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IMIE 1 NAZWISKO: Apolonia Cecylia Sieprawska
POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE:

2011 r. stopien doktora nauk biologicznych uzyskalam na podstawie rozprawy
doktorskiej pt.: ,,Wplyw kadmu na mobilizacj¢ mechanizmoéw obronnych ro$lin
i zwierzat” wykonanej w Zaktadzie Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Pedagogicznego w Krakowie; promotor: prof. dr hab. Maria Filek

2007 r tytul magistra biologii uzyskalam na podstawie pracy magisterskiej pt.:
,»Wplyw jonow selenu na przepuszczalno$¢ bton komorkowych kalusa pszenicy”,
wykonanej w Zaktadzie Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu

Pedagogicznego w Krakowie; promotor: prof. dr hab. Maria Filek

INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH:

Adiunkt (od 01.10.2011 do chwili obecnej) w Instytucie Biologii Uniwersytetu
Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie.



IV.WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z
DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM ORAZ
O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (Dz. U. 2016 P0Oz. 882 zE zM. W DZz.
U.z 2016 R. POZ. 1311):

a) tytul osiagniecia naukowego:

Osiggnigciem stanowigcym podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego, jest cykl szesciu oryginalnych prac eksperymentalnych oraz jednej pracy
przegladowej, ujetych pod wspolnym tytutem:

,Udzial wybranych pierwiastkow w reakcjach obronnych ro§lin w warunkach
stresogennych”.

Stowa kluczowe: mikro- i makroelementy, mangan, selen, stres oksydacyjny, odmiany zboz

roznigce si¢ tolerancja/wrazliwoscia na stres

b) publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

01. Sieprawska A., Filek M., Walas S., Tobiasz A., Mrowiec H., Miszalski Z. (2014)
Does micro-and macroelement content differentiate grains of sensitive and tolerant wheat
varieties? Acta Physiologiae Plantarum 36, 3095-3100, (IFz014 =1.584, punkty MNiSW = 25,
liczba cytowan Scopus = 8) DOI 10.1007/s11738-014-1666-x; autor korespondencyjny

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

- opracowaniu koncepcji i wyborze tematyki badawczej
- zaplanowaniu doswiadczen biologicznych

- analizie i interpretacji wynikow

- napisaniu manuskryptu

- roli autora korespondujacego

Moj udzial procentowy szacuje na 80%

02.  Sieprawska A., Filek M., Tobiasz A., Walas S., Dudek-Adamska D., Grygo-Szymanko
E. (2016) Trace elements’ uptake and antioxidant response to excess of manganese in in vitro
cells of sensitive and tolerant wheat. Acta Physiologiae Plantarum 38, 55 (IF2016 =1.364,
punkty MNISW = 25, liczba cytowan Scopus = 3) DOI 10.1007/s11738-016-2071-4; autor
korespondencyjny


https://scholar.google.pl/citations?view_op=view_citation&hl=pl&user=twjhpcIAAAAJ&citation_for_view=twjhpcIAAAAJ:Ri6SYOTghG4C
https://scholar.google.pl/citations?view_op=view_citation&hl=pl&user=twjhpcIAAAAJ&citation_for_view=twjhpcIAAAAJ:Ri6SYOTghG4C

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
- zaplanowaniu i wykonaniu do§wiadczen

- hodowli in vitro komoérek roslinnych

- analizie danych i interpretacji wynikow

- napisaniu manuskryptu

- roli autora korespondujacego

Moj udziat procentowy szacuje na 45 %

03.  Sieprawska A., Filek M., Tobiasz A., Bednarska-Kozakiewicz E., Walas S., Dudek-
Adamska D., Grygo-Szymanko E. (2017) Response of chloroplasts of tolerant and sensitive
wheat genotypes to manganese excess - structural and biochemical properties. Acta
Physiologiae Plantarum 39:6 (IF,017 =1.438, punkty MNiSW = 25, liczba cytowan Scopus =
0) DOI 10.1007/s11738-016-2302-8; autor korespondencyjny

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
- zaplanowaniu i wykonaniu do$wiadczen

- hodowli roslin

- analizie danych 1 interpretacji wynikow

- napisaniu manuskryptu

- roli autora korespondujacego

Mo¢j udziat procentowy szacuj¢ na 45 %

04.  Sieprawska A., Kornas A., Filek M. (2015) Involvement of selenium in protective
mechanisms of plants under environmental stress conditions — review. Acta Biologica
Cracoviensia Series Botanica 57, 9-20, (IF,015 =0.625, punkty MNiSW = 20, liczba cytowan
Scopus = 20) DOI: 10.1515/abcsb-2015-0014; autor korespondencyjny

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegat na:
- opracowaniu koncepcji i zaplanowaniu tematyki pracy przegladowej
- analizie danych literaturowych
- napisaniu manuskryptu
- roli autora korespondujacego

Moj udziat procentowy szacuje na 75 %



05. Kornas A., Filek M., Sieprawska A., Bednarska-Kozakiewicz E., Gawronska K.,
Miszalski Z. (2019) Foliar application of selenium for protection against the first stages of
mycotoxin infection of crop plant leaves. Journal of the Science of Food and Agriculture, 99,
482-485 (IFz09 =2.379, punkty MNiSW = 35, liczba cytowan Scopus = 1) DOI
10.1002/jsfa.9145; autor korespondencyjny

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

- wspoétudziale w opracowaniu koncepcji i wyborze tematyki badawczej
- zaplanowaniu i przeprowadzeniu doswiadczen

- hodowli roslin

- analizie danych i interpretacji wynikow

- przygotowaniu manuskryptu

- roli autora korespondujacego

Mo6j udziat procentowy szacuje na 70 %

06. Filek M., Sieprawska A., Kos$cielniak J., Oklestkova J., Jurczyk B., Telk A., Biesaga-
Koscielniak J., Janeczko A. (2019) The role of chloroplasts in the oxidative stress that is
induced by zearalenone in wheat plants — The functions of 24-epibrassinolide and selenium in
the protective mechanisms. Plant Physiology and Biochemistry 137:84-92 (IF,019 =2.718,
punkty MNiSW = 35, liczba cytowan Scopus = 1),

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na:

- wspotudziale w opracowaniu koncepcji i wyborze tematyki badawczej
- zaplanowaniu doswiadczen biologicznych

- przygotowaniu ostatecznej formy manuskryptu

- roli autora korespondujacego

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 75 %

07. Koselski M., Sieprawska A., Dziubinska H., Trgbacz K., Filek M. (2019) The role of
SV/TPCL1 ion channels under the stress of mycotoxins induced in wheat cells — protective
action of selenium ions. Journal of Plant Growth Regulation (IF2019 =2.047, punkty MNiSW =

30, liczba cytowan Scopus = 0), autor korespondencyjny



Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
- wspotudziale w opracowaniu koncepcji i wyborze tematyki badawczej
- roli autora korespondujacego

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 8%

Lacznie dla ww. cyklu publikacji:

Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiSW — 195
Impact Factor (IF) — 12.155
Liczba cytowan - Scopus = 33, WoS = 26, Google scholar =41

Punkty MNiSW przypisano na podstawie ujednoliconego wykazu czasopism naukowych za lata 2013-2016 z dnia
26.01.2017
Impact Factor (IF) - zgodnie z rokiem opublikowania

Oswiadczenia wspoOtautoréw prac, szczegdlowo okres§lajace ich indywidualny wktad

W powstanie tych prac zamieszczone sag W Zalaczniku nr 4.

C) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Rosliny przez caly okres wzrostu i rozwoju wchodza w interakcje z intensywnie
zmieniajacymi si¢ i potencjalnie szkodliwymi czynnikami $rodowiskowymi. Jako organizmy
pozbawione mobilnosci, rozwinely ztozone systemy obronne, ktore obejmujg wieloetapowe,
roznorodne reakcje metaboliczne w ramach przystosowania si¢ do aktualnie dziatajacych
warunkow $rodowiskowych. Nadal jednak nie zostaty w petni poznane zardbwno mechanizmy
stresogennych efektow dziatania tych czynnikow w komorkach jak réwniez mozliwo$ci
przeciwdziatania ich skutkom. Problem ten jest szczegélnie istotny dla hodowcow
I konsumentow ros$lin waznych agronomicznie. Sposrod roslin uprawnych, pszenica jest
podstawowym zbozem wchodzacym w sktad diety czlowieka, majacym znaczny udziat
w dziennym zapotrzebowaniu na mikro- i makroelementy, niezbedne dla prawidlowego
przebiegu procesOw metabolicznych. Dlatego, oprocz badan zmierzajagcych do poprawy
wydajnosci upraw pszenicy, prowadzonych w niekorzystnych warunkach srodowiskowych,
istotnym zagadnieniem jest zwiekszenie ich jakosci, w kierunku akumulacji tych substanciji,

ktore sg waznymi sktadnikami w diecie.



Do czynnikéw, ktore wplywaja na zmiany odpornos$ci roslin nalezg biotyczne
I abiotyczne czynniki stresogenne, takie jak: obecno$¢ metali cigzkich, gwattowne zmiany
temperatury (zarowno podwyzszenie jak i spadek), pH gleby, jej zasolenie, dostgpnos¢ wody
(susza, zalewanie), intensywnos$¢ o$wietlenia, oraz dostepno$¢ sktadnikow mineralnych
(mikro- i makroelementy) (Zheng i Zhang 2011; Sharma i wsp. 2012; Choudhury i wsp.
2017), a takze zakazenia i uszkodzenia mechaniczne wywotane dziataniem mikroorganizméw
(Holopainen i Gershenzon, 2010). Wystgpowanie tych czynnikow o niskim nat¢zeniu moze
stanowi¢ bodziec pobudzajacy procesy metaboliczne w komoérkach roslin, stymulujgc je do
wzrostu i rozwoju (Morkunas i wsp. 2018). Natomiast przekroczenie progowej aktywnosci
stresora inicjuje szereg reakcji prowadzacych do znacznych zburzen funkcjonalnych, ktorych
koncowym etapem jest $mier¢ komoérki (Fulda i wsp. 2010). Zroznicowanie pod tym
wzgledem, wystepujace w obrebie gatunku, klasyfikuje odmiany roslin jako odporne
i wrazliwe na stres, a poznanie mechanizmow kierujacych ich specyficznym dziataniem jest
obecnie intensywnie badane.

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja, ze nastepstwem dziatania czynnikow
stresogennych jest generowanie, w nadmiernych ilo$ciach, reaktywnych form tlenu (RFT), co
zaburza homeostazg i ogranicza mozliwosci ich neutralizacji przez wystepujace w komodrkach
systemy antyoksydacyjne (Rogers i Munné-Bosch 2016; He i wsp. 2017). Jako czasteczki
wystepujace gtdownie w formie rodnikowej RFT oddzialujg z wieloma bio-molekutami. Ich
reakcje z DNA wywoluje zmiany w ekspresji genow i indukuje szereg mutacji (Dizdaroglu
i Jaruga 2012). Natomiast utlenianie lipidow i biatek membranowych, prowadzi do zaburzen
procesow transportu zwigzkow chemicznych z/do komorek, a przy znaczacym nadmiarze
RTF — do utraty cigglosci membran i niekontrolowanego wyplywu sktadnikoéw cytozolu
(Wang i wsp. 2017).

Procesy transportu mikro- i makroelementow, poprzez specyficzne kanaty jonowe
i transportery zlokalizowane w membranach stanowig istotny element prawidlowego
funkcjonowania komoérek. Pierwiastki te, wystepujac w srodowisku w niskich stezeniach
(mgkg™ lub w mniejszych), sa nastgpnie pobierane przez roéliny, w ktorych odgrywaja
istotng rolg w roznych procesach fizjologicznych takich jak miedzy innymi: przekazywanie
informacji stresowych i rozwojowych — wapn (Ca), stabilizacja warunkow osmotycznych
komorki — potas (K), jako elementy struktur fosfolipidow, ATP i DNA — fosfor (P), jako
centra reakcji redox w biatkach uczestniczacych w procesach fotosyntezy - zelazo (Fe), siarka
(S), mangan (Mn), a takze, w wielu innych biatkach, jako kofaktory wystgpujace w centrach
aktywnych enzymow - miedz (Cu), kobalt (Co), cynk (Zn), nikiel (Ni), molibden (Mo) (He
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i wsp. 2005). Zaburzenie dostarczania tych pierwiastkow, na skutek uszkodzenia struktur
lipidowo-biatkowych membran w warunkach dziatania czynnikow stresowych, prowadzi do
modyfikacji wszystkich procesow fizjologicznych, w ktoérych one biorg udzial, jako istotny
element budowy chemicznej bio-molekut.

Rozwoj metod analitycznych pozwalajacych nie tylko wykrywaé S$ladowe ilosci
pierwiastkéw wystepujacych w komorkach, ale rowniez umozliwiajacych okreslenie ich
specjacji (ICP MS, ICP OES) pozwolit na prowadzenie bardziej zaawansowanych badan nad
mechanizmem  pobierania i  funkcji  fizjologicznych  poszczegdlnych — mikro-
I makroelementow. Wsréd mikroelementow, szczegdlne miejsce zajmuje mangan, ktorego
obecnos$¢ W komorkach, w zaleznos$ci od stezenia, moze stymulowaé procesy metaboliczne
w kierunku aktywacji wzrostu i rozwoju roslin lub, przy wysokich dawkach, inicjowac
reakcje stresowe.

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja mangan, jako istotny mikroelement
wystepujacy W centrum aktywnym wielu enzymoéw, takich jak m. in. dysmutazy
ponadtlenkowe, oksydaza szczawianowa, dekarboksylaza szczawianowa, 3,4-dioksygenaza
protokatechowa czy lipoksygenaza, enzyméw uczestniczagcych w syntezie kwasow
thuszczowych, w syntezie kwasu dezoksyrybonukleinowego i rybonukleionowego a takze
enzymoéw wchodzacych w cykl reakcji Krebsa - katalizujacych dekarboksylacje i utlenienie
kwasu izocytrynowego (Bowler i wsp. 1991). Ponadto stwierdzono, ze Mn aktywuje enzymy,
ktére biorg udzial w metabolizmie biatek, cukrow 1 lipidow. Jest on lokalizowany gléwnie
w bio-molekutach chloroplastow, a takze bierze udziat w reakcjach wiaczonych w mechanizm
fotosyntezy uczestniczac w procesie rozktadu wody. Stad jego najwigksze st¢zenie obserwuje
si¢ w nadziemnych, zielonych tkankach roslin (Konieczynski 2008).

W przyrodzie pierwiastek ten wystepuje w mineratach, gldownie w formie tlenkowe;,
jako piroluzyt (MnQO,), jest rowniez wprowadzany w sposob sztuczny - bezposrednio do
gleby, jako sktadnik wielu nawozow oraz posrednio, — jako efekt skazenia gleby zwigzkami
stabilizujacymi paliwa. Pomimo tego, ze Mn nie jest powszechnie uwazany jako czynnik
zanieczyszczenia gleb, to jednak rozne warunki fizykochemiczne wystepujace
w ekosystemach oraz przenawozenie moga wptywac na znaczne jego gromadzenie w glebach
i w konsekwencji w roslinach hodowlanych (Foy i wsp. 1978). Jak wykazali Aschner
i Aschner, (2005) narazenie ludzi i zwierzat na nadmiar tego pierwiastka ma miejsce
najczesciej w wyniku spozycia skazonej zywnosci. Obecnos¢ w glebie tego pierwiastka
w formie Mn%, ktéra jest tatwo przyswajalna dla roslin, powoduje podwyzszenie jego

akumulacji, inicjujac zaburzenia wielu proceso6w metabolicznych w tym fotosyntezy,
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metabolizmu biatek oraz integralnosci membran komorkowych (Kovacik i wsp. 2014). Nie
jest tatwo rozpoznaé toksyczne dziatanie Mn na rosliny. Objawy niedoboru Mn, jak rowniez
stezenie Mn, ktore powoduje efekty stresogenne, sa bardzo zréznicowane w zaleznosci od
gatunku ro$lin i odmian w obrebie gatunku, by¢ moze dlatego, ze fitotoksyczne mechanizmy
jego dziatania obejmuja roznorodne szlaki biochemiczne u réznych genotypow ro$lin.
Wskazniki krytycznej toksycznej koncentracji Mn w podtozu (ang. CCFT — Critical
Concentration for Toxicity) dostarczaja informacji na temat stezenia tego pierwiastka
w glebie, powodujacego ponad 10% zmniejszenie biomasy w poréwnaniu do biomasy roslin
pochodzacych z terenéw nieskazonych przez Mn (Reichman 2001).

Prowadzone sa intensywne badania roli i dziatania roznych pierwiastkow w celu oceny
jak ich akumulacja moze wptyna¢ zar6wno na aktywacj¢ przebiegu procesow fizjologicznych
w warunkach stresowych jak 1 poprawienia warto$ci odzywczych roznych gatunkow roslin.
Selen (Se), ktorego znaczenie dla metabolizmu komorek roslinnych nie byto dotychczas
doceniane, zaczyna przykuwaé coraz wigkszg uwage badaczy. Selen jest pierwiastkiem VI
grupy gtownej uktadu okresowego. Jest rozproszony w skorupie ziemskiej i w niektorych
obszarach geograficznych wystepuje w znacznych ilosciach (tereny Rosji, USA czy
Wenezueli), jednak jego stezenie w glebie zwykle nie przekracza 0.5 ppm. Jest pobierany
przez rosliny gtownie jako seleniany i/lub seleniny (Hopper i Parker 1999; Zhao i wsp. 2005)
a 1los¢ 1 forma chemiczna akumulowanego Se zalezy od skladu podltoza (pH, potencjat
redoks, obecnos¢ substancji organicznych i konkurencyjnych jonow, aktywnosé
mikrobiologiczna gleby), jak réwniez od indywidualnych whasciwosci gatunku (Hartikainen
2005; Zhang i wsp. 2007; Hawrylak - Nowak i wsp. 2015). Wydajno$¢ pobierania Se moze
si¢ znacznie rozni¢ w zaleznos$ci od rodzaju rosliny (od mniej niz 1% do wigcej niz 50%)
(Sharma i wsp. 2009; Keskinen 2012; Longchamp i wsp. 2012; Kikkert i wsp. 2013).

Zainteresowanie akumulacja tego pierwiastka w ro$linach wynika z jednej strony
z wlasnosci Se, jako mikroelementu, ktorego obecnos¢ w komorkach zwigksza tolerancje
ro$lin na stresy srodowiskowe (gtownie metale cigzkie) (Hanson i wsp. 2004; Babula i wsp.
2008), a z drugiej, z mozliwosci wykorzystania tkanek roslinnych, jako bio-akumulatorow,
posredniczacych w dostarczaniu Se (w diecie) do komoérek zwierzat i ludzi, dla ktérych jest
on niezbedny. Ten ostatni aspekt jest szczegdlnie analizowany w badaniach prowadzonych
w krajach 1 na terenach, gdzie zawarto§¢ Se w glebach uprawnych jest bardzo niska.
W krajach wysokorozwinigtych m.in. w Finlandii (Alfthan i wsp. 2010), Wielkiej Brytanii
(Lyons 2010), Nowej Zelandii (Curtin i wsp. 2006) oraz niektorych terenach Chin (Wu i wsp.



2015) wprowadza si¢ suplementacj¢ nawozow zwigzkami selenu. Niedobor Se charakteryzuje
réwniez gleby wystepujace w Polsce.

O wazno$ci tego pierwiastka w funkcjonowaniu komorek zwierzgcych i ludzkich
Swiadczy fakt, ze dotad wykryto obecnos¢ Se w 24 - 25 selenoproteinach, w ktorych
wystepuje glownie jako aminokwas - selenocysteina (Sec). Znaczenie Se jako czynnika
antyutleniajgcego w reakcjach stresowych moze by¢ zwigzane z jego obecno$cig
w peroksydazach glutationowych (Gpx) (Sunde 2018). Jednakze mechanizm jego
protekcyjnego dziatania w warunkach stresowych nie zostat w peini poznany (Kacperska

2004, Sharma i wsp. 2012).

Cel badan

Glownym celem badan bylo wykazanie zalezno$ci pomiedzy akumulacja mikro- i/lub
ros§lin o zréznicowanej wrazliwosci na stresy srodowiskowe, a takze znaczenia wybranych
pierwiastkéw (selen 1 mangan) dla mozliwos$ci regulowania mechanizméw odpornosciowych

i stresogennych.

Cele te realizowano poprzez:

- analize korelacji pomiedzy odpornoscia wybranych odmian pszenicy a, precyzyjnie
jakosciowo i iloSciowo oznaczong, akumulacjag mikro- i makroelementow, waznych dla
prawidlowego funkcjonowania komorek,

- wykazanie wplywu nadmiaru jon6w Mn na stymulacj¢ procesoOw stresogennych,

- okreslenie roli strukturalno-funkcjonalnej charakterystyki chloroplastow odmian odpornych
1 wrazliwych w réznicowaniu reakcji stresogennych wywotanych nadmiarem Mn,

- ustalenie przypuszczalnego mechanizmu antyoksydacyjnego dziatania Se w warunkach
stresowych,

- wykazanie mozliwosci protekcyjnych Se w warunkach stresu srodowiskowego wywotlanego
obecnos$cig mykotoksyn (zearalenon),

- okre$lenie znaczenia kanatow jonowych i roli Se w modyfikacji tych kanaléw u odmian

odpornych i wrazliwych na stres mykotoksyn.
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Omowienie wynikow badan:

Analiza sktadu mikro- i makroelementow w bielmie i zarodkach pszenicy

Modyfikacje genetyczne a takze stosowane obecnie réznorodne techniki hodowlane
majg na celu otrzymanie odmian o odpornosci pozwalajacej na wydajne plonowanie roslin
w warunkach stresow §rodowiskowych. Coraz wigkszg uwage zwraca si¢ réwniez na jakos¢
ziaren, w tym ich sktad mineralny, ktory jest istotny dla efektywnego kietkowania, ale takze
podnosi ich walory odzywcze. Uprawy pszenicy sg rozpowszechnione na wszystkich
kontynentach, jednak najwicksze obszary wystepuja w Eurazji i Ameryce Pdnocnej, a jej
zbiory wynosza ogotem okoto 553 min ton rocznie. Gtownymi komponentami struktury
wewnetrznej ziarna pszenicy sg bielmo (okoto 80-85% suchej masy) i zarodek (2-3% suchej
masy) (Belderok i wsp. 2000). W bielmie jest rejestrowana tylko niewielka ilo$¢ mikro-
I makroelementow (okoto 0.5-1.5% masy ziarna), natomiast w zarodkach moze ona wynosic¢
nawet 4.5% (Belderok i wsp. 2000). Jednakze sktad mineralny nasion moze by¢ znacznie
zroznicowany W obrebie gatunku.

W pracy 0.1 zbadano zalezno$¢ pomiedzy sktadem ilo§ciowym i jako§ciowym mikro-
i makroelementéw w nasionach wybranych odmian pszenicy a ich odpornoscig na stres
oksydacyjny. Eksperymenty przeprowadzono dla wyizolowanych zarodkéw oraz bielma
ziaren 0 zréznicowanej odpornosci (tolerancyjne odmiany: Nawra i Parabola, odmiana
0 $redniej tolerancji: Manu, wrazliwe odmiany: Radunia i Raweta) okreslonej wedlug
Grzesiak i wsp. (2013). Analizy sktadu pierwiastkow wykonano: dla oznaczenia Mg, Ca, K, S
1 P wykorzystujac technike atomowej spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie
indukowanej (ICP-OES) oraz dla mikroelementéow Fe, Cu, Zn, Mo, Mn spektrometri¢ mas
sprzezong z plazmg wzbudzang indukcyjnie (ICP MS). Wykazano, ze w poréwnaniu do
bielma, zarodki charakteryzowaty si¢ zdecydowanie wigksza koncentracjg analizowanych
pierwiastkow. Wszystkie badane odmiany pszenic roznity si¢ zawartoscig pierwiastkow
w bielmie 1 zarodku jednak genotypy odporne zawieraty wigksze ilo§ci mikroelementow.
Natomiast w bielmie roslin wrazliwych na stres oksydacyjny zaobserwowano generalnie
nizsze stezenia wszystkich analizowanych pierwiastkow.

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono w oparciu o wykres w formie biplotu,
ktory przedstawia rozmieszczenie badanych odmian w réznych miejscach na schemacie.
Dystans pomiedzy punktami wskazuje na podobienstwo przypadkéw - im blizej

rozmieszczone sa wzgledem siebie punkty, tym wigksze jest podobienstwo miedzy
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poréwnywanymi przypadkami. Na podstawie tych zaleznosci, wykazano (0.1), ze akumulacja
pierwiastkow, szczegolnie mikroelementow w zarodkach roéznicuje odmiany odporne
i wrazliwe, zatem moze zosta¢ wykorzystana, jako marker tolerancji roslin na warunki
stresowe. Takich prawidtowos$ci nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ dla makroelementow.
Natomiast zawarto$¢ wszystkich mikro- i makroelementow w bielmie moze stanowi¢ czynnik

charakteryzujacy przede wszystkim odmiany wrazliwe na stres.
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Rys. 1. Wykres zalezno$ci pomiedzy stezeniami mikro- (zarodki - A; bielmo — B)
i makroelementow (zarodki — C; bielmo — D) w genotypach pszenicy (Radunia, Raweta,
Manu, Nawra i Parabola). Elipsami zaznaczono obszar o poziomie ufnosci 95%.

Mangan, jako czynnik stresogenny dla komaorek i chloroplastow pszenicy

Mangan, jako mikroelement konieczny dla prawidlowego przebiegu wielu procesow
metabolicznych oraz zaangazowany w obrong¢ antyoksydacyjna komorek, moze w wysokich
stezeniach dziata¢ toksycznie. Todorovi¢ i wsp. (2009) stwierdzili, ze nadmiar tego
pierwiastka powoduje zmiany cytoplazmatycznych komponentow komorek oraz ich membran

w centurii nadobnej (Centaurium pulchellum (Sw.) Druce). W obecnosci nadmiaru jonow Mn
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byly obserwowane zaburzenia pobierania i akumulacji takich pierwiastkow jak wapn,
magnez, zelazo i fosfor u Alyssum murale (Abou i wsp. 2002). W pracy 0.2 badano zwigzek
pomiedzy tolerancja na stres a zdolnoscia do akumulacji Mn oraz innych mikro-
i makroelementow. Obiektem eksperymentow byly komorki kalusowe hodowane na
pozywkach wg. Murashige-Skoog (1962) zawierajacych dodatkowo wysokie ilo$ci jonow Mn
(1, 21 3 mM Mn). Taki uktad pozwalal wnioskowaé na temat bezposredniego oddziatywania
Mn z membranami komoérkowymi, stanowigcymi selektywne bariery przepuszczalnosci dla
jonow. Kalusy uzyskano z odmian o réznej wrazliwos$ci na stres (Parabola — odporna, Raweta
— wrazliwa). Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na efekt dziatania Mn byla
obecno$é/lub brak hormonu 2.4 D - kwas 2.4 dichlorofenoksyoctowy). Eliminacja tego
hormonu z pozywki MS powoduje rozwodj komoérek na drodze somatycznej embriogenezy.
Intensywno$¢ stresu wywolanego przez testowane dawki manganowe u obu odmian
wyznaczono w oparciu o wskazniki stresowe takie jak zmiany peroksydacji lipidow
membranowych — $wiadczace posrednio o ilosci generowanych RFT, st¢zenie proliny —
osmoprotektanta, syntezowanego dodatkowo w warunkach stresowych a takze aktywacje
enzyméw  antyoksydacyjnych (dysmutaz ponadtlenkowych (SOD), peroksydaz (POD
i katalazy (CAT)). Enzymy antyoksydacyjne odgrywaja istotng role w mechanizmie
zapewniajacym zabezpieczenie komorek zwierzecych 1 roslinnych przed wolnymi rodnikami.
Powstajacy w reakcjach redoks anionorodnik ponadtlenkowy jest dezaktywowany przez
dysmutazy ponadtlenkowe do tlenu i nadtlenku wodoru. Na podstawie rodzaju metalicznego
kofaktora w centrum katalitycznym mozna wyrdzni¢ kilka klas SOD: Cu/ZnSOD, MnSOD,
FeSOD. MnSOD tj. manganowa dysmutaza ponadtlenkowa, wystepuje W matriks
mitochondrialnym i jej zadaniem jest usuwanie anionorodnika ponadtlenkowego
w mitochondrium. Po reakcji dysproporcjonowania anionorodnika ponadtlenkowego
powstajacy nadtlenek wodoru jest nastepnie dezaktywowany do wody i tlenu przez
peroksydazy lub katalazg. W pracy 0.2 wykazano podwyzszong peroksydacje lipidow
U odmiany wrazliwej w porownaniu do odpornej (szczegdlnie w kalusach hodowanych na
pozywce z 2.4D) co potwierdza wzmozong produkcje RFT u tej odmiany.

Zwigkszona Wwydajnos¢ syntezy proliny stanowi, oprocz aktywacji enzymow
antyoksydacyjnych, wazny mechanizm protekcyjny stymulowany w warunkach stresu
manganowego. Eliminacja z pozywek syntetycznej auksyny nie prowadzita do regeneracji
tkanek, co mogto mie¢ zwigzek ze zbyt krotkim okresem ekspozycji kalusow na pozywkach.
Natomiast u wrazliwego genotypu obecnos¢ tego hormonu moze zmniejszy¢ tolerancje na

stres oksydacyjny. Stwierdzono, ze komorki odmiany odpornej i wrazliwej roznig si¢ ilosciag
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akumulowanego Mn, przy ktorej wystepuja reakcje stresogenne. Stezenia az do 2 mM Mn nie
wplywaly toksycznie na odmiang tolerancyjng w przeciwienstwie do odmiany wrazliwej,
u ktérej juz dawka 1 mM dziatata stresogennie. Jednakze analiza akumulacji Mn wykazata, ze
odmiana wrazliwa pobierata wyzsze ilosci tego pierwiastka, co mozna wigza¢ z wigksza
przepuszczalnoscig membran Rawety w stosunku do Paraboli (wykazang we wcze$niejszych
pracach).

Analizujac wplyw obecnosci Mn na akumulacj¢ i transport innych pierwiastkow
wykazano wzrost poziomu siarki u odmiany odpornej. Dla pozostatych badanych
pierwiastkow (Mg, Ca, K, P, Na, Zn, Mo, Cu i Fe) odnotowano obnizenie ich pobierania.
U odmiany wrazliwej zalezno$¢ pomiedzy pobieraniem Mn a mikro- oraz makroelementow
zalezata od obecnosci hormonu — przy braku 2,4-D nastgpowata stymulaja pobierania Zn i P;
aw jego obecnosci - glownie Na. Zmiany zawarto$ci innych elementow, jakie wykazano
w warunkach stresu manganowego pozwolity wyznaczy¢é korelacje pomiedzy nimi.
Zaobserwowano wigkszg liczbe, gldwnie pozytywnych korelacji dla odmiany tolerancyjnej
porownaniu do wrazliwej, co mozna tlumaczy¢ ustaleniem takich pozioméw mikro-
i makroelementow w komorkach, ktore nie powoduja toksycznych efektow. Zatem
podwyzszone, w stosunku do genotypu wrazliwego, ilosci akumulowanych Fe, Cu i Zn
w warunkach toksyczno$ci Mn, mogg stanowi¢ wazny czynnik w stymulacji mechanizmow
obronnych u tolerancyjnego genotypu.

W kolejnych badaniach, przedstawionych w pracy 0.3, toksyczno$¢ Mn analizowano
w siewkach odmiany odpornej i wrazliwej pszenicy (Parabola i Raweta) hodowanych
w hydroponikach zawierajacych 5, 10 i 20 mM Mn. Stresogenne efekty oznaczano
w chloroplastach lisci, organellach bezposrednio zwigzanych z fotosyntezg, w mechanizm,
ktorej zaangazowane sg jony Mn. Wykazano, ze akumulacja jonéw Mn w tych organellach
jest proporcjonalna do st¢zen podawanych w warunkach, w ktorych prowadzono hodowle.

Chloroplasty odmiany wrazliwej pobieraly wyzsze niz odpornej dawki Mn, podobnie
jak komorki badane w pracy 0.2. Mikroskopowe obserwacje chloroplastow wykazaty roznice
w wielkosci 1 iloéci tych organelli a takze roznicowaty badane odmiany ze wzgledu na
wielkos¢ 1 liczbe ziaren skrobi. U odmiany wrazliwej dawka 10 mM Mn spowodowala
znaczne zmniejszenie tych organelli oraz spadek ilosci skrobi (powstawaty mate, pojedyncze
granulki), podczas gdy w tolerancyjnej odmianie to stezenie Mn wywotato jedynie nieznaczne
obnizenie wielkosci chloroplastow i zawarto$ci skrobi. Wizualne obserwacje dotyczace
zawartosci skrobi byty zgodne z wynikami biochemicznych analiz stgzenia skrobi. Dla

odmiany wrazliwej toksyczno$¢ dawki Mn wynoszacej 10 mM zostata potwierdzona
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wynikami analiz aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych. Istotny wzrost peroksydacji
lipidéw membranowych u tej odmiany wystapil juz przy nizszych st¢zeniach Mn (5 mM).
Peroksydacja lipidow, jako rezultat zwickszania ilosci RFT w warunkach stresu Mn,
wpltywa przede wszystkim na hydrofobowag cze$¢ membrany. Zaobserwowano rowniez
zmiany we wlasciwosciach cze$ci hydrofilowych membran, (na co wskazujg zmiany
potencjatu elektrokinetycznego). Zmniejszenie absolutnej warto$ci potencjatu zeta (przy
wypadkowym ujemnym tadunku membrany) wskazuje na obnizenie efektywnego tadunku, co
z kolei obniza zdolno$¢ elektrostatycznego przyciggania dodatnich jonow Mn do tak
zmodyfikowanej dwuwarstwy. Ta zmiana moze =zatem stanowi¢ jeden =z elementow
mechanizméw obronnych membran przed wnikaniem kationow do komorek (organelli).
Obecnos¢ Mn w chloroplastach, nawet w przypadku najmniejszej zastosowanej dawki
(5 mM) powoduje zaburzenia pobierania i translokacji wszystkich analizowanych
pierwiastkow (z wyjatkiem K, ktérego poziom nie zmienial si¢ bez wzgledu na zastosowang
dawke Mn). Z uwagi na podobienstwo jonowe (mimikre), najwigksze zmiany inicjowane
przez Mn stwierdzono dla Mg, Fe i P. Podobne zaleznosci zostaty rowniez opisane przez
Marschnera (2012) i Millaleo i wsp. (2013). Hamowana w warunkach nadmiaru jonéow Mn
akumulacja pozostatych pierwiastkow mogta dodatkowo zwiekszy¢ toksyczno$¢ dziatania Mn
przez zmniejszenie efektywnosci procesow metabolicznych, w tym reakcji fotosyntezy,
w ktore sg wlaczone. Wyrazne réznice pomigdzy stezeniem Mn wywotujagcym stresogenne
dziatanie u odmiany odpornej 1 wrazliwej byly zwigzane ze zmianami wlasciwosci
hydrofilowo-hydrofobowych membran, ktoére moga by¢ odpowiedzialne za zréznicowane

pobieranie Mn 1 innych pierwiastkow, a w konsekwencji za efekty toksyczne.

Wplyw selenu na mechanizmy protekcyjne roslin

Obecnos¢ selenu na poziomie zapewniajgcym prawidlowy przebieg procesOw
fizjologicznych w organizmie cztowieka zalezy przede wszystkim od jego dostarczania
w odpowiednio zbilansowanej diecie, podczas gdy absorpcja Se przez rosliny jest zwigzana
z naturalng depozycja tego pierwiastka w réznych rejonach geograficznych (Sillanpaa
i Jansson 1992). Rosliny, ktore pobieraja mniej niz 25 pg Se/g suchej masy (DW) sa
klasyfikowane jako nie-akumulatory selenu, takie, ktore absorbujg od 25 do 1000 ug Se/g
DW, sg uznawane za wskazniki i wreszcie takie ktore akumulujg wigcej niz 1000 g tego
pierwiastka w 1g DW jako hiperakumulatory (Galeas i wsp. 2007). Przyjmuje sie, ze

akumulacja selenu w postaci selenianow nastepuje dzigki wysokiemu powinowactwu do
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transporterow siarczanowych, (Terry 1 wsp. 2000; Sors 1 wsp. 2005), a w postaci seleninow
zachodzi takze przez transportery fosforanowe (Li i wsp. 2008) i jest uwarunkowana
gatunkiem rosliny (Keskinen iwsp. 2010). Selen jest proponowanym czynnikiem
protekcyjnym w wielu stresach jednakze mechanizm jego dziatania jak dotad nie zostat
wyjasniony. W pracy 0.4 dokonatam krytycznego przegladu publikacji opisujacych
protekcyjna rolg selenu, ktora byla stwierdzona w warunkach stresu metali i suszy, ale
réwniez pod katem jego dzialania w pozostatych typach stresow tj. promieniowanie UV oraz
ekspozycja na niska i wysoka temperaturg.

W stresie metali cigzkich suplementacja selenem (2-170 uM) powodowata zwigkszenie
intensywnosci wzrostu ro$lin, co jest wigzane z podwyzszeniem wydajnosci fotosyntezy.
Jednakze dziatanie selenu w tym aspekcie nie zostalo do konca wyjasnione, szczegolnie, gdy
stwierdzono, ze aplikacja Se w niskich dawkach nie wptywata, lub jedynie w niewielkim
stopniu wptywata na fluorescencje chlorofilu.

Woyjasnienie mechanizmu protekcyjnego dziatania Se w warunkach stresowych wigzano
glownie ze zmianami aktywacji enzymow antyoksydacyjnych a takze z modyfikacja struktury
membran komérkowych. Ochrona membran moze si¢ wigzaé¢ z takg zmiang ich hydrofilowo-
hydrofobowych wilasciwosci, ktora umozliwia zachowanie ich integralnosci i prawidlowe
funkcjonowanie proteinowych transporterow zlokalizowanych w membranach zaburzonych
w warunkach stresu metali cigzkich. Gzyl-Malcher i wsp. (2009) postulowata, ze jony Se
konkuruja z jonami metali (Cd) o miejsce na powierzchni membrany, jak rowniez rozwazata
mozliwos¢ oddziatywan Se z kationami metali obecnymi w $rodowisku. Jako ze warunki
stresu srodowiskowego inicjuja spadek lub wzrost stopnia nienasycenia lipidow (Nouairi
i wsp. 2006; Chaffai i wsp. 2007) mogg tym samym powodowaé zmiany przepuszczalnosci
membran. Ochronne dziatanie Se, jako protektanta polegatoby na takim dostosowaniu sktadu
lipidow, ktoéry mogtby niwelowa¢ zaburzenia lipidowej dwuwarstwy wywotane warunkami
stresu. Skutkiem tego dzialania byloby przywrocenie prawidiowego funkcjonowania kanatow
i transporterow membranowych. Sugerowano, ze obnizenie wydajnosci fotosyntezy pod
wplywem dziatania metali ci¢zkich nastgpuje w wyniku uszkodzenia biatek zlokalizowanych
w membranach chloroplastow poprzez wigzanie metalu do grupy SH- enzymow i biatek
btonowych (Dafré i wsp. 1996; Ramos i wsp. 2002). Ze wzgledu na chemiczne podobienstwo
jonéw Se do S, moze on zastepowac S w grupach tiolowych biatek jak réwniez wptywac na
inaktywacje zaadsorbowanych metali poprzez ich wigzanie z biatkiem w formie MeSeOs.

Sugeruje si¢ rowniez udzial Se w kontrolowaniu dystrybucji innych pierwiastkéw

koniecznych do prawidtowego wzrostu i rozwoju roslin. Moze t0 wzmocni¢ potencjalne
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zdolnosci komorek do tolerancji warunkow stresowych, w wyniku aktywacji szlakow
metabolicznych.

Trudno$ci w interpretacji roli selenu pod katem utrzymania homeostazy redoks
w komorkach sg zwigzane ze sprzecznymi doniesieniami, wskazujagcymi zaré6wno na
obnizenie jak 1 wzrost aktywnos$ci enzymoOw antyoksydacyjnych. Dotyczy to glownie
dysmutaz ponadtlenkowych w stresach metali cigzkich, gdyz, czesto analizowana sumaryczna
aktywno$¢ SOD nie wykazuje, ktora z form Me-SOD jest aktywowana. Rowniez
niejednoznaczne wyniki uzyskano badajac synteze nieenzymatycznych antyoksydantow tj.
tokoferolu (Feng i wsp. 2013). Sugerowa¢ to moze znaczng specyficznos¢ aktywowania
szlakow antyoksydacyjnych przez Se w zaleznos$ci od genotypu i/lub odpornosci na stress.

Jak pokazujg badania prowadzone przez bLabanowska i wsp. (2012; 2013; 2014)
dodatkowym aspektem dziatania ochronnego Se jest zwigkszenie zawartos$ci zwigzkoéw
biorgcych udziat w tzw. putapkowaniu wolnych elektronéw (inicjowanych w warunkach
stresowych) gldwnie na zwigzkach organicznych, a szczegoélnie na cukrach. Wzrost ilosci
weglowodanéw w obecnosci jondw selenu byt stwierdzony przez Turakainen i wsp. (2004)
oraz Owusu-Sekyere i wsp. (2013). A zatem obecno$¢ tego pierwiastka, poprzez wzrost
syntezy weglowodanéw moze posrednio przyczyni¢ si¢ do inaktywacji rodnikow, ktore sa
generowane w nadmiarze w wyniku ekspozycji na metale cigzkie.

Fizjologiczne efekty dziatania stresu suszy polegaja na zmniejszeniu masy roslin oraz
modyfikacji procesoOw biochemicznych prowadzacych do m.in. spadku wydajnosci
fotosyntezy czy zmiany parametrow syntezy enzymatycznych 1 nieenzymatycznych
antyoksydantow (Xiaogin i wsp. 2009; Nawaz i wsp. 2014). Stosowanie niskich stezen selenu
powodowato wyrazng stymulacje procesu fotosyntezy i syntezy antyoksydantéw. Zwigkszong
(w porownaniu do ro$lin kontrolnych) aktywacje katalazy i1 peroksydaz po aplikacji selenu
stwierdzono w siewkach pszenicy Xiaogin i wsp. (2009), w siewkach jeczmienia Habibi
(2013), czy w oliwce europejskiej Proietti i wsp. (2013). U roslin jednolisciennych
zarejestrowano podwyzszong zawartos¢ SOD oraz askorbinianu i zredukowanego glutationu
(Ibrahim 2014) oraz weglowodanéow (Emam i wsp. 2014). Potwierdzeniem obnizenia
generacji reaktywnych form tlenu (RFT) w obecnos$ci Se jest zmniejszenie ilosci produktow
peroksydacji lipidow tj. aldehydu dimalonowego (MDA) do poziomu odnotowanego
w roslinach kontrolnych oliwki europejskiej (Proietti i wsp. 2013). Jako, ze selen stymuluje
synteze organicznych (cukry, biatka) jak i nieorganicznych osmoprotektantow (m.in. Ca i P)
moze tez powodowac¢ zwigkszone uwodnienie komorek w stresie suszy, co zostalo wykazane

przez Emam i wsp. (2014) w siewkach ryzu.
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W odniesieniu do innych czynnikoéw stresowych tj. promieniowanie UV, desykacja,
zbyt wysoka i niska temperatura, wykazano, ze aplikacja selenu moze niwelowaé skutki
dziatania tych stresorow poprzez unieczynnienie wolnych rodnikéw, aktywacje
antyoksydantow, zwigkszenie syntezy antocyjandow, weglowodanow i proliny (Akladious
2012). Korzystny wptyw aplikacji selenu na wzrost i rozwdj roslin objawiat si¢ takze poprzez
stymulacj¢ syntezy chlorofilu a co za tym idzie rowniez zwigkszenie wydajnosci fotosyntezy.

Zakres stosowanych dawek selenu réznit si¢ w zalezno$ci od intensywnosci bodzca
stresowego, a takze od gatunku rosliny. Wykazano, ze rosliny jednoli§cienne w poréwnaniu
do dwulisciennych akumulujg nizsze st¢zenia tego pierwiastka, stad wymagaja nizszych
dawek Se. Nalezy pamictac, ze oprocz korzystnych efektow selenu aplikowanego w niskich
stezeniach, jego wyzszy poziom moze indukowaé warunki stresowe Hartikainen i Xue (1999),
Hartikainen 1 wsp. (2000), Filek 1 wsp. (2010) oraz Labanowska i in. (2012) powodujac m.in.
chlorozy, zmniejszenie syntezy biatek czy tez zaburzenia pobierania i translokacji innych
pierwiastkdbw niezbednych do rozwoju ro$lin. Na podstawie przegladu literatury 0.4
wykonano schemat podsumowujacy wplyw jondéw selenu w warunkach dziatania réznych

czynnikow stresogennych.

_________ > kanaty ! transportery / 51 struktura mEmbrany |(__._.._.._.._
| btonowe /

|

!

Y i
akumulacja selenu :
zmniejszenie akumulacji metali ciezkich ,

regulacja pobierania innych pierwiastkow
./ A \

| aktywacja enzymatycznych aktywacja nieenzymatycznych
| antyoksydantéw antyoksydantow

cukrow
)
zmniejszenieilosci RFT J

stymulacja odpowiednich

stabilizacja DNA warunkow osmotycznych

.......

™~

‘ zwiekszenie przyrostu masy |

wzrost zawartosci

“y| wzrost wydajnosci
fotosyntezy

Rys. 2. Schemat podsumowujacy dziatanie jonéw Se na biochemiczne i fizjologiczne
wiasciwosci komorek roslin eksponowanych na czynniki stresowe.

Celem eksperymentéw (0.5) byto ustalenie, czy niskie dawki (5 uM) jonéw Se aplikowane

bezposrednio na powierzchni¢ lisci wraz z mykotoksyna (zearalenon; ZEA) (10 uM),
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zmniejszajg przenikanie tej toksyny do komoérek. Pozytywny wynik tego eksperymentu
moglby stanowi¢ podstawg do opracowania ekologicznej metody zmniejszenia zawartosci tej
toksyny w komorkach. Obecno$¢ zearalenonu, jako wtérnego metabolitu grzybow
plesniowych w zywnos$ci 1 paszach niesie ze sobg potencjalne zagrozenie dla organizmoéow
zywych poprzez uruchamianie réznych mechanizméw toksycznosci w roznych typach
komorek. ZEA wptywa nie tylko na stymulowanie proliferacji komoérek, ale moze takze
hamowac ich zywotnos$¢ oraz indukowaé apoptoze. ZEA moze wptywaé na regulacje cyklu
komorkowego i stymulowanie stresu oksydacyjnego a takze powodowac uszkodzenia DNA
oraz mitochondriow. Ma réwniez dziatanie estrogenne oraz wykazuje wlasciwosSci
rakotworcze (Zheng i wsp. 2018). Dlatego regularny monitoring produktéw pod katem
obecno$ci zeralenonu jest konieczny w celu zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego
konsumentéw. W pracy 0.5 zearalenon aplikowano na liscie siewek trzech zboz (pszenica,
owies, jeczmien) wybierajac dla kazdego z nich dwie odmiany réznigce si¢ odpornoscia na
stres oksydacyjny. Hodowl¢ prowadzono w kontrolowanych warunkach os$wietlenia,
wilgotnosci oraz temperatury na zlozach perlitu, podlewanych pozywka Hoaglanda,
0 zdefiniowanej zawarto$ci mikro- i makroelementéw. Roztwory wodne ZEA i mieszanin
ZEA+Se podawano w formie kropel na powierzchni¢ 2-giego liscia. Kontrole stanowity liscie
nakrapiane wodg destylowang. Zmiany zwigzane z penetracjg toksyny do komorek liscia
rejestrowano kamerg termowizyjna, pozwalajagca na bezinwazyjne uzyskanie obrazu rozktadu
temperatur (w zakresie 19-23°C) w miejscach zaburzenia homeostazy komorek. Na podstawie
zdjg¢ termowizyjnych (0.5) zarejestrowanych trzy godziny po aplikacji wykazano, ze
W obecnosci Se u wszystkich badanych zb6z obszar zmian temperatury na powierzchni liscia
oraz zakres zmian temperatury byty mniejsze w poréwnaniu do obserwowanych po dziataniu
jedynie ZEA. Efekt dziatania Se byl szczegoélnie widoczny u odmian, ktore zostaty
wytypowane, jako tolerancyjne. Sposrdéd badanych zb6z najwigksza tolerancje na stres
wykazywata si¢ pszenica (odmiana Parabola). Zatozono, ze wystepujace zmiany temperatury
wywolane bezposrednim podaniem ZEA na powierzchnig lisci sg zwiagzane z penetracja liscia
przez mykotoksyne. Roéznice w ultrastrukturze tkanek powigzane z przepuszczalnoscia
membran mogg by¢ odpowiedzialne za zréznicowane reakcje badanych odmian. Potwierdzity
to wyniki wyptywu elektrolitow przeliczone na pole powierzchni liscia. Ingerencj¢ Se
W zmniejszenie zaburzen struktury lisci, w stosunku do tych wywotanych mykotoksyna,
potwierdzono w obserwacjach mikroskopowych. Szczegotowe badania przeprowadzone dla
wycinkow lisci pszenicy (odmiany cv. Parabola oraz cv. Raweta) wykazaty, ze u odmiany

tolerancyjnej po traktowaniu ZEA nie odnotowano istotnych zmian w anatomii lisci,
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natomiast we wrazliwej zaobserwowano charakterystyczne sptaszczenie komorek, ktore
swiadczylto o czeSciowej utracie turgoru bedacej prawdopodobnie skutkiem uszkodzenia
membran. Ponadto, w obecnosci Se wykazano zwigkszenie (w pordéwnaniu do ro$lin
traktowanych tylko mykotoksyng) poziomu chlorofili (obliczonego jako suma), a ten parametr
byl prawie dwukrotnie wyzszy u odmian tolerancyjnych (o ok. 12%) niz u wrazliwych (ok.
7%). Wskazuje to na mozliwo$¢ ingerencji Se w mechanizmy zwigkszenia wydajnosci
fotosyntezy, co moze stanowi¢ jeden z elementéw protekcyjnego dziatania tego pierwiastka.
Ochronny mechanizm Se polegal tez na aktywacji enzymoéw antyoksydacyjnych,
a szczegolnie katalazy w lisciach roslin tolerancyjnych. Badania te, oprocz aspektow
poznawczych dotyczacych specyficznosci protekeyjnych mechanizmoéw dziatania Se w stresie
mykotoksyn, moga mie¢ rowniez znaczenie aplikacyjne. Natryski roztworami zwigzkéw Se
na terenach upraw narazonych na stres wywolany mykotoksynami wydaja si¢ zmniejszac
wnikanie ZEA do lisci. Przy tym ewentualne wnikanie Se moze dodatkowo zwigkszy¢ walory
dietetyczne zboz. Jak wykazano we wczeSniejszej pracy, stres wywotany przez ZEA polegat
w znacznym stopniu na wptywie tej mykotoksyny na struktury lipidowo-biatkowe membran,
a dziatanie jonodw Se na czgsciowym odwroceniu tych zmian.

Kontynuacja tych badan byly eksperymenty przeprowadzone na chloroplastach
wyizolowanych z siewek pszenicy, ktore wybrano ze wzgledu na fakt, ze dla tego zboza
uzyskano najwigksze zrdznicowanie w stresogennym dziataniu ZEA pomigdzy odmiang
odporng 1 wrazliwa. Biorac pod uwage wyniki wczes$niejszych prac (opisane w czesci
niewchodzacej w sktad osiagnigcia) jako potencjalny czynnik protekcyjny zastosowano EBR
(24-epibrasinolid), ktory, podobnie jak ZEA, jest zdolny do wnikania w struktury lipidowe
membran. Podobienstwo budowy chemicznej BRs i ZEA, w ktorych sg obecne zaréwno
polarne (glownie ketonowe i hydroksylowe) jak i niepolarne (pierscienie weglowodorowe)
grupy, pozwala przypuszczac, ze mozliwa jest eliminacja toksycznego ZEA przez naturalnie
wystepujace substancje hormonalne (BR). Eksperymenty wykonane w kulturach in vitro
pszenicy odmiany odpornej i wrazliwej potwierdzily mozliwos¢ transportu zarowno Se jak
i EBR do chloroplastow, co nie zostalo dotad opisane. Stwierdzono, ze obecnos¢ tych
substancji wptywata przede wszystkim na zmniejszenie wnikania ZEA do komorek. Jak
wykazano wczesniej, zrdznicowanie tolerancji na czynniki stresogenne jest $ciSle
uwarunkowane sktadem lipidowym membran, zatem fizykochemiczne whasciwosci membran
sg istotne dla mechanizmu pobierania zardéwno toksyn jak 1 substancji protekcyjnych.
Specyficzny sktad membran chloroplastow, zawierajacych znaczne ilo$ci cukrowych grup

(nawet 80 %) w czeSci polarnej oraz wielonienasycone kwasy tluszczowe w czgsci
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hydrofobowej, moze sprzyja¢ wnikaniu czasteczek ZEA. Protekcyjne dziatanie Se, oparte
W znacznym stopniu na modyfikacji struktur wody w sasiedztwie grup cukrowych (Liao
i wsp. 2015), moze modyfikowa¢ polarng cze§¢ membran, blokujac wnikanie ZEA. BRs,
metabolizowany jest w komorkach do hydrofobowej formy (homokastasteronu), ktory,
W wiekszym stopniu niz pozostale metabolity (kastasteron i brasinolid), moze by¢ lokowany
w niepolarnej czesci membrany, wypierajac ZEA. Pojawienie si¢ wigkszych stezen
homokastasteronu, stwierdzone w chloroplastach odmiany tolerancyjnej po aplikacji ZEA,
moze $wiadczy¢ o tym, ze metabolizm BRs prowadzacy do jego powstania moze stanowic
jeden z waznych etapow protekcyjnego dziatania tego hormonu. Konsekwencja zmniejszenia
akumulacji ZEA w obecnosci Se i EBR byla poprawa funkcjonowania aparatu
fotosyntetycznego, zaburzonego (gléwnie we wczesnych etapach transportu elektronow
w PSII) w warunkach toksycznosci ZEA. Wykazano, ze, dziataniu ZEA (u obu odmian
pszenicy) towarzyszyt znaczny wzrost ilosci energii rozpraszanej w stosunku do energii, ktora
zostata pochtonigta przez anteny (DIo/ABS). Podanie Se i EBR wplyneto na przywrécenie
prawidtowego przebiegu syntezy chlorofili oraz karotenoidow. W pracy 0.6 wyznaczono
rowniez zaleznosci iloSciowe pomiedzy akumulacja toksyny a generowaniem stresu
oksydacyjnego (okreslonego przez aktywacj¢ enzyméw antyoksydacyjnych oraz synteze
osmoprotektantow). Silne zahamowanie aktywnosci SOD, zaobserwowane u wrazliwej
odmiany traktowanej ZEA, moze wskazywa¢ na wysoka produkcje RFT, ktore sa
odpowiedzialne za uszkodzenia struktury biatkowej tych enzymdéw. Rola Se polegalaby na
bezposrednim wptywie tych jonow na aktywno$¢ specyficznych kanalow, ktore mogty by¢
blokowane w obecnosci ZEA (mechaniczne blokowanie, wynikajace ze zmian ptynnosci
membran po absorpcji ZEA).

Dlatego przeprowadzono szczegdétowe badania na membranach wakuol izolowanych
z komorek pszenicy. Zastosowano precyzyjng metode patch-clamp (0.7), ktora pozwala na
ocen¢ przepltywu jonéw w pojedynczych kanatach. Rejestracja pradow pozwala ilo§ciowo
analizowa¢ aktywno$¢ kanaléw jonowych, modyfikowang obecnoscia w $rodowisku
wybranych substancji. Skoncentrowano si¢ na rejestracji aktywnosci kanatéw SV (slow-
vacuolar), jako kanatéw posredniczacych gtownie w transporcie jondw wapnia bedacych
przekaznikami informacji (tzw. przekaznik II rodzaju). Wakuole izolowano z koleoptyli
odpornej 1 wrazliwej odmiany pszenicy (Parabola 1 Raweta). Wykazano, ze ZEA powodowat
znaczne zmiany (dezaktywacj¢) SV-kanatow jedynie u odmiany wrazliwej, pomimo, iz
w warunkach kontroli (bez dodatku ZEA), aktywnosci kanaldow u obu odmian byly na

podobnym poziomie. Rownoczesna obecno$¢ Se w znacznej mierze zapobiegata zmianom,
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jakie rejestrowano, gdy rosliny traktowano jedynie ZEA. Wskazuje to bezposrednio na
znaczenie budowy lipidowo-biatkowe] membran w stresie mykotoksyn. Zréznicowanie
sktadu lipidowego pomiedzy odmiang odporng i wrazliwa (wykazane w innych badaniach)
jest przypuszczalnie odpowiedzialne za rézne oddzialywanie z ZEA (majacym wilasciwosci
hydrofobowo-hydrofilowe) i lokalizacje tej toksyny w dwuwarstwie. Efektem obecnos$ci ZEA
w dwuwarstwie moze by¢ zwigkszenie sztywnosci membran, ktora w sposéb mechaniczny
moze zmniejsza¢ aktywno$¢ biatkowych kanaléw (w tym SV). Inny mechanizm uwzglednia
oddziatywanie ZEA z biatkowa strukturg kanatow, powodujace blokowanie ich centrow
aktywnych. Oba mechanizmy sg prawdopodobne, gdyz moga ttumaczy¢ ochronne dziatanie
Se w warunkach stresu ZEA. Podobne efekty protekcyjne Se, dotyczace aktywnosci kanatow
SV, stwierdzili Dziubinska i wsp. (2010) badajac role Se w stresie metali ciezkich (Cd).

Najwazniejsze osiagniecia prezentowanych badan

Mechanizmy kierujace propagacja reakcji stresogennych jak réwniez stymulacja
proceséw ochronnych nie sg dotad w petni wyjasnione. Réwnolegte badania prowadzone dla
genotypow odpornych i wrazliwych, poprzez analize¢ réznic w ich reakcjach na stres oraz
w efektywno$ci 1 sposobie dziatania réznych protektantow moga przyblizy¢ poznanie
zaleznosci  pomiedzy nimi. Stosunkowo niewiele badan dotyczy roli  mikro-
i makroelementow w tych procesach. Wzrastajace znaczenie wykorzystania produktow
roslinnych w zrownowazonym odzywianiu stanowi dodatkowo czynnik sktaniajacy do
wnikliwszego poznania mechanizméw zwigzanych zaréwno z nadmiarem jak i niedoborem
pierwiastkow istotnych dla prawidtowego funkcjonowania komoérek. Przeprowadzone przeze
mnie badania na wybranych odmianach zbdz (gléwnie pszenicy) o zréznicowanej odpornosci
na stres oksydacyjny, ktore wykonano dla fragmentéw nasion, liSci (siewki) a takze dla

komorek in vitro oraz organelli — chloroplastow i wakuoli - pozwolity wykaza¢, ze:

1.  akumulacja mikro- i makroelementow w zarodkach nasion moze stanowi¢ wskaznik
pozwalajacy na wczesne typowanie odmian w kierunku tolerancji na warunki
stresogenne;

2.  jony manganu, niezbedne, jako mikroelement, w wyzszych st¢zeniach inicjuja stres
oksydacyjny u roslin, przy czym dawka stresogenna jest zalezna od zdolnosci
tolerancyjnych odmiany. Wigksze dawki w mniejszym stopniu wywotujg reakcje

stresogenne u odmian odpornych w porownaniu do odmian wrazliwych;
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3. w mechanizmach obronnych komorek dziatajacych w warunkach nadmiaru Mn istotng
role odgrywa aktywacja enzymow antyoksydacyjnych a takze synteza
osmoprotektantow (prolina, cukry);

4. rbézna akumulacja Mn i innych mikro- i makroelementéw u odmian odpornych
i wrazliwych warunkuje u odmian odpornych utrzymanie sktadu pierwiastkow
odpowiedniego dla prawidlowego przebiegu proceséw metabolicznych, w ktorych
posrednicza;

5. mechanizmy stresogennego dzialania manganu w znacznym stopniu zwigzane
z akumulacja tego pierwiastka w strukturach chloroplastow, wpltywajg na zaburzenia ich
funkcjonowania i powoduja zmniejszenie wydajnosci fotosyntezy;

6.  dziatanie ochronne jondéw selenu, podanego w niskich dawkach, zostalo potwierdzone
w warunkach stresu wywotanego przez zearalenon, jedng z waznych toksyn zar6wno
dla komorek roslin jak 1 zwierzat;

7. zroznicowana reakcja odmian odpornych i wrazliwych na wnikanie zearalenonu oraz
czesciowe hamowanie tego efektu przez Se zalezy od tolerancyjnosci odmian na stres,
co jest konsekwencja roznic w przepuszczalno$ci membran odmian odpornych
i wrazliwych;

8.  dolistna aplikacja Se moze stanowi¢ nieinwazyjng metod¢ ochrony roslin przeciwko
penetracji liSci zboz przez mykotoksyny;

9.  mechanizm ochronny dziatania jonow Se zwigzany jest z reakcja przywrOcenia
wlasciwego funkcjonowania biatkowych kanatéw (typu SV), blokowanych w obecnosci

zearalenonu.

Literatura:

Abou M, Symeonidis L, Hatzistavrou E, Yupsanis T, 2002. Nucleolytic activities and
appearance of a new DNase in relation to nickel and manganese accumulation in Alyssum
murale. J Plant Physiol 159:1087-1095.

Akladious SA, 2012. Influence of different soaking times with selenium on growth, metabolic
activities of wheat seedlings under low temperature stress. African Journal of Biotechnology
11:14792-14804.

Alfthan G, Aspila P, Ekholm P, Eurola M, Hartikainen H, Hero H, i wsp., 2010. Nationwide
supplementation of sodium selenite to commercial fertilizers: history and 25-year results from
the finnish selenium monitoring programme,”’in Combating Micronutrient Deficiencies: Food
— Based Approaches, edsB. Thompsonand L. Amoroso pp 312-337.

23



Aschner JL, Aschner M, 2005. Nutritional aspects of manganese homeostasis. Mol. Aspects
Med. 26:353-362.

Babula P, Adam V, Opatrilova R, Zehnalek J, Havel L, Kizek R, 2008. Uncommon heavy
metals, metalloids and their plant toxicity: a review. Environmental Chemistry Letter 6:189—
213.

Belderok B, Mesdag H, Donner DA, 2000. Bread-making quality of wheat. Springer, New
York, pp 15-18.

Bowler C, Slooten L, Vandenbranden S, De Rycke R, Botterman J, Sybesma C, Van Montagu
M, Inz¢é D. Manganese superoxide dismutase can reduce cellular damage mediated by oxygen
radicals in transgenic plants. EMBO J. 10, 1723-1732 (1991).

Chaffai R, Seybou TN, Marzouk B, and El Ferjani E, 2007. Effects of cadmium on polar lipid
composition and unsaturation in maize (Zea mays) in hydroponic culture. Journal of
Integrative Plant Biology 49:1693-1702.

Choudhury FK, Rivero RM, Blumwald E, Mittler R, 2017. Reactive oxygen species, abiotic
stress and stress combination. Plant J, 90:856—867.

Curtin D, Hanson R, Lindley TN, Butler RC, 2006. Selenium concentration in wheat
(Triticum aestivum) grain as influenced by method, rate, and timing of sodium selenite
application. N Z J Crop Hortic Sci 34:329-339. doi: 10.1080/01140671.2006.9514423

Dafré AL, Sies H, Akerboom T, 1996. Protein S-thiolation and regulation of microsomal
glutathione transferase activity by the glutathione redox couple. Archives Biocheistry
Biophysics 332:288-294.

Dizdaroglu M, Jaruga P, 2012. Mechanisms of free radical-induced damage to DNA. Free
Radic. Res. 46:382-4109.

Dziubinska H, Filek M, Krol E, Trgbacz K, 2010. Cadmium and selenium modulate slow
vacuolar channels in rape (Brassica napus) vacuoles. Journal of Plant Physiology 167:1566—
1570.

Emam MM, Khattab HE, Helal NM, Deraz AE, 2014. Effect of selenium and silicon on yield
quality of rice plant grown under drought stress. Australian Journal of Crop Science 8:596—
605.

Feng R, Wei CY, Tu SX, 2013. The roles of selenium in protecting plants against abiotic

stresses. Environmental and Experimental Botany 87:58-68.

Filek M, Zembala M, Kornas A, Walas S, Mrowiec H, Hartikainen H, 2010. The uptake and
translocation of macro- and microelements in rape and wheat seedlings as affected by
selenium supply level. Plant and Soil 336:303-312.

24


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bowler%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slooten%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandenbranden%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Rycke%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Botterman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sybesma%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Montagu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inz%26%23x000e9%3B%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2050109

Foy CD, Chaney RL, White MC, 1978. The physiology of metal toxicity in plants. Annu.
Rev. Plant Physiol 29:511-566.

Galeas ML, Zhang LH, Freeman JL, Wegner M, Pilonsmits EAH, 2007. Seasonal fluctuations
of selenium and sulfur accumulation in selenium hyperaccumulators and related non-
accumulators. New Phytologist 173:517-525.

Grzesiak M, Filek M, Barbasz A, Kreczmer B, Hartikainen H, 2013. Relationships between
polyamines, ethylene, osmoprotectants and antioxidant enzymes activities in wheat seedlings
after short-term PEG- and NaCl-induced stresses. Plant Growth Regulation 69:177-189.

Gzyl-Malcher B, Filek M, Brezesinski G, 2009. Influence of cadmium and selenate on the
interactions between hormones and phospholipids. Langmuir 25:13071-13076.

Habibi G, 2013. Effect of drought stress and selenium spraying on photosynthesis and
antioxidant activity of spring barley. Acta Agriculturae Slovenica 101:31-39.

Hanson BR, Lindblom SD, Loeffler ML, Pilon-Smits EAH, 2004. Selenium protects plants
fromphloem-feeding aphids due to both deterrence and toxicity. New Phytol 162:655-662.

Hartikainen H, Xue T, 1999. The promotive effect of selenium on plant growth as triggered
by ultraviolet radiation. Journal Envirnmental Quality 28:1372-1375.

Hartikainen H, Xue T, Pironen V, 2000. Selenium as an antioxidant and pro-oxidant in
ryegrass. Plant and Soil 225:193-200.

Hartikainen H, 2005. Biogeochemistry of selenium and its impact on food chain quality and
human health. Journal Trace Elements Medicine Biology 18:309-318.

Hawrylak-Nowak B, Matraszek R, Pogorzelec M, 2015. The dual effects of two inorganic
selenium forms on the growth, selected physiological parameters and macronutrients
accumulation in cucumber plants. Acta Physiologiae Plantarum 37-41.

He L, He T, Farrar S, Ji L, Liu T, Ma X, 2017. Antioxidants maintain cellular redox
homeostasis by elimination of reactive oxygen species. Cell Physiol Biochem 44:532-553.
doi: 10.1159/000485089.

He ZL, Yang XE, Stoffella PJ, 2005. Trace elements in agroecosystems and impacts on the
environment. J Trace Elem Med Biol 19:125-140.
Holopainen JK, Gershenzon J, 2010. Multiple stress factors and the emission of plant VOCs.

Trends Plant Sci 15:176-184.

Hopper J, Parker D, 1999. Plant availability of selenite and selenate as influenced by the
competing ions phosphate and sulfate. Plant Soil 210:199-207.

Fulda S, Gorman AM, Hori O, Samali A, 2010. Cellular stress responses: cell survival and

cell death. International ~ Journal of  Cell Biology, ID 214074,
https://doi.org/10.1155/2010/214074.

25



Ibrahim HM, 2014. Selenium pretreatment regulated the antioxidant defence system and
reduces oxidative stress on drought-stressed wheat (Triticum aestivum L.) plants. Asian
Journal of Plant Science 13:120-128.

Kacperska A, 2004. Sensor types in signal transduction pathways in plant cells responding to
abiotic stressors: do they depend on stress intensity? Physiologia Plantarum 122:159-168.

Keskinen R, 2012. Selenium fertilization: plant uptake and residuals in soil. PhD thesis,
Helsinki University, Finland, pp. 47

Keskinen R, Turakainen M, Hartikainen H, 2010. Plant availability of soil selenate additions
and selenium distribution within wheat and ryegrass. Plant and Soil 333:301-313.

Kikkert J, Hale B, Berkelaar E, 2013. Selenium accumulation in durum wheat and spring
canola as a function of amending soils with selenite, selenate and or sulphate. Plant Soil
372:629-641.

Konieczynski P, Wesolowski M, 2008. Ocena zawarto$ci manganu i miedzi w lisciach
wybranych roslin leczniczych i otrzymanych z nich ekstraktach wodnych. Bromat Chem
Toksykol- XLlI, 3:338-342.

Kovéacik J, Babulab P, Hedbavnya J, Svec P, 2014. Hexavalent chromium damages
chamomile plants by alteration of antioxidants and its uptake is prevented by calcium. J.
Hazard Mater 273:110-117.

Labanowska M, Filek M, Koscielniak J. Kurdziel M, Kulis E, Hartikainen H, 2012. The
effects of short-term selenium stress on Polish and Finnish wheat seedlings-EPR, enzymatic
and fluorescence studies. Journal of Plant Physiology 169:275-284.

Labanowska M, Filek M, Kurdziel M, Bidzinska E, Miszalski Z, Hartikainen H, 2013. EPR
spectroscopy as a tool for investigation of differences in radical status in wheat plants of
various tolerances to osmotic stress induced by NaCl and PEG-treatment. Journal of Plant
Physiology 170:136-145.

L.abanowska M, Kurdziel M, Filek M, Walas S, Tobiasz A, Wesetucha-Birczynska A, 2014.
The influence of the starch component on thermal radical generation in flours. Carbohydrate
Polymers 101:846-856.

Li HF, Mcgrath SP, Zhao FJ, 2008. Selenium uptake, translocation and speciation in wheat
supplied with selenate or selenite. New Phytologist 178:92-102.

Liao JH, Wu TH, Chen MZ, Chen WT, Lu SZ, Wang YH, Wang SP, Hsu YM, Huang YS,
Huang ZY, Lin YC, Chang CM, Huang FY, Wu SH, (2015) The comparative studies of
binding activity of curcumin and didemethylated curcumin with selenite: hydrogen bonding
vs acid-base interactions. Scientific Reports 5, Article number:17614

Longchamp M, Angeli N, Castrec-Rouelle M, 2012. Selenium uptake in Zea mays supplied
with selenate or selenite under hydroponic conditions. Plant Soil 362:107-117.

26



Lyons G, 2010. Selenium in cereals: improving the efficiency of agronomic
biofortificationinthe UK. Plant Soil 332: 1-4. doi:10.1007/s11104-010-0282-9.

Marschner P, 2012. Marschner’s mineral nutrition of higher plants. Academic Press, Boston,
pp. 324-333.

Morkunas I, Wozniak A, Mai VC, Rucinska-Sobkowiak R, Jeandet P, 2018. The role of
heavy metals in plant response to biotic stress. Molecules 23, 2320,
d0i:10.3390/molecules23092320.

Millaleo R, Reyes-Diaz M, Alberdi M, Ivanov AG, Krol M, Huner NP, 2013. Excess
manganese differentially inhibits photosystem | versus Il in Arabidopsis thaliana. J Exp Bot
64:343-354.

Murashige T, Skoog FA, 1962. A revised medium for a rapid growth and bioassays with
tobacco tissues cultures. Plant Physiol 15:473-479.

Nawaz F, Ashraf MY, Ahmad R, Waraich EA, Shabbir RN, 2014. Selenium (Se) regulates
seedling growth in wheat under drought stress. Hindawi Publishing Corporation Advances in
Chemistry, Article ID 143567, 7. doi.org/10.1155/2014/143567.

Nouairi I, Ghnaya T, Ben Youssef N, Zarrouk M, Ghorbelmh, 2006. Changes in content and
fatty acid profiles of total lipids of two halophytes: Sesuvium portuacastrum and
Mesembryanthenum crystalinum under cadmium stress. Journal of Plant Physiology
163:1198-1202.

Owusu-Sekyere A, Kontturi J, Hajiboland R, Rahmat S, Aliasgharzad N, Hartikainen H,
Seppédnen MM, 2013. Influence of selenium (Se) on carbohydrate metabolism, nodulation and
growth in alfalfa (Medicago sativa L.). Plant and Soil 373:541-552.

Proietti P, Nasinia L, del Buonoa D, D'amatoa R, Tedeschinib E, Businellia D, 2013.
Selenium protects olive (Olea europaea L.) from drought stress. Scientia Horticulturae
164:165-171.

Ramos |, Esteban E, Lucena JJ, Garate A, 2002.Cadmium uptake and subcellular distribution
in plants of Lactuca sp. Cd-Mn interactions. Plant Science 162:761-767.

Reichman SM, Asher CJ, Mulligan DR, Menzies NW, 2001. Seedling responses of three
Australian tree species to toxic concentrations of zinc in solution culture. Plant and Soil
235:151-158.

Rogers H, Munné-Bosch S, 2016. Production and scavenging of reactive oxygen species and
redox signaling during leaf and flower senescence: Similar but different. Plant Physiol
171:1560-1568.

Sharma S, Bansal A, Dhillon SK, Dhillon KS, 2009. Comparative effects of selenate and
selenite on growth and biochemical composition of rapeseed (Brassica napus L.). Plant Soil
329:339-348.

27


https://link.springer.com/journal/11104

Sharma P, Jha AB, Dubey RS, Pessarakli M, 2012. Reactive oxygen species, oxidative
damage, and antioxidative defense mechanism in plants under stressful conditions. J Bot ID
217037.

Sillanpdd M, Jansson H, 1992. Status of cadmium, lead, cobalt and selenium in soils and
plants of thirty countries. FAO Soils Bulletin 65, pp. 191.

Sors TG, Ellis DR, Salt DE, 2005. Selenium uptake, translocation, assimilation and metabolic
fate in plants. Photosynthesis Research 86:373-389.

Sunde RA, 2018. Selenium regulation of selenoprotein enzyme activity and transcripts in a
pilot study with Founder strains from the Collaborative Cross. PLOS ONE 13, e0191449.
doi:10.1371/journal.pone.0191449.

Terry N, Zayed AM, de Souza MP, Tarun AS, 2000. Selenium in higher plants. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 51:401-432.

Todorovi¢ S, Giba Z, Simonovi¢ A, Bozi¢ D, Banjanc T, Grubisi¢ D, 2009. Manganese
effects on in vitro development of lesser centaury (Centaurium pulchellum (Sw.) Druce).
Arch Biol Sci 61:279-283.

Turakainen M, Hartikainen H, Seppanen MM, 2004. Effects of selenium treatments on potato
(Solanum tuberosum L.) growth and concentrations of soluble sugars and starch. Journal
Agriultural Food Chemistry 52:5378-5382.

Wang TY, Libardo M, Angeles-Boza A M, Pellois JP, 2017. Membrane oxidation in cell
delivery and cell killing applications. ACS chemical biology 12: 1170-1182.
doi:10.1021/acschembio.7b00237.

Wu Z, Banuelos GS, Lin Z, Yin X, Yuan L, Liu Y i wsp., 2015. Biofortification and
phytoremediation of selenium in China. Front PlantSci 6:136. doi:10.3389/fpls.2015.00136.

Xiaogin Y, Jianzhou C, Guangyin W, 2009. Effects of drought stress and selenium supply on
growth and physiological characteristics of wheat seedlings. Acta Physiologiae Plantarum
31:1031-1036.

Zhang LH, Ackley AR, Pilon-Smits E, 2007. Variation in selenium tolerance and
accumulation among 19 Arabidopsis thaliana accessions. Journal of Plant Physiology
164:327-336.

Zhao CY, Ren JH, Xue CZ, Lin E, 2005. Study on the relationship between soil Se and plant
Se uptake. Plant Soil 277: 197-206.

Zheng S, Zhang M, 2011. Effect of moisture regime on the redistribution of heavy metals in
paddy soil. J Environ Sci 23:434-443.

Zheng W, Wang B, Li X, Wang T, Zou H, Gu J, Yuan Y, Liu X, Bai J, Bian J, Liu Z, 2018.

Zearalenone promotes cell proliferation or causes cell death? Toxins 10, 184,
doi:10.3390/toxins10050184.

28


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191449

V OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

a) podsumowanie dorobku naukowo — badawczego

Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje tacznie 22 oryginalnych prac naukowych
w tym 16 opublikowanych w czasopismach z listy JCR oraz 24 doniesienia konferencyjne
Sumaryczne zestawienie informacji na temat dorobku naukowo-badawczego oraz

wskaznikow dokonan naukowych ujeto w formie tabeli (Tab. 1).

Tabela. 1. Wskazniki dokonan naukowych wg najwazniejszych baz danych (stan na dzien

11.04.2019).

Baza danych
Web of Science* Scopus Google Scholar
Liczba publikacji 16 15 20
Liczba cytowan 105 122 153
H-index 6 6 7
Sumaryczny IF
Impact Factor (IF) - zgodnie z rokiem 29.385

opublikowania (w przypadku publikacji z 2017 i
2018 podano 1F2016)

Sumaryczna ilo$¢ punktéow za publikacje wg

MNiSW 450

Punkty MNiSW przypisano na podstawie
ujednoliconego wykazu czasopism naukowych za lata
2013-2016 nia 26.01.2017

*W basie Web of Science nie uwzgledniona jest praca (C7) co jest zwigzane z btgdnie napisanym nazwiskiem w

publikacji

b) przebieg pracy naukowo - badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Dziatalno§¢ naukowa rozpoczgtam w 2007 roku wraz z podjeciem studiow
doktoranckich w Zaktadzie Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, kierowanego przez prof. dr
hab. Mari¢ Filek na Wydziale Geograficzno-Biologicznym Uniwersytetu Pedagogicznego w
Krakowie. Moje badania stanowity kontynuacj¢ problematyki badawczej podj¢tej przez mnie
w pracy magisterskiej pt.. Wplyw jondéw selenu na przepuszczalnos¢ bton komoérkowych
kalusa pszenicy napisanej pod opieka prof. dr hab. Marii Filek.

Badania, ktére wykonalam w ramach pracy doktorskiej w latach 2007 — 2010,

obejmowaly eksperymenty przeprowadzone dla roslin i zwierzat, poddanych wptywowi stresu
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kadmowego. Obiektem roslinnym byty siewki rzepaku i pszenicy, a zwierzecym - tkanki
myszy (watroba i moézg).
W badaniach tych szczegdlny nacisk potozytam na:
= obserwacje wptywu jonéw kadmu na zmiany fizjologiczne badanych obiektow
= wykazanie roznic w akumulacji kadmu
manalizy aktywacji antyoksydantéw enzymatycznych i nieenzymatycznych (gtownie
kwas askorbinowy)
= okreslenie wpltywu jonéw kadmu na pobieranic mikro- i makroelementéw (badanie
w obiektach roslinnych)
= wyznaczenie parametrow fotosyntezy oraz wilasnosci fizykochemicznych czasteczek
bezposrednio zaangazowanych w aktywacje mechanizméw obronnych chloroplastow

= wykazanie efektu dziatania jonéw selenu w warunkach stresu kadmowego.

Uzyskane wyniki ztozyly si¢ na mojg rozprawg doktorskg zatytutowana: ,,Wptyw kadmu na
mobilizacj¢ mechanizmdéw obronnych roslin i zwierzat”, ktdrg obronitam w maju 2011 roku.
Moj dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora obejmowat: 3 oryginalne publikacje
(B1, B2, B3). Sumaryczna liczba punktéw MNiSW (zgodna z rokiem opublikowania) — 16
oraz 3 komunikaty konferencyjne.

c) przebieg pracy naukowo — badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 19 oryginalnych
publikacji z tego 16 opublikowanych w czasopismach z bazy JCR (faczny IF, zgodny
z rokiem opublikowania — 29.385; sumaryczna liczba punktow MNiSW, zgodnie z rokiem
opublikowania 450. Ponadto, wyniki badan =zostaly zaprezentowane w formie 24
komunikatéw konferencyjnych na konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Sposréd
prac naukowych, opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora, 7 oryginalnych prac weszto

w sktad osiggniecia naukowego, bedacego przedmiotem postepowania habilitacyjnego.

d) kierunki prowadzonych badan nie uwzglednione w osiagnieciu naukowym

Réwnolegle do moich badan przedstawionych w czesci, ktora stanowila podstawe
osiggnigcia naukowego, samodzielnie prowadzitam lub wspotuczestniczylam w prowadzeniu

innych badan naukowych. Profil moich zainteresowan jest ukierunkowany gtoéwnie na
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zagadnienia zwigzane z mechanizmem dzialania nieorganicznych i/lub organicznych
substancji, jako protektantow w warunkach stresowych wywotanych r6znymi czynnikami.
Prowadzone przeze mnie badania koncentruja si¢ wokot nastepujacych zagadnien

naukowych:

Wykorzystanie parametrow charakteryzujgcych membrany lipidowe, jako wskaznikow

tolerancji roslin na stres

Powigzanie  hydrofilowo-hydrofobowych  wlasciwosci  lipidowej  dwuwarstwy
z funkcjonowaniem membran w warunkach zmian rozwojowych jak i stresowych jest od
wielu lat tematem zainteresowania biologdéw. Szczegdlnie waznym problemem badawczym
jest okreslenie modyfikacji struktury membran, ktéra minimalizuje skutki ewentualnych
uszkodzen wywolanych dziataniem oksydacyjnym RFT. Jest to bardzo istotne dla poznania
mechanizmow dziatania czynnikow stresogennych jak i protekcyjnych. Dla zapewnienia
prawidlowego funkcjonowania komorek w warunkach stresowych jednym z waznych
czynnikow jest utrzymanie integralno§ci membran. W pracy C.7 przedstawiono najwazniejsze
dane literaturowe dotyczace modyfikacji skladu lipidow wystepujacych w komorkach
ro$linnych pod wpltywem rdéznych stresorow. Wykazano specyficzno$¢ zmian w obrebie
czg$ci polarnej jak 1 hydrofobowej bton lipidowych u odmian odpornych 1 wrazliwych,
a takze zmian zaleznych od intensywnosci 1 rodzaju stresora. O znaczeniu tych modyfikacji
Swiadczag badania prowadzone dla indywidualnych lipidow w ukladach membran
modelowych. Badania modelowe monowarstw lipidowych (wanna Langmuira) pozwalajg na
precyzyjne okreslenie ich parametrow fizykochemicznych 1 powigzanie tych parametrow
Z roznicami w sktadzie hydrofilowo-hydrofobowym lipidow ekstrahowanych z membran
ro$lin odpornych i wrazliwych hodowanych w warunkach dziatania czynnikéw stresowych.
Te zalezno$ci wazne sg rowniez dla okreslenia mechanizmu oddziatywania z membranami
organicznych i nieorganicznych (np. jony metali) substancji stresogennych. Tematem pracy
(C.4) bylo wykazanie znaczenia sktadu membran w warunkach dzialania stresu niedoboru
wody u ro$lin. Jest to szczegélnie wazne w dobie obecnie postgpujacych zmian
klimatycznych, powodujacych obnizenie poziomu wdd gruntowych. Stres suszy i zasolenia s
czynnikami prowadzacymi do odwodnienia oraz zmian osmotycznych w komorkach roslin.
W badaniach prowadzonych dla 10 odmian pszenic jarych (Banti, Cytra, Jasna, Katoda,

Monsun, Nawra, Parabola, Radunia, Laweta oraz Zadra) porownano efekty biochemiczne
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zwigzane z eksponowaniem na dzialanie suszy wywotanej przez PEG i zasolenia (NaCl).
Podstawa klasyfikacji odmian byly parametry fizjologiczne (obnizenie przyrostu masy,
akumulacja wody). Réznice tych parametréw korelowaty ze zmianami peroksydacji lipidow,
bedacych miarg ilosci RFT generowanych proporcjonalnie do intensywnosci stresora.
Wykazano, ze wyzsza tolerancja na stres suszy jest zwigzana z nizszg peroksydacja lipidow,
ale réwniez z wigksza przepuszczalnos$cia membran, okreslong poprzez wypltyw elektrolitow.
Istotnym parametrem réznicujagcym odmiany byt takze sktad czg¢sci hydrofobowej membran.
Zaobserwowano, ze, w porownaniu do odmian wrazliwych, odmiany bardziej odporne
wykazywaly wigksza stabilno$¢ parametréw charakteryzujacych witasciwosci membran
komoérkowych  tj.  przepuszczalno$¢ oraz sklad kwasow thuszczowych. Zmiany
przepuszczalnosci wigzano z réznicami w akumulacji mikro- i makroelementoéw, ktore
rowniez bylty zalezne od rodzaju stresora (PEG i NaCl). Wykazano zmiany pobierania Mg, Ca
i S w lisciach siewek poddanych dziataniu zarowno stresu suszy jak i zasolenia, natomiast
w obiektach traktowanych NaCl tylko koncentracja K i P byla nizsza. Obnizenie absorbcji
mikroelementow wystepowato u wszystkich odmianach pszenic, przy czym aplikacja PEG
spowodowata znacznie wigksze zmiany poziomu tych pierwiastkow w poréwnaniu do NaCl.
Podsumowaniem tych badan bylo stwierdzenie, ze przepuszczalno§¢ membran 1 skiad
kwasow tluszczowych moze by¢ jednym z istotnych wskaznikéw tolerancji odmian na

warunki stresu suszy.

Regulacja struktury membran przez hydrofilowe i hydrofobowe zwigzki w kontekscie

odpornosci komorek na stresy abiotyczne

Stresy srodowiskowe takie jak migdzy innymi nadmierna ekspozycja na dziatanie ozonu
atakze niska temperatura, stanowiag wazne czynniki limitujace produktywnos$¢ roslin.
W mechanizmach zwigzanych z odpornoscig ro$lin istotng role odgrywaja zmiany
strukturalno-chemiczne membran oraz mozliwo$¢ modyfikacji ich przepuszczalno$ci, ktore sg
warunkowane zar6wno odmianowg tolerancja na stres jak réwniez dziataniem potencjalnych
substancji ochronnych. Wptyw kwasu galusowego (o charakterze hydrofilowym) oraz
tokoferolu (hydrofobowy) badano w aspekcie ich protekcyjnego dzialania na polarne
i niepolarne struktury membran komérkowych (C.8). Kwas galusowy, jako pochodna kwasu
benzoesowego, wykazuje wlasciwosci charakterystyczne dla fenoli oraz kwasow

karboksylowych. Nalezy do grupy polifenoli, ktére wykazuja silne dziatanie
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przeciwutleniajgce oraz zmniejszaja ryzyko wystapienia wielu choréb uktadu krwionosnego
I nowotworow. Tokoferole (a, B, y 1 8), ktore rdznig si¢ obecnoscig i pozycja grup
metylowych na pierScieniu chromanolu naleza do lipofilowych przeciwutleniaczy. Do ich
najwazniejszych wlasciwo$ci mozna zaliczy¢ reakcj¢ wychwytu reaktywnych form tlenu oraz
mozliwo$¢ wygaszenia tlenu singlowego. Warunki stresowe indukowane poprzez 30
minutowa ekspozycje kalusow pszenicy na dzialanie ozonu spowodowaly zmiang sktadu
lipidow bton komdrkowych. Stwierdzono zwigkszenie udziatu frakcji MGDG w pordwnaniu
do pozostatych polarnych frakcji (PL i DGDG) w membranach, co moze stanowi¢ jeden
Z etapoéw dostosowania si¢ do warunkow wywotlanych obecnoscig ozonu. Monogalaktolipidy,
tworzace heksagonalne struktury w dwuwarstwie lipidowe] moga tworzy¢ specyficzne
domeny utrudniajace reakcje RFT z nienasyconymi wigzaniami reszt kwasow tluszczowych.
Suplementacja pozywek zarowno kwasem galusowym jak tokoferolem powodowata wzrost
masy kalusow pszenicy w warunkach in vitro, przy czym najwigkszy efekt wystgpowat, gdy
oba zwiazki byly stosowane jednoczes$nie. Badania modelowe (wanna Langmuira) pozwolity
precyzyjnie  scharakteryzowa¢ parametry fizykochemiczne  warstw  utworzonych
z poszczegdlnych frakcji  lipidowych uzyskanych 2z kalusow poddanych  stresowi.
W obecnosci kwasu galusowego i1 tokoferolu zmiany tych parametréw byly mniejsze. Ze
wzgledu na najwigkszy udziat procentowy frakcji fosfolipidow w budowie membran kalusow,
modyfikacje struktury tych czgsteczek moga stanowi¢ wazny etap w adaptacji komorek do
warunkow stresu ozonowego.

Stwierdzenie, ze brasinosteroidy, steroidy o charakterze hydrofilowo-hydrofobowym,
wykazujg ochronne dziatanie w warunkach stresow srodowiskowych, sktonito do wnikliwych
badan oddzialtywan tych zwigzkéw z membranami komorkowymi (C.9). Brasinosteroidy
(BRs) oprécz zaangazowania w tagodzenie skutkow stresow abiotycznych biora réwniez
udziat w kluczowych procesach fizjologicznych. Mechanizm dziatania BRs taczony jest z ich
pozytywnym wplywem na wydajnos¢ fotosyntezy, rozktad cukrow oraz ekspresje gendw
COR (ang. cold responsive genes). Poza BRs roéwniez inne steroidy takie jak progesteron
(PRO) moga regulowa¢ wzrost, rozw6j i odporno$¢ na stres roslin. PRO to hormon sterydowy
ssakow, wykryty tez w $ladowych ilosciach w komorkach ro$lin, ktory poprzez regulacje
systemu antyoksydacyjnego, moze generowaé wzrost odpornosci na stres. Mechanizmy
dziatania tego hormonu, w szczego6lnosci etapy zwigzane z protekcja przed stresem, nie
zostaly jeszcze poznane. Hormony sterydowe z uwagi na swoj charakter chemiczny lokujg sie
gtownie w hydrofobowej czg¢$ci membran, co wobec zwigkszenia nienasycenia reszt kwasow

tluszczowych lipidéw podczas stresu termicznego, pozwala na powigzanie regulacji
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odpornosci poprzez te hormony z modyfikacjg bton komoérkowych. Badania przeprowadzone
w uktadzie membran modelowych (C.9) pozwolity scharakteryzowa¢ fizykochemiczne
wlasciwos$ci lipidow izolowanych z membran siewek pszenicy hodowanych w réznych
temperaturach oraz wykazac roznice w oddziatywaniach BRs (EBR — 24-epibrasinolid) i PRO
z membranami. Sugerowane jest, ze makromolekuta BR lokuje si¢ w hydrofobowej czesci
struktury membrany, natomiast PRO, o wigkszej polarno$ci, w wigkszym stopniu jest
usytuowany w hydrofilowej cze$ci warstwy lipidow. Te rézne oddziatywania BR i PRO
Z biwarstwg lipidowg prowadza do zmian sztywnos$ci/plynnosci membrany, waznego
parametru w warunkach stresu niskiej temperatury. Konsekwencja modyfikacji wtasciwosci
membran moze by¢ zwigkszenie mozliwosci adsorpcji specyficznych substancji, waznych dla
zachowania stabilno$ci membran.

Badania wskazujace na dzialanie antyoksydacyjne Se w warunkach stresowych sktonity
do przeprowadzenia eksperymentow w celu wykazania potencjalnego znaczenia
biofortyfikacji selenem w ochronie roslin (C.6). Wykorzystanie precyzyjnych technik
analitycznych (spektrometria mas sprz¢zona z plazma wzbudzang indukcyjnie - ICP-MS
(ang. inductively coupled plasma — mass spectrometry) oraz spektrometria emisyjna ze
wzbudzeniem plazmowym — ICP OES (ang. inductively coupled plasma - optical emission
spectrometry) pozwolito ustali¢ st¢zenia selenu oraz mikro- i makroelementow w tkankach
pszenicy bedacej w réznych fazach rozwoju.

Wykazano, ze Se jest absorbowany w lisciach pszenicy zaré6wno w fazie rozwoju
wegetatywnego jak i generatywnego a takze w nasionach. W stadium wegetatywnym nie
stwierdzono znaczacych, stymulowanych selenem, zmian w akumulacji takich mikro-
i makroelementow jak Ca, Mg, K, S, P, Fe, Se, Mn, Cu, Zn, i Mo (w poréwnaniu z kontrolg).
Natomiast w stadium generatywnym odnotowano wzrost akumulacji Mo 1 S w lisciach,
atakze wzrost stezenia S 1 Cu w korzeniach. Interesujacym wynikiem bylo wykazanie,
proporcjonalnego do stezenia w pozywkach hodowlanych, gromadzenia si¢ Se w nasionach.
Te zalezno$ci pomiedzy biofortyfikacja selenem a jego zawarto$ciag w nasionach moga miec
wazny aspekt aplikacyjny przy wyborze stezen Se, jako mikroelementu naturalnie
wprowadzanego do produktow spozywczych. W pracy (wystanej do Journal of the Science of
Food and Agriculture) analizowano zalezno$ci pomigdzy indukowang Se modyfikacja
akumulacji mikro- i makroelementéw, a zmianami zawarto$ci cukrow, oraz mozliwoscig
inicjacji mechanizmow obronnych poprzez tzw. pulapkowanie RFT w centrach cukrowych.
Eksperymenty przeprowadzone dla trzech rodzajow zboz réznigcych si¢ odpornoscia na stres

oksydacyjny wykazaty, Zze obecnos¢ selenu w tkankach wptywala na synteze weglowodanow,
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a zmiany zawartosci cukrow ujemnie korelowaly z wytwarzaniem rodnikow organicznych
(badania technikg elektronowego rezonansu paramagnetycznego - EPR).

Wigksze pobieranie Se u genotypu wrazliwego na stres stymulowato pobieranie mikro-
i makroelementoéw, ale ich translokacja byla zalezna od tkanki i genotypu. Dla lisci
generatywnych stwierdzono dodatnie korelacje akumulacji Se z prawie wszystkimi
analizowanymi pierwiastkami. Interesujacym rezultatem byto wykazanie zwigkszonego,
wobecnosci  Se, pobierania molibdenu (Mo). Pierwiastek ten poprawia wlasciwosci
dietetyczne ziaren, co moze stanowi¢ dodatkowa zaletg¢ biofortyfikacji Se. Odnotowano
rowniez, ze indukowane przez Se réznice w ilosci jonow Mn i1 Fe mogg by¢ jednym

z czynnikow odpowiedzialnych na mniejszg tolerancj¢ roslin na stres oksydacyjny.

Mechanizmy  toksycznego dziatania zearalenonu, oraz poszukiwanie potencjalnych

protektantow

Badania modelowe membran stanowig wazny uktad doswiadczalny pozwalajacy ustali¢
szczegbly mechanizmu protekcyjnego dziatania jonow selenu w warunkach stresu
wywotanego obecnoscig mykotoksyny (zearalenon) (C.10, C.12). Pomiary (C.10) (wanna
Langmuira) przeprowadzone dla  frakcji  lipidow (PL-  fosfolipidy, DGDG-
digalaktozylodiacyloglicerol i MGDG - monogalaktozylodiacyloglicerol) izolowanych
z komorek pszenicy hodowanych in vitro w obecnosci ZEA wykazaty zmiany struktury tych
lipidow w stosunku do kontroli. Obecnos¢ Se (w dawkach niestresujacych) w pozywkach
hodowlanych istotnie niwelowala zmiany wlasciwosci fizykochemicznych lipidow
spowodowanych aplikacja ZEA. Precyzyjne badania modelowe fosfolipidow o $cisle
zdefiniowanej budowie chemicznej czesci hydrofilowej i hydrofobowej wykazaty, ze ZEA,
jako czasteczka zawierajaca grupy polarne oraz hydrofobowe pier§cienie, moze lokalizowa¢
si¢ w membranie lipidowej. Jego lokalizacja w czg$ci polarnej warstwy lipidowej wynika
Z mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych, w ktore zaangazowane sg grupy: hydroksylowa,
ketonowa lub laktonowa ZEA. Natomiast niepolarne oddzialywania van der Waalsa
pomigdzy tancuchami kwasow ttuszczowych lipidow i pierscieniami weglowodorowymi ZEA
stabilizujag obecno$¢ ZEA w hydrofobowej czesci monowarstwy. Wykazano, ze protekcyjna
funkcja jonow Se, aplikowanych jako aniony Se04” polega na reorganizacji molekul wody
wokot czesci polarnych lipidow, z utworzeniem struktur uniemozliwiajgcych wnikanie ZEA

do warstwy lipidowej.
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W poszukiwaniu natywnych substancji ochronnych przeciwko dziataniu ZEA wytypowano
jony manganu. Znaczenie Mn, gltownie jako elementu wystgpujacego, jako koenzym w
centrum aktywnym MnSOD - stanowito wazng przestanke w wyborze tej substancji. Ponadto,
jako kation, mégt on w wigkszym stopniu oddziatywa¢ z ujemnie natadowanymi polarnymi
cze$ciami lipidow niz jony Se (podawane jako aniony). Poniewaz zearalenon, wchlaniany w
warunkach naturalnych przez komorki, jest metabolizowany do a-zearalenolu i a-zearalanolu,
wykonano badania dotyczace oddziatywan tych pochodnych ZEA 2z modelowymi
membranami. W cksperymentach przeprowadzonych dla komoérek pszenicy in vitro
wykazano, ze zearalenon wywoluje najwickszy, a a-zearalanol najmniejszy wplyw na
przebieg reakcji fizjologicznych, ocenianych poprzez obserwacje zmian w przyros$cie masy
kalusow. Zrdéznicowanie efektow stresogennych zostalo potwierdzone przez zmiany
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych. Mn dodany do kazdej z toksyn minimalizowat
fizjologiczne (zmniejszenie przyrostu masy) oraz biochemiczne (aktywno$¢ enzymow)
dziatanie ZEA i jego pochodnych. Modyfikacje parametrow fizykochemicznych modelowych
membran (wanna Langmuira), zostalty dodatkowo uwidocznione w obrazach uzyskanych
metoda mikroskopii kata Brewstera (BAM). Potwierdzono, Zze monowarstwy utworzone
z fostatydylocholiny, podstawowego lipidu natywnych blon komdrkowych, s3 w znacznym
stopniu  modyfikowane obecnoscig zearalenonu i jego pochodnych. Wielko$¢ zmian
wywotanych dziataniem badanych toksyn mozna uszeregowaé w kolejnosci: zearalenol> a-
zearalenol> a-zearalanol. Wykazano rowniez, ze obecno$¢ pojedynczych wigzan o wyzszym
stopniu swobody w czasteczce a-zearalanolu, zamiast podwojnych wigzan typowych dla ZEA
1 a-zearalenolu byla prawdopodobnie przyczyng najstabszego oddzialywania tej toksyny
Z monowarstwa lipidowa. Obecno$¢ kationdéw Mn stabilizowata polarng cze§¢ membran
i modyfikowata ich interakcje z toksynami, co hamowato wnikanie toksyn do wewngtrznych
(hydrofobowych) cze$ci membran. Efekt ten, szczegdlnie wyrazny dla zearalenonu 1 a-
zearalenolu, byt przypuszczalnie waznym etapem protekcyjnego dziatania Mn. Mechanizm
ochronnego dzialania kationéw (jony Mn) w warunkach stresu ZEA jest tematem pracy, ktora
jest obecnie w recenzji (wystana do Scientific Reports).

Protekcyjne dziatanie organicznych molekut (brasinosteroidy) w stresie wywotanym
ZEA bylo tematem pracy C12. Eksperymenty wykonane w kulturach in vitro pszenicy
odmiany odpornej i wrazliwej potwierdzily zmniejszenie wnikania ZEA do komorek
hodowanych w obecno$ci EBR. Zaréwno eliminacja ZEA jak i absorpcja BR (analizy

technikg HPLC) z/do komorek bylta zalezna od zdolnos$ci odmian do tolerancji stresu
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oksydacyjnego. Jak wykazano wczes$niej, zréznicowanie tolerancji na czynniki stresogenne
jest $cisle uwarunkowane sktadem lipidowym membran, zatem fizykochemiczne whasciwosci
membran s3 istotne dla mechanizmu pobierania zaréwno toksyn jak i substancji
protekcyjnych. W pracy wyznaczono zaleznosci ilosciowe pomiedzy,akumulacjg toksyny
a generowaniem  stresu oksydacyjnego (okreslonego przez aktywacje enzyméw
antyoksydacyjnych oraz syntez¢ osmoprotektantoéw). Metabolizm BR, zaabsorbowanego
w komorkach byl rézny dla odmiany odpornej i wrazliwe;j.

Antyoksydacyjne mechanizmy dziatania EBR i Se aktywowane w warunkach stresu
oksydacyjnego badano technikq EPR (C.11). Technika ta pozwala na okreslenie efektow
zwigzanych ze zmiang warunkow redoks uktadu, a w szczegdlnosci utleniania/redukcji jonow
paramagnetycznych w obecnosci nadmiaru RFT. Obecnie prowadzone badania wykazaty, ze
wyznaczona ta metodg ilo$¢ rodnikéw organicznych (tzw. dtugo-zyjacych) lokalizowanych
gléwnie na grupach cukrowych, moze stanowi¢ jeden 2z naturalnych sposobow
,unieczynnienia” reaktywnych rodnikow. W badaniach przeprowadzonych dla kietkujacych
nasion odmiany odpornej i wrazliwej wykazano, ze obecno$¢ jonéw Se a takze EBR
zmniejsza ilosci RFT, generowanych w obecnosci ZEA u obu odmian. Jednak mechanizmy

dziatania obu protektantow sg rézne.
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