STRESZCZENIE

Postepujace zmiany klimatyczne stwarzajg warunki sprzyjajace rozwojowl grzybow.
ktorych metabolity dzialaja toksycznie zarowno na komorki roslin. jak i ludzi. Jedna
z mykotoksyn. produkowang przez gatunki grzybow z rodzaju Fusarium i akumulujaca sie
w komorkach. jest zearalenon (ZEA). Substancja ta stymuluje wystapienie reakcji toksycznych,
ktorych efektem jest obnizenie ilosci i jakosci plonow roslin, waznych agronomicznie.
Poznanie mechanizmu stresogennego dziatania ZEA moze przyczyni¢ si¢ do opracowania
metod minimalizujacych skutki dziatania tej mykotoksyny. Zagadnienie to jest szezegolnie
wazne dla roélin stanowiacych glowny surowiec w przemysle spozywezym, takich jak, np.
pszenica. Wystgpujace. W obrebie gatunku. odmiany o wigksze] lub mniejszej wrazliwosci na
warunki stresowe, moga stanowi¢ obiekty badawcze dla poszukiwania roznic/podobienstw w
mechanizmach kierujacych reakcjami stresogennymi/protekeyjnymi.

Celem prowadzonych eksperymentow bylo zbadanie roznic w etapach mechanizmu
stresogennego wpltywu ZEA na komorki odmiany tolerancyjnej i wrazliwej pszenicy. poprzez
wyznaczenie parametrow biochemicznych i tizykochemicznych. okreslajacych intensywnos¢
dzialania stresu. Jako potencjalny czynnik protekeyjny (w stosunku do ZEA) testowano
brassinosteroid (24-epibrassinolid: EBR). ktorego wlasnosci ochronne wykazano w obecnosci
dziatania innych stresorow. Obicktem biologicznym byly komorki kalusow pszenicy jare]
(Triticum aevestum L.). uzyskane z niedoj rzalych ziarniakow. ktore hodowano na pozywkach
zawierajacych ZEA w stresogennym (30 uM) lub/i EBR. w hormonalnym stezeniu (0.1 pM)
przez 3 dni. Kontrolg stanowity komorki rosnace na pozywkach bez dodatku tych substancji.
Stymulacje stresu oksydacyjnego (generow anie RFT) badano rowniez w rownoleglych
eksperymentach. w ktorych bezposrednia produkcje reaktywnych form tlenu uzyskano przez
ozonowanie komorek.

W badaniach biochemicznych zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy
(HPLC) sprzezony z detektorem spektrometrii masowej - do oznaczania akumulacji ZEA,
natomiast ultra-wysokosprawny chromatograf cieczowy (UHPLC) z kwadrupolowym
detektorem spektrometr masowej - do wyznaczenia zawartosci EBR w komorkach. Analizy
enzymatycznych (SOD. CAT, POD) i nicenzymatycznych (AA, GSH. SA) antyoksydantow
oraz substancji osmoprotekeyjnej (proliny i enzymow posredniczacych wjej syntezie)

wykonano z uzyciem spektrofotometrow (UV i UV/VIS) wyposazonych w monitorowanie




kinetyki reakcji. Lipidy membranowe ekstrahowane z komorek kalusowych rozdzielano
metoda chromatografii kolumnowej, a czystos¢ frakeji oceniano metodg chromatografii
cienkowarstwowej. Strukturalno - mechaniczne wlasciwosci wybranych frakeji (fosfolipidowe;
(PL) i galaktolipidowej (MGDG) okreslano na podstawie parametrow fizykochemicznych
wyznaczonych dla monowarstw, wytwarzanych technikg Langmuira.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadezen stwierdzono. ze w warunkach dziatania
stresu. wywolanego obecnoscia ZEA w pozywkach. kultury kalusow odmiany wrazliwej
charakteryzowal mniejszy przyrost $wiezej masy. natomiast wigksza peroksydacja lipidow
membranowych. niz odmiany tolerancyjnej. Aktywacja enzymatycznych i nieenzymatycznych
antyoksydantow u odmiany wrazliwej dotyczyla glownie enzymow CAT oraz syntezy
glutationu i proliny, podczas gdy u odmiany tolerancyjnej wykazano znaczne zwigkszenie
aktywnosci glownie enzymow SOD oraz POD. a takze wzrost syntezy kwasu askorbinowego.
w porownaniu do wrazliwiej. Wyzsza zawartos¢ proliny. stwierdzona u odmiany wrazliwe;.
byla wynikiem przesunigcia szlaku metabolizmu tego osmoprotektanta. w wigkszym stopniu w
kierunku syntezy (poprzez enzym P5CS). w stosunku do rozkladu (przez PDH). niz wykazano
to u odmiany tolerancyjne;j.

Obecnosé¢ EBR w pozywkach zawierajacych ZEA skutkowata zwigkszeniem przyrostu
masy i zmniejszeniem peroksydacji lipidow komorek. w stosunku do obiektow rosnacych na
pozywkach z ZEA, szczegdlnie u odmiany wrazliwej. Odmiana wrazliwa akumulowata ZEA
w wiekszych ilosciach niz tolerancyjna, przeciwnie niz EBR. ktory byl absorbowany w
wyzszych stezeniach u odmiany tolerancyjnej.

Dodatkowa ekspozycja na dzialanie reaktywnych form tlenu (RFT) uktadow
zawierajacych w pozywce ZEA u obu odmian skutkowala wickszg peroksydacja lipidow.
wzrostem aktywnosci CAT oraz syntezy antyoksydantow nieenzymatycznych (GSH, AA). U
odmiany wrazliwej wykazano ponadto wigksze zmiany w aktywnosci POD i SOD, jak rowniez
wyzsze stezenie HOa. w poréwnaniu do tolerancyjnej. Obie odmiany roznily si¢ aktywacja
alternatywnego szlaku syntezy proliny: u odmiany wrazliwej odnotowano wzrost aktywnosci
enzymu OAT. a u tolerancyjnej - spadek. Wystepowanie EBR w pozywkach generalnie
spowodowalo zmniejszenie efektow wywolanych obecnoscia ZEA i RFT.

Analizy skladu lipidowego membran badanych obiektow wykazaly. ze w warunkach
stresu inicjowanego przez ZEA. wzrastal procentowy udzial frakcji galaktolipidow. kosztem
frakeji fosfolipidow w membranach obu odmian, przy czym wigksze zmiany wystapily u
odmiany wrazliwej. Dodatkowa obecnos¢ EBR w pozywkach zmniejszala modyfikacje

spowodowane dziataniem ZEA. Utworzenie monowarstw z frakcji PL i MGDG. jako tych,




ktore wystepowaly w membranach w najwiekszych ilosciach (waga Langmuira) i wykonanie
dla nich izoterm (25°C) zaleznosci cisnienia powierzchniowego () w funkeji powierzchni
przypadajacej na pojedyncza czasteczke lipidu (A). pozwolito na wyznaczenie parametrow
fizykochemicznych charakteryzujacych strukturalno - mechaniczne wlasnosci membran.
Najwazniejszymi parametrami, wyznaczajacymi roznice w Scisliwosci i elastycznosci
membran byly: Aum - powierzchnia zajmowana przez czasteczke lipidu w maksymalnie
..upakowanej” monowarstwie. jako wynik hyrofilowo-hydrofobowych oddzialywan pomigdzy
sasiednimi lipidami. meor — cisnienie. przy ktorym nastepowalo maksymalne ,upakowanie™
monowarstwy oraz C.'hee — maksymalna  wartos¢  statycznego modutu  kompres;ji
MoNoOWartswy.

Dla obu badanych frakcji wykazano. ze efektem dzialania ZEA bylo zmniejszenie
warto$ci Anm wystepujace u obu odmian, natomiast zmiany parametru 7ol roznicowaly
odmiany: u tolerancyjnej nastepowal spadek. a u wrazliwej - wzrost meo. Wartosei parametru
Cy ' max byly zalezne zarowno od rodzaju frakeji. jak i tolerancyjnosci obicktow: dla frakeji PL
u odmiany tolerancyjnej odnotowano spadek. a u wrazliwej wzrost tego parametru, podezas
gdy dla frakcji MGDG zmiany Cs'mac mialy odwrotny przebieg. Jednoczesna ekspozycja
komorek na dziatanie ZEA i EBR skutkowala generalnie mniejszymi modyfikacjami
parametréw fizykochemicznych, w stosunku do ZEA. szczegdlnie dotyczylo to Alim 1 Teol.
Dzialanie RFT powodowato. juz w obiektach kontroli. obnizenie wartosci Ajim u obu odmian,
natomiast w obecnosci ZEA i ZEA + EBR obserwowano podobny kierunek zmian w przebiegu
wyznaczonych parametrow do obiektow nieozonowanych.

Dla ukladéow dwuskladnikowych (PL + MGDG) wyliczono zmiany nadmiarowej
energii  swobodnej Gibbsa (AG®). pozwalajace okredli¢. czy w  mieszaninach,
odpowiadajacych stosunkowi molowemu obu frakcji (wyznaczonemu w  badaniach
biochemicznych). wystepuja sprzyjajace oddzialywania mig¢dzy PL i MGDG. W obiektach
ZEA u obu odmian odnotowano obnizenie wartosci AG™ (Swiadczace o oddziatywaniach
przyciagajacych), przy czym wigkszy spadek wyliczono dla odmiany tolerancyjnej, a obecnos¢
EBR zmniejszala obserwowane efekty. W ukladach ZEA i RFT. u odmiany wrazliwej
zarejestrowano przeciwny kierunek zmian — wartosci AG™ byly dodatnie (swiadezace o
oddzialywaniach odpychajacych). podezas gdy u tolerancyjnej - nie odnotowano zmian (w
porownaniu do ukladu ZEA nietraktowanego RET).

Na podstawie uzyskanych danych zaproponowano schemat dzialania mechanizméow

stresogennych i obronnych u odmiany tolerancyjnej i wrazliwej po ekspozycji na stres ZEA.




Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze obecnos¢ ZEA wywoluje stres oksydacyjny w
komorkach pszenicy. w ktérego mechanizm wlaczone jest generowanie reaktywnych form
tlenu. Zréznicowanie pomiedzy odmiang tolerancyjna i wrazliwa. wynikajace z roznic w
skladzie i strukturze membran warunkuje wicksza akumulacj¢ tej mykotoksyny w komorkach
odmiany wrazliwej. co moze by¢ przyczyna wystapienia wickszych efektow stresogennych u
tej odmiany. W mechanizmy protekcyjne wlaczone sa zarowno enzymatyczne. jak i
nieenzymatyczne antyoksydanty, a takze zapewnienie odpowiednich warunkow osmotycznych
w komorkach. Modyfikacje membran komorkowych w kierunku zwigkszenia udziatu frakeji
galaktolipidow w stosunku do fosfolipidow. a takze zwigkszenie oddziatywan hydrofilowo-
hydrofobowych pomiedzy lipidami zmniejsza mozliwos¢ wnikania tej toksyny do komorek, co
moze stanowi¢ wazny etap w mechanizmie protekcyjnym. 24-epibrassinolid zastosowany w
stezeniach hormonalnych zmniejsza wnikanie ZEA do komorek, obnizajgc stresogenne efekty
tej mykotoksyny. Moze by¢ zatem wykorzystany jako nieinwazyjna substancja w ochronie

roslin przeciw ZEA.




