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Wszystkie organizmy tlenowe wytworzyly mechanizmy obronne przed dzialaniem
reaktywnych form tlenu (RFT), takich jak anionorodnik ponadtlenkowy (O ), nadtlenek
wodoru (H20,) i rodnik hydroksylowy (-OH), ktore sa stale produkowane w komoérkach jako
produkty uboczne przemian metabolicznych. Owady roslinozerne, w tym owady o klujaco-
ssacym narzadzie ggbowym, sa dodatkowo narazone na RFT, ktore stanowia czes¢ reakcji
obronnych ros§lin w odpowiedzi na stres biotyczny. Owady zerujace we floemie powoduja
indukcje tych samych szlakow sygnalnych, ktore sa aktywowane przez roslinne patogeny,

takie jak bakterie, wirusy i grzyby (Walling 2000). Wsrdod czasteczek sygnalowych istotna
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role odgrywaja RFT, a w szczeg6lnosci H,0,, ktory jest dos¢ stabilna czasteczka i tatwo
dyfunduje przez blony. Slina mszyc i uszkodzenia wywolane ich zerowaniem powoduja
lokalng 1 systemowa indukcje wytwarzania RFT we floemie (Moran i wsp. 2002, Zhu-
Salizman i wsp. 2004, Divol i wsp. 2005).
Wiele gatunkow roslin produkuje wtorne metabolity o wlasciwosciach prooksydacyjnych,
ktore po aktywacji moga reagowac z tlenem czasteczkowym, generujac reaktywne formy
tlenu. Do prooksydantow roslinnych zalicza si¢ m.in. furanokumaryny, alkaloidy
S-karbolinowe, furanochromy, alkaloidy izocholinowe, lignany, poliacetyleny, flawonoidy,
fenole 1 chinony. Wigkszo$¢ z wymienionych prooksydantdw jest aktywowana
fotochemicznie, wytwarzajac tlen singletowy (‘O,). Zwiazki fenolowe, a w szczeg6lnosci
o-dihydroksyfenole, w wyniku utleniania wytwarzaja wysoce reaktywny rodnik
semichinonowy (SQ"), ktory w reakcji z tlenem generuje anionorodnik ponadtlenkowy,
przeksztatlcany do nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego (Ahmad i Pardini 1990,
Ahmad 1992).
Reaktywne formy tlenu, a w szczegdlnosci najbardziej reaktywny rodnik hydroksylowy,
reaguja z makroczasteczkami takimi jak DNA, RNA i biatka, powodujac uszkodzenia w ich
strukturze oraz wywolujac peroksydacje lipidow. U owaddéw peroksydacja lipidow jest
szczegblnie szkodliwa, poniewaz lipidy sa nie tylko sktadnikami blon komoérkowych, ale
pelnia takze wazne funkcje fizjologiczne. Lipidy kutikularne chronia owady przed
wysychaniem, cholesterol jest prekursorem ekdysteroidow (hormonéw linienia), a
izoprenoidowe hormony juwenilne i feromony odgrywaja wazna rol¢ w fizjologii rozwoju i
rozmnazania (Downer 1995).
Rownowaga pomigdzy generacja RFT a ich neutralizacja jest jednym z czynnikow
warunkujacych procesy zyciowe ro$linozernych owadow, ktore wyksztatcity mechanizmy
obronne przed dziataniem RFT. Wérdd nich wazna rolg pelnia enzymy i niskoczasteczkowe
antyoksydanty, takie jak kwas askorbinowy i glutation. Kwas askorbinowy posiada silne
wlasciwosci redukujace, co decyduje o jego reaktywnosci wobec anionorodnika
ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego. Reaktywnos$¢ glutationu
uwarunkowana jest obecnoscia wolnej grupy tiolowej w czasteczce. Glutation uczestniczy
rowniez w reakcjach enzymatycznych, ktore redukuja toksyczne nadtlenki do alkoholi oraz
powoduja terminacje¢  peroksydacji  lipidow. W  tkankach owadow roslinozernych
wystepuje dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), ktora katalizuje dysmutacje anionorodnika

ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu czasteczkowego. Reakcja dysmutacji
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katalizowana przez SOD powoduje powstanie nadtlenku wodoru, ktory bardzo fatwo przenika
przez bltony i w obecno$ci jondw zelaza jest bardziej toksyczny niz anionorodnik
ponadtlenkowy, umozliwia bowiem reakcje Fentona prowadzaca do powstania rodnika
hydroksylowego. Katalaza (CAT), wspoldziatajac $cis§le z dysmutaza ponadtlenkowa,
redukuje nadtlenek wodoru do czasteczki wody. Owady roslinozerne wykazuja bardzo niska
aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPX), co jest zwiazane z niska zawarto$cia selenu w
ro$linach (Ahmad i Pardini 1990). Brak Se-zaleznej GPX jest rekompensowany
wystgpowaniem peroksydatywnej aktywnosci transferazy glutationowej (GST,y), nazywanej
czgsto Se-niezalezng peroksydaza glutationowa, ktora katalizuje reakcje redukcji nadtlenkoéw
organicznych, nie dziata natomiast na nadtlenek wodoru. W tkankach owadow roslinozernych
istnieje dodatkowy mechanizm usuwania toksycznego nadtlenku wodoru, wykorzystujacy
peroksydazg askorbinianowa (APX), reduktazg dehydroaskorbinianowa (DHAR) i reduktazg
glutationowa (GR). W systemie tym nadtlenek wodoru jest redukowany przez kwas
askorbinowy w reakcji katalizowanej przez APX. Powstaty kwas dehydroaskorbinianowy jest
nastepnie przeksztalcany do askorbinianu przy udziale glutationu, w reakcji katalizowane;j
przez DHAR. GR redukuje powstaty disulfid glutationu przy udziale NADPH.
Dotychczas prowadzone badania nad antyoksydacyjnymi mechanizmami obronnymi owadéw
roslinozernych byty skoncentrowane gtéwnie na owadach o gryzacym narzadzie ggbowym.
Niewiele jest badan dotyczacych stresu oksydacyjnego i obrony antyoksydacyjnej w tkankach
mszyc - owadow o khlujaco-ssacym narzadzie gebowym (Madhusudhan i Miles 1998,
Figueroa i wsp.1999, Ni i Quisenberry 2003, Urbanska 2007 i 2009). Wyniki tych badan
wskazuja na kluczowa role difenoli i polifenoli w indukcji stresu oksydacyjnego w tkankach
mszyc zbozowych. Glownym miejscem generowania O, i H,0; sa tkanki jelita $rodkowego,
gdzie zachodza procesy utleniania zwiazkéw fenolowych przy udziale oksydazy
polifenolowej i peroksydazy (Urbanska 2009).
Mszyca czeremchowo-zbozowa, Rhopalosiphum padi (L.) i mszyca zbozowa, Sitobion
avenae (F.) to gatunki kosmopolityczne, stosunkowo licznie wystgpujace na zbozach w
Polsce. S. avenae jest gatunkiem monofagicznym, ktorego catkowity rozwoj przebiega na
jednym zywicielu (zboza), R.padi wykazuje natomiast cykliczna zmiang zywicieli —
zywicielem pierwotnym jest czeremcha zwyczajna, Prunus padus (L.), za§ wtoérnym rosliny z
rodziny Poaceae.
Prezentowany cykl publikacji dotyczy pordéwnania poziomu wskaznikéw stresu

oksydacyjnego i mechanizméw antyoksydacyjnych w tkankach dwoch gatunkow mszyc
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zbozowych: monofagicznego S. avenae i oligofagicznego R. padi. Zbadano rowniez wpltyw
ros$linnych zwiazkow fenolowych na indukcje stresu oksydacyjnego oraz modyfikacje
systemu antyoksydacyjnego w tkankach badanych roslinozercow.

W pierwsze] pracy cyklu (Lukasik i wsp. 2009 — praca 1) okreslono poziom
biochemicznych wskaznikow stresu oksydacyjnego w tkankach badanych mszyc oraz
modulacje¢ ich zawarto$ci przez roslinne o-dihydroksyfenole. Stwierdzono znaczne roznice w
stezeniu H,0,, produktow peroksydacji lipidow (TBARS) i tioli ogdélnych pomigdzy
badanymi morfami mszyc: bezskrzydtymi samicami (apterae), uskrzydlonymi samicami
(migrantki; alatae) i larwami (larvae). Najwyzszy poziom H,0, zanotowano w tkankach
alatae, najnizszy za$ w tkankach form larwalnych. W tkankach bezskrzydtych samic i larw
mszycy zbozowej stwierdzono podobne stezenie produktéw peroksydacji lipidow, natomiast
formy uskrzydlone wykazywaty kilkukrotnie wyzszy poziom tego wskaznika w poréwnaniu z
pozostatymi morfami. Odmienng tendencj¢ zaobserwowano dla osobnikéw oligofagicznego
gatunku mszycy czeremchowo-zbozowej, gdzie w tkankach bezskrzydtych i uskrzydlonych
samic wystgpowat podobny poziom produktéw peroksydacji lipidow. Najwyzsze stezenie
tioli ogdlnych zanotowano w tkankach alatae, najnizsze za§ w tkankach apterae. Gatunek
oligofagiczny ~ R. padi charakteryzowat si¢ wyzszym poziomem H;O; niz gatunek
monofagiczny S. avenae. W tkankach bezskrzydtych samic i larw obu gatunkéw mszyc
zanotowano podobne stezenie produktow peroksydacji lipidow, natomiast migrantki
S. avenae charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscia TBARS niz migrantki R. padi. Odmienne
wyniki otrzymano dla tioli ogolnych, ktorych zawartos¢ byla wyzsza u gatunku
monofagicznego. Wysoka zawarto§¢ H,O;, i produktow peroksydacji lipidow w tkankach
form uskrzydlonych moze by¢ zwiazana ze zwigkszonym tempem pobierania tlenu podczas
lotu, co skutkuje zwigkszona produkcja RFT (Sohal 1 Allen 1986).

Mszyce nakluwajace Zele agarozowo-sacharozowe, zawierajace badane zwiazki fenolowe,
wykazywaly wyzsza zawarto$¢ H,O; i produktéw peroksydacji lipidoéw niz owady kontrolne.
Sposréd badanych zwiazkow fenolowych, najsilniejszy wptyw na generacj¢ H,O, wywierat
kwas kawowy. Wzrost poziomu produktow peroksydacji lipidow byt istotnie zalezny od
stosowanego st¢zenia tylko w przypadku kwasu chlorogenowego, ktory powodowat
najwyzsza indukcj¢ TBARS sposrod testowanych zwiazkéw. Kwas chlorogenowy najsilniej
redukowal rowniez stgzenie tioli ogdlnych w tkankach obu gatunkéw mszyc, przy czym

intensywniejszy spadek tioli obserwowano w przypadku gatunku monofagicznego S. avenae.
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Pierwsza lini¢ obrony przed niekorzystnym wpltywem RFT stanowi dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), Katalizujaca dysmutacj¢ anionorodnika ponadtlenkowego do
nadtlenku wodoru. Z enzymem tym S$cisle wspoldziata katalaza (CAT), ktéra redukuje
nadtlenek wodoru do wody i tlenu. W kolejnej pracy cyklu przedstawiono (Lukasik 2007 —
praca 2) réznice w aktywnosci tych enzymow w tkankach badanych gatunkow mszyc.
Najwyzsza aktywnos¢ CAT i SOD wykazano w tkankach samic uskrzydlonych, najnizsza zas$
w tkankach samic bezskrzydtych. Wyzszy poziom aktywnosci obu enzymoéw wystgpowat w
tkankach gatunku oligofagicznego R. padi; jedynie w przypadku apterae obu gatunkoéw
zanotowano podobna aktywno$¢ CAT. Testowane 0-dihydroksyfenole powodowaty wyrazna
indukcj¢ aktywnosci SOD w tkankach badanych owadow. Kwas kawowy najsilniej
indukowat SOD, powodujac 2-krotny wzrost aktywnosci enzymu w tkankach owadow
eksponowanych na jego dziatanie. Odmienne wyniki uzyskano w przypadku CAT, ktorej
aktywno$¢ ulegala obnizeniu pod wptywem testowanych 0-dihydroksyfenoli. Najsilniejsza
inhbicjg CAT zanotowano w tkankach mszyc naktuwajacych zele zawierajace kwas kawowy.
Inhibicja CAT moze by¢ zwiazana z cyklem redoks 0-dihydroksyfenoli, generujacym
anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry hamuje aktywnos¢ CAT (Kono i Fridovich 1982).
Nadtlenek wodoru jest jednak neutralizowany nie tylko przy udziale katalazy, ale rowniez
przy udziale cyklu askorbinianowo-glutationowego, wykorzystujacego kwas askorbinowy
(ASA), peroksydaze askorbinianowa (APX) i reduktaze dehydroaskorbinianowa (DHAR).
Cykl ten byl dotychczas opisany dla owadow o gryzacym narzadzie gebowym (larwy
Lepidoptera). Badania, ktorych wyniki opisuje kolejna praca cyklu, po raz pierwszy
udowodnity jego wystepowanie rowniez W tkankach mszyc (Lukasik i wsp. 2009 — praca 3).
W przypadku mszyc zbozowych, obecnos¢ alternatywnego systemu neutralizujacego H,0,
jest szczegblnie wazna ze wzgledu na niska, w porownaniu z owadami o gryzacym narzadzie
gebowym, aktywnos$¢ katalazy. Najwyzsze st¢zenie askorbinianu oraz najwyzsza aktywnos$¢
peroksydazy askorbinianowej zanotowano w tkankach larw, najnizsze za§ w tkankach
bezskrzydtych samic. Wskazuje to na istotna role tych antyoksydantow w mechanizmach
obronnych larw, we wczesnych etapach rozwoju ontogenetycznego mszyc. Gatunek
monofagiczny charakteryzowal si¢ wyzsza zawarto$cia askorbinianu jedynie w przypadku
larw, z kolei gatunek oligofagiczny R. padi wykazywat wyzsza aktywno$¢ APX. Roslinne
o-dihydroksyfenole in vitro powodowaly istotny spadek st¢zenia askorbinianu w tkankach
owadow, przy czym testowane zwiazki najsilniej redukowaly poziom ASA przy stezeniu

0.1%. Najwyzszy spadek zawartosci ASA w tkankach bezskrzydtych samic powodowal kwas
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kawowy, ktory przy stezeniu 0.1% redukowal jego zawarto$¢ 5-krotnie w porOéwnaniu z
owadami kontrolnymi. Spadek stezenia ASA moze by¢ zwiazany z indukcja APX, ktoéra
wykorzystuje ASA do redukcji H0,. Wzrost aktywnosci APX, podobnie jak spadek
zawartosci ASA, byl wuzalezniony od zastosowanego stezenia 0-dihydroksyfenoli.
Najsilniejsze wtasciwosci indukcyjne wzgledem APX wykazywat kwas kawowy, powodujac
prawie 2-krotny wzrost aktywnosci tego enzymu. Wzrost aktywnos$ci APX pod wplywem
badanych zwiazkéw kompensuje inhibicj¢ CAT, ktéra wykazuje aktywno$¢ katalazowa przy
wyzszych stezeniach H,O,.

W reakcjach obronnych owadéw ros$linoZzernych na czynniki stresu oksydacyjnego
istotna role ogrywa glutation i enzymy zwiazane z metabolizmem glutationu. Badania nad
mechanizmami antoksydacyjnymi, przebiegajacymi z udzialem glutationu byty prowadzone
glownie u owadow o gryzacym narzadzie gegbowym (Lepidoptera), natomiast brak jest badan
dotyczacych roli tych mechanizméw u owadoéw o klujaco-ssacym narzadzie gebowym.
Wyniki badan przedstawione w kolejnej pracy z cyklu wykazaty, ze formy uskrzydlone obu
gatunkoOw mszyc charakteryzuja si¢ najwyzszym poziomem glutationu sposrod badanych
morf (4 - Lukasik 2006). Wyzsza zawarto$¢ glutationu stwierdzono w tkankach gatunku
monofagicznego S. avenae. Mszyce nakluwajace zele agarozowo-sacharozowe, zawierajace
zwiazki fenolowe, charakteryzowaty si¢ nizszym poziomem glutationu niz owady kontrolne.
Spadek zawartosci glutationu nie byl uzalezniony od st¢zenia badanych fenoli. Obnizenie
poziomu glutationu pod wplywem testowanych zwiazkéw wskazuje na indukcjg stresu
oksydacyjnego w tkankach S. avenae i R. padi. Brak wystarczajacej ilosci glutationu moze
prowadzi¢ bowiem do uszkodzen biatek i utleniania kwasu askorbinowego do kwasu
dehydroaskorbinowego. W przypadku transferazy glutationowej, enzymu katalizujacego
powstawanie koniugatow glutationu z ksenobiotykami, migrantki 1 larwy charakteryzowaly
si¢ podobna aktywnoscia enzymu. Nie zanotowano roéznic migdzygatunkowych w poziomie
aktywnosci GST w tkankach bezskrzydlych samic, natomiast samice uskrzydlone i larwy
R. padi posiadaty wyzsza aktywno$¢ GST niz te same morfy S. avenae. Ekspozycja na
dziatanie o-dihydroksyfenoli powodowata spadek aktywnosci GST w tkankach bezskrzydtych
samic. Kwas chlorogenowy przy stgzeniu 0.1% powodowal prawie dwukrotny spadek
aktywnosci GST w tkankach obu gatunkow mszyc. Roznice migdzygatunkowe zanotowano w
przypadku kwasu kawowego, ktory silniej hamowatl aktywnos¢ GST gatunku oligofagicznego

niz gatunku monofagicznego.
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Sposréd enzymoé6w  zwiazanych z metabolizmem glutationu, w tkankach mszyc nie
stwierdzono aktywnosci peroksydazy glutationowej. Jednak wyniki badan przedstawione w
kolejnej pracy (5 — Lukasik i Golawska 2007) wykazaly aktywnos$¢ Se-niezaleznej
peroksydazy glutationowej (GSTpy), ktora byta najwyzsza w tkankach form uskrzydlonych, a
najnizsza — w tkankach bezskrzydlych samic obu gatunkéw mszyc zbozowych. Podobna
tendencje  zanotowano w  przypadku reduktazy glutationowej (GR), enzymu
wspotdziatajacego z GSTpx. Wszystkie badane morfy gatunku oligofagicznego R. padi
charakteryzowaty si¢ wyzsza aktywno$cia GSTpy niz S. avenae. Odmienne wyniki uzyskano
dla GR, ktorej aktywno$¢ w tkankach alatae i larvae obu gatunkow mszyc byta na podobnym
poziomie. Wysoka zawarto$¢ glutationu i wysoka aktywno$¢ enzymow zwiazanych z
metabolizmem glutationu w tkankach form uskrzydlonych wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie wazna,
poniewaz uskrzydlone migrantki zasiedlaja nowe rosliny zywicielskie, dlatego sa narazone na
kontakt z szerokim spektrum ro$linnych allelozwiazkéw. Ekspozycja na dzialanie
0-dihydroksyfenoli powodowata spadek aktywnosci enzymoéw zwiazanych z jego
metabolizmem (GST,y i GR) w tkankach bezskrzydtych samic. Kwas kawowy powodowat
najwyzszy spadek aktywnosci GSTpx | GR w tkankach mszyc zbozowych. W tym kontekscie
mechanizm inhibicji enzyméw zwigzanych z metabolizmem glutationu wydaje si¢ by¢
ztozony. Zwiazki fenolowe sa znanymi inhibitorami wielu enzymow, dlatego ich inaktywacja
moze by¢ zwiazana z tworzeniem kompleksow z bialkami za pomoca wiazan wodorowych
lub kowalencyjnych. Allelozwiazki te moga rowniez produkowaé reaktywne rodniki
semichinonowe, zdolne do tworzenia wiazan krzyzowych z biatkami i enzymami (Ahmad i
Pardini 1990).

Roslina zywicielska moze wplywa¢ na system antyoksydacyjny owadow
roslinozernych, zaréwno poprzez generacj¢ RFT w odpowiedzi na atak szkodnika, jak i
poprzez syntez¢ oraz przemiany metaboliczne allelozwiazkéw o wiasciwosciach pro-
oksydacyjnych. Ostatnia praca w prezentowanym cyklu (Lukasik i Gotawska 2013 — praca
6) przedstawia wyniki badan, dotyczace wptywu roslin zywicielskich (pszenica ozima,
pszenzyto ozime) na poziom RFT (O, i H;0;) oraz aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych
w tkankach mszyc zbozowych. Stwierdzono, ze zasiedlenie przez mszyce nowych roslin
zywicielskich (pszenzyto ozime) powodowato wzrost poziomu RFT w ich tkankach. Indukcja
RFT byta uzalezniona od czasu zerowania na nowozasiedlonych siewkach. Wzrost poziomu
O, byt wyzszy w tkankach mszyc Zerujacych na siewkach mniej podatnej odmiany Witon

niz bardziej podatnej odmiany Tornado. Gatunek monofagiczny S. avenae charakteryzowat
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si¢ silniejsza generacja H,O, po zasiedleniu siewek pszenzyta ozimego. Aktywnos¢ badanych
enzyméw neutralizujacych RFT, takich jak SOD, CAT i APX, ulegata wyraznej indukcji w
tkankach mszyc po zmianie ro$liny zywicielskiej. Roznice migdzygatunkowe zanotowano
jedynie dla katalazy, ktorej wzrost aktywnos$ci byt silniejszy w tkankach gatunku
oligofagicznego R. padi. Zawarto$¢ askorbinianu w tkankach mszyc ulegata wyraznemu
obnizeniu po przeniesieniu z siewek pszenicy na siewki mniej podatnego pszenzyta,
natomiast zerowanie owadow na bardziej podatnej odmianie Tornado nie powodowato zmian
w poziomie tego antyoksydanta w porownaniu z owadami kontrolnymi. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze zmiana rosliny zywicielskiej moze generowac stres oksydacyjny w tkankach
mszyc. Wyzszym potencjatem prooksydacyjnym w stosunku do mszyc zbozowych
charakteryzowata si¢ mniej podatna odmiana Witon, poniewaz owady Zerujace na siewkach
tej odmiany wykazywaly wyzszy poziom RFT przy jednocze$nie nizszym stezeniu

askorbinianu.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sformutowac nastepujace wnioski:

1) Gatunek oligofagiczny R. padi charakteryzuje si¢ wyzszym poziomem wskaznikow stresu
oksydacyjnego w poréwnaniu z gatunkiem monofagicznym S. avenae.

2) Gatunek monofagiczny S. avenae posiada wyzsza zawarto$¢ antyoksydantow
nieenzymatycznych (ASA i GSH), natomiast gatunek oligofagiczny R. padi wykazuje
wyzsza aktywnos¢ badanych enzymow antyoksydacyjnych (SOD, CAT, APX, GSTp, GR).

3) Wysoki poziom enzyméw antyoksydacyjnych w tkankach morf uskrzydlonych jest
wynikiem adaptacji do zasiedlania nowych ro$lin zywicielskich oraz intensyfikacji
metabolizmu podczas lotu.

4) Niski poziom markerow stresu oksydacyjnego w tkankach larw, przy jednocze$nie
wysokim stezeniu antyoksydantow nieenzymatycznych oraz wysokiej aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych, wskazuje na znaczna odporno$¢ tych morf na negatywne oddziatywanie
RFT.

5) Niska aktywnos$¢ katalazy w tkankach mszyc zbozowych jest kompensowana przez
wystepowanie aktywnosci peroksydazy askorbinianowej (APX).

6) Mszyce zbozowe nie posiadaja aktywno$ci Se-zaleznej GPX, natomiast wykazuja
aktywno$¢ peroksydatywna transferazy glutationowej (GSTpy), co chroni je przed

negatywnymi konsekwencjami peroksydacji lipidow.
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7) Wzrost stezenia H,O, i TBARS i spadek poziomu antyoksydantow w tkankach mszyc
poddanych dziataniu 0-dihydroksyfenoli $§wiadczy o pro-oksydacyjnych wlasciwosciach
tych allelozwiazkéw wzgledem mszyc.

8) Indukcja SOD i APX pod wptywem testowanych zwiazkéw wskazuje na istotng rolg tych
enzymoOw w obronie mszyc przed dziataniem egzogennych zrodet RFT.

9) Zasiedlanie nowych roslin zywicielskich powoduje indukcje stresu oksydacyjnego w
tkankach mszyc zbozowych, o czym $§wiadczy wzrost poziomu RFT, spadek stg¢zenia

askorbinianu i zmiany w aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych (artystycznych)

Ukonczytam studia magisterskie na kierunku Biologia na Wydziale Rolniczym
Wyzszej Szkoly Rolniczo-Pedagogicznej w Siedlcach (obecnie Uniwersytet Przyrodniczo-
Humanistyczny). Prace magisterska wykonatam pod opieka naukowa prof. dr hab. Bogumita
Leszczynskiego (jej tytul brzmiat ,,Wystgpowanie peroksydazy i oksydazy o-difenolowej w
przewodzie pokarmowym mszycy zbozowej”). Podczas wykonywania pracy magisterskiej
zainteresowaly mnie biochemiczne oddziatywania migdzy owadami ro$linozernymi a ich
roslinami zywicielskimi, a w szczegolno$ci mechanizmy detoksykacyjne fitofagow. W
1990 r. rozpoczgtam pracg w zespole prof. dr hab. Bogumila Leszczynskiego, kontynuujac
problematyke badan podjetych w pracy magisterskiej. Gldéwnym obiektem badan w tym
okresie staly si¢ dwa gatunki mszyc zbozowych: mszyca zbozowa Sitobion avenae (F.)
mszyca czeremchowo-zbozowa Rhopalosiphum padi (L.). Mszyce, podobnie jak inne owady
roslinozerne wyksztalcity mechanizmy umozliwiajace detoksyfikacj¢ szerokiego spektrum
ro$linnych allelozwiazkow. Mechanizmy te oparte sa na aktywnoS$ci specyficznego systemu
enzymow, wsrod ktorych najwazniejsza rolg petnia enzymy detoksykacyjne i egzoenzymy
przewodu pokarmowego. Przeprowadzone w tym czasie badania wykazaly obecnos¢
enzyméw Il fazy detoksykacji — transferazy S-glutationowej (GST) i1 UDP-
glukozylotransferazy (UDPGT) w homogenatach mszyc zbozowych. Najwyzsza aktywno$¢
GST wystepowata we frakcji cytozolowej, za§ UDPGT we frakcji mikrosomalnej. Badania
dotyczace aktywno$ci enzymow katalizujacych utlenianie i1 polimeryzacje zwiazkow
fenolowych — oksydazy polifenolowej (PPO) i peroksydazy (PX), wykazaly obecnos¢ tych
enzymoOw w wydzielinach slinowych mszyc zbozowych (frakcja zelujaca i wodnista) oraz

przewodzie pokarmowym. Oksydaza polifenolowa przewodu pokarmowego S. avenae
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katalizowata utlenianic szerokiego spektrum o0-difenoli, nie katalizowata natomiast
hydroksylacji monofenoli i utleniania metoksyfenoli. Specyficzno$¢ substratowa peroksydazy
byta nieco szersza, poniewaz enzym ten dziatal dodatkowo na metoksyfenole, takie jak kwas
syryngowy, kwas wanilinowy, kwas ferulowy czy kwas synapinowy. Przetestowano réwniez
wpltyw roslin zywicielskich, rézniacych si¢ podatnoscia na mszyce, na aktywno$¢ badanych
enzymow. Przeprowadzone badania wykazaly, ze owady zerujace na odpornej odmianie
pszenicy ozimej Saga o wyzszym poziomie roslinnych allelozwiazkéw, wykazywaly nizsza
aktywnos¢ UDPGT, PPO i PX niz owady zerujace na odmianie podatnej Liwilla,
charakteryzujacej si¢ nizsza zawarto$cia ksenobiotykow. Prowadzono réwniez badania
dotyczace dynamiki populacji mszyc na zbozach w $rodkowo-wschodniej Polsce.
Dhugoterminowe obserwacje wykazaly, ze mszyca zbozowa S. avenae liczniej wystgpowala
na pszenicy ozimej w tym regionie niz mszyca czeremchowo-zbozowa R. padi. Odporne
odmiany pszenicy ozimej (Grana i Saga) byly w mniejszym stopniu zasiedlone przez
S. avenae niz odmiany podatne (Emika i Liwilla). Mszyce Zerujace na odmianach odpornych
charakteryzowaty si¢ nizsza plodno$cia, przezywalnoscia i nizszym wrodzonym tempem
wzrostu populacji. Badania przeprowadzone przy pomocy techniki EPG (ang. electrical
penetration graphs) wykazaly, ze odmiany odporne pszenicy roéwniez redukowaly czas
penetracji tkanek mezofilu i pobierania soku floemowego przez owady.

W 1996 roku rozpoczgtam badania dotyczace biochemicznych uwarunkowan zjawiska
zmiany roslinnych zywicieli przez mszycg czeremchowo-zbozowa R. padi. Zjawisko zmiany
roslinnych zywicieli w cyklu rozwojowym owaddw jest kosztowne metabolicznie i niezwykle
rzadkie. Wérdéd mszyc tylko okoto 10% gatunkow posiada cykl zyciowy przebiegajacy na
wigee] niz jednej roslinie zywicielskiej. Gatunki takie zimuja w postaci jaj, zlozonych na
roslinach drzewiastych, z ktérych wiosna wylegaja si¢ zatozycielki rodu (fundatrices),
wydajace na zywicielu pierwotnym kilka zyworodnych pokolen (fundatrigeniae). W ostatnim
pokoleniu pierwodomnym sa wytwarzane morfy uskrzydlone (migrantes) migrujace na
zywicieli wtornych, gdzie wydaja one kilka pokolen letnich (exules). Jesienia pojawiaja si¢
osobniki pokolenia ptciowego, ktére po powrocie na zywiciela pierwotnego skiadaja jaja
zimowe. Jednym z gatunkow, ktory dokonuje zmiany roslin zywicielskich jest mszyca
czeremchowo-zbozowa, Rhopalosiphum padi (L.). Fenologia tego zjawiska jest dobrze
poznana, natomiast wczesniej nie prowadzono badan nad mechanizmami biochemicznych
adaptacji R. padi do jej roslinnych zywicieli. W zwiazku z tym celem moich badan byto

okreslenie zmian w aktywno$ci enzymoéw mszycy czeremchowo-zbozowej, odgrywajacych
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istotna rol¢ w procesie biochemicznych adaptacji tego owada do roslin zywicielskich.
Badaniami objeto wybrane enzymy z trzech grup: 1) enzymy Il fazy detoksykacji (GST,
UDPGT); 2) enzymy antyoksydacyjne (SOD, CAT, GR); 3) egzoenzymy wydzielane ze §lina
mszyc do tkanek roslinnych zywicieli (PPO, PX, o- i p-glukozydaza oraz
B-fruktofuranozydaza). Najnizsza aktywno$¢ badanych enzymoéw zanotowano w tkankach
zatozycielek rodu, najwyzsza za§ w tkankach uskrzydlonych migrantek. W trakcie
wystgpowania mszyc na zywicielu pierwotnym, obserwowano wyrazne zmiany w aktywnosci
GST i UDPGT w tkankach fundatrigeniae. Stosunkowo niska aktywnoscia enzymow
charakteryzowalo si¢ pierwsze pokolenie fundatrigeniae, zerujace na mtodych pedach
czeremchy. W kolejnych pokoleniach obserwowano stopniowa indukcje aktywnosci tych
enzymoéw. Najwyzszy wzrost aktywnosci badanych transferaz zanotowano w okresie
bezposrednio poprzedzajacym wiosenne migracje mszycy czeremchowo-zbozowej i W ich
trakcie. Po zasiedleniu wtornego zywiciela (pszenzyto jare), obserwowano wzrost aktywnosci
GST i UDPGT w tkankach R. padi w stosunku do osobnikéw kontrolnych, zerujacych na
czeremsze.
W trakcie wystgpowania owada na zywicielu pierwotnym obserwowano zmiany w
aktywno$ci badanych enzymoéw antyoksydacyjnych w tkankach mszyc. Najnizszym
poziomem aktywnos$ci charakteryzowalo si¢ pierwsze pokolenie fundatrigeniae. Wraz z
rozwojem populacji mszycy czeremchowo-zbozowej na zywicielu pierwotnym, obserwowano
stopniowy wzrost aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych w tkankach bezskrzydtych morf
R. padi. W okresie migracji z pierwotnego na wtérnego zywiciela, wystapil gwattowny
wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy w tkankach fundatrigeniae.
W przypadku reduktazy glutationowej, najwyzsza aktywno$¢ enzymu zanotowano w okresie
zalamania si¢ populacji. Zasiedlenie zywiciela wtornego powodowato 1,5-3-krotny wzrost
aktywnosci SOD. W przypadku CAT poczatkowo obserwowano spadek aktywnosci enzymu,
natomiast kontynuowanie zerowania na zywicielu wtornym powodowalo stopniowa indukcje
aktywnos$ci tego enzymu. Zasiedlenie pszenzyta przyniosto spadek aktywnosci GR w
tkankach R. padi.
Podczas wystgpowania R. padi na zywicielu pierwotnym, wykazano zmiany w aktywnosci
badanych egzoenzymow w tkankach fundatrigeniae. W przypadku peroksydazy oraz a- i S-
glukozydazy obserwowano stopniowa indukcj¢ aktywno$ci enzyméw w okresie wyraznego
wzrostu liczebnos$ci populacji R. padi. Dla oksydazy polifenolowej i B-fruktofuranozydazy

najwyzsza aktywno$¢ zanotowano w tkankach ostatniego pokolenia fundatrigeniae, w
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momencie gdy liczebno$¢ R. padi na czeremsze wystepowata juz na bardzo niskim poziomie.
Zmiana zywicieli powodowata spadek aktywnosci PPO i PX oraz S-glukozydazy, natomiast
dla a-glukozydazy i p-fruktofuranozydazy, wystapit wzrost aktywnosci po przeniesieniu
mszyc na zywiciela wtornego. Poziom inhibicji lub indukcji badanych egzoenzymow byt
uzalezniony od czasu zerowania mszycy czeremchowo-zbozowej na zywicielu wtornym.
Uzyskane wyniki, dotyczace biochemicznych uwarunkowan zmiany roslinnych zywicieli
przez R. padi, stanowity podstaw¢ mojej pracy doktorskiej ,,Aktywnos¢ wybranych enzymow
mszycy czeremchowo-zbozowej (Rhopalosiphum padi L.) podczas zmiany ro$linnych
zywicieli”, ktorej promotorem byt prof. dr hab. Bogumit Leszczynski.

We wspotpracy z dr Sylwia Gotawska prowadzitam réwniez badania nad
biochemicznymi, fizjologicznymi i behawioralnymi adaptacjami mszycy grochowianki
Acyrthosiphon pisum (Harris) do ro$linnych ksenobiotykow. Celem tych badan byla
jako$ciowa 1 iloSciowa analiza substancji naturalnie wystgpujacych w tkankach ro$lin, zmiany
zawartosci tych zwiazkow wywotane zerowaniem mszycy grochowej oraz wptyw badanych
ksenobiotykow na biologi¢ owada. Przeprowadzono takze oceng wplywu wybranych
zwiazkOw na zachowanie si¢ mszycy grochowej w warunkach in vitro. Material do badan
stanowily powszechnie uzytkowane trzy europejskie odmiany lucerny siewnej (Medicago
sativa L.) (Radius, Sapko, Sitel) i jedna linia niskosaponinowa odmiany Radius. W badaniach
skupiono si¢ na dwoch klasach metabolitow wtornych lucerny: saponinach i flawonoidach.
Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) sprzgzonej ze spektrometria mas
zidentyfikowano 1 porownano zawarto$¢ flawonoidéw w badanych odmianach lucerny. Dla
lucerny odmiany Radius w trzech stadiach wegetatywnych (6-, 9- i 12 miesigczne rosliny),
ktore byly zasiedlone przez mszycg grochowa, przeprowadzono takze analizg glikozydow
apigeniny, luteoliny, trycyny i chryzoeriolu oraz ich wptywu na mszyce grochowa, zwlaszcza
liczebnos¢ populacji i zachowanie podczas zerowania. Przesledzono wptyw jakosciowych i
ilosciowych zmian w zawarto$ci saponin w materiale ro§linnym pochodzacym z lucerny na
liczebno$¢ mszycy grochowianki, jak i wptyw A. pisum na zawartos¢ saponin w tkankach
lucerny. Badano takze wptyw wybranych flawonoidéw (luteolina, genisteina, naringenina,
kwercytyna) na zachowanie si¢ mszycy grochowej A. pisum.

Flawonoidy badanych odmian lucerny to glikozydy czterech flawonow: apigeniny, luteoliny,
trycyny i chryzoeriolu. W tancuchu cukrowym wszystkich glikozydow wystepowal kwas
glukuronowy, a niektére z nich byly acylowane kwasem ferulowym, kumarowym badzZ

synapinowym. Wykazano, ze dominujacymi zwiazkami byty pochodne trycyny i apigeniny.
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Laczna zawarto$¢ glikozydow apigeniny i trycyny wahata si¢ w granicach 65 do 72% sumy
flawonow badanych lucern. Zawarto$¢ glikozydow luteoliny i1 chryzoeriolu nie przekraczata
30% sumy flawondéw. Profil flawonoidéw ros$lin zasiedlonych i niezasiedlonych byt podobny.
Sposrod wszystkich glikozydow pigé zwiazkow nie byto arylowanych, a pozostate byly
acylowane kwasem ferulowym, kwasem kumarowym, synapinowym badz glukuronowym.
Catkowita zawartos¢ flawonow wahata si¢ w granicach od 10,32 do 12,34 mg/ g suchej masy.
Wykazano wptyw zidentyfikowanych flawonoidow na zachowanie mszycy grochowianki, w
formie ujemnych korelacji migdzy liczebnoscia tego owada a calkowita zawartoscia
zwiazkoéw acylowanych, glikozyddéw apigeniny, glikozydow luteoliny i chryzoeriolu. Analiza
statystyczna wykazala wptyw glikozydow apigeniny na pobieranie soku floemowego oraz
chryzoeriolu na pobieranie soku ksylemowego przez A. pisum. Glikozydy luteoliny, trycyny i
chrysoeriolu redukowaty ptodnos$¢ dzienna, a glikozydy chrysoeriolu hamowaty pobieranie
soku ksylemowego przez mszyce.
W tkankach lucerny odmian Radius, Sapko i Sitel stwierdzono wyst¢gpowanie wszystkich
trzech saponin. W tkankach niskosaponinowej linii odmiany Radius nie wykryto
tridesmozydu kwasu zanowego i glikozydu kwasu medikagenowego. Zawarto$¢ saponin byta
znacznie wyzsza w tkankach lucerny Radius, a nizsza w tkanach linii niskosaponinowej
odmiany Radius. Zawarto$¢ saponin na ro$linach zaatakowanych przez mszyce byta wyzsza
w poroOwnaniu z roslinami nie zaatakowanymi. Najwigksza liczb¢ mszyc stwierdzono na
roslinach niskosaponinowej linii odmiany Radius, a najmniejsza na roslinach odmiany
Radius. Z przeprowadzonych badan wynikato, ze liczba mszyc byla odwrotnie proporcjonalna
do zawartos$ci saponin W tkankach badanych lucern.
Badania w warunkach in vitro przy pomocy metody EPG wykazaty, ze badane flawonoidy
modyfikowaly Zerowanie mszycy grochowej. Wyzsze stezenia testowanych zwigzkow
wywotywaty redukcje¢ aktywnosci owada w tkankach floemu i ksylemu (pobieranie soku
floemowego i ksylemowego).

We wspotpracy z dr Agnieszka Wojcicka prowadzitam badania dotyczace wpltywu
woskow epikutykularnych wystgpujacych na powierzchni pszenzyta ozimego na liczebnos$¢
mszyc 1 ich zachowanie podczas zerowania. Jednym z waznych dowodow na wptyw woskow
epikutykularnych roslin na zerowanie owadow sa rdéznice w akceptacji genotypow rézniacych
si¢ stopniem pokrycia woskiem. Rosliny o powierzchniach gladkich sa silniej atakowane
przez owady niz te o powierzchniach pokrytych woskiem. Przeprowadzone obserwacje, w

trakcie sezonéw wegetacyjnych 2007/2008 oraz 2008/2009, wykazaty, ze rosliny genotypu
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pszenzyta ozimego RAH 116—3/90, pokryte silnym nalotem woskowym, byty w mniejszym
stopniu akceptowane przez mszyce zbozowa i czeremchowo-zbozowa. Obserwowano na nich
znacznie mniej mszyc niz na roslinach genotypu RAH 325/95, w niewielkim stopniu
pokrytych woskiem. Przeprowadzono rowniez analizy dotyczace wplywu substancji
wystepujacych na powierzchni pszenzyta ozimego na zachowanie mszycy rozano-trawowej
Metopolophium dirhodum (Walker). Badania w warunkach in vitro wykonano na zelach
agarozowo-sacharozowych, z  wykorzystaniem metody EPG. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, podczas nakluwania przez mszycg rézano-trawowa
zeli kontrolnych, nie zawierajacych zadnych komponentow woskowych, wystapity wszystkie
najwazniejsze aktywno$ci rejestrowane przez EPG. Po dodaniu do zeli ekstraktow
woskowych, pochodzacych z roslin genotypu RAH 132 o slabym nalocie woskowym,
zanotowano takze wystgpowaniec modeli C, E1, E2 i G, natomiast ekstrakty woskowe
pochodzace z ro$lin pokrytych gruba warstwa wosku znacznie modyfikowaty zachowanie
bezskrzydtych samic M. dirhodum. Objawialo si¢ to wydtuzeniem okresu badania podioza
przez mszyce oraz znaczna redukcja aktywnosci zwiazanych z pobieraniem pokarmu.

Oprocz badan dotyczacych biochemicznych aspektow stresu oksydacyjnego w
tkankach mszyc zbozowych, zajmowatam si¢ rowniez rola tego zjawiska w interakcjach
mszyca grochowianka — rosliny zywicielskie. W przeprowadzonych badaniach poréwnano
poziom biochemicznych markerow stresu oksydacyjnego w tkankach r6znych morf mszycy
grochowianki A. pisum podczas zerowania na wybranych roslinach motylkowych. Wykonane
analizy chemiczne wykazatly, ze owady Zerujace na bobiku charakteryzowatly si¢ najwyzszym
poziomem reaktywnych form tlenu (anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru)
oraz produktéow peroksydacji lipidow. Jednocze$nie morfy zerujace na tym zywicielu
posiadatly najnizsze st¢zenie tioli ogdlnych i najwyzszy poziom GSH, natomiast owady
wystepujace na grochu charakteryzowaty si¢ najwyzsza zawarto$cia ASA. Najwyzszy poziom
aktywnosci badanych enzymow antyoksydacyjnych (CAT, APX, DHAR) zanotowano w
tkankach morf Zerujacych na bobiku. Badane morfy A. pisum wykazywaty nizsza aktywno$¢
CAT i APX niz morfy mszycy zbozowej i mszycy czeremchowo-zbozowej. Poréwnujac
aktywnos¢ enzymoéw w obrgbie badanych morf A. pisum, zanotowano wyzsza aktywno$¢
CAT i DHAR w tkankach larw. Odmienng tendencj¢ zaobserwowano w przypadku APX,
ktorej aktywno$¢ w tkankach bezskrzydlych samic i1 larw utrzymywata si¢ na podobnym

poziomie.
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Badajac zjawisko stresu oksydacyjnego w tkankach mszyc, zainteresowatam si¢ rola
RFT w odpowiedzi roslin zywicielskich na stres biotyczny, wywotany zerowaniem owadow o
ktujaco-ssacym narzadzie gebowym. Wigkszo§¢ badan dotyczacych akumulacji RFT i
aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych koncentruje si¢ na patogenach, natomiast mniej jest
badan dotyczacych roli stresu oksydacyjnego w interakcjach owad-roslina zywicielska.
Dlatego celem badan zapoczatkowanych przeze mnie w ostatnim czasie jest zbadanie wptywu
zerowania mszyc na stezenie nadtlenku i poziom antyoksydantow w tkankach ich ro$lin
zywicielskich. Z przeprowadzonych dotychczas badan wynika, ze szlak askorbinianowo-
glutationowy odgrywa wazna rol¢ w mechanizmach obronnych pszenzyta przed atakiem
mszyc zbozowych. Krotki okres zerowania S. avenae i R. padi nie powodowat znaczacych
zmian w poziomie ASA w siewkach pszenzyta ozimego, natomiast dluzsze zerowanie (48 i
72 godz.) wywotywatlo spadek st¢zenia tego antyoksydanta w tkankach ro$lin zywicielskich.
Rosliny porazone przez mszyce zbozowe charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywno$cia APX niz
roéliny kontrolne, niezasiedlone przez mszyce. Zerowanie owadéw powodowato silniejsza
indukcje APX w tkankach mniej wrazliwej odmiany pszenzyta Witon niz w tkankach bardziej
wrazliwej odmiany Tornado. Silniejszy spadek poziomu ASA przy jednoczesnie wyzszej
indukcji APX zanotowano w tkankach pszenzyta zasiedlonego przez bezskrzydlte samice
R. padi.
Wstepne wyniki badan dotyczace mechanizméw antyoksydacyjnych w tkankach roslin
zasiedlonych przez A. pisum wykazaty, ze w poczatkowym okresie zerowania wystepuje
wzrost stezenia HoO, w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi. Najsilniejsza indukcje H20;
zanotowano po 4 1 6 godz. od momentu zasiedlenia roslin przez mszyce. Sposrod badanych
ro§lin zywicielskich (groch, wyka, bobik), najwyzszym poziomem indukcji H,0,
charakteryzowal si¢ groch. Wydtuzenie czasu zerowania powodowato stopniowy spadek
stezenia H,O, w tkankach ro$lin zasiedlonych 1 po 72 godz. Zerowania byto ono
porownywalne z roslinami kontrolnymi. Poczatkowe godziny zerowania mszyc na siewkach
badanych ros$lin zywicielskich przyniosty wyrazny spadek aktywnosci CAT w odniesieniu do
ro$lin niezasiedlonych. W przypadku grochu inhibicja ta utrzymywata si¢ do 48 godz. trwania
eksperymentu, podczas gdy w tym samym czasie w tkankach wyki i bobiku zanotowano
indukcj¢ enzymu. Odmienne wyniki uzyskano dla APX, ktora w poczatkowych godzinach
eksperymentu nie wykazywala znaczacych réznic w aktywno$ci w poréwnaniu do roslin
kontrolnych. Wyjatek stanowity rosliny bobiku, dla ktérych zanotowano prawie 2-krotny

spadek aktywnosci APX po dwodch godzinach zerowania mszyc. Wyniki tych wstgpnych
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badan byly prezentowane w formie referatu na XXIII Ogolnopolskiej Konferencji
Hemipterologicznej ,Mszyce 1 inne pluskwiaki”, ktora odbyla si¢ w 2013 roku we

Wroctawiu.

Siedlce, dn. 10.03.2014
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