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Wykaz stosowanych skrotow

8,13-diHODE

4-HNE

9-HODE

13-HODE

9-HOTYE

12-HOTrE

13-HOTrE

16-HOTrE

9-HPODE

13-HPODE

9-HPOTIE

13-HPOTTrE

13-0ksoODE

Acetylo-Co A

AlaAT

APX

ASA

kwas 8,13-dihydroksyoktadekadienowy
(ang. 8,13-dihydroxy octadecanoic acid)

4-hydroksynonenal
(ang. 4-hydroxynonenal)

kwas 9-hydroksyoktadekadienowy
(ang. 9-hydroxy octadecadienoic acid)

kwas 13-hydroksyoktadekadienowy
(ang. 13-hydroxy octadecadienoic acid)

kwas 9-hydroksyoktadekatrienowy
(ang. 9-hydroxy octadecatrienoic acid)

kwas 12-hydroksyoktadekatrienowy
(ang. 12-hydroxy octadecatrienoic acid)

kwas 13-hydroksyoktadekatrienowy
(ang. 13-hydroxy octadecatrienoic acid)

kwas 16-hydroksyoktadekatrienowy
(ang. 16-hydroxy octadecatrienoic acid)

kwas 9-hydroperoksyoktadekadienowy
(ang. 9-hydroperoxy octadecadienoic acid)

kwas 13-hydroperoksyoktadekadienowy
(ang. 13-hydroperoxy octadecadienoic acid)

kwas 9-hydroperoksyoktadekatrienowy
(ang. 9- hydroperoxy octadecatrienoic acid)

kwas 13- hydroperoksyoktadekatrienowy
(ang. 13- hydroperoxy octadecatrienoic acid)

kwas 13-okso-oktadekadienowy
(ang. 13-oxo octadecadienoic acid)

acetylo-koenzym A
(ang. acetylo-coenzyme A)

aminotransferaza alaninowa
(ang. alanine aminotransferase)

peroksydaza askorbinianowa
(ang. ascorbate peroxidase)

askorbinian, forma zredukowana
(ang. ascorbic acid)



AspAT

CAT

Cu/Zn-SOD

Cykl AsA-GSH

DAB

DBI

DHA

DHAR

Fe-SOD

GDH

GOGAT

GPOX

GR

GS

GSH

GSH-Px

GSSG

GST

aminotransferaza asparaginianowa
(ang. aspartate aminotransferase)

katalaza
(ang. catalase)

miedziowo-cynkowa dysmutaza ponadtlenkowa
(ang. Cu/Zn superoxide dismutase)

cykl askorbianian-glutation
(ang. acorbate-glutathione cycle)

3,3’- diaminobenzydyna
(ang. 3,3’- diaminobenzidine)

indeks wigzan podwdjnych
(ang. double bound index)

dehydroaskorbinian, forma utleniona AsA
(ang. dehydroascorbic acid)

reduktaza dehydroaskorbinianowa
(ang. dehydroascorbate reductase)

zelazowa dysmutaza ponadtlenkowa
(ang. Fe superoxide dismutase)

dehydrogenaza glutaminianowa
(ang. glutamate dehydrogenase)

syntaza glutaminianowa
(ang. glutamate synthase)

peroksydaza oznaczana wobec guajakolu
(ang. guaiacol peroxidase)

reduktaza glutationowa
(ang. glutathione reductase)

syntetaza glutaminowa
(ang. glutamine synthetase)

glutation, forma zredukowana
(ang. glutathione)

peroksydaza glutationowa
(ang. glutathione peroxidase)

disulfid glutationu, forma utleniona GSH
(ang. glutathione disulfide)

S-transferaza glutationowa
(ang. glutathione S-transferase)



LDS

LH

LOOH

LOX

MDA

MDHA

MDHAR

Mn-SOD

NAD(P)* /INAD(P)H

NBT

NiR

NR

PA

PAL

PC

PE

PG

Pl

syntaza diolu kwasu linolowego
(ang. linoleate diol synthase)

wielonienasycony kwas thuszczowy
(ang. polyunsaturated fatty acid)

wodoronadtlenki kwasow tluszczowych
(ang. fatty acid hydroperoxides)

lipoksygenaza
(ang. lipoxygenase)

dialdehyd malonowy
(ang. malondialdehyde)

monodehydroaskorbinian
(ang. monodehysroascorbate)

reduktaza monodehydroaskorbinianowa
(ang. monodehydroascorbate reductase)

manganowa dysmutaza ponadtlenkowa
(ang. Mn superoxide dismutase)

(fosforan) dinukleotydu nikotynamidoadeninowego,
utleniona/forma zredukowana
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate)

biekit tetrazoliowy
(ang. nitro blue tetrazolium)

reduktaza azotynowa
(ang. nitrite reductase)

reduktaza azotanowa
(ang. nitrate reductase)

kwas fosfatydowy
(ang. phosphatidic acid)

amoniakoliaza L-fenyloalaniny
(ang. phenylalanine ammonia-lyase

fosfatydylocholina
(ang. (phosphatidylcholine)

fosfatydyloetanoloamina
(ang. phosphatidylethanolamine)

fosfatydyloglicerol
(ang. phosphatidylglycerol)

fosfatydyloinozytol
(ang. phosphatidylinositol)

forma



POX

PSI/PSII

QY

RFT

S.m.

SOD

SPOX

Sw.m.

peroksydaza
(ang. peroxidase)

fotosystem I/fotosystem |1
(ang. photosystem I/11)

wydajno$¢ kwantowa fotouktadu I1
(ang. quantum yield)

reaktywne formy tlenu
(ang. reactive oxygen species)

sucha masa

dysmutaza ponadtlenkowa
(ang. superoxide dismutase)

peroksydaza oznaczana wobec syringaldazyny

(ang. syringaldazine peroxidase)

swieza masa
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/rédia finansowania badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej

e Projekt pt. ,Badanie mechanizméw toksycznego dziatania niklu na siewki ogorka
i proby jego obnizenia poprzez zastosowanie krzemu” w ramach dotacji na
finansowanie dziatalnos$ci polegajacej na prowadzeniu badan naukowych lub prac
rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych stluzacych rozwojowi mtodych naukowcow
oraz uczestnikow studiow doktoranckich, realizowany w Katedrze Fizjologii
i Biochemii Roslin UL w roku 2018. Kod projektu: B1811000001815.02

e Projekt pt. ,,Wplyw niklu na wybrane enzymy zwigzane z metabolizmem azotu
w lisciach siewek ogorka” w ramach dotacji na finansowanie dziatalno$ci polegajace;j
na prowadzeniu badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych
stuzgcych rozwojowi mtodych naukowcow oraz uczestnikoéw studiow doktoranckich,
realizowany w Katedrze Fizjologii i Biochemii Ros$lin UL w roku 2019.
Kod projektu: B1911000002133.02
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1. Wstep

Obecnie, zarowno z powodu dziatalnosci antropogenicznej cztowieka, czy tez z przyczyn
naturalnych skazenie srodowiska powoduje powazne zaburzenia w ekosystemach i wplywa
znaczaco na sektor rolniczy. Wsrdéd najwickszych zagrozen dla $rodowiska naturalnego
I organizmow zywych znajduja si¢ metale cigzkie, czyli metale o gestosci przekraczajacej
5gcm3. Naleza do nich m.in. Cd, Cu, Pb, Hg, Zn, Cr, Ni. Ze wzgledu na ich szerokie
zastosowanie w rdéznych szlakach technologicznych i przemystowych oraz do produkeji
nawozow czy pestycydow zanieczyszczenie metalami cigzkimi stanowi wcigz narastajacy
problem ekologiczny. Cze¢s¢ z nich w odpowiednich dawkach jest niezbedna dla prawidtowego
wzrostu 1 rozwoju roslin petnigc istotne funkcje w przebiegu procesow fizjologicznych
I biochemicznych. Do tej grupy naleza np. Cu, Zn, Ni zaklasyfikowane do mikroelementow.
Natomiast metale takie jak Cd, Pb, Hg nie pelnig w roslinach zadnych znanych funkc;ji.
Wszystkie metale cigzkie w podwyzszonych st¢zeniach, przekraczajacych granice tolerancji,
wywoluja u roélin redukcj¢ wzrostu i inne efekty toksyczne wynikajace z ich
wielokierunkowego negatywnego dziatania na strukture i funkcjonowanie tych organizméw.
Rosliny ze wzgledu na brak mozliwos$ci ruchu sg szczego6lnie narazone na niekorzystne warunki
srodowiska, w tym obecne w glebie metale ci¢zkie. Metale cigzkie stanowig rowniez powazne
zagrozenie dla zdrowia cztowieka poniewaz wykazujg dziatanie cytotoksyczne, mutagenne
| stanowig tym samym przyczyn¢ wielu powaznych chorob, w tym nowotworow. Chociaz za
najwazniejsze drogi przedostawania si¢ metali do organizmu czlowieka uznaje si¢ wnikanie
przez drogi oddechowe i skore, istotnym ich zrédtem mogg by¢ rowniez ros§liny uprawiane na

glebach skazonych metalami cigzkimi [Tiwari i Lata, 2018].

1.1. Nikiel

Nikiel jest 22 pierwiastkiem najliczniej wystgpujacym w skorupie ziemskiej i stanowi
0,008% jej powierzchni [Shahzad i wsp., 2018]. Obecny w $rodowisku Ni moze mieé
pochodzenie naturalne, cho¢ w wigkszym stopniu pochodzi on ze zrédet antropogenicznych.
Glownym naturalnym zrodiem Ni sg gleby serpentynowe wyksztalcone na skatach
ultramaficznych (magmowych), ktore zawieraja naturalnie wysokie st¢zenie Ni, zwykle
w zakresie 0,1% - 3%. Nikiel dostaje si¢ do gleby oraz wod powierzchniowych glownie
W wyniku procesu wietrzenia skat. St¢zenie Ni w glebie i wodach powierzchniowych naturalnie

zanieczyszczonych tym pierwiastkiem wynosi odpowiednio okolo 100 mg kg? oraz
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0,005 mg dm™. W glebach zanieczyszczonych w wyniku dziatalno$ci cztowieka zawarto$é Ni
jest 20 - 30-krotnie wyzsza [He i wsp., 2012]. Antropogenicznymi zréodtami Ni sg m.in.:
wydobycie metali, hutnictwo, gornictwo, spalanie paliw kopalnych do celow energetycznych,
emisja spalin z pojazdow, sktadowanie odpadow komunalnych i przemystowych, produkcja
nawozow i pestycydow oraz przemyst cementowy. Nikiel jest szeroko stosowany jako surowiec
w przemysle metalurgicznym oraz galwanotechnicznym, jako katalizator w przemysle
spozywczym oraz chemicznym, a takze jako sktadnik akumulatoréow elektrycznych [Chen
i wsp., 2009; Shahzad i wsp., 2018; Hassan i wsp., 2019]. Nikiel moze wystepowaé¢ w kilku
stopniach utlenienia (od -1 do +4), jednak najczestsza forma wystepowania tego metalu
w uktadach biologicznych jest +2 stopien utlenienia [Sreekanth i wsp., 2013].

1.1.1. Pobieranie, transport i translokacja niklu

Pobieranie Ni przez rosliny odbywa si¢ gtownie przez system korzeniowy na drodze dyfuzji
biernej oraz transportu aktywnego [Seregin i Kozhevnikova, 2006]. Stosunek wychwytu jonow
na drodze dyfuzji biernej i transportu aktywnego zmienia si¢ w zalezno$ci od gatunku rosliny,
formy Ni oraz jego stezenia w podlozu [Chen i wsp., 2009; Hassan i wsp., 2019].
Rozpuszczalne zwigzki Ni moga by¢ absorbowane przez system transportu kationow. Wychwyt
Ni**jest hamowany konkurencyjnie przez Cu®" oraz Zn>"co moze sugerowac, ze wszystkie trzy
jony metali sg pobierane przez ten sam system transportowy. Ponadto Ni** moga by¢ rowniez
absorbowane do rogliny przez system transportu Mg>", ze wzgledu na podobny stosunek
wielkosci obu metali do ich tadunku. Jednakze Mg2+ nie wykazuje hamujacego wptywu na
pobieranie Ni**. W roélinach mozliwy jest rowniez wtorny transport aktywny schelatowanego
Ni*'w polaczeniu z biatkami, specyficznie wigzacymi Ni*™ takimi jak metalotioneina,
metalochaperony. Uwaza si¢, ze kompleksy metal-chelat sg bezposrednio absorbowane przez
komorki korzenia, po czym albo nastepuje dysocjacja metalu z liganda wewnatrz komorek
korzenia i metal jest wychwytywany przez ro$ling, albo kompleks jest transportowany przez
plazmoleme w korzeniach [Shahzad i wsp., 2018]. Natomiast nierozpuszczalne zwigzki Ni
dostajg si¢ do komorek roslinnych gtownie poprzez endocytoze [Ahmad i Ashraf, 2011].
Stopien pobierania Ni przez rosliny jest uzalezniony od kilku czynnikéw, m.in. st¢Zenia Ni**
w glebie, metabolizmu rosliny, obecnosci innych metali, sktadu materii organicznej czy pH
gleby [Chen i wsp., 2009]. Wérdéd wymienionych najwazniejszym czynnikiem decydujacym

0 rozpuszczalnosci Ni jest pH gleby, a to z kolei determinuje dostepnos$¢ niklu dla roslin,
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poniewaz w kwasnym pH Ni staje si¢ bardziej mobilny [Ahmad i Ashraf, 2011]. Nikiel jest
transportowany od korzeni do pedéw, a nastgpnie do lisci strumieniem transpiracyjnym przez
ksylem [Chen i wsp., 2009]. Ze wzgledu na duzg mobilno$¢ moze by¢ przenoszony ze starszych
do mtodszych lisci, a takze innych czesci roslin jak paki, owoce 1 nasiona za posrednictwem
tyka. Wykazano, ze Ni moze by¢ pobierany nie tylko przez korzenie, ale takze przez liscie.
Sajwan i wsp. [1996] wykazali, ze ponad 37% zaaplikowanego na licie Ni zostalo przeniesione
do innych czesci roslin, takich jak korzen, todyga i nasiona. Ni jest transportowany w roslinie
glownie w postaci kompleksu Ni-ligand [Hassan i wsp., 2019]. Ligandami dla tego metalu
moga by¢ nikotianamina, histydyna oraz kwasy organiczne, m.in. kwas cytrynowy i jabtkowy,
pehigce funkcje wewnatrzkomoérkowych chelatorow. Wiaza one Ni w cytozolu w celu

transportu, translokacji badz akumulacji w obrgbie rosliny [Chen i wsp., 2009]. Transport

wolnych jonow Ni*" z korzeni do pedow jest powaznie utrudniony, poniewaz komorki ksylemu
maja wysoka zdolno$¢ wymiany kationéw, co utrudnia mobilno$é Ni [Briat i Lebrun, 1999].
Szacuje si¢ u roslin nie bedacych hiperakumulatorami wigkszos$¢ tego pierwiastka pobranego
przez rosling zatrzymywana jest w systemie korzeniowym [Cataldo i wsp., 1978]. Moze to
wynika¢ z sekwestracji Ni w miejscach wymiany kationdw $cian naczyn, migzszu ksylemu oraz
unieruchomienia go w wakuolach korzenia [Seregin i Kozhevnikova, 2006]. Co wigcej, ponad
80% pobranego przez rosling Ni zatrzymywane jest w wigzce przewodzacej, podczas gdy
niecate 20% wystepuje w obszarze korowym [Hassan i wsp., 2019]. W lisciach akumuluje si¢
glownie na brzegu blaszki, komorkach mezofilu oraz w epidermie w poblizu nerwu gtownego.
Wykazano, ze liscie starsze akumuluja Ni w wigkszym stopniu niz miodsze. Natomiast
w todygach odwrotnie, wigksza akumulacja Ni wystepuje w mtodych pedach [Shahzad i wsp.,
2018].

1.1.2. Korzystny wptyw niklu na rosliny

Nikiel jest uwazany za pierwiastek niezb¢dny do wzrostu i rozwoju ro$lin, w niskim stezeniu
(0,05-10 mg kg* suchej masy). Stanowi wazny mikrosktadnik pokarmowy roslin ze wzgledu
na rozne funkcje biologiczne. Jego deficyt zaburza rozwdj roslin, ogranicza ich wzrost,
powoduje szybsze starzenie si¢ i utrudnia pobieranie zelaza. Niedobor Ni powoduje chloroze
mtodych lisci i prowadzi do martwicy wierzchotkow pedow. Nikiel odgrywa rowniez wazng

role w syntezie fitoaleksyn [Hassan i wsp., 2019].

Nikiel stanowi centrum aktywne ureazy, ktora katalizuje reakcje hydrolizy mocznika,

w wyniku ktorej powstaje amoniak oraz karbaminian. Karbaminian jest niestabilny i ulega
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rozktadowi do amoniaku oraz kwasu weglowego [Watt i Ludden, 1999]. Wykazano, ze u roslin
nawozonych mocznikiem niedobdr Ni zmniejsza aktywno$¢ ureazy, co prowadzi do zaburzenia
metabolizmu azotu 1 akumulacji toksycznego mocznika w pedach roslin. Taka akumulacja
mocznika moze powodowac¢ nekrozy i chloroz¢ wierzchotkoéw pedow 1 starszych lisci
[Gerendas i Sattelmacher, 1999; Hassan i1 wsp., 2019]. Stwierdzono, ze dodatek Ni znaczaco
zwigkszal produkcj¢ suchej masy roslin uprawianych z dodatkiem mocznika [Gerendas

i Sattelmacher, 1999].

Nikiel znajduje si¢ takze w centrum aktywnym hydrogenazy, ktora katalizuje odwracalna

reakcje¢ utleniania wodoru czasteczkowego:

hydrogenaza _
, e———— 2H* + 2e

Wiazanie azotu w ros$linach straczkowych zalezy od aktywnos$ci hydrogenazy, poniewaz
utlenianie wodoru dostarcza ATP niezbednego do redukcji azotu do amoniaku, natomiast
niedobor Ni znacznie zmniejsza aktywnos$¢ hydrogenazy [Hassan i wsp., 2019]. Objawy
niedoboru stwierdza si¢ najczgsciej u roslin motylkowych, ktéore zyja w symbiozie
z mikroorganizmami wiazacymi azot atmosferyczny. W ro$linach strgczkowych niedobor Ni
powoduje uszkodzenia li§ci oraz ogranicza wzrost korzeni i rozw0j brodawek korzeniowych
[Hassan i wsp., 2019]. Mikroorganizmy wigzace azot wymagaja Ni do przetwarzania gazowego

wodoru wytwarzanego podczas wigzania N, [He i wsp., 2012].

Wykazano, ze Ni jest rowniez sktadnikiem innych metaloenzymow jak dehydrogenaza tlenku
wegla, glioksalaza I, deformylaza peptydowa, syntaza acetylo-S-koenzymu A, reduktaza
metylokoenzymu M i dysmutaza ponadtlenkowa zawierajgca Ni (NiSOD). Ni jest wlaczany do
centrum aktywnego enzymu poprzez koordynacje¢ z otaczajagcymi ligandami, takimi jak

histydyna oraz cysteina [He i wsp., 2012].

1.1.3. Toksyczny wptyw niklu na rosliny

Mimo korzystnego wptywu w matych ilosciach, zbyt wysokie stezenia Ni s3 toksyczne,
aw roslinach czgsciej wystepuje nadmiar Ni niz jego niedobdr. Toksyczne stezenie Ni
w roslinach skutkuje m.in. zahamowaniem wzrostu, a takze wystepowaniem takich objawow
jak chlorozy, nekrozy, wiedniecie. Powoduje zaburzenia podstawowych procesow jak
fotosynteza, zaklocenie gospodarki mineralnej czy zmiany strukturalne i morfologiczne

w roslinach. Toksyczne dziatanie Ni wynika m in. z jego zdolnosci do zastgpowania innych
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jonow metali w biatkach strukturalnych i enzymatycznych, a takze z silnego wigzania si¢ ze
zwigzkami zawierajacymi atomy O, N oraz S. Nikiel ma stosunkowo wysokie powinowactwo
do grup sulthydrylowych i wigzan disiarczkowych, dzieki czemu moze powodowac
uszkodzenie drugorzedowej struktury biatek, a tym samym powodowac inaktywacje enzymow
prowadzac do zaburzen réznych szlakow metabolicznych [He 1 wsp., 2012; Harasim i Filipek,
2015]. Istnieje takze wiele dowoddw na to, ze Ni zaburza podstawowy metabolizm roslin w tym
metabolizm azotu, o czym $wiadczg zmiany w zawarto$ci jonow oraz aktywnosci enzymow
zaangazowanych w gospodarke azotowg roslin [He i wsp., 2012].

Uwaza si¢ ze fitotoksycznos$¢ Ni w duzym stopniu jest zwigzana z wywotywaniem przez ten
metal stresu oksydacyjnego. Mimo iz jest pierwiastkiem o niskiej aktywnosci
oksydoredukcyjnej wykazano, ze moze generowac stres oksydacyjny, na co wskazuje obecnos¢
uszkodzonych oksydacyjnie makroczasteczek takich jak lipidy. Stwierdzono takze zwigkszone
generowanie RFT oraz zmiany w aktywno$ci enzymoéw  antyoksydacyjnych

I nieenzymatycznych antyoksydantéw [Chen i wsp., 2009; Sreekanth i wsp., 2013].

1.1.3.1. Wptyw niklu na wzrost, strukture i morfologie

Nikiel w wysokich stezeniach ma negatywny wptyw na kietkowanie nasion i wzrost siewek.
Indukowane przez Ni hamowanie kietkowania i wzrostu moze wynika¢ ze zmniejszonej
syntezy biatek oraz negatywnego wplywu na enzymy odpowiedzialne za mobilizacj¢ rezerw
pokarmowych z bielma li§cieni [Ahmad i Ashraf, 2011]. Nikiel hamuje wzrost wydtuzeniowy
pedoéw 1 korzeni z powodu zmniejszenia tempa procesow metabolicznych, redukcji podziatlow
komorkowych a takze obnizenia plastyczno$ci §ciany komoérkowej prawdopodobnie przez
bezposrednie wigzanie z pektynami i promowanie aktywno$ci peroksydaz w $cianach

komorkowych i przestrzeniach migdzykomorkowych [Seregin i Kozhevnikova, 2006].

Czestymi objawami toksycznosci Ni sg chlorozy oraz plamy nekrotyczne. Takie chlorozy moga
wynikaé z zaktocania przez ten metal metabolizmu chlorofilu [Seregin i Kozhevnikova, 2006;
Chen i wsp., 2009].

Oproécz redukcji wzrostu metale cigzkie moga wywotywaé zmiany w morfologii i anatomii
roslin. W lisciach kapusty warzywnej traktowanie Ni spowodowato zmniejszenie przestrzeni
miedzykomoérkowych, a takze rozmiarow komoérek migkiszu palisadowego i1 gabczastego.
W lisciach pszenicy Ni spowodowal zmniejszenie grubosci mezofilu, spadek wielkosci wigzek

naczyniowych i $rednicy naczyn w gtoéwnych i1 bocznych wigzkach naczyniowych, a takze
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zmniejszenie szerokosci komorek skorki. Nikiel moze powodowaé zaburzenia w mitozie
I aberracje chromosomowe, takie jak metafazy C, lepkie chromosomy i mostki
chromosomowe. Natomiast komorki miedzyfazowe moga zawiera¢ mikrojadra [Sreekanth

i wsp., 2013].

1.1.3.2 Wplyw niklu na gospodarke mineralng

Jednym z mechanizmoéw toksycznos$ci metali cigzkich jest zmniejszenie pobierania kationéw
I anionow przez korzenie roslin. Nikiel ma cechy podobne do innych pierwiastkow
niezbednych takich jak Ca, Mg, Mn, Fe, Cu oraz Zn, dlatego moze konkurowa¢ z nimi
W procesach absorpcji 1 transpiracji. Przy wysokim stezeniu Ni moze hamowac¢ ich pobieranie

I w rezultacie prowadzi¢ do wystapienia ich niedoboru w roslinach [Chen i wsp., 2009].

1.1.3.3. Wptyw niklu na fotosynteze

Wplyw Ni na przebieg procesu fotosyntezy dotyczy réznych jego aspektéw. Negatywny wptyw
Ni na fotosyntez¢ zwiazany jest z obnizeniem zawarto$ci chlorofilu, zmieniong strukturg
chloroplastow, a takze zaburzeniami w przebiegu fazy jasnej i ciemnej fotosyntezy. Pod
wplywem wysokiego stezenia Ni moze nastgpic¢ uszkodzenie struktury gran i btony tylakoidow
badz ich deformacja, zmniejszenie ilosci gran 1 tylakoidow, a takze spadek wielkosci 1 ilosci
chloroplastow [Sreekanth i wsp., 2013; Hassan i wsp., 2019]. Nikiel wptywa redukujaco na
pule chlorofilu, co moze wynika¢ z obnizonej biosyntezy tego barwnika na skutek zmniejszonej
iloéci pobieranych przez rosliny jonéw Fe?"oraz Mg®". Obnizenie stezenia chlorofilu moze
rowniez wynika¢ ze zwigkszonej aktywnosci chlorofilazy, co skutkuje zwigkszong jego

degradacja [Szymanska i Matraszek, 2005].

Nikiel moze hamowaé przebieg fazy jasnej fotosyntezy poprzez zaburzenie transportu
elektronéw. Nikiel moze oddziatywaé¢ hamujaco na transport elektronéw z feofityny przez
plastochinon QA i Fe do plastochinonu QB poprzez zmiang struktury tych nos$nikéw, badz
bialek wchodzacych w skfad ich centrum reakcji. Nastgpuje rowniez zmniejszenie zawartosci
cytochromow by | bssg oraz ferredoksyny i plastocyjaniny, co w efekcie obniza wydajnosé
transportu elektronow. Nikiel wptywa przede wszystkim na fotosystem II (PSII) i tam si¢
akumuluje w znacznie wigkszych ilosciach niz w fotosystemie 1 (PSI). [Drazkiewicz

I Baszynski, 2010].
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Wywolane obecno$cia Ni zakldcenie przebiegu fazy ciemnej fotosyntezy wigze si¢
Z obnizeniem aktywnosci enzymow cyklu Calvina, w tym karboksylazy/oksygenazy rybulozo-
1,5-bisfosforanu (Rubisco), kinazy 3-fosfoglicerynianowej, fruktozo-1,6-bisfosfatazy, aldolazy
oraz zaleznych od NAD i NADP dehydrogenaz fosfogliceraldehydu. Hamowanie reakcji cyklu
Calvina prowadzi do zwigkszonej akumulacji wytworzonych w fazie jasnej ATP i NADPH,
a nagromadzenie si¢ tych zwigzkéw powoduje powstanie wysokiego gradientu pH w poprzek
btony tylakoidow, ktory blokuje aktywnos¢ PSII. Inny mechanizm hamujgcy przebieg fazy
ciemnej wynika z zamykania aparatow szparkowych w roslinach poddanych stresowi Ni, co
ogranicza pobieranie CO, przez rosliny [Drazkiewicz i Baszynski, 2010; Sreekanth i wsp.,
2013].

1.2. Stres oksydacyjny

Okoto 2,7 miliarda lat temu tlen czasteczkowy zostal wprowadzony do Srodowiska przez
ewoluujace organizmy fotosyntetyzujace, a reaktywne formy tlenu (RFT) staly si¢ produktem
ubocznym zycia w §rodowisku tlenowym [Gill i Tuteja, 2010]. Oszacowano, ze W tkankach
roslin 1-2% O, jest przeksztatlcana do RFT [Das i Roychoudhury, 2014].

1.2.1. Reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu to chemicznie reaktywne czastki wywodzace si¢ z tlenu
czasteczkowego w stanie podstawowym charakteryzujace si¢ wyzsza zdolnoscig do utleniania
zwigzkow organicznych niz czasteczka tlenu. Grupa RFT obejmuje wolne rodniki, ktore majg
1 lub wigcej niesparowanych elektronéw oraz formy nierodnikowe, ktore nie posiadaja
niesparowanych elektronow. Moga wykazywac dzialanie szkodliwe jak 1 pozyteczne,
w zaleznosci od ich stgzenia w roslinach. Wysokie stezenia mogg powodowac uszkodzenia
biomolekut, podczas gdy w niskim stgzeniu dzialajg jako czasteczki przekaznikowe
w wewnatrzkomorkowych kaskadach sygnalizacyjnych [Sharma i wsp., 2012]. Do najcze¢sciej
spotykanych RFT zaliczamy anionorodnik ponadtlenkowy (O5), rodnik hydroksylowy (HO),
tlen singletowy ('O,) oraz nadtlenek wodoru (H,0,).

Tlen czasteczkowy w stanie podstawowym wystepuje jako tryplet (?0,) i choé moze
wykazywac dzialanie utleniajace to jest on mato reaktywny. Posiada 2 niesparowane elektrony
o réwnolegltych spinach na dwoch oddzielnych orbitalach, co czyni go paramagnetycznym.

W zwigzku z tym moze reagowal z czasteczkami, ktére maja dwa podobne elektrony
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Z antyrownoleglymi spinami (sa takze w stanie trypletowym), co znacznie ogranicza
mozliwosci tlenu jako utleniacza [Apel i Hirt, 2004; Dumanovi¢ i wsp., 2021; Savchenko

i Tikhonov, 2021].
Czasteczka O, moze zosta¢ aktywowana w dwojaki sposob:

1. poprzez pochioniecie nadmiaru energii wystarczajacej, aby odwréci¢ spin jednego
Z niesparowanych elektronéw do stanu singletowego (powstaje '0,), w ktorym oba
elektrony majg przeciwny spin,

2. poprzez stopniowg redukcje jednowartoSciowa, w wyniku ktorej O, jest kolejno

redukowany do O3, H,O,, HO' i ostatecznie do wody (H,O) [Dumanovi¢ i wsp., 2021].

Tlen singletowy

Tlen singletowy w roslinach wytwarzany jest gtdéwnie przez chlorofil i jego tetrapirolowe
zwiazki posrednie w blonach tylakoidowych chloroplastow w obecnosci $wiatta. Chlorofil jest
obecny zar6wno w kompleksie zbierajacym $§wiatto, jak 1 w centrach reakcji fotosyntezy. Ich
stan wzbudzenia trwa dosy¢ dlugo i umozliwia przeksztalcenie energii wzbudzenia do
potencjatu elektrochemicznego poprzez rozdziat fadunku. W wyniku nieefektywnego transferu
energii podczas fotosyntezy powstaje stan trypletowy chlorofilu, ktéry reaguje z tlenem
w stanie trypletowym, co prowadzi do powstania 'O, [Tripathy i Oelmiiller, 2012]. Nie znane
s zadne bezposrednie zmiatacze enzymatyczne 'O,, a jego usuwanie zachodzi gtoéwnie
poprzez reakcje z innymi czasteczkami, zwlaszcza z karotenoidami, tokoferolami i lipidami
blonowymi [Waszczak i wsp., 2018]. Ograniczona dostepnos¢ CO, spowodowana zamykaniem
aparatow szparkowych w wyniku dziatania roéznych stresow S$rodowiskowych sprzyja
tworzeniu sie '0,. Czas zycia tej formy tlenu w komorce trwa 3 ps lub mniej i moze ona
dyfundowa¢ na odlegto$¢ kilkuset nm. Tlen singletowy bezposrednio utlenia bialka,
nienasycone kwasy thuszczowe oraz DNA [Sharma i wsp., 2012]. Wykazuje powinowactwo do
reszt bialkowych takich jak tryptofan, histydyna, tyrozyna i cysteina [Dumanovi¢ i wsp., 2021].
Ponadto uwaza sie, ze jest odpowiedzialny za indukowang $wiatlem utrate aktywnosci PSII

poprzez degradacje¢ biatka D1 [Krieger-Liszkay, 2005].

Anionorodnik ponadtlenkowy

Tlen czasteczkowy posiada zdolno$¢ pobierania elektronow ze zwigzkéw organicznych

powodujac ich utlenienie, przy czym sam ulega redukcji. Do catkowitej redukcji czasteczki
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tlenu niezbgdne jest przylaczenie 4 elektronow oraz 4 protonéw, co prowadzi do powstania 2
czasteczek wody. W wyniku niepelnej redukcji czasteczki tlenu: jedno-, dwu- lub

trzyelektronowej powstajg RFT (Rys.1).

dysmutacja
10 3 e - e e, H* e
, [&=—|30, |——>| 0, |——|H,0,| ——==<=—> | HO" | ——|H,0
2H* m He
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Rys.1. Powstawanie RFT w ro$linach (wg Sharma i wsp. [2012], zmodyfikowane)

10, - tlen singletowy; 20, - tlen w stanie trypletowym; O5 - anionorodnik ponadtlenkowy;
HO; - rodnik wodoronadtlenkowy; H,O, - nadtlenek wodoru; HO" - rodnik hydroksylowy;
H,O - woda

Jednoelektronowa redukcja tlenu czasteczkowego w komoérce prowadzi do powstania
anionorodnika ponadtlenkowego (O5). Anionorodnik ponadtlenkowy jest umiarkowanie
reaktywny, ma krotki okres pottrwania 2—4 s, dlatego moze przemiescic si¢ tylko kilka pm od
miejsca powstania. Sam nie powoduje rozleglych uszkodzen, natomiast ulega przemianie
w bardziej reaktywny i toksyczny HO™ [Das i Roychoudhury, 2014]. W $rodowisku wodnym
O, moze przytaczy¢ proton, w wyniku czego powstaje rodnik wodoronadtlenkowy (HO3),
ktory jest stabilniejszy, bardziej reaktywny oraz tatwo przechodzi przez btony. Anionorodnik
ponadtlenkowy jest dysmutowany do H,O, nieenzymatycznie lub w reakcji katalizowanej
przez dysmutaze ponadtlenkowg (SOD). W tej reakcji dwie czasteczki O; reagujg ze sobg
W obecnosci 2H", w wyniku czego nastepuje utlenienie jednej czasteczki do tlenu oraz redukcja
drugiej do H,0,. Reakcja ta jest najbardziej efektywna w pH kwa$nym, natomiast staje si¢
wolniejsza w srodowisku zasadowym [Dumanovic¢ i wsp., 2021]. Anionorodnik ponadtlenkowy
utlenia, a w zwigzku z tym inaktywuje bialka zawierajace centra Fe-S (np. akonitaza,
dehydrataza) [Sharma i wsp., 2012].
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Nadtlenek wodoru

W wyniku przytaczenia kolejnego elektronu do anionorodnika ponadtlenkowego badz
dwuelektronowej redukcji czasteczki tlenu w obecnosci protonéw powstaje H,O,. W wysokich
stezeniach jest toksyczny dla komorek, natomiast w niskich st¢zeniach uczestniczy
W przekazywaniu sygnaléw m.in. dzigki mozliwos$ci przechodzenia poprzez btony biologiczne.
Jego obecno$¢ w apoplascie jest niezbedna dla prawidtowego wzrostu komoérek. Stanowi
substrat dla peroksydaz klasy III, ponadto jest odpowiedzialny za utlenianie zwigzkéw
fenolowych, a w konsekwencji za polimeryzacje i lignifikacj¢ $ciany komérkowej. Toksyczne
dziatanie H,O, opiera si¢ na bezposredniej inaktywacji enzymow (np. SOD) w wyniku
utleniania reszt cysteiny lub metioniny [Dumanovi¢ i wsp., 2021]. Moze powodowac takze
utlenianie kinaz bialkowych, fosfataz i czynnikow transkrypcyjnych zawierajacych reszty
tiolowe. Nadtlenek wodoru jest umiarkowanie reaktywny i jest stosunkowo dlugo zyjaca
czasteczka (okres pottrwania to 1 ms). Nie ma niesparowanych elektronow, dlatego tatwo moze
przenika¢ przez btony, a w konsekwencji powodowac uszkodzenia daleko od miejsca

powstania [Sharma i wsp., 2012].

Rodnik hydroksylowy

Jednoelektronowa redukcja czasteczki H,O, katalizowana przez wolne jony metali ziem
przejsciowych (Fe*", Cu®") prowadzi do powstania rodnika hydroksylowego HO' w reakcji
Fentona [Savchenko i Tikhonov, 2021]. Rodnik hydroksylowy jest najbardziej reaktywny
sposrod wszystkich RFT, a dodatkowo komorki nie posiadaja enzymatycznego mechanizmu
usuwania tego rodnika. Ze wzgledu na krotki czas zycia (okres poéitrwania 1 ns) oraz silnie
dodatni potencjal redoks HO' reaguje z czasteczkami znajdujacymi si¢ w poblizu miejsca
powstania. Jego wysoka toksyczno$¢ wynika z faktu, Ze moze bezposrednio reagowaé

z wszystkimi czasteczkami biologicznymi powodujac ich utlenienie [Sharma i wsp., 2012].

1.2.2. Miejsca generowania RFT w komdrce

Reaktywne formy tlenu powstaja w organellach, w ktoérych wystepuje tlen oraz transport
elektronow. Sg produkowane m.in. w chloroplastach, peroksysomach, mitochondriach,
retikulum endoplazmatycznym, a takze w apoplascie [Dumanovié¢ i wsp., 2021]. W zielonych

czg$ciach roslin w obecnosci $wiatta gtownymi miejscami generowania RFT sg chloroplasty

21



oraz peroksysomy. Natomiast w ciemnosci oraz w czg¢sciach niefotosyntetyzujacych ro§lin RFT

sg gldwnie wytwarzane w mitochondriach [Farooq i wsp., 2019].

W chloroplastach gtownym zrodtem RFT jest taficuch transportu elektronéw. Oprocz 'O,
powstajg tu takze O, oraz H,O,. Anionorodnik ponadtlenkowy powstaje gtdéwnie w wyniku
wycieku elektronow z centréw zelazowo-siarkowych 2 Fe-2S oraz 4 Fe-4S. Ponadto moze by¢
wytwarzany w reakcji Mehlera w sytuacji przecigzenia. Zwykle przeptyw elektronow
z wzbudzonych centréow PSI jest kierowany do NADP, ktory jest redukowany do NADPH.
W sytuacjach przecigzenia lancucha transportu elektronow, elektrony ze zredukowanej
ferredoksyny zamiast na NADP", kierowane sa na O, powodujac jego redukcje. W wyniku
wycieku elektronéw z miejsc akceptorowych PSII na tlen rowniez moze powstawa¢ O; [Das

I Roychoudhury, 2014; Phua i wsp., 2021].

Peroksysomy ze wzgledu na ich zaangazowanie w procesy tlenowe sa gldownym miejscem
wewnagtrzkomoérkowej produkcji H,O,. Stanowig rowniez wazne zrodlo generowania O,
Glownym zrédlem peroksysomalnego H,O, jest proces fotooddychania. Gdy w powodu
réznych stresow $rodowiskowych dostgpno$¢ dwutlenku wegla jest ograniczona Rubisco
katalizuje konkurencyjng reakcje, w ktorej tlen jest faworyzowany w stosunku do CO, jako
substrat. Prowadzi ona do powstania glikolanu, ktory jest transportowany z chloroplastow do
peroksysomow, gdzie ulega utlenieniu do glioksalanu w reakcji katalizowanej przez oksydaze
glikolanowa. W wyniku tej reakcji jako produkt uboczny powstaje H,O, [Tripathy i Oelmiiller,
2012]. Oprocz oksydazy glikolanowej w peroksysomie wystepuja tez inne enzymy, ktorych
aktywnos¢ generuje H,O,. W pierwszym etapie B-oksydacji kwasoéw ttuszczowych, w ktorym
kwasy tluszczowe sg rozktadane do acetylo-koenzymu A (acetylo-Co A) w wyniku reakcji
katalizowanej przez oksydaze acetylo-COA jest generowany H,O,. W metabolizmie siarki
przeksztalcenie siarczynu do siarczanu przez oksydaze siarczynowa rowniez powoduje

wytworzenie tej reaktywnej formy tlenu [Phua i wsp., 2021].

Anionorodnik ponadtlenkowy jest generowany w peroksysomach w dwoch miejscach.
Oksydaza ksantynowa znajdujgca si¢ w macierzy peroksysomalnej, katalizuje reakcje
utleniania ksantyny oraz hypoksantyny z wytworzeniem kwasu moczowego oraz O, jako
produktu ubocznego [Das i Roychoudhury, 2014]. Kwas moczowy jest dalej przeksztatcany do
allantoiny przez oksydaz¢ moczanowg réwniez z wytworzeniem tej RFT [Malecka
i Tomaszewska, 2005]. Drugim miejscem syntezy O; jest zalezny od NADPH peroksysomalny

tancuch elektronow zlokalizowany w btonie peroksysomu [Das i Roychoudhury, 2014].
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Mitochondria sg miejscem produkcji RFT podczas procesow fosforylacji oksydacyjnej.
Gléwnym zrodtem RFT jest mitochondrialny tancuch transportu elektrondéw, a szczeg6lnie dwa
jego elementy takie jak kompleks | oraz kompleks I1l. W kompleksie | redukcja O, do O;
nastepuje w regionie flawoproteinowym dehydrogenazy NADH w macierzy mitochondrialnej
[Phua i wsp., 2021]. Produkcja RFT w kompleksie I jest dodatkowo nasilona, gdy wystepuje
odwrécony przeptyw elektronéw z kompleksu IIT do kompleksu I z powodu braku substratow
zwiazanych z NAD". Ten odwrdcony przeptyw elektronow jest kontrolowany przez hydrolize
ATP [Das i Roychoudhury, 2014]. Na poziomie kompleksu III catkowicie zredukowany
ubichinon przekazuje elektrony do cytochromu c, w wyniku czego powstaje niestabilny rodnik
ubisemichinonu, ktory dostarcza elektrony do redukcji O, w macierzy mitochondrialnej oraz
przestrzeni migdzybtonowej [Phua i wsp., 2021]. Zwigkszone tempo przeptywu elektronow
wynikajace z intensywnego metabolizmu oddechowego prowadzi do nadmiernej redukcji puli
ubichinonu oraz wzrostu produkcji RFT [Farooq i wsp., 2019]. W mitochondium RFT moga
by¢ generowane réwniez przez flawoproteiny, do ktorych zaliczamy dehydrogenaze
3- fosfoglicerolowa czy kompleks II tancucha oddechowego [Young i wsp., 2002]. Uwaza sie,
ze z produkcja RFT moze by¢ takze zwigzana aktywnos$¢ akonitazy a posrednio réwniez
dehydrogenazy 1-galakton-y-laktonu, ktora dostarcza elektronow do tancucha oddechowego
[Das i Roychoudhury, 2014]. Anionorodnik ponadtlenkowy powstajacy podczas oddechowego
transportu elektronow jest utrzymywany w niskim st¢zeniu ze wzgledu na szybkie tempo
dysmutacji do H,O,. W obecnosci jondw metali ziem przejSciowych wytwarzany moze by¢

réwniez rodnik hydroksylowy [Phua i wsp., 2021].

Oproécz RFT wytwarzanych w organellach komorkowych w wyniku zachodzacych tam szlakow
metabolicznych, RTF moga by¢ produkowane w btonie oraz scianie komorkowej. Oksydazy
NAD(P)H zwigzane z btong komorkowa, a takze peroksydazy zwigzane ze $ciang komorkowa
sg glownie odpowiedzialne za wytwarzanie O; oraz H,O, w apoplascie w warunkach
stresowych [Tripathy i Oelmiiller, 2012]. Oksydazy NAD(P)H uczestnicza w przenoszeniu
elektronoéw z cytoplazmatycznego NAD(P)H na tlen czasteczkowy, w wyniku czego powstaje
O; [Phua i wsp., 2021]. Peroksydaza zwigzana ze $ciang komorkows katalizuje powstawanie
H202 w obecnosci NADH. Stwierdzono, ze NADH jest dostarczane przez dehydrogenaze
jablczanowg [Sharma i wsp., 2012]. Zalezne od pH peroksydazy Sciany komorkowej sg
aktywowane przez alkaliczne pH i w obecnosci reduktora wytwarzajag H,O, [Gill i Tuteja,
2010]. Reaktywne formy tlenu w apoplascic moga by¢ generowane przez inne enzymy, takie

jak oksydaza szczawianowa wytwarzajaca H,O, i CO, z kwasu szczawiowego czy oksydazy
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poliaminowe katalizujagce deaminacj¢ oksydacyjng poliamin (putrescyny, spermidyny
I sperminy) z wytworzeniem H,O, [Waszczak i wsp., 2018; Dumanovi¢ i wsp., 2021].
Wytwarzanie RFT moze by¢ zwigzane z enzymatycznym utlenianiem kwasoéw thuszczowych.
Lipoksygenaza zlokalizowana w $cianie komdrkowej takze stanowi zroédto RFT takich jak HO',

O3 oraz H,0, [Farooq i wsp., 2019].

Reaktywne formy tlenu produkowane sg rowniez w retikulum endoplazmatycznym.
Mikrosomalny *tancuch elektronow skiada si¢ z reduktazy zaleznej od NAD(P)H oraz

cytochromu P 450 i stanowi zrdédto O; oraz H,O, [Matecka i Tomaszewska, 2005].

1.2.3. Negatywne skutki dziatania RFT

Na skutek intensywnego wytwarzania RFT, badz nieefektywnego dziatania systemu
antyoksydacyjnego moze dochodzi¢ do uszkodzen biomolekut, takich jak lipidy, biatka, kwasy
nukleinowe 1 cukry. W zwigzku z tym RFT moga zmienia¢ wilasciwosci blony, takie jak
ptynnos$¢, transport jonéw, wpltywaé na aktywnos$¢ enzymatyczng, hamowac¢ synteze biatek,

powodowac uszkodzenie DNA, a ostatecznie prowadzi¢ do $mierci komorki.

1.2.3.1. Oksydacyjne uszkodzenia lipidow

Lipidy wystepujace w blonach plazmatycznych komorek roslinnych dzielg si¢ na 3 grupy:
glicerolipidy, sfingolipidy 1 sterole. Najwigcej jest glicerolipidéw, wsrdd ktorych wyrdznia sie
4 rodzaje: fosfolipidy, galaktolipidy, triacyloglicerole i sulfolipidy. Gtownymi sktadnikami
bton plazmatycznych u ro$lin sg fosfolipidy, ktére w plazmolemie stanowia okoto 90%
wszystkich lipidow. W zaleznosci od grupy obecnej w tzw. czesci glowowej czasteczki dzieli
si¢ je na kilka klas: fosfatydylocholing (PC), fosfatydyloetanoloaming (PE), fosfatydyloglicerol
(PG), fosfatydyloseryne (PS), fosfatydyloinozytol (PI) i kwas fosfatydowy (PA). Hydrofobowa
czgs¢ czasteczek fosfolipidow nazywang ogonem buduja tancuchy kwasow thuszczowych
roznigce si¢ dlugoscig tancucha i stopniem nienasycenia. Sposrod kwasoéw nasyconych
najczesciej wystepuja palmitynowy (16:0) 1 stearynowy (18:0), natomiast najliczniejsze kwasy
nienasycone to palmitooleinowy (16:1), oleinowy (18:1), linolowy (18:2) i a-linolenowy (18:3)
[Reszczynska 1 Hanaka, 2020; Wang 1 wsp., 2020].

Oksydacyjne uszkodzenia lipidow s3 zwigzane z utlenianiem nienasyconych kwasow

thuszczowych wolnych badz wystepujacych w czasteczce lipidow. Proces ten nazywany jest
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peroksydacja lipidow. Najbardziej wrazliwe na proces utleniania sa wielonienasycone kwasy
thuszczowe, ktore stanowig znaczng czg$¢ catkowitej puli kwasoéw thuszczowych zawartych
w komorkach roslinnych [Bartosz, 2013]. Produkty utleniania wielonienasyconych kwasow
thuszczowych sg ogolnie nazywane oksylipinami. Jest to strukturalnie zr6znicowana grupa
metabolitow obejmujaca zaréwno pierwotne produkty peroksydacji lipidéw jak i zwigzki
powstajace w wyniku réznorodnych reakcji wtornych [Griffiths, 2015]. Wiele sposrod
oksylipin wykazuje wilasciwosci toksyczne, jednak niektore z nich pelnig istotng role
w komorkach roslinnych, np. kwas jasmonowy, uczestniczacy w sygnalizacji i ekspresji genow.
Peroksydacja lipidéw bedacych istotnymi sktadnikami blon biologicznych pociaga za soba
zmiany w funkcjonowaniu tych struktur, w tym zaburzenia ich integralno$ci, ptynnosci
| przepuszczalnosci [Yadav i wsp., 2018]. Mimo, ze utlenianie lipidéw btonowych niesie za
soba wspomniane wyzej niekorzystne dla funkcjonowania komoérek konsekwencje to istnieje
poglad, ze btony plazmatyczne bogate w wielonienasycone kwasy thuszczowe moga petnic role
wielkoczasteczkowych antyoksydantow zabezpieczajacych biatka przez utlenieniem. Uwaza
si¢, ze ochrona biatek kosztem peroksydacji lipidéw blonowych jest zjawiskiem korzystnym
dla komorki, poniewaz w poréwnaniu z uszkodzonymi oksydacyjnie biatkami usuwanie
utlenionych lipidéw i ich zastgpienie nowymi jest mniej kosztowne pod wzgledem naktadu

energii [Meller i wsp. 2007; Schmid-Siegert i wsp., 2016].

Reakcje peroksydacji lipidow moga zachodzi¢ zaro6wno na drodze enzymatycznej jak

i nieenzymatycznej (autooksydacji).

Enzymatyczne utlenianie lipidow

Za utlenianie wielonienasyconych kwasow tluszczowych takich jak 18:2 czy 18:3 odpowiada

glownie lipoksygenaza (LOX), a mniejszym stopniu a-dioksygenaza.

Roslinne lipoksygenazy sa klasyfikowane ze wzgledu na specyficzne utlenianie nienasyconych
kwasow tluszczowych, ktére moze nastagpi¢ przy 9 lub 13 atomie wegla 18-weglowego kwasu
tluszczowego, w wyniku czego powstaja odpowiednio 9- i 13- wodoronadtlenki kwasow
tluszczowych [Singh i wsp., 2022]. Z kwasu 18:2 powstaja kwas 9- hydroperoksyoktadekadienowy
(9-HPODE) oraz kwas 13-hydroperoksyoktadekadienowy (13- HPODE), natomiast z kwasu
18:3 powstajg kwas 9- hydroperoksyoktadekatrienowy (9-HPOTrE) oraz kwas
13- hydroperoksyoktadekatrienowy (13-HPOTrE) [Seta i wsp., 2009]. Wodoronadtlenki
kwasow tluszczowych to oksylipiny bedace pierwotnymi produktami peroksydacji

wielonienasyconych kwasow tluszczowych. Moga one ulega¢ dalszym przeksztatlceniom przy
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udziale enzymow takich jak: syntaza tlenku allenu, liaza wodoronadtlenkowa, syntaza eteru
diwinylowego, peroksygenaza, syntaz epoksyalkoholu oraz reduktaza (Rys.2) [Mosblech
i wsp., 2009].
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Rys.2. Drogi biosyntezy oksylipin (wg Savchenko i wsp. [2014], zmodyfikowane)

1. kwas linolenowy; 2. kwas linolowy; 3. kwas 13-hydroperoksyoktadekatrienowy (13- HPOTYE);
4. kwas 9-hydroperoksyoktadekatrienowy (9-HPOTTE); 5. kwas 13- hydroperoksyoktadekadienowy
(13-HPODE); 6. kwas 9-hydroperoksyoktadekadienowy (9-HPODE); 7. kwas 9 hydroksy-
oktadekatrienowy (9-HOTTE); 8. kwas 9-keto-oktadekatrienowy; 9. 3-heksenal; 10. 3- heksenol;
11. aldehyd malonowy (MDA); 12. kwas 12- okso-fitodienowy; 13. kwas jasmonowy;
14. 10,11-epoksy-9-hydroksy-12,15-oktadekadienian metylu; 15. kwas kolneinowy; 16. kwas
kolnenowy

Gtéwnymi enzymami wykorzystujagcymi wodoronadtlenki kwasow thuszczowych jako substrat
s syntaza tlenku allenu i liaza wodoronadtlenkowa [Savchenko i wsp., 2014]. Syntaza tlenku
allenu bierze udziat w przeksztatceniu wodoronadtlenku kwasu linolenowego do niestabilnego

tlenku allenu, ktéry dalej przy udziale cyklazy tlenku allenu jest przeksztalcany w kwas
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12- oksofitodienowy. Nastepnie w wyniku redukcji zaleznej od NADPH i przemian w cyklu
- oksydacji powstaje kwas 7-izojasmonowy, stanowigcy bezposredni prekursor kwasu
jasmonowego. Liazy wodoronadtlenkowe dziatajg odpowiednio na 9- i 13- wodoronadtlenki,

tworzac aldehydy C6-C9 oraz oksokwasy [Biswas i Mano, 2021].

W reakcji liazy z 13-wodoronadtlenkami 18-weglowych kwaséw tluszczowych powstaja
6- weglowe aldehydy oraz 12-weglowe oksokwasy, natomiast z 9-wodoronadtlenkow powstaja
9-weglowe aldehydy 1 oksokwasy. Syntaza eteru diwinylowego bierze udziat w przeksztatceniu
wodoronadtlenkéw kwasoéw thuszczowych w etery diwinylowe takie jak kwas kolnenowy,
kolnelenowy oraz eterolowy. Peroksygenazy uczestnicza w utlenianiu wodoronadtlenkow
kwasow thuszczowych i tworzeniu epoksy-, hydroksy- i epoksyhydroksypochodnych kwasow
thuszczowych. Wodoronadtlenki kwasow thuszczowych moga by¢ réwniez substratami dla
lipoksygenazy, reduktazy oraz syntazy epoksyalkoholi. W wyniku aktywnosci tych enzymow
powstaja, odpowiednio, pochodne ketonowe, hydroksylowe oraz epoksyhydroksylowe

[Santino i wsp., 2010; Savchenko i wsp., 2014].

a-Dioksygenaza, podobnie jak lipoksygenaza, powoduje powstanie wodoronadtlenkow
kwasow thuszczowych poprzez dioksygenacje tancucha weglowego, z ta roznica, ze zachodzi
ona na weglu o. Powstate nietrwate 2-hydroksypochodne wielonienasyconych kwasow
thuszczowych sa dalej przeksztalcane do 2-hydroksykwasow ttuszczowych, aldehydow

I kwasow ttuszczowych o skroconym tancuchu [Griffiths, 2015].

Nieenzymatyczne utlenianie lipidow

Nieenzymatyczna peroksydacja lipidéw przebiega w trzech etapach i obejmuje etap inicjacji,
propagacji oraz terminacji (Rys. 3) [Demidchik, 2015]. W reakcji inicjacji peroksydacji lipidow
nastepuje odlaczenie atomu wodoru z grupy metylenowej czasteczki wielonienasyconego
kwasu ttuszczowego (LH). Obecno$¢ wigzania podwojnego w kwasie ttuszczowym ostabia
wigzanie C-H na atomie wegla w poblizu wigzania podwojnego co utatwia odtgczanie atomu
wodoru [Catala, 2009; Hasanuzzaman i wsp., 2020a]. W wyniku tej reakcji kwas thuszczowy
ulega przeksztatceniu w wolny rodnik alkilowy (L"). Reakcja peroksydacji lipidow moze zostaé
zapoczatkowana przez rodniki: hydroksylowy (HO’) badZz wodoronadtlenkowy (HO3)
[Yalcinkaya i wsp., 2019], a takze rodniki lipidowe takie jak rodnik alkilowy (L), alkoksylowy
(LO) i nadtlenkowy (LOO’) [Demidchik, 2015].
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W reakcji propagacji wolne rodniki alkilowe reaguja z tlenem czasteczkowym, w wyniku czego

powstajg rodniki nadtlenkowe (LOO).
L+ 0,- LOO

Rodniki nadtlenkowe moga reagowa¢ z kolejnymi czgsteczkami kwasu tluszczowego,
odtaczajac atom wodoru od jego czasteczki, co prowadzi do powstania wodoronadtlenkow

kwasow tluszczowych (LOOH), a takze kolejnych rodnikow alkilowych [Alché, 2019].
LOO + LH - LOOH + L

Powstajacy wodoronadtlenek moze by¢ redukowany w obecnosci zredukowanych jonéw metali
przejsciowych, gtownie Fe?" i Cu** do reaktywnego rodnika alkoksylowego, ktory moze ulegac
dalszym przeksztatceniom np. na drodze B-eliminacji. Zjawisko to nosi nazwe reinicjacji
[Hasanuzzaman i wsp., 2020a]. Zaré6wno rodniki alkoksylowe, jak i nadtlenkowe stymuluja
reakcje tancuchowa peroksydacji lipidow poprzez odrywanie dodatkowych atoméw wodoru
[Catal4, 2009]. Reakcje tej fazy zachodza wielokrotnie, az do momentu gdy nastapi faza
terminacji [Bartosz, 2013].

Utlenianie kwasow tluszczowych moze by¢ powodowane takze przez tlen singletowy,
w wyniku czego rowniez powstaja wodoronadtlenki lipidowe. Tlen singletowy uderza
W wigzanie podwojne wielonienasyconych kwasow thuszczowych w wyniku czego powstaje
endonadtlenek lipidowy, ktory nastepnie moze zosta¢ przeksztalcony w LOOH [Yalcinkaya
i wsp., 2019]. W fazie terminacji bedacej ostatnim etapem peroksydacji lipidow wolne rodniki
reaguja ze sobg, co prowadzi do powstania stabilnego produktu niebedacego wolnym
rodnikiem [Su i wsp., 2019].

L+L -L-1L
LOO +LO0O - L=0+LOH + 0,
LOO +L - L=0+LOH

Produktami tych reakcji moga by¢ dimery kwasow tluszczowych jak rowniez oksy-
I hydroksykwasy tluszczowe. Zwigzki te mogg ulega¢ dalszym przeksztalceniom m.in. na
drodze B-eliminacji, w wyniku czego powstaja rozne produkty koncowe takie jak zwigzki
epoksydowe, np. 2,3-epoksy-4-hydroksynonenal; nienasycone aldehydy o 1 B, np.
4- hydroksynonenal (4-HNE) oraz aldehydy nasycone, np. heksanal, pentanal. W przypadku

gdy grupa nadtlenkowa jest zlokalizowana wewnatrz tancucha kwasu tluszczowego nastgpuje
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cyklizacja rodnika i1 powstaje cykliczny nadtlenek. Cykliczny nadtlenek moze zostaé
przeksztatcony w rodnik nadtlenkowy lub w wyniku ponownej cyklizacji do bicyklicznego
nadtlenku, a ten w wyniku dalszych reakcji utleniania i redukcji przeksztatca si¢ w cykliczny
endonadtlenek. Dalsze przemiany powoduja konwersje bicyklicznej grupy nadtlenkowe;,
w wyniku czego powstaja izoprostany oraz dialdehyd malonowy (MDA), ktory jest najczgsciej
oznaczanym markerem oksydacyjnych uszkodzen lipidow [Gutteridge i Halliwell, 1990; Ayala
i wsp., 2014].

HH H

inicjacja
LH \=/\=/\=><=/
/opagaqa \

np. OH

LO
'DO 00-
o LH,
cyldizacja RH (czynnik redukujacy)
v v H
02
LOOH / —\_N_N NJ LOOH
Hod 0-0 LH, RH 0-0 YoH
reinicjacja cyklizacja reinicjacja
Fe*, Cu®* Fe?*, Cu®
\ v
H H
LOO 4 A AN < LO
o o-0 o
J’ OOH
B-eliminacja | cyklizacja B-eliminacja
cykliczny endonadtlenek
zwigzki epoksydowe
! POy ‘l/ zwiazki epoksydowe
aldehydy nasycone .
aldehydy nienasycone (4-HNE) Izoprostany aldehydy nasycone
dialdehyd malonowy (MDA) aldehydy nienasycone (4-HNE)

izoprostany
dialdehyd malonowy (MDA)

terminacja
L°'+L" — L-L
terminacja
LOO®" + LO0O" ———— L=0+LOH +0,

terminacja

LOO*+1L" —— L=0+LOH

Rys. 3. Wolnorodnikowa peroksydacja lipidow (wg Skutnik-Radziszewska i Zalewska [2020],
zmodyfikowane)

L' - rodnik alkilowy, LO" - rodnik alkoksylowy, LOO" - rodnik nadtlenkowy, O, — tlen
czasteczkowy, LH- wielonienasycony kwas thuszczowy
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1.2.3.2. Oksydacyjne uszkodzenia biatek

Utlenianie biatka definiuje si¢ jako kowalencyjna modyfikacje biatka powodowang
bezposrednio przez RFT lub posrednio przez produkty uboczne procesow oksydacyjnych
[El- Maarouf-Bouteau i wsp., 2013]. Taka modyfikacja, poza zmianami w strukturze, moze
skutkowa¢ zaburzeniami funkcji transportowej, regulacyjnej czy metabolicznej ultlenionego
biatka [Demidchik, 2015]. Oksydacyjne modyfikacje biatek moga dotyczy¢ tancucha gtéwnego
jak réwniez reszt fancuchow bocznych aminokwaséw. Do modyfikacji biatek zaliczamy
karbonylacje, nitrozylacj¢, glutationylacj¢ oraz tworzenie wigzan disiarczkowych wewnatrz-
I miedzy biatkowych [Xie i wsp., 2019; Hasanuzzaman i wsp., 2020a]. Uwaza si¢, ze wigkszo$¢
oksydacyjnych uszkodzen biatek jest nieodwracalna, z wyjatkiem utleniania aminokwasow
zawierajacych siarke, takich jak cysteina oraz metionina. Nieodwracalne modyfikacje sa
odpowiedzialne za trwala utrate funkcji uszkodzonych bialek, podczas gdy odwracalne

modyfikacje moga odgrywac role w regulacji redoks [Demidchik, 2015].

Karbonylacja biatka obejmuje utlenianie zarowno szkieletu biatka, jak rowniez tancuchow
bocznych aminokwasoéw, w szczegolnosci histydyny, argininy, lizyny, proliny, treoniny oraz
tryptofanu, dajac pochodne ketonowe lub aldehydowe [El-Maarouf-Bouteau i wsp., 2013].
Bezposrednie oddziatywanie RFT, gtownie "OH z biatkami moze prowadzi¢ do rozerwania
wigzan peptydowych i ostatecznie do fragmentacji tancucha polipeptydowego. Przerwanie
fancucha bialkowego powoduje powstanie grup karbonylowych i zachodzi w wyniku
oddziatywania RFT z resztg prolinowa, aspartylowg badz glutamylowa. Utlenianie czasteczki
biatka wigze si¢ z oderwaniem atomu wodoru przy weglu a aminokwasu w wyniku czego
powstaje rodnik alkilowy. Moze on reagowaé z tlenem, co prowadzi do powstania rodnika
alkilonadtlenkowego i dalej alkilowodoronadtlenku. W wyniku dalszych modyfikacji powstaje
rodnik alkoksylowy, ktory nastgpnie moze przej$¢ w hydroksylowana przy weglu o reszte
aminokwasowg, badZz moze powodowac fragmentacj¢ tancucha bialkowego. Rozerwanie
tancucha polipeptydowego moze nastgpi¢ w wyniku a-amidacji lub diamidacji [Ambrozewicz
i Bielawska, 2016].

Dodatkowo karbonylacja biatka moze rdéwniez nastgpowal¢ w wyniku reakcji biatka
z produktami peroksydacji lipidow (m.in. 4-HNE, MDA) oraz przez sprzgganie biatek
z cukrami redukujacymi (glikacja) lub produktami ich utleniania (glikooksydacja).

Karbonylacja nalezy do najpowszechniej wystepujacych modyfikacji oksydacyjnych biatek
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I W zwigzku z tym jest najczeSciej oznaczanym markerem utleniania tych makroczasteczek

[Anjum i wsp., 2015].

Najbardziej podatne na utlenienie sg aminokwasy zawierajgce grupy tiolowe i siarkg. Cysteina
i metionina s3 najbardziej wrazliwe na utlenienie przez 'O, oraz HO'. Enzymy zawierajace
centra zelazowo-siarkowe w wyniku utlenienia przez O, ulegaja nicodwracalnej dezaktywacji
[Das i Roychoudhury, 2014].

Rys. 4. Oksydacyjne modyfikacje grup tiolowych biatek (wg Dalle-Donne i wsp. [2009],
zmodyfikowane)

(@) kwas sulfenowy; (b) kwas sulfinowe; (c) kwas sulfonowy; (d) tworzenie wigzan disiarczkowych
migdzybiatkowych; (d’) tworzenie wigzan disiarczkowych wewnatrzczasteczkowych;
(e) tworzenie mieszanego disiarczku miedzy grupa tiolowg biatka a glutationem; (f) tworzenie
mieszanego disiarczku migdzy grupa tiolowg biatka a cysteina; (g) S-nitrozylacja biatka przez
NO i reaktywne formy azotu (RFA); RFT — reaktywne formy tlenu; CYS — cysteina,
GSH — glutation forma zredukowana

W wyniku dziatania RFT nastepuje oderwanie atomu wodoru od reszty cysteiny, CoO powoduje
powstanie rodnika tiylowego, ktory taczac si¢ z drugim rodnikiem tiylowym tworzy mostki
dwusiarczkowe [Gill i Tuteja, 2010]. Utlenianie grup tiolowych biatek moze skutkowac

powstawaniem mostkow disiarczkowych migdzy grupami —SH rdéznych biatek (wigzania
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disiarczkowe mig¢dzybiatkowe) lub w obrgbie tego samego biatka (wigzania disiarczkowe
wewnatrzczgsteczkowe). Ponadto, utlenianie cysteiny przez RFT moze generowac utlenione

pochodne kwasu sulfenowego (CysSOH), kwasu sulfinowego (CysSO,H) lub kwasu
sulfonowego (CysSO,H) (Rys. 4). Glownymi produktami utleniania metioniny sa

diastereoizomery S 1 R sulfotlenku metioniny (MetSO), a dalsze modyfikacje moga

powodowac tworzenie sie sulfonu (MetSO,) [El-Maarouf-Bouteau i wsp., 2013].

Proces S—nitrozylacji jest odwracalng modyfikacja potranslacyjng, ktora polega na
przylaczeniu ugrupowania NO (N=0) do grupy tiolowej biatka cysteiny, w wyniku czego
powstaja S-nitrozotiole. Tlenek azotu moze wystepowac¢ w kilku formach w tym jako kation
nitrozoniowy (NO™), jako anion nitroksylowy (NO) oraz jako rodnik tlenku azotu (NO’), przy
czym wszystkie wykazuja r6zng reaktywno$¢ z grupami tiolowymi [Huang i wsp., 2019; Zhang
i Liao, 2019].

S-glutationylacja jest rowniez odwracalng modyfikacja potranslacyjng i polega na tworzeniu
mieszanych disiarczkéw pomig¢dzy glutationem, a grupami tiolowymi biatek [Corpas i wsp.,
2022]. Tworzenie mieszanych disiarczkow biatko-S-S- glutation moze zachodzi¢ w dwojaki
sposob. Po pierwsze, tworzenie takich zwigzkéw moze wystgpowac pomiedzy zredukowanym
glutationem, a produktami powstatymi w wyniku utlenienia reszt tiolowych biatek jak rodnik
tiylowy, S-nitrozotiole czy kwas sulfenowy. Po drugie, S-glutationylacja moze zachodzi¢ na
skutek oddziatywania pomig¢dzy utlenionym glutationem, a grupami sulfhydrylowymi biatek

[Rodacka i wsp., 2014].

1.2.3.3. Oksydacyjne uszkodzenia kwasow nukleinowych

Reaktywne formy tlenu moga powodowaé¢ oksydacyjne uszkodzenia jadrowego,
mitochondrialnego 1 chloroplastowego DNA. Uwaza si¢, ze mitochondrialne 1 chloroplastowe
DNA sg bardziej podatne na uszkodzenia oksydacyjne niz DNA jadrowe z powodu braku biatka
ochronnego, histonow i bliskiej lokalizacji miejsc generowania RFT. Jakiekolwiek uszkodzenie
DNA moze powodowa¢ zmiany w kodowanych biatkach, skutkujace ich nieprawidtowym
dziataniem lub catkowita inaktywacja. Anionorodnik ponadtlenkowy oraz nadtlenek wodoru
nie reaguja z kwasami nukleinowymi w ogole, natomiast tlen singletowy oddziatuje gtownie
Z guaning [Meller 1 wsp., 2007; Sharma i wsp., 2012]. Rodnik hydroksylowy jest gtéwnym
czynnikiem uszkadzajgcym dla kwasow nukleinowych, reaguje ze zasadami purynowymi

| pirymidynowymi, a takze szkieletem cukrowym - dezoksyrybozg [Gill i Tuteja, 2010].
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Oddziatywanie HO" na zasady DNA polega na ogét na jego przytaczaniu do wegla przy
wigzaniu podwojnym, podczas gdy uszkodzenie cukru wynika gtéwnie z usuwania wodoru
Z pozycji C4’ dezoksyrybozy, co prowadzi do powstania rodnika dezoksyrybozy i moze
prowadzi¢ do pgknie¢ pojedynczej nici. Uszkodzenia oksydacyjne kwaséw nukleinowych nie
tylko przez bezposrednie oddziatywanie z RFT, ale takze moga by¢ wywolywane przez
produkty generowane w wyniku oddziatywania RFT na inne makroczasteczki. Przyktadem tego
typu oddziatywania jest reakcja MDA z resztami guanidyny w DNA, co powoduje powstanie
dodatkowej struktury pierscieniowej - adduktu pirymidopurynonowego [Meller i wsp., 2007;
Roldan-Arjona i Ariza, 2009].

1.3. System antyoksydacyjny roslin

Utrzymanie roéwnowagi mig¢dzy wytwarzaniem i usuwaniem RFT jest kluczowe dla
ograniczenia wystepowania stresu oksydacyjnego u roslin. Umozliwia to wystepujacy
w komorkach roslinnych rozbudowany system antyoksydacyjny obejmujacy wspolpracujace ze

sobg enzymy antyoksydacyjne jak i nieenzymatyczne antyoksydanty (Rys. 5).

Do nieenzymatycznych antyoksydantow zaliczamy gléwnie metabolity o niskiej masie
czasteczkowej takie jak: askorbinian, glutation, a-tokoferol, karotenoidy czy zwigzki fenolowe.
Do enzymatycznych zaliczamy dysmutaz¢ ponadtlenkowa (SOD), katalazg (CAT),
peroksydazy klasy III (POX), a takze enzymy uczestniczace w cyklu askorbinian-glutation:
peroksydaze askorbinianowg (APX), reduktaze dehydroaskorbinianowa (DHAR), reduktaze
monodehydroaskorbinianowa (MDHAR) oraz reduktaze glutationowg (GR) [Dvoiak i wsp.,
2021].
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Rys. 5. Gtowne mechanizmy usuwania O; oraz H,O, (wg Grof3 i wsp. [2013], zmodyfikowane)

O3 - anionorodnik ponadtlenkowy, H,O, — nadtlenek wodoru, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa,
APX - peroksydaza askorbinianowa, CAT - katalaza, GR - reduktaza glutationowa,
DHAR - reduktaza dehyhydroaskorbinianowa, MDHAR — reduktaza monodehydroaskorbinowa,

AsA —askorbinian, MDHA - monodehydroaskorbinian, = DHA- dehydroaskorbinian,
GSH —glutation, GSSG - disulfid glutationu, NADP™ - fosforan dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego,  forma  utleniona, NADPH —  fosforan  dinukleotydu

nikotynamidoadeninowego, forma zredukowana

Enzymatyczne 1 nieenzymatyczne antyoksydanty zlokalizowane sa w roznych obszarach
komorki, zarbwno w cytozolu jak i chloroplascie, mitochondrium, peroksysomie, wakuoli,

jadrze komérkowym, a takze apoplascie (Rys. 6).

W warunkach bezstresowych tworzenie i usuwanie RFT pozostaje we wzglednej rownowadze.
Wystepowanie stresu abiotycznego i biotycznego zaburza réwnowage metaboliczng komorek,
prowadzac zazwyczaj do wzmozonej produkcji RFT. Sprawne funkcjonowanie systemu
antyoksydacyjnego jest w takich warunkach szczegélnie istotne dla komoérek roslinnych

[Caverzan i wsp., 2016].
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Askorbinian Askorbinian Askorbinian
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Glutation /

Rys. 6. Rozmieszczenie glownych przeciwutleniaczy w komorce roslinnej (wg Racchi, [2013],
zmodyfikowane)

APX - peroksydaza askorbinianowa, GSH-PX - peroksydaza glutationowa, GR - reduktaza
glutationowa, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, CAT - katalaza, DHAR - reduktaza
dehyhydroaskorbinianowa, MDHAR - reduktaza monodehydroaskorbinowa

1.3.1. Enzymy antyoksydacyjne

1.3.1.1. Dysmutaza ponadtlenkowa

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1) jest metaloproteing, ktora katalizuje reakcje
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego, w wyniku ktorej powstaje nadtlenek wodoru oraz

tlen czasteczkowy [Racchi, 2013].

SOD
02'_ + 02'_ + 2H+ — H202 + 02

Enzym ten jest uznawany za kluczowy element systemu obrony przed stresem oksydacyjnym
u ro$lin [Rajput i wsp., 2021] i stanowi pierwsza lini¢ obrony przed RFT [Jaleel i wsp., 2009].
Na podstawie obecnosci kofaktora metalu w centrum aktywnym wyro6znia si¢ 3 izoformy SOD:

miedziowo-cynkowa (Cu/Zn-SOD), manganowg (Mn-SOD) oraz zelazowsg (Fe-SOD).
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Izoforma Cu/Zn- SOD wystepuje najliczniej i zlokalizowana jest w chloroplastach, cytozolu,
peroksysomach [Pandhair i Sekhon, 2006], a takze w apoplascie. Izoforma Mn-SOD wystepuje
w macierzy mitochondrialnej, natomiast Fe-SOD zlokalizowano w chloroplastach [Racchi,
2013]. Powstajacy w reakcji katalizowanej przez SOD H20; jest dalej metabolizowany przy
udziale katalazy i peroksydaz [Dvotak i wsp., 2021].

1.3.1.2. Katalaza

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) jest powszechnie wystepujaca oksydoreduktaza zawierajaca
zelazo w miejscu aktywnym, ktéra przeksztalca nadtlenek wodoru do wody 1 tlenu

czasteczkowego [Bhaduri i Fulekar, 2012].

CAT

Katalazy roslinne mozna podzieli¢ na 3 klasy. Katalazy klasy I zlokalizowane w tkankach
fotosyntetyzujacych biora udziat w usuwaniu H,O, wytwarzanego podczas procesOw
fotooddychania w peroksysomach. Katalazy klasy II znajduja si¢ w tkankach naczyn
I uczestniczg w procesie lignifikacji, natomiast katalazy klasy III w duzych ilo$ciach wystepuja
w nasionach oraz mtodych roslinach, podczas gdy sg prawie nieobecne w pozniejszych stadiach
rozwoju. Ich funkcja zwigzana jest z usuwaniem H,O, dostarczanego w procesie degradacji
kwasow tluszczowych w cyklu glioksylanowym w glioksysomach [Racchi, 2013;
Huchzermeyer i wsp., 2022]. Potgczone dziatanie SOD i CAT ogranicza powstawanie bardziej

toksycznego i reaktywnego HO' [Jaleel i wsp., 2009].

1.3.1.3. Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa (APX, EC 1.11.1.11) jest peroksydaza hemowa klasy I licznie
wystepujaca w komorkach ros§linnych m.in. w cytoplazmie i1 chloroplastach, a takze
w mitochondriach i peroksysomach [Rajput i wsp., 2021]. Enzym ten katalizuje redukcje
nadtlenku wodoru do wody z wytworzeniem monodehydroaskorbininu (MDHA),
wykorzystujac askorbnian (AsA) jako donor elektronéw [Racchi, 2013]. Peroksydaza
askorbinianowa jest niestabilna pod niecobecno$¢ askorbinianu i traci swoja aktywnosc¢ gdy jego

stezenie spadnie ponizej 20 uM [Rajput i wsp., 2021].

APX
ASA + H202 — MDHA + 2 Hzo
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Regeneracja askorbinianu z monodehydroaskorbinianu powstajgwcego w wyniku aktywnosci
APX zachodzi poprzez szereg reakcji cyklu askorbinian-glutation [Kuzniak, 2002].
Wytworzony MDHA jest niestabilny i ulega spontanicznemu utlenianiu do
dehydroaskorbinianu (DHA) lub moze zosta¢ przeksztalcony enzymatycznie przy udziale
reduktazy monodehydroaskorbinianowej (MDHAR), ktora katalizuje zaleznag od NAD(P)H
redukcj¢ MDHA do askorbinianu. Aktywno$¢ MDHAR zostata opisana w chloroplastach,
mitochondriach, cytozolu i peroksysomach i odgrywa kluczowa rol¢ w utrzymywaniu puli

askorbinianu w roslinach [Huchzermeyer i wsp., 2022].

spontaniczne utlenianie

MDHA DHA

MDHAR, NAD(P)H
MDHA AsA

Reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR) katalizuje redukcjc DHA do AsA z
wykorzystaniem glutationu (GSH) jako donora elektronow, ktory jest utleniany do disiarczku
glutationu (GSSG). Jesli DHA nie zostanie zredukowany w odpowiednim czasie moze ulec
spontanicznej, ale nieodwracalnej hydrolizie do kwasu 2,3-diketogulonowego. Z tego powodu
aktywno$¢ DHAR ma kluczowe znaczenie dla utrzymywania wystarczajacej puli askorbinianu

w komorce roslinnej [Rajput i wsp., 2021].

Pula zredukowanego glutationu jest odzyskiwana dzigki aktywnos$ci reduktazy glutationowej
(GR) w reakcji zaleznej od NADPH [Dvotak i wsp., 2021]. Enzym ten uczestniczy
w redukowaniu wigzania disiarczkowego w disiarczku glutationu, co jest bardzo istotne
W utrzymaniu wysokiego stosunku glutationu zredukowanego do utlenionego w komorce
ro$linnej [Das i Roychoudhury, 2014]. Najwicksza aktywnos¢ GR stwierdzono
w chloroplastach, ale odnotowano ja rowniez w cytozolu, jadrze, mitochondriach

i peroksysomach [Rajput i wsp., 2021].

1.3.1.4. Peroksydazy klasy III

Peroksydazy roslinne klasy III (POX, EC 1.11.1.7) sa szeroko rozpowszechnionymi
w organizmach zywych oksydoreduktazami zawierajacymi zelazo, zlokalizowanymi
w cytozolu, wakuoli, §cianie komorkowej oraz przestrzeni pozakomoérkowej [Bhaduri
I Fulekar, 2012]. Sa glikoproteinami ztozonymi z pojedynczego polipeptydu zawierajgcego

okoto 300-350 aminokwasow (zaleznie od gatunku rosliny) o masie czasteczkowej od 33 do
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55 kDa. Wigkszos¢ POX klasy 11l to monomery. Peroksydazy te katalizujg utlenianie r6znych

substratow, w tym zwigzkoéw fenolowych, z wykorzystaniem H,O, [Jouili i wsp., 2011].

POX
XHZ + H202 — X + 2H20

Peroksydazy klasy III reaguja gléwnie ze zwigzkami zawierajagcymi grupe badz grupy
hydroksylowe przytaczone do pierScienia aromatycznego. Jako produkty powstaja rodniki

fenoksylowe, ktore ulegajac sprzgganiu tworzg polimery.

Jedng z kluczowych funkcji peroksydaz w roslinach jest ich udzial w lignifikacji $cian
komoérkowych. Substratami wykorzystywanymi w tym procesie sg alkohol p-kumarylowy,
synapylowy i koniferylowy. Proces lignifikacji jest dwuetapowy: enzymatyczny
I nieenzymatyczny. Peroksydaza uczestniczy w pierwszym etapie, ktory polega na utlenianiu
wymienionych substratow do odpowiadajacych im rodnikéw. W kolejnym etapie w wyniku

nieenzymatycznego ich sprzegania powstaje lignina [Hiraga i wsp., 2001; Pandey i wsp., 2017].

Perokydazy klasy III obnizaja poziom H202 wewnatrz komorki, co czyni je elementem systemu
antyoksydacyjnego przeciwko roéznym stresom Dbiotycznym 1 abiotycznym [Kidwali
i wsp., 2020]. Petnig one réznorodne funkcje w cyklu zyciowym roslin. Poza lignifikacja biorg
udziat rbwniez w innych procesach modyfikacji §ciany komorkowe;j (sieciowaniu, rozluznianiu
I usztywnianiu $ciany komorkowej), a takze w metabolizmie RFT, gojeniu si¢ ran, we wzroscie
i dojrzewaniu owocow, kietkowaniu nasion czy katabolizmie hormonéw [Jouili i wsp., 2011;

Rajput i wsp., 2021].
1.3.1.5. Peroksydaza glutationowa

Peroksydazy glutationowe (GSH-Px, EC 1.11.1.9) stanowig duzg rodzing izoenzymow, ktore
jak wykazano obecne sg w roznych kompartmentach komorkowych. Peroksydazy glutationowe
to niehemowe monomeryczne biatka, ktore zawieraja cysteing w miejscu aktywnym i katalizujg
redukcj¢ H202 lub wodoronadtlenkow organicznych, w tym, wodoronadtlenkéw lipidowych do
wody lub odpowiednich alkoholi przy uzyciu glutationu badz tioredoksyny (TRX), ktore
w wyniku tej reakcji ulegaja utlenieniu [Ahmad i wsp., 2010; Gill i Tuteja, 2010; Bela i wsp., 2015].

GSH—-Px
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0

GSH-Px
2GSH + LOOH —— GSSG + ROH + 2 H,0
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Uwaza si¢, ze struktura monomeru umozliwia temu enzymowi bezposrednig redukcje
nadtlenkéw lipidowych zwigzanych z blong. Zatem ro$linne GSH-PX moga pemi¢ role
W utrzymywaniu intergralnosci blony komorkowej, zwlaszcza w rdéznych warunkach

stresowych [Bela i wsp., 2022].

Sugeruje sig, ze jako czynnik redukujacy GSH-Px wykorzystujg TRX skuteczniej niz GSH, ale
moga by¢ réwniez tacznikiem miedzy tymi dwoma uktadami redoks. Uwaza si¢, ze system

regeneracji tioredoksyny jest znacznie bardziej wydajny niz glutationu.

Analizy lokalizacji subkomoérkowej u réznych gatunkow roslin wykazaty, ze GSH-Px
zlokalizowane s3 w chloroplastach, mitochondriach, cytoplazmie, jadrze komodrkowym,
blonach retikulum endoplazmatycznego 1 aparatu Golgiego, a takze w regionach

zewnatrzkomorkowych [Bela i wsp., 2022].

1.3.1.6. S-transferaza glutationowa

Roslinne S-transferazy glutationowe (GST, EC 2.5.1.18) stanowig zrdznicowang grupg
wielofunkcyjnych enzymoéw. Katalizuja reakcje sprzegania miedzy grupa tiolowa glutationu
a zwigzkami elektrofilowymi lub hydrofobowymi tworzac bardziej rozpuszczalne pochodne

[Gallé i wsp., 2019].

GST
R—X+GSH — R—-SG+ HX

Substratami uczestniczacymi w reakcji katalizowanej przez GST moga by¢ zwiazki
pochodzenia egzogennego jak np. ksenobiotyki, ale rowniez pochodzenia endogennego
zwigzane z przebiegiem procesow fizjologicznych np. produkty peroksydacji lipidow [Dixon
i wsp., 2002]. Powstale koniugaty sa sekwestrowane w wakuolach, badz sg eksportowane
z komoérek przez blonowe uktady pomp zaleznych od ATP [Kumar i Trivedi, 2018].
Transferazy glutationowe moga petni¢ funkcje niekatalityczne i dziata¢ jako nieenzymatyczne
biatka no$nikowe umozliwiajac wewnatrzkomorkowy transport zwigzkéw endogennych takich

jak kwas indolo-3-octowy, kwas naftalenooctowy czy antocyjany [Conn i wsp., 2008].

Wiele roslinnych GST wykazuje aktywnos$¢ peroksydazy zaleznej od GSH 1 bierze udziat
w redukcji organicznych wodoronadtlenkéw kwasow tluszezowych czy kwaséw nukleinowych
do odpowiednich monohydroksyalkoholi. Reakcja ta odgrywa kluczowa rolg¢ w zapobieganiu
degradacji organicznych wodoronadtlenkéw do cytotoksycznych pochodnych aldehydow
[Shahrtash, 2013; Nianiou- Obeidat i wsp., 2017].
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S-transferazy glutationowe sa na ogét biatkami cytoplazmatycznymi, cho¢ opisane zostaly
réwniez izoformy mikrosomalne, plastydowe, jadrowe i apoplastyczne [Gill i Tuteja, 2010].
Wsrod GST mozna wyrdznié kilka odrebnych klas: Tau, Phi, Lambda, Theta oraz Zeta [Gallé
i wsp., 2019]. S-transferazy glutationowe sg bardzo licznymi biatkami, w niektorych
przypadkach stanowiag ponad 1% rozpuszczalnych bialek w komorkach roslinnych. Sa hetero-
lub homodimerami zbudowanymi z podjednostek o masie okoto 25 kDa. Na kazdej
podjednostce enzymu znajdujg si¢ 2 miejsca wigzania substratu: miejsce H, do ktoérego
przylaczany jest substrat hydrofobowy oraz miejsce G, gdzie wigzany jest glutation [Rajput
I wsp., 2021].

GST odgrywaja role w detoksykacji herbicydéw, homeostazie hormonalnej, sekwestracji
antocyjanow, metabolizmie tyrozyny, detoksykacji wodoronadtlenku, regulacji apoptozy oraz

w odpowiedziach roslin na stresy biotyczne i abiotyczne [Gill i Tuteja, 2010].

1.3.2. Antyoksydanty nieenzymatyczne

1.3.2.1. Askorbinian

Askorbinian (AsA) jest waznym elementem roslinnego systemu antyoksydacyjnego i jednym
z najlepiej przebadanych przeciwutleniaczy [Jaleel i wsp., 2009]. Uwazany jest za najsilniejszy
przeciwutleniacz ze wzgledu na jego zdolno$¢ do oddawania elektronow w wielu reakcjach
enzymatycznych i nieenzymatycznych [Racchi, 2013]. Askorbinian jest syntetyzowany
w mitochondriach na szlaku Smirnoff-Wheeler w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
L-gulonolaktonowa-y-laktonowa [Huchzermeyer i wsp., 2022], a nastepnie jest transportowany
do innych sktadnikow komorki. Najcze$ciej AsA wystepuje w komodrce w postaci
zredukowanej (90% puli askorbinianu) [Ahmad i wsp., 2010]. Askorbinian wystgpuje we
wszystkich tkankach roslinnych, zwykle jego poziom jest wyzszy w tkankach
fotosyntetyzujacych oraz w merystemach. Uwaza sie, ze 30-40% catkowitego AsA znajduje si¢
w chloroplastach [Shao i wsp., 2008]. Oprocz tego ze stanowi substrat redukujacy dla APX,
moze takze bezposrednio usuwaé '0,, O.” oraz HO', a takze regenerowaé tokoferol z rodnika
tokoferoksylowego zapewniajgc w ten sposob ochrong btony komdrkowej. Dziata jako kofaktor
enzymoOw m. in. deepoksydazy wiolaksantyny, enzymu uczestniczacego w cyklu
ksantofilowym zaangazowanym w ochrone¢ komorek roslinnych przed fotoinhibicja [Jaleel
iwsp.,, 2009; Ahmad i wsp., 2010]. Poprzez synergiczne dzialanie z innymi

przeciwutleniaczami minimalizuje szkody powodowane procesami oksydacyjnymi [Shao
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I wsp., 2008]. Askorbinian nie tylko jest zaangazowany w ochron¢ komorek przed
uszkodzeniami powodowanymi przez RFT, ale takze uczestniczy w kontroli cyklu

komorkowego czy w procesach wzrostu i roznicowania [Huchzermeyer i wsp., 2022].

1.3.2.2. Glutation

Glutation (GSH) jest tripeptydem tiolowym (y-glutamylocysteinyloglicyna), ktory wystepuje
w komorce gldéwnie w formie zredukowanej. Ten antyoksydant o niskiej masie czasteczkowe;j
obecny jest w prawie wszystkich przedziatach komorkowych takich jak: cytoplazma, retikulum
endoplazmatyczne, wakuola, chloroplast, mitochondria oraz apoplast [Racchi, 2013], a jego
najwigksze stezenie odnotowano w chloroplastach [Jaleel i wsp., 2009]. Glutation
syntetyzowany jest w dwoch zaleznych od ATP reakcjach enzymatycznych w cytozolu
i chloroplastach. W pierwszym etapie z glutaminianu i cysteiny tworzona jest
v- glutamylocysteina w reakcji katalizowanej przez ligaze glutaminianowo-cysteinowg znang
rowniez jako syntetaza y-glutamylocysteiny. Nastgpnie syntetaza glutationu katalizuje dodanie
glicyny do y-glutamylocysteiny [Gallé i wsp., 2019]. Glutation bierze udzial w regulacji
poziomu H,0,, reaguje nieenzymatycznie z '0,, O~ oraz HO' [Pandhair i Sekhon, 2006].
Odgrywa wazng role w regulacji wzrostu, rozwoju oraz tolerancji roslin na stres. Jest
zaangazowany w Wiele procesow takich jak: starzenie si¢ komorek, programowana $mieré
komorek i ich podziat [Huchzermeyer i wsp., 2022]. Stanowiac substrat do syntezy fitochelatyn
GSH odgrywa kluczowa role w detoksykacji metali cigzkich, a jako substrat dla GST bierze
udzial w detoksykacji endo- 1 ezogennych zwigzkow toksycznych. Ze wzgledu na odwracalng
przemian¢ pomiedzy formg zredukowang a utleniong oraz stosunkowo wysokie stezenie
w komorce glutation jest jednym z najwazniejszych buforow redoks. Wysoki stosunek
GSH/GSSG utrzymywany przez zwickszong syntez¢ GSH oraz redukcje GSSG katalizowang
przez GR moze zapewni¢ skuteczng ochrong przed akumulacjg RFT wywotang stresem [Das

I Roychoudhury, 2014].

1.3.2.3. Tokoferole

Tokoferole powszechnie znane jako witamina E sg lipofilowymi przeciwutleniaczami,
syntetyzowanymi tylko przez organizmy fotosyntetyzujace [Caretto i wsp., 2010]. Sa
syntetyzowane w chloroplastach i protoplastach, a obecne sa3 w btonach komorkowych,
zwlaszcza w btonach tylakoidow chloroplastow. Wystepowanie witaminy E w tkankach

niefotosyntetyzujacych takich jak korzenie, nasiona czy tkanki etiolowane, moze sugerowac
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synteze tokoferolu rowniez w tkankach nie zawierajacych chlorofilu, ale do tej pory nie zostata
opisana biosynteza tokoferolu w tych tkankach. Przypuszcza si¢, ze moze by¢ on przenoszony
z plastydow. Struktura i lokalizacja tokoferoli determinuje ich funkcje jako stabilizatory bton
komorkowych, a takze sktadniki chronigcego lipidy blonowe przed uszkodzeniem [Jaleel
I wsp., 2009]. Podstawowg jednostka strukturalng tokoferolu jest hydrofilowa glowa ztozona
Z pier$cienia chromanolu oraz hydrofobowy tancuch boczny sktadajacy sie z 16 atoméw wegla,
ktory pochodzi z grupy prenylowej [Caretto i wsp., 2010]. Wyrdznia si¢ cztery izoformy
tokoferolu: tokoferol a, B3, y 1 8, ktdre rdznig si¢ od siebie liczbg 1 potozeniem grupy metylowe;j
(CHa) na pierscieniu chromanolu. Izoforma z trzema grupami CH3 w pozycjach 5,7 i 8 zostata
nazwana o-tokoferolem. Zwiazki z dwiema grupami CH; przylaczonymi w pozycjach 51 8
pier§cienia znane sg jako B-tokoferol, a w pozycji 7 i 8 znane jako y-tokoferol. Zwigzek z tylko
jedng grupg CH; w pozycji 8 pierscienia to d-tokoferol. Uwaza sie¢, ze ze wszystkich izoform
a-tokoferol jest najbardziej aktywnym biologicznym przeciwutleniaczem. Dominuje on
w tkankach fotosyntetycznych, natomiast w nasionach gldownym sktadnikiem jest y-tokoferol.
Wiasciwosci przeciwutleniajace tokoferoli wynikaja z ich zdolnosci do wychwytywania
wodoronadtlenkéw lipidowych i wygaszania RFT m. in. 'O,, przez co chronig lipidy przed
utlenieniem. Tokoferol przerywa lancuchowe reakcje peroksydacji lipidow poprzez oddanie
atomu wodoru do wodoronadtlenkow lipidowych, ktore przeksztalcaja si¢ w obojgtne
hydrokwasy ttuszczowe lub inne pochodne. W wyniku oddania atomu wodoru tokoferol
przeksztatca si¢ w rodnik tokoferolu. Askorbiniankwas redukuje rodnik tokoferolu z powrotem
do tokoferolu [Ali i wsp., 2022].

1.3.2.4. Karotenoidy

Karotenoidy zaliczane s3 do antyoksydantéw lipofilowych, ktore sa na ogdét syntetyzowane
| zlokalizowane w plastydach. Ich dziatanie przeciwutleniajgce opiera si¢ na zdolnosci do
wygaszania !0, oraz wychwytywania wolnych rodnikéw takich jak LOO’, HO oraz O,". Na
aktywnos¢ antyoksydacyjna karotenoidow ma wptyw uktad wigzan sprz¢zonych w tancuchu
polienowym. Za najsilniejsze antyoksydanty z tej grupy uznaje si¢ a- i [-karoten oraz
zeaksantyne [Ahmad i wsp., 2010; Racchi, 2013]. Wlasciwosci przeciwutleniajace
karotenoidéw zwigzane sg z zabezpieczeniem aparatu fotosyntetycznego. Moze si¢ to odbywac
poprzez reakcje z produktami peroksydacji lipidow w celu zakonczenia rodnikowych reakc;ji
fancuchowych, poprzez reagowanie z chlorofilem w stanie trypletowym badZz wzbudzonymi

czasteczkami chlorofilu w celu zapobiegania powstawania 'O,, przez wychwytywanie 'O,
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I rozpraszanie energii w postaci ciepta, a takze przez rozpraszanie nadmiaru energii wzbudzenia

poprzez cykl ksantofilowy [Pandhair i Sekhon, 2006; Huchzermeyer i wsp., 2022].

1.3.2.5. Zwiagzki fenolowe

Zwigzki fenolowe Sg szeroko rozpowszechniona i najliczniejszg grupg réznorodnych
metabolitow wtornych w swiecie roslin. Majg wspolng strukture chemiczng obejmujaca jeden
lub wigcej pierScieni aromatycznych z jednym lub wicksza liczba podstawnikow
hydroksylowych. Ze wzgledu na ich ogromne zréznicowanie istnieje kilka sposobow
klasyfikacji zwigzkow fenolowych bioragc pod uwage ich wilasciwosci chemiczne, liczbe
pier§cieni aromatycznych, liczb¢ atoméw wegla w szkielecie, liczbg grup hydrokysylowych,
rozpuszczalnos¢, itp. Do gtownych grup zwigzkéw fenolowych mozna zaliczy¢ kwasy
fenolowe, flawonoidy, taniny oraz rzadziej spotykane stilbeny oraz lignany [Dai i Mumper,
2010; Kotton i wsp., 2022]. Kwasy fenolowe mozna podzieli¢ na dwie grupy: pochodzace od
kwasu hydroksybenzoesowego oraz kwasy hydroksycynamonowego. Flawonoidy stanowig
najbardziej zréznicowang grupa zwigzkow fenolowych, i1 dzielg si¢ na flawony, flawonole,
flawanole, flawanony, izoflawony oraz antocyjany [Zhang i wsp., 2022]. Zwiazki fenolowe
powstaja w wielu szlakach biosyntezy, jednakze zrodlem zwigzkéw wyjsciowych do ich
syntezy sg glikoliza i cykl pentozofosforanowy bedace elementami metabolizmu pierwotnego
ro$lin. Fosfoenolopirogronian pochodzacy z glikolizy oraz erytrozo-4-fosforan pochodzacy
z cyklu pentozofosforanowego biorg udzial w syntezie kwasu szikimowego. W wyniku
dalszych przemian powstajg aminokwasy aromatyczne, W tym L-fenyloalanina, ktora przy
udziale amoniakolizy L-fenyloalaniny (PAL) zostaje przeksztatcona do kwasu cynamonowego.
W ten sposob rozpoczyna si¢ szlak fenylopropanoidowy, w wyniku ktorego powstaje
p- kumaroilo-CoA. Zwigzek ten jest wykorzystywany w szlaku syntezy flawonoidow lub po
kondensacji z 3 czasteczkami kwasu malonowego tworzy bardziej ztozone zwigzki fenolowe

jak stilbeny [Kotton i wsp., 2022].

Zwiazki fenolowe moga wystepowac jako wolne czasteczki — aglikony, a takze w formie
zwigzanej z cukrami jako glikozydy. Cukrem najczeSciej bioragcym udzial w tworzeniu
glikozydow jest glukoza, chociaz wystepuja réwniez galaktoza, ramnoza, ksyloza i arabinoza,

a takze disacharydy, takie jak rutoza [Rice-Evans i wsp., 1997].

Znaczna czg$¢ zwiazkow fenolowych wykazuje silne wiasciwosci przeciwrodnikowe oraz

przeciwutleniajace wchodzac w sktad nieenzymatycznego systemu obrony antyoksydacyjnej
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u roslin. U podstaw przeciwutleniajacych wiasciwosci polifenoli lezy ich wysoka reaktywno$é
jako donoréw wodoru badz elektrondéw, a takze ich zdolno$¢ do chelatowania jonéw metali
przejsciowych przez co zapobiegajg reakcji Fentona. Innym mechanizmem decydujacym
0 wilasciwos$ciach antyoksydacyjnych fenoli jest ich zdolno$¢ do zmiany kinetyki peroksydacji
lipidow poprzez modyfikacj¢ kolejnosci upakowania lipidoéw i1 zmniejszenie ptynnos$ci btony.
Zmiany te moga utrudnia¢ dyfuzj¢ wolnych rodnikow oraz ograniczaé reakcje prooksydacyjne.
Przeciwutleniacze fenolowe mogg zaktoca¢ utlenianie lipidow 1 innych czasteczek poprzez
szybkie oddawanie atomoéw wodoru rodnikom LOQO’. Posrednie rodniki fenoksylowe sg
stosunkowo stabilne i nie inicjujg dalszych reakcji rodnikowych. Ponadto moga przyczynia¢
si¢ do terminacji reakcji tancuchowych poprzez reakcje z innymi wolnymi rodnikami [Ahmad

I wsp., 2010].

1.4. Metabolizm azotu

Azot jest jednym z gléwnych skladnikow mineralnych niezbgdnych dla ro$lin.
Wykorzystywany jest on do wytwarzania aminokwaséw budujacych bialka strukturalne
I enzymatyczne, kwaséw nukleinowych, a takze lipidow, chlorofilu oraz innych metabolitow,
w strukturze ktorych wystepuje azot. W zwiazku z tym niedobdr azotu ogranicza wzrost
I rozw0j roslin. Dostepnos¢ azotu w glebie zwykle podlega duzym wahaniom ze wzgledu na
wilasciwosci gleby, w tym pH, wilgotno$¢ czy aktywno$¢ mikrobiologiczng [Wang i wsp.,
2014]. Oproécz roslin stragczkowych, ktore moga wigzaé azot atmosferyczny, rosliny pobieraja
ten sktadnik odzywczy z gleby przez system korzeniowy. W glebie azot wystepuje w postaci
nieorganicznych jonéw: azotanowych (NO3) oraz amonowych (NHj), a takze jako organiczne
zwigzki azotu, do ktorych mozna zaliczy¢ mocznik oraz wolne aminokwasy. Jednak gléwnym
zrédtem azotu dla roslin sg jony NO3, ktére dominuja w glebach dobrze natlenionych oraz jony
NHj, ktore przewazaja na zalanych terenach podmoktych oraz glebach kwasnych [Krapp,
2015; Chamizo-Ampudia i wsp., 2017].

Istnieja specyficzne transportery dla jonéw NO3 i NH; nalezace, odpowiednio, do grupy NRT
i AMT. Pobrane jony NO3; moga by¢ bezposrednio metabolizowane, magazynowane
w wakuolach, badZz transportowane do czgsci nadziemnej poprzez ksylem [Krapp, 2015].
Natomiast jony NH; sa toksyczne i musza byé¢ szybko wiaczane w strukture zwiazkow
organicznych [Islam i wsp., 2022]. Azotany przed wlaczeniem ich do zwigzkow organicznych

muszg zosta¢ zredukowane do jonéw amonowych. Asymilacja pobranego azotu
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nieorganicznego jest procesem wieloetapowym, w ktory zaangazowany jest szereg enzymow

(Rys. 7).

Cytoplazma

Mitochondrium

Glu €= NH, +2-06

+ AMT

+
NH4 —>NH4—> GS1
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»NOZ = NH}, +2-0G € Glu
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>NO3

Plastyd

NO3
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Rys. 7. Pobieranie i asymilacja jondw azotanowych i amonowych w komorkach korzenia
(wg Ali, [2020], zmodyfikowane)

Glu - glutaminian, GIn - glutamina, 2-OG - 2-oksoglutaran, NR - reduktaza azotanowa,
NiR - reduktaza azotynowa, GS - syntetaza glutaminowa, GOGAT - syntetaza glutaminianowa,
GDH - dehydrogenaza glutaminianowa, AMT - transportery jonéw NH;, NRT - transportery
jonoéw NO3

1.4.1. Enzymy zaangazowane w metabolizm azotu w komérkach
roslinnych
1.4.1.1. Reduktaza azotanowa

Reduktaza azotanowa (NR) katalizuje reakcje konwersji azotandw do azotynow, ktora zachodzi

w cytoplazmie komorki.

NR
NO3 + NAD(P)H + H* — NOj + NAD(P)* + H,0
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W zaleznosci od wykorzystywanego przez enzym donora elektronéw wyrozniono dwie
izoformy: specyficzng dla NADH (EC 1.6.6.1), badz dla NADPH (EC 1.6.6.2). W korzeniach
traw oraz w glonach eukariotycznych stwierdzono obecnos¢ reduktazy wykorzystujacej oprocz
NADH takze NADPH [Kopcewicz i Lewak, 2019; Ali, 2020]. Wszystkie izoformy NR
charakteryzujg si¢ podobnymi wiasciwosciami. Sg homotetramerami ztozonymi z czterech
identycznych podjednostek potaczonych ze sobg niekowalencyjnie, z ktorych kazda zawiera
dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD), cytochrom b557 (hem) oraz molibdenopteryne
[Inokuchi i wsp., 2002; Kopcewicz i Lewak, 2019].

Reduktaza azotanowa jest enzymem indukowanym, ktorego synteza aktywowana jest przez
obecno$¢ substratu (NO3). Aby zapobiec akumulacji szkodliwego dla komorek roslinnych NO>
aktywnos$¢ NR jest regulowana przez kilka mechanizméw, w tym degradacje enzymu, synteze,
odwracalna inaktywacje, a takze st¢zenie substratu. St¢zenie biatka NR oraz jego aktywnosc¢ sa
stymulowane rowniez przez $wiatto. Obnizenie aktywnosci NR przy matej iloSci $wiatta moze

by¢ zwiazane z ograniczong podaza czynnikow redukujacych [Wang i wsp., 2014].

Oprocz regulacji aktywnosci NR przez dostgpnos¢ substratu, ktora odbywa si¢ na poziomie
ekspresji genu, aktywno$¢ tego enzymu moze by¢ roéwniez modulowana za pomoca
mechanizmow potranslacyjnych, m.in. poprzez odwracalng fosforylacje, ktora w obecnosci
jonéw magnezu umozliwia przytaczanie do czasteczki enzymu biatka inhibitorowego 14-3-3

[Reda i wsp., 2000; Kaiser i Huber, 2001].

1.4.1.2. Reduktaza azotynowa

Jony azotynowe sg przeksztatcane w jony amonowe w reakcji katalizowanej przez reduktaze
azotynowg (NiR, EC 1.7.7.1) w chloroplastach lisci lub w plastydach korzeni i innych tkanek
niefotosyntetyzujacych.

NiR
NO; + 6 Fd zred. +8 H* — NH} + 6 Fd utl. + 2 H,0

W chloroplastach donorem elektronow jest zredukowana ferredoksyna generowana w fazie
jasnej fotosyntezy przez fotosystem | [Ali, 2020]. W plastydach regeneracja zredukowanej
ferredoksyny odbywa dzigki NADPH wytwarzanemu w szlaku pentozofosforanowym [Wang
i wsp., 2014]. Reduktaza azotynowa jest monomerem o masie czgsteczkowej 60-64 kDa
I zawiera dwie grupy prostetyczne: sirohem oraz centrum zelazowo-Siarkowe [Yoneyama

I Suzuki, 2019].
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1.4.1.3. Enzymy cyklu GS-GOGAT

Jony amonowe pobrane bezposrednio z gleby lub powstale w wyniku redukcji jonow
azotanowych, a takze generowane wtornie w procesie fotooddychania w tkankach
fotosyntetyzujacych czy w wyniku katabolizmu bialek i aminokwasow sg asymilowane dzieki
potaczonemu dziataniu syntetazy glutaminowej (GS) oraz syntazy glutaminianowej (GOGAT)
w tak zwanym cyklu GS-GOGAT [Krapp, 2015].

Syntetaza glutaminowa

Syntetaza glutaminowa (EC 6.3.1.2) katalizuje zalezng od ATP aminacje¢ glutaminianu

prowadzaca do powstania glutaminy.

GS
glutaminian + NHf + ATP — glutamina + ADP + Pi + H,0

W roslinach wyzszych wyr6znia si¢ dwie gtowne izoformy GS: GS1 1 GS2 o réznej lokalizacji
subkomorkowej 1 masie czasteczkowej. [zoenzymy cytozolowej syntetazy glutaminowej (GS1)
sg mniejsze 1 kodowane przez kilka genow. Plastydowe/chloroplastowe izoformy tego enzymu
(GS2) sg wigksze i zwykle kodowane tylko przez jeden gen, rzadko dwa [Moreira i wsp., 2022].
Uwaza sie, ze GS2 biorg udzial w pierwotnej asymilacji NH; pochodzacego z redukcji
azotanéw (synteza aminokwaséw de Nnovo) oraz we wtornej asymilacji jonéow NHy
produkowanych w procesie fotooddychania. Natomiast GS1 uczestnicza w recyklingu NH;
podczas okreslonych etapow rozwojowych, takich jak np. starzenie si¢ lisci [Masclaux-

Daubresse i wsp., 2010].

Syntaza glutaminianowa

Syntaza glutaminianowa (GOGAT) przeprowadza redukcyjne przeniesienie grupy aminowej
z glutaminy na 2-oksoglutaran, wykorzystujac jako reduktor ferredoksyne (Fd-GOGAT, EC
1.4.7.1), NADPH (NADPH-GOGAT, EC 1.4.1.13) lub NADH (NADH-GOGAT,EC 1.4.1.14),

co prowadzi do wytworzenia 2 czgsteczek glutaminianu.

Fd—GOGAT
glutamina + 2 — oksoglutaran + 2 Fd zred. ——— 2 glutaminian + 2 Fd utl.

NADH-GOGAT
glutamina + 2 — oksoglutaran + NAD(P)H —— 2 glutaminian + NAD(P)*

W komorkach roslinnych GOGAT wystepuje zazwyczaj w dwoch izoformach, Fd-GOGAT
I NADH-GOGAT [Inokuchi i wsp., 2002]. 1zoforma Fd-GOGAT jest zlokalizowana gtéwnie
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w chloroplastach lisci, podczas gdy NADH-GOGAT gtownie wystepuje w plastydach tkanek
niefotosyntetycznych, takich jak korzenie czy etiolowane tkanki lisci [Moreira i wsp., 2022].
Fd-GOGAT jest monomerem (145-168 kDa), z wyjatkiem ryzu, w ktorym enzym ten sktada
si¢ z dwoch podjednostek o masie 115 kDa. Sugeruje sie, ze enzym ten zawiera jeden
mononukleotyd flawinowy (FMN), jeden dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) i jedno
centrum zelazowo-siarkowe (3Fe-4S) na czgsteczke. NADH-GOGAT jest monomerem o0 masie
czagsteczkowej 190-240 kDa [Inokuchi i wsp., 2002].

1.4.1.4. Dehydrogenaza glutaminianowa

Poza cyklem GS-GOGAT jony amonowe moga by¢ rowniez wiaczane do zwigzkow
organicznych poprzez dziatanie dehydrogenazy glutaminianowej (GDH). W roslinach mozna
wyrdzni¢ izoenzymy GDH zalezne od NAD (EC 1.4.1.2) badz od NADH (EC 1.4.1.4)
[Grzechowiak i wsp., 2020]. Dehydrogenaza glutaminianowa katalizuje zalezng od NAD(P)H
aminacj¢ 2-oksoglutaranu, co powoduje powstanie glutaminianu (reakcja syntezy), a takze
zalezng od NAD deaminacj¢ glutaminianu, uwalniajac 2-oksoglutaran oraz amoniak (reakcja

kataboliczna) [Yoneyama i Suzuki, 2019].

GDH
2 — oksoglutaran + NHf + NAD(P)H < 2 glutaminian + H,0 + NAD(P)*

GDH zlokalizowana jest gtdownie w mitochondriach komoérek roslinnych. Posiada liczne
izoenzymy, z ktorych kazdy zbudowany jest z 6 podjednostek o masie 42-46 kDa [Inokuchi
i wsp., 2002]. Poniewaz w szlaku GS-GOGAT w celu zasymilowania NH, zuzywane jest ATP,
uwaza si¢ ze w warunkach stresowych kiedy dzialanie systemu GS-GOGAT moze nie by¢
efektywne, szczegdlnie wazng rolg¢ odgrywa witasnie GDH [Walker i Van der Donk, 2016].
Wykazano, ze aktywnos¢ GDH jest niezbedna do przezycia roslin w warunkach deficytu

$wiatta [Masclaux-Daubresse i wsp., 2010].

1.4.1.5. Syntetaza asparaginowa

Syntetaza asparaginowa (AS, EC 6.3.5.4) w potaczeniu z GS odgrywa wazng rolg
w pierwotnym metabolizmie azotu. Katalizuje reakcj¢ zaleznego od ATP transferu amidowej
grupy aminowej glutaminy do asparaginianu w wyniku czego powstaje glutaminian
| asparagina. Asparagina odgrywa role w transporcie i magazynowaniu azotu [Inokuchi i wsp.,
2002; Wang i wsp., 2014].

AS
glutamina + asparaginian + ATP < glutaminian + asparagina + AMP + PPi
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1.4.1.6. Aminotransferazy

Aminotransferazy (EC 2.6.1.x) sg enzymami nalezacymi do grupy transferaz, ktore katalizuja
reakcje¢ przeniesienia grupy aminowej z danego aminokwasu na oksokwas z wytworzeniem
2- oksokwasu (pochodnego substratowi aminokwasowemu) oraz aminokwasu [Kendziorek
| Zagdanska, 2011].

Aminotransferaza alaninowa

Aminotransferaza alaninowa (AlaAT; E.C.2.6.1.2) katalizuje zalezne od fosforanu pirydoksalu,
odwracalne przeniesienie grupy aminowej z glutaminianu do pirogronianu z wytworzeniem

2- oksoglutaranu i alaniny [Kishorekumar i wsp., 2020].

ALaAT
pirogronian + L — glutaminian «—— L — alanina + 2 — oksoglutaran

Aminotransferaza asparaginianowa

Aminotransferaza asparaginianowa (AspAT; EC 2.6.1.1) jest enzymem zaleznym od fosforanu
pirydoksalu i katalizuje reakcj¢ odwracalnego przeniesienia grupy aminowej z glutaminianu na

szczawiooctan z wytworzeniem 2-oksoglutaranu i asparaginianu [Inokuchi i wsp., 2002].

.. . AspAT ..
glutaminian + szczawiooctan «—— asparaginian + 2 — oksoglutaran

Ze wzgledu na szerokie znaczenie substratow wykorzystywanych przez AspAT, bierze on
udzial w wielu procesach metabolicznych. Aminotransferaza asparaginianowa jest gtdwnym
zrodlem asparaginainu w komorkach roslinnych. Asparaginian jest aminokwasem niezbednym
do syntezy biatek, stuzy jako prekursor w biosyntezie aminokwaséw takich jak: metionina,
lizyna, asparagina, a takze ureidow, ktére sg gtownymi czasteczkami transportujagcymi azot
w niektorych roslinach. Enzym ten odgrywa role w asymilacji amoniaku w cyklu GS/GOGAT
[Ryan i Fottrell, 1974]. Dziata na tym szlaku poprzez recykling szkieletow weglowych
(2- oksoglutaran) do transaminacji przez GOGAT. Sugeruje si¢, ze ASPAT jest elementem
mostku jabtczanowo-asparaginianowego uczestniczacego w transporcie wodoru z cytoplazmy

przez btong mitochondrium, chloroplastu oraz peroksysomu [Wadsworth, 1997].
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2. Cel pracy

Zanieczyszczenie metalami ciezkimi, pomimo ograniczania ich emisji do srodowiska, nadal
stanowi wazny problem ekologiczny. Nikiel uwazany jest za jeden z najbardziej toksycznych
metali cigzkich, wykazujac silne wtasciwosci kancerogenne i teratogenne. Toksyczny wptyw
Ni na ro$liny uprawne przejawia si¢ obnizeniem ilo$ci i jakos$ci ich plondw a akumulacja tego

metalu w tkankach ro$lin niesie za sobg zagrozenie dla ludzi i zwierzat.

Wybrany do badan ogorek jest jednym z najpopularniejszych gatunkéw warzyw powszechnie
uprawianych na catym $wiecie, w tym rowniez w Polsce. Jednoczes$nie jest gatunkiem o niskiej
tolerancji na Ni wykazujacym objawy toksycznosci juz przy niewielkich dawkach tego metalu.
Ze wzgledu na duze znaczenie tego gatunku i jego duzg wrazliwo$¢ na Ni bardzo wazne jest
poznanie mechanizmow lezacych u podstaw toksycznego dziatania tego metalu ciezkiego na

ro$liny ogorka.
W zwiazku z powyzszym, celem badan niniejszej pracy byto:

1. Poznanie mechanizméw lezacych u podstaw fitoksycznego dzialania Ni na Siewki
ogorka poprzez zbadanie jego wpltywu na:

> wybrane parametry wzrostowe

» parametry wskazujace na ogdlng kondycje roslin (barwniki fotosyntetyczne,
wydajnos¢ fotosyntetyczna)

» procesy pro- oraz antyoksydacyjne ze szczegbélnym uwzglednieniem
generowania RFT oraz produktow peroksydacji lipidow, a takze zmian
w aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych uczestniczacych w ich usuwaniu

» sklad i stopien nasycenia fosfolipidow

A\

profil zwigzkéw fenolowych
» metabolizm podstawowy w aspekcie procesow zwigzanych z metabolizmem
azotu
2. Zbadanie wptywu Ni na badane parametry w zalezno$ci od organu rosliny (li$¢ i korzen)
oraz wieku liscia (1is¢ 11 IT)

3. Zbadanie wptywu Ni na badane parametry w zaleznosci od czasu traktowania
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3. Material i metody

3.1. Materiat

Material badawczy stanowily siewki ogorka (Cucumis sativus L.) odm. Cezar uprawiane
metodg hydroponiczng na pozywce Hoaglanda. Nasiona ogérka najpierw kietkowano,
a nastgpnie 6-dniowe siewki przenoszono na rozcienczong (1:4) (Tab. 1) pozywke zawierajaca
0 (kontrola) lub 10 uM Ni. Nikiel dodawano w postaci chlorku niklu (NiCl, x 6H,0). Ro$liny
uprawiano w kontrolowanych warunkach w fitotronie (temperatura: 24°C; fotoperiod:
16 godzin o$wietlenia i 8 godzin ciemnosci; natezenie o$wietlenia: 350 umol m2s™; wzgledna

wilgotno$¢ powietrza: 50% - 60%).

Tab. 1. Skfad podtoza wg Hoagland i Arnon [1950] z modyfikacjami dla uprawy

hydroponicznej ogorka

Skladniki podloza (mg dm)

Makroelementy

KNO3 126,25
MgSO4 x TH20 123
KH2PO4 34
Ca(NO3)2 x 4H20 295
FeNa-EDTA 10,075

Mikroelementy

CuSOs x SH20 0,079
H3BO4 2,86
MnSO4 x SH20 2,19
NaMoOs x 2H20 0,13
ZnS04 x TH20 2,2
pH=5,8

Badania prowadzono na siewkach ogorka zbieranych w dwoch punktach czasowych: po 2 oraz
3 tygodniach traktowania metalem. Do analiz pobierano 1i$¢ I oraz 1is¢ 11, a takze korzen roslin

kontrolnych i traktowanych Ni chyba, ze podano inacze;j.
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3.2. Metody

3.2.1. Ocena parametrow wzrostowych

Parametry wzrostowe oceniano na podstawie pomiaréw pola powierzchni blaszki lisciowe;j,

a takze §wiezej masy badanych organow siewek ogorka.

Pole powierzchni blaszki lisciowej mierzono za pomocg komputerowej analizy obrazu. Badane
liScie najpierw skanowano, a nastgpnie uzyskane skany analizowano za pomoca programu

NIS- Elements D (5,01.00, 64-bit). Wyniki pomiaréw powierzchni lisci wyrazono w mm?,

Biomase okreslano wazac $wiezg mase lisci i korzeni siewek ogorka. Korzenie przed wazeniem
plukano woda wodociggowa i starannie osuszano przy uzyciu bibuly. Biomas¢ badanych

organdw wyrazano w mg.

3.2.2. Oznaczenie zawartosci niklu, magnezu, zelaza, manganu, potasu i sodu

Zawarto$¢ Ni, magnezu (Mg), zelaza (Fe), manganu (Mn), potasu (K) oraz sodu (Na) w li§ciach

i korzeniu ogorka oznaczano metodg spektrometrii absorpcji atomowe;j.

Po zbiorze tkanke lisci i korzenia suszono. Nastgpnie wysuszong biomasg¢ (100 mg) poddawano
procesowi mineralizacji w 5 cm® 69% HNO;.przy uzyciu mineralizatora mikrofalowego
(UniClever, Plazmatronika, Polska). Proces mineralizacji obejmowat nastgpujace trzy etapy
roéznigce si¢ czasem trwania, ci$nieniem i mocg: (1) t=5 min, p=3-2,7 MPa, moc=60%);
(2) t=5 min, p=3,5-3,2 MPa, moc=80%; (3) t=10 min, p=4,5-4,2 MPa, moc=100%. Uzyskane

3 a nastepnie

mineralizaty rozcienczano woda demineralizowang do objetosci 50 cm
poddawano analizie przy uzyciu spektrometru Varian SpectrAA 300 (Varian Australia Pty.
Ldt., Mulgrave, Australia) wyposazonego w lamp¢ deuterowa do korekcji tta 1 ptomien
powietrze/acetylen. Pierwiastki oznaczano przy nastepujach dtugosciach fali: Ni - 232 nm;
Mg — 285,2 nm; Fe — 248,3 nm; Mn — 279,5 nm; K — 766,5 nm i Na — 589 nm. Zawartos¢ Ni,
Fe i Mn wyrazono w pg ¢! suchej masy, natomiast zawartos¢ Mg, K i Na wyrazano

w mg g !suchej masy.
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3.2.3. Oznaczenie zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych

Zawartos¢ chlorofilu a, chlorofilu b oraz karotenoidow oznaczano na podstawie
spektrofotometrycznego pomiaru stezenia danego barwnika przy odpowiednich dtugosciach
fali wedtug Wellburn [1994].

Do analizy zawarto$ci barwnikow fotosyntetycznych pobierano calg blaszke lisciowg I oraz 11
liScia ogdrka, a nastgpnie suszono. Materiat homogenizowano w porcelanowym mozdzierzu
dodajac porcjami (10 cm® + 5 cm?) 80% (v/v) roztwér acetonu. Otrzymany w ten sposob
homogenat zlewano do probowek wirowkowych i wirowano (33 987 x g, 15 min, 4°C).
Nastepnie supernatant zlewano do cylindra miarowego, a do pozostalego W probowce
wiréwkowej osadu dodawano 5 cm?® 80% roztworu acetonu i ponownie wirowano w tych
samych warunkach. Supernatanty uzyskane podczas pierwszego i drugiego wirowania tagczono
i uzupetniano w cylindrze miarowym do objetosci 20 cm?® za pomoca 80% roztworu acetonu.
Ekstrakt przelewano do kuwet spektrofotometrycznych, a nastgpnie wykonywano pomiar
absorbancji (A) przy dlugosciach fali A=663,2 nm dla chlorofilu a, A=646,8 nm dla chlorofilu
b oraz A=470 nm dla karotenoidow (Helios Gamma, Thermo Spectronic, Cambridge, UK). Jako
probe odnos$nikowa uzyto 80% (v/v) roztwodr acetonu. Stezenie chlorofilu a, chlorofilu b
| karotenoidow wyliczono z wykorzystaniem podanych ponizej wzorow (Wellburn, 1994)

i wyrazono w pg g™ suchej masy:
Cehtorofila = 12,25 X Age32 = 2,79 X Agass
Cehlorofilb = 21,5 X Agaps - 5,1 X Age3 2

Ckarotenoidy = (1000 X A470 - 1a82 X Cchloroﬁla - 85,02 X Cchloroﬁl b)/198

3.2.4. Oznaczenie wydajnoSci fotosyntetycznej

Wydajnos¢ fotosyntetycznag okreslano na podstawie pomiaru parametru QY (ang. quantum
yield), czyli wydajnosci kwantowej fotouktadu II za pomocg fluorymetru FluorPen FP100
(Photon Systems Instruments, Czechy).

Pomiaru QY dokonywano na podstawie fluorescencji chlorofilu a, po 15 minutach adaptacji
siewek ogorka do ciemnosci. Pomiar byt przeprowadzany w 4 miejscach na powierzchni liscia.
W fazie adaptacji do ciemnosci fotosystemy w chloroplastach sa utlenione (gotowe do absorpcji

Swiatta). Wigzka Swiatta niebieskiego (A=470 nm) generowana przez urzadzenic wywotuje
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absorpcj¢ §wiatla przez anteny energetyczne w chloroplastach, jest to faza inicjacji iluminacji.
W nastepujacej po niej fazie pelnej iluminacji dodatkowe $wiatlo jest absorbowane przez
chlorofil ale nie moze by¢ ono uzyte przez fotosystem i jest ono re-emitowane jako Swiatto
fluorescencyjne. Fluorymetr FluorPen FP100 mierzy to re-emitowane $wiatto i przelicza je na
wydajnos$¢ kwantowa fotouktadu IT (QY). Wydajnos¢ kwantowa fotouktadu II w fazie adaptacji

do ciemnosci wylicza si¢ ze wzoru:

QY = (Fm- Fo)/[Fm = Fv/Fm

Fm - maksimum fluorescencji w fazie adaptacji do ciemno$ci mierzona podczas nasycenia
fragmentu liscia pierwszym blyskiem $wiatta po adaptacji do ciemnosci

Fo - minimum fluorescencji w fazie adaptacji do ciemnosci

Fv = (Fm-Fo) — réznica pomigdzy wartoscig fluorescencji maksymalnej i minimalnej mierzone;
po adaptacji do ciemnosci

3.2.5. Okreslenie stopnia przepuszczalnosci bton plazmatycznych

Stopien przepuszczalno$ci blon plazmatycznych oceniano stosujagc metod¢ oparta na

konduktometrycznym pomiarze wycieku elektrolitow z komorek.

W celu okreslenia stopnia przepuszczalno$ci bton plazmatycznych z lisci wycinano
korkoborem po 10 krazkéw 0 s$rednicy 7 mm. Krazki ptukano 3-krotnie w wodzie
demineralizowanej, po czym umieszczano je w probowkach dodajac 15 cm® wody
demineralizowanej 1 inkubowano na wytrzgsarce przez 2 godziny. Po tym czasie przy uzyciu
konduktometru  (Mettler-Toledo GmbH, Schwerzenbach, Switzerland) mierzono
przewodnictwo wilasciwe ptynu inkubacyjnego (ECi1). Nastepnie probowki umieszczano
wtazni wodnej 1 gotowano przez 20 minut w celu calkowitego uszkodzenia bton
plazmatycznych, po czym probowki studzono i ponownie mierzono przewodnictwo wlasciwe

(EC>). Wyciek elektrolitow (EL) wyliczano ze wzoru przedstawionego ponizej i wyrazano w %.

EL= =L x100 %
EC, °

EL- wyciek elektrolitow
ECi- przewodnictwo ptynu w ktorym inkubowata si¢ tkanka

EC»- przewodnictwo ptynu po termicznej degradacji tkanki
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3.2.6. Histochemiczna detekcja reaktywnych form tlenu

3.2.6.1. Histochemiczna detekcja nadtlenku wodoru (H,0,)

Obecnos¢ H,O, wykrywano z wykorzystaniem metody opisanej przez Thordal-Christensen
iwsp. [1997]. Metoda ta opiera si¢ na wykrywaniu produktow utlenienia
3,3 - diaminobenzydyny (DAB) przez H, 0, i przy udziale endogennej peroksydazy. W wyniku
tej reakcji powstaje produkt, ktory jest widoczny makroskopowo w postaci brgzowego
zabarwienia. Aby wykry¢ H,0,, liscie umieszczano w 0,05 M buforze octanowym pH 3,8
zawierajacym 3 mM DAB i inkubowano na §wietle w temperaturze 24 °C przez 12 godzin.
Nastepnie liscie odbarwiano w 96% roztworze alkoholu etylowego, az do zaniku chlorofilu
oraz wykonywano ich skany. Powierzchnie barwnych plam na lisciu oraz catkowitg
powierzchnig liScia okreslano w programie NIS-Elements D (5.01.00, 64-bit). Zawartos¢ H,O,

wyrazano jako powierzchni¢ wybrawiong DAB w stosunku do catkowitej powierzchni li§cia.

3.2.6.2. Histochemiczna detekcja anionorodnika ponadtlenkowego (0;)

Obecnos¢ O;” w lisciach wykrywano wedtug metody Unger i wsp. [2005]. Metoda ta opiera si¢
na wykrywaniu produktow redukcji NBT przez O,. W wyniku tej reakcji powstajg barwne
formazany widoczne makroskopowo w postaci niebieskiego zabarwienia. W celu wykrycia O3
liscie zanurzono w buforze fosforanowym (s6l sodowo-potasowa) pH 7,8 zawierajacym
0,1 mM NBT, 0,1 mM EDTA i 10 mM NaNj. Liscie zostawiono w roztworze inkubacyjnym
W temperaturze pokojowej az do pojawienia si¢ niebieskiego zabarwienia. Nast¢pnie liScie
odbarwiano w 96% roztworze alkoholu etylowego, az do zaniku chlorofilu oraz wykonywano
ich skany. Powierzchnie barwnych plam na liSciu oraz catkowita powierzchni¢ liscia okreslano
w programie NIS-Elements D (5.01.00, 64-bit). Zawartos¢ O, wyrazano jako powierzchnie

wybrawiong NBT w stosunku do catkowitej powierzchni liscia.

3.2.7. Oznaczanie zawartosci aldehydu malonowego (MDA)

Stopien  peroksydacji  lipidow w  ekstraktach z li§ci 1 korzeni oznaczano
spektrofluorymetrycznie wedlug Yagi [1982]. Metoda oparta jest na okreSleniu stezenia
zwiazkoOw reagujacych z kwasem 2-tiobarbiturowym (TBARS). Podstawg metody jest
powstawanie w kwasnym Srodowisku i w podwyzszonej temperaturze barwnego adduktu
pomiedzy kwasem 2-tiobarbiturowym (TBA) 1 dialdehydami (gléwnie dialdehydem
malonowym — MDA), bedacymi produktami rozpadu nadtlenkow lipidowych.

55



Tkanke homogenizowano (1:10 w/v) w mozdzierzu w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,0,
a nastepnie wirowano (33 987 x g, 15 min, 4°C). Do otrzymanych supernatantow dodawano po
1 cm?® roztworu TBA (29 mM TBA w 8,75 M kwasie octowym) i wody demineralizowane;j.
Reakcje barwng wywolywano przez inkubacje¢ prob w tazni wodnej w temperaturze 96°C przez
1 godzing. Po tym czasie proby schiadzano pod biezaca woda i zakwaszano mieszaning poprzez
dodanie po 0,025 cm® 5 M HCI. Nastepnie barwne addukty ekstrahowano do 3,5 cm?® butanolu
o czystosci spektralnej i wirowano (10 000 x ¢, 10 min). Do pomiaréw pobierano warstwe
organiczng. Warto$¢ fluorescencji odczytywano przy uzyciu spektrofluorymetru Hitachi
F- 2500 (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) przy dlugosci fali wzbudzenia A = 535 nm i dtugosci fali

emisji A = 553 nm wzgledem proby odczynnikowe;.

Stezenie MDA obliczano uwzgledniajagc wartosci fluorescencji dla proby wzorcowej
zawierajacej 1 nmol 1,1,3,3- tetractoksypropanu (TEP) i wyrazano w nmol MDA g? $wiezej

masy.

3.2.8. Oznaczenie profilu lipidow

3.2.8.1. Ekstrakcja i analiza lipidéw

Probki zamrozonych lisci (100 mg) homogenizowano w homogenizatorze Fast-Prep-24
Instrument (MP Biomedicals) z 1 cm? jednorodnej mieszaniny chloroformu i metanol (2:1, v/v)
zawierajace] 0,003% butylowany hydroksytoluen (BHT) i1 szklane kulki. Homogenaty
odwirowano (4730 x g, 5 min). Po dodaniu 0,2 cm® wody homogenat wytrzasano i ponownie
odwirowano (4730 x g, 5 min). Pobierano dolng organiczng warstw¢ i odparowano ja
W wyparce prozniowej. Pozostato$é ponownie rozpuszczono w 1 cm?® mieszaniny metanolu

i chloroformu (4:1, v/v) i przechowywano w temperaturze -20°C do czasu analizy.

3.2.8.2. Rozdziat klas fosfolipidow metodg HPLC-MS i charakterystyka
czasteczek fosfolipidow

Fosfolipidy oznaczano za pomoca systemu HPLC Agilent 1200 (Santa Clara, CA, USA)
I spektrometru masowego 4500 Q-TRAP (Sciex, Framingham, MA, USA) ze zrodtem ESI
(Jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym; ang. elekctrospray ionization). Analizg
chromatograficzng przeprowadzono w uktadzie odwroconych faz stosujac kolumne Kinetex
C18 (50 mm x 2,1 mm, wielkos$¢ ziarna 5 pm, Phenomenex, Torrance, CA, USA). Na kolumng

wstrzyknieto 10 mm?® ekstraktu lipidowego. Szybko$é przeptywu wynosita 500 mm? min-2,

56



Fazy ruchome woda (A) i metanol (B) zawieraly 5 mM mréwczan amonu. Gradient
rozpuszczalnika rozpoczgto przy 70% B, zwigkszono do 95% B w ciagu 1,25 minuty
i utrzymywano przy 95% B przez 6 minut, nastgpnie w ciggu 3 minut powrdcono do
poczatkowego sktadu rozpuszczalnika. Temperature kolumny utrzymywano na poziomie 40°C.
Zastosowano nastepujace ustawienia spektrometru mas: napigcie pola elektrycznego 4500 V;
gaz ostonowy 25; gaz nebulizatora 50; gaz turbo 60 i temperatura zrédta jondw 600°C. Analizg
danych przeprowadzono za pomocg oprogramowania Analyst™ v1.6.2 (Sciex, Framingham,
MA, USA).

Jakosciowa 1 ilosciowa analiz¢ fosfolipidéw przeprowadzono technika tandemowe;j
spektrometrii mas z wykorzystaniem, odpowiednio, trybu skanowania jondw pierwotnych
(PIS) oraz trybu monitorowania reakcji wielokrotnych (MRM) [Bernat i wsp., 2014b].

Do oznaczenia jako$ciowego fosfolipidow poszczegodlnych klas zastosowano metode akwizycji
zalezng od danych PIS—EPI (wzmocnione skanowanie jondw potomnych). Otrzymano widma
w zakresie m/z 100-950. Szybko$é skanowania EPI wynosita 1000 amu s*. Do wykrycia
lipidéw z klas PA, PG, PE, i PI wykorzystano skanowanie jonéw pierwotnych o m/z 158.
Natomiast do identyfikacji lipidow nalezacych do PC przeprowadzono skanowanie jonow
pierwotnych o m/z 168. W przypadku fosfolipidow nalezacych do PA, PG, PE, i PI
identyfikacja opierala si¢ o widma masowe rejestrowane w trybie jonizacji negatywnej
z wytworzeniem deprotonowanego jonu [M-H] . W przypadku fosfolipidow z klasy PC
otrzymywano jony [M+HCOO] . Na podstawie analizy gtow i tancuchéw acylowych jonow
pierwotnych 1 wtornych wygenerowano list¢ tranzycji MRM a nastgpnie okreslono sktad
kwasow tluszczowych wystepujacych w czasteczkach lipidow.

Do analizy iloSciowej stosowano standardy fosfolipidow dla kazdej klasy PL: kwas
fosfatydowy (PA 12:0/12:0), fosfatydylocholina (PC 14:0/14:0), fosfatydyloetanoloamina
(PE 14:0/14:0), fosfatydyloglicerol (PG 14:0/14:0), LPC (16:0) i fosfatydyloinozytol
(P116:0/16:0).

3.2.8.3. Stopien nienasycenia fosfolipidéw

W celu okreslenia stopnia nienasycenia fosfolipidow obliczono indeks wigzan podwdjnych
(DBI) korzystajac ze wzoru: DBI = [(% trzynienasyconych kwasow tluszczowych x 3) + (%
dwunienasyconych kwasow thuszczowych x 2) + (% jednonienasyconych kwasow ttuszczowych)l/
¥ % nasyconych kwasow tluszczowych [Gajewska i wsp., 2012]. Procentowa zawarto$¢ kwasow

thuszczowych z kazdej grupy okreslono na podstawie obecnosci ich tancuchéw acylowych
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W poszczegdlnych czasteczkach zidentyfikowanych fosfolipidow. Warto$ci DBI wyznaczono

dla catej frakcji fosfolipidow a takze dla poszczegodlnych klas: PA, PC, PE, PG i PL

3.2.8.4. Ekstrakcja i analiza oksylipin metodg LC - MS

Oksylipiny ekstrahowano z lisci w sposob opisany przez Ludovici i wsp. [2014] z niewielkimi
modyfikacjami. Probki lisci po 100 mg wytrzasano z 1 cm® mieszaniny heksanu i alkoholu
izopropylowego, (3:2, v/v)., zawierajacej 0,003% BHT. Nastgpnie dodawano 0,5 cm® 6,7%
roztworu siarczanu potasu. Pobierano gorng warstwe i odparowano ja w wyparce préozniowe;.

Oksylipiny oznaczano przy uzyciu tego samego systemu LC-MS/MS jak opisano powyzej. Na
kolumne Kinetex C8 (150 mm x 2,1 mm, wielkos$¢ ziarna 5 pm, Phenomenex, Torrance, CA,
USA) wstrzykiwano 10 mm? ekstraktu. Faza ruchoma sktadata si¢ z 5 mM mréwczanu amonu
w wodzie (A) 1 5 mM mréwczanu amonu oraz 0,1% kwasu mrowkowego w acetonitrylu (B)
z szybkoécia przeptywu 500 mm?® mint. Gradient rozpuszczalnika rozpoczeto przy 30% B,
zwigkszono do 90% B w ciggu 4 minut i utrzymywano przy 90% B przez 3 minuty, nast¢pnie
w ciggu 3 minut powrocono do poczatkowego sktadu rozpuszczalnika. Temperature kolumny
utrzymywano na poziomie 40°C. PrzejScia MRM uzyskano przy uzyciu autentycznych

standardow [Ludovici i in., 2014].

3.2.9. Oznaczenie aktywno$ci enzymoOw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym

3.2.9.1. Przygotowanie ekstraktéw enzymatycznych

W celu przygotowania supernatantoéw do oznaczenia enzymow takich jak: CAT, SOD, APX,
POX, GSH-Px oraz GST tkank¢ roslinng umieszczano W zmrozonych mozdzierzach,
a nastepnie homogenizowano w 0,05 M buforze fosforanowym (sé6l sodowa) o pH 7,0 (1:10
w/v). Bufor zawieral 1 mM askorbinian sodu, 1 mM kwas wersenowy (EDTA) oraz 1%

poliwinylopirolidon (PVP).

Do oznaczenia aktywno$ci PAL tkank¢ homogenizowano w zmrozonym mozdzierzu w 0,1 M
buforze boranowym o pH 8,8 (1:5 w/v) z dodatkiem 0,5 mM EDTA oraz 3 mM ditiotreitolu
(DTT).

Homogenaty poddawano wirowaniu (33987 x g, 15 min, 4°C). Uzyskane w ten Sposob

supernatanty uzyto do analiz enzymatycznych.
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3.2.9.2. Oznaczenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Zasada metody

Aktywnos¢ SOD (EC 1.15.1.1) oznaczano wedlug metody Beauchamp i Fridovich [1971].
Analiza aktywnos$ci SOD opierata si¢ na monitorowaniu jej zdolnosci do hamowania

fotochemicznej redukcji bigkitu nitrotetrazoliowego (NBT).

Wykonanie oznaczenia

Mieszanina inkubacyjna zawierata 50 mM bufor fosforanowy (s61 sodowa) o pH 7.8, 13 mM
metioning, 75 uM NBT, 0,1 mM EDTA, 2 uM ryboflawing oraz ekstrakt enzymatyczny.
Reakcje rozpoczeto przez wiaczenie lampy UV. Réwnoczesnie przygotowano rowniez probe
odczynnikowg pozbawiong ekstraktu enzymatycznego. Absorbancj¢ mierzono po 10 min przy
dhugosci fali A=560 nm (Helios Gamma, Thermo Spectronic, Cambridge, UK). Za jednostke
aktywnosci SOD (U) przyjeto zdolno$¢ enzymu do 50% hamowania fotochemicznej redukeji

NBT. Aktywno$¢ enzymu SOD wyrazono w U min™ mg™ biatka.

3.2.9.3. Oznaczenie aktywnoSci katalazy (CAT)

Zasada metody

Aktywno$¢ CAT (EC 1.11.1.6) oznaczano wedtug metody Dhindsa i wsp. [1981]. Aktywno$¢

mierzono spektrofotometrycznie na podstawie szybkosci reakcji redukcji H,O, do O, i H,O.
Wykonanie oznaczenia

W sklad mieszaniny reakcyjnej wchodzit 50 mM bufor fosforanowy (s6l sodowa) pH 7,0,
ekstrakt enzymatyczny oraz 15 mM H20,, ktoérego dodanie do mieszaniny reakcyjnej
rozpoczynalo reakcje. Przygotowano takze probe odczynnikowg, do ktorej nie dodano
ekstraktu enzymatycznego. Rozklad H,O, mierzono przy diugosci fali A=240 nm przez
4 minuty. W celu obliczenia aktywnosci CAT zastosowano molowy wspotczynnik absorpcji
dla H,0, o wartoéci £=45,2 Mt.cm™. Za jednostke aktywnosci CAT (U) przyjeto taka ilos¢
enzymu, ktéra powoduje redukcje 1 nmola H,O, w ciaggu 1 minuty. Aktywnos$¢ enzymu

wyrazono w U mg bialka.
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3.2.9.4. Oznaczanie aktywnosci peroksydazy askorbinianowej (APX)

Zasada metody

Aktywnos$¢ APX (EC 1.11.1.11) oznaczano wedtug zmodyfikowanej metody Nakano i Asada
[1981]. Aktywnos¢ APX oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie jej zdolnosci do

utleniania kwasu askorbinowego do dehydroaskorbinowego.

Wykonanie oznaczenia

W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzit 0,05 M bufor fosforanowy (sél sodowa) o pH 7,0
zawierajacy 1 mM EDTA, 0,25 mM askorbinian sodu, ekstrakt enzymatyczny oraz 25 uM
H,0,, ktérego dodanie rozpoczynalo reakcje. Jednoczes$nie przeprowadzono probe
odczynnikowa, pozbawiong ekstraktu enzymatycznego. Absorbancje mierzono w ciggu
4 minut przy dlugosci fali A =265nm. W celu obliczenia aktywnosci APX zastosowano
molowy wspétczynnik absorpcji dla askorbinianu e=13,7 mM™cm™. Za jednostke aktywnosci
APX (U) przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktora katalizuje utlenienie 1 nmola askorbinianu w 1 ciggu

minuty. Aktywno$¢ enzymu wyrazono w U mg™ biatka.

3.2.9.5. Oznaczenie aktywnoSci peroksydazy wobec substratow fenolowych

3.2.9.5.1. Oznaczenie aktywnosci peroksydazy wobec guajakolu (GPOX)

Zasada metody

Aktywnos¢ GPOX (EC 1.11.1.7) oznaczano spektrofotometrycznie wedlug zmodyfikowanej
metody Maehly i Chance [1954]. Metoda ta opiera si¢ na reakcji utlenienia przez peroksydaze

guajakolu do tetraguajakolu w obecnosci H,O,.

Wykonanie oznaczenia

Mieszanina reakcyjna zawierala 50 mM bufor octanowy pH 5,6, 5,4 mM guajakol, ekstrakt
enzymatyczny, a takze 15 mM H,O,, ktorego dodanie zapoczatkowywato reakcje. Oprocz prob
badanych wykonano proby odnosnikowe, w ktorych zamiast H,O, dodano H,O. Wzrost
absorbancji w wyniku utleniania guajakolu do tetraguajakolu byt mierzony przy dlugosci fali
A= 470 nm przez 4 minuty. Aktywno$¢ enzymu obliczano stosujac molowy wspodtczynnik
absorpcji dla tetraguajakolu £€=26,6 mM™*cm™. Za jednostke aktywnosci GPX (U) przyjeto taka
ilo§¢ enzymu, ktora katalizuje powstanie 1 nmola tetraguajakolu w ciggu 1 minuty. Aktywnos$¢

enzymu wyrazono W U mg™ biatka.
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3.2.9.5.2 Oznaczenie aktywnoSci peroksydazy wobec syringaldazyny
(SPOX)

Zasada metody

Aktywnos¢ SPOX (EC 1.11.1.7) oznaczano spektrofotometrycznie wedtug zmodyfikowane;j
metody Imberty i wsp. [1985]. Metoda polega na oznaczeniu barwnego produktu ktory

powstaje w wyniku utlenienia syringaldazyny w obecno$ci H,O5.

Wykonanie oznaczenia

W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzit 50 mM bufor fosforanowy (s6l sodowa) pH 6,0,
H,0,, ekstrakt enzymatyczny oraz syringaldazyna, ktorej dodanie rozpoczynalo reakcje.
Jednoczesnie przygotowano proby odnos$nikowe pozbawione H,O,. Przyrost absorbancji
oznaczano przy ditugosci fali A=530 nm, w czasie 4 minut. Aktywno$¢ enzymu obliczano
stosujgc  molowy wspodtczynnik absorpcji  dla produktu utleniania syringaldazyny
e=27mM tcm?l Za jednostke aktywnosci SPX (U) przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra
katalizuje utlenienie 1 nmola syringaldazyny w ciggu 1 minuty. Aktywno$¢ enzymu wyrazono

w U mg?biatka.

3.2.9.6. Oznaczenie aktywnosci S - transferazy glutationowej (GST)

Zasada metody

Aktywnos¢ GST (EC.2.5.1.18) oznaczano wedtug metody Habig i wsp. [1974]. Aktywnos¢
mierzono spektrofotometrycznie na podstawie szybkosci reakcji powstawania koniugatu
(2,4- dinitrofenylo-S-glutationu) migdzy egzogennie wprowadzonymi sktadnikami mieszaniny

reakcyjnej: glutationem (GSH) i 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem (CDNB).

Wykonanie oznaczenia

Mieszanina reakcyjna zawierata 100 mM bufor fosforanowy (sol potasowa) pH 6,25, ekstrakt
enzymatyczny, 0,75 mM CDNB oraz 30 mM GSH, ktérego dodanie rozpoczynato reakcje.
Dodatkowo przygotowano probe odczynnikowg pozbawiong ekstraktu enzymatycznego. Zmiang
absorbancji spowodowang tworzeniem koniugatu pomiedzy CDNB i GSH mierzono przy
dhugosci fali A= 340 nm. Aktywno$¢ enzymu obliczano stosujac molowy wspotczynnik absorpcji
dla powstajacego koniugatu o wartosci & = 9,6 mM™ cm™. Za jednostke aktywnosci GST (U)
przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktora katalizuje powstanie 1 nmola 2,4-dinitrofenylo-S-glutationu

w 1 ciggu minuty. Aktywno$¢ enzymu wyrazono w U mg™ biatka.
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3.2.9.7. Oznaczenie aktywnoSci peroksydazy glutationowej (GSH-Px)

Zasada metody

Aktywnos¢ GSH-Px (EC 1.11.1.9) mierzono spektrofotometrycznie za pomocg metody
Hopkins i Tudhope [1973]. Metoda ta oparta jest na cigglej regeneracji utlenionego glutationu
wytworzonego przez dzialanie GSH-Px. Reakcja jest katalizowana przez reduktaze

glutationowg kosztem NADPH.

Wykonanie oznaczenia

Mieszanina reakcyjna zawierata 50 mM bufor fosforanowy (so6l potasowa) o pH 7,0,
2mM EDTA, 150 mM GSH, 4,2 mM NADPH, 0,5 jednostki reduktazy glutationowej
i 2,2 mM nadtlenek t-butylu, ktory rozpoczynat reakcje. Utlenianie NADPH $ledzono
spektrofotometrycznie mierzac spadek absorbancji przy A= 340 nm przez 4 minuty. Aktywnos¢
enzymu obliczano stosujac molowy wspotczynnik absorpcji dla NADPH £=6,22 mM™* cm™. Za
jednostke aktywnosci GSH-Px (U) przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktora katalizuje utlenienie

1 nmola NADPH w ciaggu 1 minuty. Aktywno$¢ enzymu wyrazono W U mg ~ ! biatka.

3.2.9.8. Oznaczenie aktywnosci amoniakoliazy L-fenyloalaniny (PAL)

Zasada metody

Aktywnos¢ PAL (EC 4.3.1.5) oznaczano spektrofotometrycznie wedlug zmodyfikowanej
metody Kolupaev i wsp. [2018]. W metodzie tej oznaczano ilos¢ kwasu trans- cynamonowego

powstajacego z L-fenyloalaniny w czasie reakcji katalizowanej przez PAL.

Wykonanie oznaczenia

Mieszanina reakcyjna zawierata bufor boranowy pH 8,8, ekstrakt enzymatyczny oraz 50 mM
L-fenyloalaning. Dokonano pomiaru aktywnosci enzymu przy dlugosci fali A= 290 nm,
a nastepnie probki inkubowano w temperaturze 37 °C. Po godzinie dodawano 5 M HCI
I oznaczano ponownie absorbancj¢. Aktywno$¢ enzymu obliczano stosujac molowy
wspotczynnik absorpcji dla powstajacego produktu =9 mM™ cm™. Za jednostke aktywnosci
PAL (U) przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktora katalizuje powstanie 1 nmola kwasu

trans- cynamonowego w ciagu 1 minuty. Aktywnos$é enzymu wyrazono w U mg ™ biatka.
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3.2.10. Oznaczenie stezenia biatka

Stezenie biatka w ekstraktach oznaczano zgodnie z metoda Bradford [1976] polegajaca na
zmianie barwy btekitu kumazyny G-250 z brunatnej na niebieska w srodowisku kwasnym pod
wplywem wigzania z biatkami za pomocg wigzan jonowych i hydrofobowych. Intensywnos$¢
niebieskiego zabarwienia kompleksu biatko-btekit kumazyny jest wprost proporcjonalna do

zawartosci biatka w mieszaninie reakcyjnej.

Probe badang zawierajaca ekstrakt enzymatyczny oraz odczynnik Bradford inkubowano
5 minut w temperaturze pokojowej a nast¢pnie mierzono absorbancje przy diugosci fali
A =595 nm wzgledem wody. Warto$¢ stezenia biatka odczytywano z krzywej wzorcowe;j
sporzadzonej dla albuminy surowicy bydlecej w 0,9% NaCl w zakresie stezen 0 - 500 ug cm™

i wyrazano w mg cm™,

3.2.11. Oznaczenie stezenia fenoli catkowitych

Zawartos¢ fenoli catkowitych oznaczano spektrofotometrycznie wedlug Singleton i Rossi
[1965]. Metoda ta opiera si¢ na utlenianiu fenoli przez uktad Na;Wo4-2 H20, NazMos-2 H20
I H3POs. W wyniku tej reakcji w Srodowisku zasadowym obecne w odczynniku Folina-
Ciocalteu sole kwasow fosfowolframowego 1 fosfomolibdenowego ulegaja redukcji tworzac

niebieskie produkty tetrapolianionu wolframu i molibdenu.

W celu przygotowania ekstraktu roslinnego do oznaczenia zawartosci fenoli catkowitych
tkank¢ homogenizowano w 80% roztworze metanolu. Nast¢pnie homogenat wirowano
(33987 x g, 15 min, 4°C). Otrzymane supernatanty uzupetiano do objetoéci 5 cm?®

I wykorzystywano do oznaczen.

Aby oznaczy¢ stezenie fenoli calkowitych do 0,5 cm?® ekstraktu dodawano 3,4 cm’

wody
demineralizowanej oraz 0,1 cm® odczynnika Folina-Ciocalteu. Po 3 minutach inkubacji
dodawano 1 cm® 10% weglanu sodu (Na,COs;) i inkubowano przez kolejne 30 minut
W ciemnosci. Pomiaru absorbancji dokonywano przy dtugosci fali A=725 nm. Jednocze$nie
przygotowano probe odno$ng do ktorej zamiast ekstraktu enzymatycznego dodano 80%
metanol. Zawarto$¢ fenoli w probach wyliczano na podstawie krzywej wzorcowej dla kwasu

chlorogenowego wykonanej w zakresie 25-200 ug cm™ i wyrazono w mg g $wiezej masy.

63



3.2.12. Oznaczenie zawartoSci zwigzkéw  fenolowych  metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

3.2.12.1. Przygotowanie ekstraktéw

Tkank¢ roslinng homogenizowano w mozdzierzu w 80% roztworze metanolu (1:5 w/v),
nastepnie homogenat odwirowywano (33987 x g, 15 min, 4°C). Otrzymany supernatant
zlewano i osad ekstrahowano 90% roztworem metanolu i ponownie wirowano (33 987 x g,
15 min, 4°C). Po zlaniu supernatantu osad ekstrahowano 100% metanolem i odwirowywano
(33987 x g, 15 min, 4°C). Mieszaning 3 uzyskanych supernatantow zlewano do kolb
okragtodennych i odparowywano na wyparce prézniowej w temperaturze 65°C. Powstaly osad
rozpuszczano we wrzacej wodzie destylowanej 1 zlewano do probowek wiréwkowych.
Procedur¢ powtarzano 3 razy, po czym supernatanty wirowano (33 987 x g, 15 min, 4°C).
Uzyskane ekstrakty uzupetiano woda do takiej samej objetosci (6 cm?) i dzielono na dwie
cze$ci: do oznaczenia wolnych zwigzkéw fenolowych oraz zglikozylowanych zwigzkoéw
fenolowych. W celu oznaczenia puli wolnych zwiazkow fenolowych pobierano 0,5 cm?
ekstraktu, przelewano do probéwki typu Eppendorf i dodawano 1 ¢cm® metanolu czystosci

HPLC. Do czasu oznaczenia proby przechowywano w zamrazarce w temperaturze - 18°C.

W celu uwolnienia zwigzkow fenolowych z formy zglikozylowanej ekstrakty poddawano
kwasnej hydrolizie. Ekstrakt (3 cm?) poddawano hydrolizie w 4 M HC1 w temperaturze 80°C
przez 1,5 godziny. Nastepnie probki studzono i doprowadzano do pH~2 za pomoca 30% NaOH,
przelewano do probowek wirowniczych z korkiem i odwirowywano. W celu oznaczenia
zawartoéci zwiazkow fenolowych uwolnionych z formy zglikozylowanej pobierano 0,5 cm?
zhydrolizowanego ekstraktu, przelewano do probowki typu Eppendorf i dodawano 1 cm?
metanolu (czystosci HPLC). Do czasu oznaczenia proby przechowywano w zamrazarce

w temperaturze -18°C.

3.2.12.2 Oznaczenie zawartosci zwigzkow fenolowych metodg HPLC

Uktad HPLC do oznaczenia zwigzkow fenolowych (Summit x2 Dual-Gradient System,
Dionex, Sunnyvale, CA, USA) wyposazony byt w detektor fotodiodowy (PDA100 DAD) oraz
detektor fluorescencyjny (RF-2000). Zwiazki fenolowe obecne w ekstraktach rozdzielano na
kolumnie RP-C18 (aQ Hypersil GOLD, 250 nm x 4,6 mm, 5 um) polaczonej z kolumng
ochronng (GOLD aQ Drop-In guards, 10 x 4 mm, 5 um) w temperaturze 25 °C. Objetosc

nastrzyku analizowanych probek wynosita 20 mm?®. Rozdzial prowadzono przy uzyciu
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gradientu wody (A) oraz metanolu (B) z dodatkiem 0,1 % kwasu mrowkowego. Szybkos¢

3 min”. Gradient liniowy rozpoczeto po 2 minutach elucji

przeplywu wynosita 1 cm
izokratycznej 5% B, zwigkszajac powoli w ciggu 30 minut do 55% B, po czym nastgpito
5 minut elucji izokratycznej. Pomiedzy 35 a 45 minutg stezenie fazy B wzrosto do 70%,
PO czym nastgpila 5-minutowa elucja izokratyczna. Nastgpnie migdzy 50 a 52 minutg gradient
przywrocono do poczatkowego 5% B i1 kolumng¢ ponownie kalibrowano przez nastgpne
3 minuty. Absorbancj¢ mierzono przy 235, 280, 325 i 375 nm, a fluorescencje przy 420 nm
(wzbudzenie 270 nm, emisja 420 nm). Zwigzki fenolowe w ekstraktach zidentyfikowano
porownujac czasy retencji i widma absorpcji UV analizowanych prébek z odpowiednimi
danymi uzyskanymi z wzorcow referencyjnych. Optymalne dlugosci fali stosowane do
sporzadzenie krzywej kalibracyjnej 1 oznaczenia ilosciowego poszczegélnych zwigzkow
fenolowych podane zostaly na Rys. 8. Oznaczenie ilosciowe oparto na krzywych
kalibracyjnych dla wzorcow zwiazkéow fenolowych obejmujacych zakres 5 - 200 mg cm,
liniowo$¢ krzywej kalibracyjnej zweryfikowano wspotczynnikiem korelacji (r>>0,9994). Przed
analiza catkowitej zawarto$ci fenoli otrzymane ekstrakty wodne odwirowano (36 670 x g,
20 min, 4°C), dodatkowo przed analiza HPLC supernatanty przesaczono przez filtr
strzykawkowy 45 um. Zawarto$¢ poszczegdlnych zwigzkéw fenolowych wyrazono W pg g *

Swiezej masy.
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4. kwas protokatechowy (210 nm)

5. pirokatechol (280 nm)

6. (-)-epigallokatechina (235 nm)

7. (+)-katechina (235 nm)

8. kwas 4-hydroksybenzoesowy (235 nm)
9. procyanidyna B2 (280 nm)

10. aldehyd 4-hydroksybenzoesowy (280 nm)

11. kwas chlorogenowy (325 nm)
12. kwas wanilinowy (420 nm)
13. kwas p-rezorcynowy (420 nm)

. (-)-epikatechina (235 nm)

. kwas syryngowy (420 nm)

. Cyjanidyna (280 nm)

. kwas 1,3-dikawoilochinowy (325 nm)
. aldehyd syryngowy (280 nm)

. kwas p-kumarowy (325 nm)

. kwas ferulowy (420 nm)

. kumaryna (280 nm)

. kwas synapinowy (420 nm)

. kwas trans-3-hydroksycynamonowy (280nm)

. glikozyd 7-O-p-D-luteoliny (325 nm)
. rutyna (375 nm)
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27.
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34.
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37.

hesperydyna (280 nm)

kwas rozmarynowy (420 nm)
myrycetyna (375 nm)

kwercetyna (375 nm)

kwas trans-cynamonowy (280 nm)
naryngenina (280 nm)

luteolina (325 nm)

hesperytyna (280 nm)

flawon (280 nm)
3-hydroksyflawon (235 nm)

Rys. 8. Chromatogram oraz dtugosci fali stosowane do oznaczenia zawartosci zwigzkéw fenolowych metoda HPLC
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3.2.13. Oznaczenie aktywnos$ci enzymow zwigzanych z metabolizmem azotu

3.2.13.1. Przygotowanie ekstraktéw enzymatycznych

W celu oznaczenia aktywno$ci NR oraz NiR tkank¢ ros$linng umieszczano w zmrozonym
mozdzierzu i homogenizowano (1:5 w/v) w 0,1 M buforze fosforanowym (sol potasowa) 0 pH
7,5 zawierajacym 1 mM EDTA, 5 mM cysteing oraz 0,5% PVP.

W celu oznaczenia aktywnosci GS, GDH, AIaAT oraz ASpAT tkanke roslinng
homogenizowano (1:5 w/v) w zmrozonym mozdzierzu w 0,05 M buforze Tris-HCI o pH 7,6
z dodatkiem 1 mM EDTA, 1 mM MgClz, 10 mM B-merkaptoetanolu, 1 mM DTT oraz 0,5%
PVP.

W celu oznaczenia aktywnosci GOGAT tkanke roslinng homogenizowano (1:5 wi/v)
w zmrozonym mozdzierzu w 0,05 M buforze fosforanowym (s6l potasowa) 0 pH 7,5
zawierajacym 10 mM KCl, 2 mM EDTA, 0,1% p-merkaptoetanol, 1 mM fluorek
fenylometylosulfonylu (PMSF) oraz 20% glikol etylenowy.

Homogenaty wirowano (33 987 x g, 15 min, 4°C) a otrzymane supernatanty wykorzystywano

do oznaczania aktywnoS$ci enzymow.

3.2.13.2. Oznaczenie aktywnos$ci reduktazy azotanowej (NR)

Zasada metody

Aktywnos¢ NR oznaczano zgodnie ze zmodyfikowana metoda opisang przez Debouba i wsp.
[2006a]. Metoda opiera si¢ na oznaczeniu ilosci jonéw NO; powstajacych w wyniku reakcji

katalizowanej przez obecny w ekstrakcie enzym.

Wykonanie oznaczenia

W celu oznaczenia aktywnos$ci NR, do mieszaniny reakcyjnej dodawano 0,1 M bufor
fosforanowy (s6l potasowa) 0 pH 7,5 zawierajagcy 5 mM EDTA, a takze 7 mM KNOs, ekstrakt
enzymatyczny oraz 0,14 mM NADH, ktérego aplikacja rozpoczynata reakcje. Po 60 minutach
inkubacji w temperaturze 27 °C, reakcj¢ zatrzymywano przez dodanie 0,5 M octanu cynku,
a nastegpnie probki odwirowano (3000 x g, 10 min). Oprocz prob badanych przygotowano proby
odnosnikowe, ktore nie zawieraty NADH. Ilos¢ powstalych jonow azotynowych 0znaczano
kolorymetrycznie po diazowaniu 1% sulfanilamidem (SA) i0,01% chlorowodorkiem
N- (1- naftylo)-etylenodiaminy (NEA). Po 20 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej,
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mierzono absorbancj¢ przy A= 540 nm. Ilo$¢ utworzonego azotynu obliczono przy uzyciu
przygotowanej dla NaNO2 krzywej kalibracyjnej. Za jednostke aktywnosci NR (U) przyjeto
takg ilo$¢ enzymu, ktora katalizuje powstanie 1 nmola NO; w ciggu 1 minuty. Aktywno$¢

enzymu wyrazono w U mg™ biatka.

3.2.13.3. Oznaczenie aktywnosci reduktazy azotynowej (NiR)

Zasada metody

Aktywnos$¢ NiR oznaczano wedtug zmodyfikowanej metody Debouba i wsp. [2006a]. Metoda
ta opiera si¢ na oznaczeniu ubytku ilosci jonow NO, w mieszaninie reakcyjnej na skutek

dziatania enzymu obecnego w ekstrakcie.

Wykonanie oznaczenia

Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 0,1 M buforu fosforanowego (s6l potasowa) o pH 6,8,
0,4 mM NaNO, 2,3 mM wiologenu metylowego, ekstraktu enzymatycznego i 4,3 mM
ditioninu sodu w 100 mM NaHCOs;, ktorego dodanie rozpoczynato reakcj¢. Po 30 minutach
inkubacji w temperaturze 27°C, reakcje zatrzymywano przez wytrzagsanie mieszaniny
reakcyjnej do utraty barwy. Jednoczesnie wykonywano proby odnosnikowe, do ktorych
zamiast ditioninu sodu dodawano wode destylowang. Ilo§¢ jonow NO, pozostatych
w mieszaninie reakcyjnej oznaczano po dodaniu 1% SA oraz 0,01% NEA przy dlugosci fali
A =540 nm. Za jednostke aktywnosci (U) przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktora katalizuje rozktad

1 nmola NOz w ciggu 1 minuty. Aktywno$¢ enzymu wyrazono W U mg biatka.

3.2.13.4. Oznaczenie aktywnosci syntetazy glutaminowej (GS)

Zasada metody

Aktywno$¢ GS oznacza si¢ mierzac aktywnos$¢ transferazowa tego enzymu wg metody opisane]
przez Agbaria i wsp. [1998]. W reakcji tej enzym katalizuje przeniesienie reszty glutamylowej
glutaminy na hydroksylaming, co prowadzi do powstania y-glutamylohydroksamianu
I uwolnienia amoniaku. Miarg aktywnosci GS jest stezenie y-glutamylohydroksamianu, ktory
oznacza si¢ kolorymetrycznie poprzez reakcje z jonami Fe®* w $rodowisku kwasnym

prowadzacg do powstania kompleksu o barwie brgzowo-czerwonej.
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Wykonanie oznaczenia

Mieszanina reakcyjna zawierata 50 mM bufor Tris-HCI pH 7,2, 1 mM ADP, 50 mM glutaming,
20 mM MgCl,, 20 mM arsenian sodu, ekstrakt enzymatyczny i 13 mM hydroksyloaming, ktorej
dodanie zapoczatkowywato reakcje. Jednoczesnie dla kazdego ekstraktu przygotowano probe
odnosnikowg niezawierajacg glutaminy. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze 30°C
reakcj¢ konczono poprzez dodanie mieszaniny sktadajacej si¢ z 0,5 M HCI, 0,2 M FeCl; oraz
0,24 M kwasu trichlorooctowego. Dodatkowo przygotowano probe odczynnikowa sktadajaca
si¢ z wody destylowanej oraz mieszaniny 0,5 M HCI, 0,2 M FeCl; i 0,24 M kwasu
trichlorooctowego. Probki wirowano (33 987 x g, 15 min) i mierzono absorbancje przy dtugosci
fali A= 540 nm. Za jednostk¢ aktywnos$ci GS (U) przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktora katalizuje
powstanie 1 nmola y- glutamylohydroksamianu w ciggu 1 minuty. Aktywno$¢ enzymu

wyrazono w U mg™ biatka.

3.2.13.5. Oznaczenie aktywnosci dehydrogenazy glutaminianowej (GDH)

Zasada metody

Aktywnos¢ GDH oznaczano spektrofotometrycznie wedlug metody opisanej przez Groat
i Vance [1981]. Metoda opiera si¢ na oznaczeniu szybkosci utlenienia NADH (aktywno$¢é
aminujgca GDH, NADH-GDH) lub redukcji NAD (aktywno$¢ deaminujgca GDH,
NAD- GDH).

Wykonanie oznaczenia

Dla aktywnosci NADH-GDH mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 0,1 M buforu Tris—HCI
pH 8,0, ekstraktu enzymatycznego, 11 mM kwasu 2-oksoglutarowego, 0,1 M NH,C1i 0,2 mM
NADH, ktorego dodanie rozpoczynato reakcj¢. Przygotowano roéwniez probe odnosng

pozbawiong NH,Cl.

Mieszanina reakcyjna do oznaczenia aktywnosci NAD-GDH sktadata si¢ z 0,1 M buforu
Tris- HCI pH 8,8, ekstraktu enzymatycznego, 80 mM kwasu glutaminowego i 0,7 mM NAD,
ktorego dodanie rozpoczynato reakcje. Proba bez dodatku kwasu glutaminowego stanowita
probe odnosng. Absorbancje prob badanych i odnosnikowych mierzono przy dtugosci fali

A= 340 nm przez 6 minut.

Aktywnos¢ GDH obliczano stosujac molowy wspotczynnik absorpcji dla NADH
g = 6,22 mMecm?. Za jednostke aktywnosci GDH (U) przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktora

69



katalizuje utlenianie/redukcje 1 nmola NADH/NAD w ciggu 1 minuty. Aktywno$¢ enzymu

wyrazono w U mg bialka.

3.2.13.6. Oznaczenie aktywnosSci syntazy glutaminianowej (GOGAT)

Zasada metody

Aktywnos¢ NADH-GOGAT oznaczano spektrofotometrycznie wedlug zmodyfikowanej
metody opisanej przez Groat i Vance [1981], natomiast aktywno$¢ Fd-GOGAT oznaczano
zgodnie z metoda Debouba i wsp. [2006b].

Wykonanie oznaczenia

Mieszanina reakcyjna do oznaczenia aktywno$ci NADH-GOGAT zawierala 0,1 M bufor
fosforanowy (sol potasowa) o pH 7,5, ekstrakt enzymatyczny, 5 mM kwas 2- oksoglutarowy,
10 mM glutaming oraz 0,15 mM NADH, ktérego dodanie rozpoczynato reakcje. Rownolegle
wykonano proby odno$ne pozbawione glutaminy. Zmiany absorbancji oznaczano przy dtugosci
fali A= 340 nm przez 4 minuty. Aktywno$¢ enzymu obliczano stosujac molowy wspotczynnik
absorpcji dla NADH & = 6,22 mMZcm™. Za jednostke aktywnosci NADH-GOGAT (U)
przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktora katalizuje utlenienie 1 nmola NADH w ciggu 1 minuty.

Aktywno$¢ enzymu wyrazono w U mg™ biatka.

Mieszanina reakcyjna do oznaczenia aktywno$ci Fd-GOGAT zawierata 0,1 M bufor
fosforanowy (sol potasowa) o pH 7,5, ekstrakt enzymatyczny, 5 mM kwas 2-oksoglutarowy,
10 mM glutaming, 2,5 mM wiologen metylowy oraz 5 mM ditionin sodu w 190 mM NaHCO;,
ktorego dodanie rozpoczynato reakcje. Po 15 minutach inkubacji w temperaturze 30 °C reakcja
byta zatrzymywana poprzez intensywne mieszanie do utraty barwy i gotowanie przez 10 minut.
Zawarto$¢ glutaminianu w mieszaninie reakcyjnej oznaczano z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu do oznaczania metodg enzymatyczng jak opisano w punkcie 3.2.16. Za jednostke
aktywnosci Fd-GOGAT (U) przyjeto takg ilos¢ enzymu, ktora katalizuje powstanie 1 nmola

glutaminianu w ciggu 1 minuty. Aktywno$é enzymu wyrazono w U mg™ biatka.

3.2.13.7. Oznaczenie aktywnos$ci aminotransferazy alaninowej (AlaAT)

Aktywnos$¢ AlaAT oznaczano spektrofotometrycznie z wykorzystaniem komercyjnego

zestawu do oznaczania.
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Metoda opiera si¢ na dwodch reakcjach:

AlaAT
L — alanina + 2 — oksoglutaran «— pirogronian + L — glutaminian

dehydrogenaza mleczanowa

pirogronian + NADH + H* mleczan + NAD*

Aminotransferaza alaninowa Katalizuje przeniesienie grupy aminowej z alaniny na
2- oksoglutaran tworzac pirogronian i glutaminian. Pirogronian jest redukowany przez NADH,
W wyniku czego powstaje mleczan i NAD. Szybko$¢ zmian absorbancji, mierzona przy
dtugosci fali A=340 nm, jest proporcjonalna do aktywnos$ci aminotransferazy alaninowej. Za
jednostke aktywnosci (U) przyjeto takg ilo$¢ enzymu, ktéra powoduje utlenienie 1nmola

NADH w ciggu 1 minuty. Aktywnoéé enzymu wyrazono w U mg™ biatka.

3.2.13.8. Oznaczenie aktywnos$ci aminotransferazy asparaginianowej
(AspAT)

Aktywnos¢ ASpAT oznaczano spektrofotometrycznie z wykorzystaniem komercyjnego

zestawu do oznaczania.

Metoda opiera si¢ na dwodch reakcjach:

- AspAT , ..
L — asparaginian + 2 — oksoglutaran «— szczawiooctan + L — glutaminian

dehydrogenaza jabtczanowa

szczawiooctan + NADH + H* jabtczan + NAD™

Aminotransferaza asparaginianowa katalizuje przeniesienie grupy aminowej z asparaginianu
na 2-oksoglutaran tworzac szczawiooctan i glutaminian. Szczawiooctan jest redukowany przez
NADH, w wyniku czego powstaje jablczan i NAD. Szybko$§¢ zmian absorbancji, mierzona przy
dhugosci fali A=340 nm, jest proporcjonalna do aktywnos$ci aminotransferazy asparaginianowej.
Za jednostke aktywnosci (U) przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra powoduje utlenienie Inmola

NADH w ciggu 1 minuty. Aktywno$é enzymu wyrazono w U mg™ biatka.
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3.2.14. Oznaczenie iloSci jonéw azotanowych (NO3) oraz jon6w amonowych
(NH3)

3.2.14.1. Przygotowanie homogenatow

Tkanke siewek ogorka homogenizowano w mozdzierzu w wodzie demineralizowanej
(1:10 w/v). Nastgpnie homogenaty umieszczano w tazni wodnej w temperaturze 100 °C na

15 minut, chtodzono i przesaczano przez bibule filtracyjna.

3.2.14.2. Oznaczenie ilosci jonow NO3

Zawarto$¢ NO3 oznaczano kolorymetrycznie wedtug metody Cataldo i wsp. [1975]. Metoda ta
opiera si¢ na nitrowaniu kwasu salicylowego w kwasnym $rodowisku reakcji. Mieszanina
reakcyjna zawierata 0,1 cm? filtratu, 0,4 cm® 5% kwasu salicylowego w stezonym H,SO,. Po
20 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej dodawano 9,5 cm® 2 M NaOH, chtodzono
I mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali A= 410 nm. Zawarto$¢ jonow azotanowych obliczano

na podstawie krzywej wzorcowej dla NOj; i wyrazano w mg g™t §wiezej masy.

3.2.14.3. Oznaczanie ilo$ci jonéw NH;}

Zawarto$¢ NH, oznaczano kolorymetrycznie wedtug metody opisanej przez Molins-Legua
i wsp. [2006]. Mieszanina reakcyjna zawierata 0,1 cm? filtratu, 0,01 cm® 10% winianu sodowo-
potasowego, 2,4 cm® wody destylowanej oraz 0,1 cm® odczynnika Nesslera. Po 5 minutach
inkubacji mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali A= 425 nm. Zawartos¢ jonOw amonowych

obliczano na podstawie krzywej wzorcowej dla NH; i wyrazano w mg g* $wiezej masy.

3.2.15. Oznaczenie zawartos$ci kwasu L - glutaminowego

Zawarto§¢ kwasu glutaminowego oznaczano kolorymetrycznie z wykorzystaniem

komercyjnego zestawu do oznaczania.
Metoda opiera si¢ na dwodch reakcjach:

1. Kwas L-glutaminowy utleniany jest przez dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD) do

2-oksoglutaranu w obecnosci enzymu dehydrogenazy glutaminianowe;.

dehydrogenaza
glutaminianowa
D e —

kwas L — glutaminowy + NAD* + H,0 2 — oksoglutaran + NADH + NH/
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2. W reakcji katalizowanej przez diaforaze utworzony NADH bierze udzial w przeksztatceniu
chlorku jodonitrotetrazoliowego w formazan, ktorego zawarto$¢ mierzona jest

kolorymetrycznie przy dtugos$ci fali A=492 nm.

diaforaza

NADH + chlorek jodonitrotetrazoliowy + Ht ——— NAD* +formazan

Zawarto$¢ kwasu glutaminowego wyrazono w pmol g™t §wiezej masy.

3.2.16. Analiza profilu ekspresji genow dla biatek NR, NiR, GS, GOGAT i GDH

Profil ekspresji genow analizowano w lisciu I siewek ogdrka po 2 tygodniach traktowania Ni.

3.2.16.1. Izolacja RNA

Proby z liscia [ homogenizowano w cieklym azocie, przenoszono do probowek typu Eppendorf
i dodawano roztwér do izolacji RNA- BlueZol (Serva) w iloéci 1 cm® na 100 mg tkanki. Proby
inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej, po czym dodawano 0,3 cm? chloroformu
1 wytrzasano przez 15 sekund. Proby inkubowano przez 10 minut, a nastgpnie wirowano

(12 000 x g, 15 min, 4°C).

Proby rozdzielily si¢ na bladozotta faze organiczng, interfaze (obie zawieraja DNA 1 biatka)
oraz bezbarwng gorng faz¢ wodng zawierajacg RNA. Uzyskang faz¢ wodng przenoszono do
czystych probowek typu Eppendorf i dodano 0,25 cm? izopropanolu i 0,25 cm® mieszaniny
0,8 M cytrynianiu sodu i 1,2M NaCl w celu precypitacji RNA. Proby inkubowano przez
10 minut w temperaturze pokojowej i wirowano (12 000 x g, 10 min, 4°C). Otrzymany osad
plukano 75% etanolem, wytrzasano i wirowano (7500 x g, 5 min, 4°C). Etanol usuwano, osad
osuszano pozostawiajac probowki otwarte w temperaturze pokojowej przez ok. 5 minut. Osad
rozpuszczano w 0,3 cm? sterylnej wody z dodatkiem piroweglanu dietylowego, inkubowano
w tazni wodnej przez 10 minut w temperaturze 60°C, a nastgpnie przechowywano

w temperaturze -80°C.

3.2.16.2. Pomiar stezenia i ocena czystosci RNA

Stezenie RNA w probach oznaczano spektrofotometrycznie przy diugosci fali A=260 nm
Chomczynski [1993]. Przyjmuje si¢, Ze absorbancja przy tej dtugosci fali jest réwna 1 dla RNA

o stezeniu 40 pg cm™. Aby ocenié¢ czystos¢é RNA zmierzono réwniez absorbancje przy dlugosci
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fali A=230 nm i A=280 nm, a takze wyliczono stosunki warto$ci A2eo/A2g0 | A230/Aze0. Wartosé
stosunkéw absorbancji w przedziale 1,8-2,2 $wiadczy o wysokiej czystosci RNA [Green

i Sambrook, 2012].

Ponadto wybrane proby poddano elektroforezie w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem 2,2 M
formaldehydu. W celu przygotowania probek do rozdziatu elektroforetycznego zmieszano ze
sobg 10 mm® RNA, 2 mm® 10x stezonego buforu do elektroforezy MOPS (kwas 3-
(N- morfolino)propanosulfonowy), 4 mm?® 38% formaldehydu, 10 mm?® 70% formamidu,
atakze 1 mm3 bromku etydyny. Proby inkubowano w temperaturze 55°C przez 1 godzine,
a nastgpnie po schlodzeniu préb dodano 2 mm?® buforu obciazajacego, ktory zawierat 40%
sacharoze, 0,17% cyjanol ksylenowy 1 0,17% biegkit bromofenolowy. Do kazdej studzienki
nanoszono 20 mm?® proby zawierajacej 1 pg RNA. Zele poddawano analizie w $wietle UV
0 dtugosci fali A= 300 nm.

3.2.16.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Przeprowadzono syntez¢ nici komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy RNA przy uzyciu
zestawu High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems). Mieszanina
reakcyjna zawierata 2 mm? 10x stezonego buforu do odwrotnej transkrypcji, 0,8 mm? 100 nM
mieszaniny deoksynukleotydow, 2 mm? 10x stezonych losowych starteréw, 1 mm? odwrotnej
transkryptazy (MultiScribe), 1 mm? inhibitora RNaz i 3,2 mm? wody wolnej od nukleaz. W celu
sprawdzenia czy w probie obecne jest DNA przygotowano reakcje kontrolng z uzyciem wyzej
wymienionej mieszaninie reakcyjnej bez dodatku odwrotnej transkryptazy. RNA rozcienczono
w taki sposob, aby w 10 mm?® proby wykorzystywanej do reakciji byt 1 pg RNA. 10 mm® RNA
oraz 10 mm?® mieszaniny reakcyjnej dodawano do probéwek do PCR i umieszczano
w termocyklerze. Termocykler zaprogramowano wedlug zaleconego przez producenta
schematu: 25 °C- 10 minut, 37 °C- 120 minut, 85 °C- 5 minut, 4 °C- przechowywanie. Po reakcji

proby rozcienczano do stezenia koficowego 1 ng mm™=,

3.2.16.4. Reakcja RT-qPCR

Lancuchowa reakcje polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time PCR, RT-gPCR)
przeprowadzono na urzadzeniu 7500 Real Time PCR. Reakcje prowadzono dla genow
reduktazy azotanowej (NR-2), reduktazy azotynowej (NiR), syntetazy glutaminowej (GS-1
oraz GS-4), syntazy glutaminianowej zaleznej od ferredoksyny (GOGAT-1-1), syntazy
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glutaminianowej zaleznej od NADH (GOGAT-2-1) oraz dehydrogenazy glutaminianowej
(GDH-1 oraz GDH-2) oraz 2 gendw referencyjnych - biatek ubikwitynopochodnych u ogorka:
UBI-1 oraz UBI-ep.

Metoda RT-qPCR opiera si¢ na analizie kinetyki reakcji PCR w czasie jej trwania. Jest to
mozliwe poprzez zastosowanie barwnikow fluorescencyjnych, ktore wiaza si¢ do DNA. Ocena
poziomu emitowanej przez barwniki fluorescencji, ktory zalezy od stgzenia amplikonu, daje
mozliwo$¢ monitorowania przyrostu produktu reakcji. Pomiar wykonywany jest w fazie
wyktadniczej reakcji, gdzie kazda czasteczka matrycy daje w wyniku amplifikacji dwie
czasteczki potomne. Do reakcji RT-gPCR jako detektor wykorzystano barwnik SYBR Green,
ktéry interkaluje pomiedzy zasady DNA. Z uwagi na fakt, ze barwnik ten moze si¢ réwniez
wigza¢ z niespecyficznymi produktami PCR, wykonano analizy krzywej topnienia

otrzymanych produktow.

Po zoptymalizowaniu reakcji tj. temperatury przylaczania, ilosci matrycy oraz liczby cykli
reakcje prowadzono w nastepujacych warunkach: aktywacja 95°C przez 5 min, amplifikacja
(40 cykli) 95°C przez 10 s, 60°C przez 1 min, 72°C przez 30 s. W sktad mieszaniny reakcyjnej
0 objetosci 10 mm? wchodzito 3 mm?® cDNA, 5 mm?® Real-Time 2xHS-PCR Master Mix SYBR
A/LoROX, 0,5 mm? odpowiednich starteréw oraz 1,5 mm?® wody dejonizowanej. Uzyskane
wyniki normalizowano wzgledem gendéw referencyjnych UBI-1 oraz UBI-ep, czyli genow,
ktorych ekspresja jest stala bez wzgledu na warunki doswiadczenia, we wszystkich
analizowanych probach. Wzgledng ekspresje gendow obliczano z wykorzystaniem

oprogramowania REST.

3.2.17. Analiza statystyczna wynikow

Przedstawione wyniki sg srednig arytmetyczng z n pomiarow, z roslin pochodzacych z co
najmniej 3 niezaleznie przeprowadzonych hodowli. Ze wzglgdu na roznice w liczbie pomiarow
warto$¢ ,,n” zostata przedstawiona przy opisie wynikow, dla kazdego analizowanego parametru
oddzielnie. Analizy statystyczne wykonano w oparciu o pakiet Statistica, wersja 13.1. Ze
wzgledu na charakter uzyskanych danych, istotno$¢ statystyczng wynikdw oceniano przy
zastosowaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Badano hipoteze zerowa (Ho)
0 braku wplywu danego czynnika, wobec hipotezy alternatywnej (H1) o jego istotnym wptywie.
Szczegotowe zrdznicowanie istotnosci miedzy wariantami (wariantem traktowanym Ni

I odpowiadajacag mu kontrolg) okreslano na podstawie testu NIR, przy poziomie istotnosci
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p<0,05. Warto$ci podano w postaci $rednich + odchylenie standardowe (SD). Przedstawione
w tabelach i na rycinach wyniki dla wariantu Ni r6znigce si¢ istotnie (przy poziomie istotnosci

p <0,05) od odpowiedniego wariantu kontrolnego oznaczano *.
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4. WyniKi
4.1. Parametry wzrostowe

Wplyw Ni na wzrost siewek ogorka oceniano na podstawie pomiaréw parametrow
wzrostowych tj. biomasy lisci i korzenia oraz powierzchni lisci. Zwrdcono takze uwage na

wizualne objawy toksyczno$ci Ni u roélin traktowanych.

Nikiel spowodowal wyrazne zahamowanie wzrostu zaréwno czeSci nadziemnej jak
I podziemnej siewek ogorka (Rys. 9). Obserwowano znaczne skrocenie dtugosci korzeni oraz
zmniejszenie liczby korzeni w wigzce w porownaniu do kontroli. Na liSciach oprocz
zmniejszonej powierzchni blaszki lisciowej zaobserwowano obszary nekrotyczne widoczne na
brzegu blaszki 3-tygodniowych siewek ogorka traktowanych Ni. Dodatkowo w obu punktach

czasowych obserwowano rozproszone na calej blaszce liSciowej chlorozy.

Rys. 9. Pokréj 2- i 3-tygodniowych siewek ogorka kontrolnych i traktowanych Ni

4.1.1. Biomasa

Na Rys. 10 i Rys. 11 przedstawiono biomase badanych organow siewek ogorka. Aplikacja Ni
do pozywki spowodowata istotny spadek biomasy we wszystkich badanych wariantach, jednak
obserwowane zmiany byly wieksze po 2 tygodniach uprawy. Najwyzszy spadek biomasy
(70%) dotyczyt 11 liscia siewek ogorka po 2 tygodniach traktowania metalem. Biomasa I liscia

zmniejszyta si¢ o 46% i 40%, odpowiednio po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni, natomiast
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biomasa II liScia po 3 tygodniach byta nizsza 0 44%. Biomasa korzenia siewek traktowanych
Ni po 2 i 3 tygodniach spadta odpowiednio o 58% i 50% w poréwnaniu z kontrola.
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Rys. 10. Biomasa I oraz II li$cia siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=10-20)
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Rys. 11. Biomasa korzenia siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=17-20)

4.1.2. Powierzchnia blaszki liSciowej

Na Rys. 12 przedstawiono wpltyw niklu na pole powierzchni blaszki lisciowe;j 11 I1 liScia siewek

ogorka. Po 2 tygodniach traktowania Ni powierzchnia I 1 II liScia zmniejszyta si¢ odpowiednio
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0 22% i 43% w stosunku do kontroli. Trzytygodniowe traktowanie siewek ogorka Ni

spowodowato 32% oraz 37% zmniejszenie powierzchni blaszki, odpowiednio I i II lidcia.
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Rys. 12. Powierzchnia I oraz II liscia po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=5-8)

4.2. Zawartos$¢ niklu, magnezu, zelaza, manganu, potasu i sodu

Aplikacja Ni do podtoza spowodowala znaczny wzrost stgzenia Ni we wszystkich badanych
organach (Rys. 13, Rys. 14). Po 2 tygodniach traktowania metalem obserwowano 148-krotny
wzrost stezenia Ni w lisciu I, 51-krotny w lisciu IT oraz 135-krotny w korzeniu. Po 3 tygodniach
traktowania najwickszy wzrost stezenia Ni (155-krotny) obserwowano w korzeniu, w lisciu I
nastgpit 125-krotny, a w li$ciu Il 68-krotny wzrost stgzenia Ni w poréwnaniu z kontrolg. W obu

punktach czasowych najmniejsza akumulacj¢ Ni obserwowano w lisciu II siewek ogorka.
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Rys. 13. Zawarto$¢ Ni w I oraz II liSciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=5-7)
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Rys. 14. Zawartos$¢ niklu w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=3-4)

Na Rys. 15 - Rys. 24 przedstawiono wptyw Ni na zawarto$¢ magnezu, zelaza, manganu potasu
oraz sodu w siewkach ogorka. Dodanie Ni do podtoza spowodowato 25% wzrost zawarto$ci
Mg w lisciu I siewek ogérka po 2 tygodniach traktowania. Zaobserwowano réwniez 18%
wzrost zawarto$ci Fe w tym lisciu po 2 tygodniach traktowania metalem. W korzeniu
stwierdzono 37% 1 108% wzrost stezenia Fe, odpowiednio po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni.
Po dluzszym czasie ekspozycji na Ni odnotowano 41% 1 37 % spadek zawartosci Mn,

odpowiednio w lisciu I oraz II. Aplikacja Ni spowodowata wzrost zawartosci K po 3 tygodniach
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traktowania Ni, odpowiednio w lisciu I i II wynosit on 42% i1 28%, natomiast w korzeniu
odnotowano 9% spadek zawarto$ci K w obu badanych punktach czasowych. Stwierdzono

rowniez 33% spadek zawartosci Na w korzeniu siewek ogorka po 2 tygodniach traktowania Ni.
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Rys. 15. Zawarto$¢ magnezu w I oraz II liSciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=3-5)
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Rys. 16. Zawarto$¢ magnezu w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n= 3-6)
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Rys. 17. Zawarto$¢ zelaza w I oraz II liSciu siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=3-5)

Rys. 18. Zawarto$¢ zelaza w korzeniu siewek ogorka po 2 i1 3 tygodniach traktowania Ni
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*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=3-6)
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Rys. 19. Zawarto$¢ manganu w I oraz II lisciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=3-5)

Rys. 20. Zawarto$¢ manganu w korzeniu siewek ogorka po 2 i1 3 tygodniach traktowania Ni
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*- oznacza wyniki rdéznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=3-6)
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Rys. 21. Zawartos¢ potasu w I oraz II lisciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=3-4)
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Rys.22. Zawarto$¢ potasu w korzeniu li§ciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=3-6)
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Rys. 23. Zawarto$¢ sodu w I oraz II lisciu siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=3)
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Rys. 24. Zawarto$¢ sodu w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=3)

4.3. Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych

4.3.1. Zawartosc¢ chlorofilu a

Po 2 tygodniach ekspozyscji siewek ogorka na Ni w lisciu I stwierdzono spadek zawartosci
chlorofilu a 0 20% w poroéwnaniu z kontrolg (Rys. 25). Po 3 tygodniach od aplikacji Ni

odnotowano 40% spadek zawartosci tego barwnika w obu lisciach.
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Rys. 25. Stezenie chlorofilu a w I oraz I li$ciu siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=6-9)

4.3.2. Zawartosc chlorofilu b

Na Rys. 26 przedstawiono zmiany zawarto$ci chlorofilu b w lisciach siewek ogorka

traktowanych Ni. Istotny spadek zawarto$ci, 0 46% ponizej kontroli, stwierdzono w lisciu I po

3 tygodniach traktowania metalem.
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Rys. 26. St¢zenie chlorofilu b w I oraz II lisciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05

(n=6-9)
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4.3.3. Stosunek chlorofilu a/b

Istotny spadek stosunku chlorofilu a/b odnotowano jedynie w lisciu II po 2 i 3 tygodniach

traktowania Ni i wynosil on odpowiednio 22% i 30% (Rys. 27).
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Rys. 27. Chlorofil a/b w I oraz II lisciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n= 6-9)

4.3.4. Zawartos$¢ karotenoidow
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Rys. 28. Stezenie karotenoidow w I oraz II lisciu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=6-10)
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Aplikacja Ni do podtoza spowodowala 35% spadek zawartosci karotenoidow w lisciu I siewek
ogorka po 2 tygodniach traktowania metalem (Rys. 28). Po dluzszym czasie traktowania Ni
odnotowano 65% 1 71% spadek zawarto$ci badanych barwnikéw fotosyntetycznych,

odpowiednio w lisciu I i II siewek ogorka.

4.4. Wydajnos$¢ kwantowa fotouktadu II

Na Rys. 29 przedstawiono wptyw Ni na wydajnos¢ kwantowa fotouktadu II w lisciach siewek
ogorka. Potraktowanie siewek ogorka Ni spowodowato 0,51% oraz 1,2% spadek wartosci
parametru QY, odpowiednio w lisciu I 1 I po 2 tygodniach traktowania Ni, natomiast W li§ciu

Il 3-tygodniowych siewek ogorka odnotowano 1,1% spadek QY.
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Rys. 29. Wydajnos¢ kwantowa fotouktadu IT w lisciu I oraz IT siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla

p <0,05 (n=16)

4.5. Przepuszczalno$¢ bton plazmatycznych lisci siewek ogorka

Na Rys. 30 przedstawiono zmiany w przepuszczalnosci bton plazmatycznych w lisciu I 1 11
siewek ogorka. We wszystkich badanych parametrach nastapit wzrost przepuszczalno$ci bton
plazmatycznych pod wptywem dziatania Ni. W liSciu I zaobserwowano 37 % oraz 21 % wzrost
przepuszczalnosci blon odpowiednio po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni. W lisciu I nastapit

15 % wzrost przepuszczalno$ci bton plazmatycznych w obu punktach czasowych.
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Rys. 30. Przepuszczalno$¢ blon plazmatycznych w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 1 3
tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=5)

4.6. Histochemiczna detekcja anionorodnika ponadtlenkowego oraz
nadtlenku wodoru w lisciach ogérka

Histochemiczng detekcje O; i H,O, w lisciach ogorka przeprowadzono odpowiednio przy

uzyciu barwienia NBT 1 DAB.

Po 2 tygodniach wzrostu roslin w podtozu zawierajagcym Ni odnotowano znaczng akumulacjg
O; w I i Il lisciu (Rys. 31). W lisciach siewek kontrolnych niebieski osad formazanu
obserwowano gtéwnie w nerwach 1 na brzegach lisci. W liSciach siewek poddanych stresowi
Ni osady te byly widoczne réwniez w obszarach migdzyzytkowych. Na podstawie analizy
obrazu zeskanowanych lisci stwierdzono, ze obszar wybarwiony NBT na | i Il lisciu siewek
traktowanych Ni stanowil odpowiednio okoto 82% 1 43% catkowitej powierzchni liscia,
podczas gdy u siewek kontrolnych powierzchnia wybarwiona stanowita, odpowiednio 8,1%
i 5,4%. Obszar wybarwiony metodg DAB wskazujacy na akumulacje H,O, w i 1l lisciu siewek
kontrolnych stanowit odpowiednio, okoto 16% 1 9% calkowitej powierzchni liscia.
W odpowiedzi na potraktowanie Ni powierzchnia brazowych osadow wzrosta odpowiednio do
82% 1 29% catkowitej powierzchni liscia. Podsumowujac, w lisciach ro$lin traktowanych Ni
wykazano kilkukrotnie wyzszg niz w roslinach kontrolnych akumulacje O, i H,O,.
Poroéwnujac intensywno$¢ zmian w obu badanych lisciach stwierdzono, ze wywotana
dziataniem Ni akumulacja O, i H,O, byta, odpowiednio, 2-krotnie i 2,8-krotnie wyzsza w liciu
I niz w lisciu 11.
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Rys. 31. Zawarto$¢ O, oraz H,O, w lisciach siewek ogorka po 2 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

4.7. Peroksydacja lipidow

Parametrem powszechnie stosowanym do oceny procesu peroksydacji lipidow jest zawartos¢
MDA, ktéry jest koncowym produktem tego procesu. Dla lepszego poznania procesow
peroksydacji lipidow powodowanej toksycznym wptywem Ni po 2 tygodniach traktowania
oznaczono takze profil fosfolipidow wystepujacych w lisciach ogorka oraz profil produktéw
peroksydacji lipidow. Zastosowanie techniki LC-MS pozwolita na detekcje i okre$lenie zmian

w zawarto$ci wczesnych produktéw peroksydacji lipidow.
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4.7.1. Zawartos¢ MDA

Na Rys. 32 oraz Rys. 33 przedstawiono zmiany zawartosci MDA w lisciach i korzeniu siewek
ogorka. Po 2 tygodniach traktowania siewek ogoérka Ni nastgpit 114% wzrost stgzenia MDA
w lisciu IT w poréwnaniu do kontroli. Wzrost stezenia MDA zaobserwowano réwniez po
3 tygodniach traktowania metalem o 76% 1 69%, odpowiednio w lisciu I 1 II. W korzeniu nie

zaobserwowano istotnych zmian zawarto§ci MDA.
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Rys. 32. Zawartos¢ MDA w lisciu I oraz lisciu II siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki rdéznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=4-8)
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Rys. 33. Zawarto§¢ MDA w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=6)
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4.7.2. Sktad fosfolipidéw

Glowng klasg fosfolipidow obecng w lisciach ogdrka byta fosfatydylocholina (PC), stanowigca
okoto 70% 1 57% wszystkich wykrytych fosfolipidow odpowiednio w | i Il lisciu (Rys. 34)
Pozostate klasy fosfolipidéow to fosfatydyloetanoloamina (PE), fosfatydyloglicerol (PG),
fosfatydyloinozytol (PI) 1 kwas fosfatydowy (PA) stanowigce, odpowiednio, okoto
13,5 - 15,5%, 6%, 3,9 - 7,6% i 0,7 - 1,8% (w zalezno$ci od liscia) wszystkich fosfolipidow.
Potraktowanie siewek ogorka Ni nie miato wptywu na zawarto$¢ klasy PC i PE. Istotny wzrost
zawartosci PG, o 20% w stosunku do poziomu kontrolnego, zaobserwowano w | lisciu,
natomiast zawarto§¢ PI obnizyla si¢ o 30% w Il lisciu. Najbardziej wyrazng zmiang
W odpowiedzi na stres Ni stwierdzono w najmniej licznej klasie fosfolipidow, PA, ktorej

zawarto$¢ w Il lisciu wzrosta 2,7-krotnie w poréwnaniu z kontrola.

80
NN
= 70 =5
53
©
o 60 i
=)
L 50
wn
L
Q 40 I
7]
=t
= 30 |
2
N 20 |
s
oD
g 0 .—..——|-|;_| ; ; ; |;_||_Y_|.|—| ; l-_”_-r_|.|--| .
PA PC PE PG Pl
OKontrolaI1i§¢ @ONillis¢ M@KontrolalIllis¢ BNiII 1is¢

Rys. 34. Wzgledna zawartos¢ klas fosfolipidow w lisciach siewek ogorka po 2 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

Szczegotowy sktad fosfolipidow lisci ogorka przedstawiono na Rys. 35. Dominujacym lipidem
byt PC 18:3;18:3, stanowiacy okolo 35% catkowitej puli fosfolipidow. Traktowanie Ni w rdzny
sposOb wplywalo na zawartos$¢ poszczegdlnych rodzajow fosfolipidow. Jedynym fosfolipidem,
ktorego, ktory zawarto$¢ nie zmienita si¢ w zadnym z badanych lisci siewek poddanych
dziataniu Ni byt PE 16:0;18:2. Najbardziej wyrazne wzrosty zawartosci w odpowiedzi na

potraktowanie Ni stwierdzono dla PA 18:2;18:2, PC 18:3;18:1i PE 18:2;18:2, podczas gdy PC
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16:0;18:2, PE 18:1;18:1 1 PG 16:0;18:3 wykazaty najwigksze spadki. Wystapity rowniez
réznice migdzy reakcja pierwszego i drugiego liscia. Na przyktad wzgledna zawarto$§¢ PC
18:3;18:3 zmniejszyta si¢ o okoto 30% w | lisciu, podczas gdy w Il lisciu nie zmienila si¢
istotnie. Wzgledna zawartos¢ PE 18:3;18:3 w | liSciu wzrosta o 36%, natomiast w II lisciu
zmniejszyta si¢ o 28%. Warto zauwazy¢, ze liScie I 1 II znacznie roéznily si¢ konstytutywna
iloscig niektorych gatunkow fosfolipidow. Najbardziej wyrazne roznice wystapity w przypadku

PA 18:3;18:2, PA 18:2;18:2, PC 18:3;18:1 i PG 16:0;18:3.
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Rys. 35. Sktad fosfolipidow w lisciu I 1 II siewek ogorka po 2 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

4.7.3. Sktad i poziom nienasycenia kwasow ttuszczowych fosfolipidow

Dominujagcym kwasem ttuszczowym, stanowigcym okoto 50% catkowitej zawarto$ci kwasow
thuszczowych wystepujacych w fosfolipidach ekstrahowanych z lisci ogorka byt 18:3.
W odpowiedzi na traktowanie Ni zawarto$¢ 18:3 w | lisciu zmniejszyta si¢ o 18% (Tab. 2).
Wywotane dziataniem Ni obnizenie zawartos$ci stwierdzono rowniez w przypadku 16:0,
jedynego wykrytego nasyconego kwasu ttuszczowego. W zaleznos$ci od licia wynosito ono
14-23% w porownaniu z kontrolg. W przeciwienstwie do wyzej wymienionych kwasow,
zawarto$¢ 18:2 wzrosta w | i Il lisciu ro$lin traktowanych Ni, odpowiednio o 42% i 16%.
Zawartosci 18:1 zwigkszyta sie¢ o 28% w | liSciu. Ogolnie, poziom nienasycenia
fosfolipidowych kwasow ttuszczowych, okreslony jako indeks wigzan podwojnych (DBI), byt
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podwyzszony w lisciach ogorka poddanych stresowi Ni. W porownaniu z kontrolg byt on

027% 1 18% wyzszy, odpowiednio w | i Il lisciu.

Tab. 2. Wplyw traktowania Ni na sktad fosfolipidowych kwaséw tluszczowych i indeks wigzan
podwojnych (DBI) w lisciach ogorka

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

Zawarto$¢ kwasow thuszczowych [%0] DBI
16:0 18:1 18:2 18:3
Kontrola I lis¢ 15,36 + 0,46 10,68 £ 0,12 23,30+ 0,45 50,66 +0,81 13,63 +0,52
Ni I lis¢ 11,83+0,35* 13,68+0,91* 33,10+1,25* 41,39+1,07* 17,26 +0,53*
Kontrola IT lis¢ 20,94 + 0,55 6,09 + 0,22 21,98 +£0,89 50,99+ 0,87 9,69 £0,29
Ni I lisé 18,11+0,39* 6,91 +£0,27 * 25,57+1,06* 4941+0,87 11,39+0,23*

Aby uzyska¢ lepszy wglad w wpltyw Ni na stopien nienasycenia fosfolipidéw, obliczono
réwniez indeksy wigzan podwojnych dla okreslonych klas fosfolipidow. Jak pokazano na
Rys. 36, stres Ni w rozny sposdb wpltywal na poziom nienasycenia klas fosfolipidow.
Najbardziej wyrazny wzrost nienasycenia stwierdzono w PA, ktérego DBI byto okoto 2-krotnie
i 2,5-krotnie wigksze niz w kontroli, odpowiednio w | i 1l lisciu. W pierwszych lisciach PC, PE
1 PG réwniez wykazywaly zwiekszone nienasycenie, na co wskazujg ich wartosci DBI, ktore
byty odpowiednio o 58%, 33% 1 32% wyzsze w porownaniu z kontrolg. W |1 lisciu traktowanie
Ni zwigkszyto nienasycenie PC o 19%, ale nie wptynelo na stopien nienasycenia PE i PG.
W przeciwienstwie do innych klas fosfolipidow PI wykazatl nieznaczny spadek DBI, o 4%

W obu lisciach.
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Rys. 36. Poziom nienasycenia klas fosfolipidow w liSciach ogorka po 2 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

4.7.4. Zawarto$¢ wczesnych produktéw peroksydacji lipidow

Oksylipiny wykryte w ekstraktach z lisci ogorka to kwas 9-hydroksyoktadekatrienowy (9- HOTIE),
kwas 13-hydroksyoktadekatrienowy (13-HOTTE), kwas 13-okso-oktadekadienowy (13-0ksoODE),
kwas 13-hydroksyoktadekadienowy (13-HODE), kwas 9- hydroksyoktadekadienowy (9-HODE)
i kwas 8,13-dihydroksyoktadekadienowy (8,13-diHODE) (Rys. 37). Pierwsze dwa rodzaje to
pochodne kwasu a-linolenowego (18:3), apozostale pochodza z kwasu linolowego (18:2).
W najwigkszej ilosci wystgpowat 13-HODE, ktory stanowit okoto 43% 1 30% wszystkich wykrytych
wezesnych produktow peroksydaciji lipidow, odpowiednio w | i Il lisciu roslin kontrolnych.
Traktowanie Ni istotnie wptyneto na catkowitg zawartos$¢ oksylipin w obu lisciach, prowadzac do jej
okoto 40% wzrostu. Najbardziej wyrazne zmiany stwierdzono w zawartosci 9-HOTTE i 13-HOTTE.
Zawarto$¢ 9-HOTTE ponad 2-krotnie wzrosta w obu lisciach, podczas gdy zawartos¢ 13-HOTTE
wzrosta o 136% 1 47%, odpowiednio w | i Il lisciu. W obu lisciach nastapit prawie 30% wzrost
zawartosci 9-HODE. Wywotany dziataniem Ni wzrost 13-0ksoODE i 8,13-diHODE odpowiednio
0 45% i 61% zaobserwowano tylko w I lisciu. Przeciwnie, zawartos¢ 13-HODE byta podwyzszona
0 36% tylko w Il lisciu.
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Rys. 37. Zawartos¢ wczesnych produktéw peroksydacji lipidow w lisciu I 1 II siewek ogorka
po 2 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

4.8. Aktywnos$¢ enzymoOw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym

4.8.1. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowe;j

Na Rys. 38 oraz Rys. 39 przedstawiono zmiany aktywnosci SOD w siewkach ogorka.
Potraktowanie siewek ogorka Ni spowodowalo istotne zmiany aktywnos$ci SOD. Po 2
tygodniach traktowania nastapit spadek aktywnosci SOD w lisciu I o 15%. Po 3 tygodniach od
aplikacji Ni obserwowano spadek aktywnosci badanego enzymu o 45% i 33%, odpowiednio
w lisciu I oraz II. Istotne zmiany aktywnosci SOD w korzeniu wystapity jedynie po 3
tygodniach traktowania. W przeciwienstwie do lisSci w korzeniu obserwowano wzrost

aktywnosci SOD i1 wynosit on 23%.
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Rys. 38. Aktywno$¢ SOD w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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Rys. 39. Aktywno$¢ SOD w korzeniu siewek ogorka po 2 i1 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=6)

4.8.2. Aktywnos¢ katalazy

Na Rys. 40 oraz Rys. 41 przedstawiono aktywnos¢ CAT w badanych organach siewek ogorka.
W wyniku aplikacji Ni do pozywki nastgpit istotny spadek aktywnosci Ni w lisciach siewek
ogorka. W lisciu I obserwowano spadek aktywnosci CAT o 34% i 30%, odpowiednio po 2 i 3
tygodniach traktowania Ni w poréwnaniu do siewek kontrolnych. W lisciu II 3 tygodniowych
siewek ogorka nastapito 29% zmniejszenie aktywnos$ci badanego enzymu. Nie zaobserwowano

istotnych zmian aktywnosci CAT w korzeniu siewek ogorka.
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Rys. 40. Aktywnos¢ CAT w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki rdéznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=4-6)
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Rys. 41. Aktywnos¢ CAT w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n= 6)

4.8.3. Aktywnos¢ peroksydazy askorbinianowej

Na Rys. 42 oraz Rys. 43 przedstawiono zmiany aktywnosci APX w badanych organach siewek
ogorka. Dwutygodniowe traktowanie siewek ogorka Ni spowodowato 29% wzrost aktywnos$ci
APX w lisciu 1 oraz 27% spadek aktywnosci w lisciu II w poréwnaniu do siewek
nietraktowanych. Po 3 tygodniach traktowania obserwowano 97% i 91% wzrost aktywnosci

APX, odpowiednio w lisciu I i II. Istotne zmiany aktywnos$ci APX w korzeniu siewek ogorka
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obserwowano jedynie po 3 tygodniach traktowania Ni, byl to 80% wzrost aktywnos$ci tego

enzymul.
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Rys. 42. Aktywnos¢ APX w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05
(n=4-6)
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Rys. 43. Aktywnos¢ APX w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=6)

4.8.4. Aktywnos¢ peroksydazy oznaczanej wobec guajakolu

Na Rys. 44 oraz Rys. 45 przedstawiono zmiany aktywnosci GPOX. We wszystkich badanych
organach zaobserwowano wzrost aktywnosci GPOX. Najwiekszy wzrost badanego enzymu

(13-krotny) w stosunku do kontroli wystapit po 2 tygodniach traktowania w lisciu I siewek
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ogoérka. Natomiast w liciu Il aktywnos$¢ wzrosta ponad 1,7-krotnie. Po 3 tygodniach
traktowania metalem aktywno$¢ peroksydazy wzrosta 4,5-krotnie oraz 9,6-krotnie,
odpowiednio w lisciu I 1 II. Istotny wzrost aktywnosci w korzeniu siewek ogdrka odnotowano
jedynie po 3 tygodniach traktowania. Bylo to okolo 2,5-krotne zwigkszenie aktywnosci

badanego enzymu.
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Rys. 44. Aktywnos¢ GPOX w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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Rys. 45. Aktywnos¢ GPOX w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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4.8.5. Aktywnos¢ peroksydazy oznaczanej wobec syringaldazyny

Na Rys. 46 oraz Rys. 47 przedstawiono zmiany aktywnos$ci SPOX w lisciu I, II oraz korzeniu
siewek ogorka. Potraktowanie siewek ogorka Ni spowodowato 28-krotny wzrost aktywnosci
SPX w lisciu I po 2 tygodniach traktowania, a takze okoto 5-krotny i 27- krotny wzrost
odpowiednio w lisciu I 1 I po 3 tygodniach traktowania. Natomiast w 2-tygodniowym lisciu 11
odnotowano 57% spadek aktywnos$ci badanego enzymu. W korzeniu siewek ogorka aplikacja
Ni spowodowata 37% i1 80% wzrost aktywnosci SPOX, odpowiednio po 2 i 3 tygodniach

traktowania.

1250 | X
1100
950 |
800 |
630 | x
500 T
350
120
90 |
60 |
30 |—T—| ®
0 i@
2 tygodnie 3 tygodnie
OKontrola I 1is¢ ONi I1is¢ B Kontrola II lis¢ ENiIT lis¢

SPOX [U mg! biatka]

Rys. 46. Aktywno$¢ SPOX w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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Rys. 47. Aktywnos¢ SPOX w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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4.8.6. Aktywnosc¢ S-transferazy glutationowej

Na Rys. 48 oraz Rys. 49 przedstawiono zmiany aktywno$ci GST w badanych organach siewek
ogorka. W lisciu I aktywno$¢ GST wzrosta okoto 4-krotnie oraz 2,5-krotnie, odpowiednio po 2
1 3 tygodniach traktowania metalem. W lisciu II nastgpilo ponad 4-krotne zwickszenie
aktywnosci tego enzymu po 21 dniach traktowania. Natomiast w korzeniu istotny wzrost
aktywnos$ci GST obserwowano jedynie w lisciu I w odniesieniu do kontroli. Zmiana ta wynosita

47%.
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Rys. 48. Aktywnos¢ GST w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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Rys. 49. Aktywnos¢ GST w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=6)
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4.8.7. Aktywnos¢ peroksydazy glutationowe;j

Na Rys. 50 oraz Rys. 51 przedstawiono zmiany aktywnosci peroksydazy glutationowej
w siewkach ogorka. Istotne zmiany aktywnos$ci GSH-Px badanych organéw nadziemnych
obserwowano jedynie w liciu II po 2 tygodniach traktowania. Aplikacja Ni do podtoza
spowodowata 23% wzrost aktywno$ci GSH-Px w lisciu II. W korzeniu natomiast stwiedzono
53% wzrost aktywnosci badanego enzymu W 2-tygodniowych siewkach ogorka traktowanych

Ni.
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Rys. 50. Aktywnos¢ GSH-Px w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)
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Rys. 51. Aktywno$¢ GSH-Px w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=5)
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4.8.8. Aktywnos$¢ amoniakoliazy L-fenyloalaniny

Na Rys. 52 oraz Rys. 53 przedstawiono zmiany aktywno$ci amoniakoliazy L-fenyloalaniny
w siewkach ogorka. Istotne zmiany aktywnosci tego enzymu stwierdzono w korzeniu siewek
ogorka. Aplikacja Ni do podioza spowodowata 39% 1 59% spadek aktywnosci PAL,

odpowiednio po 2 i 3 tygodniach traktowania.
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Rys. 52. Aktywnos¢ PAL w lisciu I oraz II siewek ogdrka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

10

PAL [U mg? biatka]

2 tygodnie 3 tygodnie
O Kontrola korzen B N1 korzen

Rys.53. Aktywnos¢ PAL w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4)

104



4.9. Analiza zawartoSci i profilu zwigzkow fenolowych

4.9.1. Zmiany zawarto$ci fenoli catkowitych

Na Rys. 54 oraz Rys. 55 przedstawiono zmiany zawartos$ci zwigzkéw fenolowych w lisciach

i korzeniu siewek ogorka traktowanych Ni. Po 2 tygodniach traktowania Ni odnotowano

2- krotny oraz 40 % wzrost zawartosci fenoli catkowitych, odpowiednio w lisciu I i II. Po 3

tygodniach traktowania metalem nastapil wzrost badanego parametru w lisciu I i II,

odpowiednio o 65 % oraz 24 %. W korzeniu natomiast nastagpit spadek ilosci zwigzkow

fenolowych po 3 tygodniach traktowania Ni i wynosit on 40 %.
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Rys. 54. Zawartos¢ zwigzkow fenolowych w lisciu I oraz II siewek ogdrka po 2 i 3 tygodniach

traktowania

Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p <0,05 (n=3-4)
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Rys. 55. Zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych w korzeniu siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p <0,05 (n=3-4)

4.9.2. Profil zwigzkéw fenolowych uzyskany metodg HPLC

W Tab. 3 oraz Tab. 4 przedstawiono zawarto$¢ analizowanych zwigzkoéw fenolowych w lisciu
| oraz korzeniu 2-tygodniowych siewek ogorka kontrolnych i traktowanych Ni. Aby
uwzgledni¢ catkowita zawarto$¢ badanych zwiazkéw, takze tych wystepujacych w formie

zglikozylowanej przeprowadzono ich hydrolize.

W lisciu siewek ogorka zidentyfikowano mniej zwigzkow fenolowych niz w korzeniu. Sposrod
37 analizowanych metabolitow w lisciu | wykryto obecno$¢ 21 i 23 zwigzkéw fenolowych
wystepujacych w formie wolnej odpowiednio w lisciu kontrolnym i traktowanym. W korzeniu
natomiast zidentyfikowano 32 zwigzki, zarowno w siewkach kontrolnych jak i traktowanych
Ni. W odpowiedzi na aplikacje Ni w lisciu I pojawily si¢ 2 nowe nicobecne w kontroli zwigzki
tj.: kwas galusowy oraz kwas trans-3-hydroksycynamonowy, natomiast w korzeniu jeden

zwigzek — hesperetyna.

W siewkach kontrolnych najwigkszy udziat w puli wolnych kwaséw fenolowych ma kwas
elagowy i p-kumarowy w lisciu I, natomiast kwas synapinowy oraz kwas galusowy w korzeniu.
Najmniejszy udzial ma aldehyd 4-hydroksybenzoesowy i kwas trans-cynamonowy w lisciu |

siewek kontrolnych, a takze kwas -rezorcynowy i kwas chlorogenowy w korzeniu.
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Sposroéd oznaczanych wolnych zwigzkéw fenolowych w lisciu I siewek traktowanych Ni
odnotowano najwigkszy 2,7- krotny wzrost zawartosci flawonu, a takze 2,2- krotny wzrost
zawartosci procyjanidyny B2. Odnotowano rowniez 73% wzrost st¢zenia (-)-epikatechiny, 59%
wzrost zawarto$ci aldehydu syryngowego oraz 32% kwasu p-kumarowego. Przeciwnie
odnotowano takze spadek wolnych zwigzkéw fenolowych takich jak naryngenina (81%),

cyjanidyna (57%), rutyna (44%), (+)-katechina (44%) oraz kumaryna (36%).

Biorgc pod uwage catkowita zawartos¢ zwigzkow fenolowych w lisciu 1 stwierdzono
5,2- krotny wzrost zawartosci (-)-epikatechiny oraz 2,6-krotny wzrost flawonu, a takze wzrost
zawartos$ci aldehydu syryngowego (52%), kwasu p-kumarowego (48%) oraz hesperetyny
(22%). Odnotowano takze spadek zawartosci naryngeniny (80%), cyjanidyny (58%), kwasu
4- hydroksybenzoesowego (57%), (+)-katechiny (36%), kwasu elagowego (34%), kwasu
chlorogenowego (16%) oraz aldehydu 4-hydroksybenzoesowego (12%).

Sposrod oznaczanych wolnych zwigzkow fenolowych w korzeniu siewek traktowanych Ni
odnotowano najwigkszy, 10-krotny wzrost st¢zenia kwasu ferulowego oraz okoto 8-krotny wzrost
kwasu p-kumarowego. Zaobserwowano roéwniez wzrost zawarto$ci kwasu syryngowego
(4,4- krotny),  kwasu  chlorogenowego  (3,7-krotny),  rutyny  (2,8-krotny),  kwasu
trans- cynamonowego (2,7-krotny), kwasu o-kumarowego (2,6-krotny), kwasu protokatechowego
(2,5-krotny), cyjanidyny (2,1-krotny), pirokatecholu (2,1-krotny) oraz aldehydu syryngowego
(2- krotny). W mniejszym stopniu zwickszyla si¢ zawarto$¢ kwasu a- rezorcynowego (77%),
kwasu 1,3-dikawoilochinowego (55%), aldehydu 4- hydroksybenzoesowego (53%), kumaryny
(36%), kwasu elagowego (35%) oraz kwasu synapinowego (29%). Odnotowano takze spadek
wolnych zwigzkéw fenolowych w korzeniu siewek ogorka. Stwierdzono najwiekszy 89% spadek
zawartosci kwasu galusowego, a takze spadek (-)-epigallokatechiny (70%), kwasu trans-3-
hydroksycynamonowego (55%), naryngeniny (50%), glikozydu luteoliny (31%) oraz kwasu

S- rezorcynowego (30%) w poréwnaniu do kontroli.

Biorgc pod uwage calkowita zawartos¢ zwigzkéw fenolowych w korzeniu siewek ogorka
traktowanych Ni stwierdzono 5,2-krotny wzrost zawarto$ci kwasu 0-kumarowego oraz
4,3- krotny wzrost kwasu chlorogenowego. Zaobserwowano rowniez wzrost zawartosci kwasu
p-kumarowego (3,7-krotny), kwasu syryngowego (2,9-krotny), kwercetyny (2,7-krotny) oraz
kwasu protokatechowego (2,1-krotny). Mniejsze wzrosty zawartosci dotyczyly kwasu
4- hydroksybenzoesowego (82%), aldehydu syryngowego (82%), kwasu a-rezorcynowego
(73%), (-)-epikatechiny (66%), aldehydu 4-hydroksybenzoesowego (47%), kwasu
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1,3- dikawoilochinowego (41%), (-)-epigallokatechiny (21%), kwasu ferulowego (19%).

Odnotowano rowniez spadek zawartosci kwasu galusowego (84%), p-benzochinonu (50%),

kwasu f-rezorcynowego (44%), kwasu elagowego (41%), luteoliny (41%), naryngeniny (37%),

(+)-katechiny (32%), kwasu trans-3-hydroksycynamonowego (31%), myrycetyny (24%), oraz

pirokatecholu (23%).

Tab. 3. Stezenie zwigzkéw fenolowych w lisciu I siewek ogorka traktowanych Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=23)

Metabolit

[ug g* $w.m.]

Kwas galusowy

Kwas protokatechowy
Kwas « - rezorcynowy
Kwas f - rezorcynowy
Kwas chlorogenowy
Kwas wanilinowy

Kwas trans-cynamonowy

Kwas trans-3-hydroksy-
cynamonowy
Kwas

1,3 — dikawoilochinowy

Kwas p — kumarowy

Kwas o — kumarowy
Kwas synapinowy

Kwas ferulowy

Kwas elagowy

Kwas rozmarynowy
Kwas syryngowy

Kwas

4 — hydroksybenzoesowy

Aldehyd
4 — hydroksybenzoesowy

Aldehyd syryngowy

Wolne
Kontrola

0

0

0

0

16,64 + 2,20
0

4,64 + 0,49
0

6,68 1,15

18,62 + 2,42

0

0

4,81 +041
37,06 + 2,97
0

0

13,91 + 1,41

0,92 £ 0,03

4,31+0,91

Ni

0,27 £0,05 *
0

0

0

13,88+ 1,74
0

4,67 +0,47
33,75 £ 8,72*

5,42 £0,65

24,60 + 2,65 *

0

0

4,82+ 0,67
36,34 + 4,80
0

0

12,52 +£1,07

0,90 £ 0,19

6,84 + 1,05 *

Calkowita zawartos$¢

Kontrola
0

0

0

0

20,07 +£2,79
0

5,68 +1,06
0

7,66 + 0,96

27,94 £3,97

0

0

11,24 + 0,87
101,55+ 7,97
0

0

87,53 £ 8,04

1,29 £ 0,02

5,34+0,18

Ni

1,70 £ 0,34 *
0

0

0

16,84 £2,46 *
0

5,20£0,71
37,08 +11,13*

6,39 £ 0,81

41,27 +£9,25 *

0

0

10,63 + 1,31
67,08 + 5,70 *
0

0

37,66 + 3,77 *

1,14 + 0,04 *

8,10+ 0,15 *
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Tab. 3. Stezenie zwigzkoéw fenolowych w lisciu I siewek ogorka traktowanych Ni (c.d.)

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=23)

Metabolit

[ug gt $w.m.]
Naryngenina
Hesperetyna
Hesperydyna
Myrycetyna
Kwercetyna
Rutyna

Flawon
3-hydroksyflawon
Luteolina
7-glikozyd luteoliny
(+)-katechina
(-)-epikatechina
(-)-epigallokatechina
Procyjanidyna B2
Cyjanidyna
p-benzochinon
Pirokatechol

Kumaryna

Wolne
Kontrola
0,89 + 0,22
2,39 +£0,48
11,22 £ 1,46
0

0

14,65 £ 0,28
6,99 + 0,94
56,26 + 4,58
0
25,25+2,39
59,93 + 5,76
21,39 + 3,08
0

19,35 + 3,65
22,54 £ 4,66
0

0

0,75+ 0,14

Ni

0,17 £ 0,04 *
1,93 + 0,36
10,84 + 1,42
0

0

8,21 + 0,80 *
19,17+ 1,71 *
56,28 + 4,35
0

22,01 £2,10
33,41 +2,65*

36,92 + 4,66 *

0
43,05+2,35 *
9,75+ 1,37 *
0

0

0,48 + 0,08 *

Calkowita zawartos$¢é

Kontrola
1,01 £0,24
17,63 £ 1,68
0

0

15,19+ 1,99
0

15,99 + 1,60
117,06 + 8,81
33,37+ 1,63
0

162,53 + 10,39
22,16 + 3,64
0

55,83 +£5,18
26,90+ 1,11
0

0

0

Ni

0,20 £ 0,04 *
21,49 + 1,28 *
0

0

13,44+ 1,91
0
42,19+3,19 *

118,87+ 12,03
31,65+3,34

0

103,86 + 5,37
*

115,33 £ 10,40
*

0

46,16 £2,43
11,24 +£ 1,94 *
0

0
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Tab. 4. Stezenie zwigzkoéw fenolowych w korzeniu siewek ogorka traktowanych Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3)

Metabolit
[ug g* $w.m.]

Kwas galusowy

Kwas protokatechowy
Kwas a - rezorcynowy
Kwas f - rezorcynowy
Kwas chlorogenowy
Kwas wanilinowy

Kwas trans - cynamonowy
Kwas trans - 3-hydroksy-

cynamonowy
Kwas

1,3 — dikawoilochinowy

Kwas p — kumarowy

Kwas 0 — kumarowy
Kwas synapinowy

Kwas ferulowy
Kwas elagowy

Kwas rozmarynowy
Kwas syryngowy

Kwas 4 —

hydroksybenzoesowy

Aldehyd 4 —

hydroksybenzoesowy

Aldehyd syryngowy

Wolne
Kontrola
59,90 + 3,84
21,92 +2,99
4,56 + 0,47
0,1 +0,01
0,2+0,75
0,44 + 0,01
0,32 +0,02
51,02 £ 2,60

0,71 +0,04

0,27 £ 0,05

0,50 = 0,02
147,37 2,98
1,15+0,17
15,67 + 0,86
24,91+ 1,93
0,67 £ 0,007
546+ 1,11

5,61 +£0,48

0,78 £ 0,07

Ni

6,36 £1,17 *
54,81 +£4,99 *
8,07 +0,84 *
0,07 £ 0,004 *
0,75 +0,04 *
0,43 £0,12
0,88 £0,06 *
22,73 +£ 0,33 *

1,10 £0,08 *

2,14+0,17 *

1,29£0,11 *

189,9 £ 4,36 *
11,52 +0,54 *
21,18+ 2,11 *
24,84 + 1,13

2,93 +£0,26 *

6,70 £1,06

8,60 + 1,24 *

1,53+0,13 *

Calkowita zawartos$¢é

Kontrola
60,43 +£2,91
26,24 + 2,24
5,01 £0,50
0,91 £0,01
0,19 + 0,005
0,53 +£ 0,07
1,83 +£0,05
74,41 + 4,48

0,68 £ 0,05

0,75+ 0,05

0,56 = 0,04

227,8 £6,37
32,65+ 1,07
139,82 £4,5
50,80 + 3,47
0,88 0,02

26,92 £ 1,86

8,77+ 0,38

0,85+ 0,08

Ni

9,83 + 1,03 *
56,51+ 535 *
8,68 + 0,41 *
0,51 0,03 *
0,82 £ 0,02 *
0,50 + 0,09
1,88+0,11
50,92+ 1,21 *

0,96 0,11 *

2,76 £0,05 *

2,94 + 0,30 *
238,02 £9,02
38,99+ 1,05 *
82,06 + 3,36 *
43,36 £ 3,18
2,56 +0,38 *
4891 +3,80 *

12,90 £ 1,36 *

1,55+0,33 *
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Tab. 4. Stezenie zwigzkoéw fenolowych w korzeniu siewek ogorka traktowanych Ni (c.d.)

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=23)

Metabolit
[ug g'1 sSw.m.]

Naryngenina
Hesperetyna
Hesperydyna
Myrycetyna
Kwercetyna
Rutyna

Flawon
3-hydroksyflawon
Luteolina
7-glikozyd luteoliny
(+)-katechina
(-)-epikatechina
(-)-epigallokatechina
Procyjanidyna B2
Cyjanidyna
p-benzochinon
Pirokatechol

Kumaryna

Wolne
Kontrola

2,86 +£0,08

0

21,48 +2,39

0

4,12+0,2

0

25,26 42,25

1,59 £ 0,31

14,66 % 1,09

40,21 + 3,07

24,74 + 1,59

53,08 + 3,57

0

5,75+ 0,38

4,80+ 0,24

4,39 +£0,55

1,35+0,12

Ni

1,43+0,11 *
1,57 + 0,32 *
0

17,03 £2,32
0

11,59 + 1,30 *
0
22,95+2,22
0

10,14 + 1,45 *
45,65+ 4,18
20,06 + 2,71
15,75 + 1,60 *
0

12,36 + 1,89 *
4,91 +0,68
9.25+0,72 *

1,84 £0,13 *

Calkowita zawartos¢

Kontrola

4,98+0,12

0

25,81 +2,45
1,94 +£ 0,1

0

58,16 + 4,33
10,81 + 1,004
0

138,24 + 3,26
45,44+ 2,07
53,79 + 3,57
0

31,27+ 1,76
27,79 + 4,12
25,35+ 2,55

0

Ni

3,14+ 0,26 *

1,55+ 0,30 *

0

19,51 +1,43 *

5,24 0,15 *

0

53,53 +£ 3,50
6,38 £0,93 *
0

94,01 +£4,67 *
75,32+ 5,68 *
65,20 + 3,38 *
0

33,32+ 1,75
13,95+ 1,08 *
19,54 +£2,38 *

0
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4.10. Aktywnos$¢ enzymow zwigzanych z metabolizmem azotu

4.10.1. Aktywnos¢ reduktazy azotanowe;j

Na Rys. 56 oraz Rys. 57 przedstawiono zmiany aktywnos$ci reduktazy azotanowej w siewkach
ogérka. W wyniku aplikacji Ni do podtoza w lisciu II po 2 tygodniach stwierdzono ponad
2- krotny wzrost a po 3 tygodniach 21% spadek aktywnosci NR. W Kkorzeniu siewek
traktowanych Ni aktywno$¢ tego enzymu po 2 i 3 tygodniach byta, odpowiednio, o0 59% i 63%

nizsza niz w kontroli.

25

15 r T

NR [U mg! biatka]

05

2 tygodnie 3 tygodnie
OKontrola I 1is¢ ONi I 1is¢ B Kontrola II 1is¢ BN II 1i§¢

Rys. 56. Aktywno$¢ NR w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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O Kontrola korzen B N1 korzen

Rys. 57. Aktywno$¢ NR w korzeniu siewek ogdrka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p <0,05 (n=3-5)
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4.10.2. Aktywnos¢ reduktazy azotynowe;j

Obecnos¢ Ni w pozywce nie wptyneta istotnie na aktywnos$¢ NiR zarowno w lisciach jak

I korzeniach siewek ogorka (Rys. 58 i Rys. 59)

NiR [U mg* biatka]
w B~
—
—
_|

2 tygodnie 3 tygodnie
O Kontrola I 1i§¢ ONi I lis¢ @ Kontrola II 1i§¢ ENi II 118¢

Rys. 58. Aktywnos$¢ NiR w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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Rys. 59. Aktywnos$¢ NiR w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p <0,05 (n=3-5)

4.10.3. Aktywnos¢ syntetazy glutaminowej

W lisciu 11 II siewek ogorka traktowanych Ni nie zaobserwowano istotnych zmian aktywnosci
GS (Rys. 60). W korzeniu po 3 tygodniach ekspozycji roslin na dziatanie metalu odnotowano

24 % spadek aktywnosci tego enzymu (Rys. 61).
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Rys. 60. Aktywno$¢ GS w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n= 6)
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Rys. 61. Aktywno$¢ GS w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)

4.10.4. Aktywnos¢ syntazy glutaminianowe;j

Na Rys. 62 oraz Rys. 63 przedstawiono zmiany aktywno$ci syntazy glutaminianowej zaleznej
od NADH w badanych organach siewek ogorka. W wyniku aplikacji Ni do podloza nastapit
2,8-krotny oraz 1,8-krotny wzrost aktywnosci NADH-GOGAT w lisciu I, odpowiednio, po 2
i 3 tygodniach traktowania Ni. Nie zaobserwowano istotnych zmian aktywnosci tego enzymu
w lisciu II. W korzeniu natomiast nastgpit spadek aktywnosci NADH-GOGAT pod wpltywem

Ni i wynosit on 28 % 1 38 %, odpowiednio po 2 i 3 tygodniach traktowania metalem.
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W pordéwnaniu z lisémi, zwlaszcza lisciem I, korzenie charakteryzowaty si¢ znacznie wyzszym

konstytutywnym poziomem aktywnosci NADH-GOGAT.
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Rys. 62. Aktywno$¢ NADH-GOGAT w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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Rys. 63. Aktywno$¢ NADH-GOGAT w korzeniu siewek ogoérka po 2 i 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p <0,05 (n=3-5)
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Istotne zmiany aktywno$ci syntazy glutaminianowej zaleznej od ferredoksyny zaobserwowano
jedynie w lisciu I siewek ogorka po 2 tygodniach traktowania Ni (Rys. 64). Nastgpit wtedy
spadek aktywnos$ci tego enzymu 0 21 % w porownaniu z kontrolg. W korzeniu siewek ogorka

nie wykryto aktywnosci Fd-GOGAT.
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Rys. 64. Aktywno$¢ Fd-GOGAT w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=5-6)

4.10.5. Aktywnos$¢ dehydrogenazy glutaminianowej

4.10.5.1. Aktywnos$¢ NADH-GDH

Na Rys. 65 oraz Rys. 66 przedstawiono wptyw Ni na aktywno$¢ aminujaca dehydrogenazy
glutaminianowej w badanych organach siewek ogorka. Aplikacja Ni do podtoza spowodowata
istotny wzrost aktywnosci NADH-GDH we wszystkich wariantach badawczych. Po 2 tygodniach
traktowania metalem zaobserwowano 69 % i1 64 % wzrost aktywnosci NADH- GDH,
odpowiednio w lisciu Ii II. Po 3 tygodniach w lisciu | odnotowano 4-krotny, a w liSciu II prawie
3-krotny wzrost aktywnosci tego enzymu. W korzeniu siewek ogorka traktowanych Ni nastapit

2,4-krotny i 2-krotny wzrost aktywnos$ci enzymu, odpowiednio po 2 i 3 tygodniach traktowania.
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Rys. 65. Aktywno$¢ NADH-GDH w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach

traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
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Rys. 66. Aktywnos¢ NADH-GDH w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania

Ni

*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)

4.10.5.2. Aktywnos$¢ NAD-GDH

Na Rys. 67 oraz Rys. 68 przedstawiono wplyw Ni na aktywnos$¢ deaminujaca dehydrogenazy

glutaminianowej w badanych organach siewek ogorka. W wyniku ekspozycji siewek ogorka na

dziatanie Ni nastgpit 47% i 46% wzrost aktywno$ci NAD-GDH, odpowiednio w lisciu I oraz

II po 2 tygodniach traktowania. W korzeniu zaobserwowano 72 % oraz 40 % wzrost aktywnosci

tego enzymu w poréwnaniu do kontroli, odpowiednio po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni.
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Rys. 67. Aktywnos¢ NAD-GDH w lisciu I oraz II siewek ogoérka po 2 i 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki réznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4 -6)
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Rys. 68. Aktywnos¢ NAD-GDH w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-6)
4.10.6. Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej

W lisciach siewek ogorka traktowanych Ni nie stwierdzono istotnych zmian aktywnos$ci
aminotransferazy alaninowej (Rys. 69). W korzeniu 2-tygodniowych siewek ogorka
odnotowano 36% spadek aktywnos$ci AlaAT (Rys. 70).
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Rys. 69. Aktywnos¢ AlaAT w lisciu I oraz II siewek ogdrka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3-4)
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Rys. 70. Aktywnos$¢ AlaAT w korzeniu siewek ogérka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4)

4.10.7. Aktywnos$¢ aminotransferazy asparaginianowej

Podobnie jak w przypadku AlaAT w lisciach siewek ogorka traktowanych Ni nie stwierdzono

istotnych zmian aktywno$ci aminotransferazy asparaginianowej (Rys. 71). W korzeniu

2- tygodniowych siewek ogorka odnotowano 26% spadek aktywnosci ASpAT (Rys. 72).
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Rys.71. Aktywnos¢ AspAT w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3-4)
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Rys. 72. Aktywnos¢ AspAT w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4)

4.11. Zawarto$c¢ jonow NO3

W wyniku ekspozycji siewek ogorka na dziatanie Ni po 2 tygodniach nastgpit spadek
zawartosci jonow azotanowych 0 45% i 18% w poroéwnaniu do kontroli, odpowiednio w lisciu
I'i Il (Rys. 73). Natomiast po 3 tygodniach w lisciu I i II zaobserwowano odpowiednio 55 %
oraz 35 % spadek zawartosci NO3. W Kkorzeniu traktowanie Ni nie wplyneto istotnie na

zawarto$¢ jonow NOj3 (Rys. 74).
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Rys. 73. Zawarto$¢ jonow NO3 w lisciu I oraz II siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p <0,05 (n=4-7)
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Rys. 74. Zawartos¢ jondéw NO3 w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=5-7)

4.12. Zawarto$¢ jonéw NHF

Ekspozycja siewek ogorka na Ni nie wplynela istotnie na zawartoéé jonow NH; w lisciach
siewek ogorka w zadnym punkcie czasowym (Rys. 75). Istotny spadek zawartos$ci badanych
jondéw zaobserwowano jedynie w korzeniu siewek ogoérka po 3 tygodniach traktowania Ni

I wynosit on 52% w poréwnaniu z kontrolg (Rys. 76).
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Rys. 75. Zawarto$¢ jonéow NH,, w lisciu I oraz II siewek ogdrka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=3-5)

g
g
)
o
£
+ <t
T
Z
2 tygodnie 3 tygodnie
O Kontrola korzen B N1 korzen

Rys. 76. Zawarto$¢ jondow NH, w korzeniu siewek ogorka po 2 i 3 tygodniach traktowania Ni

*- oznacza wyniki r6znigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4-7)

4.13. Zawarto$¢ kwasu glutaminowego

W lisciu I siewek ogoérka traktowanych Ni nie zaobserwowano istotnych zmian zawartosci
kwasu glutaminowego, natomiast w liSciu II nastapit spadek zawartosci tego aminokwasu
0 16% i 28%, odpowiednio, po 2 i 3 tygodniach traktowania metalem (Rys. 77). W korzeniu po
3 tygodniach zawarto$¢ kwasu glutaminowego obnizyla si¢ o 12% w porownaniu z kontrolg

(Rys. 78).
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Rys. 77. Zawarto$¢ kwasu glutaminowego w liSciu I oraz II siewek ogdrka po 2 i 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p <0,05 (n=4)
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Rys. 78. Zawarto$¢ kwasu glutaminowego w korzeniu siewek ogorka po 2 1 3 tygodniach
traktowania Ni

*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4)
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4.14. Analiza profilu ekspresji genow dla biatek NR, NiR, GS, GOGAT i GDH

Na Rys. 79 przedstawiono zmiany ekspresji badanych genow w lisciach siewek ogodrka po
2 tygodniach traktowania Ni. Aplikacja Ni do podtoza hodowlanego spowodowata 180-krotny
wzrost ekspresji genu GDH-2 w lisciu I siewek ogorka traktowanych Ni, w poréwnaniu do
kontroli. Stwierdzono takze ponad 9-krotny wzrost ekspresji gendow NR-2 w lisciu I oraz

GOGAT-1-1 w lisciu 11, a takze 2,3-krotny wzrot ekspresji NiR w lisciu II.

Wozglgdna ekspresja
w

oIlisé oIl lis¢

Rys. 79. Wzgledna ekspresja genow w lisciu I 1 II siewek ogorka po 2 tygodniach traktowania Ni
*- oznacza wyniki roznigce si¢ istotnie od odpowiedniego wariantu kontrolnego dla p < 0,05 (n=4)
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5. Dyskusja

5.1. Wptyw Ni na wzrost siewek ogérka

Nikiel podobnie jak inne metale cigzkie w zbyt duzych stezeniach wywotuje u roslin efekty
toksyczne. Najczestszg reakcja roslin na dziatanie czynnikow stresowych, w tym metali jest
zhamowanie wzrostu. Wrazliwos$¢ roslin na metale cigzkie znacznie r6zni si¢ w zaleznosci od
gatunku. Wykorzystywany w pracy ogoérek odmiany Cezar wykazuje wigksza wrazliwo$¢ na
dziatanie Ni, w poréwnaniu do wczes$niej stosowanej w Katedrze Fizjologii i Biochemii Ro$lin
UL pszenicy, w podobnym uktadzie eksperymentalnym. Gajewska i wsp. [2012] wykazali, ze
7-dniowe traktowanie pszenicy odmiany Zyta Ni w stg¢zeniu 50 pM spowodowalo okoto 50%
redukcje wzrostu, w porownaniu do roslin kontrolnych. W pierwszym etapie badan na ogérku
zastosowanie tego samego stezenia Ni okazato si¢ letalne dla badanych siewek i skutkowato
zamieraniem pedOw juz na etapie pojawiania si¢ pierwszych lisci. W wyniku przetestowania
kilku stgzen Ni do dalszych analiz wybrano dawke 10 uM Ni, przy zastosowaniu ktorej

obserwowano okoto 50% redukcj¢ wzrostu korzeni siewek ogorka.

Majac na celu zbadanie czy odpowiedz siewek ogorka na stres Ni ma charakter
organospecyficzny do oceny parametréw wzrostowych 1 analiz biochemicznych
wykorzystywano osobno korzen, 1is¢ I (starszy) 1 lis¢ II (mlodszy). Poddanie siewek ogorka
dziataniu Ni spowodowato znaczne zmniejszenie swiezej masy oraz powierzchni I 1 II liscia,
atakze masy korzenia. Redukcja wzrostu korzenia byta nieco silniejsza w poréwnaniu do
organdw cze¢$ci nadziemnej. Podobne efekty dziatania Ni obserwowano réwniez u innych
gatunkow, takich jak lucerna siewna [Helaoui i wsp., 2020], jeczmien [Rahman i wsp., 2005]
I pszenica [Gajewska i wsp., 2012]. Poréwnujac wptyw Ni na parametry wzrostowe I 1 II liscia

wykazano, ze wigkszy spadek biomasy i1 powierzchni blaszki dotyczyt II liscia.

Silniejsze zahamowanie wzrostu korzenia mogto by¢ zwigzane z ponad 2-krotnie wigksza
akumulacjg Ni w tym organie, w poréwnaniu z lisciem 1. Wyzszg akumulacje¢ Ni w korzeniach
stwierdzono rowniez w pszenicy [Parlak, 2016] oraz w orzeszkach ziemnych [Gopal, 2014].
Gromadzenie wigkszo$ci pobranego metalu w czesci podziemnej jest typowa reakcja roslin
z grupy eliminatorow, do ktorej zaliczany jest ogorek [Baker, 1981]. Uwazane jest to za
strategi¢ obronng roslin majacg na celu ochrone aparatu fotosyntetycznego przed toksycznym
dziataniem metalu [Krdamer i wsp., 2000]. Wykazana w niniejszej pracy ponad 2-krotnie

wieksza akumulacja Ni w lisciu I w poréwnaniu do liscia I, moze by¢ przejawem podobne;j
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strategii polegajacej na ochronie mtodszych organow. Réznice w dystrybucji Ni miedzy lisémi
starszymi i mtodszymi stwierdzili takze Almehdi i wsp. [2019] u pustynnego krzewu Calotropis
procera. Zdaniem cytowanych autorow mniej aktywne fotosyntetycznie starsze liScie peinig
U tego gatunku funkcje magazynu pobranego przez rosling Ni. Poniewaz najstarsze liscie
najszybciej si¢ starzeja i odpadaja z rosliny, powyzszy mechanizm moze by¢ sposobem na
pozbywanie si¢ nadmiernej ilosci toksycznego metalu. W niniejszej pracy wydtuzenie czasu
ekspozycji siewek ogoérka na dziatanie Ni do 3 tygodni nie spowodowalo zwigkszonej
akumulacji tego metalu w tkankach, przy czym nie wynikato to z ograniczenia zawartosci Ni
w podtozu hodowlanym. Mozliwe, ze jest to zwigzane z osiggni¢ciem przez rosliny granicy
mozliwo$ci akumulowania metalu w tkankach. Istnienie takiego zjawiska sugeruja roéwniez
wyniki uzyskane przez Yilmaz i Parlak [2011], ktorzy mimo zwigkszania st¢zenia Ni
W pozywce nie obserwowali wiekszej akumulacji tego metalu w tkankach rdestniczki gestej

(Groenlandia densa).

Zahamowanie wzrostu moze by¢ wynikiem zaburzenia przebiegu podstawowych procesow
zyciowych, ktore odpowiadajg za wzrost i rozw6j roslin, takich jak oddychanie czy fotosynteza
[Helaoui i wsp., 2020]. Negatywny wplyw na przebieg procesu fotosyntezy moze wigzac si¢ ze
zmniejszeniem ilosci barwnikéw fotosyntetycznych, obnizeniem wymiany gazowej,
uszkodzeniem aparatu fotosyntetycznego czy zmniejszeniem aktywnosci enzyméw cyklu
Calvina [Altaf i wsp., 2022]. Do oznaczanych w pracy parametrow zwigzanych z procesem
fotosyntezy nalezy zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych oraz wydajno$¢ kwantowa
fotouktadu II. Wykazano, ze w lisciach siewek ogorka Ni powoduje spadek zawartosci
chlorofilu a 1 b oraz karotenoidow. Odnotowane obnizenie stezenia barwnikow
fotosyntetycznych bylo zalezne zaréwno od wieku liscia jak i1 czasu ekspozycji na metal.
Najwigkszy spadek stezenia chlorofili zaobserwowano w lisciu I, co bylo skorelowane
z nasileniem obserwowanych na tym organie wizualnych objawow toksyczno$ci w postaci
chloroz i nekroz. Wigksze obnizenie zawarto$ci chlorofilu w liciu I w poréwnaniu do liscia II
moze by¢ spowodowane wyzsza akumulacja Ni w blaszce starszego licia. Odnotowany spadek
stosunku chorofilu a/b sugeruje, ze chlorofil a jest bardziej wrazliwy na toksyczno$¢ Ni niz
chlorofil b. Podobne wyniki uzyskali Pandey i Sharma [2002] w traktowanych Ni lisciach
kapusty.

Mozliwe, ze obserwowane w niniejszej pracy obnizenie zawartosci chlorofilu byto réwniez
zwigzane ze znacznym, nawet 70% spadkiem stezenia karotenoidéw. Uwaza sie, ze karotenoidy

jako nieenzymatyczne antyoksydanty pelnig wazna role w ochronie chlorofilu przed stresem
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oksydacyjnym [Sharma i Agrawal, 2008]. Spadek stezenia karotenoidow w odpowiedzi na
traktowanie Ni stwierdzono rowniez w lisciach dyni [Valivand i Amooaghaie, 2021] oraz
bazylii [Georgiadou i wsp., 2018]. Istnieja jednak doniesienia o indukowanym przez Ni
wzroscie zawarto$ci karotenoidéw w lisciach, co stwierdzono np. w lisciach trzciny cukrowe;j

[Rampazzo i wsp., 2022].

Redukcja zawartosci chlorofilu w odpowiedzi na dziatanie czynnikow stresowych, w tym
metali cigzkich, moze by¢ wynikiem jego zmniejszonej biosyntezy [Stobart i wsp., 1985] badz
zwigkszonej degradacji [Somashekaraiah i wsp., 1992]. Uwaza si¢, ze zaburzenia w syntezie
tego barwnika moga wigza¢ si¢ z deficytem Fe, Mg i N, a takze zmniejszong aktywnos$cia
enzymow bioracych udziat w jego biosyntezie [Seregin i Kozhevnikova, 2006]. Ponadto, jon
Mg?" w centrum uktadu porfirynowego moze by¢ zastgpowany przez jony metali ciezkich,
wtym Ni, co zakldéca funkcjonowanie tak zmodyfikowanej czasteczki barwnika jako
fotoreceptora [Parlak, 2016]. W pracy nie wykazano spadku stezenia Mg i Fe w lisciach po
traktowaniu Ni, dlatego obnizenie stezenia chlorofilu nie jest zwigzane z niedoborem tych
pierwiastkow. W roslinach ogoérka poddanych dziataniu Ni, oprécz spadku zawartosci
barwnikéw fotosyntetycznych, stwierdzono takze obnizenie wydajnosci kwantowej fotouktadu
I1 (QY). Podobny efekt obserwowano w lisciach papryki traktowanej Ni [Altaf i wsp., 2022].
Zaklocenie funkcjonowania fotouktadu II w warunkach stresu Ni moze wynikaé z indukowane;j
przez ten metal fotoinhibicji w centrum reakcji PSIl, co wykazali Jahan i wsp. [2020].
Negatywny wptyw Ni na centrum reakcji PSII moze by¢ takze zwigzany z modyfikacja lub
uszkodzeniem biatka D1 [Seregin i Kozhevnikova, 2006; Drazkiewicz 1 Baszynski, 2010].
Istotny udziat w obnizZeniu wydajnosci fotosyntezy, moze mie¢ takze zmniejszenie ilo$ci

chloroplastow wynikajace z redukcji powierzchni lisci [Seregin i Kozhevnikova, 2006].

Dane literaturowe wskazuja, ze obserwowane w roslinach poddanych dziataniu Ni zaburzenie
procesu fotosyntezy moze wynikac takze z bezposredniego uszkodzenia chloroplastow, zmiany
struktury gran i bton tylakoidéw chloroplastow oraz zmniejszenia ilosci gran [Sobati-Nasab
i wsp., 2021]. Stwierdzono, ze stres Ni moze prowadzi¢ do zamykania aparatow szparkowych
I ostatecznie do deficytu CO> [Helaoui i wsp., 2020]. Przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego wykazano, ze wlisciach papryki Ni powodowal zmniejszenie dlugos$ci

I szerokosci aparatow szparkowych [Altaf i wsp., 2022].

Obserwowana u roslin poddanych dziataniu czynnikéw stresowych, w tym metali cigzkich,

redukcja wzrostu moze wynika¢ bezposrednio z inhibicji wzrostu wydluzeniowego komorek

127



jak 1 zmniejszenia intensywnos$ci podziatow komodrkowych. Wykazano, ze Ni powoduje
obnizenie indeksu mitotycznego w korzeniach kukurydzy [L’Huillier i wsp., 1996], groszku
[Gabbrielli i wsp., 1999] oraz pszenicy [Gajewska i wsp., 2006]. Taki negatywny wptyw Ni na
aktywno$¢ mitotyczng wynika prawdopodobnie z indukowanych przez ten metal uszkodzen
struktury jader, aberracji chromosoméw i nieprawidlowosci podczas procesu mitozy [LeSkova

I wsp., 2020].

Zahamowanie wzrostu wydtuzeniowego komorek jest zwigzane z obnizeniem plastycznosci
scian komodrkowych gtéwnie poprzez intensyfikacje lignifikacji, a takze innych procesow
prowadzacych do wzmocnienia i usztywnienia $ciany. Za specyficzny substrat dla peroksydaz
uczestniczacych w procesie lignifikacji uwazana jest syringaldazyna. Badania histochemiczne
wykazaly, ze peroksydazy utleniajace syringaldazyne sa umiejscowione gtownie w $cianach
komorkowych, gdzie ma miejsce intensywne odkladanie ligniny [Goldberg i wsp., 1985].
Uwaza sig, ze peroksydazy §cian komorkowych, szczegolnie te wykorzystujace syringaldazyne
jako substrat, pelnig kluczowa role w usztywnianiu §ciany komoérkowej, a co za tym idzie,
W hamowaniu wzrostu i wydtuzania komoérek. W niniejszej pracy w lisciu I oraz lisciu Il siewek
ogorka po 3 tygodniach traktowania Ni stwierdzono istotny wzrost aktywnos$ci peroksydazy
oznaczanej wobec syringaldazyny (SPOX). Tylko po 3 tygodniach od aplikacji metalu
wigkszemu, w poréwnaniu do liScia I, zahamowaniu wzrostu liscia II towarzyszyl
intensywniejszy wzrost aktywnos$ci SPOX. Po 2 tygodniach, mimo wigkszego zahamowania
wzrostu liscia 11, aktywno$¢ SPOX spadta ponizej poziomu kontroli. W korzeniu siewek ogorka
traktowanych Ni roéwniez obserwowano podwyzszenie aktywnosci SPOX. Indukowane przez
Ni zwigkszenie aktywno$ci peroksydazy 0znaczanej wobec syringaldazyny wykazano rowniez
w korzeniach sadzonek ryzu, gdzie rownoczesnie obserwowano wzrost zawartosci ligniny [Lin

i Kao, 2005].

Usztywnienie $ciany komorkowej moze takze wigzac si¢ z sekwestracja Ni w jej strukturze, co
uwazane jest za mechanizm obronny przed toksycznym dziataniem metalu. Grupy
karboksylowe i hydroksylowe polisacharydow S$ciany komorkowej, jak rowniez grupy
sulfhydrylowe i histydylowe biatek odgrywajg kluczowa role w immobilizacji jonow metali
w $cianach komérkowych [Krzestowska, 2011]. Wiele jonow metali, w tym Ni?* ma zdolno$é
wigzania si¢ z deestryfikowanymi pektynami [Dronnet i wsp., 1996; Meychik i wsp., 2014].
Wykazano, ze kwasy poligalakturonowy oraz hydroksycynamonowy $cian komorkowych
moga skutecznie wigza¢ Ni. W konsekwencji zwigksza si¢ sztywnos¢ $ciany, co moze

wyjasnia¢ hamowanie wydhluzania si¢ komorek [Leskova i wsp., 2020].
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Redukcja biomasy moze wynika¢ rowniez z ograniczenia absorpcji sktadnikow odzywczych,
poprzez konkurencyjne pobieranie jonéw metalu [Rehman i wsp., 2016]. Dzi¢ki podobienstwu
do innych metali dwuwartosciowych Ni?* moze konkurowaé z tymi metalami podczas
transportu oraz w wielu procesach biochemicznych i fizjologicznych. Tak jest w przypadku
zelaza, poniewaz czesto wysoki poziom Ni indukuje pojawienie si¢ objawow
przypominajacych niedobor Fe, takich jak chloroza lisci. Wiele transporterdw zaangazowanych
w pobieranie i dystrybucje Fe?* jest rowniez zdolnych do posredniczenia w transporcie Ni%*
przez blony, co sugeruje istnienie konkurencji migdzy tymi dwoma metalami na poziomie
transportu [Leskova i wsp., 2020]. W odpowiedzi na traktowanie Ni wykazano spadek
zawarto$ci zelaza w pedzie kapusty [Prajapati i wsp., 2020], a takze w lisciach i korzeniach
kukurydzy [Amjad i wsp., 2020]. W przeciwienstwie do cytowanych wyzej prac w siewkach
ogorka stwierdzono wzrost zawarto$ci zelaza spowodowany aplikacja Ni. Podobnie, wzrost
zawartosci zelaza odnotowano w korzeniu pomidora traktowanego Ni [Jahan i wsp., 2020].
W pracy wykazano spadek zawartosci manganu w li§ciach a takze sodu i potasu w korzeniach
ogorka. Dane literaturowe wskazuja, ze aplikacja Ni spowodowata spadek zawartos$ci potasu
i manganu w lisciach i korzeniach pomidora [Jahan i wsp., 2020] oraz spadek potasu

w roslinach papryki [Altaf i wsp., 2022] i kapusty [Prajapati i wsp., 2020].

Podsumowujac, wywolany dziataniem Ni stopien zahamowania wzrostu byl zalezny od organu
ro$liny. Najsilniej zahamowany byl wzrost korzenia co wigzato si¢ z najwyzsza akumulacja
metalu w tym organie. W liSciach nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy akumulacjg Ni,
a stopniem zahamowania wzrostu. Li$¢ II, mimo mniejszej akumulacji Ni, charakteryzowat si¢
wiekszym zahamowaniem wzrostu. Wykazano, ze Ni moze zakldcal przebieg procesu
fotosyntezy poprzez obnizenie zawarto$ci barwnikdéw asymilacyjnych oraz zmniejszenie
wydajnosci kwantowe] fotouktadu II. Intensywniejszy spadek zawartosci barwnikow
obserwowano w lisciu I, w ktorym akumulacja Ni byta wigksza. Takiej zaleznos$ci nie
stwierdzono analizujac wptyw Ni na wydajnos¢ kwantowa fotouktadu II. Obserwowany
w siewkach ogorka traktowanych Ni wzrost aktywno$ci peroksydazy oznaczanej wobec
syringaldazyny sugeruje indukcje procesu lignifikacji. Nie ma jednak jasnej zaleznosSci

pomiedzy zahamowaniem wzrostu liSci, a wzrostem aktywnos$ci peroksydaz.
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5.2. Wptyw Ni na procesy pro- i antyoksydacyjne

Wytwarzanie RFT jest nieodlacznym elementem metabolizmu wszystkich organizméw
zyjacych w warunkach tlenowych, w tym roslin. Stanowig one produkty uboczne procesow
fizjologicznych zwigzanych z transportem elektronow oraz powstaja w reakcjach
enzymatycznych katalizowanych przez niektore enzymy z grupy oksydaz [Mittler, 2017;
Huang i wsp., 2019].

W niniejszej pracy wplyw Ni na wytwarzanie RFT badano metodg histochemiczng
przeprowadzajac reakcje dajace barwne produkty wskazujgce na obecno$é¢ O; i H,0,. Taka
technika detekcji RFT jest ostatnio do$¢ czesto wykorzystywana w badaniach dotyczacych
indukcji stresu oksydacyjnego przez rdzne czynniki stresowe, w tym metale cigzkie. Jest to
metoda in situ umozliwiajgca lokalizacje¢ obszarow akumulacji RFT w blaszkach lisciowych.
Stanowi ona dobrg alternatywe dla analiz zawarto$ci RFT we fragmentach wycigtych z blaszki

liSciowej, w ktorych przy pobieraniu tkanki zazwyczaj pomija si¢ nerwy, zwlaszcza gléwne.

W lisciach kontrolnych siewek ogorka wykryto niewielkg zawartos¢ O, i H,0,, ktore
zlokalizowane byly glownie w okolicach wigzek przewodzacych oraz na brzegu blaszki.
Podobny efekt barwienia lisci ogorka na obecnos¢ RFT w warunkach kontrolnych
obserwowany byl rowniez przez innych autorow [Lukawska-Kuzma i wsp., 2012; Wang i wsp.,
2018; Stomnicka 1 wsp., 2021]. Jak wspomniano wyzej obecno$§¢ RFT w tkankach roslin jest
zjawiskiem fizjologicznym. Anionorodnik ponadtlenkowy, produkt jednoelektronowej
redukcji tlenu czagsteczkowego, moze powstawac na skutek ,,wyciekania” elektronow podczas
ich transportu w chloroplastach i mitochondriach w przebiegu, odpowiednio fotosyntezy
i oddychania. Kolejnym Zrodtem O; moze by¢ aktywno$¢ enzymow takich jak oksydaza
btonowa zalezna od NADPH oraz peroksydaza, zwlaszcza zwigzana ze $ciang komorkowa
[Marino i wsp., 2012; Kimura i wsp., 2014]. W plazmolemie komoérek lisci ogorka
potwierdzono obecno$¢ oksydazy wytwarzajacej O, poprzez redukcje O, kosztem
cytoplazmatycznego NADPH [Lukawska-Kuzma i wsp., 2012]. Nieenzymatyczna lub
katalizowana przez SOD dysproporcjonacja O; prowadzi do powstania H,O,. Oprécz tego
H,0, moze by¢ produktem redukcji O, przez askorbinian, zwigzki tiolowe lub inne reduktory.
Moze réwniez by¢ generowany w reakcjach katalizowanych przez oksydazy utleniajace

glikolan, glukoze lub aminokwasy [Slesak i wsp., 2007; Smirnoff i Arnaud, 2019].

W odpowiedzi na traktowanie Ni w liSciach siewek ogorka nastgpita intensywna akumulacja

05, na co wskazywalo pojawienie sie na znacznej powierzchni blaszki liSciowej osadow
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niebieskiego formazanu, produktu redukcji NBT. W przeciwienstwie do siewek kontrolnych
obecnos$¢ O; wykryto gtéwnie w obszarach mi¢dzyzytkowych. Przyjmujac powierzchnig liscia
wybarwiong NBT jako ilosciowy wskaznik akumulacji O; stwierdzono, ze liScie siewek
traktowanych Ni zawieraly kilkakrotnie wiecej O; niz odpowiadajgce im liScie siewek
kontrolnych. Akumulacje O; w odpowiedzi na nadmierne st¢zenie Ni w podtozu wykazano
réwniez w lisciach pszenicy [Gajewska i Sklodowska, 2007], papryki [Altaf i wsp., 2022],
manneczki tgkowatej (Eleusine coracana L.) [Kotapati i wsp., 2017] i soi [Mir i wsp., 2018].

Zwiekszona generacja O, i jego pochodnych w warunkach stresowych, w tym przy
podwyzszonym stezeniu metali cigzkich w podiozu, moze by¢ spowodowana zaburzeniami
w transporcie elektrondw w przebiegu proceséw bedacych stalym zrodtem RFT w komoérkach
roslinnych, gtéwnie fotosyntezy. Do wzmozonej produkcji O; moze dochodzi¢ przy
nadmiernej redukcji elementow tancucha fotosyntetycznego, ktéra sprzyja wyciekaniu
elektronow z tancucha. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce gdy utrudnione sg reakcje
przekazywania elektronow na kolejne akceptory lub gdy dochodzi do inhibicji reakcji fazy
ciemnej [Savchenko i Tikhonov, 2021]. Z danych literaturowych wynika, ze Ni moze
ingerowa¢ w przebieg zarowno fazy jasnej jak i ciemnej. Indukowane przez ten metal
zaburzenia w przenoszeniu elektrondw miedzy poszczegdlnym przenosnikami stwierdzono
w lisciach kukurydzy [Drazkiewicz i Baszynski, 2010], szartatu wiechowatego (Amaranthus
puniculatus) [Pietrini i wsp., 2015] i kapusty sitowatej [Khan i wsp., 2016]. W lisciach kapusty
sitowatej Ni wywotat istotny spadek aktywnosci Rubisco, kluczowego enzymu fazy ciemnej
fotosyntezy [Khan i wsp., 2016]. Udowodniono, ze Ni powoduje obnizenie przewodnictwa
szparkowego i wewnatrzkomorkowego stezenia CO2, [Khaliq i wsp., 2015; Khan i wsp., 2016;
Altaf i wsp., 2022; Kumar i wsp., 2022], co rowniez negatywnie wpltywa na przebieg fazy
ciemnej. W niniejszej pracy stwierdzono niewielki spadek wydajnosci kwantowej fotouktadu
IT (QY), co wskazuje, ze w opisywanym uktadzie doswiadczalnym Ni powodowat zaktocenia
w przebiegu fazy jasnej fotosyntezy. Moze to sugerowac, ze obserwowana w lisciach ogorka
traktowanego Ni akumulacja O; moze w jakims$ stopniu wigza¢ si¢ z intensywniejszym jego

wytwarzaniem w procesie fotosyntezy.

Uwaza sie jednak, ze w warunkach stresowych gtéwnym zrodtem O35 u roslin jest oksydaza
btonowa zalezna od NADPH [Miller i wsp., 2009; Li i wsp., 2018]. Wzrost aktywnosci tego
enzymu w warunkach stresu Ni obserwowano w korzeniach pszenicy. Stosujac inhibitory
oksydazy zaleznej od NADPH potwierdzono, Ze w korzeniach siewek pszenicy enzym ten byt

zrodtem O, generowanego w odpowiedzi na traktowanie Ni. Zmiany aktywno$ci oksydazy
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blonowej zaleznej od NADH byly zbiezne w czasie i nasileniu z tempem produkcji O;5 [Hao

I wsp., 2006].

Oprocz akumulacji O; w lisciach siewek ogérka traktowanych Ni stwierdzono roéwniez znaczny
wzrost zawartosci H,O,, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi dla innych gatunkow roslin
[Gajewska 1 Sktodowska, 2007; Khaliq 1 wsp., 2015; Mir 1 wsp., 2018; Fiala i wsp., 2021; Altaf
i wsp., 2022; Kumar i wsp., 2022]. Podwyzszeniu zawartosci H,O, w lisciach ogorka nie
towarzyszytl wzrost aktywnosci SOD, a wiec akumulacja tej RFT nie wynikata raczej
z katalizowanej przez ten enzym dysproporcjonacji O,. Mozliwe, ze w wytwarzanie H,0,
w lisciach siewek ogorka poddanych dzialaniu Ni zaangazowane sg inne enzymy, takie jak
oksydazy [Slesak i wsp., 2007; Smirnoff i Arnaud, 2019]. Prawdopodobna jest rowniez

nieenzymatyczna dysproporcjonacja O; do H,O,.

Porownujac lis¢ I 1 Il siewek ogoérka pod wzgledem akumulacji RFT nastepujacej w odpowiedzi
na traktowanie Ni wykazano, ze zarowno O; jak i H,O, w wiekszym stopniu gromadzity si¢

w li$ciu I, co bylo zbiezne z wigksza akumulacja Ni w jego tkankach.

W niniejszej pracy aktywno§¢ SOD w lisciach ogorka traktowanego Ni ulegla istotnemu
obnizeniu, podobnie jak w badaniach przeprowadzonych przez innych autorow [Gajewska
I Sktodowska, 2007; Kotapati i wsp., 2017]. Spadek aktywnosci tego metaloenzymu
w warunkach stresu wywotanego przez metale cigzkie moze by¢ spowodowany deficytem
pierwiastkdéw wchodzacych w sklad czgsteczki SOD. Enzym ten wykazuje réwniez duzg
wrazliwo$¢ na dziatanie oksylipin takich jak 4-HNE i kwas 12-oksofitodienowy [Knieper
i wsp., 2023]. W przeciwienstwie do niniejszej pracy wigkszos¢ publikacji dotyczacych
wplywu Ni na roéliny prezentuje wzrost aktywnosci SOD w lisciach [Khaliq i wsp., 2015;
Pietrini i wsp., 2015; Soliman i wsp., 2019; Amjad i wsp., 2020; Fiala i wsp., 2021; Altaf i wsp.,
2022; Kumar i wsp., 2022].

Uwaza sig, ze glownymi enzymami zaangazowanymi w usuwanie H,O, w komodrkach
ro$linnych sg CAT i APX [Dietz i wsp, 1999; Anjum i wsp., 2016]. Rdéznig si¢ one pod
wzgledem powinowactwa do H,O, oraz zapotrzebowania na site redukujaca przy pehieniu
swojej funkcji katalitycznej. Katalaza powoduje rozktad H,O, bez udziatu sity redukujace;j, ale
ma niskie powinowactwo do tego substratu i wykazuje aktywnos$¢ dopiero przy wysokich jego
stezeniach. Z kolei APX potrzebuje do przeprowadzenia redukcji H,O, askorbinianu
pethiacego funkcje reduktora, ale ma duze powinowactwo do H,O, 1 dziata juz przy niskich

jego stezeniach [Anjum i wsp., 2016]. Znaczenie CAT i APX w ochronie komoérek roslinnych
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przed dziataniem H,0O, moze zaleze¢ m.in. od wrazliwosci ich czasteczek na uszkodzenia

oksydacyjne.

Podobnie jak w przypadku SOD aktywnos$¢ CAT w lisciach ogdrka obnizyta si¢ po traktowaniu
Ni, co jest dos¢ powszechng reakcja roslin na stres wywotany tym metalem. Spadki aktywnosci
CAT w odpowiedzi na stres Ni obserwowano wczesniej w lisciach pszenicy [Gajewska
I Sktodowska, 2007], bawetny [Khalig i wsp., 2015], manneczki t¢kowatej [Kotapati i wsp.,
2017], soi [Mir i wsp., 2018], baktazana [Soliman i wsp., 2019] i kukurydzy [Fiala i wsp.,
2021]. Istnicjg jednak doniesienia o wzroScie aktywno$ci tego enzymu w liSciach ro$lin
traktowanych Ni [Amjad i wsp., 2020; Altaf i wsp., 2022]. Obnizenie aktywnosci CAT u roslin
poddanych dzialaniu metali ci¢zkich moze by¢ zwigzane z duzg podatnoscia czasteczki tego
enzymu na uszkodzenia dokonywane przez RFT. Hodgson i Fridovich [1975] udowodnili, ze

aktywnos¢ katalazy jest inhibowana przez O, .

W niniejszej pracy aktywno$¢ APX w lisciach ogorka wzrosta w odpowiedzi na stres Ni,
z wyjatkiem liscia II po 2 tygodniach traktowania. Wigkszo$¢ opublikowanych wynikow badan
potwierdza indukcj¢ aktywnosci APX w lisciach roslin poddanych dziataniu Ni [Gajewska
i Sktodowska, 2007; Khaliq i wsp., 2015; Pietrini i wsp., 2015; Khan i wsp., 2016; Soliman
I wsp., 2019; Amjad i wsp., 2020; Altaf i wsp., 2022; Kumar i wsp., 2022].

Poza CAT oraz APX H,0, jest wykorzystywany przez inne enzymy takie jak peroksydazy
klasy III. W niniejszej pracy badano aktywnos$¢ peroksydazy oznaczanej wzgledem guajakolu
oraz syringaldazyny. Chociaz peroksydazy klasy III nie s3 typowymi enzymami
antyoksydacyjnymi to stwierdzone w pracy wielokrotne wzrosty ich aktywnosci wskazujg na
ich istotny udziat w usuwaniu H,O, gromadzacego si¢ w lisciach w odpowiedzi na traktowanie
Ni.

Poréwnujac reakcje antyoksydacyjne w poszczegélnych organach siewek ogorka nalezy
zwroci¢ uwage, ze korzenie, mimo ich bezposredniego kontaktu z metalem 1 wigkszej jego
akumulacji w tkankach w poréwnaniu z li§¢mi na og6l wykazuja mniej intensywne zmiany
(zarowno wzrosty jak 1 spadki) aktywno$ci enzymatycznych antyoksydantow.
W przeciwienstwie do lisci aktywnosci SOD 1 APX w korzeniach wzrosty po 3 tygodniach
traktowania a aktywnos$¢ CAT nie zmieniata si¢. Aktywnosci peroksydaz klasy III wykazaty
tak jak w lisciach tendencje wzrostowe, ale w znacznie mniejszym nasileniu. Porownujac

reakcje liscia I 1 Il mozna stwierdzi¢, Ze po krotszym czasie traktowania Ni (2 tygodnie) zmiany
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aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych wystepowaly tylko w lisciu I akumulujacym wigcej

metalu lub byly intensywniejsze w li§ciu I niz w lisciu II.

Jesli produkcja RFT przekracza potencjal antyoksydacyjny komorki moze dochodzi¢ do
oksydacyjnych uszkodzen makroczgsteczek istotnych dla zachowania prawidtowej struktury
I funkcji komorek roslinnych. Wsrod zwigzkéw podatnych na utlenianie znajduja si¢ lipidy
bedace waznym skladnikiem blon plazmatycznych. Peroksydacja lipidow jest najczesciej

oznaczanym wskaznikiem nasilenia stresu oksydacyjnego w komorkach.

Stopien peroksydacji lipidow rutynowo okre§la si¢ poprzez pomiar stezenia MDA
[Skorzynska-Polit, 2007] metoda oparta na jego reakcji z TBA, ktora prowadzi do wytworzenia
barwnego produktu. Dialdehyd malonowy zaliczany jest do koncowych produktow
peroksydacji lipidow [Morales i Munné-Bosch, 2019]. Oksylipina ta jest pochodng utleniania
kwasow tluszczowych zawierajacych przynajmniej 3 wigzania podwojne [Guéraud i wsp.,
2010]. Powstaje w wyniku rozerwania tancucha wodoronadtlenkéw kwasow thuszczowych

przez liazy wodoronadtlenkowe [Savchenko i wsp., 2014].

W niniejszej pracy w liSciach siewek ogorka poddanych dziataniu Ni stwierdzono znaczna
akumulacje MDA. Najsilniejszy, ponad 2-krotny wzrost stezenia MDA obserwowano w lisciu
II po 2 tygodniach. Akumulacje¢ MDA w odpowiedzi na traktowanie Ni wykazano rowniez
m.in. w lisciach kapusty sitowatej [Khan i wsp., 2016], batata [Kumar i wsp., 2022], kukurydzy
[Amjad i wsp., 2020], pszenicy [Parlak, 2016] i papryki [Altaf i wsp., 2022]. Istnieja rowniez
doniesienia o braku zmian st¢zenia MDA w odpowiedzi na stres wywolany Ni, mimo
akumulacji RFT w tkankach liScia [Gajewska i1 Sktodowska, 2007]. Podobny efekt
obserwowano rowniez w niniejszej pracy po 2 tygodniach traktowania metalem w przypadku
liscia I, gdzie podwyzZszenie stgzenia MDA nie byto istotne statystycznie. Jednoczesnie w liSciu
tym wykazano prawie 4-krotny wzrost aktywnosci GST, enzymu uczestniczgcego
w detoksykacji elektrofilowych zwigzkéw organicznych poprzez ich sprzgganie z glutationem.
Mozliwe, ze utrzymywanie si¢ stezenia MDA na poziomie kontrolnym bylo zwigzane z silnym
wzrostem aktywno$ci GST, dla ktorej MDA stanowi potencjalny substrat. W pozostatych
wariantach badanych lisci ogorka wzrosty aktywnosci GST byly znacznie mniejsze a st¢Zenie
MDA przewyzszato istotnie poziom kontrolny. Dialdehyd malonowy charakteryzuje si¢
wysoka toksycznoscig ze wzgledu na jego zdolno$¢ do taczenia si¢ z DNA 1 biatkami [Jové

i wsp., 2020]. Uwaza si¢, ze GST moze odgrywac wazng role w jego usuwaniu [Mueller i wsp.,
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2008]. Weber i wsp. [2004] wykazali, ze w lisciach rzodkiewnika pospolitego MDA
powodowat indukcje aktywnos$ci genow kodujacych GST.

Z danych literaturowych wynika, ze GST moze réwniez katalizowaé tworzenie koniugatow
GSH z innymi produktami fragmentacji utlenionych tancuchéw kwasow tluszczowych, takimi
jak 4-HNE [Gronwald i Plaisance, 1998; Guéraud i wsp., 2010], kwas 13-0kso-
oktadekadienowy (13-oksoODE) [Blackburn i wsp., 1997], kwas 12-oksofitodienowy
i fitoprostany [Mueller i wsp., 2008]. Koniugaty oksylipin z GSH mogg si¢ tworzy¢ roOwniez
nieenzymatycznie, jednak z mniejsza wydajnoscig niz w reakcji katalizowanej przez GST
[Mueller 1 wsp., 2008; Guéraud i wsp., 2010].

W przeciwienstwie do lisci, w korzeniach siewek ogorka traktowanych Ni nie stwierdzono
wzrostu stezenia MDA. Podobnie, w korzeniach siewek pszenicy poddanych dziataniu Ni nie
obserwowano akumulacji tej oksylipiny [Gajewska i wsp., 2012] W cytowanej pracy wraz
Z niezmienionym poziomem MDA wykryto tylko nieznaczny, przejSciowy wzrost stezenia
H,0,. W niniejszej pracy w korzeniu nie oznaczano zawarto$ci RFT, ale powszechnie
wiadomo, Zze organy te sa mniej narazone na ich wytwarzanie niz organy fotosyntetyzujace
[Hasanuzzaman i wsp., 2020b]. Mozliwe, ze brak zmian stezenia MDA w korzeniach siewek
ogorka traktowanych Ni ma zwigzek z niewielka akumulacjag RFT w tych organach. Ponadto,
po 2 tygodniach uprawy siewek ogdorka w podtozu zawierajacym Ni w korzeniach stwierdzono
wzrost aktywnos$ci GST, ktory, jak wspomniano wyzej, moze przyczyniac si¢ do utrzymywania

zawartosci tej oksylipiny na poziomie kontrolnym.

Ze wzgledu na zaobserwowany w lisciach siewek ogdrka indukowany obecno$cia Ni wzrost
zawarto$ci MDA postanowiono zbada¢ wptyw tego metalu na wczesne produkty peroksydacji
lipidow wykorzystujac metode LC-MS. Szczegélnie wrazliwe na utlenianie sg lipidy
zawierajace wielonienasycone kwasy thuszczowe. Podatno$¢ na utlenianie wzrasta wraz ze
stopniem nienasycenia czasteczki kwasu thuszczowego [Catald, 2009]. U roslin w puli
wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych najwigksza ilos¢ stanowig kwasy 18:3 1 18:2.
Pierwotnymi produktami utleniania lipidow, zaréwno na drodze nieenzymatycznej, jak
I W reakcji katalizowanej przez LOX sg wodoronadtlenki kwasow thuszczowych. Ze wzgledu
na swoja niestabilno$¢ szybko ulegaja one redukcji do odpowiadajacych im wodorotlenkow
[Triantaphylides 1 wsp., 2008]. Wodoronadtlenki kwaséw tluszczowych moga by¢ réwniez
usuwane przez GSH-Px, ktora wykorzystujac GSH jako substrat redukujacy przeksztatca je do
odpowiednich alkoholi [Sugimoto i Sakamoto, 1997; Bela i wsp., 2022]. W niniejszej pracy
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niewielki wzrost aktywnosci tego enzymu stwierdzono w lisciu II po 2 tygodniach traktowania
Ni. Mozliwe, Ze byt on zwigzany z podwyzszeniem st¢zenia wodoronadtlenkow kwasow 18:3
i 18:2. Zwigzkow tych nie wykryto w ekstraktach z liSci ogérka, ale na ich powstawanie

W odpowiedzi na stres Ni wskazuje obecnos¢ ich zredukowanych pochodnych.

W niniejszej pracy w lisciach siewek ogorka traktowanych Ni wykryto obecno$¢ dwoch
pochodnych  kwasu 18:3: kwas 9-hydroksyoktadekatrienowy (9-HOTrE) i1 kwas
13- hydroksyoktadekatrienowy (13-HOTrE) oraz czterech pochodnych kwasu 18:2: kwas
13- okso-oktadekadienowy (13-0ksoODE), kwas 13-hydroksyoktadekadienowy (13-HODE),
kwas 9-hydroksyoktadekadienowy (9-HODE) i kwas 8,13-dihydroksyoktadekadienowy
(8,13- diHODE). W ogoélnej puli wykrytych zwiazkow przewazaly pochodne kwasu 18:2,
zwlaszcza 13-HODE, natomiast najsilniejszy wzrost wzglednej zawartosci po traktowaniu Ni
wykazaly pochodne kwasu 18:3, tj 9-HOTrE i 13-HOTrE. Wzrost zawartosci wykrytych
oksylipin w odpowiedzi na traktowanie Ni sugeruje wzrost aktywnosci lipoksygenaz (LOX),
czyli enzyméw utleniajacych nienasycone kwasy tlhuszczowe do odpowiednich
wodoronadtlenkow. W niniejszej pracy aktywno$¢ tych enzymow nie byta badana, ale istnieja
doniesienia literaturowe potwierdzajace indukcje aktywnosci LOX w tkankach roslin
poddanych dziataniu Ni. Wzrost aktywno$ci tego enzymu obserwowano m.in. w lisciach
traktowanych Ni roélin baktazana [Soliman i wsp., 2019] oraz manneczki t¢kowatej (Eleusine
coracana L.) [Kotapati i wsp., 2017]. Wystepowanie posréd wykrytych w niniejszej pracy
oksylipin 13- i 9-wodoronadtlenkow lub ich pochodnych sugeruje, ze w liciach siewek ogorka
uprawianych w podtozu zawierajacym Ni nastgpit wzrost aktywnosci 13-LOX i 9-LOX. Jedna
z wykrytych pochodnych, 13-oksoODE, jest produktem utleniania 13-HODE i powstaje
w reakcji katalizowanej przez zalezng od NAD™ dehydrogenaze 13-HODE [Murphy i Zarini,
2002]. Obserwowany w pracy wzrost zawartos$ci 13-oksoODE moze sugerowaé¢ wywotang Ni
indukcje aktywno$ci wspomnianego enzymu. Jedyng wykrytg w lisciach ogorka oksyliping,
ktora nie pochodzi ze szlaku syntezy zapoczatkowanego przez LOX byta 8,13-diHODE.
Powstaje ona w wyniku enzymatycznego przeksztatcenia kwasu 18:2 w reakcji katalizowanej

przez syntaze diolu kwasu linolowego (LDS).

Chociaz przytoczone powyzej przyktady literaturowe sugeruja, ze wykryte w lisciach ogorka
oksylipiny pochodza z reakcji katalizowanych przez LOX to nie mozna wykluczy¢, ze swdj

udzial w generowaniu tych zwigzkow mialty rowniez RFT.
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Do tej pory nie ma doniesien literaturowych dotyczacych wplywu Ni na wytwarzanie
wczesnych produktéw peroksydacji lipidow w roslinach. Bardzo nieliczne sg rowniez prace
opisujgce powstawanie tej grupy oksylipin w odpowiedzi na stres wywolywany przez inne
metale ciezkie. Montillet i wsp. [2004] wykazali, ze w lisciach siewek rzodkiewnika
pospolitego potraktowanych Cd zachodzi akumulacja wodorotlenkéw kwasow 18:2 1 18:3, tj.
9-HODE, 9-HOTrE, 13-HODE, 13-HOTrE, kwasu 12-hydroksyoktadekatrienowego
(12- HOTYE) oraz kwasu 16-hydroksyoktadekatrienowego (16-HOTYE). Zdaniem cytowanych
autorow 2 ostatnie zwigzki sg produktami nieenzymatycznego utleniania kwasu 18:3.
U brunatnicy Ectocarpus siliculosus poddanej dziataniu Cu stwierdzono wzrost zawartosci
13- HODE i 13- HOTrE. Podwyzszenie stezenia tych zwigzkéw bylto, odpowiednio, 16- i 3-
krotne, a wi¢c znacznie wigksze niz w niniejszej pracy. Poza wymienionymi wodorotlenkami
kwasow 18:2 118:3 stwierdzono rowniez indukowang stresem wywolanym przez Cu
akumulacje cyklicznych oksylipin takich jak kwas 12-oksofitodienowy i fitoprostany [Ritter
I wsp., 2014].

W zwiazku z nielicznymi badaniami dotyczacymi udzialu wezesnych produktow peroksydacji
lipidow w odpowiedzi roslin na stres metali cigzkich rola tych zwiazkéw nie zostata jeszcze
poznana. Wiadomo natomiast, ze ta grupa oksylipin, zwtaszcza pochodne powstajace w szlaku
zapoczatkowanym przez 9-LOX maja istotne znaczenie w reakcji na stres biotyczny.
Wykazano, ze 9-HOTrE i 9-HODE uczestnicza w obronie ro$lin przed patogenami
bakteryjnymi i grzybowymi [Gobel i wsp., 2002; Schuck i wsp., 2014; Battilani i wsp., 2018;
Wang i wsp., 2021; Beccaccioli i wsp., 2022]. Dziatanie regulacyjne w interakcjach roslina-
patogen przypisuje si¢ rowniez oksylipinom pochodzacym ze szlaku zapoczatkowanego przez
LDS, m.in. 8,13-diHODE. Udowodniono, ze wytwarzane przez rosliny kukurydzy zwiazki z tej
grupy moga regulowaé eckspresje genow i1 metabolizm atakujacego grzyba (Fusarium
verticillioides) i w zwigzku z tym znaczaco wplywaja na przebieg procesu patogenezy [Scala
i wsp., 2014]. U zwierzat udziat takich zwigzkow jak 9-HODE, 13-HODE i wielu innych
wczesnych produktéw peroksydacji lipidow w regulacji podzialow komorkowych, apoptozy
a takze regulacji metabolicznej i hormonalnej tez zostat juz potwierdzony [Quaranta i wsp.,
2022].

Mozliwe, ze wykryte w niniejszej pracy wezesne produkty peroksydacji lipidow, zwlaszcza te,
ktorych zawarto$¢ najbardziej wzrasta po traktowaniu Ni, czyli 9-HOTTE i 13-HOTrE rowniez
petnig funkcj¢ czasteczek sygnatowych wptywajacych na przebieg odpowiedzi roslin na stres

wywolany tym metalem ci¢zkim.
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Wiele danych wskazuje na to, ze metale cigzkie negatywnie dzialaja na btony plazmatyczne
powodujac zmiany w ich strukturze i funkcjonowaniu, w tym ich przepuszczalnosci [Devi
i Prasad, 1999; Singh i wsp., 2020]. Najpowszechniejszg metoda pozwalajaca oszacowac
stopien uszkodzenia blon jest pomiar wycieku elektrolitow, ktéry wykonano w niniejszej pracy.
Wykazano, ze poddanie siewek ogorka dziataniu Ni spowodowato istotny wzrost
przepuszczalno$ci bton plazmatycznych w lisciach. Podobnie, wigksza przepuszczalnos¢ bton
w warunkach stresu Ni stwierdzono m.in. w liciach kapusty sitowatej [Khan i wsp., 2016],

pszenicy [Gajewska i wsp., 2012] i bawelny [Khaliq i wsp., 2015].

Przepuszczalno$¢ blon komérkowych jest w duzym stopniu zalezna od jej sktadu lipidowego
[Zhang i wsp., 2005; Wang i wsp., 2020]. Szczegdlne znaczenie ma profil fosfolipidow, ktore
w przypadku plazmolemy mogg stanowi¢ zdecydowang wigkszo$¢ wszystkich wystepujacych
w niej lipidow [Wang i wsp., 2020]. Ze wzglgdu na ksztalt czasteczki klasy fosfolipidow takie
jak PC, PG i PS maja tendencje¢ do tworzenia stabilnej struktury dwuwarstwowej, podczas gdy
inne, takie jak PE, maja sktonno$¢ do tworzenia niestabilnej struktury nielamelarnej [Wang
i wsp., 2020; Yu i wsp., 2021]. W niniejszej pracy wzgledna zawartos¢ dwoch najliczniej
wystepujacych klas, czyli PC i PE, pozostala niezmieniona w lisciach siewek ogorka
traktowanych Ni. Brak istotnych zmian w zawartosci PC w odpowiedzi na stres Ni stwierdzono
takze w liSciach pszenicy [Bernat i wsp., 2014a]. Podobnie, zawartos¢ tej klasy fosfolipidow
nie zmieniata si¢ w lisciach kapusty sitowatej poddanej dziataniu Cd [Nouairi i wsp., 2006].
W przeciwienstwie do badanych w niniejszej pracy lisci ogorka, w przypadku lisci pszenicy
traktowanej Ni zaobserwowano znaczny wzrost zawartosci PE [Bernat i wsp., 2014a]. Z kolei
w liSciach migdalowca poddanego dzialaniu Cd zawarto$¢ obydwu wyzej wymienionych
frakcji, PC i PE ulegla obnizeniu [Elloumi i wsp., 2014], a w lisciach bedacej
hiperakumulatorem kapusty rzepak traktowanej tym samym metalem ci¢zkim stwierdzono

znaczny wzrost zawartosci tych frakcji fosfolipidow [Nouairi i wsp., 2006].

Ze wzgledu na wspomniane wyzej odmienne wtasciwosci fosfolipidow klas PC 1 PE w aspekcie
ksztaltu czasteczki 1 zdolnosci do tworzenia struktury dwuwarstwowej, zmiana stosunku
zawarto$ci tych frakcji w blonie moze znacznie wptywac na jej pltynno$é, i co za tym idzie,
przepuszczalno$¢. W lisciach ogorka po traktowaniu Ni stosunek PC/PE nie zmienit si¢ istotnie.
Przeciwnie, w liSciach pszenicy stres Ni spowodowat spadek stosunku PC/PE [Bernat i wsp.,
2014a)]. Natomiast Nouairi i wsp. [2006] wykazali, Zze zmiana stosunku PC/PE moze wigza¢ si¢
z wrazliwos$cig danego gatunku na metal cigzki. W lisciach wrazliwej na Cd kapusty sitowatej

po dzialaniu tym metalem nastgpito obnizenie stosunku PC/PE sugerujace wzrost
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przepuszczalno$ci, natomiast w przypadku tolerujacej Cd kapusty rzepak obserwowano

odwrotny trend.

W niniejszej pracy, w przeciwienstwie do niezmienionych w warunkach stresu Ni zawartosci
PC i PE, wzglgdna zawarto$¢ PA 1 PG wzrosta a zawartos¢ PI ulegla obnizeniu. Najwigksze
zmiany zaobserwowano w przypadku PA, ktory warunkach kontrolnych miat znikomy udziat
w catkowitej puli fosfolipidow, tj. 0,7 — 1,8%, w zalezno$ci od liscia. Po traktowaniu Ni jego
zawarto$¢ w lisciu Il prawie 3-krotnie przewyzszala poziom kontroli. Podobnie, indukowany
Ni wzrost zawartosci PA wykazano wczesniej w lisciach pszenicy [Bernat i wsp., 2014a].
Zwigkszenie zawartosci PA stwierdzono takze w lisciach traktowanych Cd siewek kapusty
rzepak [Nouairi i wsp., 2006]. Uwaza sig¢, ze ten najprostszy fosfolipid ze wzgledu na unikalng
budowe czasteczki: stozkowy ksztalt, malg i ujemnie natadowang cze$¢ glowowa zlozong
z fosforanu moze tatwo wchodzi¢ w interakcje z biatkami, lipidami a takze inng czasteczka PA.
W zwiazku z powyzszym moze wptywaé na strukture btony uczestniczac w procesach fuzji
| rozszczepienia oraz innych przegrupowaniach btony. Ponadto, moze stuzy¢ jako substrat dla
enzymoOw wytwarzajacych inne lipidy 1 bierze udziat w regulacji wielu komorkowych szlakow
sygnatowych [Kim i wsp., 2013; Liu i wsp., 2019; Zhukovsky i wsp., 2019]. Udowodniono, ze
PA ingeruje w funkcjonowanie szlaku sygnatowego kwasu abscysynowego [Guo i wsp., 2012],
reguluje aktywnos$¢ oksydazy NADPH i w zwiagzku z tym produkcj¢ RFT [Zhang i wsp., 2009].
lakimova i wsp. [2013] wykazali, ze w komorkach pomidora poddanych dziataniu Cd PA

stymuluje wytwarzanie RFT i uczestniczy w programowanej $mierci komorek.

Oproécz sktadu fosfolipidowego na ptynno$¢ btony w duzym stopniu wptywa réwniez stopien
nienasycenia kwasow tluszczowych. Uwaza si¢, Zze nienasycone lipidy zwigkszaja plynnos¢
btony, poniewaz podwoOjne wigzania cis w lancuchach acylowych tworza sztywny tuk,
uniemozliwiajac ich Sciste upakowanie. Natomiast lipidy z nasyconymi kwasami thuszczowymi
zmniejszaja plynnos¢ blony ze wzgledu na $ciste upakowanie prostych nasyconych tancuchow

kwasow tluszczowych i ich silniejsze oddziatywania ze sterolami [Harayama i Riezman, 2018].

U roslin poddanych réznym stresom $Srodowiskowym zaobserwowano zmiany poziomu
nienasycenia lipidow btonowych [Liu i wsp., 2019]. Stwierdzono dodatnig zaleznos¢ pomig¢dzy
wigkszym stopniem nienasycenia kwasow tluszczowych a tolerancja na stres osmotyczny
I niskg temperaturg. Rola modyfikacji stopnia nienasycenia blony w warunkach stresu chtodu
i osmotycznego jest do$¢ dobrze poznana. Uwaza sie, ze wysokie nienasycenie ostabia

sztywnos¢ bton i w konsekwencji zmniejsza ich uszkodzenia pod wplywem ww. czynnikow
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stresowych [Zhang i wsp., 2005]. Do tej pory wptyw matali cigzkich na stopien nienasycenia
bton nie byl zbyt intensywnie badany, a otrzymane wyniki nie dajg jasnego obrazu odno$nie
roli zmian nasycenia lipidow btonowych w odpowiedzi roslin na stres wywotany obecnoscig

metali.

W niniejszej pracy poddanie siewek ogorka dzialaniu Ni doprowadzito do wzrostu poziomu
nienasycenia fosfolipidow w lisciach, na co wskazywata podwyzszona warto$¢ DBI. Wynikato
to przede wszystkim ze znacznego wzrostu wzglgdnej zawartosci kwasoéw 18:1 1 18:2. Analiza
profilu fosfolipidow wykazata, ze wigzato si¢ to gtownie ze wzrostem zawartosci lipidow
PC 18:2;18:8, PC 18:2;18:1 oraz PC 18:3;18:1. W lisciu I wzgledna zawartos¢ 18:3 ulegla
istotnemu zmniejszeniu 1 bylo to zwigzane w gtéwnej mierze ze spadkiem zawartosci lipidu PC
18:3;18:3, ktory dominowat w catkowitej puli fosfolipidow liscia. Obnizenie zawartosci kwasu
18:3, ktoremu towarzyszy wzrost zawartosci jego prekursoréw, kwasu 18:2 1 18:1 sugeruje
indukowang dzialaniem Ni inhibicj¢ aktywnosci delta A15 desaturazy [Verdoni i wsp., 2001].
Wyniki przeprowadzonej w pracy analizy zawartosci wczesnych produktow peroksydaciji
kwasow tluszczowych pozwalaja przypuszczaé, ze spadek zawartosci kwasu 18:3 moze by¢
takze spowodowany jego utlenianiem. Zawarto$¢ kwasu 16:0, jedynego wykrytego w liSciach
ogorka nasyconego kwasu tluszczowego, rowniez ulegla znacznemu zmniejszeniu
w odpowiedzi na stres Ni, a dotyczylo to gtdwnie fosfolipidow PC 16:0;18:3, PC 16:0;18:2
oraz PG 16:0;18:3. Zmniejszong proporcje¢ kwasu 16:0 zaobserwowano takze w lisciach
kukurydzy traktowanej Cd [Pal i wsp., 2007]. Biorac pod uwage wywotane dziataniem Ni
zmiany stopnia nienasycenia w poszczegodlnych klasach fosfolipidow stwierdzono, ze ulegt on
zwigkszeniu we wszystkich klasach z wyjatkiem PI. Na szczegdlng uwage zastuguje PA, ktory
wykazal najwigkszy wzrost DBI. Jednak w zwiazku z niewielkim udziatem tej klasy
w catkowitej puli fosfolipidow, nawet ponad 2-krotny wzrost stopnia nienasycenia tylko
nieznacznie przyczynil si¢ do indukowanego przez Ni wzrostu stopnia nienasycenia catlej

frakcji fosfolipidow.

W przeciwienstwie do niniejszej pracy, w lisciach pomidora traktowanego Cd stwierdzono
spadek stopnia nienasycenia wynikajacy ze wzrostu zawartosci kwasow nasyconych 16:01 18:0
oraz jednonienasyconego 18:1, a takze spadku zawartosci kwasoéw 18:2 1 18:3. Stosujac metode
znakowania izotopowego wykazano, ze obserwowane zmiany byty efektem indukcji syntezy
wykrytych kwasoéw nasyconych oraz zahamowania syntezy kwasOéw nienasyconych [Ben
Ammar i wsp., 2008]. W wigkszosci prac dotyczacych wplywu metali ciezkich na profil

kwasow tluszczowych, podobnie jak w niniejszej pracy, odnotowano spadek wzglednej
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zawartos$ci kwasu 18:3 1 podwyzszenie zawartosci 18:2 [Ouariti i wsp., 1997; Verdoni i wsp.,
2001; Chaffai i wsp., 2007; Gajewska i wsp., 2012; Zemanova i wsp., 2015b; Liu i wsp., 2019].

Zmiany stopnia nienasycenia lipidow w odpowiedzi na stres metali ci¢gzkich sg rdznie
interpretowane w literaturze. Obnizenie stopnia nienasycenia prowadzace do zmniejszenia
przepuszczalno$ci btony traktowano jako reakcje obronng polegajaca na ograniczeniu wnikania
metalu do komoérek [Chaffai i wsp., 2005]. Zmniejszona zawarto$¢ kwaséw nienasyconych,
zwlaszcza kwasu 18:3 moze takze chroni¢ blon¢ przed procesami oksydacyjnymi. Wzrost
stopnia nienasycenia wigzacy si¢ ze zwigkszeniem przepuszczalnosci btony i tym samym
utatwieniem pobierania jondw metalu przez komorki interpretowano jako reakcje stresowa
wynikajacg z ich toksycznego dziatania [Pal i wsp., 2007]. Dodatkowo, zwigkszona ptynnos¢
btony przy podwyzszonym stopniu nienasycenia moze ulatwia¢ RFT penetracj¢ blony
I sprzyja¢ ich oddzialywaniu na podwdjne wigzania kwasoéw thuszczowych [Nouairi i wsp.,
2006]. Porownawcze badania reakcji na stres Cd u kapusty rzepak (gatunek wrazliwy) i kapusty
sitowatej (hiperakumulator) wykazaty, Ze tylko u tej pierwszej Cd wywotat zwigkszenie stopnia
nienasycenia fosfolipidow btony [Nouairi i wsp., 2006]. Kolejnym potwierdzeniem tezy, ze
niskie nienasycenie lipidow sprzyja odporno$ci ros§lin na metale sa wyniki badan
przeprowadzonych na wykluczajacym i hiperakumulujacym gatunku rzodkiewnika pospolitego
[Seregin i wsp., 2023]. Przeciwne stanowisko odnosnie zwigzku stopnia nienasycenia btony
z odpornoscig na metale zajmuja Zemanova i wsp. [2015 a,b]. Zdaniem tych autordéw tolerancja
hiperakumulatorow na metale cigzkie koreluje z ich zdolnoscig do zwigkszania nienasycenia

lipidow blonowych.

Wzrost stopnia nienasycenia fosfolipidow w lisciach siewek ogorka traktowanych Ni nalezy
odczytywac raczej jako reakcje stresowa. Intensywniejszy wzrost DBI stwierdzono w lisciu I,
na ktorym jednoczesnie obserwowano silniejsze objawy toksyczno$ci w postaci nekroz
i wickszy wyciek elektrolitow. W poréownaniu z lisciem II, lis¢ I charakteryzowat si¢ tez

wigksza akumulacja Ni oraz znacznie wyzszym poziomem RTF.

Podsumowujac, Ni wywotat w lisciach ogorka akumulacje O3 i H,O,. Moze ona czg$ciowo
wynika¢ z indukowanego dzialaniem Ni obnizenia aktywnosci SOD 1 CAT. W usuwanie H,0,
w lisciach siewek ogorka w warunkach stresu Ni zaangazowane sg gtownie APX i peroksydazy
klasy III wykazujace znaczne wzrosty aktywno$ci w odpowiedzi na traktowanie tym metalem
ciezkim. Nikiel wywoluje w liSciach ogorka oksydacyjne uszkodzenia lipidéw, na co wskazuje

wzrost zawartosci wczesnych (wodorotlenki kwasow tluszczowych 1 ich pochodne)
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I koncowych (MDA) produktow peroksydacji kwasow thuszczowych. W regulacj¢ poziomu
produktéw peroksydacji lipidéw moga by¢ zaangazowane GST i GSH-Px. Pod wptywem Ni
w lisciach siewek ogorka dochodzi do zmian w profilu fosfolipidow, przy czym najwigkszy
wzrost zawartosci wykazat PA. Dochodzi takze do wzrostu stopnia nienasycenia fosfolipidow,
co wynika gltownie ze zwigkszenia zawartosci kwasow 18:1 i 18:2. Podwyzszenie stopnia
nienasycenia bton prowadzi do zwigkszenia ich przepuszczalnosci, co potwierdza zwigkszony

wyciek elektrolitéw z komorek lisci. Opisane powyzej zmiany sg z reguty bardziej nasilone

-----

5.3. Wptyw Ni na zawartosc¢ i profil zwigzkow fenolowych

Metabolizm zwigzkow fenolowych odgrywa wazng role w dostarczaniu zwigzkow
aromatycznych, zwigzkéw uczestniczacych w obronie roslin, chemicznych atraktantow lub
repelentow a takze zwigzkow budujacych strukture komoérek [Jun iwsp., 2018]. Zawartos¢
fenoli zmienia si¢ w ro$linach w zaleznosci od wieku, gatunku, rodzaju tkanki, pory roku czy
rodzaju stresu i czasu jego oddzialywania na ro$liny [Kisa i wsp., 2019]. Czynniki
srodowiskowe moga wplywaé na synteze i profil zwigzkéw fenolowych, zwigkszajac lub
zmniejszajac ich poziom w roslinach. Rola zwiazkow fenolowych w odpowiedzi na biotyczne
czynniki stresowe, takie jak roslinozercy czy mikroorganizmy, jest dos¢ dobrze poznana.
Wiadomo rowniez, ze stresy abiotyczne takie jak susza, zasolenie czy metale cigzkie
modyfikuja profil zwigzkow fenolowych, jednak blizsze poznanie roli zwigzkoéw fenolowych

w reakcji roslin na stres wywotlywany przez metale ci¢zkie wymaga dalszych badan.

W niniejszej pracy, stosujac tradycyjng metode kolorymetryczng z wykorzystaniem odczynnika
Folina-Ciocalteu wykazano, ze stres Ni powoduje zwigkszenie catkowitej zawarto$ci zwigzkow
fenolowych w liSciach siewek ogodrka, nieco wigkszy po krotszym czasie traktowania.
W korzeniach, ktéore w porownaniu do liSci charakteryzowaly si¢ nizsza konstytutywna
catkowitg zawartos$cig zwigzkéw fenolowych, po traktowaniu Ni obserwowano spadek ich
ilosci. Wzrostowi zawarto$ci fenoli w liSciach ogorka towarzyszyt znaczny wzrost aktywnosci
peroksydaz klasy Ill: GPOX i SPOX, ktore wykorzystuja fenole jako substraty w reakcji
redukcji nadtlenku wodoru. Jedynie w lisciu II siewek ogorka po 2 tygodniach traktowania
obserwowano spadek aktywnos$ci SPOX. Wigkszy wzrost aktywnosci peroksydaz klasy III
odnotowano w lisciu I , ktory w poréwnaniu do liScia II charakteryzowal si¢ wigksza

akumulacja H,O, 1 zwigzkow fenolowych W korzeniach, mimo spadku zawartosci fenoli
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obserwowano wzrost aktywnosci zaréwno GPOX jak i SPOX, jednak mniejszy w pordwnaniu
do lisci.

Dane literaturowe wskazujg, ze nie ma jednakowych tendencji zmian zawartosci fenoli
w tkankach roslinnych po traktowaniu Ni. W przeciwienstwie do wynikéw uzyskanych
w pracy, w przypadku rumianku poddanego dzialaniu Ni stwierdzono wzrost catkowitej
zawartosci zwigzkéw fenolowych tylko w korzeniach, natomiast w liSciach Ni nie
obserwowano istotnych zmian ich zawartosci [Kovacik i wsp., 2009]. W kwiatach nagietka
lekarskiego w wyniku traktowania wigkszymi dawkami Ni nastgpil wzrost calkowitej
zawartosci fenoli, natomiast po zastosowaniu nizszych stezen metalu obserwowano jej spadek
[Sobati-Nasab i wsp., 2021]. Zmiany catkowitej zawarto$ci zwigzkow fenolowych wykazano
rowniez w przypadku zastosowania innych metali. Aplikacja miedzi do podtoza spowodowata
spadek zawarto$ci zwigzkéw fenolowych w korzeniu cynii [Tugbaeva i wsp., 2022] oraz

w lisciach pomidora [Kisa i wsp., 2019].

Zmiany zawarto$ci zwigzkow fenolowych moga wynika¢ ze zmian w aktywnosci enzymow
uczestniczacych w ich syntezie takich jak PAL czy dehydrogenaza kwasu szikimowego
[Kovacik i wsp., 2009; Kisa i wsp., 2019]. Sposréd enzymow zaangazowanych w biosynteze
zwigzkow fenolowych w pracy oznaczono aktywnos$¢ PAL, ktéra jest pierwszym enzymem
w szlaku fenylopropanoidowym oraz biosyntezie flawonoidéw. Katalizuje nieoksydacyjna
eliminacj¢ amoniaku z L-fenyloalaniny, w wyniku czego powstaje kwas trans-cynamonowy
bedacy prekursorem w biosyntezie réznych metabolitow wtérnych [Janczak-Pienigzek 1 wsp.,
2023]. Wyniki uzyskane w pracy wskazuja, ze nikiel nie powoduje istotnych zmian aktywnosci
PAL w lisciach siewek ogorka. W korzeniu natomiast stwierdzono spadek aktywnosci PAL, co
moze by¢ zwigzane ze spadkiem catkowitej zawartos$ci zwigzkow fenolowych w tym organie.
W oparciu o dane literaturowe mozna stwierdzi¢, ze zmiany aktywnosci PAL mogg rozni¢ si¢
w zaleznosci od rodzaju metalu 1 jego dawki a takze organu 1odmiany roSliny.
W przeciwienstwie do wynikow przedstawionych w pracy potraktowanie roslin rumianku Ni
spowodowato wzrost aktywnosci PAL w korzeniu, ale tylko przy najwyzszym stezeniu Ni
(120 uM), natomiast w cze$ci nadziemnej taki efekt byt obserwowany juz przy o potowe
mniejszej dawce Ni [Kovacik i wsp., 2009]. Podobnie, w przypadku kultur zawiesinowych
korzeni zen-szenia przy nizszych stezeniach Cu nie obserwowano istotnych zmian aktywnosci
PAL, natomiast zastosowanie wyzszych dawek Cu spowodowato wzrost aktywnos$ci enzymu
[Ali i wsp., 2006]. Wyniki otrzymane przez Janczak-Pienigzek i wsp., [2023] wskazuja, ze

wplyw metalu cigzkiego na aktywno$¢ PAL zalezy nie tylko od jego dawki, ale moze by¢
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rowniez specyficzny odmianowo. Cytowani autorzy stwierdzili, ze ta sama dawka Pb w lisciach
jednej odmiany pszenicy powoduje wzrost a u innej spadek aktywnosci PAL. Z kolei badania
przeprowadzone na jatrofie przeczyszczajacej (Jatropha curcas) traktowanej Cr, Cd i Pb
wykazaty przeciwne tendencje zmian aktywnos$ci PAL w lisciach i1 korzeniach. W lisciach
aktywnos$¢ tego enzymu obnizyla si¢, natomiast w korzeniach znacznie wzrosta [Devi

Chinmayee i wsp., 2014].

W celu przeprowadzenia doktadniejszej analizy profilu zwigzkéw fenolowych wykonano
analize¢ HPLC wybranych metabolitow w lisciu I oraz korzeniu siewek ogorka po 2 tygodniach
traktowania Ni. Profile zwigzkéw fenolowych dla liscia I i korzenia ro$lin kontrolnych réznity
si¢ od siebie. Bioragc pod uwage kwasy fenolowe to wigksza ich ré6znorodnosé stwierdzono
W korzeniu, ktory charakteryzowat si¢ jednoczes$nie ich wyzsza konstytutywng zawartoscia.
Wiele wolnych kwasow fenolowych takich jak kwas protokatechowy, a- i B-rezorcynowy,
0- kumarowy, syryngowy, synapinowy oraz rozmarynowy wystepujace w korzeniu, nie zostaty
wykryte w lisciu I siewek ogorka. Wyzsza konstytutywna zawarto§¢ kwasdéw fenolowych
W korzeniu moze wskazywac na wigksze zapotrzebowanie na te metabolity wtasnie w tym
organie. Przeciwnie do wynikow przedstawionych w pracy U rumianku wigksze stezenie

kwasow fenolowych odnotowano w li§ciach [Kovacik i wsp., 2009].

W wyniku aplikacji Ni stwierdzono wzrost zawarto$ci wielu kwaséw fenolowych, gtownie
w korzeniu siewek ogorka. W korzeniu odnotowano istotny wzrost zawartosci kwasu
protokatechowego, a- i B-rezorcynowego, o0-kumarowego, sSyryngowego, Synapinowego,
a takze kwasu chlorogenowego, trans-cynamonowego, elagowego czy p-kumarowego. Dane
literaturowe potwierdzaja, ze aplikacja Ni powoduje wzrost zawartosci kwasow fenolowych
takich jak kwas protokatechowy, p-hydroksybezoesowy, wanilinowy, syryngowy,
chlorogenowy o- i p-kumarowy, a takze ferulowy w korzeniu rumianku [Kovacik i wsp., 2009].
Podobne wyniki uzyskano takze w rumianku po 7 dniach traktowania Cu oraz Cd [Kovacik
i Klejdus, 2008]. Odmienne wyniki, tj. spadek zawarto$ci kwasu wanilinowego,
chlorogenowego oraz benzoesowego wykazano w roslinach pomidora traktowanych Cu, Cd

oraz Pb [Kisa i wsp., 2019].

W wyniku traktowania Ni pojawily si¢ nowe zwigzki, nieobecne w kontroli, na przyktad
w korzeniu byta to hesperytyna, a w liSciu kwas galusowy i trans-3-hydroksycynamonowy.
Pojawienie si¢ tych zwigzkow moze swiadczy¢ o ich zaangazowaniu w odpowiedzi na stres Ni.

Podobnie, zmiany jakosciowe w profilu zwigzkow fenolowych zwigzane z pojawieniem si¢
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nowych zwigzkoéw stwierdzono w traktowanych Cd sadzonkach borowki amerykanskiej
[Manquian-Cerda i wsp., 2016]. W odpowiedzi na traktowanie tym metalem wykazano
pojawienie si¢ W nich nowych metabolitow takich jak kwas wanilinowy oraz luteolina.
Indukowane metalem zmiany w profilu zwigzkéw fenolowych moga dotyczy¢ rowniez zaniku
metabolitow wystepujacych w roslinach kontrolnych. W korzeniu siewek ogorka traktowanych
Ni nie zostala wykryta luteolina, obecna w kontroli. W przypadku boréwki amerykanskiej po
traktowaniu Cd stwierdzono zanik kwasu galusowego i synapinowego. [Manquian-Cerda
i wsp., 2016].

Sugeruje si¢, ze zwigkszona biosynteza zwigzkéw fenolowych w roslinach poddanych
dziataniu metali ci¢gzkich pomaga chroni¢ je przed stresem oksydacyjnym [Janczak-Pienigzek
i wsp., 2023]. Moga one dziata¢ jako czynniki redukujace, hamujace reakcje utleniania poprzez
oddawanie elektronow lub atomu wodoru innym wolnym rodnikom przeksztatcajac je
w produkty stabilne [De Aratjo i wsp., 2014]. Badania in vitro wykazaty, ze flawonoidy moga
bezposrednio wychwytywaé¢ RTF takie jak H,0,, HO', 'O, czy LOO" [Michalak, 2006].
Dodatkowg ochrong przed stresem oksydacyjnym jest chelatowanie metali ziem przejSciowych.
W znacznym stopniu ogranicza to wystgpowanie reakcji Fentona i tym samym powstawanie
HO' [De Aratjo i wsp., 2014].

Wiasciwosci przeciwutleniajgce zwigzkow fenolowych sg zwigzane z budowa chemiczng tych
zwigzkow, w tym Z obecnoscia pier§cienia benzenowego oraz jego podstawnikow. Obecnos¢
pierScienia benzenowego stabilizuje czasteczke przeciwutleniacza [Zeb, 2020]. Istotne
znaczenie w potencjale antyoksydacyjnym zwigzkow fenolowych ma liczba i1 pozycja grup
hydroksylowych [Chen i wsp., 2020]. Zwigzki fenolowe rdznig si¢ migdzy soba pod wzgledem
wlasciwo$ci przeciwutleniajacych. Wykazano, ze flawonoidy maja wyzsza aktywno$¢
antyoksydacyjna w porownaniu z kwasami fenolowymi [Zhang i Tsao, 2016]. Flawonole takie
jak kwercetyna zawierajgce pie¢ grup hydroksylowych wykazuja wysokie zdolnosci
przeciwutleniajace [Tsao, 2010]. Aktywno$¢ przeciwutleniajgca i przeciwrodnikowa kwasow
fenolowych jest roéwniez dodatnio skorelowana z liczba grup hydroksylowych zwigzanych
Z pier§cieniem aromatycznym. Silny potencjal antyoksydacyjny wykazywaty kwasy fenolowe
z trzema grupami hydroksylowymi zwigzanymi z pier§cieniem aromatycznym w pozycji orto
[Sytar i wsp., 2013]. Stwierdzono, ze kwas cynamonowy lub jego pochodne wykazujg wyzsza
aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg niz kwas benzoesowy i jego pochodne. Podobnie, obecnos¢ grup
hydroksylowych w pozycji orto i/lub para zwigksza aktywno$¢ antyoksydacyjng, w poréwnaniu

Z obecnoscig tych grup w pozycji meta i niepodstawionym fenolem [Goger 1 Giilgin, 2011].
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Antyoksydacyjne wlasciwosci zwiazkow fenolowych wynikaja takze z faktu, Zze stanowig one
substrat dla peroksydaz. Peroksydazy wykorzystujace zwigzki fenolowe mozna podzieli¢ na
rozpuszczalne 1 zwigzane ze $ciang komorkowa. Uwaza si¢, ze POX zwigzane ze $ciang
komorkowa biorg udziat w utlenianiu monomerow ligniny dostarczajgc utlenionych substratow
do ich tworzenia. Rola rozpuszczalnych POX w ro$linach jest gtéwnie zwigzana z pelnieniem
przez nie funkcji antyoksydacyjnej. Wykorzystujg fenole jako substraty do redukcji H>O>
I Wzwigzku z tym uczestniczg w regulacji poziomu tej RFT. Potwierdzono, ze zwigzki
fenolowe, zwtaszcza flawonole i fenylopropanoidy wakuoli i apoplastu mogg stanowi¢ donory
elektronow dla peroksydaz fenolowych [Michalak, 2006]. Pomimo tego, ze zwiazki fenolowe
sg silnymi przeciwutleniaczami, to w pewnych warunkach mogg dziata¢ jako prooksydanty.
Kiedy czasteczka fenolu traci elektron lub dziala jako reduktor sama staje si¢ rodnikiem, cho¢
wzglednie stabilnym. Tworzone rodniki fenoksylowe moga sta¢ si¢ zatem prooksydantami
| wykazywac¢ dziatanie cytotoksyczne ze wzgledu na ich zdolno$¢ do inicjowania reakcji
fancuchowych. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce w reakcji zwigzkow fenolowych z RFT,
atakze z jonami metali ziem przejsciowych o wysokim potencjale oksydoredukcyjnym
[Bouayed i Bohn, 2010; Zhang i Tsao, 2016].

Stwierdzono, ze jony metali mogg wptywac na charakter fenoli in vivo zmieniajac czas zycia
rodnikéw fenoksylowych. W normalnych warunkach fizjologicznych rodniki te nie wykazuja
szkodliwego dziatania 1 ulegaja regeneracji do fenoli na drodze nieenzymatycznej w reakcji
z askorbinianem [Michalak, 2006]. Uwaza si¢, ze mozliwe jest takze dziatanie reduktazy
monodehydroaskorbinianowej w redukcji rodnikoéw fenoksylowych w celu przywrdcenia

statusu redoks fenoli [Sakihama i wsp., 2000].

Uwaza si¢, ze zwigzki fenolowe spehlniajg funkcje antyoksydacyjne rowniez wobec
wodoronadtlenkéw lipidowych czyli bezposrednich produktow peroksydacji lipidéw. Sugeruje
si¢, ze jony metali rozktadaja wodoronadtlenki lipidéw poprzez rozszczepienie wigzania O-0O,
w wyniku czego powstaja rodniki alkoksylowe, a zwiazki fenolowe moga hamowac
peroksydacje¢ lipidow poprzez wychwytywanie rodnikéw alkoksylowych. Ponadto uwaza sig,
ze zwiazki fenolowe (zwtaszcza flawonoidy) mogg zmienia¢ kinetyke peroksydacji lipidow
poprzez modyfikacje kolejnosci upakowania lipidow, stabilizuja btony poprzez zmniejszenie
jej ptynnosci oraz utrudniaja dyfuzje wolnych rodnikow [Michalak, 2006]. Verstraeten i wsp.
[2003] stwierdzili, ze flawanole i procyjanidyny moga oddziatywa¢ z fosfolipidami blonowymi
poprzez wigzanie wodorowe z polarnymi gtowami fosfolipidéw, a w konsekwencji gromadzi¢

si¢ na powierzchni bton. Dzigki temu pomagaja zachowac integralno$¢ bton i1 zapobiegaja
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potencjalnym uszkodzeniom oksydacyjnym blony. Do najwazniejszych fenolowych
przeciwutleniaczy zaangazowanych w ochrong¢ przed peroksydacja lipidow btonowych zalicza
si¢ kwas chlorogenowy [Kovacik i Klejdus, 2008]. Wykazany w niniejszej pracy prawie
4- krotny wzrost zawartosci kwasu chlorogenowego w korzeniu siewek ogorka traktowanych
Ni wraz z niezmienionym st¢zeniem MDA po 2 tygodniach traktowania Ni moze potwierdzaé

pelnienie przez niego takiej roli.

Zaangazowanie zwigzkow fenolowych w ochrong roslin przed toksycznym dziataniem metali
moze wynika¢ z ich zdolno$ci do chelatowania metali [Chen i wsp., 2020]. Zdolno$¢
chelatowania metali przez zwiazki fenolowe moze by¢ zwigzana z silnym charakterem
nukleofilowym pierécienia aromatycznego [Kisa i wsp., 2016]. Lavid i wsp. [2001] stwierdzili,
ze wzrost stezenia chromu w kiaczach lilit wodnej spowodowal zwigkszone wigzanie metalu
przez polifenole. Autorzy sugeruja, ze zaangazowane w ten proces moga by¢ dwa mechanizmy.
Jony metali trjwartosciowych takie jak zelazo, chrom czy glin moga wigza¢ si¢ specyficznie
z polifenolami, natomiast jony metali dwuwarto$ciowych jak kadm, mangan czy rte¢ moga
tworzy¢ tlenki lub inne nierozpuszczalne zwiazki ulegajace precypitacji, ktore sg nastgpnie
wychwytywane i unieruchamiane w spolimeryzowanych polifenolach. Fernandez i wsp. [2002]
wykazali, ze kwercetyna, myrycetyna, luteolina, naryngenina oraz katechina tworzyly
kompleksy z jonami miedzi i zelaza. Obserwowany w hiniejszej pracy spadek zawarto$ci
luteoliny i naryngeniny w korzeniu, a takze naryngeniny i katechiny w lisciu moze sugerowaé

wykorzystanie tych metabolitow do chelatowania niklu.

Zwiazki fenolowe stanowig wazny skladnik strukturalny Sciany komorkowej komorek roslin,
a proces lignifikacji moze shluzy¢ utworzeniu bariery ochronnej majacej ogranicza¢ wnikanie
metalu do tkanek [Roitto i wsp., 2005]. Kwasy p-kumarowy, ferulowy oraz synapinowy sa
prekursorami alkoholi odpowiednio p-kumarylowego, koniferulowego oraz synapylowego, a te
z kolei stanowia bezposrednie substraty dla peroksydazy, ktéra utlenia je do polimeryzujacych
pozniej form rodnikowych [Sytar i wsp., 2013]. Wykazany w korzeniach siewek ogorka
traktowanych Ni 10-krotny wzrost zawartosci kwasu ferulowego i 8-krotny wzrost kwasu
p-kumarowego, ktéremu towarzyszyl wzrost aktywnosci SPOX moze sugerowal, ze

w badanych roslinach dochodzi do intensyfikacji procesu lignifikacji.

Zwiazki fenolowe mogg wystepowac¢ w roslinie w formie wolnych zwigzkow, badZz moga by¢
spolimeryzowane albo potaczone z innymi sktadnikami fenolowymi lub niefenolowymi, takimi

jak weglowodany [Vargas-Madriz i wsp., 2020]. Na ogot wystepuja w roslinach w postaci
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O- glikozydow i s zwykle zwigzane z cukrem poprzez grupe hydroksylowa w pozycji C3 lub
C7. Najpowszechniejszymi cukrami zwigzanymi z fenolowym aglikonem sg D-glukoza

i L- ramnoza [De Aratjo i wsp., 2014].

Na podstawie analizy HPLC zwigzkéw fenolowych przeprowadzonej z wykorzystaniem
ekstraktow poddanych i nie poddanych hydrolizie wykazano, ze niektore kwasy fenolowe, takie
jak synapinowy, wanilinowy czy oa-rezorcynowy wystepuja w korzeniach siewek ogorka
glownie w formie wolnej. Stwierdzono réwniez, ze kwas galusowy w liSciu wystepuje

wylacznie w formie zwigzanej, natomiast w korzeniu gtéwnie w formie wolnej.

Mazel i Levine [2002] stwierdzili, ze u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) RFT
indukuja  ekspresje  genu  UDP-glukozylotransferazy. =~ Podwyzszone  poziomy
glukozylotransferaz skutkuja przyspieszona glukozylacja fenylopropanoidow, a tym samym
moga przyczynia¢ si¢ do akumulacji kwaséw fenolowych poprzez transport ich glikozydow
z cytoplazmy do wakuoli [Kovaéik i wsp., 2008]. Mozna opisany mechanizm powigzac
z obserwowanym w pracy wigkszym wzrostem zwigzanych kwasow fenolowych takich jak
kwas galusowy i p- kumarowy w lisciu, a takze o-kumarowy i 4-hydroksybenzoesowy

W korzeniu roslin ogérka traktowanych Ni, w poréwnaniu z wolnymi kwasami fenolowymi.

Podsumowujac, Ni spowodowal wzrost catkowitej zawarto$ci zwigzkéw fenolowych w lisciach
ogorka, silniejszy w lisciu I oraz po krotszym czasie traktowania. Wzrostowi zawartosci
zwigzkow fenolowych w liSciach towarzyszyt znaczny wzrost aktywnosci peroksydaz klasy 111,
co moze sugerowac udziat fenoli w enzymatycznym, katalizowanym przez POX usuwaniu
H,0O, gromadzacego si¢ w tych organach. W korzeniach natomiast zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych ulegata redukcji, co moze by¢ zwigzane ze spadkiem aktywnosci PAL, enzymu
uczestniczacego w ich wytwarzaniu. Zaréwno w przypadku catkowitej zawartosci zwigzkow
fenolowych jak i aktywnosci PAL w korzeniu zmiany byly silniejsze po dhluzszym czasie

ekspozycji na dziatanie Ni.

Biorac pod uwage wyniki analizy HPLC mozna stwierdzi¢, ze w profilu zwiazkow fenolowych
liscia I 1 korzenia ogérka znaczny udzial maja kwasy fenolowe oraz flawonoidy. Korzenie
charakteryzuja si¢ wyzszym konstytutywnym poziomem kwasow fenolowych oraz wigkszg ich
réznorodno$cig. Przeciwnie, wlisciu I odnotowano wyzszy niz w Kkorzeniu poziom
flawonoidow. Okoto 50% wykrytych zwigzkow fenolowych wystepowato w formie zwigzane;j.
Ekspozycja siewek ogorka na dziatanie Ni spowodowata modyfikacje profilu zwigzkoéw

fenolowych w lisciu I i korzeniu polegajace na zmianie zawarto$ci poszczegolnych zwigzkow,
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jak rowniez na zanikaniu czy pojawianiu si¢ nowych, nieobecnych w kontroli zwigzkow
fenolowych. W obydwu badanych organach Ni spowodowal wzrost zawarto$ci wolnych
kwasow fenolowych i nasilit proces ich uwalniania z postaci zwigzanej. W lisciu I zawartos¢
flawonoidow wolnych nie zmieniata si¢ po traktowaniu Ni, natomiast wzrosta zawarto$¢ ich
form zwigzanych. W korzeniach siewek traktowanych Ni zawarto$¢ flawonoidow ulegta

obnizeniu.

5.4. Wptyw Ni na metabolizm azotu

Metabolizm azotu jest fundamentalnym procesem fizjologicznym w roslinach, a pierwiastek
ten jest makroelementem niezbednym do wzrostu i prawidlowego funkcjonowania roslin
[Rizwan i wsp., 2022]. Sugeruje si¢, ze Ni wpltywa niekorzystnie na catkowitg zawarto$¢ azotu

w roslinach. Wykazano, ze Ni powoduje zmniejszenie calkowitej zawartosci azotu w soczewicy

[Saad i wsp., 2016].

Ekspozycja siewek ogorka na dziatanie Ni spowodowala istotny spadek zawarto$ci jonow
azotanowych w lisciach, wigkszy w przypadku liscia I, natomiast w korzeniach nie
zaobserwowano istotnych zmian zawarto$ci tego parametru. Spowodowany stresem Ni spadek
jonow azotanowych stwierdzono réowniez w lisciu sataty [Hosseini i Khoshgoftarmanesh,
2013], ryzu [Rizwan i wsp., 2022] oraz cebuli [Alibakhshi i Khoshgoftarmanesh, 2015].

W odpowiedzi na stres Ni w lisciach siewek ogorka nastapit spadek st¢zenia jonéw NOs3,
natomiast w korzeniach nie zmienit si¢ istotnie. Mogto to wynikac ze zmniejszonego pobierania
NOj przez korzenie i jednoczesnie zaburzony transport tych jonow z korzeni do czesci
nadziemnej [Gajewska i Sktodowska, 2009; Mishra i Dubey, 2011]. Zardwno pobieranie, jak
| transport azotanéw do komorek zalezg od energii metabolicznej, ktora jest wykorzystywana
do polaryzacji blony komorkowej, a gléwng role w tym procesie odgrywa pompa protonowa
H*-ATPaza. Hamowanie wychwytu NOj przez nikiel moze wynikaé¢ z dziatania tego metalu
na pompe protonowg oraz na no$nik symportu H'/NOj. Bialka uktadu wychwytu NOj
zawierajg grupy SH, przez co sg wrazliwe na metale cigzkie, w tym Ni [Matraszek, 2008]. Feil
I wsp. [2023] wykazali, ze nadmierne stezenie Cu w podtozu powoduje istotne zmniejszenie

szybkosci pobierania jonow NOs.

W przeciwienstwie do uzyskanych wynikow oraz przytoczonej literatury istniejg réwniez

doniesienia o wzroscie zawartos$ci jondéw NOj3 po traktowaniu Ni, co stwierdzono w lisciach
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trzciny cukrowej [Rampazzo i wsp., 2022], czy w wyniku dziatania Cu w lisciu pomidora
[Chaffei i wsp., 2004].

Enzymem wykorzystujacym jony azotanowe jako substraty jest reduktaza azotanowa. W pracy
stwierdzono spadek aktywnos$ci tego enzymu w korzeniach siewek ogorka traktowanych Ni
oraz w lisciu II po 3 tygodniach traktowania metalem. W lisciu II 2-tygodniowych siewek
ogorka traktowanych Ni odnotowano natomiast znaczny wzrost aktywnosci NR. Wiekszos$¢
danych literaturowych potwierdza indukowane Ni hamowanie aktywno$ci NR, co zostato
wykazane w lisciach bazylii [Georgiadou i wsp., 2018], dyni [Valivand i Amooaghaie, 2021]
oraz ryzu [Rizwan i wsp., 2022], a takze korzeniu pszenicy [Gajewska i wsp., 2009] i ryzu
[Mishra i Dubey, 2011]. Spadek aktywnosci NR stwierdzono, takze w przypadku innych metali
takich jak chrom [Sangwan i wsp., 2014] czy kadm [Chaffei i wsp., 2004; Dguimi i wsp., 2019].
Istnieja jednak doniesienia, ze aplikacja Ni powoduje rowniez wzrost aktywnosci NR w lisciu
trzciny cukrowej [Rampazzo i wsp., 2022], cebuli [Alibakhshi i Khoshgoftarmanesh, 2015],
a takze korzeniu pomidora [Zhang i wsp., 2022]. Obnizenie aktywnosci tego indukowanego
substratem enzymu po traktowaniu roslin metalami ciezkimi, w tym Ni, moze by¢ wynikiem
ograniczenia dostgpnosci jonow azotanowych [Gajewska i wsp., 2009]. Takg zaleznosé
obserwowano jedynie w lisciu II po 3 tygodniach traktowania Ni. Jednak w korzeniu siewek
ogorka nie stwierdzono istotnych zmian stezenia azotandéw, wiec obserwowany spadek
aktywnosci NR nie mogt wynika¢ ze zmniejszonej dostgpnosci substratu, a moze raczej
Z bezposredniego hamowania tego enzymu przez Ni w tym organie. Uwaza si¢, ze zmniejszenie
aktywnos$ci NR w roslinach poddanych dziataniu Ni moze by¢ takze spowodowane spadkiem
syntezy biatka NR, bezposrednim oddzialywaniem metalu na enzym, badZ indukcja proteaz,
a w konsekwencji zwigkszonym tempem jego degradacji czy fosforylacja potranslacyjng biatka
[Mishra i Dubey, 2011]. Hamowanie aktywnos$ci NR moze by¢ réwniez spowodowane
oksydacyjnym uszkodzeniem biatka enzymu NR przez H,O,. Analiza ekspresji genu NR-2 po
2 tygodniach traktowania Ni wykazata ponad 9-krotny wzrost ekspresji tego genu w lisciu I, co
wskazuje, ze bialko to bylo syntetyzowane, natomiast nie wykazywato zwigkszonej
aktywnosci. Sugeruje si¢, ze powodowane stresem metali cigzkich zmniejszenie aktywnosci
NR moze by¢ zwigzane z bezposrednim oddzialywaniem metalu z grupami —SH obecnymi
w centrum aktywnym tego enzymu [Sharma i Dubey, 2005; Xiong i wsp., 2006]. Badania
in vitro wykonane przez Sharma i Dubey [2005] wykazaty, ze dodatek Ni do mieszaniny
reakcyjnej nie tylko zmniejsza aktywnos$¢ NR, ale takze znaczaco obniza powinowactwo tego

enzymu do jonow NOj3. Autorzy ci stwierdzili rowniez, ze enzym NR jest wrazliwy
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na obecnos$¢ H,O,. Spadek aktywnosci NR w lisciu II siewek ogorka traktowanych Ni moze
zatem by¢ zwigzany ze zwigkszong generacja H,O,, ktora obserwowano w lisciach. Mozliwe,
ze podobny mechanizm hamowania aktywno$ci NR dziala réwniez w korzeniu, jednak
zawartos¢ H,O, w tych organach nie byla oznaczana. Wzrost stezenia tej RFT w odpowiedzi
na stres Ni stwierdzono w korzeniu ryzu [Rizwan i wsp., 2017] i pszenicy [Gajewska
I Sktodowska, 2007].

Pomimo obserwowanego spadku aktywnosci NR w siewkach ogorka nie stwierdzono zmian
aktywno$ci NiR. Reduktaza azotynowa uczestniczy w redukcji jonéw azotynowych do
amonowych. Jony azotynowe pochodza gltéwnie z reakcji katalizowanej przez NR, dlatego
wydaje si¢ zasadne, aby aktywnos$¢ NiR podazata za schematem zmian NR, jednak w ogérku
nie obserwowano takiej zaleznoéci. Stwierdzony w korzeniu spadek zawartosci jonow NH, nie
byt wynikiem zmian aktywnosci NiR. Spadek zawartoéci jonéw NH, moze byé spowodowany
jego wykorzystywaniem ich przez inne enzymy, w tym NADH-GDH, ktorej aktywnos¢
znaczaco wzrosta w siewkach ogorka traktowanych Ni. W lisciach siewek ogorka, pomimo
spadku stezenia NO3 po traktowaniu Ni, nie stwierdzono obnizenia sie zawartosci jonow NH;.
Podobnie, w lisciach sataty odmiany Concoistador traktowanej Ni spadkowi st¢zenia jonéw
NO; réwniez nie towarzyszyly istotne zmiany zawartosci jonéw NH,. [Hosseini
I Khoshgoftarmanesh, 2013]. Pomimo braku zmian aktywnosci NiR w lisciach siewek ogorka
stwierdzono ponad 2-krotny wzrost ekspresji genu kodujacego ten enzym w lisciu II, co moze

wskazywa¢ na hamowanie aktywnosci zsyntetyzowanego biatka NiR.

Podobnie jak w przypadku NiR, aktywno$¢ GS w lisciach siewek ogorka traktowanych Ni nie
zmieniala si¢ istotnie. Natomiast w korzeniu stwierdzono spadek aktywnosci GS po dtuzszym
czasie ekspozycji na metal. Spadek aktywnosci GS indukowany traktowaniem Ni stwierdzono
w korzeniu ryzu [Mishra i Dubey, 2011] i pszenicy [Gajewska i wsp., 2009], a takze po
traktowaniu ro$lin kadmem [Chaffei i wsp., 2004; Dguimi i wsp., 2019], chromem [Sangwan
I wsp., 2014] oraz miedzia [Giileryiiz i wsp., 2015]. Wykryty w korzeniu siewek ogorka spadek
aktywnos$ci GS moze by¢ zwiazany ze spadkiem zawartosci jonéw NHy, ktory w tym samym
czasie obserwowano w tym organie. Obserwowane w roslinach poddanych dziataniu Ni
zmniejszenie aktywno$ci GS moze takze wynika¢ z oksydacyjnych modyfikacji tych biatek

enzymatycznych [Balestrasse i wsp., 2006].

W lisciach ogorka stwierdzono wystgpowanie aktywnosci dwoch form GOGAT: zaleznej od

NADH oraz ferredoksyny. W catkowitej aktywno$ci GOGAT wykrytej w liSciach dominowata
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Fd-GOGAT, natomiast NADH-GOGAT stanowita tylko okoto 6% - 13%, w zaleznosci od
liscia, co jest typowe dla organow fotosyntetyzujacych [Esposito, 2016]. Podobnie, w pgdach
pszenicy wykazano, ze aktywno$s¢ NADH-GOGAT stanowita tylko 8% caltkowitej aktywnosci
tego enzymu [Gajewska i Sktodowska, 2009].

Potraktowanie siewek ogorka Ni spowodowato spadek aktywnosci Fd-GOGAT w lisciu I, co
moze mie¢ negatywny wptyw na metabolizm azotu w tych organach [Gajewska i Sktodowska,
2009]. W lisciu II nie odnotowano istotnych zmian aktywnosci tego enzymu. Podobnie jak
w przypadku GS zmniejszenie aktywnosci GOGAT moze by¢ spowodowane oksydacyjnymi
modyfikacjami biatka enzymatycznego [Balestrasse i wsp., 2006]. Poniewaz dodatek Ni do
podtoza stymuluje powstawanie RFT w lisciach ogorka, to spadek aktywnosci Fd-GOGAT
moze w pewnym stopniu by¢ zwigzany z oksydacyjnym uszkodzeniem tego enzymu. W lisciu |
2-tygodniowych siewek ogorka nie stwierdzono istotnych zmian ekspresji genu kodujgcego Fd-
GOGAT, natomiast w lisciu Il odnotowano ponad 9-krotny wzrost ekspresji tego genu. Jednak
nie zaobserwowano zalezno$ci pomigdzy wzrostem ekspresji genu kodujacego enzym a jego

aktywnoscig.

W niniejszej pracy wykazano, ze aktywno$¢ NADH-GOGAT, w przeciwienstwie do
Fd- GOGAT, wzrosta znacznie w lisciach siewek ogorka poddanych dziataniu Ni. Mozna
zatem przypuszcza¢, ze NADH-GOGAT charakteryzuje si¢ mniejsza wrazliwosciag na Ni
I W warunkach stresu wywolywanego przez ten metal indukcja aktywnosci NADH-GOGAT
moze cze¢sciowo rekompensowac obnizong aktywno$¢ Fd-GOGAT i pelnic¢ istotng rolg
w syntezie glutaminianu. Podobny mechanizm stwierdzono w pedach pszenicy poddanej
dziataniu Ni [Gajewska i Sktodowska, 2009] i roslinach pomidora traktowanych Cd [Chaffei
I wsp., 2004].

W korzeniach siewek ogorka gdzie dominujgcg forme stanowi NADH-GOGAT odnotowano
istotny spadek aktywnosci tego enzymu, co moze $wiadczy¢ o negatywnym efekcie Ni na

pierwotny cykl asymilacji jonow amonowych w tym organie.

Dehydrogenaza glutaminianowa jest szeroko rozpowszechnionym enzymem w roslinach
i odgrywa rolg w asymilacji jonow amonowych, zwlaszcza podczas niesprzyjajacych
warunkoéw Srodowiskowych, w tym skazeniu metalami cigzkimi [Mishra i Dubey, 2011].
Indukcja aktywno$ci dehydrogenazy moze by¢ zwigzana z detoksykacja jonow amonowych
uwalnianych w odpowiedzi na stres, jak réwniez w uzupetnianiu puli glutaminianu [Jha

i Dubey, 2004]. W pracy oznaczano aktywno$¢ aminujagca NADH-GDH prowadzaca do
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powstania glutaminianiu oraz deaminujaca rozktadajacg glutaminian do 2-oksoglutaranu oraz
amoniaku. W pracy wykazano znaczny wzrost aktywnosci NADH-GDH w lisciach i korzeniu
siewek ogorka poddanych dziataniu Ni. Wyniki wskazujg, ze wzrost aktywnos$ci tego enzymu
nie jest zwigzany ze zwigkszong akumulacjg jonoéw amonowych pochodzacych z redukcji przez
NiR. Jony NH; moga pochodzi¢ takze z innych zrédet, w tym z deamidacji i deaminacji
aminokwasow [Gajewska i wsp., 2009]. Kilkukrotne zwigkszenie aktywnosci NADH-GDH
w lisciach wykazane pod koniec eksperymentu oraz korzeniach moze wskazywaé¢ na
zwigkszone zapotrzebowanie na glutaminian w siewkach ogorka. Réwnocze$nie obserwowano
takze wzrost aktywnos$ci deaminujacej GDH, jednak nie byl on tak znaczny jak wzrost
aktywnosci NADH- GDH. Reakcja deaminacji glutaminianu przez NAD-GDH dostarcza
szkielety weglowe dla roéznych szlakow metabolicznych, w tym cyklu kwasow
trikarboksylowych [Chaffei i wsp., 2004]. Jednoczesne zwigkszenie aminujacej i deaminujace;j
aktywnosci GDH wykazano takze w pszenicy traktowanej Ni [Gajewska i Sktodowska, 2009],
ryzu traktowanym As [Jha i Dubey, 2004] oraz w tytoniu traktowanym Cd [Dguimi iwsp.,
2019]. Wykazano, ze w roslinach GDH wystepuje w postaci wielu izoform, z ktorych kazda
moze wykazywaé aktywno§¢ anaboliczng i1 kataboliczng w zaleznosci od warunkow
stresowych. Jha i Dubey [2004] sugeruja, ze izoformy GDH moga by¢ roznie indukowane
W jednym z dwoéch kierunkéw, w zalezno$ci od warunkéw stresowych czy dostepnosci jonow
amonowych. Dlatego w siewkach ogérka poddanych dziataniu Ni niektére izoformy GDH
moga by¢ indukowane w kierunku asymilacji jon6w amonowych, a inne w kierunku deaminacji
glutaminianu. Wzrost aktywnosci GDH obserwowany jest jednocze$nie ze zwigkszong
ekspresja genu kodujacego ten enzym. Stwierdzono 180-krotny wzrost ekspresji genu GDH-2
w lisciu I 2-tygodniowych siewek ogorka traktowanych Ni. Obserwowany w siewkach ogorka
traktowanych Ni wzrost aktywnosci GDH, jak rowniez NADH-GOGAT moze wskazywac na

indukcje tych enzymoéw w celu skompensowania zmniejszonej aktywnosci Fd-GOGAT.

Glutaminian ma kluczowe znaczenie w metabolizmie azotu u roslin, poniewaz stanowi substrat
w biosyntezie wielu aminokwasow, a takze innych zwigzkow zawierajacych azot, rowniez
takich, ktore pelnig funkcje obronne w warunkach stresu wywotywanego przez metale ci¢zkie,
np. niebiatkowych zwigzkéw tiolowych. Sugerowano, ze jako centralny zwigzek posredni
metabolizmu azotu, odgrywa wazna role w reakcjach roslin na metale cigzkie, w tym Ni [Bhatia
I wsp., 2005]. Oprocz tego, ze shuzy jako substrat do syntezy wigkszosci aminokwasow jest
prekursorem do tworzenia tripeptydu glutationu, ktory uwaza si¢ za zwigzany z tolerancjg roslin

na Ni [Gajewska i Sktodowska, 2009]. W niniejszej pracy nie oznaczano zawartosci glutationu,
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jednak wzrost aktywnosci enzymow wykorzystujacych glutation jako substrat takich jak GST
czy GSH-Px moze $wiadczy¢ o zwigkszonej jego syntezie w warunkach stresu Ni. Khan i wsp.
[2016] oraz Abd_Allah i wsp. [2019] odnotowali wzrost st¢zenia glutationu w gorczycy
traktowanej Ni, natomiast Israr i wsp. [2011] w siewkach Sesbania drummondii. Stwierdzono
takze wzrost zawarto$ci ogdlnej puli niebiatkowych zwigzkow tiolowych w siewkach ryzu
[Maheshwari i Dubey, 2009] i jeczmienia [Kumar i wsp., 2012] traktowanych Ni. W pracy
wykazano spadek zawartos$ci glutaminianu zarowno w korzeniu jak i lisciu II siewek ogorka
traktowanych Ni, przy czym wickszg redukcj¢ jego stezenia odnotowano po diluzszej
ekspozycji na metal. Podobnie, spadek zawartosci glutaminianiu odnotowano w lisciu
i korzeniu pomidora traktowanego kadmem [Chaffei-Haouari i wsp., 2011]. Obserwowany
spadek zawarto$ci glutaminianu moze by¢ zwigzany z duzym zapotrzebowaniem na ten
zwiazek i1 jego wykorzystaniem jako substrat w innych reakcjach czy procesach zachodzacych

w warunkach stresu Ni.

Aminotransferazy odgrywaja wazng role w asymilacji azotu posredniczac w syntezie réznych
aminokwasoéw z glutaminianu. Poniewaz jednak reakcje, w ktorych posrednicza
aminotransferazy sa odwracalne, enzymy te moga réwniez uczestniczy¢é w tworzeniu
glutaminianu poprzez przenoszenie grupy aminowej z aminokwasow na 2-oksoglutaran.
Uznaje sig¢, ze odwracalno$¢ reakcji katalizowanych przez aminotransferazy odpowiada za
utrzymanie rownowagi pomiedzy glutaminianem a 2-oksoglutaranem, a takze za wzglgedna
stabilnos¢ stgzenia glutaminianu w roslinach [Gajewska i wsp., 2009]. Uwaza sig¢, ze te enzymy
majg niewielki udziat w wytwarzaniu glutaminianu w warunkach fizjologicznych, ale stanowia
alternatywne zrodlo tego aminokwasu, uruchamiane w warunkach stresowych [Jha i Dubey,
2004]. Jednak wyniki zaprezentowane w pracy nie wskazuja na udzial tych enzymow
W wytwarzaniu glutaminianu w siewkach ogorka w warunkach stresu Ni. W lisciach siewek
ogorka nie obserwowano istotnych zmian aktywnosci AlaAT 1 AspAT, natomiast w korzeniu
odnotowano spadek ich aktywnos$ci po 2 tygodniach traktowania. Spadek aktywnosci
aminotransferaz w korzeniu w tym punkcie czasowym nie byt zwigzany ze spadkiem st¢zenia
glutaminianu. Podobnie, spadek AlaAT i1 AspAT odnotowano takze w siewkach soi
[El- Shintinawy i El-Ansary, 2000] traktowanych Ni. W przeciwienstwie do wynikoéw
uzyskanych w pracy i przytoczonych powyzej przyktadow dane literaturowe wskazuja takze na

indukowany Ni wzrost aktywnosci AlaAT oraz AspAT [Gajewska 1 Sklodowska, 2009].

Podsumowujac, Ni ingeruje w metabolizm azotowy siewek ogorka m.in. poprzez ograniczenie

pobierania jonéw NOj3, a takze poprzez zmiany w aktywno$ci enzymow uczestniczacych
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W przemianach azotu. Wigkszy spadek zawarto§ci NOj3 stwierdzono w lisciu I, a dodatkowo
efekt ten nasilat si¢ wraz z dtugo$cig traktowania. Podobnie, obserwowany spadek zawartosci
glutaminianu réwniez byt zalezny od czasu tratowania. Zmiany w zawartosci NHj
obserwowano tylko w korzeniu, a spadek ich zawarto$ci nie byl zwigzany ze zmianami
w aktywno$ci NiR. Jony te moga by¢ wykorzystywane jako substrat przez inne enzymy,
np. NADH-GDH, ktorej aktywno$¢ znacznie wzrosta w tym organie. Nie stwierdzono
zalezno$ci pomiedzy zmianami aktywnosci NR, a aktywnos$cig NiR. Wywolywany dziataniem
Ni spadek aktywno$ci Fd-GOGAT, dominujacej formy tego enzymu w lisciach, moze by¢
czeSciowo rekompensowany przez wzrost aktywnosci NADH-GOGAT. Pomimo znacznego
wzrostu aktywnosci NADH-GDH oraz NADH-GOGAT w lisciach nie obserwuje si¢ wzrostu
zawarto$ci produktu reakcji katalizowanej przez te enzymy, czyli glutaminianu. Jedyng
nieinhibowang przez Ni reakcja prowadzaca do powstania glutaminianu w korzeniach jest ta
katalizowana przez NADH-GDH. Spadek zawartosci glutaminianu w siewkach ogorka moze
wskazywa¢ na jego duze zapotrzebowanie i wykorzystywanie w innych reakcjach, m.in.
zwigzanych z obrong przed toksycznym dziataniem Ni. Aminotranferazy nie uczestniczg
w wytwarzaniu glutaminianu w warunkach stresu Ni. W wigkszoséci przypadkow brak jest
zalezno$ci pomiedzy zmianami aktywno$ci enzymow, a akumulacja Ni w tkankach. Taka

zaleznos$¢ stwierdzono w lisciach tylko w przypadku aktywnosci GOGAT oraz GDH.

Nikiel wpltywa takze na zmiany w ekspresji gendw kodujacych enzymy zaangazowane
W metabolizm azotowy. Jednak jednoczesny wzrost ekspresji genow 1 aktywnosci stwierdzono

tylko dla GDH.
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6.

10.

Whnioski

Nikiel wywotuje w siewkach ogorka stres oksydacyjny o czym $wiadczy wytwarzanie
zardwno wczesnych jak 1 koncowych produktow peroksydacji lipidow.

Indukowany przez Ni stres oksydacyjny moze wynika¢ ze znacznej akumulacji O; i H,0,
oraz hamujacego dziatania tego metalu na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych
usuwajacych te RFT (SOD i CAT).

Za usuwanie H,0O, w tkankach ogorka w warunkach stresu Ni odpowiedzialne sg gtdwnie
peroksydazy, zwlaszcza peroksydazy klasy II1.

Nikiel wywotuje w lisciach ogérka modyfikacje fosfolipidow polegajace na zmianie
zawarto$ci poszczegdlnych klas tych zwigzkow oraz zwigkszeniu stopnia ich nienasycenia,
co moze by¢ przyczyng Wzrostu przepuszczalnosci blon plazmatycznych.

Stres Ni powoduje w siewkach ogorka zaburzenia w przebiegu pierwotnego metabolizmu
azotu zwigzane zardwno z pobieraniem jak 1idystrybucja jonéw NO3 i NHy
atakze ingerencja w aktywnos$¢ enzymow zaangazowanych w metabolizm azotu.
Obserwowany w lisciach wzrost aktywnosci NADH-GOGAT, NADH-GDH oraz NAD-
GDH moze kompensowaé obnizong aktywnos¢ Fd-GOGAT, stuzac jako alternatywna
droga syntezy glutaminianu w warunkach stresu Ni.

Nikiel powoduje modyfikacje profilu zwigzkow fenolowych polegajace na zmianie
zawartosci poszczeg6Olnych zwigzkéw, jak rowniez na zanikaniu czy pojawianiu si¢
nowych, nieobecnych w kontroli metabolitow.

Odpowiedz siewek ogorka na stres Ni jest organospecyficzna, przy czym wigkszo$¢
badanych parametréw w mniejszym stopniu zmieniala si¢ w korzeniu, poréwnaniu
z lisémi.

Istnienie zaleznoSci pomiedzy nasileniem zmian w odpowiedzi na traktowanie Ni
a akumulacja tego metalu wlisciach stwierdzono tylko w przypadku niektérych
parametrow: akumulacji RFT, aktywnosci SOD, NADH-GOGAT i NADH-GDH,

przepuszczalnos$ci bton, catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych i jonéw NO;3.

W wigkszoséci parametrow oznaczanych w korzeniu mozna zaobserwowaé zalezno$é

migdzy nasileniem ich zmian a czasem ekspozycji na Ni.
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7. Streszczenie

Nikiel (Ni) jest zaklasyfikowany do mikroelementéw 1 w niskich dawkach korzystnie wplywa na
wzrost 1 rozw0j roslin. Jednak w nadmiernych stezeniach pierwiastek ten wykazuje dziatanie
fitotoksyczne. Dziatanie niklu jest wielokierunkowe, jednak uwaza si¢ ze u podstaw toksycznosci
tego metalu dla roslin lezy wywolywany przez niego stres oksydacyjny, wynikajacy z zaburzenia
rownowagi mi¢dzy wytwarzaniem a usuwaniem reaktywnych form tlenu (RFT) przez system
antyoksydacyjny. O zaistnieniu stresu oksydacyjnego swiadczy obecnos¢ w roslinach traktowanych
Ni markerow stresu oksydacyjnego takich jak utlenione lipidy czy bialka. Fitotoksyczno$¢ Ni dla
roslin moze by¢ takze zwigzana z zaktocaniem przebiegu podstawowych przemian metabolicznych.
Niekorzystny wplyw Ni na rosliny przejawia si¢ m.in. inhibicja wzrostu i moze skutkowa¢ znacznym
pogorszeniem ilosci 1 jakosci plondw roslin uprawnych. Wsrdd nich szczegdlnie niska tolerancje na Ni

wykazuje ogorek, ktdry jest jednym z najpopularniejszych gatunkéw warzyw uprawianych na §wiecie.

Materiat badawczy stanowily siewki ogorka (Cucumis sativus) odmiany Cezar uprawiane metoda
hydroponiczng na pozywce Hoaglanda, nie zawierajaca Ni (kontrola) badz z dodatkiem Ni o stezeniu
10 uM. Po 2 i 3 tygodniach do analiz pobierano I i1 II li$¢ oraz korzen roslin kontrolnych

i traktowanych Ni.

Gtéwnym celem pracy byto zbadanie wplywu Ni na parametry zwigzane ze stresem oksydacyjnym
oraz metabolizmem azotu. Wlasciwe analizy poprzedzone byty badaniami podstawowymi majacymi
na celu okreslenie wptywu zastosowanej dawki Ni na parametry wzrostowe siewek ogorka,
parametry zwigzane z fotosynteza, zawarto$¢ pierwiastkow, w tym Ni. Wplyw Ni na procesy pro-
I antyoksydacyjne badano oceniajgc zawarto$¢ wybranych RFT: anionorodnika ponadtlenkowego
(O3) i nadtlenku wodoru (H,0,), poziom wczesnych i koncowych produktow peroksydacji lipidow
jako markerow stresu oksydacyjnego, a takze aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych: dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy askorbinianowej (APX), peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) oraz peroksydaz klasy Il oznaczanych wobec guajakolu (GPOX)
i syringaldazyny (SPOX). Ponadto oznaczano aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST),
przepuszczalnos¢ bton, profil fosfolipidow 1 stopien ich nienasycenia. Przeprowadzono réwniez
analizg profilu zwigzkéw fenolowych i aktywnos$ci amoniakoliazy L-fenyloalaniny (PAL). Wptyw
Ni na metabolizm azotu monitorowano poprzez analiz¢ aktywno$ci uczestniczacych w nim
enzymow: reduktazy azotanowej (NR), reduktazy azotynowej (NiR), syntetazy glutaminowej (GS),
syntazy glutaminianowej (GOGAT) 1 dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) oraz analizg
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zawartosci jonow azotanowych (NO3), amonowych (NH;) oraz kwasu glutaminowego. Wykonano

takze analiz¢ profilu ekspresji genow dla biatek zwigzanych z metabolizmem azotu.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wywolany dziataniem Ni stopien zahamowania wzrostu byt
zalezny od organu rosliny i tylko w przypadku korzenia korelowat z akumulacjg metalu w tkankach.
Nikiel moze wplywaé negatywnie na fotosynteze poprzez obnizenie zawartosci barwnikow
asymilacyjnych i zmniejszenie wydajnos$ci kwantowej fotouktadu II. Obserwowany w siewkach
ogorka traktowanych Ni wzrost aktywnos$ci peroksydazy oznaczanej wobec syringaldazyny sugeruje
indukcje procesu lignifikacji.

Nikiel wywotal w liSciach ogorka akumulacje O; i H,0,, ktora mogla czesciowo wynikaé
z indukowanego dziataniem Ni obnizenia aktywnosci SOD 1 CAT. W usuwanie H,O, W lisciach
siewek ogorka w warunkach stresu Ni zaangazowane sg glownie APX i peroksydazy klasy II1. Nikiel
wywoluje w liSciach ogdrka oksydacyjne uszkodzenia lipidow, na co wskazuje wzrost zawartosci
weczesnych (wodorotlenki kwasow ttuszczowych i ich pochodne) i koncowych (MDA) produktow
ich peroksydacji. W regulacje poziomu produktéw peroksydacji lipidow mogg by¢ zaangazowane
GST i GSH-Px. Pod wptywem Ni w lisciach siewek ogoérka dochodzi do zmian w profilu
fosfolipidow 1 wzrostu stopnia ich nienasycenia, co moze by¢ przyczyng zwigkszenia

przepuszczalnosci bton plazmatycznych.

Ekspozycja siewek ogorka na dziatanie Ni spowodowata modyfikacje profilu zwigzkéw fenolowych
w lisciu I 1 korzeniu polegajace na zmianie zawartosci poszczeg6olnych zwigzkow, jak rowniez na
zanikaniu czy pojawianiu si¢ nowych, nieobecnych w kontroli zwigzkow. W obydwu badanych
organach Ni spowodowal wzrost zawartosci wolnych kwaséw fenolowych i nasilit proces ich

uwalniania z postaci zwigzanej.

Nikiel ingeruje w metabolizm azotowy siewek ogdrka m.in. poprzez ograniczenie pobierania jonow
NO;3, a takze poprzez zmiany w aktywnosci enzymOw uczestniczacych w przemianach azotu.
Wywotywany dzialaniem Ni spadek aktywnosci Fd-GOGAT, dominujacej formy tego enzymu
w lisciach, moze by¢ czeSciowo rekompensowany przez wzrost aktywnosci NADH- GOGAT.
Pomimo znacznego wzrostu aktywnosci NADH-GDH oraz NADH-GOGAT w lisciach nie
obserwuje si¢ wzrostu zawartosci glutaminianu bedacego produktem reakcji katalizowanej przez te
enzymy. Jedyng nieinhibowang przez Ni reakcja prowadzacag do powstania glutaminianu
w korzeniach jest ta katalizowana przez NADH-GDH. Nikiel wptywa takze na zmiany w ekspresji
genéw kodujacych enzymy zaangazowane w metabolizm azotowy. Jednak jednoczesny wzrost

ekspresji gendw 1 aktywnosci stwierdzono tylko dla GDH.
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8. Abstract

Nickel (Ni) is classified as a micronutrient and in low doses has a beneficial effect on plant
growth and development. However, in excessive concentrations, this element has a phytotoxic
effect. The toxic effect of nickel is multidirectional, however it is believed that phytotoxicity of
this metal to plants may be attributed to oxidative stress, resulting from an imbalance between
the production and removal of reactive oxygen species (ROS) by the antioxidant system.
Oxidative stress in Ni-treated plants is evidenced by the presence of oxidative stress markers
such as oxidized lipids or proteins. The phytotoxicity of Ni to plants may also be related to
disruption of primary metabolic processes. The unfavorable effect of Ni on plants is manifested,
among others, by growth inhibition and may result in a significant deterioration in the yield
quantity and quality of crop plants. Among them, cucumber, one of the most popular vegetable

species grown in the world, has a particularly low tolerance to Ni.

The research material consisted of cucumber (Cucumis sativus) seedlings cv. Cezar grown
hydroponically on Hoagland's medium without (control) or with the addition of Ni at the
concentration of 10 uM. After 2 and 3 weeks, the first and second leaves and roots of control

and Ni-treated plants were collected for analysis.

The main aim of the study was to investigate the effect of Ni on parameters related to oxidative
stress and nitrogen metabolism. The main analyzes were preceded by basic research aimed at
determining the impact of the applied Ni dose on the growth parameters of cucumber seedlings,
parameters related to photosynthesis, and the content of elements, including Ni. The influence
of Ni on pro- and antioxidative processes was examined by assessing the content of selected
ROS: superoxide anion (O3) and hydrogen peroxide (H,0,), the level of early and final lipid
peroxidation products as markers of oxidative stress, as well as the activity of antioxidant
enzymes: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX),
glutathione peroxidase (GSH-Px) and class 111 peroxidases determined with guaiacol (GPOX)
and syringaldazine (SPOX). Additionally, the activity of glutathione S-transferase (GST),
membrane permeability, phospholipid profile and the degree of phospholipid unsaturation were
determined. The profile of phenolic compounds and the activity of L-phenylalanine
ammonialyase (PAL) were also analyzed. The effect of Ni on nitrogen metabolism was
monitored by analyzing the activity of the enzymes involved: nitrate reductase (NR), nitrite
reductase (NiR), glutamine synthetase (GS), glutamate synthase (GOGAT) and glutamate
dehydrogenase (GDH) and by analyzing nitrate ions (NO3), ammonium ions (NHy) and
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glutamic acid contents. Gene expression profile analysis for proteins related to nitrogen

metabolism was also performed.

It has been shown that the degree of growth inhibition caused by Ni exposure depended on the
plant organ but only in the case of the root it correlated with the accumulation of the metal in
the tissues. Nickel may negatively affect photosynthesis by reducing the content of
photosynthetic pigments and reducing the quantum yield of photosystem Il. The increase in
peroxidase activity determined with syringaldazine observed in Ni-treated cucumber seedlings

suggests the induction of the lignification process.

Nickel caused the accumulation of O; and H,O, in cucumber leaves, which could be partially
due to the Ni-induced reduction of SOD and CAT activity. APX and class 11l peroxidases are
mainly involved in the removal of H,O, in the leaves of cucumber seedlings under Ni stress.
Nickel causes oxidative damage to lipids in cucumber leaves, as evidenced by an increase in
the content of early (fatty acid hydroxides and their derivatives) and final (MDA) lipid
peroxidation products. GST and GSH-Px may be involved in regulating the level of lipid
peroxidation products. Nickel induces changes in the profile of cucumber leaf phospholipids
and an increase in their unsaturation degree, which may result in an increase in the plasma

membrane permeability.

Exposure of cucumber seedlings to Ni resulted in modifications of the phenolic compounds
profile in the 1% leaf and root, consisting in changes in the content of individual compounds, as
well as the disappearance or appearance of new compounds, not present in the control. In both
tested organs, Ni increased the content of free phenolic acids and intensified the process of their

release from the bound form.

Nickel interferes with the nitrogen metabolism of cucumber seedlings, among others, by
limiting the uptake of NO5 ions, as well as by changing the activity of enzymes involved in
nitrogen metabolism. The Ni-induced decrease in the activity of Fd-GOGAT, the dominant
form of this enzyme in leaves, may be partially compensated by the increase in NADH-GOGAT
activity. Despite a significant increase in the activity of NADH-GDH and NADH-GOGAT in
the leaves, there was no increase in the content of glutamate, which is the product of reactions
catalyzed by these enzymes. In the roots reaction catalyzed by NADH-GDH was the only not
inhibited by Ni source of glutamate. Nickel also induces changes in the expression of genes
encoding enzymes involved in nitrogen metabolism. However, a concomitant increase in gene

expression and activity was found only for GDH.
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