalezace do klasy kwasnych fosfataz histydynowych (HAP) albo kwasnych fosfatazy
purpurowych (PAP) [82,89]. Podczas reakcji zachodzi stopniowa defosforylacja fitynianéw
w wyniku ktérej zostaje uwolniony Pi. Pozostaja mniej ufosforylowane pochodne
mio-inozytolu oraz kationy metali i reszty organiczne wchodzace w skiad fitynianéw
(Rysunek 9.) [89,90].

Fityniany oraz kwas fitynowy, stanowia nie tylko rezerwuar Pi, inozytolu
i mikroelementéw, ale wplywaja rowniez na wiele proceséw metabolicznych zachodzacych
w kietkujacych nasionach i tkankach rozwinietych roslin. InsPs wykazuje aktywnos$¢
przeciwutleniajgcg, miedzy innymi ograniczajagc powstawanie reaktywnych form tlenu
w wyniku dziatania katalitycznego zelaza podczas reakcji peroksydacji lipidow [80,82]. Kwas
fitynowy i jego pochodne odgrywaja takze kluczowa role w (i) transporcie i aktywnosci
mRNA, (ii) naprawie i rekombinacji DNA, (iii) transdukcji i regulacji sygnatow,
(iv) endocytozie i przemieszczaniu pecherzykéw komorkowych oraz (v) w regeneracji ATP

[82,83,91-93].

1.2.3 Nukleotydy i kwasy nukleinowe
1.2.3.1. Nukleotydy — metabolizm, rola i pochodne
Nukleotydy odgrywaja gléwna role w wielu procesach biochemicznych zachodzacych
w komorkach organizmow zywych. Stanowia budulec do syntezy kwaséw nukleinowych,
zrodlo energii, prekursory do syntezy metabolitow pierwotnych, takich jak sacharoza,
polisacharydy, fosfolipidy, a takze metabolitow wtérnych. Zbudowane sa z trzech
podstawowych jednostek (Rysunek 10.) [94]:
1. Zasady azotowej — pochodnej puryny lub pirymidyny,
2. Pentozy — reszty rybozy lub deoksyrybozy, polaczonej z zasada azotowa wigzaniem
N-glikozydowym w pozycji C1’,
3. Reszty fosforanowej — przylaczonej do czasteczki cukru wigzaniem estrowym
w pozycji C5'. W zaleznosci od liczby reszt fosforanowych wyrdznia sie mono-, di-

i trifosforany.
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Rysunek 10. Struktury zasad pirymidynowych (gérny rzad) i purynowych (dolny rzad) (R = H), oraz
odpowiadajagcych im nukleozydow (R = ryboza/deoksyryboza) i nukleotydéw (R = fosforan
rybozy/deoksyrybozy). AMP — adenozyno-5’-monofosforan; dAMP — deoksy-AMP; CMP - cytydyno-5’-
monofosforan; GMP — guanozyno-5’-monofosforan; IMP — inozyno-5’-monofosforan; XMP — ksantozyno-5’-
monofosforan; TMP — tymidyno-5’-monofosforan; UMP — urydyno-5’-monofosforan.

W komoérkach roslinnych, w ktérych panuje fizjologiczny odczyn (pH 6 — 8) nukleotydy,
ze wzgledu na obecno$c¢ grup fosforanowych, sa naladowane ujemnie, podczas gdy zasady
purynowe i pirymidynowe pozbawione sa fadunku. Wyjatek stanowi ksantyna, ktéra powyzej
wartosci pKa = 5,5 jest naladowana ujemnie.

Nukleotydy ulegaja roznym przemianom biochemicznym (Rysunek 11.), a ich
metabolizm mozna podzieli¢ na: (i) synteze de novo, (ii) degradacje nukleotydow, (iii) szlaki
odzyskiwania — synteza nukleotydéw z wolnych zasad nukleinowych lub nukleozydow,
(iv) reakcje przenoszenia fosforu — przeksztalcenia mono- i difosforanéw w trifosforany
nukleotydéw oraz (v) modyfikacje — np. redukcja do deoksynukleotydéw lub dodanie

fancuchéw bocznych [95].
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Rysunek 11. Schemat metabolizmu nukleotydéw. 10F-THF — 10-formylotetrahydrofolian; ATP — adenozyno-5’-
trifosforan; CTP — cytydyno-5’-trifosforan; dNDP — difosforan deoksyrybonukleozydu; dNTP — trifosforan
deoksyrybonukleozydu; GMP — guanozyno-5’-monofosforan; NADH — dinukleotydy nikotynoamidoadeninowy;
NDP - difosforan rybonukleozydu; NTP — trifosforan rybonukleozydu; PRPP — 5-fosforybozylo-1-pirofosforan;
SAM - S-adenozylo-L-metionina; UDP — urydyno-5’-difosforan; UDP-Glc - UDP-a-D-glukoza.
UMP — urydyno-5’-monofosforan.

Rosliny wytworzyly odrebne szlaki metaboliczne syntezy de novo nukleotydéw
purynowych  generujacych adenozyno-5’-monofosforan (AMP) oraz nukleotydow
pirymidynowych, ktorych produktem jest urydyno-5’-monofosforan (UMP). Podczas
biosyntezy de novo nukleotydy s tworzone z aktywowanej rybozy (5-fosforybozylo-1-
pirofosforan (PRPP)), glutaminy (GIn), kwasu asparaginowego (Asp) i wodoroweglanu oraz
specyficznie dla nukleotydow purynowych — glicyny (Gly) i tetrahydrofolianu 10-formylu
(10F-THF) (Rysunek 12. A, B) [95-97]. Natomiast biosynteza deoksyrybonukleotydow
polega na redukcji czasteczki cukrowej difosforandw rybonukleozydéw (NDP), katalizowanej
przez pojedyncza ro$linng reduktaze rybonukleotydowa (RNR, EC 1.17.4.10), w wyniku
ktérej powstajq difosforany deoksyrybonukleozydéw (dNDP). Powstate dNDP, z wyjatkiem
dUDP, sa dalej fosforylowane, a powstale dCTP, dATP i dGTP sa wykorzystywane jako
bezposrednie prekursory do syntezy DNA. Natomiast dUDP utworzony przez reduktaze
rybonukleotydowa jest najpierw przeksztalcany w dUTP, a nastepnie hydrolizowany

do dUMP i dalej przeksztalcany do dTTP (Rysunek 12. C) [96,98].
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Rysunek 12. Schemat syntezy de novo nukleotydéw purynowych (A) i pirymidynowych (B) oraz syntezy
deoksynukleotydow (C) w komoérkach roslin. 10F-THF — 10-fornylotetrahydrofolian; ADP — adenozyno-5’-
difosfororan; AICAR - rybonukleotyd 5-aminoimidazolo-4-karboksyamidu; AIR - rybonukleotyd 5’-
aminoimidazolu; AMP — adenozyno-5’-monofosforan; ATP — adenozyno-5’-trifosforan; CAIR — rybonukleotyd
5’-aminoimidazolo-4-karboksylow; CP — karbamoilofosforan; CTP — cytydyno-5’-trifosforan; dADP — deoksy-

ADP; dATP - deoksy-ATP; dCDP - deoksycytydyno-5’-difosforan; dCTP — deoksy-CTP;
dGDP - deoksyguanozyno-5’-difosforan; dGTP - deoksyguanozyno-5’-trifosforan; DHO - dihydroorotan;
dTMP -  deoksytymidyno-5’-monofosforan; FAICAR - rybonukleotyd 5-formamidoimidazolo-4-

karboksyamidu; FGAM - rybonukleotyd formyloglicynoamidyny; FGAR — rybonukletyd formyloglicynoamid;
GAR - rybonukleotyd glicynoamidu; GMP — guanozyno-5’-monofosforan; IMP — inozyno-5’-monofosforan;

NAD'/NADH - dinukleotydy nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona/zredukowana);
NCA — N-karbamoiloasparaginian; NDP — difosforan rybonukleozydu; OA — kwas orotowy; OMP — kwas
orotydyno-5'-fosforowy; PRA - 5-fosforybozylo amina; PRPP - 5-fosforybozylo-1-pirofosforan;

SAICAR —rybonukleotyd 5’-aminoimidazolo-4-N-bursztynylo-karboksyamidu; SAMP — adenylobursztynian;
THF — tetrahydrofolian; TMP — tymidyno-5’-monofosforan; UDP — urydyno-5’-difosforan; UMP — urydyno-5’-
monofosforan; UTP — urydyno-5’-trifosforan; XMP — ksantozyno-5’-monofosforan.

Ogolna zawartos¢ nukleotydow zmienia sie w trakcie rozwoju roslin oraz w wyniku
odpowiedzi na czynniki stresowe. Zjawiska te nastepuja wskutek: (i) zmiany puli netto
nukleotydéw w wyniku syntezy de novo lub ich degradacji i zuzycia oraz (ii) zmiany stezenia
poszczegolnych nukleotydow bez zmian w catkowitej ich zawartosci. Na szybkoS¢ syntezy
i wielko$¢ puli nukleotydéw wplywa takze dostepnos$¢ fosforanéw, wegla i azotu [99].
W komorkach roslin nukleotydy adeninowe i urydynowe wystepuja w wyzszych stezeniach,
niz nukleotydy guaninowe i cytozynowe [99,100]. Odzwierciedla to wiekszy udziat
nukleotydéw adeninowych i urydynowych jako kofaktoréw w metabolizmie, jak réwniez

w syntezie kwaséw nukleinowych. Zawartos¢ nukleotydéw adeninowych miesci sie
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w przedziale 80 — 200 nmol g’ $wiezej masy, natomiast nukleotydy guaninowe stanowig
zwykle okoto 10 — 25% puli nukleotydéw adeninowych [96].

W procesach metabolicznych, zachodzacych w komorkach, roslin najwieksze znaczenie
przypisuje sie nukleotydom adeninowym, w szczegdlnosci adenozyno-5’-trifosforanowi
(ATP), ktore stanowig uniwersalny substrat energetyczny [101]. Hydroliza wigzan
bezwodnikowych (y i ) oraz wigzania estrowego (o) w czasteczce ATP prowadzi
do uwolnienia energii (odpowiednio: 34,0; 27,2 i 13,8 kJ/mol), ktora jest wykorzystywana
w réznych procesach, takich jak synteza fosfolipidow blonowych oraz transport wbrew
gradientowi stezen [73]. Podobne, wysokoenergetyczne wiazania fosfobezwodnikowe
sq obecne réwniez w czasteczkach GTP i UTP, ktére sa waznymi donorami elektronow,
odpowiednio w glukoneogenezie i metabolizmie sacharydow [73].

Ponadto zawartos¢ i wzajemny stosunek poszczegolnych nukleotydow adeninowych
(ATP, ADP i AMP) okresla status energetyczny komorki [102]. W roslinach bedacych
w stanie homeostazy, nukleotydy adeninowe ulegaja wzajemnym przeksztatceniom.
Na skutek tego pula nukleotydow adeninowych znajduje sie w stanie réwnowagi
dynamicznej [103]. Podstawowym parametrem stluzacym do opisu stanu energetycznego
komorki jest adenylowy adunek energetyczny (AEC). AEC reprezentuje wzgledne nasycenie
puli adenylanéw w wigzaniach bezwodnika fosforowego i wyraza sie stosunkiem:
([ATP] + ¥5[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP]) [102]. Stosunek ten informuje o przewadze
procesow anabolicznych (AEC > 0,5) lub katabolicznych (AEC < 0,5) zachodzacych
w komoérce [104].

Wszystkie zywe komorki zawieraja sie¢ szlakdw transdukcji sygnatu, ktére umozliwiaja
rozwo0j, pozyskiwanie skladnikow odzywczych, kontrolowanie metabolizmu i generowanie
odpowiedzi na stres srodowiskowy. Przykladem zwiazkéw bioracych udzial w odpowiedzi
roslin zardwno na stresy biotyczne (patogeny), jak i abiotyczne (np. stres solny, stres
osmotyczny) [105,106] sa cykliczne nukleotydy. Posiadaja one w strukturze jedna grupe
fosforanowq potaczong z czasteczkq cukrowa dwoma wigzaniami estrowymi — w pozycji C3’
oraz C5’ (Rysunek 13. A). Ze wzgledu na specyficzng budowe czasteczki nukleotydy te sa
znacznie bardziej odporne na hydrolize kwasowa i zasadowa, a dodatkowo sa mniejszymi
i mniej polarnymi czasteczkami niz ich niecykliczne odpowiedniki [107]. Najwazniejszymi
zwigzkami w systemie przekazywania sygnalu wewnatrz komorki sa adenozyno-3',5'-
cykliczny monofosforan (cAMP) i guanozyno-3',5'-cykliczny monofosforan (cGMP).
cAMP dziata w kilku procesach roslinnych, na przyktad w (i) transporcie jondw, (ii) progresji

cyklu komérkowego oraz (iii) odpowiedzi obronnej roslin, obejmujacej aktywacje liazy
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fenyloalaninowej amoniaku (PAL, EC 4.1.3.5) [107,108]. Natomiast cGMP bierze udziat
miedzy innymi w (i) dziataniu fitochromu, stymulujac biosynteze antocyjanéw oraz wraz
z Ca*" aktywujac catkowity rozw6j chloroplastéw, (ii) regulacji transportu jonéw przez blony
komorkowe, poprzez zmiany sygnatury proteomu biatek blonowych wspottworzacych kanaty
jonowe oraz (iii) sygnalizacji hormonalnej w reakcji aleuronu zboza na obecno$¢ kwasu
giberelinowego (GA), jako czasteczka sygnalowa w indukowanej przez GA syntezie
a-amylazy [107-109].

A. Cykliczne nukleotydy B. Nukleotydéw petniace role kofaktorow
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Rysunek 13. Przyktadowe struktury cyklicznych nukleotydéw (A), nukleotydéw bedacych kofaktorami (B) oraz
cukrowych pochodnych difosforanéw rybonukleotydéw (C). ADP-Glc — ADP-a-D-glukoza; cAMP — cykliczny
adenozyno-3’,5’-monofosforan; cGMP — cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan; FAD/FADH, — dinukleotyd
flawinoadeninowy (forma utleniona/zredukowana); FMN — mononukleotyd flawinowy; GDP-Fuc — GDP-3-L-
fukoza, NAD/NADH - dinukleotydy nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona/zredukowana);
NADP*/NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona/zredukowana);
UDP-Glc — UDP- a-D-glukoza.

Inne pochodne nukleotydéw (Rysunek 13. B), takie jak mononuklotyd flawinowy (FMN),
dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD/FADH,), dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
(NAD'/NADH) oraz fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP'/NADPH)
pelia funkcje koenzyméw w wielu reakcjach metabolicznych roslin. FMN oraz FAD
sq niezbednymi kofaktorami enzymow, bioracych udzial w procesach: (i) fotosyntezy,
(ii) mitochondrialnego transportu elektronow, (ii) utleniania kwasow thuszczowych,
(iv) fotorecepcji, (v) naprawy DNA, (vi) metabolizmu innych kofaktorow oraz
(vii) w procesach biosyntezy wielu metabolitow wtérnych [110]. Natomiast NAD" oraz
NADP" sq niezbednymi metabolitami odpowiadajagcymi za homeostaze redoks komorek

ro$linnych poprzez generowanie i wychwytywanie reaktywnych form tlenu (ROS) [111].
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Nukleotydy odgrywaja rowniez istotna role w systemach kontrolujacych adaptacje
do warunkow stresu $Srodowiskowego, takiego jak promieniowanie UV, zasolenie, szok
cieplny isusza. NAD" i jego pochodne uczestnicza takze w regulacji ztozonych procesow
komorkowych, w tym regulacji transkrypcji i metabolizmu mikrotubuli [112].

W komorkach roslin nukleotydy moga wystepowa¢ réwniez w postaci pochodnych
cukrowych (Rysunek 13. C), ktére sa uniwersalnymi donorami weglowodanéw (o wysokim
potencjale przenoszenia grup cukrowych) i prekursorami syntezy polisacharydow
(m. in. celulozy, hemicelulozy, pektyn), glikoprotein, proteoglikanow, glikolipidow oraz
glikozylowanych metabolitow wtérnych. Najliczniejsza grupe tych zwigzkéw stanowia
pochodne difosforanéw nukleozydéw (NDP) [113].

Podsumowujac, nukleotydy odgrywaja kluczowa role w prawie wszystkich procesach
biochemicznych, w tym w [94]:

1. Syntezie kwasow nukleinowych jako prekursory DNA i RNA.

2. Transferze energii: ATP jest uzywany jako uniwersalny substrat energetyczny

w ukladach biologicznych, a GTP jest wykorzystywany w wielu ukladach
zaangazowanych w transport lub zmiany konformacyjne makroczasteczek.

3. Procesach transdukcji sygnatu, ktore czesto obejmuja nieenzymatyczne wtdrne
przekazniki, w tym cykliczne nukleotydy (cAMP, cGMP, cykliczny di-GMP). Procesy
te umozliwiaja komorkom synchronizacje aktywnosci metabolicznej oraz
komunikowanie sie z innymi komorkami, w celu zmian ich aktywnosci i ekspresji
genow.

4. Tworzeniu koenzymo6w — nukleotydy adeninowe sq skltadnikami niektérych gtéwnych
koenzymow.

5. Regulacji proceséw metabolicznych — pochodne nukleotydéw (np. cukrowe

pochodne) sa aktywowanymi potproduktami w wielu reakcjach biosyntezy.

1.2.3.2. Kwasy nukleinowe
Kwasy nukleinowe — rybonukleoinowy (RNA) i deoksyrybonukleinowy (DNA) —

sa polimerami o dlugich !ancuchach, ktorych integralng czes¢ stanowia ugrupowania
fosfodiestrowe [114,115]. Grupy fosforanowe lacza wegiel 5' nukleozydu z weglem 3'
nastepnego nukleozydu, a utworzone w ten sposéb wigzania nazywa sie kowalencyjnym
wigzaniem fosfodiestrowym [116]. Charakter tych wigzan odpowiada za istnienie dwdch
odrebnych koncow (5' oraz 3') kwaséw nukleinowych (Rysunek 14.). Fosforanowe wigzanie
nukleozydéw odpowiada za charakter kwasowy kwaséw nukleinowych [73,117]. Kwasy

nukleinowe tworzq najwiekszq pule catkowitego fosforu organicznego w komorkach roslin
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(0,3 — 2,0 mg P g suchej masy) [73]. Pule kwaséw nukleinowych w 25% stanowi DNA —
nos$nik informacji genetycznej, natomiast 85% to RNA odpowiedzialne za translokacje
informacji genetycznej [73]. Pomimo wielu podobienstw w budowie, czasteczki DNA i RNA
wykazuja pewne roznice, ktore determinujg ich role. DNA stanowi material genetyczny
komorki i znajduje sie glownie w jadrze komérkowym komorek roslinnych, a w niewielkich
ilosciach takze w mitochondrium i plastydach. Czasteczki RNA wystepuja w duzych iloSciach
zarowno w jadrze komorkowym, jak i cytoplazmie. RNA pehi kluczowa role w syntezie
biatek oraz w procesach, takich jak modyfikacja i restrukturyzacja innych nici RNA, a takze
w regulacji ekspresji genéw, szczegdlnie waznej w adaptacji roslin do réznych warunkéow

Srodowiskowych [116,118].
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Rysunek 14. Budowa kwasu rybonukleinowego (A) oraz deoksyrybonukleinowego (B) z zaznaczonymi
koncami 3’ i 5’ na kazdej z nici kwaséw nukleinowych. Pogrubione nazwy zasad azotowych sa specyficzne dla
danej struktury.

1.2.4 Ufosforylowane biatka

Bialkom, biopolimerom utworzonym z reszt aminokwasow w wyniku procesow
transkrypcji i translacji kwasow nukleinowych, przypisuje sie wiele réznorodnych funkcji
w komorkach roslin. W zaleznosci od sekwencji aminokwaséw, ktérych kolejno$¢ i wzajemne
interakcje tancuchoéw bocznych wplywaja na trojwymiarowq strukture (strukture drugo-
i trzeciorzedowaq), biatka mogq peli¢ miedzy innymi role transporteréw i receptoréw (biatka
blonowe) lub regulowa¢ procesy biochemiczne (enzymy) [119]. Pierwszym etapem syntezy
bialek jest proces transkrypcji, w ktéorym na podstawie sekwencji nukleotydéw w DNA,
utworzona zostaje ni¢c RNA, stanowigca matryce, na bazie ktorej w dalszym etapie powstaja
peptydy cechujace sie okreslong sekwencja aminokwasow (Rysunek 15.) [120].
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Rysunek 15. Schemat biosyntezy biatka uwzgledniajacy potranslacyjne modyfikacje biatka (PTM),
determinujace jego funkcje w komoérkach. Sposréd réznych typéw modyfikacji biatek, odwracalna fosforylacja
jest gtbwnym potranslacyjnym sposobem przekazywania informacji w komoérkach.

Aktywne biatka i kompleksy biatkowe sa koncowymi produktami ekspresji wiekszosSci
gendéw kodujacych biatka. Jednak wiele biatek ulega modyfikacjom potranslacyjnym (PTM),
réznicujagcym wiasciwosci chemiczne tworzacych je aminokwaséw, badZz modyfikujac
istniejgce grupy funkcyjne. Modyfikacje te obejmujg fosforylacje, ubikwitynacje,
glikozylacje, nitrozylacje, metylacje, acetylacje oraz lipidacje. W zaleznosci od rodzaju
wprowadzonej zmiany, PTM wplywaja na funkcjonowanie biatek roslinnych: (i) nadajac
specyficzng aktywno$¢ (np. katalityczng) lub status sygnalizacyjny, (ii) zmieniajac ich
lokalizacje subkomoérkowa, a takze (iii) przyczyniajac sie do zwiekszenia stabilnoSci
lub przyspieszenia degradacji [120,121]. Fosforylacja jest najczesciej wystepujaca
modyfikacja kowalencyjna biatek, zwigzana z regulacjqa metabolizmu komoérkowego. Proces
ten moze zachodzi¢ w roznych przedziatach subkomorkowych [122,123].

Fosforylacja biatek opiera sie na przeniesieniu grupy fosforylowej z ATP poprzez
utworzenie wigzania estrowego z grupa hydroksylowa okreSlonej reszty aminokwasu.
Najczesciej modyfikacji ulega reszta seryny (80 — 85%), treoniny (10 — 15%) lub tyrozyny
(=5%) w biatku docelowym [123,124]. Fosforylacji mogq ulega¢ takze reszty histydyny
i kwasu asparaginowego [125]. Szacuje sie, ze ufosforylowane biatka stanowia do 30%
sposrod wszystkich bialek wystepujacych w organizmie [126]. Odwracalna fosforylacja
bialek katalizowana przez kinazy biatkowe i fosfatazy odgrywa istotng role w reakcjach
na stres biotyczny i abiotyczny, regulacji metabolizmu i sygnalizacji hormonalnej,

np. poprzez kaskady sygnalizacyjne (Rysunek 16.) [127,128].
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Rysunek 16. Fosforylacji i defosforylacja biatek jako kluczowy etap w transdukcji sygnatu prowadzacej
do odpowiedzi komdrkowej.

1.2.5 Fosfolipidy

Fosfolipidy stanowigq druga co do wielko$ci pule fosforu w komérkach roslin [73].
Pomimo réznic strukturalnych, na podstawie ktérych wydzielono kilku klas fosfolipidow,
w sklad kazdej czasteczki wchodzi szkielet glicerolu, do ktérego przylaczone sa jedna
lub dwie hydrofobowe reszty kwasow tluszczowych i jedno polarne ugrupowanie
fosforowe (Rysunek 17.). Ta specyficzna budowa czasteczek fosfolipidow nadaje
im wiasciwosci amfifilowe, dzieki ktérym fosfolipidy sa w stanie tworzy¢ dwuwarstwy

lipidowe, stanowiqce podstawe strukturalng bton komérkowych [129].

\/\/\/\/\)L/\/\/|\/

S _A A J
VT Y Y
Reszta kwasu thuszczowego Reszta Ugrupowanie
glicerolu fosforowe
ﬁ R= H
M ™~ e
/\/\ /| etanoloamina
i glicerol
OH seryna
inozytol
C monofosforan inozytolu

bisfosforan inozytolu

o] (]
|
\/\/\/\/\)L/\/\q\

Il

Rysunek 17. Struktura fosfolipidow (A), lizo-fosfolipidow (B) i kwasu fosfatydowego (C) oraz przyklady
podstawnikéw wchodzacych w sktad ugrupowania fosforowego (R).
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Blony komorkowe roslin zbudowane sa gléwnie z fosfatydylocholiny (PC)
i fosfatydyloetanoloaminy (PE), ktérych biosynteza rozpoczyna sie od fosforylacji
i aktywacji, odpowiednio choliny Iub etanoloaminy (Rysunek 18. A) [130,131].
Fosfatydyloglicerol (PG) i fosfatydyloinozytol (PI), podobnie jak fosfatydyloseryna (PS)
moga stanowi¢ dodatkowe skladniki blon komoérkowych. W roslinach PG i PI powstaja
z kwasu fosfatydowego (PA) w wyniku sekwencji reakcji enzymatycznych, ktére przebiegaja
poprzez cytydynodifosforan diacyloglicerolu (CDP-DAG), ktéry nastepnie reaguje
odpowiednio z glicerolo-3-fosforanem lub mio-D-inozytolem (Rysunek 18. B) [131].
Fosfatydyloinozytol moze wulega¢ dalszej fosforylacji, w wyniku ktorej dochodzi
do utworzenia miedzy innymi fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu (PI-4-P) lub PI-4,5-
bisfosforanu (PIP,) (Rysunek 18. C). Zawartos¢ ufosforylowanych form PI w wewnetrznej

warstwie blony komorkowej, utrzymuje sie na stalym poziomie miedzy 1 — 3% stezenia PI.
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Rysunek 18. Schemat przedstawiajacy gléwne etapy syntezy roslinnych fosfolipidow. CDP — cytydyno-5’-
difosforan; CTP - cytydyno-5’-trifosforan; DAG - diacyloglicerol; PA - kwas fosfatydowy;
PC - fosfatydylocholina; PE — fosfatydylo-etanoloamina; PG — fosfatydyloglicerol; PI — fosfatydyloinozytol;
PIP,— fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PS — fosfatydyloseryna.

Oprocz funkcji budulcowej w strukturze blony komodrkowej, fosfolipidy odgrywaja
kluczowa role w procesach, takich jak transdukcja sygnatu, przegrupowanie cytoszkieletu
oraz transport blonowy [129]. Zwiazki te dzialaja jako kofaktory dla zlokalizowanych
w blonie enzymow zaangazowanych w kaskady sygnatowe i ulatwiajg interakcje biatko-lipid
i biatko-biatko. W procesach tych aktywacja biatka zachodzi przez zmiane konformacyjng

wywolana przez lipidy lub przestrzenne przegrupowanie biatek w obrebie btony komdrkowej.
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Fosfolipidy i ich pochodne (np. lizo-fosfolipidy) moga zmienia¢ wiasciwosci fizyczne blon,
prowadzac do zwiekszenia lub zmniejszenia strumienia transportowanych jonéw
lub prowadzi¢ do utworzenia pecherzykéw uczestniczacych w procesach endo-
i egzocytozy [131]. Inny mechanizm transdukcji sygnalu z udziatem fosfolipidéw zachodzi
za posrednictwem enzymoéw efektorowych aktywowanych przez receptory, ktore wytwarzaja
wewnatrzkomorkowe wtérne przekazniki sygnatu. Poniewaz enzymy efektorowe znajdujq sie
na powierzchni blony komodrkowej, przekazniki te czesto pochodza ze skladnikow tych
bton [132]. Aktywacja enzymu efektorowego (np. fosfolipazy A (PLA), C (PLC) i D (PLD))

prowadzi do przeksztatcenia fosfolipidow w czasteczki sygnatowe (Rysunek 19.) [133].

efektor prekursor czasteczka
sygnatowa
/ PLA, PC ™ LPC+FFA
o P PP, — A  IP,+DAG
e
Sygnat Receptor | —» PLD PC — PA
e |
Q PAK PA T DGPP
\ PI3K Pl — PI3P
DGK DAG — & PA

Rysunek 19. Schemat tworzenia przekaznikéw sygnalu uwzgledniajacy fosfolipidowy prekursor, enzymy
efektorowe oraz czasteczki sygnatowe. DAG — diacyloglicerol; DGK — kinaza DAG; DGPP — pirofosforan
diacylogliceroluy; FFA - wolne kwasy tluszczowe; IP; — inozytolo-1,4,5-trifosforan; L-PC -
lizo-fosfatydylocholina; PA — kwas fosfatydowy; PAK — kinaza kwasu fosfatydowego; PC — fosfatydylocholina;
PI — fosfatydyloinozytol; PI3K — 3-kinaza fosfatydyloinozytolu; PI3P — fosfatydyloinozytolo-3-fosforan;
PIP,— fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PLA,— fosfolipaza A2; PL.C — fosfolipaza C; PLD - fosfolipaza D.

Homeostaza fosfolipidow jest waznym elementem wszystkich etapow normalnego
wzrostu i rozwoju roslin. Metabolizm fosfolipidéw jest integralnym procesem (i) dojrzewania
zarodka, (ii) kielkowania nasion, (iii) sygnalizacji hormonalnej, (iv) podzialu i wzrostu
komorek stymulowanych auksyng, (v) polaryzacji komorek, (vi) regulacji osmotycznej oraz
(vii) starzenia sie organow roslinnych. Ponadto transdukcja sygnatow, w ktorej uczestnicza
fosfolipidy, jest kluczowa w odpowiedzi komorek na biotyczne i abiotyczne bodZce stresowe,

w tym: infekcje patogenami, susze, zasolenie, temperature, oraz zranienie [131,134,135].

1.2.6 Fosfoniany

Znacznie mniej liczng grupe naturalnych organicznych potaczen fosforu w komarkach
ro$linnych stanowia zwiazki fosfonowe (fosfoniany), w molekutach ktérych wystepuje
bezposrednie wigzanie pomiedzy atomami fosforu i wegla (C-P). Naturalne zwigzki
fosfonowe po raz pierwszy odkryto dopiero w XX wieku, mimo ze badania geologiczne

wskazuja na ich wystepowanie na ziemi od milionéw lat [136]. Obecnos¢ fosfonianow
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w Srodowisku jest zjawiskiem naturalnym — w poczatkowej atmosferze Ziemi, kiedy stezenie
tlenu bylo niskie, organiczne zwiazki fosforu obecne we wczesnych formach zycia byly
reprezentowane gtownie przez fosfoniany [104]. Jednak wraz ze wzrostem stezenia tlenu
czasteczkowego, fosfor obecny w zwiazkach organicznych wystepowat na wyzszym stopniu
utlenienia. W rezultacie fosfoniany zostaly wyparte przez zwiazki fosforanowe [137].
Pomimo tego, iz obecno$¢ fosfoniandow w ukladach biologicznych zostala potwierdzona
ponad 60 lat temu, ich rola w tkankach roslin wcigz jest nieznana. Dane literaturowe,
dotyczace obecnosci i metabolizmu naturalnie wystepujacych zwigzkéw fosfonowych,
odnosza sie przede wszystkim do struktur wyizolowanych z mikroorganizmoéw (bakterii,
mikroalg prokariotycznych, grzybow) oraz zwierzat [138]. Zawartos¢ fosfonianow
w materiatach rosélinnych byta badana sporadycznie — w 1984 roku wyizolowano fosfolipidy
z pestek moreli [139], a w 1989 roku z nasion ketmii [140]. Dopiero w 2021 roku wykazano
obecno$¢ zwigzkow fosfonowych w nasionach roslin nalezacych do ponad 30 gatunkéow
(zaklasyfikowanych taksonomicznie do 6 réznych rodzin) [6]. Ograniczona ilos¢ danych
dotyczacych obecnos$ci zwigzkéw fosfonowych w tkankach roslin oraz fakt, iz fosforyny nie
sq metabolizowane przez ro$liny, przyczynily sie do braku informacji na temat przemian
metabolicznych fosfoniandbw w roslinach. Jednak warto zauwazy¢, ze zgodnie z teoria
endosymbiozy sinice uczestniczyly w powstawaniu pierwotnych plastydow w ros$linach.
Co wiecej, te fotoautotroficzne prokarionty s zdolne do interakcji i nawigzywania
dhlugotrwatych symbiotycznych oddzialywan z przedstawicielami krolestwa roslin [141].
Te niezwykle zdolnoSci sinic, w polaczeniu z naturalnym wystepowaniem fosfonianéw w ich

komorkach sugeruja, Ze rosliny rowniez potrafia syntezowac zwiazki fosfonowe.

2 Kondycja fizjologiczna roslin i metody jej oceny
2.1 Czynniki wptywajace na wybrane aspekty fizjologii roslin

Kondycja roslin odzwierciedla aktualny stanu fizjologiczny rosliny. Zgodnie z teoria
homeostazy kazdy zZywy organizm dazy do utrzymania okre$lonych parametréw fizycznych,
chemicznych i biochemicznych na stalym poziomie [142]. Pomimo Ze rosliny tolerujg pewne
odchylenia od stanu rownowagi homeostatycznej, ich optymalne funkcjonowanie osiggane
jest w waskim zakresie zmian czynnikoéw charakteryzujacych dany ekosystem [143]. Kazda
bardziej istotna zmiana warunkéw panujacych w srodowisku zycia roslin stanowi czynnik
stresowy. Zatem stresorem Srodowiskowym jest kazdy czynnik zewnetrzny, ktory wywiera
niekorzystny wptyw na rosline, prowadzac do zmian fizjologicznych, ktorych efektem jest
nowy stan homeostazy [144]. W naturze, przetrwanie kazdego organizmu w ekosystemie

zalezy od jego zdolnoSci przystosowania sie do warunkéw srodowiskowych. W celu obrony
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przed negatywnym wplywem zjawisk zewnetrznych, ro$liny rozwinely zaawansowane
strategie dzialan obserwowane na poziomie molekularnym, czesto potaczone ze zmianami
wzorcoOw wzrostu i rozwoju [145]. Proces dostosowania metabolizmu, majacy na celu
osiggniecie nowego stanu homeostazy, okreSlany jest jako aklimatyzacja [146,147].
W poczatkowej fazie zmiany srodowiskowe odbierane przez rosline aktywuja sie¢ szlakow
sygnatowych, ktore w kolejnym etapie wywotuja produkcje specyficznych biatek i zwigzkéw
przywracajacych rownowage biochemiczng do stanu wyjsciowego lub pozwalajacych
na osiggniecie nowego stanu homeostazy (Rysunek. 20). Z punktu widzenia metabolomiki
w procesach tych wazne sg co najmniej trzy rodzaje zwigzkéw: (i) zwiazki niwelujace wpltyw
czynnikow stresowych, takie jak przeciwutleniacze czy substancje osmoprotekcyjne,
(ii) produkty uboczne stresu, ktdre pojawiaja sie w komorkach z powodu zakldcenia
homeostazy oraz (iii) czasteczki transdukcji sygnalu zaangazowane w posredniczenie
w odpowiedzi ro$liny na dzialanie stresorow [148]. Jednak ciggle i dlugotrwate dzialanie
stresorOw przyczynia sie do pogorszenia kondycji fizjologicznej roslin, co w konsekwencji
moze doprowadzi¢ do nieodwracanych zmian, w skrajnych przypadkach skutkujacych

Smiercig organizmu [149,150].
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Rysunek 20. Proces percepcji i transdukcji sygnatu, wywolany stresem $rodowiskowym, prowadzacy
do ekspresji genéw i odpowiedzi metabolicznej komorki.

Czynniki wplywajace na zmiany metaboliczne roslin mozna podzieli¢ na dwa rodzaje
(i) biotyczne, obejmujace szeroki zakres patogendéw roslin (bakterie, grzyby i wirusy)

i zwierzeta roslinozerne oraz (ii) abiotyczne czynniki chemiczne i fizyczne [151].
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Do abiotycznych czynnikéw stresogennych, ktére najczesSciej wptywaja na kondycje roslin,
naleza:

¢ niedobor (susza) lub nadmiar wody;

e o$wietlenie (intensywnos¢, dtugos¢ fali, fotoperiod);

* temperatura;

¢ niedob6r lub nadmiar skladnikéw odzywczych w podlozu, w tym makro-

i mikroelementow;

e zasolenie;

¢ nadmiarowa obecnos¢ toksycznych metali w podtozu;

* obecnos$¢ ksenobiotykow w Srodowisku zycia roslin.

Wystepowanie tych czynnikbw poza ich normalnymi zakresami ma negatywne
konsekwencje biochemiczne i fizjologiczne dla roslin. Zakres stresu fizjologicznego mozna
okresli¢ iloSciowo, poprzez ocene roznic wybranych parametrow — markerow
biochemicznych u roslin rozwijajacych sie w optymalnych lub w niekorzystnych warunkach

wzrostu.

2.2 Wskazniki stosowane w ocenie kondycji roslin

Istnieje kilka grup parametrow jakoSciowych i ilosciowych — stosowanych w ocenie
kondycji roslin — shuzacych do scharakteryzowania rozwoju i wzrostu roélin, ale takze stanu
fizjologicznego i objawow stresu. Ze wzgledu na fakt, iz wiekszos¢ gatunkéw roslin nalezy
do grupy Spermatophyta, w ktorej nasiona stanowig najwazniejszy organ odpowiedzialny
za propagowanie zycia, kietkowanie jest kluczowym procesem w rozwoju, a jego
intensywno$¢ moze byC traktowane jako wyznacznik produktywnosci roslin [152,153].
W wyniku pobierania wody przez nasiona, nastepuje aktywacja aparatu enzymatycznego
i mobilizacja rezerw materialbw magazynujacych. W tym czasie wiekszo$¢ zwigzkow
chemiczne zawartych w nasionach ulegaja przemianom, co prowadzi do kietkowania nasion
oraz rozwiniecia sie siewek [154]. Podstawowymi wskaznikami okreSlajacymi jako$¢
i kondycje nasion sg energia kietkowania oraz sita kielkowania. Energia kietkowania okresla
procent nasion zdolnych do wykielkowania w najkrotszym mozliwym czasie (3 — 10 dni),
podczas gdy sita kietlkowania odnosi sie do odpowiednio dlugiego okresu czasu (10 — 28 dni)
w zaleznoSci od gatunku badanej rosliny. W przypadku siewek i rozwinietych roélin,
do podstawowych parametréw jakoSciowych zaliczy¢ mozna zmiany obserwowane
w wygladzie ro$liny, miedzy innymi: (i) pokrdj rosliny, (ii) wielkos¢ i kolor lisci,
(iii) symptomy wiedniecia, martwicy lub starzenia sie lisci, a takze (iv) mokra i sucha masa
rosliny, czy (v) stosunek masy korzeni do pedéw nadziemnych [155]. Pomimo iz starzenie sie
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liSci jest naturalnym etapem w rozwoju ro$lin, proces wiedniecia i martwicy liSci moze
stanowi¢ odpowiedZ rosliny na niekorzystne warunki klimatyczne np. susze oraz niedobor
skladnikéw odzywczych takich jak azot i fosfor [156]. Natomiast zmiana architektury
korzeni, gestosci wiosnikow oraz stosunku masy korzeni do pedéw nadziemnych jest
glownym efektem niedoboru fosforu w podtozu [157,158].

Reakcje komorkowe na stres obejmuja nie tylko zmiany w architekturze
i przepuszczalnosci Sciany komoérkowej oraz blony komorkowej, ale takze zmiany
w metabolizmie i cyklu komérkowym [159]. Zauwazalne réznice w morfologii rosliny,
wystepujace na skutek stresu fizjologicznego, poprzedzone sa zmianami stezen réznych
markeréw chemicznych metabolizmu. W badaniach nad wpltywem wybranych czynnikow
stresowych, jako wskazniki odpowiedzi roslin najczesciej oznaczane sq:

e zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych (chlorofilu a, chlorofilu b oraz
karotenoidéw), wewnatrzkomorkowe stezenie CO, w liSciach, czy stezenie
weglowodanow, ktérych metabolizm jest bezposrednio zwigzany z wydajnoscig
fotosyntezy [160,161];

e zawarto$C zwigzkow o dzialaniu przeciwutleniajgcym (m. in. kwas askorbinowy,
glutation, tokoferol, antocyjany, karotenoidy i fitohormony) oraz aktywnos¢ enzyméow
niwelujacych szkodliwy wptyw wolnych rodnikéw (katalaza (EC 1.11.1.6), dysmutaza
ponadtlenkowa (E.C. 1.15.1.1), peroksydazy (E.C. 1.11.1.x) [148,162];

e aktywno$¢ enzyméw detoksykacyjnych (np. transferaza glutationowa (EC 2.5.1.18),
reduktaza glutationowa (E.C. 1.6.4.2)) [163];

e obecno$¢ zwigzkéw osmoprotekcyjnych, chronigcych rosliny przed stresem
zwigzanym z zasoleniem, czy suszq , takich jak: aminokwasy (asparagina, prolina,
seryna), aminy (poliaminy i glicynobetaina), trzeciorzedowe zwiazki sulfoniowe
(dimetylosulfopropionian), kwas y-amino-N-mastowy (GABA) oraz cukry
rozpuszczalne (fruktoza, sacharoza, trehaloza, rafinoza i poliole (mio-inozytol,
D-pinitol)) [164-166];

® 0golna zawarto$c biatka.

Obecnos¢ lub brak markeré6w metabolicznych moze odzwierciedla¢ stan fizjologiczny
roélin i posrednio sygnalizowac¢ skutki stresu. Jednak rzeczywisty sktad metabolitow danego
gatunku rosliny jest wynikiem okreslonego profilu ekspresji genéw. Kiedy aktywowany jest
dany szlak metaboliczny, prekursory i produkty posrednie sprzyjaja wytwarzaniu czasteczki
bioaktywnej, ktéra moze byc¢ (i) przeciwutleniacz, (ii) zwiazek sygnalowy, (iii) produkt

posredni biosyntezy struktury komdérkowej, a nawet (iv) zwigzek magazynujacy. Produkcja
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tych zwigzkow moze by¢ z kolei regulowana miedzy innymi przez czasteczki sygnalizacyjne
(takie jak hormony roslinne) niezwigzane z regulowanym szlakiem lub zwiazki posrednie
aktywujace lub deazktywujace rézne etapy procesow metabolicznych. Ponadto w warunkach
stresu dochodzi do powstania metabolitow, takich jak (i) dialdehyd malonowy (MDA),
(ii) nadtlenki lipidéw i (iii) fragmenty DNA, powstalych w wyniku rozszczepienia
oksydacyjnego lub enzymatycznego skiladnikow komédrek [160]. Badanie dynamiki
metabolizmu roslin — zmian w rownowadze miedzy metabolitami pierwotnymi i wtornymi
(w szczegolnosci metabolitami obronnymi i sygnalizacyjnymi) — czesto wymaga potaczenia
tradycyjnego podejscia fizjologicznego z funkcjonalng charakterystyka genomu

z wykorzystaniem analiz ,,omicznych” [167,168].

2.3 Fosforomika - nowe podejScie w badaniach przemian

metabolicznych fosforu

,Omika” oznacza nowe, multidyscyplinarne podejScie w badaniach biologicznych,
ktorego istota jest charakterystyka jakosSciowa i iloSciowa puli zwigzkdw chemicznych
peliacych okreslona role biologiczna. Tan szybko rozwijajacy sie obszar badan obejmuje
(i) genomike, (ii) transkryptomike, (iii) proteomike i (iv) metabolomike (Rysunek 21.) [169].
Kazde z tych podje$¢ oferuje mozliwo$¢ spojrzenia na biologie z perspektywy globalnej
i zrozumienia procesow zachodzacych w komorkach na wielu poziomach. Wspolnym
nadrzednym celem analiz ,,omicznych” jest identyfikacja, scharakteryzowanie i okreslenie
ilosciowe wszystkich czasteczek biologicznych, ktore sa zaangazowane w strukture, funkcje
i dynamike komorki, tkanki lub organu [148,170,171].

 Genomika
—» < Transkryptom Transkryptomika Badanie odpowiedzi
N roslin na warunki
9:% mRNA stresowe
Q.
%go; -% — Proteom Proteomika
%?%:‘# Biatka
%%% L Metabolom Metabolomika
22 S Fosforom Fosforomika
% Metabolity
3
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Rysunek 21. Badania ,,omiczne” jako kluczowe dzialanie w zrozumieniu reakcji komérkowych roslin na stres
srodowiskowy.
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Mozliwo$¢ monitorowania pelnego zestawu metabolitbw moze znacznie poprawic
zrozumienie wielu proceséw zachodzacych w roslinach. To systematyczne badanie, okreslane
jako ,metabolomika”, ma na celu stworzenie zintegrowanego obrazu stanu funkcjonalnego
organizmu. Metabolom reprezentuje dalszy wynik ekspresji genéw i jest blizszy fenotypowi
niz ekspresja transkryptu lub bialka. Rozlegla wiedza na temat przemian metabolicznych
pozwala réwniez na ocene roznic genotypowych i fenotypowych miedzy gatunkami roslin
lub miedzy genotypami wykazujacymi rdzng tolerancje wobec okreslonych czynnikow stresu
biotycznego lub abiotycznego [171,172]. IloSciowy i jakoSciowy pomiar metabolitow
komoérkowych zapewnia zatem szeroki obraz stanu biochemicznego organizmu, ktéry mozna
wykorzysta¢ do monitorowania lub oceny kondycji roslin [173-175].

Obecnie, gléwne podejscia stosowane w badaniach metabolicznych roslin obejmujg
(i) tworzenie metabolicznych odciskéw palca, (ii) profilowanie oraz (iii) ukierunkowang
analize metabolitow [148,176,177]. Metaboliczne odciski palcéw (ang. metabolic
fingerprints) sa w duzej mierze wykorzystywane do identyfikacji markeréw metabolicznych
zwigzanych z okre$long reakcjq na stres, bez koniecznosci identyfikacji i doktadnej oceny
ilosciowej innych metabolitow w probce [148]. Wielkoskalowa analiza ztozonych mieszanin
jest mozliwa poprzez zastosowanie szeregu zintegrowanych technik badawczych, takich jak
(i) nieniszczaca spektrometria magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), (ii) metody
oparte na spektrometrii mas (MS), w tym chromatografia gazowa sprzezona z MS (GC-MS),
chromatografia cieczowa-spektrometria mas (LC-MS) i elektroforeza kapilarna-spektrometria
mas (CE-MS), (iii) cyklotronowy rezonans jonéw z transformacjq Fouriera (FI-ICR) oraz
(iv) wysokosprawng chromatografie cienkowarstwowa (HPTLC) [178]. Zastosowanie kazdej
z tych platform analitycznych, a w szczegélnosci ich kombinacja, pozwala na $ledzenie zmian
metabolicznych na poziomie subkomérkowym i kom6rkowym.

Zupelnie nowym, ale jakze ciekawym podejsciem w badaniach metabolomicznych jest
Sledzenie przemian zwigzkéw fosforu. To wiasnie badania w obrebie fosforomiki moga
dostarczy¢ wielu cennych informacji nie tylko na temat statusu metabolicznego, ale takze
sposobu zmian form fosforu w trakcie wzrostu i rozwoju organizméw, dostarczajac tym

samym nowych narzedzi w diagnostyce metabolicznej roslin.
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I Cel pracy

Pomimo ze fosforomika stanowi zupelnie nowe podejscie w metabolomice,
to w literaturze mozna znaleZ¢ prace dotyczace wstepnych badan nad przemianami zwigzkow
fosforu w wybranych gatunkach grzybéw strzepkowych i mikroalg. Jednak liczba Zrodet
traktujacych o $ledzeniu przemian, w szczeg6lnosci zwigzkéw fosfoororganicznych,
w komorkach i tkankach roslin, jest znikoma.

Biorac pod uwage kluczowq role fosforu w metabolizmie roslin oraz brak informacji
na temat zmian w fosforomie w trakcie ich rozwoju, w szczeg6lnosci w warunkach stresu,
celem eksperymentow, ktorych wyniki przedstawiono w niniejszej pracy, bylo okreslenie
mozliwosci  zastosowania badan fosforomicznych w okresleniu kondycji  roslin.
Zeby osiagna¢ ten cel wyodrebniono zadania obejmujace:

e opracowanie skutecznej procedury wyodrebniania stabilnych polaczen fosforu

z homogenatow roslin;

e oznaczenie polaczen fosforoorganicznych — profili fosforowych — w ekstraktach

uzyskanych z nasion roélin, za pomocg techniki *'P NMR;
® oznaczenie wybranych wskaznikow odpowiedzi roslin modelowych rozwijajacych sie
w warunkach optymalnych i w warunkach stresu fizjologicznego wywolanego
czynnikami fizycznymi (barwa S$wiatla), badZ obecnos$cia stresorow chemicznych
(jony metali, preparaty fungicydowe);
e tworzenie profili fosforowych organizméw modelowych rozwijajacych sie
w warunkach optymalnych oraz stresowych;

¢ oznaczenie ufosforylowanych nukleotydéw adeninowych w homogenatach wybranych
roslin modelowych (za pomoca HPLC) oraz ustalenie adenylowego tadunku
energetycznego (AEC);

e analiza statystyczna uzyskanego zbioru danych obejmujacego dane o rozwoju

testowanych organizmow w okre§lonych warunkach wzrostu oraz intensywnosci

dzialania stresoréw, pod katem zaleznosci pomiedzy tymi grupami zmiennych.
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I Metodyka

1 Materiat badawczy i odczynniki

Nasiona badanych roslin, nalezacych do o$miu réznych rodzin botanicznych:
szarlatowate (Amaranthaceae), selerowate (Apiaceae), astrowate (Asteraceae), kapustowate
(Brassicaceae), dyniowate (Cucurbitaceae), bobowate (Fabaceae), wiechlinowate (Poaceae)
i psiankowate (Solanaceae), pozyskano z lokalnej firmy handlowo-nasiennej (PNOS
Sp. z 0.0., Ozarow Mazowiecki, Polska), z wyjatkiem nasion burakow i cukinii, ktore
zakupiono w Przedsiebiorstwie Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkotkarstwa (Torseed S.A.,
Torun, Polska). Nazwy zwyczajowe i botaniczne nasion badanych ro$lin, ich przynaleznos¢
do rodzin botanicznych oraz szacunkowa liczbe nasion w jednym gramie przedstawiono
w Tabeli 1. Material badawczy przechowywano w temperaturze pokojowej w oryginalnych,
szczelnie zamknietych opakowaniach do momentu ich wykorzystania. Przed uzyciem,

nasiona sterylizowano powierzchniowo 70% etanolem przez 30 s i 0,5% (v/v) roztworem

podchlorynu sodu przez 15 min. Po tym czasie nasiona odsgczono i przeptukano woda

destylowang do uzyskania neutralnego pH.

Tabela 1. Dane dotyczqce materiatu badawczego.

Nazwa zwyczajowa Nazwa botaniczna Odmiana Rodzina I.losc
nasion/ 1 g
Burak czerwony Beta vulgaris var. conditiva Opolski szartatowate 40-60
(Amaranthaceae)
Marchew Daucus carota Dolanka 600-700
Seler Apium graveolens Talar 2500-2700
Koper Anethum graveolens Szmaragd 700
selerowate ————
Seler naciowy Apium graveolens var. dulce Verde Pascal (Apiaceae) 2500-2700
Pietruszka Petroselmum.crzspum convar. Alba 500-600
radicosum
Pasternak Pastinaca sativa Halflong White 200-220
Cykoria Cichorium intybus var. foliosum Palla Rossa 3 astrowate 600-800
* Slonecznik Helianthus annuus - (Asteraceae) 10-20
*Brokut Brassica olerace - 315
Brukselka Brassica oleracea L. var. gemmifera Long Island 350-400
Kalafior Brassica oleracea convar. botrytis Beta 300-400
Kapusta pekinska Brassica pekinensis Bristol 350-400
* Rzezucha Lepidium sativum - kapustowate 5 15
(Brassicaceae) "~
* Jarmuz Brassica oleracea L. - 250-300
* Rzodkiewka Raphanus sativus var. sativus - 55
* Czerwona kapusta  Brassica oleracea var. capitata rubra - 350
Kapusta wloska Brassica oleracea L. var. sabauda Langedijska 350-400
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. . . . Ilos¢
Nazwa zwyczajowa Nazwa botaniczna Odmiana Rodzina

nasion/1g
Brukiew Brassica napus Nadmorska 350
Rzepa Brassica rapa g)illrentitl;l\?i?)li 500
Kalarepa Brassica oleracea var. gongylodes Wener Witte 300-350
Kapusta biata Brassica oleracea var. capitata alba Amager Polana 300-350
Gorczyca biata Sinapis L. - 150
Aladyn F1 40-50
Ogorek Cucumis sativus —_—
Izyd F1 40-50
Astra Polka 3-5
dyniowate
Dynia zwyczajna Cucurbita pepo Kabécez;ekhiloty (Cucurbitaceae) 3-5
Patison Polo F1 6-8
Dynia olbrzymia Cucurbita maxima Bambino 2-3
* Lucerna siewna Medicago sativa L. - 470-500
Fasola na suche ziarno Phaseolus vulgaris Borfll?;tfol;[;gnl:)a di 2-6
Béb Vicia faba L. - bobowate 1
Fasola Phaseolus vulgaris Esterka (Fabaceae) 2-6
* Soczewica Lens culinaris - 25
* Fasola mung Vigna radiata - 13
* Groch Pisum sativum L. - 4-5
wiechlinowate
* Kukurydza Zea mays var. saccharata - (Poaceae) 8-10
Baklazan Solanum melongena Black Beauty 200-250
] Kasia 170-200
Papryka Capsicum annuum Ozaromska psiankowate —170_200
Betalux (Solanaceae) - 550 570
Pomidor Solanum lycopersicum L. Krakus 250-270
Malinowy Olbrzym 250-270

* — nasiona na kielki

Wszystkie uzyte w toku badan odczynniki, z wyjatkiem zieleni malachitowej i srodka
powierzchniowo czynnego — 3-[(3-cholinoamidopropylo)dimetyloamino]-1-propanosulfonian
(CHAPS) wykazywaly czysto$¢ analityczng. Odczynniki zakupiono w przedsiebiorstwach:
Avantor Performance Materials Poland S.A. (Gliwice, Polska) oraz Merck (Merck Millipore,
Darmstadt, Niemcy) i uzyto bez dalszego oczyszczania, natomiast wode stosowang
we wszystkich eksperymentach uzyskano w systemie Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA).
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2 Warunki prowadzenia eksperymentéw

2.1 OkresSlenie wptywu warunkéw oswietlenia na kietkowanie
I kondycje kietkéw rzodkiewki

W eksperymencie zbadano osiem rodzajow oSwietlenia, stosujac 6 barw Swiatla — biate
(kontrola), zimne biate, niebieskie, czerwone, zétte, fioletowe — oraz 2 warianty o$wietlenia
UV o réznej intensywnosci — UV-3 i UV-30.

Probke nasion rzodkiewki o masie 1,0 £ 0,1 g moczono w 5 ml wody destylowanej przez
4 h w ciemno$ci w temperaturze pokojowej. Po tym czasie nasiona umieszczono na szalce
Petriego (@ = 10 cm) wyloZonej dwoma warstwami bibuly filtracyjnej zwilzonej woda
destylowang. Probki hodowano w fitotronie FITO DUO (Biogenet, Polska) w ciemnosci
(24 h), a nastepnie w warunkach oswietlenia w rezimie fotoperiodycznym [16 h/8 h;
25°C/20°C (dzien/noc), przy statej wilgotno$ci powietrza wynoszacej 70%].

Wykorzystywany fitotron wyposazony byt w diody LED emitujace Swiatlo:

¢ biate (zimna biel (CW), 5000 K; ciepta biel (WW), 2700 K);

¢ niebieskie (niebieskie (B), A = 460—480 nm; indygo (DB), A = 430—450 nm);

e czerwone (czerwone (R), A = 630-650 nm; gleboka czerwien (DR), A = 650—670 nm;

daleka czerwien (FR), A = 710-740 nm);

¢ ultrafioletowe (UV), A = 395-400 nm.

Kazdy wariant oSwietlenia testowano w pieciu powtdrzeniach (piaC szalek Petriego),
analizie poddajac tacznie 5 g nasion. W Tabeli 2. przedstawiono wybrane wersje oSwietlenia,
ustalone indywidualnie do wariantu prowadzonych hodowli, z uwzglednieniem
zarejestrowanego natezenia Swiatla.

Tabela 2. Zastosowane wersje oSwietlenia — kontrola, zimne biate, niebieskie, czerwone, zétte, fioletowe, UV-3,
UV-30 — z podang intensywnoscia (%) wybranego kanatu $wietlnego.

Wersja oswietlenia

Zrédlo - -

swiatla (k(:E:::l:(Sla) ZbliI:llcla € Niebieskie ~Czerwone Zolte Fioletowe UV-3 UV-30
CW [%] 50 100 50 50
WW [%] 50 100 50 50

B [%] 50 100

100 50 50
R [%] 50 100 100 50 50
3 30

5,05+0,05 4,90+0,20  3,54£0,01 4,61+0,01  4,15+0,02 4,10+0,02  5,76+£0,02  6,22+0,02

UV [%]

Natezenie
[kLux]
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Rosliny podlewano dwa razy dziennie 5 ml wody destylowanej. Eksperyment
prowadzono przez pie¢ kolejnych dni (DAT; ang. day after treatment). W przypadku uktadu
kontrolnego, probki zbierano codziennie, rozpoczynajac po etapie 24-godzinnego wzrostu
w ciemnosci (1 DAT). W przypadku testowanych wariantow oSwietlenia, probki réwniez
zbierano kazdego dnia, rozpoczynajac po 24 godzinach dzialania Swiatla jako czynnika
réznicujacego (2 DAT). Kietkujace nasiona zbierano kazdorazowo z pieciu niezaleznych
powtorzen dla kazdego wariantu eksperymentu. Podczas zbioru probek liczono wykietkowane
oraz niewykielkowane nasion. Procent kielkowania obliczono jako liczbe wykietkowanych
nasion podzielong przez liczbe nasion ogétem i wyrazono w procentach. Profil kielkowania
wyznaczono zestawiajac procent kietkowania z kolejnych dni rozwoju rzodkiewki.

Probki bezposrednio po zbiorze, zamrazano w ciektym azocie, a nastepnie liofilizowano
w temperaturze —50°C (liofilizator ChristAlpha 1-2 LDplus, Osterode am Harz, Niemcy).
Liofilizowane probki rozdrabniano przy uzyciu milynka kriogenicznego (SPEX 6775
Freezer/Mill; SpexSamplePrep, Metuchen, NJ, USA). Milynek kriogeniczny wstepnie
schtadzano przez 5 min, a nastepnie probki rozdrabniano za pomocg impaktora napedzanego
magnetycznie z szybkoScig 15 CPS (cykli na sekunde). Materiat roslinny poddano dwém
30-sekundowym cyklom rozdrabniania z zachowaniem 1 min przerwy, co zapewnito
odpowiednig temperature prébek we wszystkich cyklach rozdrabniania. Prébki
przechowywano w temperaturze —28°C do czasu dalszej analizy.

W tak pozyskanych prébkach oznaczono aktywnos$¢ fitaz, zawarto$é: (i) fosforu
nieorganicznego (Pi), (ii) biatek, (iii) nukleotydow adeninowych (AMP, ADP, ATP),
(iv) barwnikow fotosyntetycznych (chlorofil catkowity i karotenoidy), (v) zwiazkow
fenolowych, (vi) flawonoidéw, (vii) zwiazkéw przeciwutleniajacych oraz ich zdolno$¢
antyoksydacyjng. Ponadto, okreS§lono réwniez profile fosforowe *'P NMR i status

energetyczny (AEC) oraz ich profil kielkowania.

2.2 Ustalenie wptywu dodatku jonéw metali na kietkowanie i kondycje
kietkbw rzodkiewki

W eksperymencie badano wplyw jonéw Cu®*, Mn®* oraz Zn®*, podanych w formie
wodnych roztworow, ktorych stezenie wynosito odpowiednio 0,5 pM, 5 pM lub 50 pM.
Kazdy wariant doswiadczenia prowadzono w pieciu powtdrzeniach, podobnie probe
kontrolna, ktéra stanowita woda bez dodatku jonéw metali.

Probke nasion rzodkiewki o masie 1,0 + 0,1 g moczono w odpowiednich roztworach

(4hw ciemnoSci, temperatura pokojowa) zgodnie ze schematem przedstawionym
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na Rysunku 22. Po tym czasie nasiona wraz z wiasciwymi roztworami przeniesiono na szalki
Petriego (@ = 10 cm) wylozone podwojna warstwa bibuly filtracyjne;j.

Namaczanie hasion
w testowanych roztworach
Woda Pierwsze podlanie
e (5 ml) testowanym roztworem

0,5 M CusO, I Mnso, | Znso, (po 4 h od namaczania nasion)
& (5 ml)
~ 5uMCusO,/MnsO, | ZnsO, Badany roztwor
(5 ml) v (5 ml)
~ 50 uM Cuso,/ MnSO, | Znso, ﬁ S
(5 m|) 2% %V e’ (

NASIONA - Drugie podlanie
RZODKIEWKI ( 1g testowanym roztworem
(po 20 h od namaczania nasion)

Podlewanie woda  Badany roztwor
(do czasu zakoriczenia hodowli) (5 ml)
/ J
Woda v

2% %V e e’ e

2 o of

Rysunek 22. Schemat przedstawiajacy poszczegblne etapy prowadzenia hodowli rzodkiewki z dodatkiem
wybranych wodnych roztwor6w jonéw metali.

Eksperymenty prowadzono w pokoju hodowlanym, w stalej temperaturze (25 + 1°C)
przez 5 dni. Przez pierwsze 24 h rosliny rozwijaly sie bez dostepu Swiatla, a nastepnie
w warunkach o$wietlenia z fotoperiodem: 16 h/8 h (dziefi/noc); 1,38 + 0,02 kLux. Rosliny
podlewano dwa razy dziennie; pierwsze dwa razy (po 4 i 20 h od rozpoczecia eksperymentu)
5 ml testowanych roztwordw, a nastepnie taka sama objetoScia wody destylowanej. W ten
sposob kietkujace nasiona rozwijaty sie w obecnosci odpowiednio 0,095, 0,955 i 9,550 nmoli
jonéw w przeliczeniu na cm® powierzchni. Prébki zbierano przez kolejne dni trwania
eksperymentu (DAT), rozpoczynajac po 4 godzinnym namaczaniu (0 DAT). Kielkujace
nasiona zbierano codziennie z pieciu szalek dla kazdego wariantu eksperymentalnego
iliczono ilos¢ wykietkowanych i niewykietkowanych nasion. Préobki po zbiorze
liofilizowano, mielono i przechowywano do czasu przeprowadzenia oznaczen, analogicznie
jak w punkcie 2.1.

W prébkach oznaczono aktywno$¢ fitaz, zawartos$¢: (i) fosforu nieorganicznego (Pi),
(ii) biatek, (iii) nukleotydow adeninowych (AMP, ADP, ATP), (iv) pigmentow

fotosyntetycznych (chlorofil catkowity i karotenoidy), (v) zwiazkéw fenolowych,
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(vi) zwiazkow przeciwutleniajacych oraz ich zdolnos¢ antyoksydacyjna, a takze okre$lono

profile fosforowe *'P NMR, status energetyczny (AEC) i profil kietkowania nasion.

2.3 Okreslenie wptywu preparatéow fungicydowych na kietkowanie oraz
kondycje kietkéw i siewek ogorka

Doswiadczenie przeprowadzono w dwoch wariantach, w ktorych badano wplyw
przedsiewnego oraz dolistnego stosowania preparatow fungicydowych na rozwdj
i metabolizm roslin w poczatkowej fazie wzrostu. Wariant 1 — przedsiewne zaprawianie
nasion preparatem przeprowadzono ze wzgledu na mozliwos¢ przenoszenia sie maczniaka
przez nasiona roslin [179,180] oraz ze wzgledu na obecnos¢ pozostatosci zwigzkow czynnych
o dzialaniu fungicydowym w owocach ogorka [181,182] i jednoczesny brak danych
o wptywie fungicydéow na kielkowanie nasion. Wariant 2 — aplikacja dolistna odpowiada
zaleceniom dotyczacym stosowania testowanych fungicydéw. Ze wzgledu na fakt,
iz preparaty fungicydowe sg czesto stosowane w profilaktyce maczniaka, okreslono ich
wplyw na siewki ogorka.

W badaniach zastosowano dwa komercyjnie dostepne preparaty fungicydowe: Scorpion
325 SC (Agrecol) oraz Magnicur Finito 687,5 SC (Protect Garden, Bayern). Substancje
czynne w preparacie Scorpion 325 SC stanowig azoksystrobina (200 g L™") i difenokonazol
(125 g L), natomiast w MagnicurFinito 687,5 SC chlorowodorek propamokarbu (55,31%
w/w) i fluopikolid (62,5% w/w). Koncowe stezenia wykorzystywanych roztworéw

fungicydéw byly zgodne z zaleceniami producentéw i wynosity odpowiednio 0,1% i 0,3%.

Wariant 1

Probki nasion ogoérka (Cucumis sativus Izyd F1) o masie 1,0 £ 0,1 g moczono przez 4 h
w ciemnosci (21°C) w wodzie destylowanej lub roztworze odpowiedniego fungicydu zgodnie
ze schematem 1. przedstawionym na Rysunku 23. Po tym czasie roztwory odrzucono,
a nasiona przeniesiono na szalke Petriego (@ = 10 cm) wytozong bibulg filtracyjng. Probki
hodowano w fitotronie w ciemno$ci (24 h), a nastepnie w warunkach o$wietlenia (Swiatto
biale) w rezimie fotoperiodycznym (16 h/8 h dzieii/noc, 25°C/20°C (dzieni/noc), przy stalej
wilgotnosci powietrza wynoszacej 70%). Rosliny podlewano dwa razy dziennie 5 ml wody
destylowanej. Eksperyment prowadzono przez pie¢ kolejnych dni (DAT), rozpoczynajac
od 4-godzinnego namaczania w roztworze badanego fungicydu (0 DAT). Eksperyment
prowadzono w pieciu niezaleznych powtérzeniach dla kazdego wariantu doswiadczenia,
a kietkujace nasiona zbierano codziennie. Podczas kazdego zbioru liczono ilo$¢
wykietkowanych i niewykielkowanych nasion. Prébki po zebraniu liofilizowano, mielono

i przechowywano do czasu przeprowadzenia oznaczen, analogicznie jak w punkcie 2.1.
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Rysunek 23. Schemat przedstawiajacy poszczegblne etapy prowadzenia hodowli ogérka traktowanych
badanymi preparatami grzybobdjczymi: (1) Wariant 1 — przedsiewne zaprawianie nasiona, (2) Wariant 2 —
aplikacja dolistna.

Wariant 2

Probki nasion ogorka (Cucumis sativus 1zyd F1) o masie 1,0 £ 0,1 g moczono przez
4 godziny w ciemnosci (21°C) w wodzie destylowanej. Nasiona przeniesiono na szalki
Petriego (@ = 10 cm) wylozone bibulg filtracyjng. Ro$liny hodowano w fitotronie
w warunkach szklarniowych (pierwsze 24 h w ciemnosci, a nastepnie stosowano fotoperiod:
16 h/8 h (Swiatlo/ciemnosc¢); 25/20°C (dziefi/noc); wilgotnos¢ 70%. W 6smym dniu wzrostu
liScie siewek ogoérka opryskano 1 ml badanego roztworu fungicydu, zgodnie ze schematem 2.
przedstawionym na Rysunku 23. Po zabiegu siewki rozwijaly sie w optymalnych warunkach
fotoperiodu. Eksperyment prowadzono w pieciu powtdrzeniach dla poszczegdlnych
warunkéw doswiadczalnych, a probki zbierano przez pie¢ kolejnych dni (DAT),
rozpoczynajac od siewek zebranych po dwoch godzinach po oprysku (0 DAT). Podczas
zbioru siewki (n = 10) dzielono na dwie czesci — nadziemne (ped zawierajacy dwa zielone
liScienie i liscie wtasciwe) i podziemne (korzenie). Prébki liofilizowano, mielono
i przechowywano do czasu przeprowadzenia oznaczen, analogicznie jak w punkcie 2.1.

Dla Wariantu 1 oznaczono aktywno$¢ fitazy, zawarto$¢: (i) kwasu fitynowego,
(ii) fosforu nieorganicznego (Pi), (iii) biatek, (iv) nukleotydéw adeninowych (AMP, ADP
i ATP), a takze oznaczono profil kielkowania, profile fosforowe *P NMR i status
energetyczny (AEC). Natomiast dla Wariantu 2 oznaczono zawarto$¢: (i) pigmentoéw
fotosyntetycznych (chlorofilu ,,a”, chlorofilu ,,b” i karotenoidy), (ii) fosforu nieorganicznego,

(iii)  nukleotydéw  adeninowych, (iv) zwigzkow  fenolowych, (v)  zwiazkow
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przeciwutleniajacych oraz ich zdolno$¢ antyoksydacyjna, a takze okreslono profile fosforowe

3P NMR i status energetyczny (AEC).

3 Wyodrebnianie ekstrahowalnych nieorganicznych
I organicznych form fosforu
Dobér metody ekstrakcji zwiqzkow fosforu z materiatu roslinnego

W celu ustalenia najefektywniejszej metody izolacji zwiazkow fosforu przeprowadzono
rozne warianty ekstrakcji w ukladzie cialo stale-ciecz (Rysunek 24.). Do badan wybrano
nasiona lucerny, kukurydzy, kapusty czerwonej i buraka ¢wiklowego, roézniace sie zar6wno
budowa, jak i wielkoScig. Material badawczy stanowila zmielona prébka reprezentacyjna
(1,00 £ 0,01 g; n = 3). Jako ekstrahenty zastosowano odpowiednio: 35% roztwor kwasu
nadchlorowego (HCIO4), wode dejonizowang, 0,1 M roztwor wodorotlenku potasu (KOH)
oraz metanol (MeOH). Ekstrakcje zwiazkow fosforu z prébek nasion roslin prowadzono
trzykrotnie przez 5 min lub 30 min, stosujac rézne techniki wspomagajace, takie jak
wytrzasanie i ultradZwieki. Ekstrakcje wspomagang ultradzwiekami przeprowadzono w tazni
ultradzwiekowej (SonoSwiss AG SW3H, 37 kHz, 80 W; Ramsen, Szwajcaria) w temperaturze
25°C, natomiast wytrzasanie prowadzono na wytrzasarce platformowej (Heidolph Vibramax
100; Schwabach, Niemcy) przy 600 obrotow na minute (obr/min). Na podstawie wynikéw
zawartosci ekstrahowalnych form fosforu (catkowitego, nieorganicznego i organicznego) oraz
uzyskanych profili fosforowych, do dalszych badan — jako metode izolacji zwigzkéw fosforu
w rozwijajacych sie roslinach — wybrano 3-krotng ekstrakcje wspomagana ultradzwiekami
zuzyciem 35% HCIO, lub 0,1 M roztworu KOH, ktéra dawata najlepsze rezultaty
w przypadku izolowania zwigzkéw fosfonowych, w ktérych wystepuje bezposrednie wigzanie

C-P.

EKSTRAHENT CZAS x KROTNOSC TECHNIKA
(5 ml) EKSTRAKCJI @ WSPOMAGAJACA
. =
> 35%HCIo, 5
&t
- . )
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Rysunek 24 Schemat wariantéw prowadzonych ekstrakcji — dobér metody ekstrakcji zwiazkéw fosforu

z tkanek ro$linnych.
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Procedura ekstrakcji zwiqzkow fosforu z materiatu roslinnego

Zmielony materiat rodlinny (1,00 + 0,05 g) ekstrahowano 35% roztworem HCIO,
lub 0,1 M KOH (5 ml) przez 30 min w tazni ultradzwiekowej. Po kazdej ekstrakcji probke
wirowano (5000 x g) przez 5 min, a supernatant zbierano. Procedure powtorzono trzykrotnie
stosujac nowaq porcja rozpuszczalnika. Nastepnie nasiona przemyto 5 ml wody destylowanej
i zawiesine ponownie odwirowano. Wszystkie zebrane frakcje potaczono i zobojetniono
odpowiednio statym KOH (w przypadku ekstrakcji kwasem) lub 35% HCIO, (w przypadku
ekstrakcji zasadg). pH roztworu doprowadzono do wartosci 7,0 £ 0,5 i nastepnie chtodzono
przez 30 min w celu wytracenia pozostatego nadchloranu potasu. Powstaly osad odwirowano
(5000 x g; 5 min). Klarowny roztwor zebrany znad osadu rozcieficzono woda dejonizowang
do koncowej objetosci 25 ml, a nastepnie przefiltrowano przez saczek Whatman nr 41.
Supernatant podzielono na dwie czesci; 2 ml przechowywano w temperaturze -28°C do czasu
oznaczenia zawartosci nieorganicznego fosforanu (Pi), natomiast pozostala czesc¢

liofilizowano w temperaturze -50°C i przechowywano w -28°C do analizy technikg *'P NMR.

4 Okreslenie profili fosforowych ekstraktow roslinnych technika
%P NMR

W celu okreslenia profili fosforowych przeprowadzono analize spektrometryczng
*'P NMR. Liofilizowany ekstrakt rozpuszczono w mieszaninie sktadajgcej sie z 600 ul wody
dejonizowanej i 400 pl roztworu 0,1 M kwasu (etylenodiamino)tetraoctowego (EDTA)
w 1M NaOH. W zaleznoSci od wariantu eksperymentu, pH badanych roztworow
doprowadzono do wartosci 7,0 £ 0,5 lub 13,0 £ 0,5 stosujac 10 M roztwor NaOH. Probki
wirowano przez 5 min (13 000 x g), aby usuna¢ czastki state, ktére mogtyby przyczynic¢ sie
do zaklocenia pomiaru. Supernatant (500 pl) umieszczono w probowce NMR (@ = 5 mm).
Jako wzorzec zastosowano 1 mM roztwor glufozynatu w D,O (8 = 42,68 ppm) umieszczony
w kapilarze. Widma *'P NMR rejestrowano za pomocg spektrometru Bruker Avance DRX 400
MHz (Bruker, Rheinstetten, Niemcy) pracujacego przy czestotliwosci 161,98 MHz. Pomiary
prowadzono w temperaturze 20 + 1°C przy uzyciu impulsu 30°, czasu akwizycji 1,37 s
i opoznienia relaksacji 0,5 s. Dla wszystkich probek stosowano szerokopasmowe
odsprzeganie protonow. Liczba skanéw wyniosta 2048 lub 20480, w przypadku specjacji
fosforu w nasionach badanych gatunkéw. Zarejestrowane widma analizowano pod katem
jako$ciowych i ilosciowych zmian sygnatéw pochodzacych od réznych form fosforu. Do tego
celu wykorzystano oprogramowanie Bruker Topspin 3.6.2. Procentowa zawarto$¢ roznych
grup zwiazkéw fosforoorganicznych w analizowanych ekstraktach, wyznaczono na podstawie

pola powierzchni sygnaléw obecnych na widmach *'P NMR. Przypisanie sygnatow
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na widmach *P NMR pochodzgcych od réznych form fosforu dokonano w oparciu o dane

literaturowe [183,184].
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Rysunek 25 Znormalizowane widma *'P NMR ekstraktéw z kietkdw rzodkiewki rozwijajacych sie w $wietle
UV-30 w 4 DAT. Koncowe pH ekstraktéw wynosito 7 + 0,5 (A) oraz 13 £ 0,5 (B). W gérnej czeSci panelu
przedstawiono powiekszona cze$¢ widma, aby pokazac¢ réznice w jego strukturze.

5 Oznaczenie zawartosci fosforu nieorganicznego

Zawartosc¢ nieorganicznych form fosforu (Pi) oznaczono zgodnie z wczes$niej opracowana
procedurg Forlani i in. [185], wprowadzajac pewne modyfikacje. Do 100 pl ekstraktu dodano
1,0 ml odczynnika kolorymetrycznego (6,2 mM zielen malachitowa : 34 mM molibdenian
amonu w 4 M HCI : woda destylowana; 1:1:2). Dokladnie po 60 s do mieszaniny dodano
100 pl 34% (w/v) roztworu cytrynianu sodu. Nastepnie zmierzono absorbancje barwnego
kompleksu za pomocq spektrofotometru UV-Vis (Rayleigh UV2601 UV/VIS, Pekin, Chiny)
przy dhugosci fali A = 660 nm wzgledem proby Slepej, w ktérej ekstrakt zastapiony zostat
woda destylowana. Pomiaru dokonywano w ciggu 20 min od dodania roztworu
kolorymetrycznego do probki. Stezenie jonow ortofosforanowych obliczono na podstawie
krzywej kalibracyjnej wyznaczonej dla kazdego eksperymentu z osobna [przykladowe
réwnanie: y = 5,7761x + 0,0297, R* = 0,9983], stosujac diwodorofosforan potasu (KH,PO,)

jako wzorzec. Ilo$¢ Pi wyrazono w mg PO,’” na gram suchej masy (mg g s.m.).
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6 Pomiar calkowitej zawartosci biatka i aktywnosci
enzymatycznej kwasnej fitazy

Calkowita zawarto$¢ biatka i aktywnos¢ kwasnej fitazy — fosfohydrolazy
heksakisfosforanu  mio-inozytolu (EC 3.1.3.x) oznaczono zgodnie z procedurg
zaprezentowang w pracy Afify i in. [186] z pewnymi modyfikacjami. Surowy ekstrakt
wykazujacy aktywno$¢ enzymatyczng uzyskano poprzez homogenizacje 150 mg materiatu
ros$linnego w 1,2 ml buforu Tris-HCI (10 mM, pH 7,0; zawierajacy zredukowany glutation,
0,5 mM). Do zawieszonego w buforze materialu roslinnego dodano staly bromek
cetylopirydyniowy (koncowe stezenie w probce wynosito 0,5% (w/v)) i delikatnie
wymieszano. Mieszanine homogenizowano dwukrotnie przez 30 s, z zachowaniem 15 s
przerwy pomiedzy cyklami, stosujac homogenizator ultradZzwiekowy Hielscher UP200HT (26
kHz, 200 W, Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Niemcy). Nastepnie surowe ekstrakty
wirowano przez 30 min w obnizonej temperaturze (4°C, 13 000 x g). Osad odrzucono,
a uzyskany supernatant oczyszczono dodatkowo przez filtr strzykawkowy (0,45 pm).
W uzyskanych w ten sposéb ekstraktach oznaczono catkowita zawartos¢ biatek i aktywnos¢
enzymatyczna fitaz.

Stezenie rozpuszczalnego biatka w ekstraktach oznaczono metoda Bradford [187].
Do 20 pl ekstraktu roslinnego, dodano 1 ml odczynnika Bradford. Probki inkubowano
w ciemnoSci przez 10 min. Po tym czasie zmierzono ich absorbancje przy dlugosci fali
A =595 nm wobec wody. Stezenie rozpuszczalnego biatka obliczono na podstawie krzywej
kalibracyjnej (y = 0,2802x + 0,3800, R* = 0,9945), stosujgc albumine bydleca jako wzorzec.

Aktywnos¢ enzymatyczng fitaz oznaczono mierzac zdolno$¢ uwalniania jonow
fosforanowych (Pi) z fitynianu sodu. Ekstrakt roslinny (10 pl) dodano do 240 pl roztworu
buforowego octanu sodu (100 mM, pH 5,0, zawierajacy fitynian sodu (1 mM) i CaCl,
(1 mM)). Prébki inkubowano w 37°C, przez 60 min. Reakcje enzymatyczng zatrzymano przy
uzyciu 50 pl 50% roztworu kwasu trichlorooctowego. Stezenie uwolnionych jonéw
ortofosforanowych okreslono metodq kolorymetryczng. Do mieszaniny poreakcyjnej dodano
700 pl odczynnika molibdenowego (10% roztwor kwasu askorbinowego i 0,45% roztwor
molibdenianu amonu w 0,5 M H,SOg; 1:6). Calos$¢ inkubowano w 37°C przez 10 min. Po tym
czasie mieszanine wirowano przez 5 min (13 000 x g) w celu usuniecia wytraconego biatka.
Absorbancje probki zmierzono przy dhugosci fali A = 820 nm wzgledem préby odniesienia,
w ktorej enzym zostal inaktywowany na poczatku reakcji. Stezenie uwolnionych jonow
fosforanowych obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej, stosujac KH,PO, jako wzorzec.

Jedna jednostka aktywnosci kwasnej fitazy [U] jest zdefiniowana jako ilos¢ enzymu, ktora
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uwalnia 1 pmol Pi z fitynianu sodu w ciaggu minuty w warunkach prowadzonego

eksperymentu.

7 Oznaczenie zawartosci kwasu fitynowego w materiale
roslinnym

Zmielony materiat roslinny (50 mg) ekstrahowano 0,4 M roztworem kwasu solnego
(HCD) (1,5 ml) przez 3,5 godziny na wytrzasarce platformowej (600 obr/min). Nastepnie
ekstrakty wirowano przez 30 min (13 000 x g). Zebrany supernatant filtrowano przez filtry
strzykawkowe (0,45 pm). Zawarto$¢ kwasu fitynowego w ekstraktach oznaczono metoda
Hauga i Lantzsha [188] z niewielkimi modyfikacjami. Do 0,5 ml ekstraktu dodano 1 ml
roztworu zawierajacego jony zelaza (IIT) (NH4Fe(SO.), - 12 H,O w 2 M HCI). Mieszanine
ogrzewano (100°C) przez 30 min w suchym bloku grzejnym (myBlock Mini Dry Bath;
Benchmark, Sayreville, NJ, USA). W celu wytrgcenia kompleksu zelaza z kwasem
fitynowym probki chtodzono (4°C, 30 min), a nastepnie wirowano przez 30 min (4°C, 13000
x g). Do 500 pl supernatantu dodano 750 pl roztworu kolorymetrycznego (1% roztwor
2,2'-bipirydyny i 1% roztwor kwasu tioglikolowego w wodzie). Absorbancje mierzono przy
dhugosci fali A = 519 nm wzgledem wody destylowanej. Stezenie kwasu fitynowego
obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej [y = -0,0036 x + 0,9983, R* = 0,9986] stosujac
fitynian sodu jako wzorzec. [los¢ kwasu fitynowego w badanej probce wyrazono w mg kwasu

fitynowego na gram suchej masy (mg g* s.m.).

8 Okreslenie zawartosci nukleotydéw adeninowych (ATP, ADP,
AMP) metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Do materiatu roslinnego (100 mg) — zmielonego w mtynie kriogenicznym dodawano 6 M
roztwor HCIO, (1 ml) i stosujac homogenizator ultradZwiekowy homogenizowano
dwukrotnie przez 15 s, z zachowaniem 10 s przerwy pomiedzy cyklami. Nastepnie
mieszanine wirowano przez 10 min (13000 x g; 4°C). Supernatant neutralizowano 10 M
roztworem KOH do wartosci pH = 7,0 £ 0,5. Aby zapobiec nadmiernemu ogrzewaniu probek
podczas zobojetniania, proces ten prowadzono w }azni lodowej. Po ponownym odwirowaniu,
probki oczyszczano przez filtr strzykawkowy (0,22 pm) i przechowywano w temperaturze
-28°C do czasu analizy metodq wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Prébki
analizowano stosujac system Dionex Ultimate® 3000 HPLC (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) wyposazony w detektor diodowy (DAD-3000RS), ktory
monitoruje eluat przy dtugosci fali A = 254 nm. Rozdzialy HPLC prowadzono w temperaturze

30°C, stosujac faze ruchomgq ztozong odpowiednio z 5 mM buforu fosforowego (pH 7,0,
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zawierajacego 1% acetonitrylu (ACN)) i ACN o poczatkowym stosunku 100:0 (v/v)
(Rysunek 26.).
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Rysunek 26. Chromatogram przedstawiajacy rozdziat nukleotydéw adeninowych: 1 — ATP, 2 — ADP, 3 — AMP.
Oznaczenie wykonano dla 400 pM mieszaniny wzorcéw. Obecno$¢ analitéw monitorowano przy dtugosci fali
A= 240 nm. Na chromatogramie zaznaczono parametry analityczne — dolna przerywana linia odnosi sie

do natezenia przeptywu (ml min™), natomiast gérna przedstawia zmiane stosunku sktadnikéw stanowiacych faze
ruchoma (udziat procentowy sktadnika A:B).

W ciggu pierwszych 10 min sktad fazy ruchomej nie zmieniat sie, a szybkos¢ przeptywu
wynosita 0,5 ml min™. Od 10 do 15 min udziat buforu fosforanowego zmniejszyt sie do 75%,
czemu towarzyszyt wzrost natezenia przeptywu fazy ruchomej do 1,0 ml min™. Nastepnie,
w czasie od 20 do 25 min analizy, sklad fazy ruchomej stopniowo powracat do parametrow
poczatkowych. Warunki te utrzymywano do 30 minuty analizy. Probki termostatowano (8°C)
w automatycznym podajniku probek i nastrzykiwano (20 pl) na kolumne Phenomenex
Gemini 5 pm NX-C18 (250 mm X 4,6 mm; wyposazona w prekolumne SecurityGuard™
ULTRA). Zawarto$¢ nukleotydéw adeninowych (ATP, ADP, AMP) obliczono na podstawie
krzywej wzorcowej i wyrazono w pg na gram suchej masy (pg g™ s.m.). Krzywa wzorcowa,
zawierajgca mieszanine nukleotydéw adeninowych, sporzadzono w zakresie stezen
6,25 — 500 pM. Sygnaty pochodzace od poszczeg6lnych analitow okreslono metoda dodatku
wzorca wewnetrznego w stosunku objetosciowym 3:1 probki do wzorca (500 pM roztwor
mieszaniny nukleotydow adeninowych). Adenylowany !adunek energetyczny (AEC)

obliczono na podstawie wzoru: AEC = [(ATP) + 0,5 (ADP)]J/[(ATP) + (ADP) + (AMP)].

9 Pomiar zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych
Zawartos¢ barwnikow fotosyntetycznych — chlorofilu a, chlorofilu b oraz karotenoidow —
oznaczono spektrofotometrycznie zgodnie z Zlotek i in. [189], wzprowadzajac niewielkie

modyfikacje. Prébke (50 mg) zmieszano z 25 mg tlenku magnezu (MgQO), aby zapobiec
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tworzeniu sie feofityny, a nastepnie ekstrahowano 2 ml 80% (v/v) roztworu acetonu przez
2 godziny na wytrzasarce platformowej (600 obr/min), chroniac probki przed dostepem
Swiatla. Po zakonczonym procesie ekstrakcji, probki wirowano (13 000 x g; 5 min).
Absorbancje zebranych ekstraktow zmierzono przy trzech dlugosciach fali A = 470, A = 645
i A = 663 nm, wzgledem 80% (v/v) roztworu acetonu. Catkowita zawartos$¢ chlorofilu zostata
obliczona wedlug wzoru: chlorofil catkowity = chlorofil a + chlorofil b = (12,72 Ass —
2,59 Agss ) + (22,88 Agss — 4,67 Agss), natomiast zawartoS¢ karotenoidow na podstawie wzoru:
karotenoidy = (1000 A4z — 3,27 x chlorofil a - 104 x chlorofil b)/229. Wyniki wyrazono w mg

na gram suchej masy (mg g s.m.).

10 OkreSlenie zawartosci antyoksydantow (w tym zwiazkéw
fenolowych i flawonoidéw) oraz aktywnosci przeciwutleniajacej
ekstraktow z materiatu roslinnego

10.1 Przygotowanie wodnych ekstraktéw z materiatu roslinnego

Probke (100 mg) ekstrahowano 2 ml wody destylowanej przez godzine na wytrzasarce
platformowej (600 obr/min). Nastepnie ekstrakcje kontynuowano w 1azni ultradZzwiekowej
w temperaturze pokojowej przez 20 min. Podczas ekstrakcji probke chroniono przed
dostepem Swiatta. W kolejnym etapie ekstrakty filtrowano za pomoca filtrow
strzykawkowych (membrana nylonowa, wielko$¢ poréw 0,45 pm) i przechowywano

w temperaturze —28°C do czasu dalszej analizy.

10.2 Pomiar catkowitej zawartosci zwiazkéw fenolowych

Catkowitg zawartos¢ zwigzkow fenolowych (TPC) oznaczono na podstawie z Vale i in.
[190]. Do wodnego ekstraktu badanego materiatu roslinnego (50 pl) dodawano 2,5 ml
odczynnika Folina-Ciocalteu (rozcienczonego woda w stosunku 1:10), a nastepnie 2 ml
roztworu weglanu sodu (Na>COs) (7,5%, w/v). Mieszanine inkubowano w temperaturze 45°C
przez 15 min. Po tym czasie zmierzono absorbancje przy dtugosci fali A = 765 nm. Zawarto$¢
zwiazkow fenolowych obliczono na podstawie krzywej wzorcowej, przygotowanej z uzyciem
kwasu galusowego (GAE) jako wzorca [y = 0,0012 GAE (pg ml™) - 0,0182, R*> = 0,9982].
TPC wyrazono jako mg rownowaznika kwasu galusowego na gram suchej masy

(mg GAE g's.m.).

10.3 Pomiar catkowitej zawartosci flawonoidéw

Caltkowitg zawartos¢ flawonoidow (TFC) okreSlono metoda z chlorkiem glinu (AlCls)
zgodnie z procedura opracowang przez Zhishen i in. [191]. Do 100 pl wodnych ekstraktow
dodano 300 pl wody destylowanej, a nastepnie 30 pl roztworu azotanu(Ill) sodu (NaNO.)

56



(5%). Tak przygotowane probki inkubowano 5 min w 25°C. Nastepnie dodano do nich 30 pl
AICl; (10%) i pozostawiono na kolejne 5 min. W kolejnym etapie do mieszaniny reakcyjnej
dodano 200 pl roztworu NaOH (1 mM) i uzupeliono wodg destylowang do objetosci 1 ml.
Nastepnie zmierzono absorbancje przy dlugosci fali A = 510 nm. Zawartos¢ flawonoidéw
obliczono na podstawie krzywej wzorcowej, stosujac kwercetyne (Q) jako wzorzec
[y =0,00053 Q (pg ml?") + 0,00196, R* = 0,9991]. Wyniki wyrazono jako réwnowaznik

kwercetyny na gram suchej masy (mg Q g™).

10.4 Pomiar ogdlnej zawartosci zwigzkéw przeciwutleniajgcych

Do oznaczenia zawartoSci zwiazkoéw przeciwutleniajacych zaadaptowano metode opisana
przez Korzeniowska i in. [192]. Roztwor roboczy ABTS™ przygotowano przez zmieszanie
1 ml roztworu kwasu 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego (ABTS) (14 mM)
z 1 ml roztworu nadsiarczanu potasu (K>S,0s) (5 mM) i inkubowano przez 20 h w ciemnosci
w 4°C. Nastepnie mieszanine rozcienczono woda w taki sposob, aby przy dlugosci fali
A =734 nm uzyskac¢ absorbancje wynoszaca 0,750 + 0,050. Do 100 pl ekstraktéw wodnych
dodano 1 ml roztworu roboczego ABTS™ i inkubowano przez 6 min. Po tym czasie mierzono
absorbancje przy dlugosci fali A = 734 nm wzgledem wody. Catkowitg zawarto$¢ zwigzkéw
przeciwutleniajacych obliczono na podstawie krzywej wzorcowej [y = — 0,0105 x + 0,7047,
R* = 0,9988], stosujgc kwas 6-hydrohy-2,5,7,8-tetrametylchromano-2-karboksylowy
(Troloks) jako wzorzec. Wyniki wyrazono jako mg Troloksu na gram suchej masy

(mg Troloksu g s.m.).

10.5 Pomiar aktywnosSci przeciwutleniajacej wodnych ekstraktow
Zdolnos¢ antyoksydacyjna wodnych ekstraktbw mierzono metoda z rodnikiem
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH") zgodnie z Korzeniowska i in. [192], z niewielkimi
modyfikacjami. W poczatkowej fazie analizy przygotowano metanolowy roztwor DPPH’
(0,04 mg ml™) i pozostawiono na 30 min w temperaturze pokojowej w ciemno$ci. Do 50 pl
wodnego ekstraktu dodano roztw6r DPPH" (1,95 ml), probki inkubowano w ciemnosci przez
30 min. Nastepnie zmierzono absorbancje przy dlugosci fali A = 517 nm wobec metanolu.
Dodatkowo zmierzono absorbancje tak zwanej probki tla, na ktérg sktadato sie 50 pl ekstraktu
i 1,95 ml metanolu. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca wyrazono jako iloS¢ wygaszonych
rodnikow DPPH - % RSA (ang. radical scavenging activity) i obliczono przy uzyciu
nastepujacego wzoru: RSA (%) = [(Axonwola = (Aprébka = Ado))/ Axonrola] * 100 %, gdzie Axontola —
absorbancja roztworu DPPH, A,sx. — absorbancja prébki, A4, — absorbancja probki

z metanolem.
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11 Analiza statystyczna

Dane wyrazono jako $rednig + SD z co najmniej trzech powtdrzen. Wykresy i analize
statystyczng wykonano w oprogramowaniu OriginPro w wersji 2022 (OriginLab,
Orthampton, MA, USA). Dane analizowano w oparciu o jednoczynnikowa analize wariancji
ANOVA oraz testowano pod katem istotnych (p < 0,05) réznic testem Tukeya. Macierzowa
analize skupien hierarchicznych (MHCA), przedstawiong w postaci mapy cieplnej
z dendrogramami, wykonano w programie Permut Matrix [193]. Analize i grupowanie
przeprowadzono korzystajac z algorytmu wykorzystujgcego miare odleglosci euklidesowej

i metode catkowitego polaczenia.
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IV Omodwienie i dyskusja wynikéw

1 Charakterystyka fosforomu nasion badanych roslin

Zapotrzebowanie ro$lin na fosfor jest najwieksze w poczatkowej fazie rozwoju —
kietkowania i tworzenia siewek, dlatego tez nasiona roslin gromadza i magazynuja fosfor
niezbedny do poczatkowego wzrostu siewek. Odpowiednia zawarto$¢ fosforu nie tylko
zwieksza odsetek kietkujacych nasion, ale takze skraca czas kielkowania i wzrostu kietkow.
Ze wzgledu na fakt, iz fosfor jest jednym z kluczowych pierwiastkéw niemetalicznych
niezbednych do zZycia, badania w obrebie fosforomiki, powinny koncentrowac sie na specjacji
fosforu w tkankach roélin. Z tego tez powodu w pierwszej kolejnosci zostaly okreslone profile
fosforowe w nasionach roslin nalezacych do réznych taksonéw w oparciu o ekstrahowalne
nieorganiczne i organiczne formy fosforu.

lloSciowa (zawarto$¢ Pi) oraz jakoSciowa (profile fosforowe) analize fosforomiczna
nasion roslin przeprowadzono mierzac zawartosci stosownych form fosforu w ekstraktach
z nasion. Ekstrakty uzyskano wspomagajac ten proces ultradZwiekami (30 min x 3), stosujac

0,1 M roztwér KOH jako rozpuszczalnik.

1.1 Zawarto$¢ nieorganicznych form fosforu w nasionach wybranych
roslin

Zawartos¢ fosforanow (Pi) w ekstraktach z nasion roslin (Wykres 1.) wahala sie
w zakresie od 0,6 do 3,4 mg Pi g" nasion. Najnizszg zawarto$¢ odnotowano w nasionach
kopru ,,Szmaragd”, pietruszki ,,Alba” i rzezuchy, natomiast najwyzsza w nasionach papryki
,Kasia”.

Wyniki te sg zgodne z danymi literaturowymi uzyskanymi dla nasion kminku, kopru
wioskiego, Inu, gorczycy, maku i sezamu, w ktérych zawarto$¢ Pi wahata sie od 1,1 mg g
do 2,8 mg g' [194]. Ponadto z obliczonego rozkladu czestotliwosci wynika, ze wiekszo$¢

badanych nasion zawierala nie wiecej niz 2 mg Pi w 1 g nasion.
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Zawarto$¢ Pi[mg g™ nasion]

Wykres 1. Zawarto$¢ fosforu nieorganicznego w nasionach testowanych gatunkéow roslin. Wyniki
przedstawiono malejaco w obrebie kazdej z rodziny taksonomicznej; kolorowe shupki po lewej stronie osi
rzednej oznaczaja odrebne rodziny taksonomiczne (AMA — szarlatowate, API — selerowate, AST — astrowate,
BRA - kapustowate, CUC — dyniowate, FAB — bobowate, POA — wiechlinowate, SOL - psiankowate).

1.2 Analiza specjacyjna fosforu w badanych nasionach roslin

Charakterystyke zwigzkow fosforu, w szczegolnosci organicznych potaczen fosforu
obecnych w nasionach roslin przeprowadzono technika *'P NMR. Analizy t3 technika
dostarczajq szczeg6towych informacji na temat r6znych oznaczalnychform fosforu, zar6wno
nieorganicznych, jak i organicznych, obecnych w badanych probkach. Procentowa zawartosc¢
poszczegblnych grup zwigzkow P obliczono na podstawie powierzchni sygnatéow (nazwanych
zwyczajowo pikami) zarejestrowanych na widmach *'P NMR.

Sygnaly obecne w zakresie przesunie¢ chemicznych od -20 do 25 ppm, odpowiadajq
réznym grupom zwigzkow fosforu. Grupy te zidentyfikowano na podstawie przewidywanej
wartosci przesuniecia chemicznego dla poszczegélnych form P, w $rodowisku o odczynie
obojetnym (pH = 7,0 + 0,5) [184]. Sume powierzchni pikow wystepujacych w analizowanym
zakresie widm *'P NMR, podzielono na obszary P1-P5 (Rysunek 27.), ktére odpowiadaja
pasmom pochodzacym od: P1 - polifosforany/difosforany [(-15) — (-3,5) ppml],
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P2 — fosfodiestry [(-1) — 1,5 ppm]; P3 — fityniany/ortofosforany [1,5 — 3,7 ppm]; P4 — inne
fosfomonoestry [3,7 — 6 ppm]; P5 — naturalne fosfoniany [15 — 23 ppm]. Pasma
fosfodiestrowe obejmuja reszty kwaséw nukleinowych (gléwnie DNA), charakteryzujace sie
szerokim sygnatem w poblizu 0 ppm oraz nienaruszone fosfolipidy. Natomiast sygnaty
rezonansowe pochodnych kwasu fitynowego [1,5 — 3,7 ppm] wystepuja na widmie jako
charakterystyczny zestaw pikow obrazujacy obecno$¢ form izomerycznych fosforowych
pochodnych kwasu fitynowego o roznej liczbie réznie podstawionych grup fosforanowych

zwiazanych z pierScieniem inozytolu.

P5 P4 P3 P2 P1
15-23 37-6 15-3.7 -1-15 -15--3.5
A [ppm] ppm]  [ppm] [ppm] [ppm]
I S, _J—’W\_J k__u N
B
o VM,
C
a _LAuJﬂLLJ/\
D
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 10 0 -10 [ppm]

Rysunek 27. Zestawienie widm *'P NMR ekstraktéw wybranych nasion marchwi 'Dolanka’ (A), soczewicy (B),
brokuta (C) i stonecznika (D), ze wskazaniem wartosci zakresow przesunie¢ dla form fosforu P1-P4. Obszary
P1-P5 odpowiadaja pasmom pochodzacym od: P1 — polifosforany/difosforany [(-15) — (-3,5) ppml,
P2 — fosfodiestry [(-1 ) —1,5 ppm]; P3 — fityniany/ortofosforany [1,5 — 3,7 ppm]; P4 — inne fosfomonoestry
[3,7 — 6 ppm]; P5 — naturalne fosfoniany [15 — 23 ppm].

Wzgledng zawarto$¢ procentowq poszczegélnych form P w nasionach wybranych
gatunkow roslin przedstawiono w Tabeli 3., przeliczajac udziat poszczegdlnych form w relacji

do catkowitej powierzchni sygnatéw zarejestrowanych na widmach *'P NMR.

Tabela 3. Wzgledne ilosci (%) form fosforu obecnych w zneutralizowanych ekstraktach nasion badanych roslin.

Symbol Nazwa zwyczajowa; odmiana P1 P2 P3 P4 P5
(%) (%) (%) (%) (%)

AMA1 Burak czerwony ,,Opolski” - 10,7 83,3 5,9 0,1
API1 Marchew ,,Dolanka - 38,6 19,6 32,1 9,7
API2 Seler ,, Talar” - 42,2 14,0 35,9 7,9
API3 Koper ,,Szmaragd” — 39,5 23,1 31,7 5,7
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P1 P2 P3 P4 P5

Symbol Nazwa zwyczajowa; odmiana (%) (%) (%) (%) (%)
API4 Seler naciowy ,,Verde Pascal” 0,7 35,6 18,0 38,1 7,6
API5 Pietruszka ,,Alba” 0,2 38,7 11,4 44,8 4,9
API6 Pasternak ,,Halflong White” — 26,6 39,9 27,3 6,2
AST1 Cykoria ,,Palla Rossa 3” - 68,9 20,9 8,9 1,3
AST?2 Stonecznik — 65,6 16,7 15,9 1,8
BRA1 Brokut — 34,8 51,8 8,3 5,1
BRA2 Brukselka ,,Long Island” - 30,7 55,1 13,0 1,2
BRA3 Kalafior , Beta” - 37,3 48,8 13,1 0,8
BRA4 Kapusta pekinska ,,Bristol” 0,8 23,8 57,3 17,4 0,7
BRAS Rzezucha 0,1 33,7 52,1 9,6 4,5
BRA6 Jarmuz - 51,0 33,3 13,4 2,3
BRA7 Rzodkiewka 0,4 36,6 50,6 11,1 1,3
BRAS8 Czerwona kapusta 0,1 43,8 44,7 9,9 1,5
BRA9 Kapusta wiloska ,,Langedijska” - 46,2 42,1 9,8 1,9

BRA10 Brukiew ,,Nadmorska” 0,3 35,8 46,5 12,8 4,6

BRA11 Rzepa ,,Di milano a collettoviola” - 56,8 22,0 18,3 2,9

BRA12 Kalarepa ,,Wener Witte” 0,4 35,5 48,3 13,8 2,0

BRA13 Kapusta biata ,,Amager Polana” 0,1 30,0 45,6 22,8 1,5

BRA14 Gorczyca biata - 48,0 21,1 23,5 7,4
CucC1 Ogorek ,,Aladyn F1” 2,0 10,3 76,3 9,4 2,0
cuc2 Dynia zwyczajna ,,Astra Polka” - 7,6 86,5 5,8 0,1
cuc3 Dynia olbrzymia ,,Bambino” - 4.4 92,3 3,1 0,2
Ccuc4 Dynia zwyczajna ,,Kabaczek Ztoty Cepelin” 0,6 8,2 90,7 0,2 0,3
CUC5 Dynia zwyczajna ,,Patison Polo F1” — 3,3 93,0 3,4 0,3
FAB1 Lucerna siewna - 3,3 11,3 85,4 -
FAB2 Fasola ,,Borlotto lingua di fuoco nano” 1,3 86,3 12,5 - -
FAB3 Béb 1,0 7,5 85,5 6,0 -
FAB3 Fasola ,,Esterka” 2,1 23,8 54,8 19,3 -
FAB5 Soczewica 0,8 8,8 79,4 10,7 0,3
FAB6 Fasola mung 0,8 39,9 41,1 17,7 0,5
FAB7 Groch 1,8 14,8 73,6 9,2 0,6
POA1 Kukurydza - 10,9 84,0 3,6 1,5
SOL1 Baktazan ,,Black Beauty” - 13,3 82,8 3,9 -
SOL2 Papryka ,,Kasia” - 3,9 88,9 6,2 1,0
SOL3 Papryka ,,Ozarowska” - 6,7 72,2 21,1 -
SOL4 Pomidor ,,Betalux” 0,3 9,2 85,2 4,9 0,4
SOL5 Pomidor ,,Krakus” 4,0 12,2 72,7 11,1 -
SOL6 Pomidor ,,Malinowy Olbrzym” 0,2 9,0 81,3 9,5 0,3

Zakres przesunie¢ chemicznych (ppm) poszczegblnych form fosforu zarejestrowanych na widmach *'P NMR
zneutralizowanego ekstraktu badanych prébek: P1 — polifosforany/difosforany ((-15) — (-3,5) ppm); P2 — fosfodiestry
((-1)-,5 ppm); P3 — fityniany/ortofosforany (1,5 — 3,7 ppm); P4 — inne monoestry (3,7 — 6 ppm); P5 — fosfoniany
(15 — 23 ppm). ,,—” — nie oznaczono. Blad standardowy nie przekraczat 10% warto$ci podanych w tabeli.
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Specjacja fosforu technikg *'P NMR wykazala, ze P wystepuje w wiekszosci nasion
w formie fitynianéw oraz jonéw ortofosforanowych (pasmo P3), ktérych zawartos¢
w zneutralizowanych ekstraktach miescita sie w przedziale od 41,1% dla nasion FAB6
do 92,3 % dla nasion CUC3 wszystkich oznaczonych w ten sposéb form fosforu. Kolejne
najliczniejsze grupy zwiazkow fosforu, stanowily fosfodiestry (P2) (od 38,6% dla API1
do 86,3% dla FAB2) oraz inne monoestry (P4) (od 27,3% dla API6 do 85,4% dla FAB1).
Natomiast wzgledna ilo$¢ form fosforu zarejestrowanych w obszarze P1 nie przekracza 4%
(dla SOL5) sumy powierzchni wszystkich sygnatéw zarejestrowanych na widmach *'P NMR.
Ze wzgledu na znikome informacje na temat obecnosci zwiazkow fosfonowych w tkankach
ro$lin, szczegolnie interesujaca jest obecno$¢ sygnatéw zarejestrowanych w zakresie 15 — 23
ppm (P5), ktore odpowiadaja obecnosci tego rodzaju polaczen. Zawarto$¢ fosfonianéw
w zobojetnionych ekstraktach nasion roslin wahata sie w zakresie od 0,1% do 9,7%
wszystkich form P oznaczonych technika *'P NMR.

Podsumowujac i pokazujac mozliwe korelacje dotyczace form fosforu w badanych
nasionach roslin, przeprowadzono macierzowa analize skupien hierarchicznych (MHCA)
dla nasion nalezacych do 42 wybranych gatunkéw ro$lin na podstawie zawartoSci
poszczegblnych form fosforu (P1 — P5) i przedstawiono w postaci mapy cieplnej
z dendrogramami (Rysunek 28.). Dla wszystkich zmiennych zastosowano transformacje
wskaznika Z-score oraz procedure grupowania obiektow i cech postugujac sie algorytmem
wykorzystujacym miare odleglosci euklidesowej i metode catkowitego polaczenia. Kolorem
jasnozielonym oznaczono formy fosforu (P1 — P5), ktorych udziat procentowy w profilach
fosforowych jest stosunkowo niski. Natomiast kolorem jasnoczerwonym oznaczono formy
fosforu, ktérych udziat jest stosunkowo wysoki.

Z analizy dendrogramu wynika, ze badane nasiona mozna podzieli¢ na cztery glowne
klastry. Pierwszy klaster (C1) stanowiq nasiona szesciu gatunkow roslin nalezacych do tej
samej rodziny — selerowatych (API), z wyjatkiem lucerny siewnej (FAB1) nalezacej
do bobowatych. Profil fosforowy nasion wystepujacych w klastrze C1 skladal sie gtownie
z fosfodiestrow (P2) i innych monoestréw (P4), stanowiacych od 32% do 45%. Wyniki badan
wskazuja réwniez, ze fityniany i ortofosforany (P3) nie byly dominujacymi formami fosforu,
a polifosforany/difosforany (P1), ktérych udzial procentowy byt znikomy (0,2 — 0,7%),
wykryto jedynie w nasionach API4 i API5. Warte uwagi jest wystepowanie fosfoniandw,
ktorych najwiekszq zawarto$¢ stwierdzono w nasionach pietruszki 'Alba’ (API5) (9,7%),
a najmniejsza w nasionach marchwi 'Dolanka’ (API1) (4,9%). Najwiekszy klaster (C2),

obejmuje wszystkie nasiona nalezace do rodziny szarlatowatych (AMA), dyniowatych
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(CUC), wiechlinowatych (POA) i psiankowatych (SOL) oraz wiekszos¢ nasion roslin
nalezacych do rodziny straczkowych (FAB).

P1P5 P4P2 P3

1.79

Max

0,00

14 o]

-1.79

Min

Rysunek 28. MHCA profili fosforowych nasion badanych roslin. Nasiona pokazane jako przypisania/symbole sa
wskazane po prawej stronie. Kolorowe stupki (skupiska C1-C4) po prawej stronie mapy cieplnej oznaczaja
odrebne glowne galezie drzewa skupiajacego, grupujacego nasiona o podobnych wzorach ekspresji. Skala
kolorow wskazuje warto$¢ procentowa (jasnoczerwony oznacza wyzsza wartoS¢ procentowa, jasnozielony
oznacza nizsze wartosci form fosforu). Na podstawie [6].

W profilach fosforowych nasion w klastrze 2 dominowaty fityniany i ortofosforany (P3),
ktére stanowity 72,2% dla nasion SOL3 i 93,0% w przypadku nasion CUC5 ($rednio 83%).
Ponadto udziaty form P2 i P4 w profilu fosforu nasion z tego klastra (C2) byly znacznie
nizsze od udzialu tych form fosforu w nasionach roslin prezentowanych w klastrze 1 (C1)
zawartos¢ P2 wahala sie od 3,3% dla CUC5 do 14,8% dla FAB7, a udzial procentowy P4
miescit sie w zakresie od 0,2% dla CUC4 do 21,1% dla SOL3. Dla wiekszosci badanych
gatunkow roslin przypisanych do klastra 2 nie oznaczono formy P1. Najwyzsza zawarto$¢ P1

stwierdzono w nasionach SOL5 (4,0%), a najnizszy wykrywalny udziat tych form
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stwierdzono w nasionach SOL6 (0,2% calkowitego zneutralizowanego ekstrahowanego P).
Z kolei zawarto$¢ procentowq fosfonianéw w nasionach AMA1 i CUC2 ustalono na 0,1%,
a w nasionach CUCI1 na poziomie 2,0%.

Do klastra 3 (C3) zakwalifikowana zostata wiekszo$¢ nasion z rodziny krzyzowych
(BRA) oraz pojedynczy przedstawiciele z rodzin selerowatych (API) i bobowatych (FAB).
Dominujaca forma fosforu we wszystkich nasionach w tym klastrze byly
fityniany/ortofosforany, a ich zawarto$¢ wahala sie w zakresie od 39,9% do 57,3%
w odniesieniu do catkowitego ekstrahowanego fosforu. Druga najliczniejsza forme stanowity
fosfodiestry (P2), a ich ilos¢ oznaczono na poziomie od 23,8% dla nasion BRA4 i FAB4
do 37,3% dla nasion BRA3. Znaczacy udziatl w profilu fosforu mialy inne monoestry (P4),
ktére wystepowaly w zakresie od 8,3% do 27,3% wszystkich oznaczonych form fosforu,
natomiast P1 byly obecne jedynie w Sladowych iloSciach. Poréwnujac z C2 odnotowano
istotng roznice w zawartoSciach fosfonianow w nasionach zakwalifikowanych do C3. Udziat
procentowych tych form fosforu byt zdecydowanie wyzszy, wahat sie od 0,8% dla BRA3
do 6,2% dla API6.

Ostatni klaster (C4) obejmuje nasiona roslin nalezacych do rodziny astrowatych (AST)
oraz nasiona niektorych gatunkéw z rodzin dyniowatych (CUC) i bobowatych (FAB).
W przypadku wiekszosci gatunkéw roslin w tym klastrze dominujacq forma fosforu
w nasionach byly P2 (od 39,9% do 86,3%). Druga pod wzgledem licznosci byty
fityniany/ortofosforany (12,5% do 44,7%), natomiast udzial procentowy fosfonianéw
w profilach nasion reprezentujacych klaster 4, byl podobny do gatunkéw grupowanych
w klastrze C3 i wahat sie od 0,5% (dla FAB6) do 7,4% dla (BRA14).

Pomimo iz badane nasiona charakteryzuja sie zréznicowanym profilem, to mozna
zauwazyC¢ pewne podobienstwa. Mapa cieplna z dendrogramami, stworzona na podstawie
pomiar6w *'P NMR wskazuje mozliwe korelacje w wystepowaniu form fosforu w nasionach
badanych roslin. W wiekszosci przypadkéw do jednego klastra przypisano nasiona nalezace
do tej samej rodziny botanicznej. Wyjatek stanowig nasiona roslin z rodziny bobowatych.
Charakteryzuja sie one najbardziej zréznicowanym profilem fosforu, ktérego nie da sie
jednoznacznie przypisa¢ do konkretnego klastra. Chociaz udzialy procentowe poszczego6lnych
form fosforu byly stosunkowo zréznicowane, i w pewnych zakresach sie pokrywaty, to jednak
statystyczne podejScie do analizy profili fosforu badanych nasion potwierdzito,
Ze zaobserwowane roznice sa istotne i charakteryzuja odpowiednie grupy nasion roslin.
Dlatego tez obecno$¢ okreslonych form fosforu w odpowiednich proporcjach moze stanowi¢

wazng ceche chemotaksonomiczng roslin.
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1.3 Naturalne fosfoniany obecne w nasionach roslin

W trakcie przeprowadzonych badan szczegdlng uwage poSwiecono naturalnie
wystepujacym  fosfonianom,  ktérych  obecnos¢ w  nasionach  zaprezentowano
w poszczegblnych profilach fosforowych nasion. Poréwnanie rozstepu miedzykwartylowego
i Sredniej zawarto$ci fosfonianéw, oznaczonych technikg *'P NMR, w nasionach testowanych
gatunkow roslin przedstawiono na Wykresie 2. Do pokazania zaleznoSci pomiedzy
procentowa zawartos$cia fosfonianow w profilu fosforowym nasion a ich przynalezno$cig

do danej rodziny roslin, wykorzystano wykres pudetkowy.

10

Fosfoniany [%0]

2 *
. . ‘ ‘ . ] =
Selerowate Astrowate Kapustowate Dyniowate Bobowate Psiankowate
(API) (AST) (BRA) (cuc) (FAB) (sOL)

Rodzina

Wykres 2. Wykres pudelkowy przedstawiajacy rozklad zawartosci procentowej fosfonianéw w nasionach roslin
nalezacych do réznych rodzin. Ze wzgledu na zbyt malg liczbe analizowanych gatunkéw na wykresie nie
uwzgledniono roslin nalezacych do rodziny szarlatowatych (Amaranthaceae) i wiechlinowatych (Poaceae). Pola
wskazuja mediane i jej granice ufnoSci; wasy wskazuja zakres danych mieszczacy sie w przedziale
miedzykwartylowym +1,5; ,,*” oznaczono nasiona skrajnie odstajace.

Nasiona roslin nalezacych do rodziny selerowatych zawieraly najwieksza wzgledna
zawartos¢ fosfonianéw sposrdd badanych gatunkow roslin. Udzial fosfonianow w profilu
fosforowym nasion rodziny API wahat sie od 4,9% dla pietruszki ,,Alba” (API5) do 9,7% dla
marchwi ,Dolanka” (API1). W przypadku nasion ro$lin z rodziny BRA fosfoniany
wystepowaty w ilosciach od 0,7% (kapusta pekinska ,,Bristol”; BRA4) do 7,4% (gorczyca
biata; BRA14) sposrod wszystkich zarejestrowanych form fosforu. Natomiast w profilach
fosforowych nasion roélin z rodzin AST i POA fosfoniany oznaczono na poziomie 1,3-1,8%.
[los$¢ zwigzkow fosfonowych oznaczonych w nasionach z rodzin AMA, CUC, FAB i SOL nie
przekraczata 1%, z wyjatkiem nasion ogorka ,,Aladyn F1” z rodziny CUC (2,0%).
Przedstawione wyniki potwierdzaja, Ze obecno$¢ fosfonianéw nie jest jedynie cecha

indywidualng niektérych gatunkéw roslin, ale ze te formy fosforu sa rozpowszechnione
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w krolestwie roélin. Jest to prawdopodobnie konsekwencja powszechnego wystepowania tych
zwiazkéw w sinicach. Warto w tym miejscu przypomnie¢ o teorii endosymbiozy, zgodnie
z ktorg sinice przyczynily sie do powstawania pierwotnych plastydow roslin [141],
co w polaczeniu z naturalnym wystepowaniem i zdolnoscig biosyntezy fosfonianéw przez
sinice [195] moze sugerowac, ze rosliny rowniez potrafig syntetyzowac fosfoniany. Hipoteze
te potwierdzily przedstawione wyniki badan [6]. Potwierdzona obecnos¢ tych substancji
w nasionach rodlin moze przyczyni¢ sie do poszerzenia wiedzy na temat ich funkcji
biologicznych. Obecnie istnieje kilka teorii dotyczacych roli fosfonianéw w organizmach
zywych. Wedhug jednej z nich obecnosc¢ fosfonianéw w zewnetrznych btonach komérkowych
stanowi bariere ochronng podczas kontaktu z pasozytami [196]. Moze to by¢ spowodowane
oporno$cig wigzania C-P na degradacje enzymatyczng. Ponadto rozmieszczenie fosfonianow
w tkankach nerwowych bezkregowcow morskich sugeruje, Zze biora one udziat
w przekazywaniu impulséw nerwowych [136]. Uwaza sie rowniez, ze ze wzgledu na
podobienstwo chemiczne grupy -PO;H, do grupy karboksylowej, biorac pod uwage
tetraedryczny charakter posredni tej ostatniej, fosfoniany mogq dziala¢ jako antymetabolity
przeciwko organizmom polaczonym bezposrednimi oddzialywaniami troficznymi
lub w stosunku do organizméw konkurujacych o zasoby Srodowiska. Istniejq takze hipotezy
sugerujace, ze fosfoniany stanowia dodatkowa forme magazynowania fosforu w komorkach

organizmow zywych [136,196].

1.4 Podsumowanie

Rola fosfonianow w tkankach i narzadach ro$lin jest wciaz przedmiotem dyskusji,
a przeprowadzone badania, ktore jednoznacznie potwierdzity obecnos¢ fosfonianow wsréd
naturalnych skladnikow wystepujacych w nasionach roslin, mogg te dyskusja wzbogacic.
Co wiecej, badania profili fosforowych nasion roslin reprezentujacych rézne rodziny
botaniczne wykazaty, ze profile te r6znig sie u poszczegélnych przedstawicieli i sa w pewnym
zakresie specyficzne. Zjawisko to moze stanowi¢ dodatkowa ceche chemotaksonomiczna,
ktéra z kolei moze znaczaco wzbogaci¢ klasyfikacje rodlin oparta nie tylko na morfologii
i anatomii nasion, np. ksztattach, powierzchniach, barwie, wielkosci, obecnosci Sluzu,
skrzydlastych wyrostkach, obecnosci hilium i faldowaniu zarodkéow, ale takze
na zweryfikowaniu profilu fosforowego nasion [197]. Klasyfikacja roslin pod katem profili
fosforu, w tym obecnos$ci fosfonianéw, moze stanowi¢ nowe podejscie o szczego6lnej wartosci
w zakresie rozstrzygania watpliwosci taksonomicznych. Nalezy jednak pamieta¢, ze dopiero
analiza nasion wiekszej liczby gatunkow z kilku, badZ kilkunastu rodzin roslin pozwoli

na zweryfikowanie znaczenia fosfonianow w chemotaksonomii.
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2 Kondycja roslin rozwijajacych sie w optymalnych warunkach
wzrostu

Na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych nad specjacja fosforu w nasionach
roslin nalezacych do r6znych rodzin taksonomicznych, do dalszych badan jako gatunki roslin
modelowych wybrano rzodkiewke i ogérka. Pomimo ze, rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis
thaliana) jest standardowa rosling modelowa, wcigz istnieje potrzeba walidacji
i potwierdzenia mechanizméw fizjologicznych i molekularnych u innych gatunkéw
roslin [198]. Rzodkiewka charakteryzuje sie odpowiednim stosunkiem tempa wzrostu
do masy nasion, co umozliwia analize zmian zachodzacych w czasie kielkowania —
od momentu imbibicji do uzyskania kietkow — w relatywnie krotkim czasie. Standardowym
parametrem w ocenie jakosci nasion jest energia kietkowania (czyli udziat procentowy nasion,
wykietkowanych w najkrétszym mozliwym czasie), ktorg w przypadku rzodkiewki okresla sie
w 4 dobie hodowli. Natomiast ze wzgledu na zwiekszona podatnos$¢ roslin dyniowatych
na infekcje prowadzace do zamierania calej rosliny wywotane maczniakami (maczniakiem
rzekomym i maczniakiem prawdziwym) oraz brakiem szczegdtowych badan na temat
wpltywu komercyjnie dostepnych preparatéw fungicydowych jako druga rosline modelowa
wybrano ogorka.

Ze wzgledu na rdzne partie nasion oraz rézny czas prowadzenia poszczegélnych
eksperymentéw, dla kazdego ukladu przeprowadzono réwnolegle hodowle kontrolne,
w ktorych rosliny rozwijaly sie w optymalnych warunkach wzrostu. Ponadto by ulatwic
okreslenie wybranych stresorow Srodowiskowych wyniki w dalszej czeSci pracy zostaly
przedstawione wzgledem ukladu odniesienia. WartoSci te zostaly znormalizowane,
przyjmujac kontrole jako 100%. Dlatego tez ta cze$¢ pracy zawiera dane bezwzgledne,
uzyskane dla poszczegolnych uktadow kontrolnych oznaczonych odpowiednio: (i) K (Swiatto)
— kontrola dla kietkujacych nasion rzodkiewki rozwijajacych sie w Swietle czerwonym,
niebieskim, zoéttym, fioletowym i bialym o zimnej barwie, (ii) K (UV-3) i K (UV-30) —
kontrola dla kietkéw rzodkiewki poddanych dziataniu Swiatla ultrafioletowego, (iii) K (Cu) —
kontrola dla kietkéw rzodkiewki poddanych dziataniu jonéw Cu®, (iv) K (Mn/Zn) — kontrola
dla kietkéw rzodkiewki poddanych dziataniu odpowiednio jonéw Mn®" oraz Zn*",
(v) K (nasiona) — kontrola dla kietkujacych nasion ogorka zaprawianych preparatami
grzybobdjczymi, (vi) K (fodyga/korzen) — kontrola dla todygi lub korzenia siewek ogérka

opryskiwanych testowanymi fungicydami.
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2.1 Profile fosforowe roslin rozwijajagcych sie w optymalnych
warunkach wzrostu

[loSciowa ocene poszczegdlnych grup zwiazkow fosforu przeprowadzono w oparciu
o analizy NMR (przesuniecia chemiczne i pola powierzchni poszczegélnych pikéw obecnych
na widmach). Ze wzgledu na roznice w przygotowaniu probek do pomiaréw technikq
*'P NMR (koricowe pH ekstraktow), zawarto$ci poszczegolnych oznaczonych form fosforu
przedstawiono w dalszej czeSci pracy, wraz z wynikami odpowiednich warunkow
eksperymentalnych. Takie zestawienie ponadto umozliwi lepsze poréwnanie wplywu

badanego czynnika na przemiany form fosforu w trakcie rozwoju badanych gatunkéw roslin.

2.2 Zmiany zawartosci Pi, kwasu fitynowego, aktywnosSci
enzymatycznej fitaz oraz zawartosci biatka w badanych gatunkach roslin
rozwijajacych sie w warunkach optymalnych

Fosfor obecny w nasionach roslin magazynowany jest gléwnie w postaci komplekséw
fitynianowych kwasu fitynowego z jonami metali [199]. We wczesnym etapie kietkowania
fitazy katalizuja enzymatyczng hydrolize kwasu fitynowego do inozytolu z uwolnieniem
jonow ortofosforanowych [29,200]. Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢ nie tylko zmiany
zawartosci fosforu nieorganicznego w czasie kietkowania i rozwoju siewek, ale takze zmiany
aktywno$ci enzymatycznej fitaz oraz zawarto$ci kwasu fitynowego. Zastosowana metoda
stosowana w oznaczaniu zawartosci kwasu fitynowego okazala sie nieskuteczna
dla kietkujacych nasion rzodkiewki. Prawdopodobnie byto to spowodowane zbyt niskim
stezeniem kwasu fitynowego (ponizej poziomu oznaczalnosci metodg spektrofotometryczng)
w analizowanych prébkach.

Na Wykresie 3. A i B przedstawiono zmiany zawarto$ci Pi w kietkach rzodkiewki,
natomiast na Wykresie 3. C zestawiono zmiany zawartosci Pi i kwasu fitynowego

w kietkujacych nasionach ogorka.

69



A [Tk (swiatia)| B [ K (cu

K (Uv-3) 1K (MniZn)|
7.5 K (uv-30) | 751 :
Bl
z T =
E 5.0 _ E 50
TU? —t (=]
o . =2
£ T £
T [
) e
] -
=]
§ 5
2 254 = 254
3 N _
T
MAEE : i BRI ; 2

DAT DAT

[__IPi
| |Kwas fitynowy

(@]

Zawartoé¢ Pilkwasu fitynowego

I

Wykres 3. Zawartos¢ fosforu nieorganicznego (Pi) w kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie w optymalnych
warunkach wzrostu (A i B) oraz zawartosci Pi i kwasu fitynowego w kietkujacych nasionach ogérka
rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu (C).

Zawarto$¢ fosforu nieorganicznego wzrastata w czasie trwania hodowli, a dynamika
wzrostu réznila sie w zaleznosci od gatunku roéliny oraz partii nasion. Srednia zawarto$¢ Pi
w kietkach rzodkiewki w kolejnych dniach wynosita odpowiednio 1,34 (0 DAT),
1,76 (2 DAT), 2,57 (3 DAT), 3,08 (4 DAT) i 5,05 (4 DAT) mg g s.m. Najnizszq zawarto$¢
(0,99 mg g s.m.) Pi w kielkach rzodkiewki odnotowano dla K (Mn/Zn) w 1 DAT, natomiast
najwyzsza (7,14 mg g ' s.m.) dla K (Cu) w 4 DAT. W przypadku kietkujacych nasion ogérka
zawartos¢ Pi w pierwszych dniach hodowli utrzymywala sie na stalym poziomie 1,54 +
0,08 mg g' s.m. (0 — 3 DAT) i wzrosta do 5,21 + 0,20 mg g’ s.m. w 7 DAT. Zmiana
zawarto$ci Pi byla skorelowana ze zmiang zawarto$¢ kwasu fitynowego w kietkujacych
nasionach ogorka. Zawartos¢ kwasu fitynowego malata w czasie trwania hodowli od 5,25 +
0,15 mg g" s.m. do 4,33 + 0,08 mg g s.m.. Zmiany zawarto$ci Pi w wiekszosSci przypadkéw

byly réwniez skorelowane ze zmianami aktywnosci enzymatycznej fitaz (Wykres 4.).
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Wykres 4. Aktywnos¢ enzymatyczna fitaz w kietkach rzodkiewki (A i B) oraz w kietkujacych nasionach ogérka
rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu (C).

Aktywnos¢ fitaz w kietkach rzodkiewki wzrastala w czasie i mieScita sie w zakresie
0,17 - 3,51 U g" s.m. dla K ($wiatto); 0,21 — 0,88 U g s.m. dla K (UV-3); 0,19 -0,85 U g"
s.m. dla K (UV-30); 0,32 — 2,74 U g' sm. dla K (Cu) oraz 0,12 — 2,05 Ug"' s.m.
dla K(Mn/Zn). Natomiast aktywnos$¢ fitaz w kietkujacych nasionach ogérka wzrastata od
18,24 + 0,50 mU g*' s.m. do 183,41 + 29,46 mU g s.m. w 0 — 4 DAT. Po 4 DAT zauwazalny
byl spadek aktywnosci enzymatycznej do 102,19 + 4,17 mU g s.m.. R6znica rzedu wielkoSci
pomiedzy aktywnoscia fitaz rzodkiewki i ogérka moze thumaczy¢ niewykonalno$¢ oznaczen
kwasu fitynowego w kielkach rzodkiewki — ze wzgledu na wieksza aktywnos$¢ fitaz nie
mozna bylo oznaczy¢ zawartosci kwasu fitynowego w kietkach rzodkiewki. Ponadto, warto
podkresli¢, ze zmiany zawarto$ci Pi i kwasu fitynowego nie korelowaly w prosty sposéb
z aktywnoscia fitazy. Jednakze zaobserwowany wzrost aktywnosci fitazy w kietkujacych
nasionach ogorka w 3 i 4 DAT moze byC powiazany ze wzrostem zawartosci biatka

(Tabela 4.) w trakcie kielkowania.

Tabela 4. Zawarto$¢ biatka w rzodkiewce i ogérku rozwijajacych sie w warunkach optymalnych.

DAT

Uklad kontrolny
1 2 3 4 7

K ($wiatlo) e 524+0,18 5,52+0,11 8,87+£1,09 5,62+0,14 e
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DAT

Uklad kontrolny
1 2 3 4 7
K (UV-3) —_— 14,39 £ 0,52 14,78 + 0,33 13,41 +£0,09 15,08 £0,18 —_—
K (UV-30) —_— 13,33+ 0,05 15,28 +0,30 14,89 +0,28 13,53 + 0,09 _
K (Cu) 793+0,39 768+061 7,68+0,61 829+0,79 8,63+0,42 E—
K (Mn/Zn) 702+09 8,12+064 6,69+087 7,87+0,67 828+0,57 —_
K (nasiona) 8,14+0,51 6,88+1,25 837+0,59 8,07+040 9,60+1,11 1247041

Najnizsza zawarto$¢ biatka wyniosta 6,88 + 1,25 mg g s.m. (1 DAT), a najwyzsza
12,47 + 0,41 mg g' s.m. (7 DAT). Natomiast w kietkach rzodkiewki warto$ci te wynosilty

odpowiednio 5,24 + 0,18 mg g s.m. (1 DAT dla K ($wiatlo)) oraz 15,08 + 0,18 mg g™ s.m.
(4 DAT dla K(UV-3)).

2.3 Zmiany w zawartosci nukleotydow adeninowych w roslinach
rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu

Zawartosci nukleotydow adeninowych w poszczegolnych dniach rozwoju rzodkiewki
przedstawiono na Wykresie 5. Trend zmian zawartoSci AMP jest rozny w zaleznosci
od zastosowanej partii nasion. Najnizszq zawarto$¢ (94,55 + 7,85 pg g* s.m.) odnotowano

dla K(Cu) w 0 DAT, natomiast najwyzszg (360,48 + 17,28 pg g™ s.m.) dla K(Mn/Zn) réwniez
w 0 DAT.
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Wykres 5. Zmiany zawartosci nukleotydéw adeninowych w kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie
w warunkach kontrolnych: A — K (Swiatlo); B — K(UV-3); C — K(UV-30); D — K(Cu); E — K(Mn/Zn).
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Zawartos¢ ADP w kazdym przypadku wzrasta w czasie trwania hodowli, natomiast
zmiany w zawarto$ci ATP fluktuuja, nie wykazujac zadnej tendencji. Wyjatek stanowi
K (Swiatto) i K (UV-30), dla ktorych zaobserwowano spadek zawarto$ci adenozyno-5’-
trifosforanu w kolejnych dniach eksperymentu.

W Tabeli 5. zestawiono zmiany zawartosci nukleotydéw adeninowych w kietkujacych
nasionach ogérka (Wariant 1) oraz lodydze i korzeniach siewek ogérka (Wariant 2).
Analizujgc przedstawione dane mozna zauwazyC, ze zawartosci AMP, ADP i ATP
w kietkujacych nasionach zwieksza sie wraz z czasem kietkowania. W przypadku siewek,
w ro$linach prowadzacych juz proces fotosyntezy, zmiany w zawartosci ADP mialy tendencje
spadkowa, zaréwno w todydze, jak i korzeniach. Jednoczesnie, adenozyno-5’-difosforan miat
najwiekszy udzial sposréd wszystkich nukleotydow adeninowych. Natomiast, najnizszy
udzial miat adenozyno-5’-trifosforan w obu badanych czesciach roslin ogérka. Zawartosé¢
ATP w czeSciach nadziemnych pozostawala stala i wahala sie w granicach 31,05 —
57,39 pg g s.m.. Podobne wahania odnotowano w przypadku AMP, ktérego zawarto$¢
ksztaltowala sie na poziomie 66,44 — 114,86 pg g™' s.m..

Tabela 5. Zawarto$ci nukleotydéw adeninowych (pg g*' s.m.) oraz warto$ci adenylowanego tadunku
energetycznego w kietkujacych nasionach (Wariant 1) oraz todydze i korzeniu (Wariant 2) ogérka rozwijajacego

sie w warunkach optymalnych. Dla Wariantu 1 prébki pobierano przez 6 dni od momentu imbibicji, natomiast
dla Wariantu 2 probki zbierano prze 5 kolejnych dni.

DAT
Parametr  Cze$¢ roslin
0 1 2 3 4 7
Kﬁsklﬁf:e 18,85 +0,35  2545+2,03  37,23+3,56 55,92+10,10 50,98+0,18 115,19+9,30
AMP
Lodyga 108,93+593 99,47+1,77  78,46+4,84  69,11+2,67  91,65¢356  —
Korzeri 207,40+12,23 136,97+2,84 156,23+5,88 152,27+20,92 128,42+19,46 —
K;f;‘;?;e 149,65+1,61 155,65+6,47 168,10+11,74 254,67+38,29 297,58+43,43 599,51+11,91
ADP Lodyga 579,77428,01 471,74+23,26 356,78+21,04 331,32+40,45 400,86+27,34 —
Korzen 824,21452,79 463,19+4805 659,40+38,99 731,60+74,69 569,53+89,44
Kﬁsklﬁf:e 44914473 6592+2,83  75,60+4,15  83,47+48,66 87,82+1520  53,32+2,29
ATP
Lodyga 51,95¢544  48,08£9,89  33,88+2,83  38,58+496  37,78+6,43 -
Korzen 47,84+1,84 33,52+1,82 96,32+5,11 105,00+15,44 59,14+3,81 —

Adenylowy ladunek energetyczny przedstawia charakter przemian metabolicznych
zachodzacych w organizmach zywych. Wartosci parametru AEC powyzej 0,5 informuja
o przewadze procesow anabolicznych, natomiast ponizej 0,5 Swiadczg o przewadze proceséw
katabolicznych. W Tabeli 6. zestawiono wartoSci parametru AEC kietkow rzodkiewki,
kietkujacych nasion ogorka oraz siewek ogérka w poszczeg6lnych dniach hodowli. Wartosci

parametru AEC w kielkach rzodkiewki rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu
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i oznaczonych K (Swiatlo), K (UV-3) i K (UV-30) byly na stalym poziomie i miescily sie
w zakresie 0,41 — 0,47; dla K(Mn/Zn) wzrastaty w czasie od 0,33 do 0,48. Natomiast
w przypadku K (Cu) wartos¢ parametru AEC oscylowata w zakresie 0,56 — 0,61, co Swiadczy
o przewadze procesow anabolicznych.

Tabela 6. Wartosci parametru AEC w kielkach rzodkiewki, kietkujacych nasionach ogorka oraz lodydze
i korzeniach siewek ogorka rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu.

DAT
Uklad kontrolny
0 1 2 3 4 7
K (Swiatto) _— 0,46 £0,02 0,44+0,01 0,46+0,00 0,47 +0,00 E—
K (UV-3) e — 0,46 +0,01 0,41+0,01 0,46+0,01 0,48+0,02 _
K (UV-30) _ 0,42+0,01 0,44£0,00 0,43+0,01 0,45+£0,01 _
K (Cu) 0,60+0,01 0,58+001 056+0,00 060+0,01 0,558+001 —

K (Mn/Zn) 0,34+0,01 042+001 043+0,01 044+0,01 0,47+0,01 —_—

K (nasiona)  0,56+0,01 0,558+0,00 0,57+0,01 0,54+0,01 0,54+0,02 0,46 0,00
K (todyga) 0,46 £0,01 0,48+0,03 0,45+0,03 049+004 045+0,01 ——
K (korzen) 0,42+0,02 042+000 0,47+0,01 047+0,00 045+001 ——

W przypadku nasion ogorka, wartos¢ parametru AEC maleje w trakcie kielkowania.
Jednoczesnie zmianom ulega charakter przemian metabolicznych — w poczatkowym etapie
kietkowania przewazaja reakcje anaboliczne (0 — 4 DAT), ktére po 4 DAT ustepuja procesom
katabolicznym. Natomiast w siewkach ogérka wartosci parametru AEC utrzymujq sie
na statym poziomie (K (todyga)) lub nieznacznie fluktuuja (K (korzen)), jednak charakter

zachodzacych przemian metabolicznych Swiadczy o przewadze procesow katabolicznych.

2.4 Profile wzrostu

Proces kietkowania sklada sie z trzech etapow: (i) wchianiania wody, (ii) aktywacji
i (iii) wzrostu wewnatrz-nasiennego zakonczonego wysunieciem zarodka. Jednak, ze wzgledu
na stopniowe przemiany metaboliczne zachodzace w wielokomoérkowej i zlozonej tkance
nasion trudno jest ustali¢ poczatek i koniec kazdego z poszczegdlnych procesow [201].
Dlatego tez kryterium makroskopowe — wysuniecie zarodka — jest jednym z jakoSciowych
atrybutow w ocenie zdolnoSci kielkowania. Ponadto, zastosowanie odpowiedzi binarnej
(kietkujace/niekietkujace), jest najprostsza metoda oznaczania jakosSci nasion i moze byc¢
przeliczane na atrybut ilosciowy, zwykle procentowy [202].

Procent wykietkowanych nasion przedstawiono na Wykresie 6. Liczba wykietkowanych
nasion wzrastala w czasie trwania hodowli. Najwieksze zmiany zaobserwowano pomiedzy
1 DAT i 2 DAT w przypadku rzodkiewki oraz 2 DAT i 3 DAT w przypadku ogdrka. Nastepnie
doszto do wyrdwnania kielkowania, a tempo kielkowania zmalalo. Maksymalny procent
wykietkowanych nasion rzodkiewki byt na poziomie 85 — 95% (K (Swiatlo), K (Cu),
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K (Mn/Zn)) oraz 55 — 70% (K (UV-3), K (UV-30)). Natomiast najwyzszy procent

wykietkowanych nasion ogdrka wynosit 89%.
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Wykres 6. Dynamika kietkowania nasion rzodkiewki (A, B) oraz ogérka (C) wyrazona w procentach jako
stosunek catkowitej liczby badanych nasion.

2.5 Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych w kietkach rzodkiewki
I siewkach ogérka rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu
Zawarto$¢ chlorofilu catkowitego (Tabeli 7.) do 2 DAT byla ponizej poziomu

oznaczalno$ci. Najwyzszg zawarto$ci w 4 DAT odnotowano dla K (Cu) (1,31 + 0,09 mg g*

s.m.), natomiast najnizszg dla K (UV-30) (0,18 + 0,03 mg g s.m.). Zawarto$¢ karotenoidéw

miescita sie w zakresie 0,01 —0,35 mg g' s.m. i wzrastata w czasie trwania hodowli.

Jej najwyzszq wartos¢ odnotowano dla K (Swiatto) w 4 DAT.

Tabela 7. Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych (chlorofilu catkowitego i karotenoidéw) w kietkach

rzodkiewki rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu.

fo toE;;::ltl)lflc(zny Uklad kontrolny 0 1 D;&T 3 A
chlorofil K ($wiatlo)  — n.s n.s. 0,23 £ 0,01 1,12 £ 0,07
catkowity K (UV-3) - n.s ns. 0,07+0,01 0,38+ 0,08
K(UV-30) —_— n.s n.s. 0,03 + 0,00 0,18 £ 0,03
K (Cu) n.s. n.s n.s. 0,21 + 0,01 1,31 £ 0,09
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Barwnik DAT

fotosyntetyczny Uklad kontrolny 0 1 5 3 A
K (Mn/Zn) n.s. n.s. n.s. 0,15 + 0,00 1,12 £ 0,07
K ($wiatlo) 0,04 +0,01 0,02+0,00 0,09+0,32 0,32 + 0,03
K (UV-3) S 0,02+0,00 0,02+0,00 0,04 £0,00 0,09 + 0,00
karotenoidy K(UV-30) _ 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03 +0,00 0,05+ 0,01
K (Cu) 0,03 + 0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 0,07 £ 0,00 0,24 + 0,00
K (Mn/Zn) 0,01 + 0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,05+0,00 0,13+ 0,01

Wartosci wyrazono w mg g s.m. + SD; n.s. - nie stwierdzono.

Zawartos¢ barwnikow fotosyntetycznych w nadziemnych czeSciach siewek ogérka (ped
zawierajacy dwa zielone liscienie i liScie prawdziwe) przedstawiono w Tabeli 8. Stezenie
chlorofilu catkowitego wahato si¢ w granicach 7,10 — 10,69 mg g™' s.m.. Maksymalny wzrost
chlorofilu stwierdzono w 2 DAT. Zmiany te odpowiadaja zmianom zawarto$ci chlorofilu a.
Natomiast zawartos¢ chlorofilu b w czasie trwania doswiadczenia utrzymywata sie na statym
poziomie i wahata sie w granicach 1,77 — 2,66 mg g™ s.m.. Najwiekszq warto$¢ chlorofilu b
zaobserwowano w 2 DAT i wyniosta 2,38 + 0,28 mg g s.m.. Zmiany zawarto$ci
karotenoidéw w siewkach ogdrka byty podobne jak w przypadku chlorofilu ,,b” i miescity sie
w zakresie 0,57 — 1,07 mg g' s.m.. Najwyzsza zawarto$¢ karotenoidéw (0,95 + 0,12 mg g*
s.m.) odnotowano w 2 DAT, po ktérym zaobserwowano spadek zawartoSci barwnika
fotosyntetycznego.

Tabela 8. Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych (chlorofilu a, chlorofilu b, chlorofilu catkowitego oraz
karotenoidéw) w nadziemnych cze$ciach (fodygach) siewek ogédrka.

Barwnik DAT
fotosyntetyczny 0 1 2 3 4
chlorofil a 6,62 + 0,56 6,68 + 0,50 7,36 £ 0,74 6,41 + 1,08 5,94 + 0,70
chlorofil b 2,23 +0,21 2,15+0,21 2,38 £ 0,28 2,26 £ 0,33 2,12+ 0,35
chlorofil catkowity 8,85+ 0,71 8,83 + 0,66 9,74 + 0,95 8,66 + 1,31 8,06 + 0,96
karotenoidy 0,80 + 0,09 0,74 + 0,05 0,95+ 0,12 0,69 + 0,04 0,65 + 0,08
Wartosci wyrazono w mg g™ s.m. + SD.
2.6 Zmiany aktywnosci przeciwutleniajacej i zawartosci

antyoksydantéw, w tym zwigzkéw fenolowych i flawonoidéw w kietkach
rzodkiewki oraz siewkach ogorka rozwijajacych sie w warunkach
optymalnych

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca, wyrazong jako zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw

(RSA), przedstawiono na Wykresie 7. Natomiast w Tabeli 9. zestawiono zawartoSci

antyoksydantow, zwigzkéw fenolowych oraz flawonoidéw.
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Wartos¢ RSA w kietkach rzodkiewki wzrastala w czasie kietkowania i mieScita sie
w granicach od 48,9% + 11,5% (K (UV-30), 2 DAT) do 82,5 + 0,8% (K (Cu), 2 DAT).
Natomiast aktywnoS¢ przeciwutleniajgca w todygach siewek ogorka byla znacznie nizsza
i wahala sie w zakresie 6,0 — 10,4%. Mniejsze roznice wartosci RSA w poszczegdlnych
dniach rozwoju siewek ogorka — roslin zawierajacych zielone liScienie i liScie prawdziwe —
Swiadczy o wiekszej rownowadze metabolicznej w poréwnaniu z dopiero kietkujacymi
nasionami rzodkiewki, w ktorych zachodzg dynamiczne przemiany metaboliczne.

Zawartos¢ antyoksydantow w siewkach ogorka miescila sie w zakresie od 2,42
do 3,46 mg Troloksu g' s.m. i utrzymywata sie na statym poziomie, z niewielkim spadkiem
warto$ci w 2 i 3 DAT. Natomiast zawarto$¢ antyoksydantow w kietkach rzodkiewki réznita
sie znaczaco w zaleznoSci od partii nasion i zawarta byla w zakresie od 1,64 + 0,21

(K ($wiatto), 1 DAT) do 10,89 + 0,20 mg Troloksu g s.m. (K (Cu), 4 DAT).
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Wykres 7. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca, wyrazona jako procent wychwytywania wolnych rodnikéw [RSA],
w kietkach rzodkiewki (A, B) oraz siewkach ogérka (C) rozwijajacych sie w warunkach optymalnych.

Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w kietkach rzodkiewki wzrastala w czasie trwania
hodowli i miescita sie w zakresie od 7,91 + 0,05 do 15,27 + 1,07 mg GAE g™ s.m., przy czym

najnizszg wartoS€ odnotowano dla K (UV-30) w 1 DAT, a najwyzsza dla K (Swiatlo)
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w 4 DAT. Natomiast zawartos¢ zwiazkow fenolowych w siewkach ogorka, podobnie jak
w przypadku antyoksydantéw, utrzymywata sie na statym poziomie i miescita sie w zakresie
5,89 — 7,78 mg GAE g’ s.m.. Zawarto$¢ flawonoidéw wahata sie od 3,58 + 0,24 do 5,35 +
1,16 mg Q g' s.m.. Najwyzszgq warto$¢ odnotowano dla K (UV-3) w 2 DAT, natomiast
najnizsza w 4 DAT.

Tabela 9. ZawartoSci zwiazkéw o dzialaniu przeciwutleniajagcym w kietkach rzodkiewki oraz todygach siewek
ogoérka rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu.

Uklad DAT
Parametr
kontrolny 0 1 2 3 4
K ($wiatlo) S 1,64+ 0,21 551+099  4,12+034  7,82+0,65
K (UV-3) - 948+051  10,40+051  10,12+0,75 10,82+ 0,18
Antyoksydanty K(UV-30) - 8,07+042  9,15+041  981+041  10,44%039
(mg Troloksu g's.m.) g (cy) 918+038  7,91+£096 10,66 +0,47 10,60+0,05 10,89 £ 0,20

K (Mn/Zn) 6,26 + 0,39 4,82 £ 0,22 5,40 £ 1,00 6,98 £ 0,23 6,57 £ 0,65

K (fodyga) 3,02+0,16 3,28 +0,18 2,62 + 0,20 2,70+ 0,11 3,03 £ 0,08

K ($wiatlo) S 11,94+036  11,74+0,89  13,03+0,66 1527+ 1,07
K (UV-3) - 9,18+0,19  10,28+0,32  10,72+1,17 12,58 +0,23
Zwigzki fenolowe  K(UV-30) S 791+0,05  935+000  10,31+0,44 11,59+ 0,70

(mg GAE g" s.m.) K (Cu) 10,77£0,01  10,19+0,19  11,59+0,08  12,26+0,07 13,35+ 0,05
K(Mn/Zn) 851+1,38  856+125  10,53+042 11,65+1,21 13,08 +0,36
K (fodyga)  6,68+028  623+034  741+037  726+019  665+0,14

K ($wiatlo) — 496+0,554  457+0,49  439+048  539+0,31
(leéagogr_‘f’;dri | K (UV-3) N 3,74+0,74  535+1,16  504+0,33  3,58+024
K(UV-30) S 403+035  376+033  392+060  3,81+0,16
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3 Wptyw warunkéw oswietlenia na kietkowanie i kondycje
kietkdw rzodkiewki

Przez caly cykl zycia rosliny sa narazone na wiele czynnikéw srodowiskowych, takich
jak nadmierna intensywno$S¢ Swiatla, zasadowos¢ lub kwasowos¢ gleby, zbyt wysokie
lub niskie temperatury, uszkodzenia oksydacyjne, czy niedobdr badz nadmiar wody. Dzialanie
tych bodZcow wywohije odpowiednie zmiany biochemiczne, fizjologiczne, morfologiczne
i molekularne [203,204]. Zachodzace w komoérkach zmiany stanowia swoiste sygnaty
umozliwiajace roslinom przystosowanie sie do panujacych warunkow srodowiska. Poniewaz
kietkowanie nasion jest jednym z kluczowych etapéw w cyklu Zyciowym roslin, nasiona
w procesie ewolucji wyksztalcity r6zne mechanizmy stuzace do wykrywania warunkow
Srodowiskowych sprzyjajacych kielkowaniu. Jednym z najwazniejszych czynnikéw
kontrolujacych nie tylko kielkowanie, ale takze inne aspekty wzrostu i rozwoju roslin, jest
Swiatlo [205-207]. Wykazano, ze na kielkowanie, wzrost i produktywnosc¢ roslin wptywaja
rézne cechy Swiatla: (i) sktad widmowy, (ii) intensywnosc¢ oraz (iii) czas trwania ekspozycji
na Swiatto [208-210].

W zaleznosci od gatunku, rosliny wykazuja r6zna wrazliwo$¢ na Swiatlo w trakcie
kietkowania nasion [211]. Podczas gdy nasiona wielu roslin sa obojetne na warunki Swietlne,
istnieja gatunki, ktérych kielkowanie rozpoczyna sie tylko w warunkach o$wietlenia, tylko
w ciemnosci, lub przy odpowiednim udziale $wiatla i ciemnosci w trakcie doby [212].
Promocja kietkowania przez S$wiatlo jest konsekwencja powstawania aktywnej formy
fitochromoéw — Pfr (absorbujgca swiatlo dalekiej czerwieni (FR) forma fitochromu), gléwnie
fitochromu A (phyA), fitochromu B (phyB) i fitochromu E (phyE) [213,214]. W promowaniu
kietkowania przez forme Pfr stabilnych fitochroméw gtéwne znaczenie maja gibereliny (GA)
i kwas abscysynowy (ABA). Dowiedziono, ze Pfr wplywa na synteze i katabolizm GA,
zmiany wrazliwosci komorek na obecnos$¢ GA, a takze na metabolizm ABA — fitohormonow
regulujacych proces kietkowania [215]. Natomiast w przypadku nasion gatunkow roslin
kietkujacych w ciemnosci, u ktérych Pfr utworzyt sie podczas dojrzewania owocow [206],
kielkowanie moze zostaC zahamowane poprzez krotka ekspozycje na Swiatlo, prowadzaca
do przeksztalcenn aktywnej formy fitochroméw Pfr do form nieaktywnych lub poprzez
przedtuzong ekspozycje na FR, w wyniku ktdrej dochodzi do regulacji metabolizmu przez
phyA [216]. Ponadto wykazano, ze intensywno$¢ i czas naswietlenia stosowanego podczas
kielkowania, nie tylko reguluje proces kietkowania, ale takze silnie wplywa na mechanizmy

biosyntezy flawonoidéw i antocyjanéw [217].
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Reakcje na Swiatlo zaleza nie tylko od gatunku, ale takze od etapu wzrostu — fazy
rozwojowej roélin [218,219]. Swiatlo, odgrywa kluczowa role takze w innych niz kietkowanie
procesach rozwojowych, takich jak: (i) fotosynteza, (ii) wzrost komorek i narzaddw,
(iii) biosynteza jednostek budulcowych niezbednych do wzrostu, (iv) wytwarzanie
metabolitow pierwotnych i wtérnych. W ten sposéb oddzialuje na cechy morfologiczne,
anatomiczne i fizjologiczne organizméw roslinnych [218]. Wplyw S$wiatla na wyzej
wymienione procesy oraz parametry biochemiczne jest Scisle uwarunkowany dhugoscia
fali [209]. Chociaz zakres $wiatta widzialnego (400 — 700 nm) jest uwazany za najwazniejszy
w procesie fotosyntezy, roSliny wyzsze dynamicznie reaguja na zakres widma fal
elektromagnetycznych od UV-C (260 nm) do dalekiej czerwieni (720 — 780 nm) [220].
Udowodniono, ze istniejg znaczace roznice w zawarto$ci chlorofilu i RuBisCO, cechach
fotosyntetycznych izdolnoSciach wychwytywania reaktywnych form tlenu u ro$lin
rozwijajacych sie przy roznych barwach sSwiatla [221]. Na przyklad ekspozycja roslin
na $wiatlo niebieskie prowadzi do akumulacji karotenoidéow i antocyjanéw [205,218] oraz
zwieksza zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych w liSciach [222], poprawia przewodnictwo
szparkowe [223,224], reguluje fototropizm i fotomorfogeneze [198], ograniczajac wydtuzanie
lodygi i indukujac ekspansje lisci [205,225]. Swiatlo zielone poprawia wzrost i tempo
fotosyntezy netto (Pn) [226] oraz sprzyja wydluzaniu hipokotylu na wczesnym etapie
rozwoju [227]. Natomiast $wiatto z6étte zwieksza zawartos¢ izoflawonéw w kietkach [228].
Ekspozycja roslin na Swiatlo czerwone prowadzi do zwiekszenia zawartoSci zwigzkow
fenolowych, a polaczenie energii czerwonej i niebieskiej prowadzi do akumulacji azotu
w lisciach [224,229] oraz zwieksza tempo fotosyntezy [230]. Natomiast Swiattlo UV prowadzi
do akumulacji karotenoidéw i antocyjanow w lisciach [205,218].

Aby okreslic wplyw widma Swiatta na wzrost roslin oraz wybrane aspekty ich
metabolizmu, kietki rzodkiewki — rosliny modelowej w tego typu badaniach hodowano
w siedmiu réznych warunkach oSwietlenia, w tym czerwonym, niebieskim, zotym,
fioletowym, bialym o zimnej barwie oraz z dodatkiem promieniowania ultrafioletowego

o roznej intensywnosci (UV-3 i UV-30).

3.1 Profile fosforowe kietkdw rzodkiewki rozwijajacych sie w réznych
warunkach oswietlenia

[loSciowa ocene poszczegblnych grup zwiazkéw fosforu przeprowadzono w oparciu
o wartosci przesuniecia chemicznego i pola powierzchni odpowiednich pikow wystepujacych
na widmach *'P NMR. Formy P wystepujace w zneutralizowanych ekstraktach (35% HCIO;

3 x 30 min; UAE) z kietkow rzodkiewki oraz wzgledny procent zawartosci poszczegdlnych
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form P (P1 — polifosforany/difosforany [(-5) — (-3,5) ppm]; P2 — fosfodiestry [(-1) — 1,5 ppm];
P3 - fityniany/ortofosforany [1,5 — 3,7 ppm]; P4 — inne monoestry [3,7 — 6 ppm])
w przeliczeniu na calkowita powierzchnie NMR przedstawiono w Tabeli 10. Dodatkowo,
w celu ulatwienia okreslenia wplywu Swiatla na rozwdj kietkow rzodkiewki, w tabeli zawarto
takze wzgledne ilosci (%) poszczeg6lnych form fosforu oznaczonych w ekstraktach kietkow

rzodkiewki rozwijajacych sie w optymalnych warunkach wzrostu.

Tabela 10. Wzgledne zawartosci (%) oznaczonych form fosforu obecnych w zneutralizowanych ekstraktach
kietkéw rzodkiewki rozwijajacych sie w roznych warunkach o$wietlenia.

DAT Wersja oSwietlenia (E/:) (f/oz) (1;03) (l:/:‘)
Kontrola - 0,7 40,5 58,8

Czerwone - 1,4 40,8 57,8

Niebieskie — 1,1 40,1 58,8

Z6te - 1,0 41,9 57,1

2 Fioletowe - 1,5 37,1 61,4
Zimne biate - 1,1 31,7 67,2

UV-3 - 3,8 47,6 48,6

UV-30 - 1,2 54,4 44,4

Kontrola - 1,3 51,5 472

Czerwone - 0,6 41,9 57,5

Niebieskie - 0,6 37,1 62,3

Z6te - 0,7 37,2 62,1

3 Fioletowe - 0,8 36,5 62,7
Zimne biate — 1,2 33,4 65,4

UVv-3 - 2,0 49,9 48,1

UV-30 - 4,9 40,7 54,4

Kontrola - 1,7 27,5 70,8

Czerwone - 1,8 30,0 68,2

Niebieskie - 0,4 34,6 65,0

Z6ke - 0,6 35,3 64,1

: Fioletowe - 0,5 33,6 65,9
Zimne biate - 0,8 27,1 72,1

UVv-3 - 1,3 69,0 29,7

UV-30 - 1,7 62,4 35,9

Zakres przesunie¢ chemicznych (ppm) poszczegdlnych form fosforu zarejestrowanych na widmach *'P
NMR zneutralizowanego ekstraktu badanych prébek: P1 — polifosforany/difosforany ((-15) — (-3,5) ppm); P2 —
fosfodiestry ((-1) — 1,5 ppm); P3 — fityniany/ortofosforany (1,5 — 3,7 ppm); P4 — inne monoestry (3,7 — 6 ppm);
»— —Tnie oznaczono. Blad standardowy nie przekraczat 10% warto$ci podanych w tabeli.

Uzyskane wyniki odzwierciedlaja wptyw barwy Swiatla na wzgledny iloSciowy udziat
form fosforu w kietkach rzodkiewki. Jak wynika z danych przedstawionych w Tabeli 10.,
w rzodkiewce w fazie kielkowania zawarto$¢ poszczeg6lnych form fosforu zmienia sie

w czasie trwania eksperymentu. W 2 DAT fosfor wystepuje w formie innych monoestrow
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(P4), ktérych zawartos¢ w zneutralizowanych ekstraktach miescita sie w przedziale od 48,6
dla UV-3 do 67,2 dla Swiatla bialego o zimnej barwie. Wyjatek stanowi UV-30, dla ktorego
przewazajaca formga P byly fityniany oraz ortofosforany (P3). W czasie trwania eksperymentu
relacja formy P3 i P4 ulegla zmianie. Warto wroci¢ uwage na wplyw $wiatta UV-30,
dla ktérego w 3 DAT relacje te sie odwrocity, a w 4 DAT udziat formy P3 byt dwukrotnie
wiekszy od udzialu formy P4. Podobne zalezno$ci odnotowano dla UV-3, jednak dopiero
w4 DAT. Taki wynik moze $wiadczy¢ o uwolnieniu jonéw ortofosforanowych
z fosfomonoestréw w wyniku hydrolizy np. pochodnych cukrowych. W przypadku
pozostatych wariantow eksperymentu, dla ktérych odnotowano wzrost udziatu P4 nad P3,
najprawdopodobniej doszto do hydrolizy wigzan estrowych w czasteczkach kwasu
fitynowego, a uwolnione jony Pi zostaly od razu wlaczone w procesy syntezy
fosfomonoestréw. Na Rysunku 29. zestawiono przykladowe widma *'P NMR uzyskane
dla ekstraktow z kietkow rzodkiewki rozwijajacych sie 4 dni w warunkach kontrolnych oraz
w Swietle biatym o zimnej temperaturze barwowej. Najwieksze réznice w ksztalcie sygnatow

mozna zauwazy¢ w przedziale P4, odpowiadajacym fosfomonoestrom.

A P4 (3,7 -6,0 [ppm]) P3(1,5-3,7 [ppm]) P2 (-1,0 - 1,5 [ppm])
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Rysunek 29. Por6wnanie widm *P NMR ekstraktéw z kietkéw rzodkiewki (4 DAT) rozwijajacych sie
w warunkach kontrolnych (A) oraz Swietle bialym o zimnej temperaturze barwowej (B). Pomiary
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przeprowadzono dla prébek o odczynie obojetnym (pH=7), kolorowymi polami zakre$lono sygnaty na widmie
nalezace do poszczegélnych form P — P2 — fosfodiestry [-1 — 1,5 ppm]; P3 — fityniany/ortofosforany [1,5 —
3,7 ppm]; P4 — inne monoestry [3,7 — 6 ppm].

3.2 Zmiany zawartosci Pi, aktywnosci enzymatycznej fitaz
oraz zawartosci biatka w kietkach rzodkiewki

W celu okreslenia wplywu wybranych wariantow oSwietleniowych na przemiany
zwiazkéw fosforu analizie poddano réwniez zmiany zawarto$ci fosforu nieorganicznego,
biatka oraz aktywnoS$ci enzymatycznej fitaz w probkach z roslin rzodkiewki (Wykres 8.).
Stwierdzono, ze zawarto$¢ Pi w kietkach rzodkiewki wzrastata w czasie kietkowania. Srednia
warto$¢ w poszczegélnych dniach rozwoju wynosita kolejno: 2,45; 3,48 i 4,64 mg g™ s.m.
(2 DAT, 3 DAT, 4 DAT). Przy czym najmniejsza zawarto$¢ (1,35 = 0,17 mg g" s.m.)
odnotowano w 2 DAT dla $wiatta fioletowego, natomiast najwieksza (6,75 + 0,24 mg g™ s.m.)
dla Swiatla niebieskiego w ostatnim dniu eksperymentu. Roéznice istotne statystycznie
(p<0,05) w zawartosci Pi w odniesieniu do kontroli odnotowano w 2, 3 i 4 DAT
dla wszystkich badanych wariantow oSwietlenia. Wyjatek stanowilo Swiatlo czerwone, UV-3
i UV-30 w 2 DAT. Zawarto$¢ Pi byla istotnie wyzsza w 3 DAT (200% kontroli) i 4 DAT
(172% kontroli) odpowiednio dla UV-3 i UV-30, co potwierdza wczesniej sformulowang
hipoteze na temat zachodzacych przemian poszczeg6lnych form fosforu. Natomiast istotnie
nizsza zawarto$¢ Pi (50%; 60% i 53% kontroli) stwierdzono odpowiednio dla Swiatla

fioletowego i z6ttego w 2 DAT oraz z6ttego w 3 DAT.
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Wykres 8. Sredni wspélczynnik zawarto$¢ Pi (A), aktywnosci enzymatycznej fitaz (B) oraz zawartosci biatka
(C) w kietkach rzodkiewki rozwijajacej sie w testowanych warunkach $wietlnych. Wartosci dla odpowiednich
hodowli kontrolnych przyjeto w kazdym przypadku jako 100%, ,*” oznaczono roznice istotne statystycznie
(p<0,05)w odniesieniu do kontroli.

Zmiany zawartosci Pi w czasie kietkowania nasion wynikaja z r6znic w przemianach
metabolicznych. Jedna z istotniejszych reakcji zachodzacych w rozwijajacych sie kielkach
jest hydroliza wigzan estrowych w czasteczkach fitynianébw, w wyniku ktorej
zmagazynowany w zarodku fosfor zostaje uwolniony. Reakcje te sg katalizowane przez fitazy.
Aktywno$¢ enzymatyczna fitaz, podobnie jak zawarto$¢ Pi, wzrastala w czasie trwania
eksperymentu. Srednia aktywno$¢ oznaczona w poszczegélnych dniach wynosita: 0,67; 1,15
i1,78 U g' s.m. Najwyzsza aktywno$¢ badanych enzyméw odnotowano dla $wiatla
czerwonego w 4 DAT (3,07 + 0,43 U g s.m.), a najnizszq dla $wiatta UV-3 w 2 DAT (0,30 +
0,04 U g"' s.m.). Szczegolnie interesujgca wydaje sie by¢ dynamika wzrostu aktywnosci
enzymatycznej, ktora byla mniejsza w przypadku UV-3 i UV-30 w porownaniu
do pozostatlych testowanych warunkdw Swietlnych. Analizujgc dane przedstawione
na Wykresie 8. B, mozna okresli¢c wplyw poszczegbélnych barw S$wiatta na aktywnos¢
enzymatyczng fitaz. Najmniejsze oddzialywanie posiadalo $wiatto zéite oraz UV-3.
Zastosowanie UV-30 prowadzito do istotnego zwiekszenia aktywnosci fitaz w 3 DAT (140%
kontroli) i gwaltownego istotnego zmniejszenia w 4 DAT (75% kontroli). Réznice istotne

statystycznie odnotowano rowniez dla Swiatla czerwonego (2 i 3 DAT), niebieskiego (2 DAT),
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fioletowego (2 i 4 DAT) oraz bialego o zimnej temperaturze barwowej (2 i 4 DAT). Swiatlo
fioletowe i zimne biale powodowalo obnizenie aktywnosci enzymatycznej fitaz od 2
do 4 DAT. Rowniez, Swiatlo czerwone i niebieskie w pierwszych dniach rozwoju rzodkiewki
prowadzito do zmniejszenia aktywno$ci enzymatycznej fitaz, odpowiednio o 34% i 42%
w 2 DAT w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Do tej pory nie zostaly przeprowadzone
badania okres$lajace wplyw barwy S$wiatla na aktywnos$¢ enzymatyczng fitaz w kietkach
ro$linnych. Natomiast dane literaturowe wskazuja, ze zawarto$¢ kwasu fitynowego
w ciecierzycy pospolitej byla istotnie nizsza w 2 i 3 dobie kietkowania w swietle czerwonym
lub niebieskim oraz w 3 dobie w przypadku zastosowania Swiatla Zoltego, co sugeruje
zwiekszong aktywno$¢ enzymatyczng fitaz [231]. Niestety, uzyskanych wynikéw nie mozna
bezposrednio porownac¢ z wczesniej opublikowanymi, poniewaz aktywnoS¢ enzymatyczna
fitaz jest zalezna od gatunku, a nawet odmiany ro$liny oraz procedur analitycznych
stosowanych w oznaczaniu aktywnosci hydrolitycznej fitaz [232].

Stezenie bialek w komdrkach rodlinnych zalezy od réwnowagi pomiedzy proteoliza
biatek gromadzonych w komodrkach magazynujacych, a biosyntezg polipeptydow w toku
translacji w procesie kielkowania [233]. Zawarto$¢ bialek w poszczegolnych probkach
w czasie kielkowania utrzymywata sie na wzglednie stalym poziomie. Jej Srednia warto$¢
miescita sie w zakresie od 9,10 do 9,53 mg g™ s.m.. Najnizszg zawarto$¢ biatek oznaczono
dla $wiatta czerwonego (5,34 + 0,10 mg g* s.m.) i fioletowego (5,04 + 0,06 mg g” s.m.)
w 3 DAT, natomiast najwyzszg (14,86 + 0,12 mg g* s.m.) dla UV-3 w 4 DAT. Statystycznie
istotne zmiany w zawarto$ci bialek w odniesieniu do kontroli odnotowano dla Swiatla
czerwonego, zottego i bialego o zimnej barwie w 2 DAT oraz Swiatla zottego i UV-30
w 4 DAT. Co ciekawe, w 3 DAT zawartos¢ bialek dla wszystkich warunkéw Swietlnych
(z wyjatkiem UV) byla 1,5-krotnie nizsza niz dla warunkow kontrolnych. R6znica ta wynika
ze wzrostu zawarto$ci biatka dla warunkéw kontrolnych z 5,52 + 0,11 mg g™ s.m. w 2 DAT
do 8,87 + 1,09 mg g’ s.m. w 3 DAT. Taka zmiana moze by¢ spowodowana uwolnieniem
wiekszej ilosci bialek z materialu zapasowego (np. albuminy lub fitynianéw) lub biatek
zwigzanych z blong komérkowa, ktére nastepnie ulegly proteolizie (5,62 mg g* s.m.

w 4 DAT).

3.3 Zmiany w zawartosci nukleotydéw adeninowych i status
metaboliczny kietkéw rzodkiewki rozwijajacych sie w ré6znych warunkach
osSwietlenia

Wyniki eksperymentu dowiodty, ze barwa Swiatla ma wplyw takze na status energetyczny

komorek roslinnych. Nukleotydy adeninowe — AMP, ADP i ATP — ulegaja dynamicznym
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przemianom na skutek zachodzacych procesé6w metabolicznych, a zmiany ich zawartosci oraz
ich wzajemny stosunek iloSciowy mogq dostarczy¢ informacji o energetyce procesow
metabolicznych zachodzacych w roslinach.

Sposréd wszystkich oznaczanych form nukleotydéw adeninowych w najwyzszym
stezeniu oznaczono ADP (Wykres 9.), ktérego Srednia zawarto$¢ w kietkach rzodkiewki
w kolejnych dniach wzrostu wynosita odpowiednio: 466,48; 552,06 i 748,91 pg g' s.m.
(2 DAT; 3 DAT i 4 DAT). Najnizsza zawarto$¢ (101,89 + 15,45 pg g s.m.) odnotowano
dla $wiatla bialego o zimnej barwie w 3 DAT, natomiast najwyzszq (1052,16 + 138,47 pg g™
s.m.) w 4 DAT. Analizujac przedstawione wyniki mozna zauwazyC pewne podobienstwa
w zmianach zawartoSci ADP w czasie trwania hodowli. W kietkach traktowanych
odpowiednio $wiattem czerwonym, niebieskim, zottym lub fioletowym odnotowano
regularny wzrost zawartoS¢ ADP w kolejnych dniach rozwoju. Przy naswietlaniu Swiattem
UV wartosci utrzymywaly sie na wzglednie stalym poziomie. Natomiast w przypadku
kietkdw rozwijajacych sie w Swietle bialy o zimnej barwie, zawarto§¢ ADP zmalata z 513,00
+ 69,83 pg g' s.m. do 101,89 + 15,45 pg g’ s.m. i nastepnie wzrosta do 1052,16 +
138,47 pg g' s.m.. Odmienny trend zmian zawarto$ci zaobserwowano w przypadku
monofosforanu (AMP) i trifosforanu (ATP) adenozyny. Najnizsza zawartos¢ AMP oznaczono
dla UV-3 w 3 DAT (81,02 + 13,21 pg g* s.m.), a najwyzszq dla $wiatta niebieskiego w 2 DAT
(254 + 8,24 pg g’ s.m.). U roélin rozwijajacych sie w $wietle czerwonym, z6tym, zimnym
biatym lub UV-3 odnotowano jednodniowe zmniejszenie zawartosci AMP w 3 DAT.
W przypadku zastosowania Switata niebieskiego ilos¢ AMP zmniejszyta sie w czasie trwania
hodowli, podobnie jak ATP, ktérego zawarto$¢ zmalata od 195,33 + 6,57 do 89,09 + 12,88 ng
g' s.m. iUV-30 (z 75,64 + 14,10 do 39,51 + 1,35 pg g* s.m.). W kietkach rzodkiewki
rozwijajacych sie w Swietle czerwonym i UV-3 zawarto$¢ trifosforanu adenozyny
utrzymywata sie na wzglednie stalym poziomie, natomiast w przypadku Swiatla Zottego
i bialego o zimnej barwie zawarto$ci ATP obnizyla sie w 3 DAT. Skorelowane zmniejszenie
zawartosci AMP i ATP ze zwiekszeniem zawartosci ADP w przypadku Swiatta niebieskiego
(2—- 4 DAT) oraz fioletowego (3 — 4 DAT) moze by¢ zwigzane ze wzrostem aktywnos$ci
enzymatycznej kinazy adenylanowej (E.C. 2.7.4.3.), ktora katalizuje odwracalne przeniesienie
grupy y-fosforanowej z ATP do AMP, uwalniajac 2 czasteczki ADP [234]. Pomimo, Ze
niektére kinazy adenylowe moga katalizowa¢ transfosforylacje innych czasteczek,
preferowanym substratem wszystkich izoform tych enzyméw jest AMP, a gtéwnym donorem
fosforanu jest ATP. Dodatkowo ro$linne kinazy adenylowe sa zwiazane wylacznie

z chloroplastami i mitochondriami, a ponad 90% catkowitego poziomu aktywnoS$ci
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enzymatycznej wykazuja te znajdujace sie w chloroplastach mezofilu [234,235]. Ponadto,
zwiekszone zuzycie ATP przez komorki rodlin rozwijajacych sie w Swietle niebieskim
i fioletowym, moze by¢ zwigzane z ruchem chloroplastéw. U roslin okrytonasiennych
w ruchu chloroplastéow wywolanym $wiattem posredniczy fototropina 1 i fototropina 2 [236—
238]. Fotoreceptory te monitoruja intensywnos¢ Swiatla niebieskiego, a przy zbyt wysokim
wspotczynniku fluorescencji, chloroplasty zmieniaja swoje potozenie wzdhiz powierzchni
komorki przylegajacej do Sciany komorkowej. Takie zmiany lokalizacji pozwalaja
na unikniecie uszkodzen chloroplastow indukowanych zbyt intensywnym

naswietlaniem [237].
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Wykres 9. Zmiany zawartosci nukleotydéw adeninowych: AMP (A), ADP (B), ATP (C) w kietkach rzodkiewki
poddanych dziataniu r6znych warunkéw oswietleniowych, w kolejnych (2 — 4) dniach wzrostu.

Analizujac $rednie wspoOtczynniki zawartoSci nukleotydéw adeninowych mozna
stwierdzi¢, ze barwa Swiatta ma najwiekszy wplyw na zawarto$¢ 5’-monofosforanu
adenozyny (Wykres 10. A). Szczegdlnie ciekawe wydaja sie by¢ wyniki uzyskane dla Swiatta
niebieskiego, zdltego oraz bialego o zimnej barwie, ktére wywarly istotny wplyw
na zawarto$¢ AMP w kazdym dniu wzrostu rzodkiewki (wyjatek stanowi 2 DAT dla $wiatla
76ltego). Swiatlo niebieskie powodowalo zwiekszenie zawartoéci AMP $rednio o 70%

w odniesieniu do kontroli. W przypadku Swiatla zottego wzrost ten by} prawie 1,5-krotnie
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wiekszy w 2 i 3 DAT oraz ponad 2-kronie wiekszy w 4 DAT. Natomiast w przypadku $wiatla
bialego o zimnej barwie w 2 DAT zawarto§¢ AMP byla 1,5-krotnie wyzsza w odniesieniu
do warunkow kontrolnych, nastepnie w 3 DAT drastycznie spadla, a w 4 DAT byla wyzsza
ponad 2-krotnie w poréwnaniu do kontroli. Podobny efekt odnotowano dla $wiatta
fioletowego, ktore w 3 DAT spowodowalo istotny wzrost zawartoSci AMP odpowiednio
0100% i o 50% w 4 DAT w odniesieniu do kontroli. Z kolei analizujac wplyw
promieniowania UV na zawartos¢ AMP wykazano, ze zmiany te sq zalezne od natezenia
Swiatla w zakresie 395 — 400 nm. Przeprowadzone badania wskazuja, ze w przypadku UV-3
zawarto$¢ AMP byla nizsza w 2 i 3 DAT w poroéwnaniu do kontroli, natomiast w przypadku
UV-30 zawartos¢ ta byla wyzsza. Taki wynik wskazuje na wystepowanie zwiekszonego
zapotrzebowania na energie u ro$lin rozwijajacych sie w UV-30 w poréwnaniu do ro$lin
rozwijajacych sie w UV-3. Ponadto, zwiekszenie zawartosci AMP z 2 na 3 DAT u roslin
traktowanych UV-30 przy jednoczesnym zmniejszeniu zawartosci ATP, Swiadczy

o zachodzacej hydrolizie wigzan bezwodnikowych pomiedzy resztami fosforowymi

w czasteczkach ATP.
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Wykres 10. Sredni wspélczynnik zawartosci AMP (A), ADP (B), ATP (C) oraz wartosci wspolczynnika AEC
(D) w kietkach rzodkiewki rozwijajacej sie w testowanych warunkach Swietlnych, w relacji do kontroli. Wartos$ci
dla hodowli kontrolnych przyjeto w kazdym przypadku jako 100%, ,,*” oznaczono rdznice istotne statystycznie
(p<0,05) w odniesieniu do odpowiednich kontroli.
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Duzo mniejszy wplyw Swiatta na zawartos¢ nukleotydéw adeninowych zaobserwowano
dla ADP i ATP (Wykres 10. B i C). Dla kazdego z warunkéw oSwietleniowych zawarto$¢
ADP w 3 DAT byla nizsza w porownaniu do kontroli, wyjatek stanowilo Swiatlo niebieskie
i UV-30. Warto zwréci¢ uwage takze na fakt, ze stosunek zawarto$ci ADP dla UV-30
do zawartoSci ADP dla kontroli w kolejnych dniach rozwoju kietkdw rzodkiewki jest taki sam
jak stosunek zawartosci AMP w tych uktadach. Podobnie jak w przypadku zmian zawartosci
AMP, swiatlo niebieskie, w porownaniu do kontroli, istotnie zwiekszyto zawartos¢ ATP w 2
i 3 DAT. Natomiast dzialanie Swiatla bialego o zimnej barwie doprowadzilo do znaczacego
zmniejszenia zawarto$ci wszystkich nukleotydow adeninowych, w 3 DAT. Réznice istotne
statystycznie w zawartoSci ATP w odniesieniu do kontroli odnotowano takze dla Swiatta
czerwonego, fioletowego i UV-3 w 2 DAT oraz dla UV-30 w 4 DAT.

Dokladniejsze okreslenie wptywu barwy Swiatla na metabolizm kietkéw rzodkiewki byto
mozliwe na podstawie wartoSci adenylowego !adunku energetycznego (AEC). WartoSci
parametru AEC wahaty sie w zakresie od 0,40 (dla $wiatta biatlego o zimnej barwie w 2 DAT)
do 0,50 (dla UV-3 w 4 DAT). Istotny statystycznie wplyw na status energetyczny kietkow
rzodkiewki okreslono dla Swiatla zoltego oraz bialego o zimnej barwie w kazdym dniu
prowadzenia hodowli. Ponadto dla Swiatta fioletowego w 3 DAT, UV-3i UV-30 w 2 i 3 DAT,
a takze dla $wiatla czerwonego i niebieskiego w 4 DAT. Jednocze$nie warto$¢ parametru AEC
w poszczegblnych dniach utrzymywala sie na wzglednie stalym poziomie (SD<0,06)
dla wszystkich wariantow eksperymentu. Na tej podstawie stwierdzono, ze w roSlinach
poddanych tego rodzaju stresowi utrzymuje sie stan homeostazy, z niewielka tendencja
do przewagi procesow katabolicznych. Najbardziej prawdopodobne wyjasnienie tego
zjawiska zwigzane jest ze zwiekszonym zapotrzebowaniem na produkty rozktadu ztozonych
zwigzkow, stanowigcych substancje zapasowe w nasionach. Ponadto u roslin rozwijajacych
sie  w warunkach stresowych dochodzi do zaburzen procesow metabolicznych.
Aby je zniwelowa¢ aktywowane sa inne S$ciezki biochemiczne, w ktérych wytwarzana
energia, pierwotnie zmagazynowana w ATP, jest zuzywana na biezaco. W takich przemianach,
w wyniku hydrolizy wysokoenergetycznych wigzan w ATP, powstaja czasteczki AMP,
co wyjasnia zwiekszong zawarto$¢ tego nukleotydu adeninowego w komorkach roslin

wzrastajacych w nieoptymalnych warunkach o$wietleniowych.

3.4 Profil wzrostu

Ocena zdolnosci kietkowania jest jednym z podstawowych testow przeprowadzanych nie
tylko w celu okreslenia jako$ci nasion, ale takze wptywu warunkéw zewnetrznych na proces

kietkowania. W przypadku rzodkiewki (Raphanus sativus L.) badanie nasion przeprowadza
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sie na bibule filtracyjnej (zgodnie z zaleceniami ISTA, 2018) [211], co oznacza, Ze nasiona
sa bezposrednio wystawione na dziatanie Swiatla w inkubatorze, w ktérym sa testowane.
Profil wzrostu kietkéw rzodkiewki przedstawiono na Wykresie 11. i uwzgledniono w nim
ostatnig faze kietkowania (1 DAT), kiedy zauwazono pojawienie sie korzonka zarodkowego,
az do zakonczenia hodowli (4 DAT).

Analizujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze wiecej wykietkowanych nasion
odnotowano jedynie dla UV-30 w 2 DAT oraz UV-3 w 3 DAT, a rdéznice wynosily
odpowiednio 22% i 14% wzgledem kontroli. Jednak r6znice te byly istotne statystycznie
jedynie dla UV-3. Uzyskane wyniki sa zbiezne z wczesSniejszymi pracami, w ktérych
dwudziestogodzinna ekspozycja kietkujacych nasion fasoli na S$wiatto UV-C zwiekszala
procent wykielkowanych nasion o 24% [239]. Niemniej jednak, hodowla rzodkiewki
w UV-30 spowodowala istotne zmniejszenie liczby wykielkowanych nasion w 3 DAT.
Pomimo udowodnionego pozytywnego wplywu Swiatla czerwonego oraz negatywnego
wplywu S$witala niebieskiego na kietkowanie nasion rzepaku [198], uzyskane wyniki
wskazuja, ze roznice dla tych wariantow oswietlenia nie przekraczajq 4%. Niestety, w danych
literaturowych wystepuja pewne rozbieznosci dotyczace wplywu Swiatla na kielkowanie
rzodkiewki. Podczas gdy niektére Zrédla wskazuja brak fotoinhibicyjnego wptywu Swiatla
na kietkowanie rzodkiewki [212], inni autorzy donosza o znaczacym wplywie Swiatla
na kietkowanie réznych odmian rzodkiewki [211,240]. Na podstawie przedstawionych
wynikow mozna stwierdzi¢, ze Swiatlo w pewnym zakresie wptywa na kielkowanie nasion
rzodkiewki. Moze sie to wigzac¢ z syntezq i przemianami giberelin — hormonéw promujacych

kietkowanie, na skutek aktywacji fitochroméw (Pfr) [241-244].
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Wykres 11. Dynamika kietkowania nasion rzodkiewki rozwijajacych sie w réznych warunkach os$wietlenia
wyrazona w procentach jako stosunek catkowitej liczby badanych nasion. ,*” oznaczono réznice istotne
statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.
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Warto wyjasni¢, ze nizszy odsetek wykietkowanych nasion w Swietle z dodatkiem UV
nie jest konsekwencja wptywu badanego czynnika o$wietlenia, lecz wynika jedynie z réznic
w jakosci partii nasion. Swiadczy o tym takze nizsza energia kielkowania, ktéra byta
na poziomie 95 — 96% dla $wiata czerwonego, niebieskiego, zo6ltego, fioletowego i biatego
o zimnej barwie, 70% dla UV-3 oraz 56% dla UV-30. Pomimo nizszej wartosci, energia
kietkowania dla tych warunkéw oswietlenia byta zbiezna z wynikami uzyskanymi

dla warunkow kontrolnych.

3.5 Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych

Proces kietkowania nasion oraz poczatkowego wzrostu kietkoéw jest krotkotrwalym
etapem rozwoju roSlin przebiegajacym bez zachodzenia fotosyntezy, dlatego tez stanowi
krytyczng faze wzrostu roslin, wrazliwych wtedy wyjatkowo na dziatanie niekorzystnych
czynnikéw zewnetrznych [245]. Sledzenie aktywacji procesu fotosyntezy na tak wczesnym
etapie rozwoju roslin, jest mozliwe miedzy innymi poprzez okreslenie zawartoSci barwnikow
fotosyntetycznych — zwigzkdw odpowiedzialnych za pochtanianie energii $wietlnej.
Na Wykresie 12. przedstawiono zmiany Sredniego wspotczynnika zawartoS¢ karotenoidow

i chlorofilu catkowitego w czasie trwania eksperymentu.
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Wykres 12. Sredni wspélczynnik zawartoéci karotenoidéw (A) oraz chlorofilu calkowitego (B) w kietkach
rzodkiewki rozwijajacej sie w testowanych warunkach Swietlnych. Warto$ci dla odpowiednich hodowli
kontrolnych przyjeto w kazdym przypadku jako 100%, ,,*” oznaczono rdznice istotne statystycznie (p<0,05)
w odniesieniu do kontroli.

Srednia  zawarto$¢  karotenoidéw  naturalnie  wystepujacych w  nasionach
rzodkiewki [246], mieScila sie w zakresie od 0,02 do 0,16 mg g' s.m. i wzrastala w czasie.
Najwiekszgq zawarto$¢ (0,26 mg g’ s.m.) oznaczono w 4 DAT dla $wiatla czerwonego
i niebieskiego, natomiast najmniejszg (0,01 mg g" s.m.) dla Swiatla fioletowego w 2 DAT.
Ponadto w poczatkowych dniach hodowli (2 DAT) dla Swiatta niebieskiego zawarto$¢

karotenoidéw byla ponizej poziomu oznaczalnosci. Dane Zrodlowe wskazujg, ze Swiatlo
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niebieskie, w przeciwienstwie do czerwonego, ma istotny wplyw na ekspresje genow
zwigzanych z metabolizmem karotenoidoéw i ich zawartos¢ w cytrusach [247] oraz reguluje
mechanizm biosyntezy i prowadzi do akumulacji karotenoidow w kietkach kukurydzy [248].
Przeprowadzone badania jednak nie wykazujq takiej zaleznoSci — zawartos¢ karotenoidéw
w kietkach rzodkiewki traktowanych $wiattem czerwonym jest wyzsza niz w przypadku
Swiatla niebieskiego. Roznice te moga wynika¢ z faktu, Ze zwiekszona zawarto$¢
karotenoidow w kietkach kukurydzy poddanych dzialaniu Swiatla niebieskiego byta
porownana do kietkow rozwijajacych sie w ciemnosci, a nie w Swiatle bialym, a tymczasem
udowodniono zwiekszona akumulacje karotenoidow w gryce [249] pod wplywem Swiatla
biatlego. Wykazano rowniez, ze zastosowanie réznych dlugosci fal swiatta, wptywa nie tylko
na catkowita zawartosc¢ karotenoidow, ale takze ich sklad jakoSciowy — naswietlanie Swiatlem
czerwonym powodowato istotnie wyzszq zawarto$¢ -karotenu w sadzonkach grochu [250]
i luteiny w jarmuzu [251], natomiast zawarto$¢ [3-karotenu w jarmuzu byla najwyzsza przy
zastosowaniu $wiatla fioletowego [251]. Jednak, w dos$wiadczeniach przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy zawartoSC karotenoidow byla znaczaco nizsza w probkach
wzrastajacych w warunkach stresowych w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Wyjatek
stanowi Swiatto UV-30 w 2 i 4 DAT oraz Swiatlo czerwone w 2 i 3 DAT, gdzie zawartosc¢
ta byta wyzsza lub réwna. Najwiekszy negatywny wplyw Swiatla na zawarto$¢ karotenoidow
oznaczono dla Swiatla fioletowego i bialego o zimnej barwie, dla ktérych réznice byty nizsze
w odniesieniu do warunkéw kontrolnych odpowiednio o 80% w 3 DAT dla S$wiatla
fioletowego oraz 0 60% w 2 i 4 DAT dla Swiatla bialego o zimnej barwie.

Zawarto$¢ chlorofilu catkowitego byla oznaczalna dopiero od 3 DAT (z wyjatkiem
$wiatla fioletowego), a $rednia zawarto$S¢ miescita sie w zakresie 0,10 — 0,64 mg g s.m..
Pomimo ze Swiatlo czerwone, nie wplynelo na szybkos¢ kietkowania, przyczynito sie
do zwiekszenia zawartosci chlorofilu w 3 DAT o 13%. Natomiast negatywny wplyw
oSwietlania na zawartos¢ chlorofilu odnotowano dla $wiatla niebieskiego i UV-3 w 3 DAT
(Srednio o 75%) oraz Swiatla z6ttego i bialego o zimnej barwie w 3 i 4 DAT (odpowiednio
0 ok. 55% i ok. 40%). Na podstawie omawianych wynikw mozna jednoznacznie stwierdzic,
ze warunki oswietleniowe na poczatkowym etapie rozwoju rzodkiewki znaczaco wpltywaja
na zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych i moga prowadzi¢ do zaburzen procesu

fotosyntezy w rozwijajacych sie kietkach rzodkiewki.
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3.6 Zmiany aktywnosci przeciwutleniajgcej i zawartosci
antyoksydantéw, w tym zwigzkéw fenolowych i flawonoidéw, w kietkach
rozwijajacych sie w r6znych warunkach oswietlenia

Stres srodowiskowy prowadzi do uruchomienia systemow obronnych roslin, miedzy
innymi indukowana jest synteza metabolitow wtornych wykazujacych aktywnos¢
przeciwutleniajaca [252,253]. Na Wykresie 13. przedstawiono zmiany S$redniego
wspotczynnika aktywnosci przeciwutleniajacej (A) oraz zawartosci zwigzkéw wykazujacych
taka wiasnie ceche (B-D).

Srednia aktywno$¢ przeciwutleniajgca (RSA) kielkéw rzodkiewki wahata sie od 62
do 73%. Najmniejsza warto$¢ RSA odnotowano dla kietkow rozwijajacych sie w Swietle
biatym o zimnej barwie (52,7%) i fioletowym (54,7%) w 3 DAT, natomiast najwiekszq
w Swietle niebieskim (79,7% i bialym o zimnej barwie (79,3%) w 4 DAT. Wyniki badan
wiasnych wskazuja, Ze kielki rzodkiewki w poczatkowym etapie wzrostu (2 DAT) w Swietle
zO6ttym charakteryzuja sie wiekszymi zdolnoSciami antyoksydacyjnymi (o 12%)
niz w ukladzie kontrolnym. Natomiast w przypadku zastosowania $wiatla bialego o zimnej
barwie roznice te byly widoczne jedynie w 2 DAT i byly o 27% wyzsze w pordwnaniu
do kontroli. Istotny wplyw oSwietlenia na aktywnoS¢ przeciwutleniajaca odnotowano
dla switata UV-30, ktore w 2 DAT spowodowalo wzrost warto$ci RSA o 23%, aw 3 i 4 DAT
spadek odpowiednio o0 5% i 25% wzgledem ukladu kontrolnego. Zastosowanie Swiatla
fioletowego, bialego o zimnej barwie i UV-3 przyczynito sie do zmniejszenia aktywno$¢
przeciwutleniajacej w 3 DAT S$rednio o 26% w poroéwnaniu do kontroli.

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca odzwierciedla sie w synergicznym dzialaniu wielu
przeciwutleniaczy, w tym zwigzkdw fenolowych, kwasu askorbinowego oraz
charakterystycznych dla roslin krzyzowych — glukozynolanéw [254]. Warunki oswietlenia
w pewnym zakresie wpltynely takze na catkowita zawartos¢ antyoksydantow (Wykres 13. B).
Analizujac przedstawione wyniki mozna zauwazyC, ze Swiatlo biale o zimnej barwie
spowodowalo istotne zwiekszenie zawartoSci antyoksydantéw w 2 i 3 DAT (odpowiednio
030% i 85%). Natomiast w 4 DAT odnotowano istotne zmniejszenie zawartosci
antyoksydantow dla Swiatla czerwonego (o 48%), niebieskiego (0 22%), bialego o zimnej
barwie (0 18%) i UV-30 (o 18%). Ponadto catkowita zawarto$¢ antyoksydantow byla istotnie

nizsza w kazdym dniu rozwoju w przypadku zastosowania swiatta UV-3.
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Wykres 13. Sredni wspélczynnik aktywnosci przeciwutleniajacej (A) oraz zawartosci antyoksydantéw (B),
zwiagzkoéw fenolowych (C) i flawonoidéw (D) w kietkach rzodkiewki rozwijajacej sie w testowanych warunkach
Swietlnych. Wartosci dla odpowiednich hodowli kontrolnych przyjeto w kazdym przypadku jako 100%,
,»*” oznaczono roznice istotne statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.

Podczas kietkowania, w nasionach naturalnie powstaja reaktywne formy tlenu (ROS),
ktére jednocze$nie stanowia czasteczki sygnalizacyjne informujace o zakoniczeniu fazy
spoczynku i rozpoczeciu procesu kielkowaniu nasion [255]. Wazne jest jednak utrzymanie
zawartosci ROS w tkankach ponizej stezen toksycznych dla roslin, ktére ewolucyjnie
wyksztatcity rézne mechanizmy detoksykacji, w tym wytwarzanie zwigzkéw o dziataniu
przeciwutleniajgcym [239]. Istotnie nizsze zawartosci antyoksydantbw w pordwnaniu
z warunkami kontrolnymi, sugeruja wykorzystania ich w procesach detoksykacji roslin,
o ile catkowita zawartos¢ antyoksydantow jest skorelowana z aktywnoScia przeciwutleniajacq
kietkow rzodkiewki. Uzyskane wyniki nie wykazuja takiej zaleznosci. Odnotowane
zroznicowanie wplywu warunkow osSwietlenia na aktywnoS¢ przeciwutleniajaca i zawartosc
antyoksydantow wynika przede wszystkim z rdéznic w zastosowanych metodach
analitycznych. Aktywno$¢ antyoksydacyjna oznaczono metoda z rodnikiem DPPH, ktory
reaguje wylacznie z antyoksydantami lipofilowymi, podczas gdy rodnik ABTS (zastosowany
w oznaczaniu catkowitej zawartosci antyoksydantow) reaguje zarowno z antyoksydantami

lipofilowymi i hydrofilowymi [256]. Nalezy réwniez zwroci¢ uwage na fakt, iz metoda
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zrodnikiem DPPH nie jest w pelni wystandaryzowana — warianty metod réznig sie
warunkami takimi jak czas inkubacji prébki i/lub stezenie roztworéw, co czesto uniemozliwia
porownanie z danymi literaturowymi [257].

Srednia zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych wzrastala w poszczegélnych dniach rozwoju
rzodkiewki i miescita sie w zakresie 11,0 — 13,5 mg GAE g s.m., przy czym najnizszq
zawarto$¢ (8,69 mg GAE g™ s.m.) odnotowano dla UV-30 w 2 DAT, a najwyzszq (16,1 mg
GAE g' s.m.) dla $wiatta czerwonego i bialego o zimnej barwie w 4 DAT. Dane zrédtowe
wskazuja, ze w zaleznosci od odmiany, zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w nasionach
rzodkiewKki jest na poziomie 6,1 — 14,5 mg GAE g™ s.m. [246]. Uzyskane warto$ci sq zbiezne
z opublikowanymi wczes$niej wynikami. Okreslajac wptyw oswietlenia na rozwdj rzodkiewki
mozna stwierdzi¢, Ze zastosowanie Swiatla czerwonego spowodowalo istotny wzrost
zawartosci zwigzkow fenolowych o 22% (2 DAT) oraz 8% (3 DAT). Poréwnywalny efekt
uzyskano dla Swiatla zéltego w 3 DAT (wzrost zawartoSci o 8%). Natomiast istotne
statystycznie obnizenie zawarto$ci zwigzkow fenolowych odnotowano dla $wiatla
fioletowego w 4 DAT (o 18%), UV-3 w 2 DAT (0 3%) i 4 DAT (o 11%) oraz UV-30 w 4 DAT
(0 27%). Dane literaturowe wskazujq, Zze wplyw barwy Swiatla na zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych zalezy od gatunkéw badanych roslin [254,258]. Zaobserwowany wplyw Swiatla
czerwonego na zawartos¢ zwiazkow fenolowych w kietkach rzodkiewki jest zgodny
z wczesniej uzyskanymi wynikami, jednak w przypadku Swiatla niebieskiego nie uzyskano
takiego samego efektu [259].

Sposrod wszystkich zwigzkéw fenolowych obecnych w tkankach ro$lin, najwieksza
grupe stanowig flawonoidy. Ich rodzaj i lokalizacja zalezy od gatunku ros$liny i etapu rozwoju,
a zmiany zawartosci moga by¢ modulowane przez sygnaty sSrodowiskowe [260]. Zwigzki te sq
powszechnymi sktadnikami nasion i ziaren wiekszosci roslin, pelnigc okreslone role w fazie
spoczynku i w kielkowaniu nasion. Udowodniono, ze flawonoidy odpowiadaja
za (i) utrzymanie fazy spoczynku, miedzy innymi poprzez zaklécanie pobierania wody,
zaklocenie wymiany gazowej (tlenu i dwutlenku wegla), zapobieganie wycieku inhibitora
z zarodka, (ii) filtracje Swiatla, chroniagc tym samym przed szkodliwym wplywem
promieniowania UV oraz (iii) trwalo$¢ nasion podczas przechowywania [261]. Dodatkowo,
odgrywaja one zr6znicowane role w interakcjach pomiedzy ro$linami a drobnoustrojami,
miedzy innymi chronigc nasiona i siewki przed patogennymi mikroorganizmami [262,263],
a takze stymulujac kielkowanie spor arbuskularnych grzyboéw mikoryzowych, istotnych

na poczatkowym etapie wzrostu symbiotycznego u roslin motylkowych [264,265].
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W roslinach dwulisciennych, do ktérych nalezy rzodkiewka, flawonoidy znajduja sie
w tupinie nasion, podczas gdy w roSlinach jednoliSciennych zwiazki te znajdujaq sie
w warstwie aleuronowej oraz owocni [266]. Srednia zawarto$¢ flawonoidéw w kietkach
rzodkiewki mieScita sie w zakresie 4,1 — 4,8 mg Q g’ s.m.. Najmniejszg zawarto$¢
(2,7 mg Q g"' s.m.) oznaczono w 3 DAT dla UV-3, natomiast najwiekszg (5,5 mg Q g s.m.)
w 4 DAT dla swiatta czerwonego. Zwiekszong zawarto$¢ flawonoidéw u roslin rzodkiewki
oznaczono dla Swiatta czerwonego w 2 DAT oraz zolttego w 3 DAT, przy czym jedynie
dla Swiatla z6ltego wzrost ten byl istotny statystycznie. Natomiast istotnie nizszq zawartosc¢
flawonoidow odnotowano dla swiatla fioletowego w 4 DAT (o 30%), biatego o zimnej barwie
w 2 DAT (0 30%) oraz UV-3 w 2 DAT (o 34%), 3 DAT (o 46%) i 4 DAT (o 20%). Dane
literaturowe wskazujg, ze w siewkach i sadzonkach wielu roslin dochodzi do przejSciowej
akumulacji flawonoidéw [262]. Udowodniono takze, Ze promieniowanie ultrafioletowe oraz
Swiatto niebieskie przyczynialo sie do zwiekszenia zawartosci flawonoidow w kietkach gryki
tatarki [267] oraz rzodkiewnika pospolitego [262]. Brak zalezno$ci pomiedzy uzyskanymi
wynikami a danymi literaturowymi wynika z r6znic w warunkach kontrolnych -
w przytoczonych przykladach, kontrole stanowity kielki rozwijajace sie w ciemnosci, a nie
w Swietle bialym. Inne badania wskazuja, ze promieniowanie UV-B znaczaco indukuje
biosynteze flawonoidéw, w tym kemferolu, izolikwirytygeniny, apigeniny i daidzeiny [268]
w kielkach lucerny siewnej. Jednak uzyskane wyniki rowniez nie znajduja potwierdzenia
w tych danych Zrédlowych. Zmiany morfologiczne i odpowiedz fizykochemiczna roslin
zachodzace naskutek dzialania promieniowania ultrafioletowego czesto zalezq
od intensywno$ci naswietlania, czasu trwania ekspozycji oraz obszaru widmowego
promieniowania UV [269,270]. W zakresie promieniowania UV wydzielone sg trzy obszary:
UV-A (315 —400 nm), UV-B (280 — 315 nm) oraz UV-C (100 — 280 nm) [271]. Przyjmuje sie,
ze promieniowanie UV stanowi okolo 5% Swiatla stonecznego docierajacego do powierzchni
ziemi, przy czym pozbawione jest ono promieniowania z obszaru UV-C [271,272]. Natomiast
w Swietle stonecznym promieniowanie z obszaru UV-A jest od 500 do 1000 razy wieksze niz
UVB. Pomimo wiekszego udzialu UV-A, uwaza sie, ze jest ono mniej szkodliwe niz
UV-B [273]. RozbieznoSci pomiedzy przytoczonymi danymi literaturowymi, a badaniami
wlasnymi wynikaja przede wszystkim z réznic takich jak czas ekspozycji i zakres
zastosowanego promieniowania ultrafioletowego. Jednak, interesujace wydaja sie by¢
eksperymenty przeprowadzone na komosie ryzowej [270]. W badaniach tych wykazano,
ze zawarto$¢ flawonoidow w lisciach narazonych na 30-minutowe promieniowanie UV-B nie

ulegla zmianie w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych, natomiast 60-minutowe
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naswietlanie przyczynito sie do znacznego obnizenia zawartosci tych zwigzkéw. Odpowiedz
ro$lin na warunki oswietlenia prawdopodobnie, jak w przypadku zwigzkow fenolowych, jest
zalezna od gatunku. Opublikowane wczesniej wyniki wskazujq na brak réznic w zawartosci
antocyjanin (jednej z klas flawonoidéw) w 5-dniowych kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie
w Swietle czerwonym i niebieskim w poréwnaniu do zawartosci tych substancji w kietkach
rozwijajacych sie w Swietle biatym [207].

Uwaza sie powszechnie, zZe oswietlenie wywiera istotny wpltyw na synteze metabolitow
wtérnych (m. in. zwigzkéw fenolowych). Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wskazuja,
7ze poprzez stosowanie réznych barw $wiatla mozna wplywa¢ nie tylko na zawarto$¢
zwiazkéw fenolowych, ale takze innych antyoksydantéw obecnych w kietkach rzodkiewki,
jednoczesSnie zwiekszajac ich potencjal przeciwutleniajacy. Jednak potrzebne jest
przeprowadzenie poglebionych badan w tym zakresie, w celu szczegolowej analizy
poszczegolnych zwigzkéw o dzialaniu przeciwutleniajacym, np. z grupy glukozynolandw,

powszechnie wystepujacych w czesciach rzodkiewki.

3.7 Podsumowanie

Wyniki dotyczace wpltywu oswietlenia na kielkowanie nasion rzodkiewki, jako rosliny
modelowej jednoznacznie wskazuja, ze zastosowanie tylko powszechnie akceptowanych
parametréw charakteryzujacych kondycja roslin, jak energia kietkowania i profil wzrostu nie
dostarcza miarodajnych informacji na temat wptywu barwy swiatla, na proces kietkowania
irozwdj kietkbw rzodkiewki. Duzo istotniejsze okazalo sie na przyklad oznaczanie
barwnikéw fotosyntetycznych, mimo ze w pierwszym etapie wzrostu, zawarto$¢ chlorofilu
byla nieoznaczalna. Dlatego tez, dazac do uzyskania bardziej spéjnego obrazu wplywu
testowanych warunkéw oSwietlenia na poszczegdlne parametry biochemiczne okreslajace
kondycje roslin, przeprowadzono macierzowa analize skupien hierarchicznych (MHCA),
ktdrg przedstawiono w postaci mapy cieplnej z dendrogramami (Rysunek 30.). Wszystkie
zmienne zostaly znormalizowane wzgledem kontroli. Kolorem jasnozielonym oznaczono
markery biochemiczne, ktérych intensywnos¢ zmniejszala sie pod wplywem badanych
czynnikéw, natomiast kolor jasnoczerwony zastosowano dla tych markerow, ktore ulegly
zintensyfikowaniu. W przypadku braku zmian, pola mapy zostaly zaznaczone na czarno.

Kolorem szarym zostaly oznaczone parametry, ktérych nie wykryto.
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Rysunek 30. MHCA oznaczanych markeréw biochemicznych. Eksperymentalne warunki hodowli sq wskazane
po prawej stronie (CZ — czerwone, F — fioletowe, N — niebieskie, Z — z6tte, UV-3, UV-30, ZB — zimne biate).
Kolorowe stupki (skupiska C1 — C3) po prawej stronie mapy cieplnej oznaczaja odrebne gléwne galezie drzewa
skupiajacego, grupujacego parametry biochemiczne o podobnych wzorach wrazliwosci na czynniki stresowe.
Skala koloréw wskazuje wielko$¢ réznic miedzy warto$ciami parametréw biochemicznych kietkéw rzodkiewki
rozwijajacej sie w warunkach kontrolnych i eksperymentalnych (jasnoczerwony oznacza warto$¢ dodatnia,
jasnozielony oznacza wartos¢ ujemng).

Z analizy dendrogramu wynika, Ze odpowiedzi roslin na testowane warunki oSwietlenia
w poszczegolnych dniach hodowli mozna podzieli¢ na cztery gléwne klastry. Najwiekszy
klaster stanowi klaster 1 (C1), do ktérego zakwalifikowane zostalo Swiatto fioletowe (2 —
4 DAT), niebieskie i zotte (2 — 3 DAT), biale o zimnej barwie (2 DAT) oraz czerwone
(4 DAT). Klaster ten wyroznia silny wzrost zawarto$ci AMP oraz niewielki wzrost zawartosci
ATP, bialka i antyoksydandw, przy jednoczesnym obnizeniu zawartosci Pi i barwnikow
fotosyntetycznych w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Natomiast najmniejsza zmiane
w tym klastrze uzyskano dla aktywnos$ci enzymatycznej fitaz oraz zawartoSci zwigzkow
fenolowych i flawonoidow. Do klastra 2 zakwalifikowane zostalo Swiatlo zotte, zimne biate
i niebieskie (4 DAT) oraz UV-30 (3 DAT). W tym klastrze, warunki wzrostu najbardziej
wplywaly na fosforom kietkdw rzodkiewki, powodujac zwiekszenie zawartosci nukleotydéw
adeninowych oraz biatka, jednoczesnie nie wptywajac na zawarto$¢ zwigzkow fenolowych
i flawonoidow w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Klaster 3 (C3) obejmuje efekty
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dzialania Swiatla z dodatkiem promieniowania ultrafioletowego (2 i 4 DAT) oraz Swiatlo
czerwone (2 i 3 DAT). Warto zwrdci¢ uwage, ze Swiatto UV-30 (2 i 4 DAT) zgrupowane wraz
z Swiattem UV-3 (4 DAT) powodowalo nieznaczne zwiekszenie zawartosci nukleotydow
adeninowych oraz nieznaczne zmniejszenie zwigzkéw o aktywnosci przeciwutleniajgce;j.
Natomiast druga podgrupa — Swiattlo UV-3 (4 DAT) oraz Swiatlo czerwone — mialo efekt
odwrotny. Pomimo wskazanych roznic, na podstawie przeprowadzonej macierzowej analizy
skupien hierarchicznych mozna stwierdzi¢, ze dzialanie S$wiatla czerwonego oraz
ultrafioletowego w pewnym zakresie jest zbiezne. Dodatkowo, analizujac dane przedstawione
na mapie cieplnej, mozna zauwazy¢, ze pomimo zakwalifikowania do innych klastrow —
zastosowanie Swiatta niebieskiego (4 DAT) oraz UV-30 (2 — 4 DAT) prowadzi do wystapienia
stresu metabolicznego, ujawniajacego sie zaburzeniami funkcjonowania fosforomu (wzrost
zawartosci Pi, bardziej intensywna sygnalizacja wewnatrzkomdrkowa AMP i tendencja
do zuzywania ATP). Wystepujace réznice w klasyfikacji potwierdzajg konieczno$¢ oznaczania
szerokiego  wachlarza  parametréw  biochemicznych, 2z uwzglednieniem badan
fosforomicznych, w oznaczaniu kondycji rodlin. Sugeruje to, ze badania koncentrujace sie
na okre$leniu jedynie wybranych, standardowo stosowanych, markeréw wzrostu, np. sita
i energia kielkowania, pokr6j rosliny, zawartos¢ barwnikéow fotosyntetycznych jest
niewystarczajaca i nie dostarcza pelnego obrazu zachodzacych przemian w trakcie rozwoju
ro$lin w wyniku dziatania czynnikéw stresowych. Warunki oswietlenia zaklasyfikowane
w klastrze 4 — swiatto UV-3 (3 DAT) oraz $wiatlo biale o zimnej barwie (3 DAT) —
w wiekszosci przypadkéw nieznacznie obnizaly lub nie wplywaly na zawartosci
poszczegdlnych markerow biochemicznych. Jedynie, zwiekszenie zawartosci Pi odnotowano
dla UV-3 oraz zawartosci antyoksydantow dla Swiatla biatego o zimnej barwie w 3 DAT.
Dotychczasowe badania nad wplywem Swiatla na kielkowanie nasion i poczatkowym
rozwojem ros$lin skupiajq sie glownie na Swietle niebieskim, czerwonym lub ultrafioletowym
(UV-B, UV-C). Przeprowadzone badania wskazujg, ze barwa Swiatla wptywa nie tylko
na powszechnie oceniane parametry biochemiczne, takie jak zwigzki antyoksydacyjne,
ale takze przemiany zwiazkéw fosforu. Swiatlo, powoduje zmiany w aktywnosci fitaz —
enzymow kluczowych w procesie kietkowania, wpltywajac tym samym na zawarto$¢ wolnego
fosforu (Pi). Ponadto, jak wykazano w poprzednich podrozdziatach, w zaleznos$ci od dlugosci
fali, swiatlo prowadzi do zmiany charakteru zachodzacych proceséw metabolicznych

i wplywa na status energetyczny komorek roslinnych.
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4 Wptyw jonéw metali na kietkowanie i kondycje kietkéw
rzodkiewki

Wsrdéd czynnikéw Srodowiskowych majacych znaczacy wplyw na prawidlowy rozwdj
roslin, wyroznia sie dostepnos¢ makro- i mikroelementow w glebie. Szczegolng role w tej
grupie substancji przypisuje sie jonom metali przejSciowych, ktére przedostajg sie do gleby
w sposob niekontrolowany ze wzgledu na rozwoj galezi gospodarki wykorzystujacych
materialty metaliczne. Obecne w glebie metale ciezkie mozna podzieli¢ na dwie
grupy [274,275]:

e mikroelementy i pierwiastki sladowe — niezbedne do prawidtowego wzrostu i rozwoju

organizmoéw, do ktérych zalicza sie cynk, mangan, miedz, molibden, nikiel i Zelazo;

e pierwiastki nieistotne lub o nieznanej funkcji biologicznej i fizjologicznej, do ktérych

nalezy miedzy innymi: arsen, chrom, kadm, kobalt, czy otow.

Mikroelementy i pierwiastki Sladowe majq kluczowe znaczenie w réznych procesach
fizjologicznych i biochemicznych zachodzacych w roslinach (Rysunek 31.), pod warunkiem,
ze ich stezenie w srodowisku nie przekracza wartosci granicznych. W wyzszych stezeniach,
okreslanych jako stezenia toksyczne, obecnos¢ jonow metali ciezkich prowadzi do zaburzenia

wielu procesow metabolicznych.
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Rysunek 31. Rola mikroelement6w, na przykladzie wybranych pierwiastkéw, w prawidlowym rozwoju roslin.

Toksycznos¢ metali wynika z trzech glownych typow oddzialywan: (i) bezposredniej
interakcji metali z biatkami, wynikajacej z ich powinowactwa do grup tiolowych,
histydynowych i karboksylowych w biatkach strukturalnych, katalitycznych i transportowych
komorek, (ii) stymulowania wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS), ktére zaburzaja
mechanizmy obrony antyoksydacyjnej i wywotuja stres oksydacyjny lub (iii) wypierania
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kationow z centrum czasteczki, np. biatka lub chlorofilu, co prowadzi do utraty pelionych
przez nie funkcji [274,276,277]. Ze wzgledu na wiasciwosci utleniajaco-redukujace,
w literaturze mozna znalez¢ alternatywna klasyfikacje metali ciezkich. T tak, do metali
o aktywnosci redoks zalicza sie chrom, kobalt, miedz, Zelazo. Natomiast jako metale
nieposiadajace wiasciwosci utleniajaco-redukujacych klasyfikuje sie miedzy innymi kadm,
oléw, cynk, nikiel, czy glin [278-280]. Metale o aktywnosci redoks generuja reaktywne
formy tlenu bezposrednio poprzez reakcje Habera-Weissa i Fentona. W przypadku metali
nieposiadajacych tych wiasciwosci, toksycznos¢ jest wywolywana miedzy innymi przez
(i) zwiekszenie zawartosci reaktywnych form tlenu w komoérkach w wyniku redukcji puli
przeciwutleniaczy (np. glutationu), (ii) zwiekszenia aktywno$ci oksydazy NADPH
(E.C. 1.6.3.1), oraz (iii) zaburzenie aktywnosci enzymatycznej na skutek wypierania kationow
z polaczen w metaloenzymach [278].

Miedz jest przyktadem metalu o wlasciwosciach utleniajaco-redukujacych, a w ukladach
biologicznych moze wystepowaé w postaci jondw jednowartoSciowych (Cu®) oraz
dwuwarto$ciowych (Cu®*). W komorkach ro$lin, miedZ bierze udzial w podstawowych
procesach metabolicznych, takich jak oddychanie mitochondrialne, odgrywajac kluczowa role
w produkcji ATP. Natomiast w procesie fotosyntezy odpowiada za asymilacje dwutlenku
wegla oraz transport elektronéw [281]. MiedZ, jako kofaktor enzymow, np. oksydazy
polifenolowej i fenolazy, bierze udziat w syntezie lignin, tym samym odpowiadajac
za tworzenie Scian komorkowych i odpornos¢ roslin na czynniki patogenne. Ponadto, jako
pierwiastek o aktywnosci redoks, peli kluczowa role w odpowiedzi na stres
oksydacyjny [282]. Cynk i mangan przez rosliny sq pobierane gtéwnie w postaci wolnych
jonow dwuwarto$ciowych lub chelatow organicznych. Cynk jako kofaktor wielu enzymow
odpowiada miedzy innymi za prawidlowy wzrost wydluzeniowy [283]. Jego niedobor
doprowadza do zahamowania wzrostu lub powstawania wad morfologicznych,
przejawiajacych sie gtownie deformacjg korzeni i liSci [284]. Istotne znaczenie we wzroScie
elongacyjnym przypisuje sie takze manganowi. Pierwiastek ten, odgrywa zasadniczg role
w strukturyzacji fotosyntetycznych bialek i enzymoéw oraz wptywa na ekspresje genéw [285].
Zaburzenie procesow metabolicznych spowodowane zbyt duzym stezeniem jonow
poszczegdlnych mikroelementéw moze doprowadza¢ nawet do Smierci roslin. Fitotoksyczny
efekt, nadmiaru zar6wno cynku, jak i manganu objawia sie przede wszystkim zmianami
chlorotycznymi i nekrotycznymi liSci, prowadzacymi do ograniczenia procesow

fotosyntetycznych. Natomiast, zbyt wysokie stezenie miedzi w komorkach roslin moze
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objawiac sie zaburzeniami wzrostu i zawarto$ci barwnikdw fotosyntetycznych, a takze utrata
aktywnosci niektérych enzymow [286].

Ocena wptywu substancji zanieczyszczajacych, w tym metali ciezkich, coraz czeSciej
opiera sie na Sledzeniu zawarto$¢ biomarkeréw w komérkach organizmow zywych. Takie
podejscie pozwala uzyskac¢ nie tylko wglad w fizjologiczna, ale takze biochemiczna reakcje
organizméw na czynnik stresowy. Efekt toksyczny na poziomie komoérkowym
i subkomorkowym pojawia sie duzo wczeSniej niz na wyzszych poziomach organizacji
biologicznej organizmu. Dlatego tez, wyniki pomiaru zmian zawartoSci odpowiednich
biomarkerow moga by¢ interpretowane jako wczesne sygnaty odpowiedzi ro$lin na stres
Srodowiskowy [287]. Aby zweryfikowac te teze, zbadano wptyw réznych jonéw — cynku(Il),
miedzi(II) i manganu(Il) — na wybrane parametry biochemiczne kietkujacych nasion

rzodkiewki.

4.1 Profile fosforowe kietkdw rzodkiewki rozwijajacych sie w podtozu
z dodatkiem wybranych jonéw metali

W celu scharakteryzowania wszystkich form fosforu w ekstraktach (35% HCIOy;
3 x 30 min; UAE) z kietkéw rzodkiewki wykorzystano metode *'P NMR. Wzgledne iloSci (%)
poszczegolnych form P w przeliczeniu na catkowita powierzchnie sygnatéw zarejestrowanych
na widmach NMR przedstawiono w Tabeli 11. Grupy fosforu zdefiniowano na podstawie
charakterystycznych przesunie¢ chemicznych przy pH zasadowym [288]. Dla wszystkich
analizowanych prébek sygnaty na widmach obecne byly w zakresie przesunie¢ chemicznych
od -0,2 do 7,0 ppm, ktore odpowiadaja pasmom pochodzagcym od: P1 -
polifosforany/difosforany [(-23) — (-3,5) ppm], P2 — inne fosfodiestry [(-2) — 1,5 ppm], P3 —
fosfolipidy [1,5 — 3 ppm]; P4 — fosfomonoestry [3,0 — 5,5 ppm]; P5 — ortofosforany [5,5 — 7,0
ppm] oraz P6 — fosfoniany [15 — 20 ppm)].

Uzyskane wyniki odzwierciedlaja wplyw stezenia badanych jonéw metali na wzgledny
ilosciowy udziat form fosforu w kietkach rzodkiewki. Jak wynika z danych przedstawionych
w Tabeli 11., w rzodkiewce w fazie kielkowania udziat poszczegélnych form fosforu zmienia
sie w czasie trwania eksperymentu. Juz 4-godzinne namaczanie nasion w wodnych
roztworach zawierajacych jony metali, spowodowalo zmiany w profilach fosforowych
kietkujacych nasion rzodkiewki. Najwieksze zmiany odnotowano dla 5 pM Mn** i 50 pM
Mn** oraz 5 pM Zn*" i 50 pM Zn**, kt6re spowodowaty obnizenie udzialu procentowego P2
i P3 oraz zwiekszenie P4. W przypadku Zn rowniez odnotowano zwiekszenie udziatu P5.

Natomiast jony miedzi nie wptywaly znaczaco na zawartos$ci poszczegélnych form fosforu.
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Tabela 11. Wzgledne ilo$ci (%) form fosforu zarejestrowanych na widmach P NMR ekstraktéw z kietkow

rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem jonéw metali.

DAT Warunki wzrostu (E/:) (E/f) (I:/?) (1:/:‘) (1:/5) (f/oe)
Kontrola - 0,9 0,4 61,8 36,9 -
0,5 uM Cu - 0,8 0,5 56,4 42,3 -
5 M Cu - 1,3 0,8 59,1 38,8 -
50 pM Cu - 2,0 0,9 60,3 36,8 -
Kontrola - 5,6 31 60,0 31,0 0,3
0,5 pM Mn - 4,6 2,0 559 374 -
0 5 pM Mn - 1,5 0,6 68,5 29,4 -
50 pM Mn - 1,5 0,6 68,5 29,4 -
Kontrola - 5,6 3,1 60,0 31,0 0,3
0,5 pM Zn - 6,0 2,8 58,8 31,9 0,5
5pM Zn - 1,5 0,7 73,3 245 -
50 pM Zn - 1,6 0,7 69,6 28,0 -
Kontrola - 0,6 0,9 58,7 39,8 -
0,5 pM Cu - 0,4 0,3 51,8 47,5 -
5 M Cu - 1,6 0,6 56,0 41,8 -
50 pM Cu - 0,4 0,5 51,0 48,1 -
Kontrola - 2,5 1,0 55,3 41,3 -
0,5 pM Mn - 2,6 1,4 55,5 40,6 -
2 5 pM Mn - 1,2 0,2 70,0 28,0 -
50 pM Mn - 2,6 1,3 59,6 35,8 -
Kontrola - 2,5 1,0 55,3 41,3 -
0,5 M Zn - 1,8 0,4 54,0 43,8 -
5pM Zn - 3,4 1,9 49,9 44,9 -
50 pM Zn - 3,0 1,9 55,1 40,0 -
Kontrola - 1,0 0,1 34,2 64,6 -
0,5 uM Cu - 0,7 0,1 286 70,6 -
5 M Cu - 0,9 0,0 30,3 68,9 -
50 pM Cu - 0,8 0,3 31,3 67,6 -
Kontrola - 1,0 0,1 342 64,6 -
0,5 pM Mn - 1,5 0,5 40,8 57,2 -
N 5 pM Mn - 0,8 0,7 42,7 54,8 -
50 pM Mn - 1,6 0,6 36,8 60,9 -
Kontrola - 1,1 0,4 41,1 57,4 -
0,5 pM Zn - 1,2 0,5 358 62,5 -
5pM Zn - 2,4 1,0 43,2 534 -
50 pM Zn - 1,4 0,4 43,2 55,0 -

Zakres przesunie¢ chemicznych (ppm) poszczegélnych form fosforu zarejestrowanych

na widmach

3P NMR ekstraktu badanych prébek o odczynie zasadowym: P1 — polifosforany/difosforany ((-23) — (-3,5)
ppm); P2 — inne fosfodiestry ((-2) — 1,5 ppm); P3 — fosfolipidy (1,5 — 3 ppm); P4 — fosfomonoestry (3,0 —
5,5 ppm); P5 — ortofosforany (5,5 — 7,0 ppm); P6 — fosfoniany (15 — 20 ppm); ,,—” — nie oznaczono. Blad
standardowy nie przekraczat 10% warto$ci podanych w tabeli.

103



Najwieksze zmiany udzialu poszczegdlnych form fosforu zanotowano w 2 i 4 DAT.
W 2 DAT zachodzace zmiany byly zalezne od rodzaju kationé6w metali (Rysunek 32.), a takze
od zastosowana stezenia. Ponadto, analizujagc zestawione widma, mozna zauwazyc,
ze najwieksze rdéznice w ksztalcie sygnaldow pochodzacych od réznych monoestrow
fosforanowych, mozna zauwazy¢ w przedziale P4, ktére swiadcza o odmiennym skladzie

zwiagzkow fosforoorganicznych w kietkach rzodkiewki.
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Rysunek 32. Poréwnanie widm *'P NMR ekstraktéw z kietkéw rzodkiewki (2 DAT) rozwijajacych sie
z dodatkiem roztworéw (5 pM) zawierajacych jony Cu®* (A), Mn*" (B) i Zn** (C).

Jednak w 4 DAT zmiany udzialu poszczegélnych form fosforu w przypadku Cu i Mn nie
zalezaly od zastosowanego stezenia. Jony miedzi(II) spowodowaly zmniejszenie udziatu P4
oraz zwiekszenie P5. Zmiany form P w kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem
jonéw manganu(Il) byly odwrotne niz w przypadku dodatku jonéw miedzi(II). Natomiast
zastosowanie 0,5 pM roztworu zawierajacego jony cynku(Il) przyczynito sie do obnizenia
zawartosci P4, przy jednoczesnym zwiekszeniu ilosci P5; w przypadku 5 pM roztworu
obnizeniu ulegly ilo$¢ P2, a zwiekszeniu P3; natomiast dla 50 pM Zn** nie odnotowano

znaczacych zmian w profilach *'P NMR kietkdw rzodkiewki.
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Warto zaznaczy¢, ze wyniki przeprowadzonych pomiaréw *'P NMR ekstraktow
uzyskanych w toku tego eksperymentu wykazaly obecnos$¢ fosfonianow w rzodkiewce
rozwijajacej sie w optymalnych warunkach wzrostu oraz w kietkujacych nasionach

rzodkiewki traktowanej 0,5 pM roztworem jonéw Zn*" w 0 DAT.

4.2 Aktywnos¢ fitaz i zmiany zawartosci Pi w kietkach rzodkiewki
Analizujagc wptyw dodatku jonéw metali na proces kielkowania okreslono aktywnos$¢
enzymatyczng fitaz i wynikajaca z niej zawartos¢ jonow fosforanowych oraz zawartos¢
biatka. Zawarto$¢ fosforu nieorganicznego w kietkach rzodkiewki wzrastata wraz z czasem
rozwoju roélin, a $rednie warto$ci w kolejnych dniach wynosity odpowiednio: 1,30 mg g™
s.m. (0 DAT), 1,17 mg g s.m. (1 DAT), 2,13 mg g s.m. (2 DAT), 5,39 mg g s.m. (3 DAT)
i5,52 mg g s.m. (4 DAT). Najmniejszg zawarto$¢ Pi (0,84 + 0,09 mg g™ s.m.) oznaczono
w 1 DAT dla 50 pM Mn*', natomiast najwieksza (7,75 + 0,10 mg g’ s.m.) w 4 DAT
dla 0,5 pM Zn**. Analizujac $redni wspdtczynnik zawarto$ci Pi (Wykres 14. A) mozna
zauwazyg¢, ze juz po 4 godzinach namaczania, dodatek jonéw metali do podtoza hodowlanego

wplywa na zawartos¢ fosforu w kietkujacych nasionach i kietkach rzodkiewki.
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Wykres 14. Sredni wspélczynnik zawartoéci Pi (A) i biatka (C) oraz aktywnosci enzymatycznej fitaz (B)
w kietkach rzodkiewki rozwijajacej sie w podtozu zawierajacym dodatek jonéw Cu(IT), Mn(II) i Zn(II). Wartosci
dla odpowiednich hodowli kontrolnych przyjeto w kazdym przypadku jako 100%, ,,*” oznaczono réznice istotne
statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.
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Obecnos¢ jonéw miedzi w podlozu hodowlanym przyczynita sie do istotnego
zwiekszenia zawartosci Pi w kietkach rzodkiewki po 2 DAT niezaleznie od zastosowanego
stezenia. Wyjatek stanowig rosliny traktowane 0,5 pM roztworem zawierajgcym Cu?,
dla ktorego Sredni wspotczynnik zawartosci Pi wynosit 126% juz po 4 godzinach namaczania.
Najwiekszy wzrost w zawarto$ci Pi wzgledem kontroli odnotowano w 3 DAT dla roztworow:
0,5 pM Cu®* (150%), 5 pM Cu** (163%) i 50 pM Cu** (178%). Natomiast w przypadku
dodatku jonéw cynku do podioza, indukowane zmiany Sredniego wspoétczynnika zawartoSci
Pi byly zalezne od zastosowanego stezenia oraz czasu narazenia na badany stresor.
Po 4-godzinnym namaczaniu nasion w 0,5 pM roztworze Zn** doszto do obnizenia $redniego
wspotczynnika zawartoSci Pi w kietkujacych nasionach rzodkiewki. Natomiast od 1 DAT
zawartoS¢ Pi byla wyzsza w poréwnaniu z kontrolg, odpowiednio o 52% (1 DAT),
19% (2 DAT), 58% (3 DAT) i 8% (4 DAT). Przy zastosowaniu stezenia 5 pM Zn*" wyzszy
wspotczynnik zawartosci Pi, na poziomie 128,5 + 0,5%, odnotowano jedynie w 1 i 2 DAT;
w 3 i 4 DAT warto$¢ tego wspotczynnika wynosita odpowiednio 74% i 83%. Warto zwrécic¢
uwage, ze wplyw roztworu Zn?* o stezeniu 50 pM by} zauwazalny dopiero w 3 DAT, kiedy to
zawartoS¢ Pi wzrosta 0 29% w poréwnaniu do kontroli. Jednak w 4 DAT odnotowano spadek
w zawartosci Pi o 21% wzgledem kontroli. Réwniez w przypadku zastosowania jonow
manganu(Il) jako stresora chemicznego nie mozna zauwazyc¢ relacji w zmianach zawarto$ci
Pi — wplyw zalezy od stezenia Mn*" oraz czasu narazenia. Do istotnego obnizenia $redniego
wspotczynnika zawartosci Pi doszto w 0 DAT (0 26% i 13%) oraz w 2 DAT (o0 12% i 26%)
w rzodkiewce traktowanej odpowiednio 5 i 50 pM roztworem Mn*, a takze w 4 DAT
w ro$linach traktowanych roztworem jonéw Mn** o stezeniu 0,5 pM (0 36%), 5 ptM (0 54%)
i50 pM (o 34%). Natomiast zwiekszenie zwartosci Pi odnotowano jedynie w przypadku
rzodkiewki traktowanej 0,5 pM roztworem Mn** w 1 i 2 DAT. U roélin narazonych
na dziatanie metali ciezkich dochodzi do zmian w metabolizmie oraz upo$ledzenia organizacji
komorek, m.in. zmiany w skladzie kwasow thuszczowych w blonie komérkowej [289].
Udowodniono, ze jony Cu?* przyczyniaja sie do zwiekszenia zawarto$ci Pi w korzeniach
pszenicy, jednak nie wplywaja na zawarto$¢ fosforu w pedach [290]. Wzrost $redniego
wspotczynnika zawartosci Pi w kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem jonéw
miedzi(I) moze wynika¢ ze wzrostu aktywno$ci V-ATPaz lub zmniejszenia zawartosci
fosfolipidow. Dane literaturowe wskazuja, ze podczas stresu wywotanego jonami miedzi(II),
ich nadmiar jest transportowany i magazynowany w wakuolach. Transport ten odbywa sie
wskutek aktywnosci V-ATPaz, podczas ktorego dochodzi do hydrolizy ATP i uwolnienia

Pi[291]. Ponadto dowiedziono, ze stres wywolany jonami miedzi(Il) prowadzi
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do zmniejszenia zawartoSci fosfolipidow, co takze posrednio wplywa na stezenie jonow
fosforanowych w roslinach [289]. Natomiast u roslin narazonych na dzialanie jonow
cynku(IT), dochodzi do zwiekszenia syntezy fosfolipidéw. W przypadku zwiekszonej
biosyntezy fosfolipidéw, stezenie jonéw fosforanowych powinno ulega¢ zmniejszeniu. Jednak
uzyskane wyniki nie pokrywajq sie z danymi Zrédlowymi — nie Swiadcza o tym. Ponadto,
mechanizm sekwestracji jonéw cynku w wakuoli zachodzi przede wszystkim poprzez MTP
(ang. metal transporter protein) [292]. Transport ten odbywa sie na zasadzie dyfuzji
wspomaganej, w ktorej jednoczesSnie jony wodorowe sa transportowane w przeciwnym
kierunku (z wakuoli do cytoplazmy) [293,294], a nie jak w przypadku jonéw Cu** wskutek
aktywnosSci ATPaz. Wyzsze zawarto$ci fosforu nieorganicznego moga byC zwigzane
z aktywnos$ci enzymatyczng fitaz — uwalniajacych zmagazynowany fosfor z czasteczek
fitynianéw lub ze zwiekszeniem aktywnosci enzymow metalozaleznych. Przykladem takich
enzymOw sa fosfataza alkaliczna (AP), fosfolipaza C (PLC) lub rybonukleazy (RNAzy,
np. P1 nukleaza), ktorych aktywnos$¢ zalezy od dostepnosci cynku w podlozu [295].
Jednoczesnie, enzymy te katalizujq reakcje hydrolizy wigzan estrowych z uwolnieniem jonéw
fosforanowych. Udowodniono, ze w przypadku niektorych roslin ekspresja RNAz wystepuje
we wczesnych stadiach rozwoju, co swiadczy o udziale niektéorych RNAz w kontrolowaniu
procesOw wzrostu i rozwoju [296]. Zwiekszenie sredniego wspétczynnika zawarto$¢ Pi moze
rowniez wynika¢ z aktywnosci fosfataz. Dowiedziono, ze dodatek jonéw Zn* zwiekszal
aktywno$¢ enzymatyczng kwasnej fosfatazy w kietkach grochu o 40% [297], co potwierdza
wczesniej postawiong hipoteze.

Aktywnos$¢ enzymatyczna fitaz w kietkach rzodkiewki traktowanej wybranymi jonami
metalu wzrasta prawidlowo w czasie trwania hodowli. W przypadku zastosowania 5 pM
roztworu zawierajgcego Zn>* wzrost aktywnos$ci enzymatycznej fitaz byt obserwowany
do 3 DAT, osiggajac maksymalng warto$¢ na poziomie 1,48 + 0,24 U g™ s.m.). Natomiast
w przypadku zastosowania 5 pM roztworu zawierajgcego Mn?®*, aktywno$¢ enzymatyczna
fitaz wzrastata do 2 DAT (0,66 + 0,07 U g* s.m.), utrzymujqc sie na tym poziomie w 3 DAT
(0,69 + 0,09 U g"' s.m.). Jednakze w 4 DAT ponownie odnotowano wzrost aktywnosci
badanych enzyméw (1,21 + 0,19 U g*' s.m.). Warto zwr6ci¢ uwage takze na fakt,
iz najwiekszy wzrost aktywno$ci enzymatycznej fitaz (prawie dwukrotny) odnotowano
z 3 DAT na 4 DAT réwniez w przypadku zastosowania 50 pM Cu?®* (z 1,56 + 0,01 na 2,82 +
0,10 U g' s.m.) oraz 50 pM Zn*" (z 1,20 + 0,09 na 2,16 + 0,05 U g™ s.m.). Analizujgc wptyw
dodatku jonow metali na zmiany aktywnoS$ci enzymatycznej fitaz w kietkach rzodkiewki

mozna zauwazyC, Ze jedynie jony miedzi zwiekszaly aktywno$¢ tych enzymow. Istotne
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zmiany odnotowano w 1 i 2 DAT (o 33 — 49% wzgledem kontroli). Natomiast jony cynku
i manganu przyczynity sie do obnizenia Sredniego wspétczynnika aktywnosci fitaz. Wyjatek
stanowi jedynie 0,5 pM Zn** w 2 DAT, dla ktérego aktywno$¢ enzymatyczna fitaz byta
istotnie wyzsza (o 72%) wzgledem kontroli. W przypadku jonéw manganu, niezaleznie
od zastosowanego stezenia oraz czasu ekspozycji, dochodzito do obnizenia aktywnosci fitaz
w kietkach rzodkiewki. Nieznaczne zwiekszenie odnotowano jedynie w 0 i 2 DAT, jednak
wartosci te nie byly istotnie statystycznie. Udowodniono, ze kationy metali moga wptywac
stymulujacqa badz hamujaco na aktywno$¢ enzymatyczng fitaz [298]. Efekt ich dzialania
zalezy nie tylko od charakteru jonu, ale takze od Zrodla pochodzenia enzymu, ktoére
determinuje stabilno$¢, optymalne pH i temperature oraz sposob dziatania [298,299].
Wykazano, ze jony metali m. in. Cu*, Fe’*, Mn*", Mg”*" i Zn>" wykazywaly negatywny wptyw
na aktywnos¢ enzymatycznag fitaz izolowanych z Bacillus subtilis [300], natomiast zwiekszaty
wzgledng aktywnosc¢ fitaz pochodzacych z Schizophyllum commune [301]. Podobne efekt
wykazano dla jonéw Co** i Mn** na aktywno$¢ fitaz z Aspergillus ficuum, podczas gdy jony
Cu?* dzialaly hamujaco [300,302]. Jednak malo znany jest wplyw kationéw metali
na aktywnos¢ ro$linnych fitaz. Dostepne dane wskazuja, Ze jony metali hamowaty
lub nie zmienialy aktywno$ci enzymatycznej fitaz wyizolowanych z soi, a jony Ca*
stymulowaly aktywno$¢ enzymatyczng fitazy kukurydzy i patki szerokolistnej [300].
Dowiedziono rowniez, ze inkubacja otrebow pszennych w roztworach zawierajacych kationy
sodu, potasu, wapnia lub magnezu negatywnie wplywa na aktywnosS¢ endogennej
fitazy [303]. Analizujac wyniki przeprowadzonych doswiadczen, mozna rowniez zauwazyc¢
brak korelacji pomiedzy S$rednimi wspotczynnikami aktywnosci enzymatycznej fitaz
a zawartosci Pi. Takie wyniki sugeruja, ze wzrost zawartosci Pi wynikal z (i) obecnosci
innych enzymoéw hydrolizujacych wigzania fosfoestrowe, (ii) nieenzymatycznej hydrolizy
zwiazkéw zawierajacych w swojej strukturze grupe fosforanowa lub (iii) zmniejszonej
aktywnosci enzymow katalizujacych reakcje fosforylacji. Dane literaturowe, zestawione
z wynikami uzyskanymi w toku realizacji pracy doktorskiej, wskazuja, ze zagadnienia
dotyczace aktywnosci fitaz w kietkach roslin sa wcigz malo poznane. Jednocze$nie,
aktywno$¢ enzymatyczna fitaz moze stanowi¢ dodatkowy parametr biochemiczny w ocenie
kondycji rozwijajacych sie roslin.

Zawarto$¢ biatek miescita sie w zakresie od 5,93 do 13,45 mg g’ s.m., przy czym
najnizsza warto$¢ odnotowano w kietkach rzodkiewki traktowanych 5 pM Zn** w 2 i 3 DAT,
natomiast najwyzszg warto$¢ oznaczono w kietkach rzodkiewki traktowanych 0,5 pM Mn**

w 3 DAT. Jednoczesnie, istotny wplyw jonéw metali na zawarto$¢ bialek zaobserwowano
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jedynie dla 0,5 pM Mn** w 2 i 3 DAT, 50 pM Mn* w 3 DAT, 50 pM Cu** w 1 i 2 DAT
oraz 0,51 5 pM Cu** w 3 DAT. Dane literaturowe wskazuja, ze nadmiar miedzi wzmaga
synteze specyficznego biatka, prawie identycznego z plastocyjaning, co jest pomocne
w ochronie rosliny przed nadmiarem Cu [304]. Dane zrodlowe wskazujq takze, ze jony
manganu prowadzq do zmian w ekspresji wielu bialek na poczatkowym etapie wzrostu
ro$lin[305-307], a charakter tych zmian jest zalezny od rodzaju biatka i jego funkcji

w komorkach roslinnych.

4.3 Zmiany w zawartosci nukleotydéw adeninowych i status
metaboliczny kietkow rzodkiewki rozwijajacych sie w ré6znych warunkach
osSwietlenia

Rozpatrujagc wplyw jonow metali na kondycje roslin, jeden z kluczowych markerow
biochemicznych stanowi adenylowany !adunek energetyczny, wyrazony jako stosunek
nukleotydéw adeninowych zawierajacych wysokoenergetyczne wiazania ([ATP] + Y2 [AMP])
do sumy wszystkich nukleotydow adeninowych, okreslajacy status energetyczny roslin [104].
Sposréd wszystkich oznaczonych nukleotydow adeninowych najwieksza pule stanowit
adenozyno-5’-difosforan (ADP), ktérego Srednia zawarto$¢ wzrastala w czasie trwania
hodowli z 396,36 png g' s.m. w 0 DAT do 871,19 pg g*' s.m. w 4 DAT (Wykres 15.).
Najnizszq zawarto$¢ (251,47 + 0,70 pg g’ s.m.) odnotowano dla kietkow rzodkiewki
traktowanych 5 pM Mn?**, natomiast najwyzszg (1059,50 + 127,29 pg g s.m.) dla kietkéw
rzodkiewki traktowanych 50 pM Cu*". Najmniejsza zawarto$¢ AMP (78,01 + 0,24 pg g™ s.m.)
oznaczono w 0 DAT dla 50 pM Mn*, a najwiekszg (557,53 + 39,34 pg g"' s.m.) w 3 DAT
dla 5 pM Zn*". Jednak najmniejszg pule nukleotydéw adeninowych — ponad 2-krotnie nizszq
ADP i AMP - stanowilo ATP, ktorego Srednia zawarto$¢ w poszczegélnych dniach trwania
hodowli wynosita odpowiednio: 142,87; 159,08; 154,06; 154,08; 134,37 pg g"' s.m..
Najmniejsza zawarto$¢ ATP (30,88 + 5,82 pg g* s.m.) oznaczono w kietkach traktowanych
0,5 pM Mn** w 3 DAT, a najwyzsza (319,49 + 10,66 pg g* s.m.) dla 50 Cu®* w 2 DAT.
Charakter zmian zawartosci AMP i ATP w czasie trwania hodowli zalezal od zastosowanego
jonu metalu oraz w wiekszoSci przypadkow od stezenia. Podobne zalezno$ci mozna zauwazy¢
dla kietkéw rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem 0,5 pM Zn** oraz 5 i 50 pM Mn** oraz
5150 pM Cu?', dla ktérych poczatkowo zarejestrowano wzrost, a nastepnie spadek zawarto$¢
AMP. Natomiast zawartos¢ ATP utrzymywala sie na wzglednie stalym poziomie w kietkach
rzodkiewki traktowanych roztworami 0,5 pM Cu®, 0,5 i 5 pM Zn*, a w przypadku
zastosowania jonow manganu(Il) zawarto$¢ trifosforanow adenozyny spadala w czasie

trwania hodowli.
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Wykres 15. Zawartos¢ nukleotydéw adeninowych — AMP (A), ADP (B), ATP (C) — w kielkach rzodkiewki
traktowanych roztworami metali zawierajgcych rozne stezenia jonéw Cu**, Mn** lub Zn?**.

Analizujac wpltyw dodatku wybranych jondw metali na zmiany sredniego wspétczynnika
zawarto$ci nukleotydéw adeninowych (Wykres 16.) mozna zauwazy¢, ze zaréwno dodatek
jonow miedzi(Il), jak i cynku(Il) do podloza hodowlanego doprowadzit do istotnego
zwiekszenie zawartoSci AMP w kietkach rzodkiewki w odniesieniu do kontroli. Natomiast
wprowadzenie jonéw Mn*" skutkowato obnizeniem zawarto$ci AMP w tkankach badanych
roslin. Wyjatek stanowi 2 DAT dla 0,5 pM Mn?*", dla ktérego zawarto$¢ byta wyzsza o 20%
w porownaniu do warunkow kontrolnych. Dodatek jonéw cynku(IT) do podtoza hodowlanego
powodowal rowniez istotne zwiekszenie zawartoSci ADP w poczatkowych dniach rozwoju
ro$lin (Wykres 16. B), natomiast nie wplywal negatywnie na zawartos¢ difosforanu
adenozyny w 3 i 4 DAT. Jednakze wprowadzenie jonéw Mn** do podtoza przyczynito sie
do istotnego obnizenia zawartosci ADP w kieltkach rzodkiewki w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych. Dla kazdego ze stosowanych stezen jondw Zn** zawarto$¢ ATP w kietkach
rzodkiewki w czasie trwania eksperymentu byla wyzsza w poréwnaniu do kontroli. Wyjatek
stanowi 0,5 i 5 pM Zn** w 1 DAT. Natomiast w przypadku jonéw Cu?** i Mn*" wartosci te bylty

nizsze, za wyjatkiem Cu®* w 1 DAT.

110



0,5 pM Gu
B 5 uMCu

250 B 50 M Cu
[ |05 pMMn

5 M Mn
50 uM Mn
[__[o5uMzn

200 4 5 M 2n
* g I 50 M Zn

—K

Sredni wspétczynnik

zawartoséi AMP [%]
Sredni wspotczynnik
zawartosci ADP [%]

DAT

O

250 4

200

200 *

150 4

100 4

Sredni wspolczynnik
zawartosci ATP [%]
Sredni wspolczynnik AEC [%]

50 4

4
DAT DAT

Wykres 16. Sredni wspétczynnik zawartosci AMP (A), ADP (B), ATP (C) oraz $redni wspétczynnik AEC (D)
w kietkach rzodkiewki rozwijajacej sie w z dodatkiem wybranych jonéw metali. Warto$ci dla odpowiednich
hodowli kontrolnych przyjeto w kazdym przypadku jako 100%, ,,*” oznaczono réznice istotne statystycznie
(p<0,05) w odniesieniu do kontroli.

Odnoszac sie do stresu fizjologicznego roslin indukowanego dodatkiem jonéw miedzi(IT)
zauwazono, ze obecnoS¢ tych jondw w podiozu, w stezeniu powyzej 5 pM wplywa na status
metaboliczny rzodkiewki, powodujac obnizenie warto$ci parametru AEC w odniesieniu
do warunkow kontrolnych. Natomiast w przypadku jondw manganu(Il) i cynku(Il) zmiany
w wartosci parametru AEC w odniesieniu do kontroli zalezaly od zastosowanego stezenia
oraz czasu narazenia ro$lin na badany czynnik. Ponadto, w przypadku nasion rzodkiewki
rozwijajacych sie z dodatkiem jonéw miedzi(IT) w stezeniu 5 oraz 50 pM warto$¢ parametru
AEC nie przekraczata 0,5 w pierwszych dwoch dniach kielkowania i wzrastala liniowo
w czasie, osiggajac maksymalnie wartos¢ 0,55 w czwartym dniu trwania hodowli. Takie
zmiany parametru AEC wskazuja na kierunek przemian metabolicznych — z reakcji
katabolicznych, na rekcje anaboliczne. Podobna zaleznos¢ uzyskano dla roslin traktowanych
jonami manganu(Il) o stezeniu 5 pM, jednak maksymalna wartos¢ parametru AEC w 4 DAT
byla na poziomie 0,45, co Swiadczy o przewadze reakcji katabolicznych. Natomiast
w przypadku dodatku roztworéw zawierajacych jonéw miedzi(II) o stezeniu 0,5 pM, pomimo
ze warto$¢ parametru AEC malata w czasie trwania hodowli (0,56 + 0,01 w 0 DAT; 0,51 +

0,01 w 4 DAT) w komorkach kietkdw rzodkiewki przewazaly reakcje anaboliczne. Analizujac
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Sredni wspétczynnik AEC (Wykres 16. D) mozna zauwazyC, ze jony miedzi(Il) istotnie
obnizaly wartos¢ parametru AEC w kazdym dniu trwania eksperymentu. Najwieksze zmiany
odnotowano dla 5 pM Cu®* w 1 DAT (o0 20%), natomiast najmniejsze dla 0,5 Cu®** w 2 DAT
(0 4%). Wynik ten Swiadczy o przesunieciu przemian metabolicznych w kierunku procesow
katabolicznych u kietkow rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem jonow miedzi(Il)
w porownaniu do warunkéw kontrolnych. Natomiast, wprowadzenie jonéw manganu(Il)
do podtoza spowodowato istotne statystycznie zwiekszenie Sredniego wspotczynnika AEC
w 0 DAT o okoto 20% w porownaniu do kontroli. Jednak w ostatnich dniach trwania
eksperymentu w przypadku zastosowania 50 pM Mn*" warto$¢ parametru AEC byla nizsza
odpowiednio o 5% (3 DAT) i 9% (4 DAT) w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Réznice
istotne statystycznie w przypadku kietkow rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem jonow
cynku odnotowano w 0 DAT oraz 3 DAT dla wszystkich zastosowanych stezen, a takze
w 1 DAT w przypadku 50 pM Zn**. Warto jednak zwr4ci¢ uwage, ze charakter wywotanych
zmian jest r6zny — w 0 DAT dodatek jonéw cynku(Il) do podtoza spowodowat zwiekszenie
wartosci Sredniego wspotczynnika AEC, natomiast w 3 DAT istotne zwiekszenie odnotowano
jedynie w przypadku 0,5 pM Zn*. Taki wynik $wiadczy o przesunieciu przemian
metabolicznych w kierunku proceséw anabolicznych w poréwnaniu do kontroli.
Biochemiczne podstawy odpornosci ro$lin na stres srodowiskowy opieraja sie miedzy
innymi na cigglej regeneracji ATP w celu zachowaniu prawidlowego przebiegu proceséw
fizjologicznych [103]. Pomimo iz, toksycznos¢ cynku prowadzaca do inhibicji fotosystemu I
i II, negatywnie wplywa na proces fotosyntezy i ogdlng synteze ATP [308], przeprowadzone
badania nie potwierdzajq tego spostrzezenia, nawet w przypadku kietkow z 4 DAT,
kiedy to liScienie byty juz w pelni rozwiniete. W kielkujacych nasion, kiedy nie rozwinely sie
w pei liScienie, synteza ATP nie zalezy od aktywnosci fotosysteméw. Jednak, inne badania
wskazuja, ze imbibicja nasion w roztworze zawierajacym jony cynku(Il), rowniez wywiera
istotny efekt hamujacy na synteze ATP [309]. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze jony cynku
przyczynily sie do zwiekszenia syntezy ATP. Rozbieznosci te wynikaja prawdopodobnie
z zastosowanych stezen roztworéw jonéw Zn**, ktére byly nizsze i nie wykazywaty
toksycznego efektu wzgledem rozwijajacych sie nasion rzodkiewki. Warto rowniez zwrocic¢
uwage na fakt, iz jony metali, takich jak miedZ, zelazo oraz cynk sq niezbedne
w prawidlowym funkcjonowaniu kilku enzyméw bioracych udziat w cyklu TCA, transporcie
elektronow, obronie antyoksydacyjnej, jak rowniez syntezie ATP [310-312]. Przeprowadzone
badania wykazaly, Ze jony miedzi(Il) charakteryzowaly sie duzo wieksza toksycznos¢

wzgledem rzodkiewki. Uzyskane wyniki sq zbiezne z danymi literaturowymi [308]. Pomimo
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iz, najwiekszy toksyczny efekt na synteze nukleotydéw adeninowych uzyskano dla jonow
manganu(Il), warto$ci parametru AEC byly zbiezne z warunkami kontrolnymi. Ponadto
na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze brak zmian wartosci parametru AEC
oraz charakteru zachodzacych przemian metabolicznych (katabolizm) wynika
z proporcjonalnego zahamowania biosyntezy nukleotydéw adeninowych — ATP, ADP i AMP.
Warto zwroci¢ uwage na fakt, iz zaburzenie syntezy nukleotydéw adeninowych wskutek
dzialania jonéw Mn®* jest powigzane ze zmniejszeniem zawarto$ci wewnatrzkomorkowego

poziomu Pi w kietkach rzodkiewki.

4.4 Profil wzrostu
Profil wzrostu kielkéw rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem jonéw metali

w podtozu przedstawiono na Wykresie 17. Wykielkowane nasiona zbierano przez cztery

kolejne dni, poczawszy od pojawienia sie korzonka zarodkowego (1 DAT).
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Wykres 17. Dynamika kielkowania nasion rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem jonéw metali wyrazona
w procentach jako stosunek catkowitej liczby badanych nasion.

Analizujagc uzyskane wyniki mozna zauwazy¢, ze najwiekszy wplyw na proces
kietkowania mialy jony miedzi(Il) oraz manganu(Il), a ich dzialanie bylo odmienne.
Dla jonéw Cu®* odnotowano istotne zwiekszenie wykietkowanych nasion w 1 i 2 DAT,
odpowiednio o 18% i 10%. Natomiast w przypadku jonéw Mn** zaobserwowano istotne
zmniejszenie odsetku wykietkowanych nasion w 1 DAT (5 pM i 50 pM) o 11% oraz 4 DAT
(50 pM) o 8 %. Dane literaturowe wskazuja, ze jony metali dzialaja bardziej toksycznie
na wzrost siewek niz proces kietkowania [313,314]. W nasionach, tupina nasienna peni role
ochronng przed niekorzystnymi czynnikami zewnetrznymi, ograniczajac miedzy innymi
przenikanie toksycznych czynnikow chemicznych, w tym jonow metali do zarodka [315].

Natomiast w przypadku siewek, obecne w podlozu hodowlanym jony metali sa pobierane
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przez specyficzne biatkowe transportery, ktore nastepnie sa rozprowadzane (ulegaja
translokacji i redystrybucji) po calej roslinie [316]. Jednak dla przedstawionych wynikéw,
zaleznos¢ taka zostata zaobserwowano dopiero w ostatnim dniu prowadzenia eksperymentu,
jedynie w przypadku jonow manganu(Il) powyzej stezenia 50 pM. Ponadto, dane literaturowe
wskazuja, ze dla jonéw Cu®’, Pb**, czy Zn** nie wykazano nadmiernej toksycznosci
dla kietkujacych nasion roslin — ICs, [stezenie powodujace 50%-inhibicje kietkowania]
dla tych metali wykazano dla stezen >50 mM [314]. Warto zaznaczy¢, ze toksyczne dziatanie
jonow metali ciezkich na kielkowanie nasion i wzrost sadzonek maja wplyw czynniki
Srodowiskowe, takie jak pH podloza, czy dostepnosc¢ skladnikow odzywczych (np. innych

jonow metali bezposrednio wplywajacych na dziatanie biatkowych transporteréw) [317].

4.5 Zawartosé barwnikéw fotosyntetycznych

W wyniku stresu wywolanego metalami ciezkimi, w wielu przypadkach dochodzi
do zaburzen w procesie fotosyntezy. Zaburzenia te sa zwigzane przede wszystkim
z zahamowanie aktywnos$ci fotosystemu I i II wynikajacych ze zmniejszenia zawarto$ci
chlorofilu oraz wypierania jonow Mg* w czasteczkach chlorofilu [317,318]. Ponadto
udowodniono, ze zwiekszona koncentracja jonéw kadmu prowadzi do zmniejszenia
zawartosci barwnikow fotosyntetycznych — chlorofili i karotenoidow [318]. Na Wykresie 18.
przedstawione zostaly zmiany Sredniego wspoiczynnika zawartoSci karotenoidéw oraz
chlorofilu. Na podstawie przedstawionych danych mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢ jonéw
metali w podlozu wplywa na metabolizm barwnikéw fotosyntetycznych. Zawartos¢
karotenoidéw wzrastata w czasie hodowli, a jej srednia wartos¢ w poszczegélnych dniach
miescita sie w zakresie 0,02 mg g' s.m. (0 — 2 DAT), 0,06 mg g s.m. (3 DAT) oraz
0,17 mg g* s.m. (4 DAT). Najwiekszg zawarto$¢ (0,228 mg g s.m.) oznaczono w 4 DAT
dla 50 pM Cu, natomiast najmniejszq (0,012 mg g™ s.m.) dla 0,5 i 50 pM Zn oraz 5 pM Mn.
Wplyw jonéw metali na zawarto$¢ karotenoidow byla zauwazalny juz od 1 DAT.
Dla wiekszosci przypadkow, zawartos¢ karotenoidéw byla rowna lub nizsza w poréwnaniu
do roslin rozwijajacych sie w warunkach kontrolnych. Najwieksze istotne roznice (powyzej
20%) odnotowano dla 50 pM Cu®" w 1 DAT; 0,5 pM Mn*, 50 pM Mn*" i 50 pM Zn**
w 2 DAT oraz 0,5 — 50 pM Mn*" i 5 — 50 pM Zn** w 3 DAT. Natomiast w przypadku 5 pM
Mn**, 0,5 pM Zn** i 50 pM Zn** w 1 DAT; 0,5 pM Cu** w 3 DAT oraz 5 pM Zn** w 4 DAT

zawartosc¢ karotenoidoéw bytla istotnie (>20%) wyzsza w porownaniu z kontrola.
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Wykres 18. Sredni wspélczynnik zawartoéci karotenoidéw (A) i chlorofilu (B) w kietkach rzodkiewki
rozwijajacej sie w podlozu z dodatkiem jonéw metali. Wartosci dla odpowiednich hodowli kontrolnych przyjeto
w kazdym przypadku jako 100%, ,,*” oznaczono réznice istotne statystycznie (p<0,05) w odniesieniu
do kontroli.

Zawarto$¢ chlorofilu catkowitego w kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie w podtozu
z dodatkiem jonow metali, podobnie jak w poprzednio omowionym eksperymencie, byla
oznaczalna dopiero od 3 DAT. Srednia zawartos¢ w 3 i 4 DAT wynosila odpowiednio:
0,17 mg g’ s.m. i 0,96 mg g s.m.. Przy czym najnizszg zawarto$¢ oznaczono dla 5 pM Mn*
i 50 pM Zn** (0,08 + 0,00 i 0,09 + 0,00 mg g s.m.) w 3 DAT, a najwyzszg dla 50 pM Cu?*
(1,18 + 0,07 mg g' s.m.) w 4 DAT. Pomimo iz, w poczatkowo jony miedzi (0,5 pM)
wplywaly korzystnie na synteze chlorofilu (180% kontroli) to juz w 4 DAT przyczynily sie
do obnizenia zawartosci chlorofilu w poréwnaniu do kontroli. Natomiast pozytywny efekt
dodatku jonéw Mn** i Zn** odnotowano w 4 DAT. Zawarto$¢ chlorofilu dla 50 pM Mn** byla
0 36% wyzsza w porownaniu do kontroli. Ponadto, pomimo nizszej wartosci Sredniego
wspotczynnika zawarto$ci chlorofilu (57% kontroli) w 3 DAT w przypadku 5 pM Mn*,
w 4 DAT odnotowano znaczny wzrost zawartosci omawianego barwnika fotosyntetycznego —
do 122% kontroli. Podobne zalezno$ci odnotowano dla 5 pM Zn** i 50 pM Zn?*, dla ktérych
wzrost ten byt odpowiednio z 74% do 138% kontroli oraz z 61% do 141% kontroli. Wplyw
jonow miedzi(IT) na zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych jest zalezny od zastosowanego
stezenia. Dwunastodniowa ekspozycja kietkdw rzodkiewki na jony Cu®" nie wykazala
istotnego wptywu na zawarto$¢ karotenoidéw przy zastosowaniu stezenia 100 mg kg™ gleby
natomiast wykazata istotne obnizenie zawartoSci dla stezenia 200 mg kg™’ gleby [287].
Réwniez w 30 dniowych roslinach rzodkiewki, lucerny i salaty, zawartos¢ chlorofilu malata
wraz ze wzrostem stezenia jonow miedzi(Il) i cynku(IT) w zakresie od 0,1 do 1000 pM [319].
Ponadto, dane literaturowe wskazuja, ze zawartos¢ barwnikow fotosyntetycznych

w 7 dniowych kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie z dodatkiem jonéw Zn** (1 mM) byla

115



wieksza w porownaniu z kontrola, natomiast zastosowanie wyzszych stezen (powyzej 5 mM)
prowadzito do znacznego zmniejszenia zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych, zar6wno
chlorofili, jak i karotenoidéw [320]. Wyniki uzyskane w toku prowadzonych badan sg tylko
w niewielkim zakresie zbiezne z wynikami opublikowanymi wczes$niej. Jest to spowodowane
przede wszystkim brakiem danych dotyczacych wplywu jondéw metali na zawartos¢
barwnikéw fotosyntetycznych na tak wczesnym etapie wzrostu. Przedstawione wyniki
prowadzonych badan sg pierwszymi dostarczajacymi informacji na temat wplywu jonow

Cu®’, Mn** oraz Zn*" na poczatkowy rozwoj rzodkiewki — w trzy- i czterodniowych kietkach.

4.6 Zmiany aktywnosci przeciwutleniajacej i zawartosci
antyoksydantéw, w tym zwigzkéw fenolowych i flawonoidéw, w kietkach
rozwijajacych sie w ré6znych warunkach oswietlenia

Skutki toksycznosci metali ciezkich prowadza nie tylko do zaburzenia syntezy chlorofilu,
zmian w procesach fotosyntezy i oddychania, ale takze powoduja nadmierng akumulacje
reaktywnych form tlenu (ROS) w roslinach, co skutkuje uszkodzeniami oksydacyjnymi [321].
Rosliny wyksztalcity rézne mechanizmy usuwania reaktywnych form tlenu, w tym
wytwarzanie metabolitow wtornych wykazujacych potencjat neutralizujacy negatywne skutki
ROS [322]. Na Wykresie 19. zestawiono s$rednie wspdlczynniki aktywnoSci
przeciwutleniajacej (A), zawartosci antyoksydantow (B) oraz zawartoSci zwigzkow
fenolowych (C). kietkow rzodkiewki rozwijajacych sie w podtozu z dodatkiem wybranych
jonoéw metali.

Srednia aktywno$¢ przeciwutleniajaca (RSA) kietkéw rzodkiewki wzrastajacych
w podtozu z dodatkiem jonéw metali wahata sie od 61 do 74%. Najmniejszq wartos¢ RSA
odnotowano dla kietkéw rozwijajacych sie z dodatkiem jonéw Zn** w 1 DAT (5 pM — 50,6%)
oraz w 2 DAT (0,5 pM — 50,3%), natomiast najwieksza dla jonéw Cu®" o stezeniu 50 pM
w 2 DAT (81,3%) i 3 DAT (82,7%). Badania wykazaly, ze ekstrakty z kietkéw rzodkiewki
w 1 DAT (50 pM Mn*") oraz 4 DAT (5 i 50 pM Mn**; 50 pM Zn*") wykazywaly wyzsza
aktywno$¢ przeciwutleniajaca o 10 — 15% w porownaniu do ekstraktow z ukladéw
kontrolnych. Jednak wyniki te nie byly istotne statystycznie. Istotny wplyw na aktywnos¢
przeciwutleniajacg wykazano jednak dla 0,5 pM Cu**, Mn** i Zn** oraz 50 pM Zn** w 0 DAT;
5 uM Zn** w 1 DAT; 0,5 pM Cu*, Mn** i Zn** oraz 5 pM Cu* i 50 pM Zn** w 2 DAT;
0,5i5pM Cu®" oraz 5 pM Mn** w 3 DAT, a takze 0,5 — 50 pM Cu®" w 4 DAT.
W omawianych warunkach hodowli doszlo do obnizenia aktywnoS$ci przeciwutleniajacej,
a najwieksze zmiany odnotowano w 2 DAT. Pomimo iz nie wykazano toksycznego wplywu

badanych jonow metali na kielkowanie nasion rzodkiewki, to juz 4 godzinne namaczanie
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w roztworach zawierajacych najnizsze stezenie (0,5 pM) istotnie wplynelo na zdolnos¢
zmiatania wolnych rodnikéw. Warto zwrdci¢ rowniez uwage, ze negatywny wplyw jonow
metali o wyzszych stezeniach byt zauwazalny dopiero od 2 DAT. Jest to zwigzane
prawdopodobnie ze zmian sposobu transportowania, w poczatkowym w etapie kielkowania
hupina nasienna dziata jako gtdwna bariera ograniczajaca szkodliwe dziatanie metali ciezkich,
natomiast od 2 DAT, jony metali byty pobierane bezposrednio z podtoza hodowlanego przez
wyksztatcone korzenie. Ponadto dane literaturowe wskazuja, ze aktywnos¢ przeciwutleniajaca
u roslin rozwijajacych sie w warunkach stresu srodowiskowego maleje w poréwnaniu
do roslin rozwijajacych sie w warunkach optymalnych [322]. Ciekawe wydaje sie réwniez
obnizenie aktywnosci przeciwutleniajacej w 1 DAT dla wszystkich badanych ukladéw,
lacznie z kontrolg. Zachodzace podczas kielkowania procesy metaboliczne, prowadza
do powstawania reaktywnych form tlenu. Zwiekszenie stezenie ROS w kielkach rzodkiewki
prowadzi natomiast do obnizenia aktywno$ci przeciwutleniajacej ekstraktow w teScie
z rodnikiem DPPH.
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Wykres 19. Sredni wspétczynnik aktywnosci przeciwutleniajacej (A) oraz zawartosci antyoksydantéw (B)
i zwiazkéw fenolowych (C) w kietkach rzodkiewki rozwijajacej sie z dodatkiem jonéw metali. Warto$ci
dla odpowiednich hodowli kontrolnych przyjeto w kazdym przypadku jako 100%, ,,*” oznaczono réznice istotne
statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.
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Podobne zaleznosci uzyskano w przypadku zawartoSci antyoksydantow. Zawarto$¢
antyoksydantow w rzodkiewce rozwijajacej sie w warunkach stresowych miescita sie
w zakresie od 3,02 mg g s.m. (dla 50 pM Zn** w 0 DAT) do 10,89 mg g s.m. (dla 0,5 pM
Zn* w 4 DAT). Srednia zawarto$¢ tych zwigzkéw wzrastata w czasie i w kolejnych dniach
rozwoju rzodkiewki wynosita odpowiednio: 5,91 mg g’ s.m. (0 DAT); 5,26 mg g" s.m.
(1 DAT); 5,73 mg g s.m. (2 DAT); 6,71 mg g" s.m. (3 DAT) oraz 7,00 mg g s.m. (4 DAT).
Niewielki spadek zawartosci antyoksydantow, podobnie jak aktywnosci RSA, odnotowano
w 1 DAT dla wszystkich ukladow eksperymentalnych. Wyjatek stanowit uklad, w ktorym
do podloza dodano jony cynku(Il) (0,5 5 i 50 pM). W tym przypadku odnotowano
nieznaczny wzrost zawartosci zwigzkow o aktywnoSci przeciwutleniajacej. Analizujac
uzyskane wyniki, mozna rowniez zauwazy¢, ze juz 4-godzinne namaczanie w roztworach
zawierajacych jony metali wplywa na zawarto$¢ antyoksydantow. Najwieksze zmiany
w zawarto$ci antyoksydantow stwierdzono w kietkach rzodkiewki rozwijajacych sie
z dodatkiem jonéw miedzi w podlozu hodowlanym. W zaleznosci od dnia wzrostu
i zastosowanego stezenia zawartosci te byly o 20 — 45% nizsze w poréwnaniu z kontrolg.
Natomiast istotny statystycznie wplyw jondw manganu(Il) stwierdzono jedynie w przypadku
stezenia 0,5 pM w 1 DAT i 2 DAT oraz 5 pM w 3 DAT. W innych przypadkach, dodatek
jonéw Mn** powodowal nieznaczne zwigekszenie zawartosci antyoksydantow o 12% (5 pM
w 2 DAT i 50 pM w 4 DAT) lub zmniejszenie o 18% (50 pM w 3 DAT), jednak réznice te nie
byly istotne statystycznie. Podczas gdy, istotny negatywny wpltyw jonow cynku(II)
stwierdzono dla 0,51 5 pM (o 33%) oraz 50 pM (o 51%) w 0 DAT; 0,5 pM (o0 32%) i 50 pM
(0 35%) w 2 DAT; 5 pM (o 28%) w 3 DAT oraz 5 pM (o0 24%) w 4 DAT. Warto zwrécic¢
rowniez uwage, ze w przypadku 0,5 pM Zn** w 4 DAT odnotowano zwiekszenie zawarto$ci
antyoksydantow o 20%, jednak roznice te nie byly istotne statystycznie.

Dane literaturowe wskazuja na obnizenie zawarto$ci antyoksydantow w roslinach
w odpowiedzi na stres $rodowiskowy (w tym stres zwigzany z metalami ciezkimi).
Do gtéwnych antyoksydantow chronigcych komoérki roslinne przed szkodliwym dziataniem
ROS, zalicza sie glutation (GSH) i kwas askorbinowy (AsA), ktorych dzialanie polega
na thumieniu wolnych rodnikow [278,323]. Dodatkowo GSH odgrywa zasadnicza role
w wielu komoérkowych procesach detoksykacji, pelniac funkcje prekursora fitochelatyn —
peptydow wigzacych metale ciezkie. Po aktywacji i sprzeganiu z metalami, utworzone
koniugaty transportowane sa do wakuoli, chroniagc tym samym komorki przed szkodliwym
dzialaniem wolnych jonoéw metali [324]. Ponadto, w polaczeniu ze swoja utleniong forma

(GSSG), glutation utrzymuje réwnowage redoks w substrukturach komoérkowych [325].
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Wzmozony udziat GSH w roznych mechanizmach detoksykacji metali ciezkich skutkuje,
przynajmniej przejSciowo, zmniejszeniem jego zawartoSci w cytozolu prowadzac
do zaburzenia stanu réwnowagi redoks [326]. Taki skutek zaobserwowano miedzy innymi
w przypadku arsenu(III), ktdry istotnie obnizal zawartos¢ GSH w korzeniach ryzu na skutek
jego konwersji do fitochelatyn [327]. Ponadto GSH odpowiada za regeneracje kwasu
askorbinowego poprzez cykl glutationowo-askorbinianowy. Natomiast, ze wzgledu
na zdolno$¢ do oddawania elektronéw, kwas askorbinowy moze bezposrednio redukowac
rodniki hydroksylowe i tlen singletowy oraz redukowa¢ H,O, do wody poprzez reakcje
peroksydazy askorbinianowej, jak réwniez regenerowac¢ tokoferole chronigc blony
biologiczne [327]. Jednak wplyw metali na zawartos¢ kwasu askorbinowego zalezy od czasu
trwania ekspozycji oraz czesci rosliny [328]. Jony miedzi(Il) (5 — 100 pM) prowadzity
do krotkoterminowego wzrostu zawartosci AsA w rzodkiewniku pospolitym (Arabidopsis
thaliana)[329]; jony cynku(Il) (50 pM) spowodowaly obnizenie zawartosci kwasu
askorbinowego w korzeniach oraz zwiekszenie AsA w lisciach 10-dniowych sadzonek fasoli
zwyczajnej (Phaseolus vulgaris) [330]; natomiast jony manganu(Il) (50 i 100 pM)
przyczynily sie do obnizenia zawartoSci AsA w liSciach 21-dniowych wspiegi wezowatej
(Vigna unguiculata) [331]. Niestety, ze wzgledu na brak informacji dotyczacych wpltywu
testowanych jonow na ogdlng zawartos¢ antyoksydantow w kietkach rzodkiewki, nie jest
mozliwe poréwnanie uzyskanych wynikéw z wartosciami literaturowymi. Niemniej jednak,
na podstawie przedstawionych danych, mozna stwierdzi¢, ze odpowiedz roslin na obecnos¢
jonéw metali w podlozu hodowlanym zalezy od zastosowanego metalu. Przeprowadzone
badania wskazuja, ze kielki rzodkiewki sa najbardziej wrazliwe na obecno$¢ jonéw
miedzi(I). Jony Zn®>* prowadzac do nadmiernego powstawania reaktywnych form tlenu,
zaburzaja rownowage redoks, w wyniku czego dochodzi do obnizenia catkowitej zawartosci
antyoksydantow w poczatkowych dniach rozwoju rzodkiewki. Jednak, wraz z czasem trwania
hodowli, jony cynk wplywaja na procesy metaboliczne, w wyniku ktérych wystepuje
tendencja do zwiekszania zawartosci zwigzkow antyoksydacyjnych. Natomiast dodatek jonow
manganu powoduje fluktuacje w syntezie zwigzkéw przeciwutleniajacych.

Pomimo iz, glutation i kwas askorbinowy stanowia gléwna pule zwiazkéw
przeciwutleniajacych, do grupy nieenzymatycznych antyoksydantow licznie wystepujacych
w komorkach roslinnych zalicza sie rowniez zwigzki fenolowe. Zawartos¢ zwigzkow
fenolowych w badanych prébkach miescita sie w zakresie 6,03 — 15,30 mg GAE g™ s.m.,
przy czym najmniejszg warto$¢ oznaczono dla roslin traktowanych 50 pM Zn*" w 2 DAT,

anajwyzsza w 4 DAT. Wplyw dodatku jonéw metali po 4-godzinnym namaczaniu
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odnotowano jedynie dla 0,5 pM i 5 pM Cu** oraz 0,5 pM Zn*". Jednak tylko dodatek 5 pM
roztworu jonéow miedzi(I) przyczynit sie do zwiekszenia zawartoSci zwigzkéw fenolowych.
Natomiast dodatek 0,5 pM stezenia jonow cynku(II) spowodowal obnizenie zawartoSci
zwigzkow fenolowych o 21% wzgledem kontroli. Podczas gdy, dodatek 0,5 pM Cu*
przyczynit sie do istotnego statystycznie obnizenia zawarto$ci zwigzkow fenolowych
w kazdym dniu prowadzenia hodowli odpowiednio o: 7% w 0 DAT, 21% w 1 DAT, 18%
w 2 DAT i 14% w 4 DAT. W przypadku 3 DAT zawartosc¢ ta byta nieznacznie wyzsza, jednak
wynik ten nie byl istotny statystycznie. Warto zwrociC uwage, ze niezaleznie
od zastosowanego stezenia oraz jonu metalu najwiekszy wplyw na zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych odnotowano w 2 DAT. Wyjatek stanowi 50 uM Cu** i 50 pM Mn?*", dla kt6rych
roznice nie byly istotne statystycznie oraz 5 pM Zn*', ktéry od 2 DAT nie wpltywat
na zawartos¢ zwigzkow fenolowych w kietkach rzodkiewki. Zwiazki fenolowe, oprocz
zdolnoSci zmiatania wolnych rodnikéw, podczas stresu wywolanego metalami ciezkimi
dzialaja jako chelatory metali [332]. Obnizenie Sredniego wspotczynnika zawartosci
zwigzkéw fenolowych w 2 DAT moze wynika¢ ze zwiekszenia ilosci utworzonych
kompleksow zwigzkéw fenolowych z jonami metali co bylo nastepstwem akumulacji jonéw
metali w komorkach roslinnych. Jednak dane literaturowe sugerujg, ze w warunkach stresu
wywolanego metalami dochodzi do zwiekszenia biosyntezy zwiazkéw fenolowych. Taka
odpowiedZ roSlin uzyskano miedzy innymi w pszenicy poddanej dziataniu Ni** [333],
kukurydzy w odpowiedzi na Al*" [334] oraz fasoli wystawionej na dziatanie Cd** [335].
Analizujac przedstawione wyniki mozna stwierdzi¢, ze do zwiekszenia biosyntezy zwiazkéw
fenolowych w 1 DAT doprowadzila obecno$¢ w podtozu jonéw manganu(Il). Jednakze juz
w kolejnym dniu rozwoju rzodkiewki, sredni wspotczynnik zawartosci zwiazkéw fenolowych
ulegt znacznemu obnizeniu, osiggajac w 3 DAT (dla 5 pM) 78% kontroli. Taki wynik
wskazuje na zniwelowanie szkodliwego wplywu jonéw manganu(Il) poprzez chelatacje
metali zwigzkami fenolowymi. Zawartos¢ zwigzkow fenolowych w kietkach rzodkiewki
wzrastala rowniez wraz z czasem trwania hodowli w przypadku dodatku do podtoza
hodowlanego 50 pM roztworu zawierajacego jony Zn>". Jednak dopiero w 4 DAT wzrost ten
byt istotnie wyzszy (o 13%). Natomiast najmniejszy wpltyw wywarty jony Cu®* (50 pM),
gdzie zmiane zawarto$ci — istotne statystycznie obnizenie zawartosci zwiagzkéw fenolowych
010% — uzyskano dopiero w 4 DAT. Wynik ten jest zgodny danymi literaturowymi.
Opublikowane wcze$niej wyniki wskazuja, ze zawartos¢ fenoli byla istotnie nizsza (o 32%)
w 7 dniowych kietkach rzodkiewki traktowanych 0,2 mM roztworem Cu®* [336]. Ponadto,

uzyskany wynik sugeruje, ze zwiazki fenolowe nie biorg udzialu w detoksykacji jonow
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miedzi(Il), wprowadzonych do podloza hodowlanego w wysokich stezeniach (50 pM),
na poczatkowym etapie rozwoju rzodkiewki. Role tq przejmuja prawdopodobnie inne
antyoksydanty, miedzy innymi wspomniany wczeSniej glutation lub pozostate zwigzki
niwelujace toksyczny wplyw metali, np. osmoregulatory. Wyniki uzyskane w toku
prowadzonych badan dostarczaja informacji na temat wptywu jonéw Cu®*, Mn** oraz Zn*
na wybrane aspekty systemu antyoksydacyjnego na poczatkowym etapie wzrostu rzodkiewki

— kielkowaniu nasion i rozwoju kietkow.

4.7 Podsumowanie

Macierzowa analiza skupien hierarchicznych (MHCA), przedstawiona w postaci mapy
cieplnej, podsumowuje wplyw jonéw metali na wybrane aspekty metabolizmu okreslajace
kondycje roslin (Rysunek 33.). Hierarchiczng analize skupien i grupowanie wybranych
czynnikéw stresowych na mapie cieplnej przeprowadzono w programie PermuMatrix,
korzystajac z algorytmu wykorzystujacego miare odleglosci euklidesowej i metode
catkowitego polaczenia. Wszystkie zmienne zostaly znormalizowane wzgledem kontroli.
Kolorem jasnozielonym oznaczono markery biochemiczne, ktore ulegly zmniejszeniu
na skutek wplywu badanych czynnikow. Natomiast kolor jasnoczerwony zastosowano
dla tych markerow, ktdre ulegly zwiekszeniu. W przypadku braku zmian, pola mapy zostaty
zaznaczone na €zarno.

Z analizy dendrogramu wynika, ze odpowiedzi roslin na testowane stezenia jonow
miedzi(IT), manganu(Il) i cynku(Il) w poszczegbélnych dniach hodowli mozna podzieli¢
na pie¢ klastrow. Pierwszy klaster (C1), obejmujacy jedynie jony Zn®', charakteryzuje sie
przede wszystkim zwiekszeniem zawartosci ATP (niezaleznie od stezenia jondow i dnia
hodowli) oraz obnizeniem zawartoSci zwigzkéw o aktywnosci przeciwutleniajacej —
antyoksydantow, zwigzkéw fenolowych i karotenoidéw. Do drugiego klastra,
zakwalifikowane zostaly jony cynku i miedzi, ktére istotnie obnizaly zawartosc¢
antyoksydantéw oraz powodowaty zwiekszenie zawarto$ci AMP (5 pM Zn** w 3 i 4 DAT),
50 pM Zn** w 1, 3i 4 DAT, 0,5 pM Cu®* w 0 DAT, 5 pM Cu** w 0 i 2 DAT oraz 50 pM Cu**
w 2 DAT). Klaster trzeci (C3), do ktérego w wiekszosci zostaly zakwalifikowane jony
miedzi(Il), charakteryzowal sie zwiekszona aktywno$cig enzymatyczng fitaz oraz podobnie
jak w przypadku C2 obnizong zawartoscia antyoksydantow. Ponadto, do tego klastra

przypisane zostaty 0,5 pM Mn** (0 i 2 DAT), 0,5 pM Zn** (1 DAT) oraz 5 pM Zn** (1 DAT).
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Rysunek 33. MHCA oznaczanych markeréw biochemicznych. Eksperymentalne warunki hodowli sa wskazane
po prawej stronie. Kolorowe shipki (skupiska C1-C3) po prawej stronie mapy cieplnej oznaczaja odrebne
glowne gatezie drzewa skupiajacego, grupujacego parametry biochemiczne o podobnych wzorach ekspresji
na czynniki stresowe. Skala kolorow wskazuje wielko$¢ réznic miedzy wartoSciami parametréw
biochemicznych kietkéw rzodkiewki rozwijajacej sie w warunkach kontrolnych i eksperymentalnych
(jasnoczerwony oznacza warto$¢ dodatnig, jasnozielony oznacza warto$¢ ujemna).
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Najwiekszy klaster stanowit klaster 4 (C4), do ktérego zostaly zakwalifikowane jedynie
jony manganu(Il). Wyjatek stanowily jony miedzi(Il) o stezeniu 0,5 pM z 4 DAT.
W tym klastrze, badane warunki wzrostu powodowaly znaczne obnizenie zawartosci Pi
i nukleotydow adeninowych w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych, a takze doprowadzity
do nieznacznego obnizenia aktywnosc¢ fitaz, pomimo nieznacznego zwiekszenia catkowitej

zawartoSci biatka. Natomiast, klaster 5 obejmuje przede wszystkim pierwsze dni hodowli

122



z dodatkiem jonow miedzi(II), ktore przyczynity sie do zwiekszenia zawartosci nukleotydow
adeninowych i aktywnosci fitaz, przy jednoczesnym braku wplywu na zawarto$¢ wolnych
jonéw fosforanowych.

Analizujac mape ciepta mozna réwniez zauwazyC, ze dwuwartoSciowe jony miedzi,
cynku i manganu wykazuja odmienne dzialanie na wczesnym etapie rozwoju rzodkiewki.
Zmiany wybranych parametréw biochemicznych indukowane dodatkiem jonéw miedzi(Il)
i cynku(Il) w pewnym zakresie majg zblizony charakter. Jony te przyczyniaja sie przede
wszystkim do obnizenia zawartoSci zwigzkow o aktywnoSci przeciwutleniajacej oraz
zwiekszenia zawarto$ci nukleotydéw adeninowych. Jednak, o ile w przypadku jonéw Zn**
mozna zauwazy¢ zwiekszong synteze pochodnych  adeninowych niezaleznie
od zastosowanego stezania oraz czasu trwania eksperymentu, tak jony Cu®" powoduja
zwiekszong synteze nukleotydow adeninowych jedynie w pierwszych dwoch dniach trwania
eksperymentu. Co ciekawe, zupelnie inny wplyw na metabolizm kietkow rzodkiewki
odnotowano dla manganu. U roélin traktowanych jonami Mn** dochodzito do istotnego
zaburzenia gospodarki fosforowej — obnizeniu ulegata nie tylko zawarto$¢ nukleotydéw
adeninowych, majaca bezposredni wplyw na status energetyczny, ale takze wolnych jonow
fosforanowych. Ponadto jony Mn** przyczynity sie do zaburzenia aktywnosci enzymatycznej

fitaz.
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5 Wptyw preparatow fungicydowych na kietkowanie i kondycje
siewek ogérka

Ogoérek, nalezacy do rodziny dyniowatych, jest trzecia najczeSciej uprawiang ro$ling
owocowo-warzywna na $wiecie. Swiatowa produkcja ogérkéw w latach 2019 i 2020 wyniosta
odpowiednio ponad 87 i 91 mln ton [337]. Na metabolizm ogorka, a co za tym idzie na jako$¢
i ilos¢ plonow, wplywaja rézne czynniki zewnetrzne, takie jak wlasciwosci gleby [338,339],
zasolenie [340] oraz stres wodny [341]. Jednym z najniebezpieczniejszych czynnikow
Srodowiskowych powodujacym straty ekonomiczne s infekcje grzybicze wywotane przez
dwa rodzaje maczniaka — maczniak prawdziwy (gléwnie Podosphaera fusca [342])
i maczniak rzekomy (legniowiec Pseudoperonospora cubensis [343]). Szkodniki
te przenoszone sq glownie przez wiatr, ulewny deszcz [344] lub owady; ponadto niektore
doniesienia wskazuja, ze P. cubensis moze byC przenoszony przez zakazone nasiona [179].
Uszkodzenie liscieni i liSci przez maczniaka rzekomego lub prawdziwego prowadzi do zmian
metabolicznych, powodujac przede wszystkim zakldécenia w procesach takich jak
oddychanie [343], transpiracja i fotosynteza w wyniku ktérych dochodzi do zamierania
lisci [345].

Leczenie choréb plesniowych polega na stosowaniu srodkow ochrony roslin na bazie
mykopasozytow [346] lub czesciej stosowanych chemicznych Srodkéw ochrony roslin.
Wiekszo$¢ popularnych srodkéw grzybobojczych przeciwko maczniakowi prawdziwemu
irzekomemu opiera sie na zwigzkach chemicznych, takich jak strobiluryny
(np. azoksystrobina), fenyloamidy (metalaksyl), benzamidy (fluopikolid), amidy kwaséw
karboksylowych (dimetomorf), karbaminiany (propamokarb), triazole (difenokonazol)
i oksym cyjanoacetamidu (cymoksanil) [347].

Niektore dane wskazuja, Zze wsrod tych pestycydow istniejg grupy zwiazkow, ktére majq
wplyw nie tylko na rozwdj grzybow chorobotworczych, ale takze na metabolizm ro$lin.
Negatywne lub korzystne zmiany fizjologiczne i biochemiczne w roslinach zaleza od budowy
chemicznej zastosowanych $rodkéw grzybobdjczych. Zmiany te sa w wiekszosci skorelowane
z aktywnoscig enzymoOw, a nawet ekspresja gendéw i prowadzq do zaklocenia metabolizmu
wegla lub azotu oraz wydajnosci fotosyntezy, wptywajac tym samym na wzrost i rozwdj
roslin [348,349]. Jednym z przykladow jest propamokarb, ktory powoduje wzrost aktywnosci
enzymow detoksykacyjnych (S-transferaza glutationowa (E.C. 2.5.1.18), reduktaza
glutationowa (E.C. 1.6.4.2)) [350,351], aktywacje enzymow ochronnych (peroksydaza,
dysmutaza ponadtlenkowa (E.C. 1.15.1.1), katalaza) [352] i inne mechanizmy obronne

(np. produkcja ligniny) [353]. Fungicydy triazolowe i strobilurynowe rowniez wykazuja
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podobne dziatanie; jednakze oprécz zwiekszania aktywnosci enzymdéw antyoksydacyjnych
(takich jak katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa i peroksydaza askorbinianowa) [354],
substancje te przejsSciowo zwiekszaja zawartoSC kwasu abscysynowego i zmniejszajq
produkcje etylenu. Ponadto dowiedziono, ze substancje te wptywaja takze na stan hormonalny
roslin. Fungicydy strobilurynowe zwiekszaja synteze cytokinin i auksyny [355,356],
natomiast triazole hamuja synteze giberelin, zapewniajac w ten sposéb lepsza réwnowage
hormonalng. Wptyw S$rodkoéw grzybobdjczych na gospodarke hormonalng moze miec
odzwierciedlenie w morfologii roslin, np. w postaci ograniczenia wydluzania pedéw
i stymulacji ukorzeniania [357,358]. RoSliny traktowane triazolami wykazywaly wieksza
zawarto$¢ pigmentow fotosyntetycznych, lepszy wzrost roslin i wyzsza biomase wielu roslin
okopowych [358]. Pozytywny wplyw na fotosynteze wykazano takze dla fungicydow
strobilurynowych. Ich dzialanie opieralo sie na zwiekszeniu szybkos$ci fotosyntezy netto
poprzez czasowe oddzialywanie w transpiracji mitochondridow, a takze poprzez zwiekszenie
zawartosci chlorofilu, powierzchni zielonych liSci i op6Znionego starzenia sie lisci [359].
Pomimo duzej ilosci informacji na temat dziatania poszczegélnych substancji czynnych,
w dalszym ciagu brakuje wiarygodnych informacji na temat dziatania dostepnych na rynku
preparatow pestycydowych, ktore zawieraja wiecej niz jedna substancje czynng. Ponadto
prowadzone badania nie dostarczaja danych dotyczacych wptywu preparatow fungicydowych
na metabolizm fosforu i status energetyczny w roslinach poddanych dziataniu zwigzkow
o aktywnosci przeciwgrzybowej. Celem tej czesci pracy bylo zbadanie wptywu zastosowania
dwodch dostepnych na rynku preparatéw grzybobdjczych o dzialaniu ogolnoustrojowym,
Scorpion 325 SC i Magnicur Finito 687,5 SC, na kielkowanie nasion ogérka oraz wybrane
aspekty fizjologii roslin. Do sprawdzenia dziatania srodkéw grzybobdjczych na wczesnym
etapie rozwoju roslin, kiedy zmiany metaboliczne zachodza najbardziej dynamicznie,
zastosowano dwie metody: przedsiewny zabieg zaprawiania nasion oraz oprysk lisci siewek

ogorka.

5.1 Wariant 1 - przedsiewne zaprawianie nasion ogoérka

Niektére srodki grzybobdjcze, takie jak difenokonazol (substancje czynne SCO), dziataja
nie tylko systemicznie na liScie, ale s takze stosowane jako srodki do zaprawiania
nasion [360]. Dodatkowo dane literaturowe wskazujq, ze azoksystrobina jest stabilna, a jej
pozostatosci znaleziono w réznych matrycach [361]. Ponadto stosowanie tych chemikaliow
prowadzi do wzrostu dlugoterminowych pozostatosci w zywnosci i sSrodowisku [362], dlatego
stanowig zagrozenie dla zdrowia ludzi i organizméw niebedacych przedmiotem

zwalczania [360]. Poniewaz w nasionach moga osadza¢ sie pozostalosci srodkow
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grzybobojczych, a przez nasiona moga by¢ przenoszone choroby maczniakowe, zbadano
przedsiewne zaprawianie nasion — pierwszej kolejnosci na kietkujace nasiona aplikowano

srodki grzybobojcze.

5.1.1 Profile fosforowe kietkujgcych nasion ogérka rozwijajacych sie
w podtozu z dodatkiem preparatéw fungicydowych

W celu scharakteryzowania wszystkich form P w ekstraktach (35% HCIO,; 3 x 30 min;
UAE) z kielkujacych nasion ogoérka wykorzystano metode *'P NMR. Grupy fosforu
zdefiniowano na podstawie charakterystycznych przesunie¢ chemicznych przy pH
zasadowym [288]. Dla wszystkich analizowanych prébek stwierdzono obecno$¢ sygnatéw
na widmach w zakresie przesunie¢ chemicznych od -0,2 do 7,0 ppm. Poszczegdlne grupy
pasm, odpowiadajg zwigzkom nalezacym do: P1 — polifosforany/difosforany [(-23) — (-3,5)
ppm], P2 — inne fosfodiestry [(-2) — 1,5 ppm], P3 — fosfolipidy [1,5 — 3 ppm]; P4 —
fosfomonoestry [3,0 — 5,5 ppm]; P5 — ortofosforany [5,5 — 7,0 ppm] oraz P6 — fosfoniany
[15—20 ppm].

Tabela 12. przedstawia wzgledne ilosci (%) form fosforu w ekstraktach kietkujacych
nasion ogorka w 0, 2 i 4 DAT. Najwiekszy udzial procentowy stanowia fosfomonoestry,
ktérych zawartos¢ wahata sie od 49,7% do 75,3%. Najnizsza wartos¢ zanotowano w 4 DAT
dla Magnicu Finito 687,5 SC (MAG), natomiast najwyzsza dla kontroli w 2 DAT. Udziat
ortofosforanéw wahat sie w granicach 24,5 — 49,8 % i byl skorelowany z udzialem
fosfomonoestréw — najwieksza wartos¢ odnotowano dla MAG w 4 DAT, a najmniejszq
dla kontroli w 2 DAT. Zawartos¢ fosfodiestrow, w tym fosfolipidow, miescita sie w zakresie
od 0,1% do 1,4%, a odnotowane réznice miaty jedynie charakter iloSciowy. W prébkach
traktowanych preparatem Scorpion 325 SC (SCO) udzialy poszczegolnych grup P pozostaly
niezmienne, nie odnotowano roznic pomiedzy poszczeg6lnymi dniami hodowli. Natomiast
w przypadku MAG w pierwszych dniach rozwoju nastapil wzrost ilosci ortofosforanow
i spadek ilosci fosfomonoestrow, ktorych udziat procentowy w 4 DAT wyréwnat sie osiagajac
odpowiednio wartosci 49,8% (P5) i 49,7% (P4). W przypadku kontroli zawartos¢
ortofosforanéw poczatkowo spadta z 31,5% (0 DAT) do 24,5% (2 DAT), a nastepnie wzrosta
do 45,2% (4 DAT).

Tabela 12. Wzgledne ilosci (%) gtéwnych form fosforu wykrytych w zasadowych ekstraktach kietkujacych
nasion ogorka.

P1 P2 P3 P4 P5 P6

DAT Warunki wzrostu (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 Kontrola - 0,4 0,1 68,0 31,5 -
Scorpion 235 SC - 0,2 0,2 71,6 28,0 -
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P1 P2 P3 P4 P5 P6

DAT Warunki wzrostu (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Magnicur Finito 687,5 SC - 0,5 0,1 58,6 40,7 -
Kontrola - - 0,1 75,3 24,5 -
2 Scorpion 235 SC - 0,2 0,2 74,2 254 -

Magnicur Finito 687,5 SC

1,0 04 62,1 36,5

Kontrola - - 0,4 54,4 45,2 _
4 Scorpion 235 SC - — 0,4 71,6 28,0 -
Magnicur Finito 687,5 SC - 0,3 0,2 49,7 49,8 -

Zakres przesunie¢ chemicznych (ppm) poszczegélnych form fosforu zarejestrowanych na widmach
P NMR ekstraktu badanych prébek o odczynie zasadowym: P1 — polifosforany/difosforany ((-23) —
(-3,5) ppm); P2 — inne fosfodiestry ((-2) — 1,5 ppm); P3 — fosfolipidy (1,5 — 3 ppm); P4 — fosfomonoestry
(3,0 = 5,5 ppm); P5 — ortofosforany (5,5 — 7,0 ppm); P6 — fosfoniany (15 — 20 ppm); ,.—” — nie oznaczono. Blad
standardowy nie przekraczal 10% wartosci podanych w tabeli.

Na podstawie danych przedstawionych graficznie w postaci zestawionych widm *P NMR
(Rysunek 34.), mozna stwierdzié, ze profile fosforowe ulegly zmianie w trakcie kietkowania
nasion ogorka. Najwieksze roznice zaobserwowano w liczbie sygnalow znajdujacych sie
w zakresie 4,4 — 5,0 ppm, co odpowiada sygnatlom pochodzacym od fosfomonoestrow.
Réznice te prawdopodobnie wynikaja z dynamicznie postepujacych przemian
biochemicznych — w szczegdélnosci procesu fosforylacji zwiazkéw bioragcych udziat

w szlakach metabolicznych.
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Rysunek 34. Znormalizowane widma *'P NMR ekstraktéw otrzymanych z kietkujacych nasion zaprawionych
Magnicurem Finito 687,5 w 0 (A), 2 (B) i 4 (C) DAT. W prawej gornej czeSci panelu zaprezentowano
powiekszong cze$S¢ widma, aby pokaza¢ subtelne réznice w jego strukturze. Obszar zaznaczony kolorem
obejmuje sygnaty odzwierciedlajace najwazniejsze zmiany.

5.1.2 Wptyw Srodkéw grzybobdjczych na zawartos¢ Pi, kwasu fitynowego,
aktywnos¢ fitazy oraz zawarto$¢ biatka w ekstraktach z kietkujgcych nasion
ogorka

W celu sprawdzenia wptywu wybranych Srodkow grzybobojczych na proces kieltkowania
okreslono aktywnos¢ enzymatyczng kwasnej fitazy oraz wynikajace z jej aktywnos$ci zmiany
w zawarto$ci kwasu fitynowego i Pi oraz zawartosci biatka.

Zawarto$¢ fosforu nieorganicznego w kietkujacych nasionach ogérka do 4 DAT,
utrzymywata sie wzglednie na stalym poziomie i oscylowata w zakresie od 1 do 2 mg g s.m..
W 7 DAT odnotowano dwukrotny wzrost zawartosci Pi dla SCO oraz trzykrotny wzrost
dla MAG. U kietkujacych nasion ogorka zaprawianych SCO zaobserwowano wieksza

zawartoSc¢ Pi (o 22 %) w 3 DAT w odniesieniu do kontroli, jednak réznice te nie byly istotne
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statystycznie (Wykres 20. A). Natomiast zaprawianie MAG spowodowalo istotne
zmniejszenie zawartosci Pi w 3 DAT o 39 %. Istotne rdznice statystyczne odnotowano takze
dla SCO w 7 DAT — zaprawianie nasion SCO spowodowalo zmniejszenie zawartosci Pi

0 36 %.
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Wykres 20. Sredni wspélczynnik aktywnosci fitaz (A) oraz zawartosci Pi (B), kwasu fitynowego (C)
i bialek (D) w kietkujacych nasionach ogérka (do 2 DAT) i kietkach ogérka (3 — 7 DAT). Przedstawione dane
dotycza przedsiewnego zaprawiania nasion srodkami grzybobdjczymi. Wartosci dla hodowli kontrolnej przyjeto
jako 100%, ,,*” oznaczono rdéznice istotne statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.

Zawartos¢ kwasu fitynowego w badanym materiale wahata sie od 3,58
do 5,46 mg g's.m.. Najnizsza warto$¢ wyznaczono dla MAG w dniu 7 DAT, natomiast
najwyzsza dla kontroli w dniu 1 DAT. Zawarto$¢ kwasu fitynowego w czasie kielkowania
nasion ogorka zmniejszy} sie o okolo 17% dla kontroli, o 14% dla SCO i o 26% dla MAG
w 7 DAT w porownaniu do 0 DAT (Wykres 20. B). Dane literaturowe wskazuja, ze w trakcie
kielkowania zawarto$¢ kwasu fitynowego w sorgo zmniejsza sie o 25 — 35%, a wartoSci
te zaleza od odmiany [186]. Zastosowane preparaty nie spowodowaty istotnych statystycznie
zmian w zawartosci kwasu fitynowego w czasie prowadzenia eksperymentu. Wyjatek
stanowit MAG, ktéry przyczynil sie do zmniejszenia zawartosci kwasu fitynowego
w kietkujacych nasionach ogoérka w 1 DAT (97% kontroli) i 7 DAT (87% kontroli).

Stwierdzono, Ze zastosowane preparaty fungicydowe doprowadzily do zaburzenia

aktywnosci enzymatycznej fitaz (Wykres 20. C). Aktywno$¢ enzymatyczna fitaz w nasionach
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ogorka rozwijajacego sie w warunkach kontrolnych zmniejszyla sie po 4 DAT, podczas gdy
aktywno$¢ badanego enzymu w kietkujacych nasionach ogorka traktowanych preparatami
fungicydowymi wzrastata w czasie prowadzenia hodowli osiggajac maksymalng warto$é
w 7 DAT dla SCO (285,5 + 18,9 mU g™ s.m.) i MAG (184,9 + 19,2 mU g' s.m.). Jednakze,
w 4 DAT dla SCO odnotowano spadek aktywnosci o 91 % wzgledem 3 DAT. Ponadto, SCO
doprowadzito do istotnego zmniejszenia aktywnosci enzymatycznej w 4 DAT o 62%
w odniesieniu do kontroli oraz istotnego zwiekszenia aktywnosci fitaz odpowiednio o 27%
(0 DAT), 71% (1 DAT), 66% (2 DAT) i 170% (7 DAT) wzgledem kontroli. R6znice istotne
statystycznie w aktywno$ci enzymatycznej fitaz kietkujacych nasion ogérka zaprawianych
MAG odnotowano w 2 DAT(168% kontroli), 3 DAT (132% kontroli) oraz 7 DAT (181%
kontroli). Przedstawione wyniki moga wskazywaC na korzystny wplyw SCO i MAG
na aktywnos¢ fitaz poprzez przedhuzanie ich aktywnosci enzymatycznej. Jednakze tendencja
zmian zawarto$ci kwasu fitynowego i Pi nie odpowiada zmianom aktywnosci fitaz. Moze
to wynikac z faktu, ze fitazy obecne w tkankach roslinnych zaliczane sg gldwnie do kwasnych
fosfataz histydynowych (HAP) [44]. Dane wskazuja, ze roslinne HAP wykazuja szerokq
specyficzno$¢ substratowa i moga katalizowac nie tylko defosforylacje kwasu fitynowego,
ale takze hydrolize innych estrow fosforanowych, takich jak fruktozo-6-fosforan,
B-glicerofosforan, Na-pirofosforan i adenylany (ATP, AMP) [45]. Obecnie nie ma jednak
informacji na temat specyficzno$ci substratowej fitaz izolowanych z kietkujacych nasion
ogorka.

Dodatkowo, zaobserwowany wzrost aktywnos$ci badanego enzymu moégt by¢ powiazany
ze wzrostem zawartosci bialka w czasie kietkowania nasion ogérka. Srednia zawarto$¢ biatka
w poszczeg6lnych dniach rozwoju mie$cita sie w zakresie 7,15 — 13,07 mg g™ s.m.. Najnizszg
zawarto$¢ biatka (6,28 + 0,30 mg g™' s.m.) oznaczono w 0 DAT dla MAG, natomiast
najwyzsza (13,55 + 0,48 mg g™' s.m.) w 7 DAT dla MAG. Na Wykresie 20. D przedstawiono
zmiany Sredniego wspoOtczynnika zawartosci bialek w czasie prowadzenia eksperymentu.
Istotnie nizszq zawartoS¢ biatek (78% i 82% kontroli) stwierdzono odpowiednio dla MAG
w 0 DAT i SCO w 4 DAT. Natomiast istotny statystycznie wzrost zawartosci biatek okreslono
dla MAG w 3 DAT (120% kontroli) i 7 DAT (109% kontroli).

5.1.3 Wptyw preparatéw fungicydowych na zmiany zawartosci nukleotydéw
adeninowych i wartosSci parametru AEC w kietkujacych nasionach ogorka

Na Wykresie 21. przedstawiono wplyw srodkéw grzybobojczych stosowanych jako
zaprawy nasienne na metabolizm kietkujacych nasion ogérka. Zawarto$¢ nukleotydow

adeninowych wzrastala w czasie prowadzenia eksperymentu. Najwiekszy przyrost zawartosci
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odnotowano dla ADP, natomiast w przypadku AMP i ATP wzrost ten byt bardziej statyczny.
Srednia zawartoé¢ AMP w poszczegélnych dniach hodowli wynosita: 19,39 pg g* s.m.
(0 DAT), 26,94 png g' s.m. (1 DAT), 38,23 pg g* s.m. (2 DAT), 46,64 pg g s.m. (3 DAT),
46,28 pg g' s.m. (4 DAT) i 92,41 pg g s.m. (7 DAT). Zaréwno najmniejsza zawarto$¢ (19,10
+ 2,17 pg g' s.m.), jak i najwieksza (104,38 + 9,37 pg g s.m.) oznaczono w kietkujacych
nasionach ogoérka zaprawianych MAG. Zastosowanie SCO jako zaprawy nasiennej
doprowadzito do istotnie statystycznych zmian w zawarto$ci adenozyno-5’-monofosforanu
(Wykres 21. A), powodujac wzrost jego zawartosci w 1 DAT o 24% oraz zmniejszenie w 3, 4
i 7 DAT odpowiednio o 43%, 25% i 20% wzgledem kontroli.

Sposrod oznaczanych nukleotydéw adeninowych dominujacq forma byt adenozyno-5’-
difosforan, ktérego srednia zawarto$¢ w kolejnych dniach eksperymentu wynosita
odpowiednio: 146,91 pg g s.m. (0 DAT), 153,29 pg g s.m. (1 DAT), 192,85 pg g* s.m.
(2 DAT), 182,94 pg g*' s.m. (3 DAT), 274,94 pg g s.m. (4 DAT) i 502,00 pg g"' s.m.
(7 DAT). Najwyzszq zawarto$¢ (590,72 + 15,87 pg g"' s.m.) oznaczono w nasionach
traktowanych MAG w 7 DAT, natomiast najnizsza w nasionach traktowanych SCO w 0 DAT
(141,69 + 14,26 pg g’ s.m.) oraz 3 DAT (141,75 + 13,57 pg g s.m.). Substancje aktywne
zawarte w SCO doprowadzily do istotnego obnizenia zawartosci ADP (Wykres 21. B)
w 3 DAT (55% kontroli), 4 DAT (73% kontroli) i 7 DAT (52% kontroli). Natomiast
zastosowanie preparatu MAG przyczynitlo sie do istotnego zwiekszenia zawartosci ADP

0 34% w 2 DAT oraz obnizenia zawartosci ADP 0 40% w 3 DAT wzgledem kontroli.
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Wykres 21. Sredni wspétczynnik zawartoéci AMP (A), ADP (B), ATP (C) oraz wartoéci parametru AEC (D)
w kietkujacych nasionach ogérka (do 2 DAT) i kielkach ogérka (3 — 7 DAT). Przedstawione dane dotycza
przedsiewnego zaprawiania nasion Srodkami grzybobdjczymi. Wartosci dla hodowli kontrolnej przyjeto jako
100%, ,,*” oznaczono roznice istotne statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.

Podobne zaleznosci jak w przypadku AMP odnotowano dla ATP, ktérego S$rednia
zawarto$¢ w czasie prowadzenia eksperymentu wynosita: 44,00 pg g' s.m. (0 DAT),
58,05 pg g s.m. (1 DAT), 70,86 pg g s.m. (2 DAT), 59,88 pg g s.m. (3 DAT), 81,68 pg g™
s.m. (4 DAT) i 47,78 pg g™ s.m. (7 DAT). Przy czym najnizszq zawarto$¢ (25,77 + 4,29 pg g™
s.m.) oznaczono w 0 DAT u ro$lin traktowanych SCO, a najwyzszg (95,48 + 7,78 pg g™ s.m.)
w 4 DAT u roélin traktowanych MAG. Podobnie jak w przypadku AMP i ADP, zaprawianie
nasion preparatem Scorpion 325 SC spowodowato istotne obnizenie zawartosci adenozyno-
5’-trifosforanu (Wykres 21. C) o 43% (0 DAT), 7% (1 DAT), 41% (3 DAT), 30% (4 DAT)
i21% (7 DAT). Ponadto zawarto$s¢ ATP istotnie wzrosta (o 36 %) w 0 DAT oraz zmalata
(0 43%) w 3 DAT u roslin traktowanych MAG.

Wartosci parametru AEC (Wykres 21. D) miescily sie w przedziale od 0,46 do 0,58,
co sugeruje, ze dominowaly procesy anaboliczne. Jednocze$nie wartosci nie ulegaly
znacznym zmianom w czasie i utrzymywaly sie na poziomie 0,53 + 0,02 dla SCO i 0,56 +
0,01 dla MAG. W przypadku SCO w 7 DAT odnotowano spadek wartosci parametru AEC
do 0,49 £ 0,01, natomiast w przypadku MAG warto$s¢ parametru AEC ulega wahaniom
w 3 DAT (0,49 + 0,05) oraz w 7 DAT (0,46 + 0,00). RézZnice istotne statystycznie odnotowane
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dla SCO w 1, 2 i 7 DAT $wiadcza o niekorzystnym wplywie zaprawiania nasion preparatami
zawierajagcymi w swoim sktadzie azoksystrobine i difenokonazol.

Dane literaturowe wskazuja, ze zawartoS¢ ATP znaczaco wzrasta podczas pecznienia
nasion [363], jednak zaleznosc ta nie zostala zaobserwowana dla uzyskanych wynikéw. Moze
by¢ to zwiazane z roznicami gatunkowymi, dla ktérych przemiany metaboliczne zachodza
narozne sposoby. Ponadto najwieksza zawartoscia spo$rdd oznaczanych nukleotydow
charakteryzowal sie ADP, co wskazuje na liczne zmiany metaboliczne z udzialem ATP,
a wartoS¢ parametru AEC powyzej 0,50 sugeruje, ze procesy dominujg procesy
anaboliczne [364], co potwierdza wczesniej sformulowany wniosek. Spadek wartoSci
parametru AEC po 4 DAT jest zbiezny z danymi literaturowymi [365]. W procesie
kielkowania, gdy ziarno pecznieje i aktywuja sie procesy metaboliczne, dochodzi do rozktadu
materialu rezerwowego i syntezy wielu zwigzkéw budulcowych Scian komérkowych, DNA
czy bialek [366]. Malejaca wartos¢ parametru AEC dodatkowo wskazuje, zZe zmienia sie
stosunek udzialu proceséw anabolicznych i katabolicznych. Zwigzane jest to z faktem,
ze w kietkujacych nasionach poczatkowo dominujg procesy oddychania, natomiast
w momencie pojawienia sie liScieni kietki rozpoczynaja fotosynteze. Ponadto przedstawione
wyniki badan wskazuja, Ze dziatanie sSrodkéw grzybobojczych wplywa nie tylko na patogeny,
ale moze rowniez prowadzi¢ do zaburzen metabolicznych u roslin, co objawia sie przede
wszystkim w obnizeniu zawartosci nukleotydéw adeninowych. Taki efekt moze by¢
dodatkowo spowodowany szeroka specyficzno$¢ substratowa fitaz. Niestety obecnie
nie ma szczegotowych informacji na temat specyficznosci substratowej fitaz izolowanych
z kietkujacych nasion ogorka.

5.1.4 Wptyw Srodkéw grzybobdjczych na dynamike kietkowania nasion
ogoérka

Profil wzrostu (Wykres 22.) okreslono jako procent wykietkowanych nasion do 7 DAT.
Korzen zarodkowy by} zauwazalny juz od 2 DAT, a najwiekszy odsetek wykielkowanych
nasion zaobserwowano dla MAG na poziomie 52,4%, najnizszy zas dla SCO na poziomie
39,4%. Procent wykietkowanych nasion osiagnal warto$¢ maksymalng w 4 DAT dla MAG.
Natomiast SCO minimalnie spowolnitlo proces kietkowania, ale ustabilizowalo sie

na poziomie 7 DAT.
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Wykres 22. Dynamika kielkowania nasion rzodkiewki traktowanych badanymi fungicydami wyrazona
w procentach jako stosunek catkowitej liczby badanych nasion.

Najwieksze, ale nieistotne statystycznie roznice zaobserwowano w 3 DAT, w ktorym
kontrola wykielkowata na poziomie 86,9 + 4,7%, a SCO na poziomie 70,9 + 7,4%. Ponadto
spowolniony zostat takze rozwdj kietkujacych nasion ogorka traktowanych SCO, dla ktérych
zaobserwowano réznice morfologiczne w postaci ograniczenia wzrostu todygi, a w 7 DAT
stwierdzono mniejsza liczbe kietkujacych nasion z zielonymi liScieniami w poréwnaniu
zroSlinami rozwijajagcymi sie w warunkach kontrolnych i traktowanych MAG. Dane
literaturowe wskazuja, ze azoksystrobina i difenokonazol przejSciowo zwiekszajq zawartos¢
kwasu abscysynowego (ABA) [356,358,367], ktory negatywnie wplywa na kielkowanie
nasion [368-370]. Wysoki poziom ABA hamuje proces kietkowania i elongacje korzeni.
Efekty te sa jednak przejsciowe i odsetek kietkujacych nasion w 7 DAT osiaga wartosc¢

porownywalng z kontrola.

5.2 Wariant 2 - aplikacja dolistna

W drugim wariancie eksperymentu postanowiono sprawdzi¢ wplyw standardowego
uzycia preparatow fungicydowych w formie oprysku na rozwoéj siewek ogorka. Rosliny
na tym etapie wzrostu, u ktérych rozwinely sie juz pierwsze liScie prawdziwe, prowadza
proces fotosyntezy, w wyniku ktorego moga sie utrzymac niezaleznie od pozywienia
zmagazynowanego w nasionach.
5.2.1 Profile fosforowe nadziemnych czesci siewek ogoérka traktowanych
preparatami grzybobdjczymi

W celu scharakteryzowania wszystkich form P w ekstraktach (35% HCIO,; 3 x 30 min;
UAE) z nadziemnych czeSci siewek ogorka wykorzystano metode *'P NMR. Grupy fosforu

zdefiniowano na podstawie charakterystycznych przesunie¢ chemicznych przy pH
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zasadowym [288]. Dla wszystkich analizowanych probek zaobserwowano sygnaty
na widmach obecne w zakresie przesunie¢ chemicznych od -0,2 do 7,0 ppm, ktére
odpowiadajq pasmom pochodzacym od: P1 — polifosforany/difosforany [(-23) — (-3,5) ppm],
P2 — inne fosfodiestry [(-2) — 1,5 ppm], P3 — fosfolipidy [1,5 — 3 ppm]; P4 — fosfomonoestry
[3,0 — 5,5 ppm]; P5 — ortofosforany [5,5 — 7,0 ppm] oraz P6 — fosfoniany [15 — 20 ppm].

Tabela 13. przedstawia wzgledne ilosci (%) form fosforu w siewkach ogérka w 0, 2 i 4
DAT. Najwiekszy udzial procentowy stanowia ortofosforany, ktérych zawartos¢ wahata sie
od 76,3 do 88,5%. Najnizszq warto$¢ zanotowano dla MAG, natomiast najwyzszq dla SCO
w 4 DAT. Udzial fosfomonoestréw oscylowat w granicach 11,1 — 22,8%, najwieksza wartos¢
odnotowano dla kontroli w 0 DAT, a najmniejszq dla SCO w 4 DAT. Najmniejsza grupe
spo$réd oznaczonych zwigzkéw fosforowych stanowily fosfodiestry, ktoérych zawartosc¢
nie przekraczata 1%.

Tabela 13. Wzgledne ilosci (%) gltéwnych form fosforu wykrytych w zasadowych ekstraktach nadziemnych
czesci siewek ogérka.

P1 P2 P3 P4 P5 P6

DAT Warunki wzrostu (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Kontrola - 0,7 0,2 22,8 76,3 -

0 SCO - 0,4 0,1 13,3 86,1 -
MAG - 0,4 0,0 15,0 84,6 -

Kontrola - 0,0 0,1 15,4 84,5 -

2 SCO - 0,0 0,1 14,0 85,9 -
MAG - 0,4 0,1 16,9 82,6 -

Kontrola - 0,3 0,0 14,5 85,2 -

4 SCO - 0,3 0,1 11,1 88,5 -
MAG - 0,5 0,3 22,2 77,0 -

Zakres przesunie¢ chemicznych (ppm) poszczegélnych form fosforu zarejestrowanych na widmach
3P NMR ekstraktu badanych prébek o odczynie zasadowym: P1 — polifosforany/difosforany ((-23) —
(-3,5) ppm); P2 — inne fosfodiestry ((-2) — 1,5 ppm); P3 — fosfolipidy (1,5 — 3 ppm); P4 — fosfomonoestry
(3,7 — 6 ppm); P5 — ortofosforany (5,5 — 7 ppm); P6 — fosfoniany (15 — 20 ppm); ,,—” — nie oznaczono. Blad
standardowy nie przekraczal 10% wartosci podanych w tabeli.

Rysunek 35. przedstawia zestawione widma *'P NMR ekstraktow z nadziemnych cze$ci
ogorka w 2 DAT. Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzic¢, ze profile fosforowe
roélin traktowanych SCO i MAG nie roznity sie od kontroli pod wzgledem obecnoSci

poszczegdlnych form fosforu, a zaobserwowane roznice majg jedynie charakter iloSciowy.
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Rysunek 35. Znormalizowane widma *'P NMR ekstraktéw otrzymanych z nadziemnych czesci siewek ogérka
w 2 DAT rozwijajacych sie w warunkach kontrolnych (A) oraz traktowanych odpowiednio SCO (B) i MAG (C).
W prawej gornej czesci panelu zaprezentowano powiekszona cze$¢ widma, aby pokaza¢ subtelne réznice w jego
strukturze. Obszar zaznaczony kolorem obejmuje sygnaty odzwierciedlajace najwazniejsze zmiany.

5.2.2 Zmiany w zawartosSci nukleotydéw adeninowych i status metaboliczny
siewek ogérka traktowanych preparatem fungicydowym

W celu okreslenia wpltywu testowanych fungicydéw systemicznych okreslono zmiany
w zawartosci trzech nukleotydow adeninowych oraz zmiany wartosci parametru AEC
w czesciach nadziemnych (Wykres 23.) i korzeniach (Wykres 24.).

Najwiekszqa zawarto$¢ sposrod wszystkich nukleotydow adeninowych oznaczono
dla ADP, najnizsza za$ dla ATP (zaréwno w korzeniach, jak i w czeSciach nadziemnych).
Srednia zawartos¢ AMP w nadziemnych czeéciach siewek ogérka w kolejnych dniach
eksperymentu miescita w zakresie od 99,18 do 100,63 pg g s.m.. Najnizszg zawarto§¢ AMP
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(92,86 + 9,70 pg g' s.m.) stwierdzono dla SCO w 1 DAT, natomiast najwyzsza (127,90 +
0,39 pg g' s.m.) dla MAG w 3 DAT. Statystycznie istotne zmiany w odniesieniu do kontroli
zaobserwowano w 1, 2 i 3 DAT dla MAG oraz 2 i 3 DAT dla SCO. Zastosowane preparaty
w tych dniach hodowli przyczynity sie do zwiekszenia zawartosci AMP.

Najwieksze zmiany zaobserwowano w zawartosci ADP, ktérego srednia zawartos¢
w kolejnych dniach trwania eksperymentu wynosita odpowiednio 464,32 ng g s.m. (0 DAT),
507,27 pg g' s.m. (1 DAT), 387,31 pg g* s.m. (2 DAT), 433,70 pg g s.m. (3 DAT) oraz
412,37 pg g' s.m. (4 DAT). Przy czym najnizsza warto$¢ odnotowano dla SCO w 4 DAT
(382,18 + 62,68 pg g' s.m.), natomiast najwyzsza w 3 DAT (512,41 + 31,34 pg g* s.m.).
Zastosowane fungicydy doprowadzily do istotnych zmian w 0 DAT oraz 3 DAT, powodujac
poczatkowo obnizenie zawartosci ADP o okolo 30%, a nastepnie wzrost o 55% (SCO)
i 0 38% (MAG) wzgledem kontroli.

Zawartos¢ ATP w nadziemnych czeSciach siewek ogorka pozostawala stata i wahala sie
w granicach 20,59 — 29,28 pg g' s.m. dla SCO i 17,14 — 35,86 pg g™' s.m. dla MAG.
Dla kontroli nastgpit liniowy spadek z 579,77 + 28,01 pg g* s.m. do 331,32 + 40,45 pg g*
s.m. w 3 DAT, a nastepnie ponownie wzrost do 400,86 + 27,34 ng g"' s.m. w 4 DAT.
Zaleznosc¢ ta nie wystapita jednak w przypadku SCO i MAG, co moze sugerowaC wplyw
Srodka grzybobdjczego na metabolizm roslin. Ponadto, analizujac wyniki przedstawione
na Wykresie 23. C, mozna zauwazy¢, ze badane Srodki grzybobojcze doprowadzilty
do istotnego zmniejszenia zawartosci ATP w siewkach ogoérka w kazdym dniu trwania
hodowli.

Aby lepiej okresli¢c zmiany metaboliczne zachodzace w rozwijajacych sie siewkach
ogorka, wyznaczono wspotczynnik AEC. Wskaznik AEC mieScit sie w przedziale od 0,39
do 0,53, co odpowiada przewadze procesow katabolicznych. Zaobserwowano istotne réznice

pomiedzy grupa kontrolng i SCO oraz pomiedzy grupa kontrolng i MAG.
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Wykres 23. Sredni wspélczynnik zawartosci AMP (A), ADP (B), ATP (C) oraz wartosci parametru AEC (D)
w nadziemnych cze$ciach siewek ogoérka traktowanych testowanymi $rodkami grzybobdjczymi. Wartosci
dla hodowli kontrolnej przyjeto jako 100%, ,,*” oznaczono réznice istotne statystycznie (p<0,05) w odniesieniu
do kontroli.

Jesli chodzi o wplyw preparatow grzybobdjczych na metabolizm korzeni ogorka,
podobnie jak w czesci nadziemnej, najwyzsza zawartoscia sposrdd oznaczanych nukleotydow
charakteryzowalo sie ADP, a najnizszag AMP. Srednia zawarto$¢ poszczegdlnych nukleotydéw
adeninowych mieScilta sie w zakresie 137,23 — 201,17 pg g' s.m. (AMP), 575,52 — 772,31
pg g’ s.m. (ADP) oraz 48,03 — 99,86 pg g' s.m. (ATP). Co ciekawe, podobnie jak
w przypadku czeSci nadziemnych, najnizsza zawartos¢ ATP odnotowano w 1 DAT,
anajwyzsza w 3 DAT wsiewkach traktowanych MAG. Jednocze$nie zawarto$¢
poszczegblnych nukleotydow adeninowych byla wyzsza w korzeniach w poréwnaniu
do czeSci nadziemnych. Ponadto warto$s¢ wspotczynnika AEC miescita sie w zakresie 0,40 —
0,49, przy czym wyzszq warto$S¢ AEC zarejestrowano w 3 DAT. Poczatkowa nizsza wartosc¢
AEC $wiadczy o silnie zachodzacych procesach katabolicznych, natomiast dalszy wzrost

parametru AEC od 2 DAT sugeruje zwiekszenie udziatu proceséw anabolicznych.
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Wykres 24. Sredni wspélczynnik zawartosci AMP (A), ADP (B), ATP (C) oraz wartoéci parametru AEC (D)
w korzeniach siewek ogoérka traktowanych testowanymi Srodkami grzybobojczymi. Wartosci dla hodowli
kontrolnej przyjeto jako 100%, ,,*” oznaczono réznice istotne statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.

Wystepowanie istotnych réznic w warto$ciach AEC pomiedzy SCO a kontrola oraz MAG
a kontrola wskazuje, ze badane preparaty grzybobdjcze wptywaly na metabolizm
w nadziemnych czeSciach siewek ogérka. W przypadku korzeni nie zaobserwowano
tak istotnych réznic w wartosciach adenylowanego tadunku energetycznego w poréwnaniu
do kontroli. Badane preparaty, jako srodki ogélnoustrojowe, rozprowadzane sa po calej
ro$linie. Brak istotnych réznic moze $wiadczy¢ o tym, Ze nie zakldcaja one procesow
metabolicznych w korzeniach siewek ogorka lub Ze nie sg transportowane do korzeni. Tym
samym testowane fungicydy sa aktywne jedynie w czeSciach nadziemnych roslin
bezposrednio narazonych na zakazenia maczniakiem. Poniewaz nie odnotowano negatywnych
zmian w metabolizmie korzeni, rodlina traktowana tymi fungicydami moze w niezakt6cony
sposOb pobiera¢ skladniki pokarmowe, co wydaje sie byc¢ istotng zaleta w ogélnym rozwoju
roslin.

5.2.3 Zmiany zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych w siewkach ogérka
traktowanych preparatem fungicydowym

Zmiany zawarto$ci barwnikéw fotosyntetycznych w nadziemnych cze$ciach siewek
ogorka przedstawiono na Wykresie 25. Zawarto$¢ chlorofilu calkowitego wahala sie

w granicach 7,36 — 10,69 mg g™ s.m.. Najwyzszg zawarto$¢ chlorofilu stwierdzono w 2 DAT
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niezaleznie od warunkéw wzrostu. Podobna zaleznos¢ odnotowano dla zawartos$ci chlorofilu
a, ktérego warto$¢ miescita sie w zakresie 5,28 — 8,10 mg g™ s.m.. Natomiast zawarto$¢
chlorofilu b w czasie trwania eksperymentu utrzymywata sie na statym poziomie i wahata sie
w granicach 2,00 — 2,70 mg g™ s.m.. Najwieksza zawarto$¢ chlorofilu b zaobserwowano
w 2 DAT i wyniosta ona odpowiednio 2,32 + 0,31 mg g™ s.m. dla SCO i 2,50 + 0,20 mg g™
s.m. dla MAG. Zmiany zawarto$ci karotenoidow w nadziemnych czesciach siewek ogérka
odpowiadaty zmianom zawarto$ci chlorofilu b i miescity sie w zakresie 0,61 — 0,95 mg g*
s.m.. Z przedstawionych danych wynika, ze jedynie w 1 DAT zaobserwowano istotne roznice
w stezeniu pigmentéw fotosyntetycznych pomiedzy kontrola i SCO w odniesieniu
do chlorofilu a, SCO i MAG w odniesieniu do chlorofilu b oraz pomiedzy grupa kontrolng
a zastosowanymi preparatami fungicydowymi w odniesieniu do steZenia karotenoidéw.
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Wykres 25. Sredni wspotczynnik zawartoéci chlorofilu a (A), chlorofilu b (B), chlorofilu catkowitego (C)
oraz karotenoidéw (D) w nadziemnych czeSciach siewek ogérka traktowanych testowanymi S$rodkami
grzybobdjczymi. Warto$ci dla hodowli kontrolnej przyjeto jako 100%, ,*” oznaczono réznice istotne
statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.

transfer energii z pochlonietego Swiatla. Ponadto ich zawartos¢ moze dostarczy¢ informacji
orozwoju roslin i zmianach w metabolizmie. Spadek stezenia chlorofilu jest czesto
spowodowany stresem Srodowiskowym, takim jak susza [371] i stres solny [372]. Do grupy

stresorOw zaliczaja sie takze szkodliwe substancje chemiczne, takie jak Srodki
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grzybobdjcze [348,373]. Dane wskazuja jednak, zZe grzybobojcze triazole i strobiluryny moga
dziatla¢ protekcyjnie, zwiekszajac tolerancje na stres srodowiskowy [354]. Aby ograniczy¢
intensywny wzrost zawartosci chlorofilu i zwiekszy¢ podatnos¢ siewek ogérka na dzialanie
srodkéw grzybobdjczych, badane rosliny od poczatku doswiadczenia podlewano bez
nawozenia. Dane literaturowe wskazuja, ze triazole i strobiluryny powoduja zwiekszenie
zawartosci chlorofilu w rodlinach ogérka [358,359]. Z przedstawionych danych wynika,
ze pomimo jednodniowego spadku w 1 DAT dla SCO, w ostatnim dniu doSwiadczenia
zaobserwowano nieznacznie wyzszq zawarto$¢ chlorofilu catkowitego w poréwnaniu
do kontroli. Jednak w przypadku zastosowania MAG nie stwierdzono zwiekszenia zawartosci
chlorofilu catkowitego, co jest zgodne z danymi literaturowymi [374].

5.2.4 Zmiany aktywnosci przeciwutleniajgcej i zawartosci antyoksydantéw,

w tym zwiazkéw fenolowych i flawonoidéw w siewkach ogérka traktowanych
preparatem fungicydowym

Obecnos¢ metabolitow wtérnych, takich jak polifenole i przeciwutleniacze, moze
dostarczy¢ informacji o mechanizmach obronnych rodliny przed warunkami
stresowymi [348]. AktywnoS¢ przeciwutleniajagca (Wykres 26. A), okre$lona jako zdolnos¢
do zmiatania wolnych rodnikéw, mieScita sie w przedziale 4,45 — 13,79%. Najnizszq warto$¢
RSA wyznaczono w 0 DAT, a najwyzsza w 4 DAT dla SCO. Natomiast od 1 DAT do 3 DAT
wartos$¢ ta utrzymywata sie na stalym poziomie, wynoszac okoto 8%. Natomiast w przypadku
siewek traktowanych MAG zaobserwowano liniowy wzrost aktywnos$ci przeciwutleniajacej
po 1 DAT. Jednocze$nie wartosci te byly nieznacznie wyzsze w poréwnaniu do kontroli,
z wyjatkiem 4 DAT, dla ktérego roznice osiggnely istotnoS¢ statystyczng na poziomie
p <0,05.

Srednia zawarto$¢ antyoksydantéw i $rednia zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych miescita
sie odpowiednio w zakresie 2,62 — 2,88 mg Troloksu g™ s.m. i 6,94 — 7,41 mg GAE g™ s.m..
Najnizszq zawarto$¢ przeciwutleniaczy odnotowano w 0 DAT (2,26 + 0,11 mg Troloksu g™*
s.m.), a najwyzsza w 4 DAT (3,06 + 0,08 mg Troloksu g™ s.m) w prébkach traktowanych
MAG. Natomiast najnizszg zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych (6.62 + 0,14 mg GAE g™' s.m.)
oznaczono w 4 DAT dla MAG, a najwyzsza (7,87 + 0,21 mg GAE g'sm.) w 4 DAT
dla SCO. Jednoczes$nie zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w siewkach ogérka traktowanych
SCO utrzymywaly sie na wzglednie stalym poziomie. Natomiast zmiany catkowitej
zawarto$ci zwiazkéw fenolowych w prébkach traktowanych MAG sa odwrotnie
proporcjonalne do zmian zawarto$ci przeciwutleniaczy. Zaobserwowano liniowy spadek
zawarto$ci zwigzkéw fenolowych z 7,99 + 0,18 do 6,62 + 0,14 mg GAE g™ s.m.. Natomiast

catkowita zawarto$¢ przeciwutleniaczy wzrosta z 2,26 + 0,11 do 3,06 + 0,08 mg Troloksu g™*
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s.m.. Analizujac wplyw testowanych preparatow fungicydowych na zawarto$¢ zwigzkéw
o aktywnosci przeciwutleniajgcej mozna stwierdzi¢, ze istotne réznice w odniesieniu
do kontroli odnotowano w pierwszych dniach po zastosowaniu oprysku (0 i 1 DAT) zaréwno

dla SCO, jak i dla MAG. Natomiast w 4 DAT roznice te byly istotne jedynie dla SCO.
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Wykres 26. Sredni wspélczynnik aktywnosci przeciwutleniajacej (A) oraz zawartosci antyoksydantéw (B)
i zwigzkéw fenolowych (C) w nadziemnych czeSciach siewek ogoérka traktowanych testowanymi $rodkami
grzybobdjczymi. Wartosci dla hodowli kontrolnej przyjeto jako 100%, ,,*” oznaczono roznice istotne
statystycznie (p<0,05) w odniesieniu do kontroli.

W procesie ewolucji, rosliny wyksztalcily rézne mechanizmy obronne obejmujace
synteze metabolitow, takich jak zwiazki fenolowe [375,376] oraz wzrost aktywnosci
enzymo6w antyoksydacyjnych [377], chronigcych przed negatywnymi skutkami stresu
Srodowiskowego. Wieksza zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w siewkach po zabiegu MAG
w porownaniu z kontrola moze wigza¢ sie z aktywacja syntezy ligniny przez
propamokarb [353]. Aktywacja ta zachodzi na poczatku szlaku fenylopropanoidowego, co
potwierdza skorelowany wzrost zawartosci zwiazkéw przeciwutleniajacych ze spadkiem
zawarto$ci zwigzkéw fenolowych. Dodatkowo zwigzki fenolowe traca czesS¢ swojej
aktywnoS$ci przeciwutleniajacej podczas wzrostu roslin, gdy staja sie czescig strukturalng

rozwijajacej sie rosliny [366].
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5.3 Podsumowanie

W wyniku pomiaréw *'P NMR zaobserwowano réznice w substancjach biochemicznych
zachodzacych w procesie kielkowania. Najwazniejsze byly zmiany wzglednych ilosci (%)
poszczegolnych form zwigzkéw fosforu oraz pojawienie sie dodatkowych form tych
substancji. Dodatkowo w funkcji czasu zmieniala sie zalezno$¢ poszczegélnych sygnatow
pochodzacych od fosfomonoestrow. Ponadto uzyskane dane *'P NMR wskazuja, Ze badane
Srodki grzybobojcze nie wplywaja na specjacje fosforu w czesSciach nadziemnych. Roéznice
pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwiazkow fosforu maja jedynie charakter iloSciowy.

Podsumowujac wplyw testowanych fungicydbw na poszczeg6lne parametry
biochemiczne okreslajace kondycje roslin, przeprowadzono macierzowa analize skupien
hierarchicznych (MHCA), ktéra przedstawiono w postaci mapy cieplnej z dendrogramami
(Rysunek 36.). Hierarchiczng analize skupien i grupowanie wptywu badanych preparatéw
fungicydowych na mapie cieplnej przeprowadzono w programie PermuMatrix, korzystajac
z algorytmu wykorzystujagcego miare odleglosci euklidesowej i metode catkowitego
polaczenia. Wszystkie zmienne zostaly znormalizowane wzgledem kontroli. Kolorem
jasnozielonym oznaczono markery biochemiczne, ktore ulegly zmniejszeniu na skutek
wplywu badanych czynnikéw. Natomiast kolor jasnoczerwony zastosowano dla tych
markerow, ktore ulegly zwiekszeniu. W przypadku braku zmian, pola mapy zostaly

zaznaczone na Czarno.
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Rysunek 36. MHCA oznaczanych marker6w biochemicznych; A — Wariant 1 — przedsiewne zaprawianie nasion,
B — Wariant 2 - aplikacja dolistna. Eksperymentalne warunki hodowli sq wskazane po prawej stronie
(SCO - Scorpion 325 C, MAG — Magnicur Finito 687,5 SC). Kolorowe stupki (skupiska C1 — C3) po prawej
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stronie mapy cieplnej oznaczajq odrebne gléwne gatezie drzewa skupiajacego, grupujacego parametry
biochemiczne o podobnych wzorach ekspresji na czynniki stresowe. Skala koloréw wskazuje wielko$¢ réznic
miedzy warto$ciami parametréw biochemicznych kietkujacych nasion ogérka (A) lub siewek ogérka (B)
rozwijajacych sie w warunkach kontrolnych i eksperymentalnych (jasnoczerwony oznacza warto$¢ dodatnia,
jasnozielony oznacza warto$¢ ujemng).

Z analizy dendrogramu wynika, Ze odpowiedzi roslin na testowane fungicydy
w poszczegolnych dniach hodowli mozna podzieli¢ na trzy glowne klastry. W przypadku
Wariantu 1 — zaprawiania nasion preparatami grzybobojczymi (Rysunek 36. A), pierwszy
klaster (C1) stanowia kietki z 7 DAT traktowane SCO. Klaster ten wyroznia silny wzrost
aktywnosci fitaz, przy jednoczesnym obnizeniu zawartosci Pi i nukleotydow adeninowych.
Drugi klaster (C2) charakteryzuje sie przede wszystkim zwiekszeniem aktywnosci fitaz
w 1 DAT (dla SCO), 2 DAT (dla SCO i MAG) oraz 7 DAT dla MAG). Najwiekszy klaster
stanowit klaster 3 (C3), do ktorego zakwalifikowane 0 DAT, 3 DAT i 4 DAT niezaleznie
od stosowanego preparatu oraz 1 DAT dla MAG. W tym klastrze, badane warunki wzrostu,
w wiekszosci przypadkow, powodowaly obnizenie zawartosci nukleotydow adeninowych,
atakze prowadzily do nieznacznego zwiekszenia aktywnos$ci fitaz w poréwnaniu
do warunkow kontrolnych.

Natomiast dla Wariantu 2 - dolistnej aplikacji preparatow grzybobdjczych
(Rysunek 36. B), pierwszy klaster (C1) stanowig odygi siewek ogorka z 0 DAT traktowane
SCO i MAG, a takze 4 DAT traktowane SCO. Klaster ten wyroznia silny spadek zawartosci
ATP oraz antyoksydantow, przy jednoczesnym wzroScie zawarto$ci zwiazkow fenolowych.
Najmniejsze zmiany w tym klastrze uzyskano dla chlorofilu a oraz AMP. Drugi klaster (C2)
rowniez charakteryzuje duze obnizenie zawartosci ATP, jednak znacznemu obnizeniu ulegly
zawarto$ci AMP i ADP, a nie zwigzki fenolowe jak w przypadku klastra C1. Do klastra 3 (C3)
zakwalifikowane siewki ogérka z 2 i 4 DAT traktowane MAG oraz 1 i 2 DAT traktowane
SCO. Badane preparaty zaklasyfikowane w tym klastrze w wiekszoSci przypadkéow
nieznacznie obnizaly lub nie wplywaly na zawartosci poszczegdlnych barwnikow
fotosyntetycznych, antyoksydantéw oraz zwigzkéw fenolowych. Natomiast wplywaty
na zawartos¢ ATP, powodujac jej obnizenie oraz na AMP i ADP, zwiekszajac ich zawartosc.

Zmiany w zawarto$ci barwnikow fotosyntetycznych i zwiazkow o wiasciwosciach
przeciwutleniajacych — parametrow stosowanych standardowo w ocenie wptywu warunkow
srodowiskowych, nie wskazuja na istotny wptyw preparatow fungicydowych na rozwoj
ogorka. Dopiero szczegolowa analiza fosforomiczna koncentrujaca sie na statusie
energetycznym i roznicach w zawartoSci nukleotydéw adeninowych, dostarczyla
szczego6towych informacji na temat wrazliwosci zaréwno kietkujacych nasion, jak i siewek

ogorka na komercyjnie dostepne preparaty fungicydowe.
144



Zastosowanie preparatu grzybobdjczego w przedsiewnym zaprawianiu nasion
spowodowato zaburzenia aktywnosci fitaz, co doprowadzilo do zaburzen metabolicznych
kietkujacych nasion. Dodatkowo badane preparaty zmieniaty morfologie kietkujacych nasion,
ograniczajac wzrost todygi. Aplikacja badanych srodkow grzybobdjczych na siewki rowniez
wykazata zaburzenie ukladu antyoksydacyjnego. Analizujac wyniki tej serii doSwiadczen
stwierdzono réwniez, ze zar6wno zaprawianie nasion, jak i dolistne zastosowanie fungicydéw
jako stresorow chemicznych ma wplyw na status energetyczny siewek ogérka. W przypadku
zaprawiania nasion ogoérka najwieksze roznice w porownaniu do kontroli odnotowano
dla preparatu  Scorpion 325 SC (Agrecol). Substancje aktywne (azoksystrobina
i difenokonazol) zaburzaly synteze nukleotydow adeninowych, co bylo najbardziej
zauwazane dla ATP. Natomiast w przypadku zastosowania preparatéw w formie opryskow
istotne roznice w warto$ci parametru AEC pomiedzy kontrolg i badanymi preparatami
wystepowaly w czesciach nadziemnych ogérka. Wyniki te sugeruja, ze substancje aktywne
zawarte w preparatach sg transportowane jedynie w obrebie zielonych czesci rosliny (fodyga,

liscienie, liscie prawdziwe).
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Whioski

Wyniki oznaczen potwierdzity skuteczno$¢ opracowanych i zastosowanych procedur
wyodrebniania stabilnych potaczen zwiazkéw fosforu z nasion wybranych gatunkow
ro$lin oraz homogenatéw roslin modelowych poddanych dziataniu stresoréw.
Opracowano sposob tworzenia i eksponowania zestawOw danych zawierajacych
ujednolicone informacje dotyczace obecno$ci i zawartosci poszczegélnych form
fosforu — profili fosforowych roslin rozwijajacych sie w warunkach optymalnych oraz
stresowych.

Oznaczenie polaczen fosforoorganicznych za pomoca techniki *'P NMR i stworzenie
w ten sposob profili fosforowych pozwolilo, po raz pierwszy, na potwierdzenie
naturalnego wystepowanie zwigzkow fosfonowych w nasionach roslin. W ten sposéb
nie tylko poszerzono wiedze na temat zwigzkéw fosforu obecnych w roslinach,
ale rowniez wskazano obecno$¢ zwigzkéw fosfonowych jako potencjalng ceche
chemotaksonomiczna.

Dowiedziono, ze wyniki oznaczen ufosforylowanych nukleotydéw adeninowych oraz
wyznaczenie ich wzajemnych relacji iloSciowych wyrazonych jako AEC, rozszerza
mozliwo$¢ dyskutowania obserwowanych zmian metabolizmu fosforu w kontekscie
dominacji proceséw anabolicznych, badz katabolicznych.

Zweryfikowano standardowo stosowane chemiczne wskazniki odpowiedzi roslin
rozwijajacych sie w warunkach stresu fizjologicznego, dzieki czemu potwierdzono
koniecznos¢ wprowadzenia nowych markerow, takich jak: aktywnos¢ enzymatyczna
fitaz, zawartos¢ fosforu nieorganicznego, kwasu fitynowego oraz nukleotydéw
adeninowych, do bardziej precyzyjnego okre$laniu wptywu czynnikow stresowych
na rozwoj roslin modelowych.

Wyniki podstawowych analiz chemometrycznych ukazujq zaleznosci pomiedzy
oznaczanymi markerami kondycji roslin, dostarczajac informacji o intensywnosci
dzialania stresorow, a tym samym o wrazliwosci roslin na badany czynnik stresowy.
Analiza statystyczna wybranych parametréw biochemicznych potwierdzila, Ze badania
metabolomiczne, w szczegélnos$ci z zakresu badan fosforomicznych dostarczaja

nowych narzedzi w diagnostyce metabolizmu i okreslaniu kondycji roslin.
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Streszczenie

Fosfor jest jednym =z kluczowych pierwiastkbw o wyjatkowym znaczeniu
dla funkcjonowania zywych organizméw. Przemiany zwigzkéw fosforu zachodzace w wyniku
przebiegu proceséw zyciowych decyduja o sprawnosci metabolicznej organizmu, a co za tym
idzie o gotowosci do prowadzenia okreslonych przemian biochemicznych umozliwiajacych
jego rozwoj i stuzacych zachowaniu homeostazy. Oznaczanie i Sledzenie tych przemian jest
mozliwe poprzez zastosowanie nowego podejscia w metabolomice — badan fosforomicznych,
ktére pozwala na okreSlenie potencjatlu rozwojowego organizmu, zakresu wptywu stresu
fizjologicznego na stan energetyczny organizmu oraz charakteru oddzialywania (pozytywny,
negatywny lub neutralny) wybranych czynnikow fizykochemicznych.

Wsrod metod zastosowanych do okre$lenia zmian zachodzacych w metabolizmie
testowanych roélin istotng role odegrata spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego —
technika *'P NMR, ktéra pozwolila na stworzenie profili fosforowych. Z kolei zawartosci
ufosforylowanych nukleotydéw adeninowych (ATP, ADP i AMP) oznaczono wykorzystujac
wysokosprawna chromatografie cieczowa (HPLC), co pozwolito ustali¢ status energetyczny,
a szczegOlnie intensywno$¢ procesow kata- lub anabolicznych zachodzacych w roslinach
poddanych dzialaniu wybranych stresorow. Dodatkowo, w celu przesledzenia przemian
zwiazkoéw fosforu na poczatkowym etapie rozwoju roslin, zestawiono zmiany zawartosci
fosforu nieorganicznego i biatka z aktywnosScia kwasnej fitazy oraz zawartoScia kwasu
fitynowego — parametréw oznaczanych gléwnie w gatunkach zb6z i roslin straczkowych.
W tym celu zaadaptowano metode ekstrakcji kwasu fitynowego, ktérg w dalszych badaniach
zastosowano do okreslenia wplywu preparatow o dzialaniu fungicydowym na kietkowanie
nasion ogoérka. Opracowano réwniez metode ekstrakcji i oznaczania aktywno$ci kwasnej
fitazy w kietkach rzodkiewki i ogoérka, rozszerzajac w ten sposob zakres zastosowania
tej procedury. Oznaczenie wspomnianych parametréw dostarczylo nowych informacji
na temat charakteru przemian iloSciowych w roslinach na poczatkowym etapie wzrostu,
a ich zestawienie pozwolito na lepsze zrozumienie przemian zwigzkow fosforu zachodzacych
w roSlinach poddanych dziataniu stresorow.

Realizacja niniejszej pracy zgodnie z przyjetymi zalozeniami badawczymi sprawila,
ze znaczaco udoskonalono procedury eksperymentalne wiodace do oznaczen réznorodnych
form fosforu w zlozonych matrycach biologicznych. Dzieki temu jednoznacznie
potwierdzono wystepowanie zwiazkow fosfonowych w ro$linach, a takze wykazano,
ze profile fosforowe (fosforomy) uwzgledniajace obecno$¢ tych substancji sq wystarczajaco

specyficzne by stac sie interesujgcymi markerami rodzajowymi lub nawet gatunkowymi.
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Rezultaty te  moga znaczaco  poszerzy¢  mozliwosci  prowadzenia  badan
chemotaksonomicznych roslin wptywajac zaréwno na dyscypline nauk biologicznych,
jak i dyscypline nauk chemicznych. Wyniki badan prowadzonych w toku realizacji niniejszej
pracy pozwolily na poszerzenie wiedzy na temat wptywu réznych stresoréw fizjologicznych
jak np.: barwa Swiatla, obecnos¢ ksenobiotykéw — w tym przypadku fungicydow, lub jonow
metali przejsciowych, na metabolizm kietkujacych nasion. Analizujac wplyw stresorow
fizycznych wykazano, ze barwa swiatta wptywa nie tylko na standardowo oznaczane markery
biochemiczne (np. zwiazki antyoksydacyjne), ale takze na przemiany zwigzkéw fosforu.
Swiatlo, powoduje zmiany w aktywnosci fitaz — enzyméw kluczowych w procesie
kietkowania, wplywajac tym samym na zawarto$¢ wolnego fosforu (Pi). W zaleznoSci
od dlugosci fali, $wiatlo prowadzi do zmiany charakteru zachodzacych procesow
metabolicznych i wplywa na status energetyczny komorek roslinnych. W komorkach roslin
wzrastajacych w nieoptymalnych warunkach os$wietleniowych dochodzito do zwiekszenia
zawarto$ci AMP, co bylo spowodowane aktywacja Sciezek biochemicznych, ktére cechowaty
sie zwiekszonym zapotrzebowaniem na energie zmagazynowang w ATP. Odnoszac sie
do stresu fizjologicznego roslin indukowanego dodatkiem jonéw miedzi(IT), manganu(Il)
i cynku(IT) zauwazono, ze obecno$¢ tych jonéow w poditozu wywoluje odmienne zmiany
w metabolizmie roslin. Wykazano, Ze jony miedzi powodowaty obnizenie warto$ci parametru
AEC w odniesieniu do warunkow kontrolnych oraz w poczatkowych dniach hodowli
przyczynialy sie do zwiekszenia zawartoSci AMP. Dodatek jonow cynku(Il) prowadzit
do zwiekszenia zawartoSci nukleotydow adeninowych, natomiast u roslin traktowanych
jonami manganu(Il) dochodzito do istotnego zaburzenia gospodarki fosforowej — obnizeniu
ulegata nie tylko zawartos¢ nukleotydéw adeninowych, ale takze wolnych jonow
fosforanowych. Dowiedziono takze, Ze zar6wno =zaprawianie nasion, jak i dolistne
zastosowanie fungicydow jako stresorow chemicznych ma wplyw na status energetyczny
siewek ogorka. W przypadku zaprawiania nasion ogérka najwieksze réznice w poréwnaniu
do kontroli odnotowano dla preparatu Scorpion 325 SC (Agrecol). Substancje aktywne
(azoksystrobina i difenokonazol) zaburzalty synteze nukleotydéw adeninowych, co bylo
najbardziej zauwazane dla ATP. Natomiast w przypadku zastosowania preparatow w formie
opryskow istotne réznice w wartosci parametru AEC pomiedzy kontrola i badanymi
preparatami wystepowaly w czesciach nadziemnych ogorka.

Komplementarne zastosowanie techniki *'P NMR do badania metabolomu fosforowego,
uzupelnione okreSleniem statusu energetycznego organizmu na podstawie adenylowego

fadunku energetycznego, umozliwia stworzenie dynamicznych profili fosforowych
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odzwierciedlajacych stan fizjologiczny roslin i pozwala na rozszerzenie zestawu metod
stosowanych w monitorowaniu przemian metabolicznych, a tym samym potwierdza

mozliwo$¢ zastosowania badan fosforomicznych w ocenie kondycji roslin.

Badania finansowane w ramach grantu: Profilowanie fosforowe jako metoda oceny rozwoju
organizméw w warunkach stresu fizjologicznego - diagnostyka fosforomiczna

(UMO-2017/27/B/NZ4/00698)
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Summary

Phosphorus is a crucial element for the functioning of living organisms.
The transformations of phosphorus compounds that occur as a result of vital processes
determine the metabolic efficiency of each organism. Consequently, the efficiency of these
processes determines the organism's readiness to carry out specific biochemical
transformations that enable its development and maintain homeostasis. The research on these
transformations is feasible by implementing a novel approach in metabolomics, namely
phosphoromic research. This approach allows for the assessment of an organism's
developmental potential, the extent of the influence of physiological stress on the organism's
energy state, and the nature of the impact (positive, negative, or neutral) of selected
physicochemical factors.

Among the methods used to determine the changes occurring in the metabolism
of the plants tested, nuclear magnetic resonance spectroscopy *'P NMR technique, played
an important role, which allowed phosphorus profiles to be created. In turn, the content
of phosphorylated adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) was determined using high-
performance liquid chromatography (HPLC), which made it possible to establish the energy
status and, in particular, the intensity of the catabolic or anabolic processes occurring in plants
exposed to selected stressors. In addition, in order to trace the transformation of phosphorus
compounds at the initial stage of plant development, changes in inorganic phosphorus and
protein content were compared with the activity of acid phytase and phytic acid content —
parameters thought to be useful so far mainly in cereal and legume species. For this purpose,
a phytic acid extraction method was adapted and used in further studies to determine the
effect of fungicide preparations on cucumber seed germination. A method for the extraction
and determination of acid phytase activity in radish and cucumber sprouts was also
developed, thus extending the application of this procedure. Determination
of the aforementioned parameters provided new information on the nature of the quantitative
transformations of phosphorus forms in plants at the initial growth stage, and their collation
allowed a better understanding of the transformations of phosphorus compounds occurring
in stressed plants.

The implementation of the present study in accordance with the research objectives has
markedly enhanced the experimental procedures, thereby facilitating the determination
of diverse forms of phosphorus in complex biological matrices. As a consequence,
the presence of phosphonate compounds in plants has been irrefutably established, and it has

been demonstrated that the phosphorus profiles (phosphoromes) associated with these
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substances are sufficiently distinctive to warrant consideration as genus or even species
markers of interest. These results have the potential to significantly expand the scope of plant
chemotaxonomic research, influencing both the biological sciences discipline and the
chemical sciences discipline. The findings of this research contribute to our understanding
of the impact of diverse physiological stressors, including light colour, the presence
of xenobiotics (in this case, fungicides) and transition metal ions, on the metabolism
of germinating seeds. The effects of physical stressors were also analysed, and it was
demonstrated that light colour affects not only standard biochemical markers (e.g. antioxidant
compounds) but also the metabolism of phosphorus compounds. Light, causes changes in the
activity of phytases - enzymes crucial in the germination process, thus influencing the free
phosphorus (Pi) content. Depending on the wavelength, light leads to changes in the nature
of the metabolic processes taking place and influences the energy status of plant cells. In plant
cells growing under suboptimal light conditions, there was an increase in AMP content, due to
the activation of biochemical pathways characterised by an increased demand for energy
stored in ATP. With regard to the physiological stress of plants induced by the addition
of copper(II), manganese(IT) and zinc(II) ions, it was observed that the presence of these ions
in the medium gave rise to disparate changes in plant metabolism. It was demonstrated that
copper ions resulted in a reduction of the AEC parameter in comparison to the control
conditions, and in the initial stages of plant development, contributed to an increase
in the AMP content. The addition of zinc(II) ions resulted in an increase in adenine nucleotide
content, whereas plants treated with manganese(Il) ions exhibited a significant disruption
of phosphorus metabolism. This was evidenced by a decrease in adenine nucleotide content
and an accompanying decrease in free phosphate ion content. Furthermore, it was
demonstrated that the application of fungicides, whether via seed treatment or foliar
application, can exert a detrimental impact on the energy status of cucumber seedlings.
With regard to cucumber seed treatment, the greatest differences in comparison to the control
were observed in the case of Scorpion 325 SC (Agrecol). The active substances (azoxystrobin
and difenoconazole) were observed to disrupt adenine nucleotide synthesis, with the greatest
impact on ATP. However, when the preparations were applied as sprays, significant
differences in the value of the AEC parameter between the control and the tested preparations
were observed in the aboveground parts of the cucumber.

The complementary application of the *P NMR technique to the study of the phosphorus
metabolome, complemented by the determination of the energy status of the organism based

on adenylyl energy charge, enables the creation of dynamic phosphorus profiles reflecting
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the physiological state of plants and allows the set of methods used in monitoring metabolism
to be extended, thus confirming the applicability of phosphoromic studies in the assessment

of plant health.

This work was supported by Polish National Science Centre (NCN) grant number
2017/27/B/NZ4/00698.
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