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Wykaz stosowanych skrótów 

2,4-D 

24-epiBL 

25-MeCS 

25-MeDS 

25-MeDS-Glu 

28-homoBL 

3-D T 

3-Glu-TE 

3-La-TE 

3-My-TE 

4-CI-IAA 

6-deokso-3-D T 

6-deoksoCS 

6-deoksoC T 

6-deoksoTE 

6-deoksoTY 

6-0H-CN 

AAS 

ACC 

ALA 

ALAD 

APX 

AX 

BL 

BR 

Brz 

CAT 

CK 

Clo 

CN 

CS 

C T  

DL 

- kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy 

- 24-epibrassinolid 

- 25-metylokastasteron 

- 25-metylodolichosteron 

- 23-0-�-D-glukopiranozylo-25-metylodolichosteron 

- 28-homobrassinolid 

- 3-dehydroteasteron 

- 3-0-�-D-glukopiranozyd teasteronu 

- 3-laurynian teasteronu 

- 3-mirystynian teasteronu 

- kwas 4-chloroindolilo-3-octowy 

- 6-deokso-3-dehydroteasteron 

- 6-deoksokastasteron 

- 6-deoksokatasteron 

- 6-deoksoteasteron 

- 6-deoksotyfasterol 

- 6-hydroksykampestanol 

- atomowa spektrometria absorpcyjna 

- kwas l-aminocyklopropano-l-karboksylowy 

- kwas y-aminolewulinowy 

- dehydrogenaza kwasu y-aminolewulinowego 

- peroksydaza askorbinianowa 

- auksyny 

- brassinolid 

- brassinosteroid(y) 

- brassinazol 

- katalaza 

- cytokininy 

- klomazon 

- kampestanol 

- kastasteron 

- katasteron 

- dolicholid 
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10 
DMAPP 

DPU 

DS 

FPP 

GR 

GSH 

HMG�eoA 

HSP 

IAA 

IBA 

IPA 

IPP 

IPyA 

Kin 

Mev 

MVA 

PAR 

peD 

peIB 

ROS 

s.m. 

SE 

SOD 

św.m. 

TE 

TY 

WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

- dimetyloallilopirofosforan 

- 1,3-difenylomocznik 

- dolichosteron 

- farnezylodifosforan 

- reduktaza glutationowa 

- zredukowany glutation 

- hydroksymetyloglutarylo�eoA 

- białka szoku termicznego 

- kwas indolilo-3-octowy 

- kwas indolilo-3-masłowy 

- kwas indolilo-3-propionowy 

- pirofosforan izopentenylu 

- kwas indolilo-3-pirogronowy 

- kinetyna 

- mewinolin 

- kwas mewalonowy 

- promieniowanie fotosyntetyczne czynne 

- programowana śmierć komórki 

- kwas p-chlorofenoksyizomasłowy 

- reaktywne formy tlenu 

- sucha masa 

- błąd standardowy 

- dysmutaza ponadtlenkowa 

- świeża masa 

- teasteron 

- tyfasterol 
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Wstęp 

Życie w ekosystemach kształtują różnorodne czynniki środowiskowe 

o charakterze chemicznym, fizycznym i biologicznym. Modyfikują one pro

cesy fizjologiczne i morfologiczne, zachodzące w organizmach roślinnych. 

W regulacji tych procesów mogą brać udział niemal wszystkie substancje po

chodzenia endogennego i egzogennego. Wywierają one różnorodny wpływ 

na intensywność procesów metabolicznych, począwszy od stymulującego 

poprzez modyfikujący do inhibicyjnego. Efekt metaboliczny zależy przede 

wszystkim od budowy chemicznej związków, ich struktury przestrzennej, 

stężenia, powinowactwa do odpowiednich receptorów komórkowych, ga

tunku rośliny, jej stanu fizjologicznego, a także od warunków otaczającego 

środowiska (Davies 2004). 

Hormony roślinne (fitohormony) są strukturalnie prostymi związkami or

ganicznymi, wytwarzanymi w niewielkich ilościach w różnych częściach rośliny, 

wpływającymi na ich wzrost i rozwój. Przez wiele lat wyróżniano pięć odręb

nych grup fitohormonów określanych jako hormony "klasyczne", a mianowicie: 

auksyny, cytokininy, gibereliny, kwas abscysynowy i etylen. Obecnie do 

grupy hormonów roślinnych włączono również brassinosteroidy i jasmonidy. 

W ogólnym rozumieniu definicji hormonu roślinnego związki te występują po

wszechnie w roślinach i wykazują aktywność biologiczną w bardzo niskich 

stężeniach - rzędu 10-8_10-6 M, wykluczających ich funkcje odżywcze czy bu

dulcowe. Charakterystyczną cechą fitohormonów jest ich działanie plejo

tropowe, które oznacza indukowanie odrębnych odpowiedzi fizjologicznych 
w różnych komórkach docelowych przez ten sam związek. Wiadomo również, 

że pojedynczy proces fizjologiczny może być regulowany przez różne hor

mony, co w dużym stopniu utrudnia analizowanie odpowiedzi biologicz

nej tego hormonu. Aktywność fitohormonów determinują także czynniki 

wewnętrzne, które obejmują procesy ich biosyntezy, koniugacji, degradacji, 

transportu oraz zewnętrzne czynniki środowiskowe, do których należy za

liczyć m.in. światło, temperaturę, działanie patogenów czy metali ciężkich 

(Lewak 1995, Gaspar i inni 1996, Kende i Zeevaart 1997, Bajguz 1999, Bajguz 

i Tretyn 2003a, Davies 2004). 
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Oprócz fitohormonów u roślin wyizolowano hormony zwierzęce oraz 

ich analogi chemiczne. Stwierdzono ich występowanie we wszystkich gru

pach taksonomicznych roślin - od glonów i grzybów do roślin naczyniowych. 

Dotychczas u wielu gatunków roślin wyodrębniono hormony pochodzenia 

zwierzęcego takie, jak: acetylocholina, adrenalina, noradrenalina, dopamina, 

serotonina i histamina, związki steroidowe, zwłaszcza z grupy androgenów, 

estrogenów i kortykoidów oraz ekdysteroidy, prostaglandyny i ich związki po

krewne (Baj guz 2000c, Roshchina 2001, Bajguz i Dinan 2004, Davies 2004). 
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1 BRASSI NOSTEROI DY 

Brassinosteroidy (BR) stanowią grupę hormonów roślinnych. Ogółem do 

tej grupy fitohormonów należy 70 związków w postaci wolnej i związanej 

z cukrami i kwasami tłuszczowymi. W 1979 roku wyizolowano pierwszy 

brassinosteroid - brassinolid (BL) (Grove i inni 1979). Egzogenne BR wy

wołują efekty fizjologiczne zależne od użytego stężenia: niskie zazwyczaj 

indukują je, a wysokie hamują. W przeciwieństwie do innych roślinnych sub

stancji wzrostowych stymulację procesów biologicznych przez BR uzyskuje 

się w stężeniach o kilka rzędów wielkości niższych, w granicach pikomoli, 

a nawet femtomoli. Równie niskie stężenie BR wykrywa się wewnątrz tkanek 

roślinnych (Sakurai i inni 1991, Sasse 1991a, Yokota 1997). 

BR są kolejną grupą fitohormonów, dla których określono molekularną 

budowę ich receptorów (Li i Chory 1997, Schumacher i Chory 2000, Vert 

i inni 2005, Vert i Chory 2006, Li i Jin 2007). Białka BRU i BAKI, pełnią

ce funkcje receptora, budową przypominają zwierzęce receptorowe kinazy 

białkowe. Poza zewnątrzkomórkową domeną receptorową cytoplazmatyczny 

odcinek tego polipeptydu posiada aktywność kinazy serynowo/treoninowej 

(He i inni 2000, Friedrichsen i Chory 2001, Nomura i inni 2003, Kinoshita 

i inni 2005, Wang i Chory 2006). Od kilku lat trwają badania mające na celu 

określenie mechanizmów działania BR na różne procesy fizjologiczne, w tym 

współdziałanie z innymi fitohormonami, czy odpowiedzi BR na stresy środo

wiskowe (Bajguz 1999, Dhaubhadel i inni 1999, 2002, Krishna 2003, Bajguz 

i Tretyn 2003a, Nemhauser i inni 2004, Bajguz 2005, 2007). 
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14 1 .1 .  BUDOWA CHEMICZNA BRASSINOSTEROIDÓW 

1 .1 .  Budowa chemiczna brassinosłeroidów 

Strukturę chemiczną BR stanowi steroidowy szkielet 5a-cholestanu, 

charakteryzujący się 7-oksalaktonowym, 6-ketonowym lub nieutlenionym 

pierścieniem B. Ogółem grupa liczy 70 związków, wśród których pięć wystę

puje jako koniugaty glukozydowe (posiadają w C-3 lub C-23 resztę glukozy) 

i acylowe (posiadają w C-3 resztę kwasów tłuszczowych: laurynowego lub 

mirystynowego). W pierścieniu A zazwyczaj występują dwie grupy hydrok

sylowe w pozycjach C-2 i C-3 oraz w łańcuchu bocznym w pozycjach C-22R 

i C-23R. Ponadto wyizolowano BR, które zamiast dwóch grup hydroksylowych 

w pierścieniu A posiadają jedną grupę w pozycji C-3 bądź grupę ketonową 

lub grupę epoksydową przy węglach C-2 i C-3 (np. sekasteron) . Dotychczas 

wyizolowano dwa związki, które w pozycji C-l posiadają dodatkową grupę 

hydroksylową w położeniu a lub �, to znaczy 3-epi-la-hydroksykastasteron 

(3-epi-la-OH-CS) oraz l�-hydroksykastasteron (l�-OH-CS). Spotykane są 

również BR z podwójnym wiązaniem w pierścieniu A (np. sekasterol z �2.3, 

(22S,24S)-22-hydroksyergost-4-en-3-on z � 4.5) lub pierścieniu B (np. (22S)-22-

-hydroksykampesterol z �5.6) .  Dwa ostatnie związki zalicza się do BR, choć 

wydaje się to kontrowersyjne z uwagi na budowę bardziej przypominającą 

sterole niż omawiane fitohormony (Bajguz i Tretyn 2003a, b, Bajguz 2005). 

Przykłady wzorów strukturalnych BR, podzielonych według ogólnej ilo

ści atomów węgla w cząsteczce oraz koniugatów, przedstawia rycina 1 .1 .  

Pod względem struktury chemicznej pierścienia B można wyróżnić pięć 

zasadniczych typów BR. Pierwszy typ - 7-oksalakton - stanowi 12 związków, 

zawierających tlen w pierścieniu B, który z sąsiadującą grupą ketonową two

rzy formę laktozową. Drugi typ - 6-okso - to 34 BR, zawierające przy atomie 

węgla C-6 okso grupę. Trzeci typ - 6-deokso - to 21 związków, posiadających 

pierścień B pozbawiony atomu tlenu. Czwarty typ - 6-hydroksy - reprezen

tuje  jak dotąd jeden związek z grupą hydroksylową w położeniu C-6a. Piąty 

typ - 5-en - to dwa BR, posiadające podwójne wiązanie � 4.5 w pierścieniu 

A (Bajguz i Tretyn 2003a, b). 
W zależności od budowy pierścieni A/B i przestrzennego położenia grup 

hydroksylowych, ketonowych czy epoksydowych w pierścieniu steroidowym 

wyróżniamy następujące typy BR: 
• związki z 7 -członowym 7 -oksalaktonowym pierścieniem B oraz dwie

ma grupami hydroksylowymi w pierścieniu A w pozycjach C-2 i C-3; 
• 6-oksozwiązki z 6-członowym pierścieniem B, posiadające dwie grupy 

hydroksylowe w pozycjach C-2 i C-3; 
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Ryc. 1 .1 .  Wzory strukturalne wybranych brassinosteroidów (wg Bajguz i Tretyn 2003a, b, 
Bajguz 2005, zmodyfikowano) 
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Ryc. 1 . 1. Wzory strukturalne wybranych brassinosteroidów (wg Bajguz i Tretyn 2003a, b, 
Bajguz 2005, zmodyfikowano) - ciąg dalszy 
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• 6-oksozwiązki z grupą hydroksylową w konformacj i C-3 (konfigu

racja a lub �); 
• 6-oksozwiązki z dodatkową grupą hydroksylową w C-l (konfiguracja 

a lub �); 
• 6-oksozwiązki z grupą epoksydową w konformacj i C-2�, C-3�; 
• związki z 3-okso grupą w pierścieniu A, niekiedy z podwójnym wiąza

niem w 1:l4,5; 
• związki z grupą hydroksylową w pozycji C-6 pierścienia B; 
• związki charakteryzujące się brakiem wbudowanego bądź przyłączo

nego atomu tlenu w pierścieniu B (Bajguz i Tretyn 2003a, b, Bajguz 

2005). 

Szczegółowy podział BR w zależności od budowy pierścienia B i konfor

macji grup hydroksylowych oraz grupy ketonowej i epoksydowej przy węglach 

C-l, C-2, C-3 i C-6 w pierścieniu A, w tym skróty nazw BR, przedstawia tabela 

1.1 .  Z kolei różnorodność budowy struktur chemicznych BR, występujących 

w pierścieniu A i B oraz w łańcuchu bocznym, przedstawia rycina 1.2. 

Tabela 1.1.  Podział brassinosteroidów w zależności od budowy pierścienia B i konformacji 
grup hydroksylowych, grupy ketonowej i epoksydowej przy węglach C-l, C-2, 
C-3 i C-6 w pierścieniu A (wg Bajguz i Tretyn 2003a, h) 
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Tabela 1 . 1 .  ciąg dalszy 

I 
Typy brassinosteroidów 

Pozycja węgla 7-oksalakton 6-okso 6-deokso 6-hyd roksy S-en 

« 3a )' 2-deo ksyBL tyfastero l (TY) 6-d eo ksoTY 
28- ho moTY 6-d eo kso-28-
28- norTY - norTY 
2-d eo ksy-2S- 6-d eokso-28-

-MeDS 

I 

- norTE 
3-epi- 6-d eo kso CT 
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-28- nor CT 
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-3-o n; 22- 0H-4-en-3-o n, (225 ,24R)-22- hydro ksyer gost- 4- en-3-o n; 28- nor-22- 0H- 4- en-3-o n, 28- nor- (225 )-22-
- hydro ksyer go st- 4-en- 3-o n 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



cv"lcr " H 
brak podstawnika brak podstawnika 
w C-24 w C-23 i C-24 

łańcuch boczny 

CN
" ]: "'/ ,, 1 � / "frr "M ,,]: � / 

r !H T r!H T OH O r � T 
24S-metylo 24R-metylo 

24S-etylo 24-etylideno 

pierścień A 

O HO",O HO"'U 

Ho",D 
HO
l) HO"'" 

-

HO,o :::0 

oD 
:::0 

oD OH HO',
o 0<0 HO"'" 

(l OH 
01"'0 

HO
l) 

'" 
II" . 

u HO fl 

24-metyleno 

24-metyleno
-25-metylo 

21 

23-okso 

24S-metylo-25-
-metylo 

" 22 24 26 "20/ ...... 23/ ...... 25/ 18 I I 
11/ 1�t __ 17 27 19 I C I D \6 1 '9 14 I 2/ '-...10/ '-...8/ --15 

I A I B I 3 5 7 '-...4/''-...6/ H 
Sa-cholestan 

brak 
podstawnika 
wC-23 

l pierścień B 

o Q O 
° ° 

7-oksalakton 6-okso 6-deokso 

Q 
O OH 

6-hydroksy S-en 

Ryc. 1.2. RÓŻnorodne podstawniki w pierścieniach A i B oraz łańcucha bocznego naturalnie 
występujących brassinosteroidów (wg Bajguz i Tretyn 2003a, b) 
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Biorąc pod uwagę ilość grup hydroksylowych w steroidowym szkielecie, 

wyodrębniono następujące pochodne BR: a) pentahydroksylowe z grupami 

-OH przy C-l, C-2, C-3, C-22 i C-23; b) tetrahydroksylowe z grupami -OH 

przy C-2, C-3, C-22 i C-23; c) trihydroksylowe z grupami -OH przy C-3, C-22 

i C-23 oraz d) dihydroksylowe z grupami -OH przy C-3 i C-22 lub C-22 i C-23 

(Bajguz i Tretyn 2003a, b). 

BR są oligohydroksysteroidami, posiadającymi przeważnie orientację 

przestrzenną typu S grupy metylowej lub etylowej przy węglu C-24 łańcu

cha bocznego. Do wyjątków należą m. in. 24-epiCS, 3,24-diepiCS i 24-epiBL 

z grupą metylową w położeniu R. Niemal wszystkie opisane dotąd BR cha

rakteryzują się posiadaniem sąsiadujących ze sobą dwóch grup hydroksylo

wych w konfiguracji R,R w C-22 i C-23. Wyjątek stanowią BR, posiadające 

23-okso grupę oraz pochodne katasteronu (CT) z jedną grupą hydroksylową 

w C-22. Na podstawie cholestanowego łańcucha bocznego, w którym wy

stępują różnorodne podstawniki wyróżnia się następujące kategorie BR: 

23-okso, 24S-metylo, 24R-metylo, 24-metyleno, 24S-etylo, 24-etylideno, 

24-metyleno-25-metylo, 24S-metylo-25-metylo oraz bez podstawników 

w pozycji C-23 i/lub C-24 (tabela 1.2) (Bajguz i Tretyn 2003a, b) . 

Tabela 1.2. Podział brassinosteroidów ze względu na zróżnicowanie podstawników łańcu
cha bocznego (wg Bajguz i Tretyn 2003a, b) 

Kategoria Przedstawiciele 
Ogółem 

związków 

23-o kso 23-d ehydro BL. 2-epi-23-d ehydro BL, 3-epi-23-d ehydro BL, 2,3-d iepi-23- 4 
-d ehydro BL 

24S-metylo BL, 3-epiBL, CS, 2-epiCs, 3-epiCs, 2,3-d iepiCs, TY, TE, 3-La-TE, 3-My-TE, 24 

6-d eo kso Cs, 3-epi-6-d eo kso Cs, 3 -DT, sE, 2,3-d iepisE, 6-deo ksoTY, 
2-d eo ksyBL, 3-epi-l a -OH-Cs, 1 � -OH-Cs, 6a-OH-Cs, 3-Gl u -TE, 6-deoksoTE, 
3-d ehydro -6-d eo ksoTE, sekastero l 

24R-metylo 24-epiBL, 24-epiCs, 3,24-d iepiCs, 6-d eokso -24-epiCs, 24-episE 5 

24-metyleno DL, Ds, 6-d eo ksoDs 3 

24S -etylo 28-ho mo BL, 28-ho mo Cs, 28-ho moTE, 28-ho moTY 4 

24-etyl ideno 28-ho mo DL, 28-ho mo Ds, 6-d eo kso -28-ho moDs 3 

24-metyl eno -25- 25-MeDs, 2-epi-25-MeDs, 2,3-d iepi-25-MeDs, 2-deo ksy-25-MeDs, 8 
-metylo 3-epi-2-deo ksy-25-MeDs, 6 -d eo kso -25-MeDs, 25-MeDs-Gl u, 2-epi-25-

-MeDs-Glu 

24S -metylo -25- 25-MeCs 1 
- metylo 

br a k  pod stawnika CT, 6-d eokso CT, 3-epi-6-deo ksoCT, 22-0H-4-en-3-o n, 22-0H-3-o n, 6 
w C-23 22-0HCR 

br a k  podstawn i ka 28-nor BL, 28-nor Cs, 28-norTY, 6-deo kso -28-nor Cs, 6-d eo kso -28-norTY, 7 

w C-24 6-d eo kso -28- norTE, 3-d ehydro -6-d eo kso -28-norTE 

br a k  pod stawnika 6-d eo kso -28-nor CT, 28-nor-22-0HCR, 28-nor-22-0H-4-en-3-o n, 28-nor- 5 I 
w C-23 i C-24 -22-0H-3-o n, 3-epi-6-d eo kso -28- nor CT I 
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1 .2 .  Występowanie brassinosteroidów 

Ekstrakcja i oczyszczanie BR z materiału roślinnego polega na rozdziale 

i odparowywaniu do sucha odpowiednich frakcji rozpuszczalników oraz 

zastosowaniu technik chromatograficznych. BR mogą być ekstrahowa

ne przy użyciu metanolu lub mieszaniny metanol/octan etylu bądź meta

nol/chloroform. Związki, występujące we frakcji metanolu, są oczyszczane 

dzięki użyciu chromatografii kolumnowej . W celu rozdzielenia składników 

ekstraktu stosuje  się wysokosprawną chromatografię cieczową (HPLC, ang. 

high performance liquid chromatography) z kolumnami z "odwróconą fazą". 

Bardzo często do jakościowego i ilościowego oznaczania BR wykorzystuje się 

chromatografię gazową sprzężoną ze spektrometrią mas (GC/MS, ang. gas 

chromatography/mass spectrometry). Oprócz tego stosuje się metodę GC

-SIM-MS (SIM, ang. selected-ion-monitoring) z użyciem standardów znako

wanych stabilnymi izotopami, spektroskopię NMR (ang. nuclear magnetic 

resonanse) oraz testy immunologiczne (test radioimmunologiczny - RIA 

i enzymatyczny - ELI SA). Aktywność poszczególnych frakcji jest monitoro

wana za pomocą testów biologicznych. Ze względu na niską zawartość BR 

w materiale roślinnym testy muszą charakteryzować się wysoką czułością 

i specyficznością. Najczęściej wykorzystuje się test wydłużenia drugiego 

międzywęźla fasoli oraz test wygięcia blaszki liściowej ryżu (test ryżowy). 

W pierwszym teście BR wywołują charakterystyczne objawy wydłużenia 

i podziału komórek, które wynikają ze wzrostu, spęcznienia i rozerwania 

drugiego międzywęźla fasoli. W drugim teście obserwuje  się stopień wygię

cia blaszki liściowej ryżu przez BR. Czułość obu testów wynosi 0,1 pmola l-l 

(Takatsuto 1994, Gamoh i Takatsuto 1994, Bajguz i Tretyn 2003a) .  

BR wyizolowano dotychczas z 60 gatunków roślin, w tym 51 gatunków 

roślin okrytonasiennych (12 jednoliściennych i 39 dwuliściennych), sześciu 

gatunków roślin nagonasiennych, po jednym z glonu, paprotnika i msza

ka. Przykłady występowania BR w roślinach przedstawia tabela 1.3 (Baj guz 

i Tretyn 2003a, b). 

BR występują w nadziemnych częściach roślin takich, jak: pędy, liście, 

pyłek kwiatowy, pylniki i nasiona. Najwyższe stężenie BR, tj . 6-deoksoTY, 

stwierdzono w pyłku kwiatowym cyprysu arizońskiego (Cupressus arizo

nica), który zawierał 6,4 mg/kg. Zasobne w BR okazały się również galasy 

(wyrośla wywołane nakłuciem tkanek pędów lub liści przez owady) kasztana 

japońskiego (Castanea crenata) czy Distylium racemosum. Stwierdzono, że 

poziom BR w galasach był 20-300 razy wyższy niż w normalnych, zdrowych 

tkankach. Stężenie BR w tkankach wegetatywnych jest bardzo niskie, prze-
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ciętnie wynosi od kilku nanogramów do mikrogramów na kilogram materia

łu roślinnego. Ponadto tkanki młodych roślin wykazują wyższe stężenie BR 

niż tkanki dojrzałe. Pyłek kwiatowy oraz niedojrzałe nasiona zawierają naj

wyższe stężenia BR, przeciętnie 1-100 Ilg/kg świeżej masy (św. m.) .  Przykła

dem są pyłki kwiatowe rzepaku (Brassica napus), słonecznika zwyczajnego 

(Helianthus annuus) czy bobu (Vicia Jaba), zawierające ponad 100 Ilg BLlkg 

św.m. Z kolei z pyłku kwiatowego cyprysu arizońskiego (Cupressus arizonica) 

wyizolowano 1000 Ilg CS/kg św.m. W liściach i pędach roślin stężenie BR 

wynosi przeciętnie 0,01-0,lllg/kg św.m. (Bajguz i Tretyn 2003a, b) . 

Z korzeni kukurydzy zwyczajnej (Zea mays) (Kim i inni 2000), pomido

ra (Lycopersicon esculentum) (Yokota i inni 2001) i rzodkiewnika pospoli

tego (Arabidopsis thaliana) (Konstantinova i inni 2001) wyizolowano tylko 

sześć BR, spośród których trzy (6-deokso-28-norCT, 6-deokso-28-norTY 

i 3-epiBL) po raz pierwszy. Z kolei w kambium sosny zwyczajnej (Pinus silve

stris) stwierdzono obecność BL i CS, zaś w kalusie korzeniowym Arabidopsis 

thaliana - BL i 3-epiBL. 

Spośród naturalnie występujących BR najbardziej rozpowszechnionym 

związkiem jest CS, który wyizolowano z 51 gatunków roślin, z kolei BL 

z 35, TY z 25, 6-deoksoCS i TE z 19, 28-norCS z 12. Natomiast od 2 do 10 BR 

występuje u nielicznych roślin. Przykładowo 24-epiCS wykryto u ośmiu, DS 

i 3-DT u siedmiu, 6-deoksoTY u pięciu, 28-homoCS i 24-epiBL u czterech, 

DL, 6-deoksoTE, 6-deoksoDS i 28-norBL u trzech, 28-homoTE i 2-deoksyBL 

u dwóch gatunków roślin. Najwięcej,  bo aż 25 BR (23 w postaci wolnej i dwa 

w formie koniugatów glukozydowych), stwierdzono w niedojrzałych na

sionach fasoli zwykłej (Phaseolus vulgaris) (tabela 1.3). Stosunkowo szero

kie spektrum różnego typu BR wykryto w karłowatym mutancie barwinka 

różyczkowego (Catharanthus roseus) (19 związków), Arabidopsis thaliana 

(18 związków), pylnikach i pyłku kwiatowym cedru japońskiego (Cryptome

ria japonica) (9 związków), pyłku kwiatowym cyprysu arizońskiego (9 związ

ków) (tabela 1.3). Z kolei w tkankach wspięgi pospolitej (Dolichos lablab), 

ryżu siewnego (Oryza sativa), żyta zwyczajnego (Secale cereale) oraz herbaty 

chińskiej (Thea sinensis) zidentyfikowano 8, w lilii długokwiatowej (Lilium 

longiflorum) - 7, zaś w porostnicy wielokształtnej (Marchantia polymorpha), 

Distylium racemosum - 6 różnych BR (tabela 1.3) (Bajguz i Tretyn 2003a, b, 

Bajguz 2005). 
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Tabela 1.3. Przykłady występowania brassinosteroidów u roślin (wg Bajguz i Tretyn 2003b) 

,--
Rodzina Gatunek Organ I część rośliny Brassinosteroid 

Rośliny n iższe 

Hydrod iktiowate Płóczn ia  sieciowata ko mór ki glo nów 28-ho moCs; 24-epiCS 

(Hydrodictyaceae) (Hydrodictyon 

-glony reticu/atum) 

Poro stn icowate Porostnica kultur y  ko mórek Bl; 28- nor Bl; CS; TE; 3-0T; TY 

(Marchantiaceae) wielo ksz tałtna 
(Marchantia 

po/ymorpha) 

Skrzypo we Skrzyp po lny cała ro śl ina 28-nor Bl O S; 28-nor Cs; CS 

(Equisetaceae) (Equisetum arvense) 

Rośliny nagonasienne 

Cypr ysowate Cypr ys ar izo ński pyłek kwiatowy Bl; 6-d eo ksoTY; 3-d ehydro -6-de-

(Cupressaceae) (Cupressus arizonica) o ksoTE; 6-d eo kso Cs; CS; TY; TE; 
3-0T; 28-ho mo CS 

Sosnowate So sna zwycz ajna kambium Bl; CS 

(Pinaceae) (Pinus silvestris) 

Rośliny okrytonasienne 

Astrowate Słonecz n ik  zwycz ajny pyłek kwiatowy Bl; 28-nor CS; CS 

(Asteraceae) (He/ianthus annuus) 

Bukowate Kasztan japo ński galasy Bl; CS; 6-d eo kso CS 

(Fagaceae) (Castanea crenata) 

pędy, l i ście, CS; 6-d eo kso CS 
pą cz ki kwiatowe 

Brzozo wate Olsza czar na pyłek kwiatowy Bl; CS 

(Betu/aceae) (A/nus g/utinosa) 

Baldasz kowate Seler y  zwyczajne nasio na 2-d eo ksyBl 

(Apiaceae) (Apium graveo/ens) 

Mar chew siewna nasio na Bl; CS; 24-epiCS 
(Oaucus caro ta) 

Herbatowate Her bata chińska I l iście CS; TY; TE; Bl; 28-nor CS; 28-

(Theaceae) (Thea sinensis) - ho moCS 

nasio na 28-nor CS; 6-d eo kso -28-nor CS; 
6-d eo kso -28-norTY; 6-deo kso -
-28-norTE; 6-d eo kso-28-nor CT; I 3 -dehydro- 6-deo kso -28- norTE 

Komo so wate Bur a k  zwyczajny nasio na CS; 24-epiC S I (Chenophy/laceae) (Beta vu/garis) 

Krzyżowe Rzepak pyłek kwiatowy Bl l (Brassicaceae) (Brassica napus) 

Rzod kiewni k  po spo l ity pędy - ekotyp 6-d eo ksoCT; 6-d eo kso TY; CS; 
(Arabidopsis thaliana) Ko lu mbia (typ dz iki) 6-d eo kso CS; 3-d ehydro -6-de-

o kso TE; TY; 6-deo kso T E; Bl; TE; 
28-norCS; 28-norTY 

nasio na - ekotyp 6-d eo ksoCS; TY; Bl; 6-deo ksoTY; 

Ko l u mbia (typ dz iki) 6 -d eo ksoTE; CS; 24-epiBL 
--i nasio na (eko typ 24) -- CS; 24-epiBl 
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Tabela 1.3. ciąg dalszy 

Rodzina Gatunek Organ I część rośliny Brassinosteroid 

Kr zyżowe Rzod kiewnik po spol ity kal us kor zeniowy BL; 3-epiBL 

(Brassicaceae) (Arabidopsis thaliana) 
sadzo nki 6-d eo ksoCT; 3-epi-6-d eo kso CT; 

6-deo kso -28-nor CT; 3-epi-6-
-deo kso -28-nor CT; 22-0H-4-en-
-3-on; 28-nor-22-0H-4- en-3-o n; 
22-0H-3-on; 28-nor-22-0H-3-o n; 

28-nor-22-0HCR 

Mirtowate Eucalyptus calophy/la pyłek kwiatowy Bl 

(Myrtaceae) 
Eucalyptus marginata pyłek kwiatowy DS 

Rośliny okrytonasienne 

Motyl ko wate Bób pyłek kwiato wy Bl; CS; 28-nor CS; DS 
(Fabaceae) (Vicia faba) 

Fasola zwykła nasio na Bl; CS; 2-epiCS; 3-epiCS; 2,3-d ie-

(Phaseolus vulgaris) piCS; 3,24-d iepiCS; TY; TE; 6-
-deo kso CS; 3-epi-6-d eo kso CS; 
lf3- 0H- CS; 3-epi-la -OH-CS; DL; 

DS; 6-deo kso DS; 6-deo kso -28-
-ho mo DS; 25-MeDS; 2-epi-25-
-MeDS; 2,3-d i epi-25-MeDS; 
2-d eo ksy-25-MeDS; 2- epi-2-de-
o ksy-25-MeDS; 3-epi-2-deo ksy-
-25-MeDS; 6-de-o kso -25-MeDS; 
25-MeDS-Gl u; 2-epi-25-MeDS-
-Gl u  

Groch nasio na BL; 2-deo ksyBL; TY; CS; 
zwyczajny 6-deo ksoCS 
(pisum sativum) 

Seradela nasio na CS; 24-epiCS 
pastewna 
(Omithopus sativus) 

Psianko wate Po m idor pędy CS; 28-nor CS; 6-d eo ksoCS 
(Solanaceae) (Lycopersicon 

esculentum) 

Rd esto wate Gr yka zwyczajna pyłek kwiato wy Bl; CS 
(Polygonaceae) (Fagopyrum 

esculentum) 

Tr awy Kukur ydza pyłek kwiatowy CS; 28-nor CS; DS 
(Gramineae) zwyczajna �a mays) 

Pszenica źdźbła CS; TY; TE; 6-d eo ksoCS; 3-DT 
zwyczajna 
(Triticum aestivum) 

Ż yto zwyczajne nasio na CS; TY; TE; 6-deo kso CS; 28-nor CS; 
(Secale cereale) SE 
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BR wykazują dużą różnorodność w budowie chemicznej, począwszy 

od liczby atomów węgla po obecność różnych podstawników (grupy mety

lenowej, metylowej, etylidenowej, etylowej) w pozycji węgla C-24 łańcucha 

bocznego, brak lub występowanie w C-25 dodatkowej grupy metylowej (ta

bela 1.2). Wymienione podstawniki występują również w strukturze steroli 

roślinnych, co oznacza, że BR są pochodnymi odpowiednich steroli posiada

jących taki sam łańcuch boczny. W związku z tym uważa się, że BR typu C27 
(ryc. 1.1) z brakującym podstawnikiem w C-24 są pochodnymi cholesterolu. 

Natomiast BR typu C28 
(ryc. 1. 1), w których występuje grupa a-metylowa, 

�-metylowa lub metylenowa są odpowiednio pochodnymi: kampesterolu, 

24-epikampesterolu i 24-metylenocholesterolu. Z kolei BR typu C29 (ryc. 1 .1) ,  

posiadające grupę a-etylową w C-24, pochodzą od sitosterolu. Oprócz tego 

BR typu C29 z grupą metylenową w C-24 i dodatkową metylową w C-25 mogą 

być syntezowane z 24-metyleno-25-metylocholesterolu. Stwierdzono, że ten 

sam gatunek rośliny może wykorzystywać kilka steroli jako prekursorów 

w biosyntezie BR (Yokota 1997, Bajguz i Tretyn 2003a, Fujioka i Yokota 

2003). 
Do badań nad biosyntezą BR wykorzystano następujące gatunki roślin: 

barwinka różyczkowego (Catharanthus roseus), tytoń (Nicotiana tabacum),  

ryż siewny (Oryza sativa) i lilię długokwiatową (Lilium longiflorum) (Yokota 

i inni 1990, Fujioka i inni 1995a, b, Suzuki i inni 1995a) .  Jednak najwięk

szy postęp w badaniach uzyskano stosując etiolowane siewki karłowatych 

mutantów Arabidopsis thaliana, grochu zwyczajnego (Pisum sativum) 

i pomidora (Lycopersicon esculentum), charakteryzujące się deficytem BR. 

Mutant y wykorzystano do analizy poszczególnych etapów biosyntezy steroli 

i BR. Karłowate mutant y dwfArabidopsis thaliana charakteryzują  się silnie 

skróconym wzrostem, krótkimi ciemnozielonymi okrągłymi i skręconymi 

liśćmi, zredukowaną płodnością lub sterylnością. Ponadto większość karło

watych mutantów wykazuje przedłużony okres rozwoju. Karłowate mutant y 

Arabidopsis thaliana rosnące na świetle można podzielić na standardowe 

(dwfl, dwf4-dwf8) i małe (dwf2, dwf'3) (Feldmann i inni 1989, Kauschmann 

i inni 1996, Szekeres i inni 1996, Fujioka i inni 1997, Azpiroz i inni 1998, Choe 

i inni 1998, Klahre i inni 1998, Bishop i inni 1999, Koka i inni 2000, Noguchi 
i inni 2000, Catterou i inni 200la, b). 

BL i pokrewne biosyntetycznie C28
-związki są najczęściej spotykanymi 

BR u roślin. Z kolei BR typu C27 
i C29 wykazują ograniczone występowanie. 

Zazwyczaj izolowano je razem z C28
-BR, pochodzącymi z kampesterolu. 
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Sugeruje to, że enzymy biosyntezy BR bardziej preferują C2s-steroidy jako 

substraty. Szlak biosyntezy BR typu C27 nie został w pełni poznany. Jak dotąd 

brak jest informacji odnośnie biosyntezy BR typu C29 (Baj guz i Tretyn 2003a, 

Choe 2006). 

Biosynteza steroli roślinnych zachodzi dwoma szlakami: niemewalono

wym (u roślin niższych, np. w glonie Chlorella vulgaris) (Lichtenthaler 2000, 

Schwender i inni 2001, Bajguz i Asami 2004) i mewalonowym (u większości 

roślin wyższych, np. w Arabidopsis thaliana) (Baj guz i Tretyn 2003a, Bajguz 

2005, Choe 2006). W szlaku niemewalonowym związkami wyjściowymi są 

pirogronian i aldehyd 3-fosfoglicerynowy, przekształcające się w l-deoksy

-D-ksylulozo-5-fosforan, który poprzez szereg reakcji daje pirofosforan izo

pentenylu. Kwas mewalonowy, przekształcając się w pirofosforan izopente

nylu, a następnie w skwalen, ulega przemianie do cykloartenolu. Cholesterol, 

związek wyjściowy w biosyntezie BR typu C27, powstaje w wyniku uwodor

nienia desmosterolu, który pochodzi z cykloartenolu. W wyniku metylacji 

podwójnego wiązania, N4(25), w łańcuchu bocznym cykloartenolu tworzy się 

cykloaudenol, cyklosadol i 24-metylenocykloartanol, który w wyniku kolej

nej metylacji tworzy 24-metylenocholesterol oraz izofukosterol. Epimeryza

cja 24-metylenocholesterolu do 24-metylodesmosterolu i jego uwodornienie 

powoduje przekształcenie się w kampesterol - związek wyjściowy w biosyn

tezie BR typu C28• 

1.3.1. Biosynteza brassinosteroidów typu C27 

Prekursorem w biosyntezie BR typu C27 (ryc. 1.3) jest cholesterol, 

a związkiem końcowym 28-norCS. Cholesterol podlega przemianie poprzez 

cholest-4-en-3-on i cholestanol do 6-oksocholestanolu. Produktami pośred

nimi w biosyntezie 28-norCS są 6-deokso-28-norCT, 6-deokso-28-norTE, 

6-deokso-28-nor-3-DT i 6-deokso-28-norTY. Współwystępowanie 28-norTY 

i 28-norCS w siewkach Arabidopsis thaliana sugeruje, że 28-norCS może być 

biosyntezowany z 28-norTY, którego prekursorem prawdopodobnie jest TY 

poprzez szlak wczesnego C6 utleniania w biosyntezie BR typu C2S; ponadto 

6-deokso-28-norCT i jego 3-epimer, jak również trzy 22-hydroksylowe BR, 

należące do typu C27: (22S)-22-hydroksycholesterol, (22S)-22-hydroksycho

lest-4-en-3-on i (22S)-22-hydroksy-5a-cholestan-3-on, które zostały wyizo

lowane z kultur komórkowych barwnika różyczkowego i siewek Arabidopsis 

thaliana. Wskazuje to, że biosynteza BR typu C27
, podobnie do typu C28

, 

przebiega przez szlak wczesnego C22 utleniania. W korzeniach i pędach po

midora oraz kukurydzy stwierdzono występowanie 28-norCS. Biosynteza 

BR typu C27 w korzeniach sugeruje, że związki te są niezbędne nie tylko do 
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Ryc. 1.3. Biosynteza brassinosteroidów typu C27 (wg Bajguz i Tretyn 2003a, Kim 
i inni 2005, zmodyfikowano) 
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wzrostu pędów, ale również korzeni. Jednocześnie wysoki poziom 28-norCS 

w pędach i jego brak w korzeniach dowodzi, że wrażliwość korzeni (tak jak 

w przypadku auksyny) na ten związek jest znacznie mniejsze niż pędów 

pomidora. Wykazano również możliwość przemiany CS do 28-norCS (Kim 

i inni 2005, 2006, Choe 2006). 

1.3.2. Biosynteza brassinosteroidów typu e28 

Bezpośrednim prekursorem w biosyntezie BR typu C28 
jest kampesterol, 

który poprzez uwodornienie przekształcany jest w kampestanol (ryc. 1.4). 

Reakcja ta przebiega analogicznie do metabolizmu androgenów u ssaków, 

a jej produktami pośrednimi są również (24R)-24-metylenocholest-4-en-3-

-on i (24R)-24-metylo-cholestan-3-on. Wspomniany ciąg reakcji, zwany 

szlakiem późnego C22 utleniania, jest blokowany w karłowatym mutancie 

det2 Arabidopsis thaliana, wykazującym deficyt BR (Noguchi i inni 1999). 

Endogenny poziom substratu, (24R)-24-metylenocholest-4-en-3-onu, 3-krot

nie wzrasta w mutancie det2, podczas gdy zawartość BR spada poniżej 10% 

w stosunku do poziomu roślin typu dzikiego (ekotyp Kolumbia). Ponadto 

endogenny poziom kampestanolu w pędach mutantów det2 wynosi 8-15% 

w porównaniu do roślin typu dzikiego. Podobną blokadę przemiany kam

pesterolu w kampestanol wykazuje mutant lk grochu (Yokota i inni 1997). 

Endogenny poziom CS, 6-deoksoCS i 6-deoksoTY w tkankach mutanta 

lk zmniejszył się o około 25% w porównaniu z roślinami typu dzikiego. Prze

miana kampesterolu (CR) w 22a-hydroksykampesterol (22-0HCR) praw

dopodobnie może być blokowana w mutancie dwf4 Arabidopsis thaliana. 

Z kolei mutacja saxl zmienia reakcje utleniania i izomeryzacji 22a-hydroksy

kampesterolu (22-0HCR), będącego prekursorem 3-okso,fl4-steroidu, który 

w komórkach mutanta det2 może przekształcać się w 6-deoksoCT. Ciąg reak

cji: 20-0HCR --+ 22-0H-4-en-3-on --+ 22-0H-3-on --+ 6-deoksoCT nazwano 

szlakiem wczesnego C22 utleniania (ryc. 1.4) (Bajguz i Tretyn 2003a, Bajguz 

2005, Choe 2006). 

Biosynteza BL rozpoczyna się od konwersji kampestanolu w wielostop

niowym ciągu reakcji, tzw. wczesnego lub późnego szlaku C6 utleniania (ryc. 

1.5) .  Proces ten zależy od tego, czy BR posiadają grupę ketonową w pozycji 

C-6 lub stanowią formę 6-deoksozwiązków. W obu przypadkach dochodzi 

do powstania CS, związku będącego bezpośrednim prekursorem BL. Typ 

późnego C6 utleniania jest bardziej rozpowszechniony u roślin, np. wystę

puje w Arabidopsis thaliana i grochu zwyczajnym, podczas gdy u pomidora 

j est jedynym szlakiem biosyntezy BR (Fuj ioka i inni 1995a, b, 2000a, b, 2002, 

Bajguz i Tretyn 2003a, Fujioka i Yokota 2003, Bajguz 2005, Choe 2006). 
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Ryc. 1 .4. Biosynteza kampesterolu do kampestanolu (wg Bajguz i Tretyn 2003a) 

Objaśnienia skrótów: det2, dwf4, saxl - mutant y Arabidopsis thaliana, 
lk - mutant grochu zwyczajnego - wykazujące deficyt bras sino steroidów 

W szlaku wczesnego C6 utleniania kampestanol (C N) jest hydrolizowany 
w pozycji C-6 do 6a-hydroksykampestanolu (6-0H-CN) (ryc. 1.5). Następ

nie powstały związek ulega utlenianiu do 6-oksokampestanolu (6-oksoCN), 

który po hydroksylacji w pozycji C-22 daje pierwszy BR; katasteron (CT) -

(6-deokso-22a-hydroksyCN). CT ulega hydroksylacji, zachodzącej przy C-23, 

tworząc TE, który w wyniku utleniania katalizowanego przez dehydrogenazę 

TE jest przekształcany w 3-DT. Z kolei redukcja w pozycji C-3 z udziałem 

reduktazy 3-DT powoduje powstanie TY. Następnie TY w wyniku hydro

ksylacji w pozycji C-2 ulega przemianie do CS (Fujioka i inni 1995a, b, 2000a, 

b, 2002, Bajguz i Tretyn 2003a, Fujioka i Yokota 2003, Bajguz 2005, Choe 

20(6). 
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Ryc. 1.5. Biosynteza brassinosteroidów typu C28 
(wg Bajguz i Tretyn 2003a, zmody

fikowano) 

Objaśnienia skrótów: cpd, dpy, dwf4 - mutant Arabidopsis thaliana, d - mu
tanty pomidora - wykazujące deficyt brasssinosteroidów 
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6-DeoksoCT może powstawać dwiema drogami. Pierwsza to bezpośred

nie przekształcenie się z kampestanolu (CN) (ryc. 1.5). Druga to 22a-hydrok

sylacja kampesterolu do 22a-hydroksykampesterolu, który ulega utlenianiu 

i izomeryzacji 3�-hydroksy,�5 do 3-okso,�4-steroidu poprzez szlak wcze

snego C22 utleniania. Po przekształceniu się 6-deoksoCT w 6-deok

so-TE zachodzi proces 3-epimeryzacji do 3-dehydro-6-deoksoTE, który 

przechodzi w6-deoksoTY. Reakcje te wykazują podobieństwo do przemian TE 

w szlaku wczesnego C6 utleniania. 6-DeoksoTY może również powstać w wy

niku przemiany 22-0H-3-onu w 3-epi-6-deoksoCT. Następnie 6-deoksoTY 

jest przekształcany w 6-deoksoCS, który poprzez utlenianie w C-6 daje CS. 

W przemianie tej prawdopodobnie pośrednio zachodzi proces hydroksylacji, 

w wyniku którego tworzy się 6a-OH-CS. Przekształcenie CS w BL odbywa 

się poprzez reakcję typu Baeyer-Villigera - wstawienie atomu tlenu w pier

ścień B pomiędzy atomy węgla C-6 i C-7. Konwersja ta obserwowana jest tylko 

w kulturach komórkowych i sadzonkach barwinka różyczkowego, sadzonkach 

tytoniu, ryżu siewnego i Arabidopsis thaliana. BL jest najbardziej aktywnym 

biologicznie związkiem spośród naturalnie występujących BR (Fujioka i inni 

1995a, b, 2000a, b, 2002, Kim i inni 2005, Choe 2006). 

Specyficznymi inhibitorami dla biosyntezy BR jest syntetyczny analog 

chemiczny paklobutrazolu, 4-(4-chlorofenylo)-2-fenylo-3-(1,2,4-triazoilo) 

butan-2-01, brassinazol oraz jego diastereomeryczna mieszanina - Brz200l 

(Asami i Yoshida 1999, Asami i inni 2000). Brassinazol posiada dwa enancjo

mery, z których jeden wykazuje kilkakrotnie większą aktywność od drugiego. 

Związki te blokują proces utleniania BR w pozycji C-22 w szlaku wczesnego 

(6-oksoCN w CT i CT w TE) oraz późnego (CN w 6-deoksoCT i 6-deoksoCT 

w 6-deoksoTE) C6 utleniania (ryc. 1. 5). 

1 .4 .  Metabolizm i transport brassinosteroidów 
u roślin 

Obecnie znanych jest około 50 pochodnych BR (tabela 1.4), powstałych 

w wyniku różnorodnych przemian metabolicznych: 
• acylacj i - przyłączenia reszty kwasów tłuszczowych w pozycji C-3; 
• demetylacji w pozycj i C-24 i C-26; 
• epimeryzacji - zmiany konformacji atomu węgla, niosącego grupę 

hydroksylową w pozycji C-2, C-3 i C-24; 
• glukozylacji - przyłączenia reszty cukrowej w pozycji C-2, C-3, C-23, 

C-25 i C-26; 
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• hydroksylacj i w pozycji C-12, C-15, C- 20, C- 25 i C-26; 
• rozerwania łańcucha bocznego w pozycj i C-20/C-22; 
• sulfonacji w pozycj i C-22; 
• utleniania w pozycj i C-3 i C-23 (ryc. 1.6) (Bajguz 2005, 2007).  

Ryc. 1 .6.  Miejsca w czą.steczce brassinosteroidu, które podlegają. procesom metabo
licznym (wg Bajguz 2005, 2007) 

Egzogennie podane BR przemieszczają się w roślinie przez tzw. transport 

polarny. Zachodzi on w sposób ukierunkowany bazypetalnie - od wierzchoł

ków rośliny do jej podstawy. Transport ten jest niezależny od przemieszcza

nia się BR w naczyniach, wymaga nakładu energetycznego oraz obecności 

białek nośnikowych w błonie komórkowej . Ponadto transport BR może być 

regulowany przez wewnątrzkomórkowe stężenie jonów wapnia (Yokota 

i inni 1992) . Okazało się również, że potraktowanie korzeni egzogenny

mi BR powoduje ich przemieszczanie się akropetalnie (dowierzchołkowo) 

w kierunku liści. BR mogą być transportowane w postaci niezmienionej lub 

podlegają wewnątrz tkanek przemianom metabolicznym, których produkty 

są przemieszczane ku wierzchołkowi rośliny. W związku z tym, że informa

cje na temat transportu BR są skromne, wymagają szczegółowych wyjaśnień 

w najbliższej przyszłości. Jak dotąd nie przedstawiono żadnych dowodów 

dotyczących transportu akropetalnego czy bazypetalnego endogennych BR. 

24-EpiBL, podany egzogennie do korzeni, liści i łodyg ogórka (Cucumis sa

tivus), był transportowany akropetalnie. Badania wykazały, że 24-epiBL, 

wchłonięty przez korzenie sadzonek ogórka, był metabolizowany jedynie 

w liściach do 2,24-diepiBL. Prawdopodobnie następowało również przyłą

czenie kwasów tłuszczowych i/lub cukrów do grup hydroksylowych pierście

nia A lub łańcucha bocznego BR (Nishikawa i inni 1994) . 
Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 

Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  
dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



1. BRASSINOSTEROIDY 33 

Tabela 1 .4. Produkty przemian metabolicznych brassinosteroidów u roślin (wg Bajguz i Tre
tyn 2003a, Bajguz 2005, 2007) 

Substrat Produkt Reakcja Gatunek rośliny Materiał 

BL 23-0-I3-D-g lukopiranozyloBL g lukozylacja Garbipłat eksplanty 
(Vigna radiata) 

23-dehydroBL utlenianie Cedr japoński pyłek kwiatowy 
(Cryptomeria pylniki 
japonica) 

26-norBL demetylacja Porostnica p lechy 
wielokształtna 
(Marchantia 

po/ymorpha) 

24-epiBL 2.24-diepiBL epimeryzacja Ogórek sadzonki 
(Cucumis sativus) 

Pszenica 
zwyczajna 
(Triticum aestivum) 

3.24-diepiBL epimeryzacja Seradela pastewna kultury komórkowe 

313- laurynian-3.24-diepiBL acylacja (Omithopus sativus) 

313-mirystynian-3.24-diepiBL 
313-palmitynian-3.24-d iepiBL 

- -

20R- hydroksy-3.24-diepiBL hydroksylacja 
25-hydroksy-3.24-diepiBL 

2a. 313-dihydroksy-B-homo-7- rozerwanie łańcucha 
-oksa-5a-pregnan-6.20-d ion bocznego 

25-hydroksy-24-epiBL hydroksylacja Pomidor kultury komórkowe 
26-hydroksy-24-epiBL (Lycopersicon 

25-I3-D-g lukopiranozyloksy- g lukozylacja escu/entum) 

-24-epiBL 
26-I3-D-gl u kopiranozyloksy-

-24-epiBL 

1 213-hydroksy-24-epiBL hydroksylacja Cunninghamella 

echinu/ata 

(grzyby) 

23-dehy- 2-epi-23-dehydroBL epimeryzacja Cedr japoński pyłek kwiatowy 
droBL 3-epi-23-dehydroBL (Cryptomeria pylniki 

2.3-diepi23-dehydroBL japonica) 

CS 24-epiCS epimeryzacja Fasola zwykła niedojrzałe nasiona 
(Phaseo/us vu/garis) 

3-epiCS epimeryzacja Barwinek kultury komórkowe 
różyczkowy sadzonki �Catharanthus roseus) 

Ryż s iewny 
(Oryza sativa) 

28-norCS demetylacja Rzodkiewni k  

I pospolity 
(Arabidopsis 

L 

thaliana) 

Pomidor 
(Lycopersicon 

escu/entum) 
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Tabela 1.4. ciąg dalszy 

Substrat Produkt Reakcja Gatunek rośliny Materiał 

24-epiCS 2.24-d iepiCS epimeryzacja Fasola zwykła niedojrzałe nasiona 

(Phaseo/us vu/garis) 

3.24-diepiCS epimeryzacja Seradela pastewna kultury komórkowe 

3j3-lau rynian-3.24-diepiCS acylacja  (Ornithopus sativus) 

3j3-mirystynian-3.24-d iepiCS 
3j3-palmitynian-3.24-d iepiCS 

20R-hydroksy-3.24-diepiCS hydroksylacja 

2a.3j3.6j3-trihydroksy-Sa-pre- demetylacja  

gnan-20-on 
2a.3j3-dihydroksy-Sa-pre-

gnan-6.20-dion 

24-epiCS 3.24-diepiCS epimeryzacja Pomidor ku ltury komórkowe 

2S-hydroksy-24-epiCS hydroksylacja (Lycopersicon 

2S-hydroksy-3.24-diepiCS escu/entum) 

26-hydroksy-24-epiCS 

2-0-a-D-glukozylo-3.24- g l u kozylacja 

-diepiCS 

3-0-j3-D-glukozylo-3.24-

-diepiCS 
2S-j3-D-g l u kopiranozyloksy-

-24-epiCS 
26-j3-D-glu kopiranozyloksy-

-24-epiCS 

3-dehydro-24-epiCS utlenianie 

24-epiCS 1 2j3-hydroksy-24-epiCS hydroksylacja  Cunninghame/la echinu/ata (grzyby) 

l Sj3-hydroksy-24-epiCS hydroksylacja Cochliobo/us /unatus (grzyby) 

24-epiCT 22-sulfonian-24-epiCT sulfonacja Rzepak (Brassica napus) 

TE 3-mirystynian TE acylacja lil ia długo kwiatowa pylniki  
3- laurynian TE (Lilium /ongif/orum) 

3-0-j3-D-g lukopiranozyd TE g l u kozylacja  

24-epiTE 3 -0-lj3-D-glukopiranozylo-(1 g l u kozylacja Pomidor kultury komórkowe 

-+ 6)}-j3-D-gl ukopiranozylo- (Lycopersicon 

-24-epiTE escu/entum) 

3 -0-lj3-D-glukopiranozylo-(1 
-+ 4)}-j3-D-ga laktopiranozy-
lo-24-epiTE 

3-0-j3-D-g lukopiranozylo-24-
-epiTE 

22-sulfonian-24-epiTE su lfonacja Rzepak (Brassica napus) 

3-dehy- 24-epiTE epimeryzacj a  Pomidor kultury komórkowe 
dro-24- 24-epiTY (Lycopersicon 

-e piTE escu/entum) 

TY CS hydroksylacja Porostnica p lechy 
wielokształtna 
(Marchantia 

po/ymorpha) 
--
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1. BRASSINOSTEROIDY 35 

1 .5.  Aktywność biologiczna brassinosteroidów 

Oddziaływanie BR w roślinie rosnącej w warunkach normalnych i pod

danej działaniu czynników stresowym zostało przedstawione schematycznie 

na rycinie 1.7. 

Wpływ BR na strukturę i różnicowanie się komórek: 
• powod ują wzrost objętośc i plastydów 
• stymuluj ą  róźn i cowanie się elementów trachea l nych 
• stymu lują tworzen i e  się ksylem u  
• regu l ują or ientację m ikrot u b u l  ( i n icjacja ekspresj i  genu rHubu l iny) 
• a ktywują działa n ie  pompy protonowej 
• a ktywują przewodn ictwo wodne błon plazmatycznych (wpływ na e kspresję genów 

kodujących a kwa po ryny) 
• podwyźszają tempo podziałów komórkowych mezofi l u  
• i nd u kują ekspresję genów kod ujących cyk l iny (przejście komórki przez kolejne fazy 

cyk lu  komórkowego) 
• stym u l ują ekspresję genów związa nych z rozbudowa niem ściany komórkowej 

Wpływ BR na metabolizm 
rośli n :  
• aktywują procesy transkrypcj i  

i tra nslacj i  
• aktywują proces fotosyntezy 
• współdziałają synergistycznie r'\ 

z auksynami  LV 
• współdzia łają synergistycznie 

z cytokin inam i 
• współdziałają addytywnie 

z gibere l inami 
• indu kują biosyntezę etylenu 

Odpowiedź BR na stresy środowiskowe: 

Wpływ BR na wzrost 
i rozwój roślin: 
• stymu lują wzrost wydłuźenio

wy łodyg 
• zaha mowują wzrost systemu 

korzeniowego 
• zwiększają l iczbę kwiatów, 

kwiatosta nów i owoców 
• za hamowują starzen ie  się l iści 

• stres termiczny: sty m u lacja białek HSP (n iwe lacja stresu ) 
• stres wodny: wzrost masy korzen iowej i zawartości sacharozy (n iwelacja stresu) 
• stres solny: wzrost zawartości lektyn (n iwelacja stresu) 
• stres metalami ciężkimi:  wzmoźenie b iosyntezy fitochelatyn (n iwelacja stresu) 
• działanie patogenów grzybowych i wirusowych: podwyźszenie odporności 

Ryc. 1.7. Aktywność biologiczna brassinosteroidów (wg Bajguz i Tretyn 2003a) 
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2 CEL PRACY 

Wybór obiektu badawczego był nieprzypadkowy, ponieważ glon Chlorel

la vulgaris należy do organizmów, u których odbiór bodźca hormonalnego 

czy środowiskowego oraz odpowiedź biochemiczna zachodzi w obrębie po

jedynczej komórki i nie ulega rozproszeniu. Wiadomo, że niektóre procesy 

fizjologiczno-biochemiczne kontrolowane są przez więcej niż jeden hormon. 

Jednak poszczególne fitohormony mogą wywoływać efekty przeciwstawne, 

addytywne lub synergistyczne. Aktywność regulatorów wzrostu i rozwoju 

roślin determinują również czynniki wewnętrzne, które obejmują procesy 

ich biosyntezy, degradacji, koniugacji oraz transportu. Ponadto efekty wywo

ływane przez fitohormony modyfikują zewnętrzne sygnały środowiskowe, do 

których należy zaliczyć m.in. światło, temperaturę, działanie patogenów czy 

metali ciężkich (Davies 2004) . 

Do przeprowadzenia badań dotyczących współdziałania brassinostero

idów wraz z auksynami i cytokininami oraz odpowiedzi brassinosteroidów 

na działanie różnorodnych czynników stresowych w glonie Chlorella vulga

ris skłoniły mnie następujące przesłanki: 
• dotychczas brak jakichkolwiek tego typu badań na roślinach jednoko

mórkowych; 
• stwierdzenie występowania dwóch brassinosteroidów, 24-epikasta

steronu i 28-homokastasteronu, jedynie w glonie zielenicy wieloko

mórkowej - płóczni sieciowatej (Hydrodictyon reticulatum) (Yokota 

i inni 1987); 
• stwierdzenie występowania fitosteroli w glonach z rodzaju Chlorel

la, m.in. 24-metylocholesterolu (kampesterolu) (Holden i Patterson 

1982), które są prekursorami biosyntezy brassinosteroidów. 

W niniejszej pracy zostały wyróżnione dwa główne cele badawcze. 

1. Hormonalna regulacja wzrostu i rozwoju glonu Chlorella vulgaris, 
wyjaśnieniu której podlegały następujące punkty: 
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38 2. CEL PRACY 

• analiza jakościowa i ilościowa endogennych auksyn, brassinostero

idów i cytokinin; 
• określenie szlaku biosyntezy brassinosteroidów oraz zawartości en

dogennych brassinosteroidów pod wpływem światła o różnym natę

żeniu (O - ciemność, 10, 50, 100 i 500 flmola m-2s-1 PAR) i barwie: 

białej , czerwonej i niebieskiej ; 
• ustalenie biologicznie optymalnego stężenia auksyn (kwasu indolilo

-3-octowego, kwasu indolilo-3-propionowego i kwasu indolilo-3-

-masłowego), brassinosteroidów (brassinolidu, BL; 24-epiBL; 28-ho-

moBL; kastasteronu, CS; 24-epiCS i 28-homoCS) i cytokinin (zeatyny, 

kinetyny i 1,3-difenylomocznika) dla wzrostu glonu oraz zawartości 

białek, chlorofili i cukrów; 
• analiza zawartości białek, chlorofili i cukrów oraz ustalenie liczby ko

mórek glonu poddanych działaniu mieszanin poszczególnych związ

ków auksyn i brassinosteroidów, cytokinin i brassinosteroidów; 
• ustalenie typu współdziałania pomiędzy auksynami a brassinostero

idami, cytokininami a brassinosteroidami na wzrost i rozwój Chlorel

la vulgaris. 

2. Odpowiedź brassinosteroidów w kulturach Chlorella vulgaris na

rażonych na działania różnorodnych czynników stresowych: 
• światła o różnym natężeniu (O - ciemność, 10, 50, 100 i 500 flmola 

m-2s-1 PAR) i barwie: białej , czerwonej i niebieskiej ; 
• metali ciężkich: kadmu, ołowiu i miedzi (oznaczanie endogennej za

wartości metali) ; 
• temperatury (S-40°C) na liczbę komórek glonu oraz zawartość bia

łek, chlorofili i cukrów. 

Podjęto również wyjaśnienie roli brassinosteroidów w mechaniz

mach adaptacyjnych do stresów: 
• pod wpływem działania temperatury - syntezę białek szoku termicz

nego; 
• pod wpływem działania metali ciężkich - syntezę fitochelatyn; 
• pod wpływem działania wysokiego natężenia światła, temperatury 

i metali ciężkich, powodującego wytworzenie dużych ilości reaktyw

nych form tlenu (stres oksydacyjny) - oznaczenie poziomu enzy

matycznych antyoksydantów (dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, 

peroksydazy askorbinianowej i reduktazy glutationowej) i nieenzy

matycznych antyoksydantów (askorbinianu i glutationu) w komór

kach Chlorella vulgaris. 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



CHAKTERYSTYKA MATERIAŁU 

3 BIOLOGICZN EGO 

3.1 . Charakterystyka ogólna glonów 

Glony stanowią specyficzną grupę organizmów, ponieważ należy do nich 

20 000 gatunków zróżnicowanych pod względem ukształtowania plechy 

i osiąganych rozmiarów. Wśród nich są organizmy jednokomórkowe, two

rzące kolonie oraz wielokomórkowe gatunki plechowate o różnej morfologii, 

a także tworzące zaczątki pseudotkanek. Występują gatunki o wielkości kilku 

mikrometrów, jak również duże liściopodobne, kilkunastometrowe glony 

morskie. Nieliczne z nich odznaczają się zdolnością ruchu dzięki obecności 

jednej lub kilku wici. Glony występują  na całej kuli ziemskiej, wszędzie tam, 

gdzie jest woda, a więc w stałych lub okresowych zbiornikach wodnych, na 

śniegach i lodowcach, w gorących źródłach, na glebie, skałach i korze drzew 

oraz w jamach ciała organizmów żywych (Shubert 1984, Kawecka i Eloranta 
1994, Canter-Lund i Lund 1996). 

Glony są przede wszystkim organizmami samożywnymi. Jednak istnieją 

także gatunki glonów miksotroficznych (mogą wykorzystywać materię or

ganiczną pochodzącą ze środowiska) lub heterotroficznych, korzystających 
wyłącznie z gotowej materii organicznej jako saprofity, rzadziej jako pasożyty 

roślin i zwierząt. Charakteryzują się licznymi interakcjami ekologicznymi 

z innymi organizmami, np. grzybami (tworząc porosty), bakteriami, rośli

nami wyższymi, pierwotniakami lub zwierzętami bezkręgowymi, np. jamo

chłonami i nicieniami (Shubert 1984, Podbielkowski 1996). 
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Znaczenie tej grupy roślin w przyrodzie i gospodarce człowieka jest 

przeogromne. Ich powszechne występowanie w bardzo różnych warunkach 

klimatyczno-siedliskowych i duża odporność na wiele niekorzystnych czyn

ników środowiska kwalifikuje glony do roślin pionierskich, biorących udział 

w zasiedlaniu nieopanowanych przez życie biotopów (Shubert 1984, Kawecka 

i Eloranta 1994) .  Ze względu na dużą zawartość ważnych troficznie substan

cji organicznych i nieorganicznych glony stanowią ogromną rezerwę pokar

mową, lecz dotychczas wykorzystywaną przez człowieka tylko w niewielkim 

stopniu. Biorą udział w obiegu pierwiastków w przyrodzie oraz uczestniczą 

w mineralizacji wielu substancji organicznych. Ponadto wytwarzają aż 70% 

materii organicznej oraz są głównym producentem tlenu w przyrodzie. Glony 

glebowe wzbogacają  glebę w próchnicę. Odgrywają też rolę czynnika geolo

gicznego, gdyż pewne ich gatunki biorą udział w procesach skałotwórczych 

(złoża diatomitu, sapropelu), inne zaś - wydzielając kwasy organiczne - roz

kładają skały. Wiele glonów wraz z bakteriami rozkładającymi substancje 

organiczne bierze udział w oczyszczaniu różnego rodzaju ścieków. Człowiek 

wykorzystuje glony głównie w przemyśle spożywczym, farmaceutycznym, 

farbiarskim, kosmetycznym, włókienniczym i papierniczym (Kawecka i Elo

ranta 1994, Podbielkowski 1996). 

3.2.  Cechy biochemiczne glonów 

Skład chemiczny glonów, mimo ich ogromnego taksonomicznego zróż

nicowania i dużej zmienności ekologicznej ,  nie został dokładnie poznany. 

W dużej mierze wpływ na zawartość metabolitów u glonów wywierają czyn

niki abiotyczne (np. temperatura, światło, skład chemiczny wody i podłoża) 

i biotyczne (np. oddziaływania osobników tego samego lub innych gatunków 

- symbioza, konkurencja, pasożytnictwo). Badania biochemiczne wykazały, 

że glony zawierają wszystkie podstawowe substancje organiczne niezbędne 

do życia, a mianowicie: kwasy nukleinowe (3, 5-7% suchej masy, s.m.), białka 

(20-70% s.m.), węglowodany (15-80% s.m.), lipidy (1-25% s.m.) i składniki 

mineralne (5-25% s.m.) takie, jak: siarka, potas, sód, fosfor, chlor, brom, jod, 

magnez, wapń, mangan, miedź, kobalt i cynk (Podbielkowski 1996, Zych 

i Burczyk 1998). 

Sumaryczna zawartość DNA i RNA u glonów waha się w granicach 3,5-
-5% s.m., a w przypadku zielenic z rodzaju Chlorella 4-5% s .m.  Kwasy nu

kleinowe, podobnie jak u innych organizmów, tworzą kompleksy z białkami 

i w tej postaci pozostają podczas okresu spoczynkowego komórki. U glonów 
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z gromady zielenice (Chlorophytae) struktura i funkcje kwasów nukleino

wych są analogiczne jak u roślin wyższych (Kawecka i Eloranta 1994, Pod

bielkowski 1996). Analiza sekwencji nukleotydów w DNA chloroplastowym 

Chlorella vulgaris wykazała homologię z genomem chloroplastowym roślin 

wyższych, w którym zlokalizowane są 3 geny rRNA oraz 31 genów tRNA, 

w tym jeden nie występuje u roślin naczyniowych. Zidentyfikowano również 

69 genów kodujących białka, 8 genów konserwatywnych oraz 2 sąsiadujące ze 

sobą geny homologiczne z genami bakteryjnymi, które biorą aktywny udział 

w podziałach komórek. Pozwala to przypuszczać, że mechanizm podziałów 

chloroplastowych jest podobny do podziałów bakteryjnych (Wakasugi i inni 

1997, Noutoshi i inni 1998). 

Białko glonowe zawiera wszystkie niezbędne endo- i egzogenne amino

kwasy potrzebne do prawidłowego wzrostu i rozwoju zwierząt. Wśród nich 

dominują: alanina, leucyna, seryna, arginina, lizyna oraz kwasy: asparagi

nowy i glutaminowy. W mniejszych ilościach występują aminokwasy aro

matyczne: prolina, fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan oraz siarkowe: cysteina 

i metionina. Dość powszechnie występują u glonów aminokwasy niebiałkowe 

i ich pochodne takie, jak: �-alanina, tauryna, cholina, kwas y-aminomasłowy, 

kwas 1,6-diaminopimelinowy. Wśród białek prostych dominują albuminy, 

globuliny oraz gluteliny, natomiast ze złożonych: biliproteiny, lipoproteiny, 

nukleoproteiny i chromoproteiny. Zawartość białka zależy w dużym stop

niu od warunków środowiska, a także od stadium rozwojowego ich komórek. 

Białka u glonów jednokomórkowych zawierają około 80% całkowitego azotu, 

znajdującego się w biomasie. Troficzna wartość tych białek jest bardzo wyso

ka, np. białko w Chlorella sp. bogate jest w argininę i kwas glutaminowy oraz 

aminokwasy egzogenne dla człowieka, np. lizynę, leucynę i walinę. Glony ze 

względu na obecność w nich wysokoenergetycznych białek mogą być w przy

szłości masowo wykorzystywane jako cenne źródło pokarmu dla człowieka 

oraz jako dodatek do pasz dla zwierząt hodowlanych (Podbielkowski 1996, 

Zych i Burczyk 1998, Barbarino i Louren<;o 2005). 

Ważnym materiałem zapasowym glonów są lipidy. Organizmy te groma

dzą w swoich komórkach duże ilości kwasów tłuszczowych, spośród których 

80% stanowią nienasycone kwasy tłuszczowe: oleinowy, linolowy, linolenowy 

(Mazurek 1993, Podbielkowski 1996). 

Glony stanowią bogate źródło różnych węglowodanów. Zawierają mono-, 

di-, oligo- i polisacharydy, pełniące funkcję strukturalną, zapasową, energe

tyczną i osmotyczną. Wśród monosacharydów dominują glukoza i fruktoza, 

natomiast ksyloza, ryboza, ramnoza i galaktoza są rzadziej reprezentowane. 

Oligosacharydy występują w niewielkich ilościach i są to najczęściej sacha

roza, rafinoza i trehaloza. W polisacharydy oraz ich pochodne szczegól-
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nie bogate są glony morskie, u których stwierdzono obecność laminaryny, 

fu koi dyny, karageiny, kwasu alginowego oraz agar-agaru. Do innych wie

locukrów, występujących u glonów, należą: skrobia, paramylon, lichenina 

i chryzolaminaryna. Najbardziej zbadanym wielocukrem glonowym jest 

kwas alginowy i jego sole - alginiany, które powszechnie występują u bru

natnic i są podstawowym składnikiem ścian komórkowych. Związek ten 

dzięki właściwościom tworzenia żelu i selektywnym interakcjom z różnymi 

kationami ma szerokie zastosowanie w przemyśle papierniczym, farbiarskim, 

farmaceutycznym i włókienniczym. Z węglowodanów o funkcji zapasowej 

spotyka się najczęściej dulcyt, inozyt, mannit, sorbit i wolemit. Do sachary

dów o funkcji strukturalnej należą: celuloza, hemiceluloza, askofilan, kaloza, 

kwas alginowy i fucynowy, ksylany, mannany oraz pektyny poliuronidowe, 

związki mukopolisacharydowe i chitynopodobne (Gumiński 1990, Becker 

1994, Podbielkowski 1996) . 

W chloroplastach glonów występują substancje barwne zdolne do ab

sorpcj i  światła, są to: chlorofile, karotenoidy i fikobiliny. Z wymienionych 

grup chlorofil a występuje u wszystkich glonów zdolnych do fotosyntezy, 

a towarzyszą mu zwykle pomocnicze chlorofile typu b, c, d, e. Spotykane 

u glonów karotenoidy charakteryzują się dość dużą różnorodnością i zmien

nością chemiczną, spowodowaną głównie czynnikami środowiskowymi 

i genetycznymi. Mimo to poszczególne grupy taksonomiczne glonów po

siadają charakterystyczne barwniki karotenoidowe. Spośród glonów naj

bardziej zasobne w karotenoidy są złotowiciowce, zielenice, okrzemki 

i eugleniny. Zawartość karotenoidów w glonach waha się w granicach od 

0,4 do 1,7% s.m., zaś u roślin naczyniowych może wynosić najwyżej 0,3% s.m. 

Karotenoidy dzielimy na węglowodorowe, zwane karotenami i ich pochod

ne tlenowe, zwane ksantofilami, które można podzielić na ubogie, średnio 

zasobne i bogate w tlen. Z glonów wyizolowano a, �, y, 0, (-karoten, likopen 

i a-, �-zeakaroten oraz następujące ilościowo dominujące ksantofile: asta

ksantynę, anteraksantynę, afanizol, diadinoksantynę, dinoksantynę, euglena

non, echinenon, fukoksantynę, flawoksantynę, kantaksantynę, kryptoksanty

nę, luteinę, luteoksantynę, mutatoksantynę, neoksantynę, neofukoksantynę, 

neodinoksantynę, syfonoksantynę, taraksantynę, wiolaksantynę, zeaksanty

nę i wiele innych. Najczęściej występują i przeważają ilościowo a- i �-karoten. 

Barwniki karotenoidowe razem z chlorofilami odgrywają podstawową rolę 

w procesie fotosyntezy, zwłaszcza u glonów żyjących w głębszych warstwach 

wody, u których pełnią one rolę bezpośrednich absorbentów energii świetl

nej . Ponadto u zwierząt karoteny, a także ksantofile, ubogie w tlen, posia

dające konfigurację �-jononu, są głównym źródłem prowitaminy A (Greider 

i Osborne 1992, Becker 1994, H6rtensteiner 1999, Ladygin 2000) .  
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Glony zasobne są również w sterole takie, jak: cholesterol, sitosterol, 

fukosterol, lano sterol, cykloartenol, kampesterol, obtusifoliol, stigmasterol 

i ergosterol oraz terpeny, głównie pinen, karwon, cymen, cyneol, geraniol 

itd. Związki te naj obficiej występują u brunatnic, krasnorostów i zielenic. 

W glonach stwierdzono również obecność fitohormonów: auksyn, giberelin, 

cytokinin, brassinosteroidów i kwasu abscysynowego (Mazur i inni 2001, 

Stirk i inni 2003). Oprócz nich u niektórych gatunków glonów wyodrębniono 
katecholaminy i pokrewne z nimi aminy aromatyczne i heterocykliczne, pro

staglandyny i związki analogiczne, a także acetylocholinę oraz steroidy takie, 

jak: anteridiol i oogoniole: A, B, C, D. W glonach stwierdzono obecność amin 

i poliamin alifatycznych w postaci wolnej lub w formie soli amoniowych. Naj

częściej są to: metylo-, butylo-, etylo- i propyloaminy, putrescyna, spermina, 

spermidyna i etanoloamina. Toksycznymi związkami w komórkach glonów 

są alkaloidy (anatoksyna A, debromoaplazjotoksyna). Do grupy związków an

tybiotycznych należą fitoncydy szeroko rozpowszechnione u glonów plecho

wych (Collins 1978, Gumiński 1990, Becker 1994, Podbielkowski 1996). 

Glony, podobnie jak inne organizmy roślinne, podczas wzrostu i rozwoju 

mogą wydzielać do otaczającego je środowiska różne substancje organiczne. 

Substancje te mogą działać w różny sposób na organizmy roślinne i zwie

rzęce, także na glony z tego samego gatunku lub innych gatunków. Mogą 

to być: stymulatory wzrostu, związki o charakterze toksycznym i antybio

tycznym, hamujące wzrost własnych komórek (autoinhibitory) lub ograni

czające rozwój konkurencyjnych gatunków fitoplanktonu. Glony wydzielają 

pozakomórkowo następujące substancje organiczne: 

a) drobnocząsteczkowe takie, jak: 
• aminokwasy: zwłaszcza kwas asparaginowy i glutaminowy, alanina, 

leucyna, seryna, arginina, lizyna; 
• monosacharydy; 
• związki chelatujące jony metali, np. jony miedzi; 
• witaminy, głównie: B2' B6

' B
12

' Be' H, PP, C; 
• aminy, aldehydy, ketony, fitohormony, kwasy organiczne; 

b) wielkocząsteczkowe takie, jak: 
• polisacharydy, enzymy i peptydy o właściwościach toksycznych, 

antybiotycznych i autoinhibicyjnych (Becker 1994, Durrieu i Tran

-Minh 2002) . 
W sekrecji pozakomórkowej zielenic dominuje kwas glukonowy, którego 

zawartość w uwalnianych produktach może dochodzić nawet do 90%. Kwas 
ten stymuluje wzrost i podziały komórkowe Chlorella sp. Wydzielanie sub
stancji przez glony zależy od stanu fizjologicznego, stadium rozwojowego 
komórek oraz od warunków środowiska (Shubert 1984, Gumiński 1990, Pod
bielkowski 1996, Durrieu i Tran-Minh 2002). 
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3.3. Warunki hodowli glonów 

Doświadczenia prowadzono na młodej i zsynchronizowanej monokultu

rze zielenicy Chlorella vulgaris Beijerinck (Trebouxiophyceae). Czas trwania 

hodowli w każdej serii był stały i wynosił 48 godzin. Glony hodowano w kol

bach stożkowych Erlenmayera o pojemności SOO mI, zatkanych korkami bak

teriologicznymi, na pożywce Knopa (186S) używanej do intensywnej hodowli 

zielenic (tabela 3 .1) .  

Tabela 3 . 1 .  Skład chemiczny pożywki Knopa (1865) 

'-' 

Związek chemiczny Ilość (gil) 

KNOj 0, 5 
Związek chemiczny l I lość (gil) 

�. 0,003 
Ca(NO,)o x 4HoO 0,5 MnCl, x 4H O  0,002 I 
KH,PO 0,2 NH VO 0,0003 
MgSO x 7HoO 0,1 5 ZnSO x 7H,O 0,0002 
FeC13 x 6H2O 0,012 (NH.)6Mo,o2" x 4H,o 0,0001 J 

Synchronizację glonów wykonano według metody Pirsona i Lorenzena 

(1966). W ciągu 2-3 tygodni kultury glonu, rosnące na skosach agarowych, 

były poddane ciągłemu działaniu światła o niskim natężeniu (2-3 klx) i stałej 

temperaturze (2S°C). Po tym okresie glony z inokulum przenoszono do po

żywki Knopa (200 mI) oraz poddawano działaniu wysokiego natężenia światła 

(10 klx) w okresie S dni i niskiego (1 1dx) w okresie 2-3 dni. Ostatecznie 

kultury glonu poddano optymalnym warunkom dla synchronicznych po

działów, tj . 3-4 cyklom 70-godzinnemu naświetlaniu o natężeniu 10 klx 

i 24-godzinnym okresie ciemności. 

Przed założeniem hodowli glonów pożywkę Knopa, kolby Erlenmayera 

oraz korki bakteriologiczne sterylizowano 3-krotnie w komorze cieplnej 

w temperaturze lOSoC przez okres 3 godzin. Sumaryczna objętość pożyw

ki Knopa po dodaniu stosowanych BR i zawiesiny kultury macierzystej 

Chlorella vulgaris w każdej kolbie wynosiła 2S0 ml. Hodowlę glonów prowa

dzono w stabilnych warunkach pomieszczenia klimatyzowanego, w komo

rze fitotronowej. W trakcie trwania hodowli glonów temperatura powietrza 

wynosiła 2S(±0,S)OC,  intensywność oświetlenia, uzyskana za pomocą lamp 

fluorescencyjnych (Philips Aqua Relle 40 W), wynosiła SO Ilmola m,2s,l pro

mieniowania totosyntetycznego czynnego (PAR). Czas naświetlenia glonów 
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był automatycznie regulowany przez zegar sterujący i wynosił 16 godzin na 

dobę. W ciągu doby kultury glonowe były mieszane 50 obrotów na minutę 

(rpm) co 15 minut przez okres 10 minut. Wyjątek stanowiły doświadczenia, 

dotyczące działania stresu termicznego, gdzie glony hodowano w zakresie 

temperatur 5�40°C. Natomiast w przypadku stresu świetlnego doświadcze

nia prowadzono w ciemności oraz wykorzystując różną intensywność świa

tła, tj . 10, 50, 100 i 500 Ilmola m-2s-1 PAR i różną jego barwę: białą, czerwoną 

i niebieską. Stosowane barwy światła uzyskano poprzez zastosowanie spe

cjalnych pojemników fitotronowych "Phytatray" firmy Sigma (St. Louis, MO; 

USA). 
Przed ustaleniem wyjściowej suchej masy rosnących około 1 miesiąca 

glonów, hodowlę macierzystą odwirowywano (4000 rpm, 15 min).  W celu 

wyeliminowania z powierzchni glonów wydzielin (wtórne metabolity) ich 

osad przemywano świeżą pożywką, wirowano i następnie przenoszono je 

do świeżo wykonanej pożywki Knopa. Z otrzymanej mieszaniny pobierano 

25 mI zawiesiny glonów w celu ustalenia wyjściowej ilości glonów, jako odpo

wiednika 0,1 g suchej masy w 250 mI pożywki. Pobraną ilość glonów odwiro

wywano (4000 rpm, 15 min), a po rozpuszczeniu w 2 mI wody destylowanej 

przenoszono do uprzednio zważonego tygla i suszono przez okres 5 godzin 

w temperaturze 105°C. Następnie z różnicy ciężarów tygli wyliczano suchą 

masę glonów, odnosząc ją do 0,1 g w 250 mI pożywki. 

3.4. Metody analityczne 

Badania prowadzono w 3 równoległych seriach, powtórzonych 5-krot

nie. Do każdej z kolb dodawano odpowiednie ilości: pożywki Knopa, kultury 

macierzystej glonu Chlorella vulgaris, oddzielnie roztwór brassinosteroidu, 

auksyny, cytokininy, soli metalu ciężkiego lub mieszaninę BR z odpowiednią 

auksyną, cytokininą czy metalem ciężkim (tabela 3 .2) .  Wzory strukturalne 

fitohormonów, stosowanych w doświadczeniach, przedstawia rycina 3 .1 .  

Objętość sumaryczna hodowli wynosiła 250 mI.  Zawartość początkowa glo

nów w dniu rozpoczęcia hodowli eksperymentalnych wynosiła 0,1(±0,005) 

g suchej masy w 250 mI pożywki Knopa, co stanowiło 0,65 x 106 komórek 
w 1 mI. 
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Tabela 3.2. Egzogenne związki zastosowane w doświadczeniach 

I 
--

Nazwa zwyczajowa Skrót Zakres stosowanych stężeń 

auksyny 
--

kwas indol i lo-3-octowy IAA 1 0-6_1 0-4 M 

kwas indol i lo-3-propionowy I PA 1 0-6_1 0-4 M 

kwas indol i lo-3-masłowy IBA 1 0-6_1 0-4 M 

cytokininy � �ans-zeatyna Z 1 0-10_1 0-4 M I 
kinetyna Kin I 1 0 10-1 0 4 M 

--

1 ,3-d ifenylomocznik  DPU 1 0-10_1 0-4 M 

brassinosteroidy 

b rassinol id BL 1 0-"-1 0-6 M 

24-epibrassi nol id 24-epiBL 1 0-15_1 0 6 M 

28-homobrassinol id 28-homoBL 1 0-15_1 0-6 M 
--f--

kastasteron CS 1 0-15_1 0-6 M 

24-epikastasteron 24-epiCS 1 0 15-1 0-6 M 

�8-homokastasteron 28-homoCS 1 0-15_1 0-6 M 

związki metal i  ciężkich 
e--- --�a n  kadmu, Cd(N03), 1 0-/-1 0 ' M 

- ---

azotan m iedzi, Cu(NO,), - 1 0-'-1 0-3 M 

azotan ołowiu, Pb(N0,l, 
- 1 0-7-1 0 3 M 

Wszystkie testowane brassinosteroidy pochodziły z laboratorium Insti

tute of Physical and Chemical Research RIKEN (Saitama, Japonia) ,  natomiast 

pozostałe fitohormony i związki metali ciężkich zostały zakupione w firmie 

Sigma (St. Louis, MO; USA). 

W celu oznaczenia liczby i wielkości komórek pobierano 100 tlI zawiesiny 

glonów. Do pomiarów zawartości metabolitów pobierano po 10 mI zawiesiny 

glonowej, które odwirowywano (4000 rpm, 15 min). Analizowane składniki 

biochemiczne obliczano w jednostkach wagowych (femptogramach na jedną 

komórkę). W celu oznaczenia aktywności enzymów i wykonania elektrofo

rezy białek pobierano 50 mI zawiesiny glonowej, którą sączono pod ciśnie

niem na sączkach szklanych firmy Whatman, a następnie homogenizowano 

w ciekłym azocie. Z kolei, ustalając występowanie oraz aktywność fitohormo

nów (auksyn, brassinosteroidów i cytokinin), wykorzystano przeciętnie około 

500 g kultury glonów. W trakcie trwania hodowli pobierano z poszczególnych 

kolb odpowiednie objętości zawiesiny glonowej w celu oznaczenia odpowied

nich parametrów fizjologiczno-biochemicznych wybranymi metodami ana

litycznymi (tabela 3 .3) .  
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AUKSYNY 

Ct:r�-R 

H 

BRASSINOSTEROIDY 

brassinolid 
(BL) 

kastasteron 
(CS) 

CYTOKININY 

zeatyna 

R = -COOH kwas indol i lo-3-octowy 

R = -CH[COOH kwas indoli lo-3-propionowy 

R = -CH2-CH2-COOH kwas indol i lo-3-masłowy 

H O "  

H O "  

24�pibrassinolid 
(24�piBL) 

OH _ 

24�pikastasteron 
(24�piCS) 

H N -CH2D 6=) o 

H 

kinetyna 

28-homobrassinolid 
(28-homoBl) 

28-homokastasteron 
(28-homoCS) 

1 ,3-difenylomocznik 

Ryc. 3.1.  Wzory strukturalne auksyn, brassinosteroidów i cytokinin, stosowanych w doświad
czeniach 
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Uzyskane wyniki badań opracowano statystycznie za pomocą analizy 
wariancji przy założonym poziomie istotności 0,05 (Stanisz 1998) w progra
mie komputerowym " Statistica 6" StatSoft, Inc. USA (2001). 

Tabela 3.3. Metody analityczne zastosowane w badaniach 

Oznaczany parametr Metoda Piśmiennictwo 

Liczba komórek m ikroskopowa Bajguz 2000a, b 

Zawartość endogenna ogólna chlorofi l i  spektroskopowa Wel l burn 1 994 

Zawartość endogenna cukrów spektroskopowa Somogyi 1 954 

Zawartość endogenna białka spektroskopowa Lowry i inn i  1 95 1 ,  Hewitt 1 958 

Rozdział elektroforetyczny białek HSP elektroforetyczna - SDS- Laemml i  1 970, Sambrook i inn i  
- PAGE, western blotting 1 989, Lewis i inni 1 999 

Zawartość ogólna fitochelatyn H PLC Tukendorf i Rauser 1 990, Meuwly 

i inni 1 995 

Zawartość endogenna meta l i  ciężkich AAS Bajguz 2000b, Bajguz i Godlew-
(kadmu, ołowiu i miedzi) ska-Zylkiewicz 2004 

Zawartość endogenna auksyn H PLC GC-SI M-MS Chen i inn i  1 988 

Zawartość endogenna cytokinin HPLC-MS Lexa i inn i  2003 

Zawartość endogenna brassinosteroidów H PLC, GC-SI M-MS Noguchi i inn i  1 999 

Aktywność dysmutazy ponadtlenkowej spektroskopowa Elstner i Heupel 1 976 
(EC 1 . 1 5. 1 .1 1 )  

Aktywność katalazy spektroskopowa Cla iborne 1 985, Ahmad i inn i  
(EC 1 . 1 1 .1 .6) 2000 

Aktywność peroksydazy askorbin ianowej spektroskopowa Nakano i Asada 1 981 
(EC 1 . 1 1 .1 . 1 1 )  

Aktywność reduktazy g l utationowej spektroskopowa Jablonski i Anderson 1 978 
(EC 1 .6.4.2) 

Zawartość endogenna askorbin ianu spektroskopowa Kampfenkel  i inn i  1 995 

Zawartość endogenna g lutationu H PLC Tukendorf i Rauser 1 990, Meuwly 
i inni 1 995 

3.4.1. Pomiar liczby i wielkości komórek Chlorella vulgaris 
oraz pH pożywki 

W celu oznaczenia liczby komórek Chlorella vulgaris po dokładnym ich 
wymieszaniu pobierano 100 !lI zawiesiny glonowej. Następnie nanoszono 
j ą  pod szkiełko nakrywkowe komory Biirkera i liczono pod mikroskopem 
ilość komórek w 80 małych kwadratach. Oznaczenia powtarzano 3 -krotnie 
dla każdej z prób. Liczbę komórek glonu obliczano według następującego 
wzoru: 
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LK= a x v x 5 x 104 , 

gdzie: 

LK - liczba komórek, 

a - ilość komórek w małych kwadratach, 

v - objętość zawiesiny glonu (100 111) . 
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Liczbę komórek wyrażano ostatecznie j ako 106 komórek mP (Baj guz 

2000a, b). 
Pomiar wielkości komórek (n=100) wykonano, mierząc okularem mikro

metrycznym oraz dodatkowo elektronicznie za pomocą programu kompute
rowego MultiScanBase 13.01 (Computer Scanning Systems, Ltd.). Wartość 
pH pożywki mierzono za pomocą pH-metru inoLab/Oxi Lebel 3 (WTW, 
Germany). 

3.4.2. Oznaczanie zawartości chlorofili w komórkach Chlorella vulgaris 

10 mI zawiesiny glonu oddzielano od pożywki przez wirowanie 
(4000 rpm, 15 min). Po zlaniu supernatantu dodawano 5 mI metanolu. Na
stępnie probówki zatkane korkami bakteriologicznymi wstawiano do łaźni 
wodnej (70°C, 30 min).  Po upływie tego czasu, zawartość probówek wirowa
no (4000 rpm, 15 min). Ekstrakt przelewano do nowej probówki i uzupełnia
no do 7 mI metanolem, a następnie mieszano. 

Wartość absorbancji mierzono wobec próby odnośnikowej (metanol) 
przy długości fal 652,4 nm i 665,2 nm. Stężenie chloromi (fg kom-l) obliczano 
według wzoru (Wellburn 1994): 

gdzie: 

A652,4' A665,2 
ChI 

LK 
V 

ChI a = [(16,72 x A665,2 - 9, 16 x A652,4) x V] / LK 

ChI b = [(34,09 X A652,4 - 15 .28 x A665.2) x V] / LK, 

- wartości absorbancji dla długości fal 652,4 i 665,2 nm, 

- stężenie chlorofilu (a lub b), 
- liczba komórek policzona w komorze Biirkera i przeliczona na 10 mI, 
- całkowita objętość ekstraktu (mI) . 
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3.4.3. Oznaczanie zawartości monosacharydów w komórkach 

Chlorella vulgaris 

10 mI próbki glonu wirowano (4000 rp m, 15 min), a następnie, po usunię
ciu supernatantu, do zawiesiny glonów dodawano 5 mI 95% etanolu. Próby 
inkubowano (60°C, 24 godziny), a otrzymany ekstrakt wirowano (3500 rpm, 
10 min),  po czym pobierano po 0, 5 mI do dalszych analiz. 

Do 0, 5 mI próby badanej (0, 5 mI wody destylowanej - jako próby odno
śnikowej lub 0, 5 mI etanolowego roztworu glukozy - jako próby wzorcowej) 
dodawano 0, 5 mI odczynnika miedziowego Somogyi (roztwór A i B, 4: 1) 
i wstawiano do wrzącej łaźni wodnej na 20 minut. Następnie dodawano 
0, 5 mI odczynnika arsenomolibdenowego i 3 ,5  mI wody destylowanej , do
kładnie mieszając. Wartość absorbancji odczytywano przy długości fali 
540 nm wobec próby odnośnikowej (Somogyi 1954).  

Stężenia cukrów obliczano według następującego wzoru: 

gdzie: 

c = (A x c ) / A ,  
p p w w 

c - stężenie próby badanej, p 
Cw - stężenie wzorca, 
A - absorbancja próby badanej, p 
Aw - absorbancja próby wzorcowej . 

Odczynnik miedziowy Somogyi: 
Roztwór A: 7,72 g Na2S04 rozpuszczano na gorąco (90°C) w 60 mI 
wody destylowanej. Oddzielnie rozpuszczano w 20 mI wody desty
lowanej 1 ,5  g winianu sodowo-potasowego. Łączono oba roztwory. 
Dodawano 2 g NaHC03' 3 g NaC03, a po rozpuszczeniu uzupełniano 
wodą destylowaną do 100 mI, następnie przesączano. 
Roztwór B: 0,3 g CuS04 x 5H20 rozpuszczano w 10 mI wody destylo
wanej, dodawano 3 g N�S04 i uzupełniano do 15 mI wodą destylowaną. 

Odczynnik arsenomolibdenowy Nelsona: 
Roztwór A: 8,3 g molibdenianu amonu ((NH4)6Mo7024 x 7H20) roz
puszczano w 150 mI wody destylowanej , dodawano 7 mI stężonego 
H2S04• 
Roztwór B: 1 g arsenianu sodu (Na2HAs04 x 7H20) rozpuszczano 
w 8,3 mI wody destylowanej (bardzo szybko wymieszano). 
Roztwór A i B łączono oraz inkubowano (37°C, 24 godziny). 
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3.4.4. Oznaczanie zawartości białka w komórkach Chlorella vulgaris 

10 mI próbki glonu wirowano (4000 rp m, 1 5  min),  następnie - po usu
nięciu supernatantu - do zawiesiny glonów dodawano 2, 5 mI 1M NaOH, po 
czym probówki wstawiano do wrzącej łaźni wodnej na 10 minut. Po wyjęciu 
probówek dodawano 2 , 5  mI wody destylowanej . Zawartość probówek wiro
wano (4000 rpm, 15 min). 

Do 0,5 mI próby badanej (ewentualnie 0, 5 mI wody destylowanej 
z 1M NaOH - jako próby odnośnikowej lub 0, 5 mI roztworu albuminy - jako 
próby wzorcowej) dodawano 2 , 5  mI odczynnika miedziowego (mieszano 
roztwór A: 2% Na2C03 w O,lM NaOH z roztworem B: 0, 5% CuS04 x 5H20 
w 1% cytrynianie sodu w stosunku 50:1) .  Po 10 minutach do mieszaniny 
dodawano 0,25 mI 1M odczynnika Folina-Ciocalteu. Próby odstawiano na 
30 minut, a następnie odczytywano wartość absorbancji przy długości fali 
750 nm wobec próby odnośnikowej (Lowry i inni 1951, Hewitt 1958).  

Stężenie białka obliczano według wzoru: 

gdzie: 
C - stężenie próby badanej, p 
Cw - stężenie wzorca, 

c = (A x c ) / Aw' 
p p w 

A - absorbancja próby badanej, p 
Aw - absorbancja próby wzorcowej. 

3.4.5. Rozdział elektroforetyczny białek szoku termicznego 

W celu oddzielenia komórek Chlorella vulgaris od pożywki, 50 mI za
wiesiny glonów sączono pod zwiększonym ciśnieniem przez sączek szklany 
GF/C Whatman (o średnicy porów 1 ,2  11m), a następnie materiał homoge
nizowano w ciekłym azocie z dodatkiem 10 mI buforu lizującego o pH 7,8 
(0,394 g Tris/HCl, 10 mI glicerolu, 90 mI H20, 50 111 Tryton-X 100) oraz 1 111 
fluorku fenylometylosulfonylowego, antypainy i pepstatyny A na każdy mI 
buforu. Homogenat odwirowywano (8000 rpm, 10 min, 4°C), a uzyskany 
preparat białkowy nanoszono na żel poliakrylamidowy (Laemmli 1970, Sam
brook i inni 1989, Lewis i inni 1999). 

W celu zabezpieczenia żelu rozdzielającego, przygotowano najpierw po
liakrylamidową warstwę zabezpieczającą: 30% roztwór monomerów akry
lamidu (29, 2 g akrylamidu i 0,8 g bisakrylamidu), 1, 5M Tris-HCl (pH 8,8), 
10% SDS, 10% nadsiarczan amonu, TEMED, H20. Następnie mieszani-
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nę wprowadzano między dwie szklane szyby (uprzednio odtłuszczone 
w acetonie i zaktywowane (60°C, 30 min) na wysokość 1 cm. Po spolime
ryzowaniu żelu zabezpieczającego nanoszono 1 2 , 5% żel rozdzielający: 4 mI 
1,5M Tris-HCl (pH 8,8) ,  6,7 mI 30% akrylamidu, 5,3 mI H20, 20 111 10% roz
tworu nadsiarczanu amonu i 10 111 TEMEDU. Żel nawarstwiano n-butano
lem i pozostawiano w celu polimeryzacji na około 1-1, 5 godziny. Następnie 
zlewano n-butanol, a powierzchnię żelu płukano wodą destylowaną. Po 
umocowaniu teflonowego grzebienia wprowadzano 3% roztwór żelu zagęsz
czającego: 0, 83 mI 30% akrylamidu, 1,23 mI 0,5M Tris-HCl (pH 6,8) ,  30 111 
10% SDS, 2 , 842 mI H20, 25 111 10% nadsiarczanu amonu i 5 111 TEMEDU. 
Po j ego polimeryzacji wyjmowano grzebień. Przygotowany w ten sposób żel 
poliakrylamidowy umieszczano w aparacie do elektroforezy, do którego wle
wano bufor elektroforetyczny (0,25M Tris - 1,92 glicyna, 10% SDS pH 8,3) .  
Do dołków żelu zagęszczającego wprowadzono po 25 111 prób białkowych. 
Rozdział wykonywano w temperaturze 4°C, stosując napięcie 60 V i 140 V 

(Sambrook i inni 1989). 
Po zakończeniu elektroforezy, rozdzielone białka były przenoszone 

z żelu na nitrocelulozę (Hybond-C, Amersham Biociences Ltd., Amersham, 
UK). Transfer wykonywano w temperaturze 4°C w ciągu 12 godzin, stosu
j ąc napięcie 135 mA przy użyciu Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer 
Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) i bufora T (25mM Tris (pH 8,3) ,  
192 mM glicynę, 20% metanol). Po upływie ustalonego czasu arkusz nitro
celulozy płukano 3-krotnie wodą destylowaną w celu usunięcia śladów bu
foru T. Następnie nitroceluloza była barwiona w Ponceau (0,2% Ponceau S, 
3% TCA) przez okres 60 minut. Odbarwienie tła następowało poprzez płu
kanie wodą. Blot białkowy odbarwiano, płucząc go 3-krotnie w 5% odtłusz
czonym mleku w buforze PBS (1,5 mM KH2P04, 6 ,5  mM Na2HP04, 2,7 mM 
KCl, 0, 14 NaCI). I mmunochemiczna identyfikacja białek, przeniesionych na 
nitrocelulozę, polegała na przereagowaniu z odpowiednim przeciwciałem, 
a następnie zlokalizowaniu kompleksu antygen-przeciwciało na powierzch
ni nitrocelulozy. Zastosowano monoklonalne przeciwciała myszy HSP20, 
HSP25, HSP30, HSP40, HSP60, HSP70 i HSP90 (AssayDesign, Ann Arbor, 
USA). Blot nitrocelulozowy po wysuszeniu poddano analizie chemifluore
scencyjnej (STORM Imager and ImagerQuant; Amersham Biociences Ltd., 
Amersham, UK). 
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3.4.6. Oznaczanie zawartości peptydów tiolowych (glutationu 

i fitochelatyn) w komórkach Chlorella vulgaris 

Kultury glonów wirowano (4000 rpm, 15  min), a po usunięciu superna

tantu zawiesinę Chlorella vulgaris zmrażano w ciekłym azocie i rozcierano 

w schłodzonym moździerzu z 2-krotną objętością 0,1 M HCl. Homogenat 

wirowano (10000 rpm, 5 min, 4°C), a otrzymany supernatant był wyko

rzystywany do analiz chromatograficznych. 

Ekstrakty rozdzielano z użyciem chromatografu firmy Beckman (model 

126/166) z prekolumną o wymiarach 4,6 x 10 mm i kolumną o wymiarach 

4,6 x 250 mm (Supelco, wypełnione Ultrasphere C-18). Próbkę nanoszono 

przy użyciu mikrostrzykawki na pętlę o objętości 100 111. Jako eluaty stoso

wano dwa roztwory: 0,05% wodny roztwór kwasu trifluorooctowego (TFA) 

i 50% acetonitryl (ACN) w 0,05% TF A. Rozdział próbki zachodził w liniowym 

gradiencie (0-20%) ACN w 0,05% TFA przez 30 minut, przy przepływie sol

wentów z prędkością 1 ml/min. Przed naniesieniem kolejnej próbki kolumnę 

przemywano ACN przez 5 minut i równoważono TFA przez 9 minut. 

W czasie chromatografii prowadzonej w warunkach kwaśnego pH 

(pH 2-3) związany z peptydami metal oddysocjowuje, a grupy cysteiny, wią

żące ten metal, ulegają redukcji do formy -SH. Dla oznaczenia zawartości grup 

-SH wykorzystano ich reakcję z odczynnikiem Ellmana (kwas 5,5'-ditio-bis-

-2-nitrobenzoesowy, DTNB). Produkty tej reakcji mają barwę żółtą, co po-

zwala wykrywać je spektrofotometrycznie. 

Małe frakcje peptydów, wypływające z kolumny, były kierowane do 

mieszalnika o pojemności 10 111, gdzie doprowadzano (pompa firmy Beck

man, model 1 10) 200 11M DTNB w 0,05 M buforze potasowo-fosforanowym 

(pH 7,6), przepływający przez układ z szybkością 0,5 ml/min. Absorbancję 

produktów reakcji DTNB z grupami -SH mierzono przy długości fali 405 nm 

za pomocą detektora firmy Beckman (model 160). Jakościową analizę chro

matogramów przeprowadzano, porównując czasy retencji identyfikowanych 

pików z czasami retencji mieszaniny wzorców glutationu i fitochelatyn 

n=2-10 (Tukendorf i Rauser 1990, Meuwly i inni 1995). 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



54 3.4. METODY ANALI:..:..1Y:...:CZ=N-=E __________ _ 

3.4.7. Oznaczanie zawartości metali ciężkich (kadmu, ołowiu i miedzi) 

w komórkach Chlorella vulgaris 

Kultury glonów wirowano (4000 rpm, 15  min), a po usunięciu superna

tantu zawiesinę Chlorella vulgaris mineralizowano metodą suchą, która po

legała na spaleniu próbki w piecu muflowym (temperatura 550°C, 5 godzin) 

(Bajguz 2000b, Bajguz i Godlewska-Zylkiewicz 2004). Otrzymaną po mine

ralizacji próbkę w postaci stałej rozpuszczano w HN03, a następnie podda

wano analizie na aparacie do atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS). 

Przygotowano odpowiednie roztwory wzorcowe związków miedzi, kadmu 

i ołowiu. Następnie ustawiano właściwe parametry aparatu AAS: przepływ 

gazów oraz właściwą długość fali dla odpowiedniego metalu: kadm - 228,8 

nm, miedź - 324,7 nm, ołów - 283,3 nm. Przeprowadzano analizę roztwo

rów wzorcowych i zmineralizowanych próbek badanych rozpuszczonych 

w 2 mI HN03. Na podstawie wyników absorbancji, uzyskanych dla prób 

wzorcowych, wykreślano krzywą wzorcową, a z wykresu wzorcowego od

czytywano zawartość analizowanego metalu w próbie. 

3.4.8. Oznaczanie zawartości auksyn w komórkach Chlorella vulgaris 

Kultury glonów wirowano (4000 rpm, 15  min), a po usunięciu superna

tantu zawiesinę Chlorella vulgaris zmrażano w ciekłym azocie i liofilizowa

no przez 48 godzin. Następnie materiał roślinny kruszono w moździerzu, 

a 50 mg zliofilizowanych glonów ekstrahowano w temperaturze 4°C 65% 

2-propanolem w 200 mM buforze imidazolowym (pH 7). Ekstrakty filtro

wano, następnie odparowywano do fazy wodnej i wirowano (5000 rpm, 

10 min) .  Odczyn supernatantu zwiększano do pH 7,0 i ekstrahowano 3-krot

nie z octanem etylu. Następnie odczyn fazy wodnej ustalano na poziomie pH 3 

i ponownie ekstrahowano 3-krotnie octanem etylu. Frakcje organiczne łączo

no, odparowywano do sucha i rozpuszczano w 65% 2-propanolu w 200 mM 

buforze imidazolowym (pH 7). Badane próbki były rozcieńczane w stosunku 

1 :10 wodą destylowaną i podlegały oczyszczeniu na NH2-kolumnie. Do każ

dej z próbek dodawano 100 ng 13C
6
-IAA, 100 ng l3CI-IBA (Cambridge Isotope 

Laboratories, Andover, MA, USA).  Eluaty były poddawane kolejnemu oczysz

czeniu z wykorzystaniem HPLC (solwenty: 1% kwas octowy, metanol; szyb

kość przepływu: 0,7 mI min-l) .  Równocześnie wykonywano chromatografy 

autentycznych standardów auksyn przy długości fali 280 nm z oznaczeniem 

odpowiednich czasów retencji, np. dla IAA w 15,5 min i IBA w 22,7 min. 

Związki były zbierane w odpowiednim czasie i odparowywane do sucha. Eks

trakty podlegały procesowi metylacji z diazometanem, a następnie przeno-
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szono je bezpośrednio do GC-MS (kolumna Durabond-5, 30 m x 0,25 mm; 

temperatura 70°C przez 2 min, ze wzrostem 30°C min-l do 200°C, następnie 

do 230°C ze wzrostem 5°C min-I, ostatecznie do 270°C ze wzrostem 30°C min-l 

przez 5 min). Widmo mas otrzymywano przy napięciu 70 eV. Charakterysty

kę pełnego zestawu jonów dla auksyn od m/z 50 do 500 otrzymywano w ciągu 

0,45 s. Na podstawie uzyskanych widm standardów porównywano widma 

w ekstraktach uzyskanych z prób badanych (Chen i inni 1988).  

3.4.9. Oznaczanie zawartości cytokinin w komórkach Chlorella vulgaris 

Kultury glonów wirowano (4000 rpm, 15  min), a po usunięciu superna

tantu zawiesinę Chlorella vulgaris zmrażano w ciekłym azocie i liofilizowa

no przez 48 godzin. Następnie materiał roślinny kruszono w moździerzu, 

a 50 mg zliofilizowanych glonów ekstrahowano w temperaturze -20°C roz

tworem Bieleskiego (60% MeOH, 25% CHCI
3
, 10% HCOOH, 5% H20). Eks

trakty wirowano (5000 rpm, 10 min), po czym dodawano do supernatantu po 

100 ng zdeuterowanych standardów cytokinin: (2H
6
l -izopentenylo adeniny, 

[2H
5
l -zeatyny, [2H

5
l -dihydrozeatyny, (2H

6
l -izopentenyloadenozyny, [2H

5
l -ry

bozydu zeatyny, [2H
5
l -5'-monofosforanu rybozydu zeatyny, (2H

5
l -7-glukozyd 

zeatyny i [2H
5
l -9-glukozyd zeatyny. Następnie ekstrakty 2-krotnie oczysz

czano przy użyciu chromatografii kolumnowej, w której wykorzystywano 

kolumny Sep-Pack Vac Silica (35 mI, Waters, Milford, USA) i odparowywa

no do fazy wodnej . Ustalano pH ekstraktów do 6,5 ,  by poddać je kolejnemu 

oczyszczaniu z użyciem kolumn DEAE Sefadeks i Sep-Pack CIB' Występują

ce w ekstraktach cytokininy (formy wolne, rybozydy i glukozydy) były wy

mywane z kolumny Sep-Pacl< 5 mI 80% MeOH, po 2-krotnym przemyciu 

5 mI zdejonizowanej wody i 3 mi 10% MeOH. Frakcje eluatów odparowywa

no do sucha w atmosferze azotu. Otrzymane w ten sposób próbki poddawa

ne były analizie jakościowej z wykorzystaniem LC-MS. Z kolei ewentualnie 

występujące w ekstrakcie fosforany cytokinin były wymywane 10 mI 1 M 

NH
4
HC03 z kolumny DEAE Sefadeks. pH próbek neutralizowano i prze

puszczano przez kolumnę Sep-Pack CIB z 8 mI 80% MeOH, następnie od

parowywano w atmosferze azotu do fazy wodnej . Do otrzymanej próbki 

dodawano 4 mI 0 ,1  M Tris (pH 9,6) i kwaśnej fosfatazy (30 min, 37°C). Po 

neutralizacji roztwór poddawano kolejnemu oczyszczaniu przez Sep-Pacl< 

CIB' ewentualne nukleotydy cytokinin były wymywane 5 mI 80% MeOH, 

po 2-krotnym przemyciu 5 mI zdejonizowanej wody i 3 mI 10% MeOH. 

Frakcje eluatów odparowywano do sucha w atmosferze azotu. Otrzymane 

w ten sposób próbki poddawane były analizie jakościowej z wykorzysta

niem HPLC-MS (Lexa i inni 2003). 
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Frakcje cytokinin podlegały analizie przy użyciu HPLC-MS. Próbki 
(10 fll) były nanoszone na kolumnę CIS (Phenomenex, AQUA, 2 mm x 250 
mm, 5 flm) i przemywane 0,001% kwasem octowym i acetonitrylem (5 min 
10% nitryl; 10 min 17% acetonitryl, 10 min 46%, acetonitryl z szybkością 
przepływu 0,2 mI min-l; temperatura kolumny 30°C). Eluaty poddawano ba
daniu, stosując spektrometrię mas z jonizacją przez elektrorozpylanie (220°C, 
+4, 5  kV kapilary, atomosfera azotu) (Lexa i inni 2003). 

3.4.10. Oznaczanie zawartości brassinosteroidów w komórkach 

Chlorella vulgaris 

Kultury glonów wirowano (4000 rpm, 1 5  min), a po usunięciu superna
tantu zawiesinę Chlorella vulgaris zmrażano w ciekłym azocie i liofilizowa
no przez 48 godzin. Następnie materiał roślinny kruszono w moździerzu. 
50 g zliofilizowanych glonów ekstrahowano 2-krotnie z 400 mI mieszaniny 
metanol/chloroform (MeOH-CHCI) (4: 1) ,  po czym dodawano do ekstraktu 
po 100 ng [2H6J brassinolidu, [2H6J kastasteronu, [2H6Jtyfasterolu, (2H6] teaste
ronu, (2H6J 6 -deoksokastasteronu, (2H6J 6 -deoksotyfasterolu i [2H6J 6-deok
soteasteronu (Noguchi i inni 1999). Po odparowaniu metanolu w próżni, 
ekstrakt wytrząsano 3 -krotnie wodą. Związki występujące we frakcji chlo
roformu oczyszczano przy użyciu chromatografii kolumnowej, w której 
kolumny Sep-Pack Vac Silica (35 mI, Waters, Milford, USA) przemywano 
100 mI CHCI3, a wypełnione Sefadeksem LH-20 (200 mI) przemywano 
2% i 7% MeOH w CHCI3• Następnie frakcje MeOH-CHCI3 (4: 1) przepusz
czano przez kolumny Sep-Pack Plus C

l8 (Waters, Milford, USA). Eluaty 
poddawano kolejnemu oczyszczeniu z wykorzystaniem HPLC (Senshu Pak 
Pegasil ODS, 10 x 30 mm + Senshu Pak Pegasil ODS, 20 x 250 mm; Senshu 
S cienti fic , Tokyo) z przepływem 8 mI min-l .  Wykorzystywano acetonitryl 
w stężeniu 70% i 90% do oczyszczenia frakcji z 7% i 2% MeOH. W 7% 
MeOH stwierdzano obecność następujących frakcji brassinosteroidów: bras
sinolidu (Rt 8-10 min), kastasteronu (Rt 12-14 min), teasteronu (Rt 17-20 
min),  tyfasterolu (Rt 26-32 min) i 6-deoksokastasteronu (Rt 38-44 min). 
Z kolei w 2% MeOH stwierdzano obecność następujących frakcji brassino
steroidów: 6-deoksoteasteronu (Rt 32-36 min) i 6-deoksotyfasterolu 
(Rt 48-52 min).  Każda frakcja podlegała analizie z użyciem GC-SIM po prze
kształceniu w lotne pochodne w procesach derywatyzacji: a) bismetanoboro
nacji (frakcje brassinolidu, kastasteronu i 6 -deoksokastasteronu) z użyciem 
kwasu metanoborowego i pirydyny; b) metanoboronacji i trimetylosililacji  
(frakcje teasteronu, tyfasterolu, 6-deoksoteasteronu i 6-deoksotyfasterolu). 
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Charakterystyka zestawu jonów molekularnych dla brassinosteroidów jest 

następująca: brassinolid, m/z 534, 528, 338, 332, 161, 155; kastasteron, m/z 

518, 512, 287, 161, 155; tyfasterol i teasteron, m/z 550, 544, 535, 529; 6-deok

sokastasteron, m/z 504, 498, 489, 483; 6-deoksotyfasterol i 6-deoksoteaste

ron, m/z 536, 530, 521, 515,  215.  Endogenna zawartość brassinosteroidów, 
z wyjątkiem brassinolidu, była obliczana ze stosunku powierzchni piku 

jonu molekularnego standardu do analizowanego związku. Natomiast za

wartość brassinolidu obliczano ze stosunku powierzchni piku fragmentu 

jonów m/z 338 i m/z 332. 

3.4.11. Oznaczanie poziomu enzymatycznych antyoksydantów 

w komórkach Chlorella vulgaris 

Kultury glonów wirowano (4000 rpm, 15 min), a po usunięciu superna

tantu zawiesinę Chlorella vulgaris homogenizowano w temperaturze O-4°C 

w schłodzonym 50 mM buforze fosforanowym zawierającym l mM EDTA

-Na2 i 2% poliwinylopolipyrolidon. Następnie homogenat wirowano (10 000 

rpm, 45 min, 4°C), a supernatant używano do analizy aktywności następują

cych enzymów: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksy

dazy askorbinianowej (APX) i reduktazy glutationowej (GR). 

Oznaczenie aktywności SOD przeprowadzono, stosując metodę spek

trofotometryczną (absorbancja 530 nm), w której hydroksyloamina była 

utleniania do azotynu w temperaturze 25°C (Elstner i Heupel 1976). Z kolei 

aktywność CAT mierzono poprzez spadek absorbancji przy długości fali 

240 nm w temperaturze 25°C. W kuwecie umieszczano 50 mM bufor pota

sowo-fosforanowy (pH 7,0) i 54 mM wodny roztwór nadtlenku wodoru w bu

forze potasowo-fosforanowym (pH 7,0). Reakcje inicjowano, dodając ekstrakt 

enzymatyczny lub roztwór katalazy. Za jednostkę aktywności przyjęto ilość 

enzymu, który w ciągu jednej minuty rozkłada l �mol H202 (Claiborne 1985, 

Ahmad i inni 2000). W celu oznaczenia aktywności APX ekstrakt dodawano 

do mieszaniny reaktywnej zawierającej 0, 1 mM askorbinian, 0,1 mM EDTA 

i 10 mM H202 w 50 mM buforze fosforanowym (pH 7,0). Aktywność APX 

mierzono poprzez spadek absorbancji przy długości fali 290 nm przez okres 

3 minut (Nakano i Asada 1981). Oznaczenie aktywności GR przeprowadzano 

dodając do 200 �l ekstraktu enzymatycznego (50 �l lO mM GSSG, 200 �l 

l mM Na2EDTA, l mI 200 mM buforu potasowo-fosforanowego (pH 8,0» . 

Całość inkubowano przez 5 minut w temperaturze 25°C. Reakcję inicjowano 

przez dodanie 50 �l l mM NADPH. Utlenianie NADPH monitorowano, mie

rząc absorbancję przy długości fali 340 nm (Jablonski i Anderson 1978). 
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3.4.12. Oznaczanie zawartości askorbinianu w komórkach Chlorella 
vulgaris 

10 mI kultury glonu wirowano (4000 rpm, 15 min), a po usunięciu super

natantu zawiesinę Chlorella vulgaris zamrażano w ciekłym azocie. Następnie 

materiał roślinny skruszano w moździerzu i homogenizowano z dodatkiem 

2 mI 6% kwasu 3-chlorooctowego (TCA). Homogenat wirowano (5000 rpm, 

15 min, 4°C), a otrzymany supernatant wykorzystywano do analizy zawar

tości askorbinianu (Kampfenkel i inni 1995) (tabela 3.4) .  

Tabela 3.4. Procedura analizy zawartości askorbinianu 

r--
Etapy 

Związek (mI) 
Próba Próba 

procedur badana odnośnikowa 
r- I Przygotowano ekstrakt rośl inny lub  roztwór stan-

dardowy askorbinianu rozpuszczonego w 0,2 mi  0,2 

6% TCA 

I I  1 0  m M  ditiotreitol (DTI) w 0,2 M buforze fosforano-
0,2 0,2 

wym (pH 7,4) 

6% TCA - 0,2 

0,2 M bufor fosforanowy (pH 7,4) 0,4 0,4 

inku bowano przez 15 minut w temperaturze 42°C w łaźni wodnej 

I I I  0,5% N-etylomaleimid (NEM) 0,2 0,2 

inku bowano przez 1 minutę w temperaturze 25°C 

IV 1 0% TCA 1 ,0 1 ,0 

42% H PO 0,8 0,8 

4% 2,2'-d ip i ridyl w 70% etanolu 0,8 0,8 

3% FeCI 0,4 0,4 

mieszano energicznie 

inku bowano przez 40 minut w temperatu rze 42°C w łaźni wodnej 

V pomiar a bsorbancj i  przy długości fal i  525 nm 
--
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4.1 . 

� � 

OMOWIE N I E  WYNI KOW I DYSKUSJA 

Występowanie i biosynteza brassinosteroidów 
w glonie Chlorella vulgaris 

W niniejszym rozdziale opisano wyniki badań, dotyczących występo

wania BR w komórkach glonu Chlorella vulgaris. Ponadto określono szlak 

biosyntezy BR, jak również zmiany zawartości tych związków pod wpływem 

światła o różnym natężeniu (O - ciemność, 10, 50, 100 i 500 �mola m-2s l 

PAR) i barwie: białej, czerwonej i niebieskiej .  Jednym z celów było wykazanie 

regulatorowej roli światła na biosyntezę tych fitohormonów. 

Ekstrakcję i oczyszczanie BR z komórek glonu Chlorella vulgaris wy

konano poprzez rozdział i odparowywanie do sucha odpowiednich frakcji 

rozpuszczalników oraz zastosowanie technik chromatograficznych. BR eks

trahowano mieszaniną metanol/chloroform. Związki, które występowały we 

frakcji metanolu były oczyszczane przy użyciu chromatografii kolumnowej. 

Z kolei, aby rozdzielić składniki ekstraktu zastosowano wysokosprawną chro

matografię cieczową (HPLC, ang. high performance liquid chromatography) 

oraz chromatografię gazową sprzężoną ze spektrometrią mas (GC/MS, ang. 

gas chromatography/mass spectrometry) (Noguchi i inni 1999). Szczegółowe 

informacje dotyczące metod analitycznych przedstawia rozdział 3.4. 10. 

Przeprowadzone badania własne wykazały, że w komórkach glonu Chlo

rella vulgaris występuje trzynaście BR (ryc. 4.1). Spośród wyizolowanych BR 

dwanaście należy do związków typu C28
, natomiast jeden (28-homoBL) za-
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licza się do typu C29• BR typu C27 
nie stwierdzono w komórkach Chlorella 

vulgaris. Pod względem budowy pierścienia B pięć związków zalicza się do 

typu 6-okso (CS, TY, TE, 3-DT i CT), kolejne pięć związków do typu 6-de

okso (6-deoksoCS, 6-deoksoTY, 6-deoksoTE, 6-deoksoCT i 6-deokso-3-DT), 

a trzy pozostałe związki do typu 7-oksalakton (BL, 24-epiBL i 28-homoBL). 

Z uwagi na zróżnicowanie podstawników w łańcuchu bocznym wyróżniono 

cztery typy BR: pierwszy to 24S-metylo (9 związków: BL, CS, TY, TE, 6-deok

soCS, 3-DT, 6-deoksoTY, 6-deoksoTE i 6-deokso-3-DT), drugi - 24R-metylo 

(1 związek: 24-epiBL), trzeci - 24S-etylo (1 związek: 28-homoBL) i czwarty 

typ, charakteryzujący się brakiem podstawnika w pozycji C-23 (2 związki: 

CT i 6-deoksoCT). Z kolei pod względem ilościowym w komórkach Chlorella 

vulgaris dominuje  CS, zaś naj mniejszą zawartość wykazuje 24-epiBL (tabe

la 4. 1). 

Dotychczas stwierdzono obecność brassinosteroidów (BR) jedynie 

u trzech gatunków roślin niższych. Z komórek zielenicy płóczni sieciowa

tej (Hydrodictyon reticulatum) wyizolowano jedynie 24-epiCS i 28-homoCS 

(Yokota i inni 1987). Z kolei z kultur komórkowych porostnicy wielokształt

nej (Marchantia polimorpha) wyizolowano trzy BR, tzn. TE, 3-DT i TY (Park 

i inni 1999). Natomiast w skrzypie polnym (Equisetum arvense) stwierdzono 

obecność czterech związków, a mianowicie: dolichosteronu, 28-norCS, CS 

i 28-norBL (Takatsuto i inni 1990). Ogólnie wykryto obecność dziewięciu 

różnorodnych hormonów steroidowych, wśród których dominuje osiem BR 

typu 6-okso i jeden związek należący do typu 7-oksalakton, tj . 28-norBL (Baj

guz i Tretyn 2003a, b). 

Biorąc pod uwagę liczbę trzynastu wyizolowanych BR z komórek glonu 

Chlorella vulgaris, roślina ta jest jedną z bardziej zasobnych w steroidowe 

hormony roślinne. Najwięcej BR posiadają tylko niedojrzałe nasiona fasoli 

zwykłej (Phaseolus vulgaris) (25 związków), barwinek różyczkowy (Catharan

thus roseus) (19 związków) czy Arabidopsis thaliana (18 związków) (Baj guz 

i Tretyn 2003a, b, Bajguz 2005). Na uwagę zasługują  dwa BR wyizolowane 

z komórek Chlorella vulgaris - 24-epiBL i 28-homoBL, które są metabolitami 

BL. Na tej podstawie można sądzić, że w Chlorella vulgaris, obok typowych 

związków biosyntezy BR, występują również produkty przemian BL, który 

uległ reakcji epimeryzacji i metylacji w pozycji C-24. 
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Ryc. 4. 1. Wzory strukturalne brassinosteroidów wyizolowanych z glonu Chlorella vulgaris 
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§L ___ 4_. �STĘPOWANIE  I BIOSYNTEZA BRASSINOSTEROIDÓW W GLONIE CHLORELLA VULGARIS 

Tabela 4. 1 .  Zawartość brassinosteroidów w komórkach glonu Chlorella vulgaris 

I Nazwa związku 
Zawartość 

(fg kom-') 

Kastasteron (CS) 0,329 

6-Deoksokatasteron (6-deoksoCT) 0,267 

Tyfastero l (TY) 0,251 

6-Deoksokastasteron (6-deoksoCs) 0,223 

Teasteron (TE) 0,1 91 

3-Dehydroteasteron (3-DT) 0,1 73 

6-Deoksoteasteron (6-deoksoTE) 0,1 5 1  

6-Deoksotyfasterol (6-deoksoTY) 0,1 29 

Katasteron (CT) 0,1 04 

28-Homobrassinol id (28-homoBL) 0,1 01 

6-Deokso-3-dehydroteasteron (6-deokso-3-DT) 0,095 

Brassinol id (B L) 0,085 

24-Epibrassinol id (24-epiB�) 0,062 

Biosynteza steroli roślinnych może zachodzić równolegle dwoma 

szlakami lub jednym z nich - niemewalonowym i/lub mewalonowym 

(Lichtenthaler 2000, Schwender i inni 2001). W glonie Chlorella vulgaris bio

synteza steroli przebiega wyłącznie poprzez szlak niemewalonowy (Bajguz 

i Asami 2004) .  Jednym z pośrednich dowodów na istnienie tego szlaku jest 

brak reakcji komórek Chlorella vulgaris na działanie specyficznego inhibito

ra - mewinolinu (Mev) (ryc. 4.2, tabela 4.2) - reakcji hydroksymetyloglutary

lo�CoA (HMG �CoA) w kwas mewalonowy (MVA) (ryc. 4. 3). 

CI CI 

brassinazol (Brz) Brz2001 klomazon 

H 
H0Yr0 

° 
H 

mewinol in 

Ryc. 4.2.  Wzory strukturalne inhibitorów biosyntezy brassinosteroidów (brassinazol, Brz 
2001), szlaku niemewalonowego (klomazon) i mewalonowego (mewinolin) 

Miejsce działania tych związków zaznaczono na rycinach 4.3 i 4.5 .  
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3-fosfoglicerynowy; HMBPP, difosforan 4-hydroksymetylo-
butenylu; HMG-CoA, hydroksymetyloglutarylo-CoA; IPP, 
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Nazwy enzymów zapisano czcionką pochyloną. Przedsta
wiono reakcje blokowane przez specyficzne inhibitory - klo
mazan, bras sina zol i nieblokowane - przez mewinolin 

cytokininy F P P  l 
fitosterole 

brassi nosteroidy 

Ryc. 4.3. Uproszczony niemewa
lonowy szlak biosyn
tezy steroli roślinnych 
w glonie Chlorella vul
garis (wg Bajguz i Asami 
2004) 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



Tabela 4.2. Porównanie liczby komórek Chlorella vulgaris w kulturach traktowa
nych mewinolinem (Mev) illub brassinolidem (BL) w odniesieniu do 
kultur kontrolnych (106 komórek mP; P<O,05; n=20; wartość średnia 
± SE) 

--
Stężenie 24 godz. 48 godz. 

O (kontrola) 1 , 17  ± 0,Q2 2,02 ± 0,Q2 

1 0 8 M Bl 3,17 ± 0,02 5,1 9 ± 0.03 

1 0 7 M Mev 1 , 1 5  ± 0,03 2,01 ± 0.03 

1 0-7 M Mev + 1 0-8 M Bl 3,1 8 ± 0,02 5,21 ± 0.03 

1 0-6 M Mev I 1 ,21 ± 0,03 2,07 ± 0,Q2 --
1 0-6 M Mev + 1 0-8 M Bl  3,1 5 ± 0,01 5,1 2 ± 0,Q2 

1 0 5 M Mev 1 ,25 ± 0,02 2,09 ± 0,02 

1 0 5 M Mev + 1 0 8 M Bl 3,1 4 ± 0,Q2 5,09 ± 0.03 

Związkami wyjściowymi szlaku niemewalonowego są pirogronian i alde

hyd 3-fosfoglicerynowy, przekształcane w l-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforan 

(ryc. 4. 3). Inhibitorem tej reakcji jest klomazon (Clo) (ryc. 4.2) ,  którego hamu

jący wpływ na wzrost glonu Chlorella vulgaris został przedstawiony na rycinie 

4.4. Clo wykazuje największe zahamowanie liczby komórek Chlorella vulgaris 

w stężeniu 10-5 M w 48. godzinie hodowli. Najmniejszą aktywnością inhibi

cyjną Clo charakteryzuje się w stężeniu 10-7 M. Niezależnie od zastosowanego 

stężenia Clo kultury glonów równolegle poddane działaniu 10-8 M BL cechuje 

odwrócenie hamującego działania tego inhibitora. Dochodzi do zwiększenia 

liczby komórek glonu. 

E � '" f! -o E o .:ot 
IV .rJ N u 
:::; 
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5,0 
Bl 

4,5 - o- 10.6 M BL + Clo 
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2,5 

2,0 �-- - - - - - - - - - - -- - - -
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Stężenie molowe klomazonu 

Ryc. 4.4. Wpływ klomazonu (Clo) na liczbę komórek glonu Chlorella vulgaris 
w odniesieniu do kultur kontrolnych i traktowanych brassinolidem 
(BL) w stężeniu 10-8 M w 48. godzinie hodowli (SE < 5%) 
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1-Deoksy-D-ksylulozo-5-fosforan, poprzez szereg reakcji, tworzy pirofos

foran izopentenylu (IPP), czyli aktywny izopren, który częściowo przekształ

ca się w dimetyloallilopirofosforan (DMAPP) (ryc. 4.3) .  Następnie DMAPP, 

łącząc się z cząsteczką ATP lub ADP, poprzez szereg związków prowadzi do 

powstania cytokininy - zeatyny, występującej w dwóch formach izomerycz

nych: trans i cis (zob. rozdział 4. 3). Ponadto poprzez syntezę IPP i DMAPP 

tworzy się farnezylodifosforan (FPP), którego dwie cząsteczki łączą się 

w obecności swoistej ligazy w skwalen - 30-węglowy węglowodór (Baj guz 

i Asami 2004, 2005). Skwalen ulega przemianie do cykloartenolu, następ

nie do desmosterolu, który w wyniku uwodornienia tworzy cholesterol, jako 

związek wyjściowy w biosyntezie BR typu C27• Z kolei w wyniku metylacji 

podwójnego wiązania, f..24(25), w łańcuchu bocznym cykloartenolu tworzy 

się cykloaudenol, cyklosadol i 24-metylenocykloartanol, który w wyniku 

kolejnej metylacji tworzy 24-metylenocholesterol oraz izofukosterol. Epime

ryzacja 24-metylenocholesterolu do 24-metylodesmosterolu i jego uwodor

nienie powoduje przekształcenie się w kampesterol - związek prekursorowy 

w biosyntezie BR typu C28 (Fujioka i inni 2002, Fujioka i Yokota 2003, Bajguz 

i Asami 2004, 2005). 

U wielu roślin biosynteza BR rozpoczyna się poprzez wielostopniowy ciąg 

reakcji kampestanolu, który rozgałęzia się na tzw. wczesny i późny szlak C6 

utleniania. Badania własne potwierdziły jednoczesne występowanie obu szla

ków biosyntezy BR w glonie Chlorella vulgaris (ryc. 4.5). W obu przypadkach 

dochodzi do powstania CS, związku będącego bezpośrednim prekursorem 

BL. W szlaku wczesnego C6 utleniania kampestanol (CN) jest hydrolizowany 

w pozycji C-6 do 6a-hydroksykampestanolu (6-0H-CN). Następnie powsta

ły związek ulega utlenianiu do 6-oksokampestanolu (6-oksoCN), który po 

hydroksylacji w pozycji C-22 daje pierwszy BR, obecny w kulturach Chlo

rella vulgaris - katasteron (CT), czyli 6-deokso-22a-hydroksyCN. Związek 

ten ulega hydroksylacji, zachodzącej w pozycji węgla C-23, tworząc TE, który 

w wyniku utleniania katalizowanego przez dehydrogenazę TE jest prze

kształcany w 3-DT. Z kolei redukcja w pozycji C-3 z udziałem reduktazy 

3-DT powoduje powstanie TY. Następnie TY, w wyniku hydroksylacji w po

zycji C-2, ulega przemianie do CS. Ogólna zawartość BR w komórkach Chlo

rella vulgaris, dotycząca związków charakterystycznych dla szlaku wczesnego 

C6 utleniania, wynosi 1,048 fg kom! (tabela 4.3). 
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Ryc. 4.5. Szlak biosyntezy brassinosteroidów w komórkach glonu Chlorella vulgaris 
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Tabela 4.3. Zawartość brassinosteroidów w komórkach glonu Chlorella vulgaris nie
traktowanych i traktowanych inhibitorem biosyntezy brassinosteroidów 
- brassinazolem 

r- Zawartość brassinosteroidów (fg kom-l) 

Nazwa związku I - Brz + Brz (1 O-s M) 
6-0eoksoCT 

f------
0,267 Om8 

6-0eoksoTE 0,1 51  0,044 

6-0eokso-3-0T 0,095 0,027 
r-----

6-0eoksoTY 0,1 29 0,052 

6-0eoksoCS 0,223 0,066 r-----
Ogółem związki szlaku późnego C6 utleniania: 0,865 0,267 

I Katasteron (CT) 0,104 0,043 

Teasteron (TE) 0,1 91 0,077 

3-0ehydroteasteron (3-0T) 0,1 73 0,046 

Tyfasterol (TY) 0,251 0,097 _ _  

Kastasteron (CS) 0,329 0,1 21 

Ogółem związki szlaku wczesnego C6 utleniania: 1 ,048 0,384 

Brassinol id (BL) I 0,085 I ° 

W Chlorella vulgaris deoksoCT powstaje poprzez bezpośrednie prze

kształcenie się z kampestanolu (C N) (szlak późnego C6 utleniania) .  Po prze

kształceniu się 6-deoksoCT w 6-deoksoTE zachodzi proces 3-epimeryzacji 

do 3-dehydro-6-deoksoTE, który przechodzi w 6-deoksoTY. Reakcje te wy

kazują podobieństwo do przemian TE w szlaku wczesnego C6 utleniania. 

Następnie 6-deoksoTY jest przekształcany w 6-deoksoCS, który poprzez 

utlenianie w C-6 daje  CS. Ogólna zawartość BR w komórkach Chlorel

la vulgaris związków szlaku późnego C6 utleniania wynosi 0,865 fg kom-l . 

Najaktywniejszym hormonem jest 6-deoksoCT, którego zawartość wynosi 

0,267 fg kom-1 (tabela 4. 3). W wielu roślinach przemianie 6-deoksoCS w CS 

towarzyszy dodatkowo proces hydroksylacji, w wyniku którego tworzy się 

związek pośredni 6a-OH-CS. Jednak z komórek Chlorella vulgaris nie udało 

się wyizolować tego związku. Przyczyną jest zbyt niskie stężenie tego związ

ku poniżej poziomu detekcji. Przekształcenie CS w BL odbywa się poprzez 

reakcję typu Baeyer-Villigera - wstawienie atomu tlenu w pierścień B pomię

dzy atomy węgla C-6 i C-7. Zawartość BL w komórkach Chlorella vulgaris jest 

naj niższa ze wszystkich wyizolowanych związków wchodzących w reakcje 
biosyntezy BR (tabela 4.3). 

Przemiana CS w BL została dotychczas stwierdzona wyłącznie w kultu
rach komórkowych (Suzuki i inni 1993, 1994a, b, Fujioka i inni 1995b, 2000b) 

i sadzonkach barwinka różyczkowego (Catharanthus roseus) (Yokota i inni 

1990, Suzuki i inni 1994b, 1995a, b), sadzonkach tytoniu (Nicotiana taba-
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Ryc. 4.6. Wpływ brassinazolu (Brz) na liczbę komórek oraz zawartość chlorofili, cukrów 
i białka w glonie Chlorella vulgaris w odniesieniu do kultur kontrolnych i trakto
wanych brassinolidem w 48. godzinie hodowli (SE < 5%) 
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cum), ryżu siewnego (Oryza sativa) (Suzuki i inni 1995a, b) i Arabidopsis 
thaliana (Kim i inni 2005). Spośród naturalnie występujących BR wykazano, 
że BL jest najbardziej aktywnym biologicznie związkiem (zob. rozdział 4.2). 

Dowodzi to, że BL z 6-okso-7-oksa grupą laktonową w pierścieniu B jest koń

cowym produktem szlaku biosyntezy BR. 

Specyficznym inhibitorem biosyntezy BR w Chlorella vulgaris jest syn

tetyczny analog chemiczny paklobutrazolu, 4-(4-chlorofenylo)-2-fenylo

-3-(1,2,4-triazoilo)butan-2-ol - brassinazol (Brz) (Asami i Yoshida 1999). 

Związek ten blokuje proces utleniania BR w pozycji C-22 w szlaku wczesnego 

(6-oksoCN w CT i CT w TE) oraz późnego (CN w 6-deoksoCT i 6-deok

soCT w 6-deoksoTE) C6 utleniania (tabela 4. 3) .  Po jego dodaniu do pożywki 

dochodzi do około 70% zmniejszenia zawartości BR w komórkach Chlorel

la vulgaris. Ponadto kultury glonu traktowane przez Brz w zakresie stężeń 

10-7_10-5 M charakteryzują się zahamowaniem wzrostu i rozwoju (ryc. 4.6). 

Z kolei stężenia poniżej 10-7 M Brz nie wywierają żadnego efektu inhibicyj

nego, ponieważ liczba komórek kultur narażonych na działanie Brz była 

zbliżona do kultur kontrolnych (danych nie przedstawiono). Brz wykazuje 

najbardziej inhibicyjny wpływ na liczbę komórek Chlorella vulgaris pod 

wpływem stężenia 10-5 M. Zastosowanie mieszaniny Brz i 10-8 M BL spowo

dowało zniesienie hamującego działania inhibitora. Niezależnie od użytego 

stężenia Brz zaobserwowano działanie stymulujące na liczbę komórek Chlo

rella vulgaris w porównaniu do kultur kontrolnych. Podobny efekt działania 

Brz stwierdzono, badając zawartość chlorofili, cukrów i białka. Najsilniej 

hamująco oddziałuje  Brz w stężeniu 10-5 M, najsłabiej w 10-7 M. Efekt inhibi

cyjny był znoszony przez dodanie BL do kultur glonu. 

Regulacja biosyntezy BR w glonie Chlorella vulgaris poprzez działanie 

światła o zróżnicowanym natężeniu oświetlenia i barwie została przedstawiona 

w rozdziale 4.4. 

Na podstawie wyników uzyskanych w tej części badań wyciągnięto 

następujące wnioski: 

1. W komórkach glonu Chlorella vulgaris stwierdzono występowanie 

następujących brassinosteroidów: brassinolid, 24-epibrassinolid, 28-

-homobrassinolid, teasteron, 3-dehydroteasteron, 6-deokso-3-dehy

droteasteron, 6-deoksoteasteron, tyfasterol, 6-deoksotyfasterol, kata

steron, 6-deoksokatasteron, kastasteron, 6-deoksokastasteron; 

2. Biosynteza BR w Chlorella vulgaris zachodzi poprzez niemewalonowy 

szlak biosyntezy steroli, dla porównania w roślinach wyższych przez 

mewalonowy i/lub niemewalonowy szlak biosyntezy steroli; 
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3. W komórkach Chlorella vulgaris występują równolegle dwa szlaki 
biosyntezy BR: późny i wczesny C6 utleniania, dominującym okazał 

się szlak wczesnego C6 utleniania; 

4. Intensywność światła była regulatorem biosyntezy BR w Chlorella 

vulgaris: 
• wraz ze wzrostem natężenia oświetlenia (0-100 Jlmola m-2s-1 PAR) 

zwiększała się zawartość BR; 
• wysokie natężenie oświetlenia (500 Jlmola m-2s-1 PAR) spowodo

wało obniżenie się zawartości BR; 
• w ciemności nie stwierdzono obecności BL, co oznacza że światło 

inicjuje przemianę CS w BL (zob. rozdział 4.4) ; 

5. Barwa światła (białe, niebieskie, czerwone) była regulatorem biosyn

tezy BR w Chlorella vulgaris: 
• niezależnie od zastosowanego rodzaju światła szlaki późnego 

i wczesnego C6 utleniania przebiegają równolegle, przy czym do

minującym był również szlak wczesnego C6 utleniania; 
• światło białe było stymulatorem przemiany CS w BL; 
• światło czerwone i niebieskie było inhibitorem przemiany CS 

w BL, egzogenne podanie BL kulturom Chlorella vulgarisJ rosną

cym wyłącznie na świetle czerwonym, spowodowało odblokowa

nie tej przemiany (zob. rozdział 4.4) . 

4.2.  Wpływ brassinosteroidów na wzrost Chlorella 
vulgaris 

W niniejszym rozdziale przedstawiono wpływ brasssinosteroidów (BR) 

na wzrost glonu Chlorella vulgarisJ wyrażony liczbą komórek w stałej ob

jętości pożywki. Pozostałe parametry takie, jak: wypływ protonów z komó

rek do pożywki (pH), komórkowa zawartość kwasów nukleinowych, białek, 

chlorofili, karotenoidów, cukrów, fosforu organicznego i nieorganicznego 

oraz wydzielanie pozakomórkowe białek, cukrów, kwasu glikolowego oraz 

intensywność procesu fotosyntezy, zostały szczegółowo zaprezentowane 

w pracy doktorskiej (Bajguz 1997) oraz związanych z nią artykułach (Bajguz 

i Czerpak 1996, 1998, Bajguz 2000a). 

W pierwszej fazie badań zastosowano BR, należące do dwóch typów 

związków, a mianowicie 7 -oksalakton (brassinolid, BL; 24-epiBL; 28-homoBL) 

i 6-okso (kastasteron, CS; 24-epiCS; 28-homoCS). Kultury glonu, kontrolne 
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Ryc. 4.7. Wpływ optymalnego stężenia brassinosteroidów na wzrost Chlo
rella vulgaris w trakcie n-godzinnej hodowli (SE < 5%) 

i traktowane 10-8 M BL, poddano n-godzinnej hodowli, a pomiary liczby 

komórek wykonywano co 12 godzin (ryc. 4.7). Dane dotyczące optymalne

go stężenia oparto na równolegle przeprowadzonych doświadczeniach z BR 

w zakresie stężeń 10-15_10 6 M w czasie 48-godzinnej hodowli (ryc. 4.8). 

Zmiany w liczebności komórek Chlorella vulgaris w warunkach kontrolnych 

następują stopniowo wraz z upływem czasu hodowli. Największy przyrost 

liczby komórek odnotowano w trzeciej dobie hodowli, zwłaszcza pomiędzy 60. 

a n. godziną. Krzywa wzrostu nie miała tu "klasycznego" kształtu. Nato

miast BL i 24-epiBL naj efektywniej działały w pierwszej dobie hodowli, 

a krzywa wzrostu kultur poddanych działniu tych BR charakteryzuje się 

"klasycznym" przebiegiem. Z uzyskanych danych wynika również, że najbar

dziej stymulujący wpływ na wzrost i rozwój glonu Chlorella vulgaris wywie

rały wszystkie BR w stężeniu 10-8 M w 48. godzinie hodowli. BR stosowane 

w optymalnym dla rozwoju stężeniu wykazały 2-3-krotny wzrost liczby 

komórek glonu. Największą aktywność wykazywał BL, zaś najmniejszą ak

tywnością charakteryzował się 28-homoCS. Pod wpływem 10-8 M BR po

między 12.  a 48. godziną trwania hodowli liczba komórek Chlorella vulgaris 

wzrastała liniowo. Z kolei pomiędzy 48. a n. godziną działania BR zaobser

wowano wyłącznie nieznaczny przyrost liczby komórek, który spowodowany 

był zahamowaniem tempa podziałów komórkowych. Zjawisko to nosi nazwę 

fazy stagnacji, która w warunkach kontrolnych pojawia się dopiero po 168 

godzinach, czyli 7 dniach hodowli (dane nie prezentowane). 
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Ryc. 4.8. Wpływ różnych stężeń brassinosteroidów na wzrost Chlorella vulgaris podczas 
48-godzinnej hodowli (SE < 5%) 

Do dalszych eksperymentów z kulturą glonu Chlorella vulgaris, poddaną 

działaniu różnych czynników hormonalnych i stresowych wybrano stężenie 

10-8 M BL, niekiedy 10-8 M CS oraz 48. godzinę okresu ich działania (zob. 

rozdziały 4.3-4.6). 

Skrócenie cyklu rozwojowego oraz 2-3-krotne przyspieszenie jego prze

biegu w ciągu 48 godzin hodowli glonu sugeruje, że następuje zwiększenie 

tempa procesu transkrypcji i translacji (Baj guz i Czerpak 1998). Mechanizm 
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działania hormonów roślinnych jest związany z powstaniem kompleksu hor

mon-receptor komórkowy. Badanie kinetyki odpowiedzi hormon-receptor 

pozwoliło na wyróżnienie tzw. odpowiedzi szybkich, rozpoczynających się 

w bardzo krótkim czasie po potraktowaniu hormonem kultur roślinnych oraz 

odpowiedzi powolnych, których czas reakcji następuje po dłuższym okresie, 

zwykle mierzonym w dziesiątkach minut lub w godzinach. W odpowiedziach 

szybkich kompleks hormon-receptor uczestniczy bezpośrednio w realizacji 

regulowanego procesu. Natomiast w odpowiedziach powolnych powsta
nie tego kompleksu inicjuje funkcjonowanie łańcucha transdukcji sygnału, 

w następstwie którego dochodzi do modyfikacji selektywnej ekspresji genów, 

które kodują białka, uczestniczące w aktywacji procesu fizjologiczno-bio

chemicznego rośliny (Lewak 1995, Davies 2004). Silne oddziaływanie BR na 

wzrost glonu można tłumaczyć w oparciu o kwasową teorię wzrostu, która 

zakłada, że w plazmolemie zlokalizowana jest pompa protonowa aktywowa

na przez BR. Hormony te inicjują kaskadę reakcji: transport aktywny jonów 

wodorowych z komórki do apoplastu, czego następstwem jest zakwaszenie 

ściany komórkowej. Spadek pH wpływa na rozluźnienie struktury micelarnej, 

czemu towarzyszy wzrost ciśnienia turgorowego. W konsekwencji następuje  

zwiększenie wielkości komórek glonu (Rayle i CIeland 1992, Bajguz i Czerpak 

1996). Jest to jeden z czynników powodujących gigantyzm komórek macie

rzystych (ryc. 4.9), których wielkość pod wpływem różnorodnych BR została 

przedstawiona w tabeli 4.4. Największy 2,5-krotny wzrost objętości komórek 

zachodzi pod wpływem 10-8 M BL Prawie 2-krotny wzrost wielkości komó

rek uzyskano, stosując 10-8 M 24-epiBL i 28-homoBL Niewielkie zmiany 

w objętości komórek stwierdzono w kulturach traktowanych pochodnymi CS. 

Tabela 4.4. Średnica komórek gigantycznych Chlorella vulgaris (f!m) w 48. godzinie działa
nia brassinosteroidów 

BR typu 7-oksalakton BR typu 6-okso 
tężenie 

CS I 24-epiCS Bl 24-epiBL 28-homoBL 28-homoCS 

O 24 24 24 24 � 24 24 

1 0 ' M  l 60 51  45 39 I 34 29 
-- --- - � --

BR, posiadające 7-oksalakton w pierścieniu B (np. 24-epiBL, 28-homoBL), 

wykazują wyższą aktywność niż ich 6-ketonowe odpowiedniki, tzn. 24-epiCS 

i 28-homoCS. Położenie grupy metylowej w pozycji C-24S (np. 24-epiBL, 

24-epiCS) wpływa na podwyższenie aktywności biologicznej w stosunku do 
BR typu C29 (np. 28-homoBL, 28-homoCS). Ponadto BR z bocznym łańcuchem 
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stigmastanu (np. 28-homoBL, 28-homoCS i ich analogi) charakteryzują się 

większą aktywnością niż BR z łańcuchem ergostanu (np. 24-epiBL, 24-epiCS 

i ich analogi). Wyjątek stanowi 22S,23S-24-epiBL, który jest bardziej aktyw

ny biologicznie niż 22S,23S-28-homoBL (Brosa 1999). Zmianę aktywności 

biologicznej w zależności od struktury chemicznej BR stwierdzono również 

u roślin naczyniowych, tj . pomidora (Lycopersicon esculentum) i ryżu siew

nego (Oryza sativa) . Wykazano, że przyłączenie kolejnej grupy metylowej do 

węgla C-24 w bocznym łańcuchu alifatycznym powoduje osłabienie aktyw

ności BL (Roddick 1994). 

A. f.\ -+ 0 -+ ®:�:. --ł'- ®. . ---ło> 0�. \J '\LY ' • ' f.\ C':\ 
• � J  komórka 
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ł 
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� 

ciała palmeloidowe 

komórki potomne 
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Ryc. 4.9. Cykl rozwojowy komórek Chlorella vulgaris nietraktowanych (A) i traktowa
nych (B) egzogennymi brassinosteroidami 
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Regulacja cyklu komórkowego polega na uruchamianiu kaskadowych re

akcji fosforylacji i defosforylacji charakterystycznych białek, prowadzonych 

z określonymi kinazami i fosfatazami (ryc. 4. 10). W regulacji cyklu komór

kowego biorą udział cykliny i zależne od nich kinazy białkowe (CDK) (D'A

gostino i Kieber 1999, Horvath i inni 2003) . Wpływ na podziały komórkowe 

posiadają hormony roślinne takie, jak: auksyny (AX), BR, cytokininy (CK), 

gibereliny (GA), kwas abscysynowy (ABA) i kwas jasmonowy (JA).  Po za

kończeniu mitozy CDK, występująca w formie nieaktywnej ,  ulega aktywacji 

w trakcie fazy G
l 

w wyniku przyłączenia odpowiednich cyklin (CYC), dy

socjacji białka inhibitorowego CDK (ICK). Ekspresję ICK może indukować 

ABA. Kompleks CycD-CDK bierze udział w hiperfosforylacji białka Rb (ang. 

retinoblastoma), które po modyfikacji nie tworzy kompleksów z czynnikiem 

elongacyjnym E2F. Dzięki temu wolny E2F jest zdolny do indukcji ekspresji 

genów niezbędnych do wejścia komórki w fazę S. BR indukuje ekspresję genu 
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Ryc. 4.10. Kontrola cyklu komórkowego u roślin przez cykliny i kinazy zależne od cyklin 

(wg Horvath i inni 2003, zmodyfikowano) 

Objaśnienia skrótów w tekście 
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CycD3, kodującego cykliny, które - aktywując odpowiednie kinazy - kontro

lują przejście komórki z fazy Gl do S w mutacie det2 i brU Arabidopsis thali

na (Hu i inni 2000). Podobną stymulacją cechują się cytokininy z tą różnicą, 

że działanie BR nie wynika z modyfikacji istniejących białek, lecz wymaga 

syntezy nieizdentyfikowanego peptydu. BR mogą również kontrolować drugi 

tzw. punkt krytyczny cyklu mitotycznego, który występuje na granicy faz G2 
i M. W etiolowanych siewkach Arabidopsis pod wpływem BR stwierdzono 

wzrost ekspresji genu CDC2b, którego białko wykazuje zdolność do wiąza

nia się z cyklinami. Jednak w jego łańcuchu polipeptydowym nie występuje 

sekwencja aminokwasowa PSTAIRE, charakterystyczna dla CDK. Interesu

jące, lecz nie do końca poznane wydaje się współdziałanie BR z cytokininami 

i auksynami na przebieg i regulację cyklu komórkowego. 

Prawdopodobnie BR wraz z auksynami i cytokininami pobudzają syntezę 
i aktywność specyficznej kinazy p34cdc2, która reguluje proces endoreplikacji 

DNA oraz kontroluje przejście fazy G2 w M podczas cyklu komórkowego (Hu 

i inni 2000, Horvath i inni 2003). Dochodzi do aktywacji polimerazy DNA a 
i 8 replikującej chromosomowy DNA. Do tego procesu wzmaga się aktywność 

polimerazy {3, uczestniczącej w procesie naprawy nowo zsyntetyzowanej nici 

DNA. Stymulacja aktywności polimeraz przez cytokininy odbywa się na dro

dze posttranslacyjnej obróbki cząsteczki białka. Wzrostowi poziomu endore

plikacji towarzyszy również wzmożona synteza wszystkich rodzajów RNA 

i białek. Zwiększenie zawartości DNA jest skorelowane z powiększeniem się 

zarówno objętości jąder komórkowych, jak i samych komórek (Nicolov 1997). 

Podobną zależność stwierdzono w komórkach Chlorella vulgaris traktowa

nych BR charakteryzującymi się wzrostem zawartości DNA na komórkę, 

z jednoczesnym 2-2,5-krotnym zwiększeniem ich średnicy (Bajguz 2000a). 

Jednakże nie musi występować bezpośredni związek przyczynowo-skutko

wy pomiędzy zawartością DNA a wielkością komórek. Może dochodzić do 

wzrostu liczby kopii (poprzez endoreplikację) genów, które odpowiadają za 

przyspieszenie metabolizmu i proliferacji komórek. 

Na podstawie wyników uzyskanych w tej części badań wyciągnięto 

następujące wnioski: 

1. Brassinosteroidy zastosowane w zakresie stężeń 10-15_ 10-6 M osiągały 

optymalne działanie w stężeniu 10-8 M; 

2. n-godzinna hodowla kultur glonu traktowana brassinosteroidami ce

chowała się dwiema fazami wzrostu Chlorella vulgaris: logarytmiczną 

- pomiędzy 12. a 48. godziną i stagnacji - pomiędzy 48. a 72. godziną. 

Kultury kontrolne wykazały jedynie fazę wzrostu logarytmicznego; 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



_______ � _______ ��MÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA ---------- --___ 71 

3. Pod wpływem brassinosteroidów uaktywniły się nowe formy rozrod

cze w cyklu komórkowym Chlorella vulgaris o kilkakrotnie większej 

średnicy, a mianowicie komórki "giganty" i ciała palmeloidowe, co 

prowadziło do szybkiego zwiększenia liczby komórek; 

4. Szereg aktywności biologicznej zastosowanych brassinosteroidów 

przedstawiał się następująco: brassinolid > 24-epibrassinolid > 28-ho

mobrassinolid > kastasteron > 24-epikastasteron > 28-homokastaste

ron; 

5. Największą aktywność biologiczną posiadały brassinosteroidy o na

stępującej budowie chemicznej :  7 -oksalakton w pierścieniu B, połą

czenie trans pierścieni A/B, grupy hydroksylowe w położeniu 2a,3a 

w pierścieniu A, konfiguracja RR grup hydroksylowych w pozycj i C-22, 

C-23 w łańcuchu bocznym, podstawniki metylowe lub etylowe w po

zycji C-245. 

4.3. Współdziałanie brassinosteroidów z auksynami 
i cytokininami na ich endogenną zawartość, 
wzrost i biochemizm glonu Chlorella vulgaris 

Aktywność biologiczna hormonów roślinnych oraz specyficzne odpo

wiedzi tkankowe są związane z ich stężeniem komórkowym oraz wzajemny

mi stosunkami ilościowymi fitohormonów. Aby utrzymać właściwy poziom 

aktywnych hormonów, rośliny wykształciły skomplikowany mechanizm re

gulacji, który jest podatny na sygnały środowiskowe. Działanie fitohormonów 

zasadniczo polega na regulacji metabolizmu kwasów nukleinowych i białek 

poprzez ich wpływ na procesy replikacji, transkrypcji i translacji (Weyers 

i Paterson 2001, Davies 2004). Na intensywność procesów metabolicznych 

substancje wzrostowe mogą wpływać stymulująco bądź hamująco. Wła

ściwości te zależą przede wszystkim od ich budowy chemicznej ,  struktury 

przestrzennej, stężenia, powinowactwa do odpowiednich receptorów, przy

należności roślin, ich stanu fizjologicznego i metabolicznego, a także od 

warunków środowiskowych, np. temperatury, światła, pH, składników mi

neralnych czy stężenia CO2 (Kacperska 1995, 2002) . Zawartość endogenna 

hormonu jest wynikiem złożonych procesów metabolicznych takich, jak: 

biosynteza, koniugacja i degradacja oraz transport hormonu. Procesy te 
podlegają skoordynowanej regulacji, zapewniającej homeostazę hormonal

ną, istotną dla prawidłowego funkcjonowania rośliny. Fitohormony mogą 
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wzajemnie na siebie oddziaływać, zwiększając lub zmniejszając intensyw

ność procesów biologicznych lub wywoływać przeciwstawne działanie na ten 

sam proces. Stąd też wyróżnia się następujące rodzaje współdziałania: addy

tywne, synergistyczne czy antagonistyczne (Weyers i Paterson 2001, Davies 

2004, DeI Pozo i inni 2004). 

Występowanie auksyn i cytokinin w organizmach roślinnych jest po

wszechne (Davies 2004). Główną naturalną auksyną jest kwas indolilo-3-

-octowy (lAA),  który charakteryzuje się największą aktywnością biolo

giczną. Ponadto stwierdzono szereg pochodnych IAA takich, jak: aldehyd 

indolilo-3-octowy, nitryl kwasu indolilo-3-octowego, indolilo-3-acetamid, 

kwasy: indolilo-3-propionowy, indolilo-3-pirogronowy, indolilo-3-mlekowy, 

indolilo-3-glikolowy, indolilo-3-karboksylowy oraz estry metylowe i etylo

we IAA, których aktywność biologiczna jest mniejsza w porównaniu z IAA 

(Normanly 1997, Jakubowska 2004). Auksyny mogą występować w postaci 

wolnej, czyli aktywnej metabolicznie lub związanej estrowo, glikozydowo lub 

kompleksowo w połączeniu z alkoholami, cukrami, białkami i jonami metali. 

Z kolei cytokininy występują głównie w postaci wolnej, często jako koniuga

ty kwasów nukleinowych i białek (Kaminek i inni 1992, Barciszewski i inni 

2000, Czerpak i Piotrowska 2003) . Pod względem budowy chemicznej cyto

kininy zalicza się do pochodnych adeniny (cytokininy purynowe) i pochod

nych mocznika (cytokininy mocznikowe). Cytokininy purynowe zawierają 

niepolarne alifatyczne lub aromatyczne podstawniki w pozycji N' pierścienia 

adeniny. W związku z tym wyróżniamy purynowe cytokininy izoprenowe 

i aromatyczne. Do najbardziej znanych cytokinin należy benzyloadenina 

(BA), zeatyna (Z), N'-(1l2-izopentenylo)adenina (iP), N'-furfuryloadenina 

(kinetyna). Dotychczas w roślinach nie stwierdzono występowania cytoki

nin mocznikowych (Binns 1994, Harberer i Kieber 2002). Na drodze syntezy 

chemicznej uzyskano ponad 500 związków cytokinino-podobnych, spośród 

których najbardziej aktywny jest 1 ,3-difenylomocznik (DPU). 

W niniejszym rozdziale przedstawiono występowanie auksyn i cytoki

nin w glonie Chlorella vulgaris oraz ich współdziałanie z brassinosteroidami 

w regulacji biosyntezy oraz aktywności biologicznej glonu. Spośród szeregu 

auksyn wybrano trzy najbardziej pospolite u roślin, tzn. kwas indolilo-3-

-octowy (lAA), kwas indolilo-3-masłowy (IBA) i kwas indolilo-3-propionowy 

(IPA), którymi potraktowano kultury glonu w zakresie stężeń 10-6-10-4 M. 

Z kolei cytokininy - zeatynę, kinetynę (Kin) i difenylomocznik (DPU) za

stosowano w zakresie stężeń 10-10_10-4 M. Jednym z celów badań było usta

lenie biologicznie optymalnego stężenia auksyn (IAA, IPA i IBA), BR (BL, 

24-epiBL, 28-homoBL, CS, 24-epiCS i 28-homoCS) i cytokinin (zeatyny, kinety-
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ny i 1,3-difenylomocznika) dla wzrostu glonu oraz zawartości białek, chlorofili 

i cukrów. Ponadto przeprowadzono analizę zawartości białek, chlorofili i cukrów 

oraz ustalono liczbę komórek glonu poddanego działaniu mieszanin poszczegól

nych związków z następujących grup fitohormonów: auksyn i brassinosteroidów, 

cytokinin i brassinosteroidów. Określono również typ współdziałania pomiędzy 

auksynami a BR, cytokininami a BR na wzrost i rozwój Chlorella vulgaris. 

Pomimo powszechności występowania auksyn i cytokinin u roślin wyż

szych dotychczas nie stwierdzono obecności tych fitohormonów w glonie 

Chlorella vulgaris (Davies 2004). Dlatego też przed przystąpieniem do badań 

dotyczących współdziałania brassinosteroidów, naturalnych hormonów 

Chlorella vulgaris (zob. rozdział 4.1) z auksynami i cytokininami w komór

kach Chlorella vulgaris, podjęto próby ich wyizolowania. Ekstrakcję i oczysz

czanie z komórek tego glonu wykonano poprzez rozdział i odparowanie do 

sucha odpowiednich frakcji rozpuszczalników oraz zastosowanie technik 

chromatograficznych. W celu rozdzielenia składników ekstraktu zastosowa

no wysokosprawną chromatografię cieczową (HPLC), chromatografię gazo

wą sprzężoną ze spektrometrią mas (G C/MS) oraz chromatografię cieczową 

sprzężoną ze spektrometrią mas (LC/MS). Szczegółowe informacje dotyczą

ce metod analitycznych przedstawia rozdział 3.4.8-10. 

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono występowanie na

stępujących auksyn: kwasu indolilo-3-octowego (lAA), kwasu indoli-

10-3-mlekowego (lBA), kwasu indolilo-3-pirogronowego (IPyA) i kwasu 

4-chloroindolilo-3-octowego (4-CI-IAA) w komórkach glonu Chlorella vulga

ris (ryc. 4. 1 1) .  Pod względem ilościowym w glonie Chlorella vulgaris domino

wałkwas indolilo-3-octowy (0,175 fg kom-l), nieco mniejszą zawartość wykazał 

kwas indolilo-3-pirogronowy (0, 139 fg kom-I) ,  zaś najmniejszą zawartość 

posiadał kwas indolilo-3-masłowy (0,037 fg kom-I) i kwas 4-chloroindolilo

-3-octowy (0,024 fg kom-I) (Ryc. 4. 12) .  Okazało się również, że w komór

kach glonu Chlorella vulgaris występują cytokininy, a mianowicie zeatyna, 

której obecność stwierdzono w dwóch formach izomerycznych: trans i cis 

(ryc. 4.1 1). Zawartość trans- i cis-zeatyny wynosiła odpowiednio 0, 123 

i 0,063 fg kom-l (ryc. 4. 12). Cytokininy te występowały w ilościach przekra

czających 1 ,5-krotnie zawartość BL (0,085 fg korni). Ponadto stwierdzono, 

że w komórkach Chlorella vulgaris, traktowanych optymalnym stężeniem 

(10-8 M), BL wzrastała przeciętnie o 50-60% zawartość IAA, trans- i cis-ze

atyny. 

Pod wpływem stężeń 5 x 10-5 M IAA i 10 8 M trans-zeatyny stwierdzono 

również wzrost zawartości BR, wchodzących w szlak biosyntezy (tabela 4.5). Naj

silniej stymulująco działała trans-zeatyna, nieco słabiej IAA, co może świadczyć 

o współdziałaniu fitohormonów na poziomie regulacji ich biosyntezy. 
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Ryc. 4. 1 1 .  Wzory strukturalne auksyn i cytokinin, występujących w ko
mórkach Chlorella vulgaris 

0,28 

0,24 

B zawartość Bl w komórkach nietraktowanych Bl 
[]I] zawartość Bl w komórkach traktowanych Bl. 

� zawartość IM w komórkach nietraktowanych Bl 
EEfIl zawartość IM w komórkach traktowanych Bl 

EZl zawartość trans-zeatyny w komórkach nietraktowanych Bl 
B83 zawartość trans-zeatyny w komórkach traktowanych Bl 

D zawartość cis-zeatyny w komórkach nietraklowanych Bl 
i!!iIilI zawartość cis-zeatyny w komórkach traktowanych Bl 

g 0,20 ;;: 'o c 0, 1 6  O E Ci .s:: 0 , 1 2  .8 <;::: 
'c.> 0,08 ,C/) o t::: t1l 0,04 ;;: t1l N 
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Ryc. 4.12. Zawartość brassinolidu (HL), kwasu indolilo-3-octowego (lAA), 
trans- i cis-zeatyny w komórkach Chlorella vulgaris nietraktowa
nych i traktowanych 10-8 M EL w 48. godzinie hodowli (SE < 5%) 
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Tabela 4.5. Zawartość brassinosteroidów w komórkach glonu Chlorella vulgaris traktowa

nych kwasem indolilo-3-octowym (IAA) i trans-zeatyną (t-Z) W 48. godzinie 
hodowli 

Zawartość brassinosteroidów (fg kom-l) l�"';"O'�,";d Kontrola + 5 x 1 0-5 M IAA + l O-s M t-Z 

6-DeoksoCT 0,267 0,3 1 2  0,343 
------ -- - --f----1 6-DeOkSO TE 0,1 51  0,1 75 0,1 96 

6-Deokso-3-DT 0,095 0,101  0,134 

6-DeoksoTY 0,1 29 0,1 35 0,1 73 

6-DeoksoCS 0,223 0,241 0,294 

Ogółem związki szlaku 

późnego (6 utleniania: 0,865 0,964 1 ,1 40 
--

Katasteron (CT) 0,1 04 0,1 1 6  0,172 

Teasteron (TE) 0,1 91 0,2 13  0,245 

3-Dehydroteaste ron (3-DT) 0,1 73 0,1 92 0,21 5 

Tyfasterol (TY) 0,251 0,267 0,319 

Kastasteron (CS) 0,329 I 0,339 0,447 

Ogółem związki szlaku 

wczesnego (6 utleniania: 1 ,048 1 ,1 27 1 , 398 

Brassinol id (Bl) 0,085 0,098 0,1 24 

Występowanie cytokinin w glonach z gromady zielenice (Chlorophy

tae) stwierdzono w Chara globularis, Cladophora capensis, Ulva sp., Cau

lerpa filiformis, Halieda cuneata oraz Chlamydomonas reinhardii (Zhang 

i inni 1989, Ivanova i inni 1992, Stirk i inni 2003, Stirk i van Staden 2003). 

Wyizolowano szereg związków, wśród których dominuje: N6_(�2-izopente

nylo)adenina (iP) i jej metabolity: 9-rybozyd N'-(�2-izopentenylo)adeniny, 

9-rybozydo-5'-monofosforan N'-(�2-izopentenylo)adeniny oraz cytokininy 

izoprenowe: cis/trans-zeatyna, 9-rybozyd cis/trans-zeatyny, O-glukozyd cisi 

trans-zeatyny, O-glukozyd 9-rybozydu cis/trans, 9-rybozydo-5'-monofosfo

ran trans-zeatyny i dihydrozeatyna (DHZ). W niewielkich ilościach wykryto 

cytokininy aromatyczne takie, jak: N'-benzyloadenina (BA), N'-(orto-hy

droksybenzylo)adenina, N'-(meta-hydroksybenzylo)adenina oraz ich formy 

rybozydowe i glukozydowe. W jednokomórkowej zielenicy Chlamydomonas 

reinhardii wyizolowano N'-(�2-izopentenylo)adeninę, która w postaci wolnej 

zasady purynowej stanowi aż 90% wszystkich cytokinin zawartych w ko

mórce tego glonu (Ivanova i inni 1992). Wiadomo, że w komórkach glonów 

cytokininy występują głównie w postaci wolnej, część z nich jest związana 

z kwasami nukleinowymi oraz białkami. 

Biosynteza kwasu indolilo-3-octowego (IAA) przebiega u roślin kilkoma 

drogami. Ogólnie występują dwa alternatywne szlaki; zależny i niezależny od 

tryptofanu (Baldi i inni 1991, Michalczuk i inni 1992, Normanly i inni 1993, 

Rapparini i inni 1999, Ludwig-Mi.iller 2000, Bartel i inni 2001, Chen 2001, 
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Cohen i inni 2003, Jakubowska 2004, Campanoni i Nick 2005). W większości 

szlaków biosyntezy prekursorem IAA jest tryptofan - aminokwas hetero

cykliczny, zawierający w cząsteczce pierścień indolowy. Kluczowymi związ

kami pośrednimi poszczególnych szlaków są: kwas indolilo-3-pirogronowy, 

indolilo-3-acetaldoksym, indolilo-3-acetamid i tryptamina. 

W roślinach wyższych występują dwa alternatywne szlaki biosyntezy 

steroli roślinnych, prowadzące do powstania związków prekursorowych: 

1) kwasu mewalonowego (tzw. szlak mewalonowy) oraz 2) pirogronianu 

i aldehydu 3-fosfoglicerynowego (tzw. szlak niemewalonowy) (Lichtenthaler 

2000, Mok i inni 2000, Mok i Mok 2001, Kakimoto 2003, Bajguz i Asami 

2005, Sakakibara 2006) . Z kolei w roślinach niższych, np. glonie Chlorella 

vulgaris, występuje jedynie szlak niemewalonowy, którego związki prekur

sorowe poprzez kondensację tworzą 5 -fosforan 1-deoksy-D-ksylulozy (DXP) 

(Schwender i inni 1997, 2001, Disch i inni 1998, Lichtenthaler 2000, Mueller 

i inni 2000, Rodriguez-Concepción i Boronat 2002, Bajguz i Asami 2004) .  

Związek ten jest przekształcany poprzez 2-C-metylo-D-erytrozo-4-fosforan 

do pirofosforanu izopentenylu (IPP) (ryc. 4. 3), który następnie przechodzi 

częściowo w dimetyloallilopirofosforan (DMAPP). Przyłączenie łańcucha 

izopentenylowego DMAPP do atomu pierścienia nukleotydów adeninowych 

ADP i/lub ATP rozpoczyna właściwe reakcje szlaku biosyntezy cytokinin. 

W wyniku reakcji powstają rybotydy izopentenyloadeniny, które są prze

kształcane do wolnej zasady - N'-(�2-izopentenylo)adeniny (iP). lzopenteny

lowy łańcuch boczny ulega hydroksylacji w pozycji trans, powstają rybotydy 

i rybozydy trans-zeatyny, a następnie wolna trans-zeatyna, która może ule

gać izomeracji do formy cis. 

Przeprowadzone badania wykazały, że auksyny i cytokininy w stężeniu 

10-3 M działają toksycznie na kultury glonu Chlorella vulgaris. Powodowały 

zahamowanie liczby komórek glonu oraz wzrostu zawartości analizowanych 

metabolitów - białek, chlorofili i cukrów. Z kolei auksyny w stężeniach poni

żej 10-6 M, a cytokininy w stężeniach poniżej 10-10 M nie wywierały istotnych 

zmian we wzroście i rozwoju Chlorella vulgaris (dane nie prezentowane). 

Zmiany liczebności komórek Chlorella vulgaris pod wpływem stosowa

nych auksyn i cytokinin przedstawia rycina 4.13, natomiast zmiany zawarto

ści chlorofilu, cukrów i białek obrazują graficznie ryciny 4.14-4.16.  Wszystkie 

zastosowane auksyny wykazały optimum działania w stężeniu 5 x 10-5 M. 

Najbardziej stymulujący wpływ wykazał IAA w stosunku do kontroli, z kolei 

najmniejszą aktywnością charakteryzuje się IBA. Z grupy cytokinin najbar

dziej stymulujące działanie na wzrost i metabolizm glonu Chlorella vulgaris 

stwierdzono pod wpływem zeatyny w stężeniu 10-8 M. Nieco mniejszą ak

tywnością charakteryzuje się kinetyna, która w stężeniu 10-7 M spowodowała 
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Ryc. 4. 13. Wpływ auksyn (AX) i cytokinin (CK) oraz ich oddziaływanie z brassi
nosteroidami na liczbę komórek Chlorella vulgaris w 48, godzinie ho
dowli (SI: < 5%) 
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Ryc. 4. 14. Wpływ auksyn (AX) i cytokinin (CK) oraz ich oddziaływanie z brassino
steroidami na zawartość chlorofili w Chlorella vulgaris w 48. godzinie ho
dowli (SE < 5%) 
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2-krotny przyrost liczby komórek i analizowanych parametrów biochemicz

nych. Z kolei naj słabszą stymulację wzrostu glonów posiada 10-6 M DPU. 

Zastosowane cytokiny wykazały większą aktywność biologiczną w stosunku 

do auksyn. Pod wpływem cytokinin następuje wzrost liczebności komórek 

Chlorella vulgaris oraz zawartości analizowanych składników komórkowych 

w stężeniach znacznie mniejszych (10-8-10 6 M), jednocześnie ich aktywność 

biologiczna jest większa niż auksyn. W związku z tym szereg aktywności 

przedstawia się następująco: zeatyna > kinetyna > DPU > IAA > IPA > IBA. 

Porównując działanie auksyn i cytokinin w stosunku do brassinosteroidów 

w 48. godzinie trwania hodowli glonu okazało się, że BR w optymalnym stę

żeniu - 10-8 M - charakteryzują się większą aktywnością biologiczną. Z kolei 

28-homoBL i zeatyna posiadały porównywalny efekt stymulujący na kultury 

glonu. Zatem szereg aktywności biologicznej (zmiana liczby komórek oraz 

zawartości białek, chlorofili i cukrów) wszyskich zastosowanych fitohormo

nów przedstawia się następująco: BL > 24-epiBL > zeatyna > 28-homoBL > 
CS > 24-epiCS > 28-homoCS > kinetyna > DPU > IAA > IPA > IBA. 

Współdziałanie auksyn i cytokinin z brassinosteroidami na liczbę komó

rek Chlorella vulgaris oraz analizowanych składników komórkowych przed

stawiono na rycinach 4.13-4. 16 i porównawczo w optymalnych stężeniach 

na rycinie 4. 17. Niezależnie od zastosowanej mieszaniny BR z auksynami lub 

cytokininami stwierdzono przyrost liczby komórek glonu oraz zawartości 

chlorofilu, cukrów i białek powyżej poziomu stymulacji w kulturach trakto

wanych przez pojedynczy hormon. Najsilniej sze współdziałanie fitohormo

nów stwierdzono w kulturach traktowanych mieszaniną BR z cytokininami, 

zaś nieco słabsze w mieszaninie BR z auksynami. W obu przypadkach wy

kazano działanie synergistyczne auksyn i cytokinin z BR w kulturach glonu 

Chlorella vulgaris. Największy wpływ stymulujący na kultury glonu Chlo

rella vulgaris posiadała mieszanina optymalnych stężeń 10 8 M BL i 10-8 M 

zeatyny w stosunku do kultur pozbawionych działania egzogennych hor

monów. Najsłabszy stymulujący wpływ wykazywała mieszanina 10-8 M BL 

i 5 x 10-5 M IBA (ryc. 4.17). Wiadomo, że nie tylko BR są aktywatorami prze

biegu cyklu komórkowego u roślin, ale także pozostałe hormony roślinne: 

auksyny, cytokininy, gibereliny i kwas abscysynowy uczestniczą w regulacji 

mitozy. Auksyny i cytokininy pobudzają aktywność kinaz, natomiast pod 

wpływem BR znacznie wzrasta ich zawartość w określonych tkankach. Dowo

dzi to, że fitohormony mogą współdziałać względem siebie, zaś prawidłowy 

przebieg cyklu komórkowego zależy od wahań stężeń tychże fitohormonów 

(Clouse 2002, Bajguz i Tretyn 2003a). 

Zmiany aktywności biologicznej auksyn (IAA > IPA > IBA) uwarunkowa

ne były jedynie wydłużeniem łańcucha bocznego o kolejną grupę metyleno-
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Ryc. 4.15.  Wpływ auksyn (AX) i cytokinin (CK) oraz ich oddziaływanie z brassino
steroidami na zawartość cukrów w Chlorella vulgaris w 48. godzinie hodowli 
(SE < 5%) 
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Ryc. 4.16. Wpływ auksyn (AX) i cytokinin (CK) oraz ich oddziaływanie z brassino
steroidami na zawartość białek w Chlorella vulgaris w 48. godzinie hodowli 
(SE < 5%) 
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wą pierścienia indolowego (ryc. 3 .1) .  Wiadomo, że wprowadzenie dodatkowej 

grupy hydroksylowej czy atomu chloru do łańcucha alifatycznego lub pier

ścienia aromatycznego powoduje znaczne obniżenie aktywności biologicznej 

(Czerpak i Bajguz 1993, 1997, Czerpak i inni 1994). Natomiast zastąpienie 

w auksynach pierścienia indolowego pierścieniem fenylowym, benzylowym, 

fenoksylowym lub naftylowym obniża, a w niektórych przypadkach wzmaga 

aktywność biologiczną auksyn (Campanoni i Nick 2005). 

Głównym czynnikiem warunkującym aktywność biologiczną cytokinin 

purynowych (zeatyny i kinetyny) w glonie Chlorella vulgaris jest występo

wanie różnorodnych podstawników w pozycji JV6 pierścienia adeniny (Mok 

i inni 2000, Czerpak i Bajguz 1997, Czerpak i Piotrowska 2003). Obecność 

łańcucha alifatycznego w JV6 zeatyny powoduje, że związek ten wykazuje 

największą aktywność biologiczną spośród badanych cytokinin. W przy

padku kinetyny występowanie grupy furfurylowej przyłączonej do łańcucha 

bocznego powoduje obniżenie jej aktywności biologicznej. Zależność między 

strukturą chemiczną a aktywnością cytokinin purynowych zależy od dłu
gości łańcucha bocznego, liczby i rozmieszczenia wiązań podwójnych oraz 

dodatkowo przyłączonej grupy hydroksylowej bądź metylowej. Spośród cy

tokinin największą aktywność posiadają te związki, które zawierają pięcio

węglowy łańcuch pochodny izoprenu z wiązaniem podwójnym i przyłączoną 

w C-4 grupą hydroksylową (Kaminek i inni 1997). Obecność w pozycji C-2 

dodatkowych grup: chlorowej, sulfhydrylowej , azowej czy aminowej po

woduje obniżenie aktywności cytokinin, natomiast przyłączenie rodników 

w pozycji NI i NJ pierścienia powoduje całkowity zanik właściwości cytoki

ninowych lub wytworzenie właściwości antycytokininowych (mutagennych) 
(Oka 2003). W przypadku cytokininy -z podstawnikiem aromatycznym (ben

zyloadenina) bądź heterocyklicznym (kinetyna) stwierdzono, że występowa

nie jednowęglowego mostka alkilowego w pozycji JV6 grupy aminowej adeniny 

jest czynnikiem warunkującym dużą aktywność biologiczną. 

Uzyskane wyniki badań potwierdzają, że BR współdziałają z pozosta

łymi fitohormonami w regulacji i kontroli procesów wzrostu i rozwoju ro

ślin. Dochodzi do zwiększenia endogennej zawartości auksyn i cytokinin 

w kulturach Chlorella vulgaris traktowanych BL (ryc. 4. 12). Ponadto wyka

zano, że egzogenna IAA i zeatyna stymulują poziom BR (tabela 4.5) .  Stwier

dzono współdziałanie synergistyczne we wzroście i biochemizmie Chlorella 

vulgaris oraz w regulacji biosyntezy BR przez auksyny i cytokininy. Z dotych

czasowego piśmiennictwa wiadomo, że BR wpływają na metabolizm auksyn 

i ich transport w obrębie roślin (Cohen i Meudt 1983). Podczas wzrostu tka

nek roślinnych BR przyspieszają działanie auksyn, zwiększając ich endogenny 
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Ryc. 4.17. Porównanie współdziałania brassinosteroidów z auksynanll i cytokininami w Chlo
rella vulgaris w optymalnych stężeniach w 48. godzinie hodowli (SE < 5%) 

poziom lub stymulując ich biosyntezę (Takeno i Pharis 1982, Eun i inni 1989, 

Sasse 1985, 1990, 1991a, b, Sakurai i inni 1991). Prawdopodobnie obecność 

auksyn jest niezbędna do procesu wydłużania komórek stymulowanych przez 

BR. Okazało się, że w młodych tkankach roślinnych wzrasta zawartość BR 

oraz auksyn. W.skazuje to na zależność procesów biosyntezy obu hormonów 

(Mandava i inni 1981, Yopp i inni 1981, Katsumi 1985, 1991). BR efektywniej 

stymulują wydłużanie epikotylu grochu i hypokotylu fasoli, aniżeli chemicz

ne analogi auksyn, np. kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-0) (Yopp i inni 

1981). Z kolei wydłużanie hypokotylu ogórka, wywołane przez BR i gibereliny, 

było mniej intensywne niż pod wpływem IAA (Katsumi 1991). W przeciwień

stwie do IAA, BR nie współdziałają synergistycznie z giberelinami. Dotych

czasowe badania wykazały, że BR są aktywniejsze w inicjacji wydłużania 
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łodyg u roślin bardziej wrażliwych na IAA niż GA (Gregory i Mandava 1982, 

Sasse 1985). Wydłużanie komórek hypokotylu ogórka, indukowanych przez 

BR, było zahamowane w obecności kwasu p-chlorofenoksyizomasłowego 

(PCIB), posiadającego właściwości antyauksynowe. Podobnie do PCIB działa 

kinetyna, która hamuje wydłużanie się komórek potraktowanych mieszaniną 

IAA z BR. Przedstawione fakty sugerują, że obecność auksyn jest jednak nie

zbędna do procesu elongacji komórek stymulowanych przez BR. Stwierdzo

no również, że w młodych tkankach roślinnych wzrasta zawartość BR, a wraz 

z nimi auksyn. Prawdopodobnie wskazuje to na pewną zależność procesów 

biosyntezy obu hormonów (Mandava i inni 1981, Yopp i inni 1981, Katsu

mi 1985, 1991). Z kolei w etiolowanych hypokotylach dyni olbrzymiej (Cu

curbita maxima) stwierdzono, że BR zwiększają poziom endogennego IAA, 

a zmniejszają ABA. Prawdopodobnie modulują one endogenny poziom 

auksyn przez regulację aktywności genów szlaku biosyntezy bądź przez in

terferencję w katabolizmie IAA (Eun i inni 1989, Kulaeva i inni 1991). 

Auksyny i cytokininy, działając niezależnie od siebie, biorą udział w sty

mulacji syntezy etylenu, przy czym cytokininy odznaczają się jego niewielką 

stymulacją (Yi i inni 1999).  Jednakże cytokininy w połączeniu z IAA wyka

zują synergistyczny wpływ na produkcję etylenu. Etylen powstaje z metioni

ny w wyniku jej kolejnych przemian w tzw. cyklu metioninowym, w którym 

pośrednimi produktami przemian są S-adenozylometionina i kwas 1-amino

cyklopropano-1-karboksylowy (ACC). Auksyny stymulują wytwarzanie ety

lenu w różnorodnych tkankach roślin przez inicjację de novo syntazy ACC. 

Okazało się, że geny syntazy ACC (VR-ACS1, VR-ACS6 i VR-ACS7) wyka

zują ekspresję w hypokotylach fasoli w odpowiedzi na działanie auksyn. BR 

zwiększają ekspresję genu VR-ACS7, która może być regulowana przez szlak 

transdukcji sygnału auksyny oraz BR. Z kolei BR synergistycznie zwiększają 

poziom mRNA VR-ACS6 i VR-ACS7, indukowanego przez IAA, lecz hamują 

VR-ACSl. Dowodzi to, że auksyny i BR współdziałają z każdym genem, wpły

wając na ekspresję wielogenowej syntazy ACC. 

Współdziałanie BR z cytokininami powoduje 2-3-krotny wzrost synte

zy etylenu (Schlagnhaufer i inni 1984, Arteca i inni 1988, Cao i Chen 1995, 

Woeste i inni 1999, Yi i inni 1999). Jednocześnie stwierdzono stymulację 

biosyntezy endogennego poziomu IAA. Współdziałanie pomiędzy BR a au

ksynami i cytokininami świadczy o indukcji biosyntezy etylenu. Po pierwsze, 

BR i cytokininy wpływają na zwiększenie endogennego poziomu IAA, który 

wzmaga produkcję etylenu poprzez stymulację aktywności syntazy ACC. 

Po drugie, w roślinach traktowanych mieszaniną BR i cytokinin dochodzi (na 

zasadzie synergizmu) do stymulacji syntazy ACC. Po trzecie, BR i auksyny 

współdziałają w tworzeniu etylenu w tkankach roślinnych. 
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Badania własne wykazały, że auksyny, BR i cytokininy stymulowały 

podziały komórkowe oraz przyrost biomasy w Chlorella vulgaris. Ponadto 

zwiększały endogenną zawartość białek, chlorofili i węglowodanów. Wia

domo, że auksyny powiększają  objętość komórek i niektórych ich struktur 

takich, jak: jądro komórkowe, mitochondria, chloroplasty oraz powodują 

wzrost ogólnej liczby rybosomów (Davies 2004). Auksyny skracają również 

czas trwania pełnego cyklu rozwojowego glonów z rodzaju Chlorella i Scen e

desmus (Czerpak i Bajguz 1993, Czerpak i inni 1994).  Ponadto auksyny łatwo 

ulegają utlenieniu, zwłaszcza w obecności światła pod wpływem oksydaz 

i peroksydaz do form nieaktywnych biologicznie (Davies 2004, Dharmasiri 

i Estelle 2004). Osłabiają procesy kataboliczne, a zwłaszcza aktywność odde

chową mitochondriów, cykl pentozowy i cykl Krebsa oraz łańcuch oddecho

wy. Pod wpływem auksyn, BR i cytokinin wzrasta aktywność wielu enzymów 

i przepuszczalność błon cytoplazmatycznych. Kontrolują aktywność poli

meraz DNA i RNA oraz innych enzymów związanych z biosyntezą białek. 

Fitohormony te stymulują podziały mitotyczne komórek, ich regenerację 

oraz wzrost elongacyjny. Natomiast w dużych stężeniach działają hamująco, 

a nawet toksycznie, powodując obumieranie roślin. Pod wpływem auksyn 

znacznie wzrasta fosforylacja histonów, synteza cAMP, powstawanie poli

somów podczas procesu translacji. Wzmagają również transport aktywny 

jonów metali aktywnych metabolicznie przez błony protoplazmatyczne. 

Charakterystyczną odpowiedzią komórek roślin na działanie fitohor

monów jest wzmożona synteza i akumulacja barwników fotosyntetycznych 

(Braun i Wild 1984). Podobne wyniki uzyskano w badaniach przeprowa

dzonych na Chlorella vulgaris, w której zaobserwowano wzrost zawartości 

chlorofilu i cukrów (ryc. 4.17). Wzrost zawartości barwników fotosyntetycz

nych pod wpływem auksyn, BR, cytokinin i mieszaniny BR z auksynami 

i cytokinami może odbywać się na drodze stymulacji ich syntezy i/lub ha

mowania procesu degradacji (Braun i Wild 1984). Wiadomo, że fitohormony 

znoszą fazę zwłoki poprzedzającą syntezę chlorofilu w roślinach rosnących 

na świetle. BR i cytokininy na świetle i w ciemności zwiększają aktywność 

hydratazy 8-aminolewulinowej, enzymu biorącego udział w regulacji syntezy 

tetrapiroli w roślinach. Dochodzi do wzmożonej akumulacji kwasu y-ami

nolewulinowego, który jest specyficznym prekursorem szlaku biosyntezy 

porfiryn - chlorofilu i hemu. Zwiększenie się zawartości barwników fotosyn

tetycznych w komórkach glonu jest istotnym czynnikiem, przyspieszającym 

tempo procesu fotosyntezy, którego produktami finalnymi są monosacha

rydy. Wytworzone cukry proste (monosacharydy) w procesie fotosyntezy są 

dla rośliny materiałem budulcowym, a także źródłem energii niezbędnej do 

napędzania wszystkich reakcji i procesów biochemicznych, wymagających jej 
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nakładu. Reakcje dotyczące fotosyntezy i fotooddychania u glonów przebie

gają podobnie jak u roślin naczyniowych. Również rola karboksylazy/oksy

genazy rybulozo 1 ,5-bifosforanu (rubisco) jest taka sama jak u innych roślin 

(Tolbert 1997). Fotosynteza u jednokomórkowych glonów rosnących przy ni

skim stężeniu CO2 wykazuje podobieństwo do fotosyntezy u roślin typu C
4
• 

BR zwiększają wiązanie C02 przez rybulozo 1 ,5-bifosforan (Braun i Wild 1984) .  

Wynika stąd, że BR intensywnie aktywują proces fotosyntezy glonów (Bajguz 

i Czerpak 1998). Substraty do procesu fotosyntezy pochodzą ze środowiska, 

a glony żyjące w sztucznym mikrośrodowisku zamkniętych kolb, wykorzy

stują CO2 pochodzące z fotooddychania, którego aktywność BR prawdo

podobnie znacznie zwiększają. W komórkach glonów przy niedoborze COz 
funkcjonuje mechanizm zatężania wewnątrzkomórkowego stężenia COz' 

a synteza i metabolizm kwasu glikolowego są hamowane. Z kolei przy wyso

kim stężeniu CO2 glony nie posiadają mechanizmu zatężającego wewnątrz

komórkowe stężenie COz• W rezultacie intensywnej fotosyntezy podnosi 

się wewnątrzchloroplastowe stężenie tlenu, wskutek czego może wzrosnąć 

szybkość syntezy i wydzielania pozakomórkowego glikolanu. Dodatkowym 

czynnikiem, który stymuluje pozakomórkową sekrecję kwasu glikolowego 

z komórek glonu Chlorella vulgaris jest zakwaszenie środowiska. Wzrost za

wartości monosacharydów jednocześnie powoduje wzrost ciśnienia osmo

tycznego komórki. Prowadzi to do zwiększenia tempa pobierania wody przez 

komórkę, co wpływa na powiększenie jej rozmiarów oraz zahamowanie pro

cesów starzenia komórek. Podobną zależność między wzrostem zawartości 

cukrów prostych, a powiększeniem się średnicy komórek pod wpływem BR 

zaobserwowano w glonie Chlorella vulgaris (zob. rozdział 4.2). 

Na podstawie wyników uzyskanych w tej części badań wyciągnięto 

następujące wnioski: 

1. W komórkach Chlorella vulgaris występują auksyny (kwas indolilo

-3-octowy, kwas indolilo-3-mlekowy, kwas indolilo-3-pirogronowy 

i kwas 4-chloroindolilo-3-octowy) oraz cytokininy (trans-zeatyna 
i cis-zeatyna) ; 

2. Auksyny i cytokininy współdziałały synergistycznie z brassinosteroi

dami na wzrost glonu, zawartości endogennej białek, chlorofili i cu

krów oraz regulację związków szlaku biosyntezy brassinosteroidów; 

3. Aktywność biologiczna auksyn i cytokinin, współdziałających z bras

sinosteroidami przedstawiała się następująco: trans-zeatyna > kinety

na > difenylomocznik > kwas indolilo-3-octowy > kwas indolilo-3-pi

rogronowy > kwas indolilo-3-masłowy; 
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4. Największą stymulację na wzrost i biochemizm glonu Chlorella vul

garis posiadała mieszanina 10-8 M brassinolidu i 10-8 M trans-zeatyny, 

naj mniejszą - 10-8 M brassinolidu i 5 x 10-5 M kwasu indolilo-3-ma

słowego. 

Wyjaśnienie molekularnego mechanizmu działania brassinosteroidów 

w glonie Chlorella vulgaris nie było jednym z celów pracy. W przyszłości 

zostaną podjęte badania, dotyczące wyizolowania białka receptorowego, 

a w konsekwencji przedstawienia szlaku transdukcji sygnału BR w tym mo

delowym obiekcie doświadczalnym. Niemniej jednak poniżej zostaną przed

stawione znane już fakty dotyczące mechanizmu działania auksyn, cytokinin 

i BR w innej modelowej roślinie - Arabidopsis thaliana. Można przypusz

czać, że występuje jakieś podobieństwo działania tych fitohormonów w Ara

bidopsis i Chlorella. 

Odpowiedź biologiczna każdej komórki roślinnej na działanie egzogen

nego hormonu jest skomplikowanym procesem (Lewak 1995, Davies 2004).  

Powstanie kompleksu hormon-receptor indukuje uruchomienie kaskady 

wewnątrzkomórkowych przekaźników, które amplifikują i zmieniają sygnał 

auksynowy, cytokininowy lub brassinosteroidowy na formę molekularną. 

Ostatnim elementem jest regulacja ekspresji  określonych genów, prowadzą

ca do zmian w syntezie specyficznych białek. Fitohormony, działając po

jedynczo lub współdziałając z BR, wpływają na wzrost ogólnej puli białek 

rozpuszczalnych w komórkach, które zapoczątkowują reakcje wtórne modyfi

kujące metabolizm komórki. Prowadzi to do szeregu zjawisk obserwowanych 

w roślinach, tzn. zmiany aktywności enzymów, akumulacji i wydzielania me

tabolitów, przyspieszenia procesu mitozy, wzrostu objętościowego komórek, 

zahamowania degradacji czy opóźniania procesów starzenia w ciemności. 

Proces percepcji i transdukcji sygnału fitohormonowego ma kluczowe zna

czenie w poznaniu mechanizmu działania tych związków. Oddziaływanie 

BR na wzrost komórek ma złożony charakter, wynikający z regulacji cyklu 

komórkowego, w którym biorą udział cykliny i zależne od nich kinazy białko

we (CDK) (Clouse 2002, Li 2005). Wpływ na podziały komórkowe posiadają 

także inne fitohormony: auksyny, cytokininy, gibereliny, kwas abscysynowy 

i kwas jasmonowy. Niemniej nie zostało w pełni wyjaśnione współdziałanie 

BR z cytokininami i auksynami na przebieg i regulację cyklu komórkowego. 

Więcej informacji na ten temat przedstawiono w rozdziale 4.2. 

Stymulacja wzrostu glonu Chlorella vulgaris pod wpływem działania BR 

związana jest ze zwiększaniem się wydzielania protonów poza ścianę komór-
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kową glonu (Bajguz i Czerpak 1996). Wzrost objętościowy komórek induko

wany jest głównie przez auksyny i BR bądź niezależnie od siebie przez oba 

hormony (Cerana i inni 1983, 1984, 1985, De Michelis i Lado 1986, Rayle 

i CIeland 1992). Jedna z teorii mechanizmu działania auksyn zakłada bez

pośredni udział jonów wapnia w mechanizmie działania tych hormonów. 

Synergizm auksyn z BR wskazuje na udział jonów Ca2+ w kontroli wzrostu 

i rozwoju roślin. Stwierdzono również, że auksyny stymulują podwyższanie 

przepuszczalności błony komórkowej dla jonów wapnia wraz ze zmianami 

jego zawartości w cytoplazmie podstawowej. Wykazano, że pod wpływem 

działania IAA, BR oraz ich mieszaniny następuje wzrost zawartości jonów 

Ca2+ w komórkach, któremu towarzyszy spadek pH cytoplazmy (Arteca i inni 

1983, Bajguz i Czerpak 1996). Prawdopodobnie spowodowane jest to hamują

cym wpływem jonów wapnia na funkcjonowanie w plazmolemie pompy pro

tonowej bądź też stymulującym działaniem podwyższonego poziomu jonów 

wapnia na transport protonów z wnętrza wakuoli do cytoplazmy podstawo

wej. Przypuszcza się, że jony wapnia i wodoru mogą pełnić funkcje wtórnych 

przekaźników informacji w mechanizmie działania auksyn i BR. 

Molekularny mechanizm współdziałania BR z auksynami lub cytokina

mi nie został w pełni poznany (Zurek i Clouse 1994) .  Stwierdzono jednak, że 

kinetyka działania auksyn i BR znacznie się różni, np. stymulacja wydłużania 

pędów przez IAA rozpoczyna się już po 10-15 minutach (tzw. fazy zwłoki), 

z maksimum działania po 45 minutach. Z kolei kultury roślinne potraktowa

ne BR wykazywały wstępne działanie dopiero po 45 minutach, a maksimum 

osiągały po kilku godzinach. Prawdopodobnie świadczy to o niezależnym 

mechanizmie działania auksyn i BR na niektóre procesy fizjologiczno-me

taboliczne na poziomie molekularnym komórek. BR stymulują rozluźnianie 

struktur ściany komórkowej roślin. Przeprowadzone badania wykazały, że 

BR powodują specyficzną ekspresję genu BRU1, który charakteryzuje się po

dobieństwem do genu odpowiedzialnego za syntezę endotransglukozylazy 

ksyloglukanu. Gen ten odpowiedzialny jest właśnie za rozluźnianie ściany 

komórkowej. Prawdopodobne j est jednak to, że BR stymulują ekspresję genu 

SAUR, który może być jednym z enzymów specyficznie pobudzanych przez 

auksyny. 

Szlak transdukcji sygnału auksynowego z miejsca percepcji fitohormonu do 

miejsca, gdzie następuje odpowiedź komórki nie został również w pełni pozna

ny. Prawdopodobnie białko wiążące auksyny - ABP1 (ang. auxin bind ing pro

teinsi) jest receptorem współdziałającym z białkiem G (Napier 2001, Napier 

i inni 2002). Aczkolwiek wiadomo, że ABP 1 nie jest jedynym białkiem wiążącym 

auksyny. Oprócz błonowych białek wiążących auksyny, zidentyfikowano też kilka 

rozpuszczalnych białek, które charakteryzują się wysokim powinowactwem wzglę-
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dem auksyn. Szlak transdukcji sygnału obejmuje aktywację fosfolipazy A2' która 

uwalnia wtórne przekaźniki pochodzenia lipidowego, aktywujące kinazę białkową, 

regulującą w drodze fosforylacji plazmatyczną H+-ATPazę. Transdukcję sygnału 

auksynowego wiąże się również z funkcjonowaniem kaskady kinaz MAP (Leyser 
2002). Z kolei badania mutantów auksynowych (axrl, tirl, surl) Arabidopsis tha

liana wykazały, że regulacja cyklu komórkowego poprzez odpowiedź auksyny 

zależy od systemu ubikwitynowego, regulującego cykl komórkowy (Zielińska 

i Kowalczyk 2000, Kowalczyk i inni 2005). Mechanizm regulujący ubikwityla

cję białek AUX/IAA w odpowiedzi na rosnące stężenie auksyny nie został w pełni 

poznany. Niemniej zaproponowano przypuszczalny mechanizm regulacji 

ekspresji genów przez auksynę. W warunkach braku lub niskiego stężenia 

auksyny białka AUX/IAA tworzą heterodimery z czynnikami odpowiedzi au

ksynowej ARF, blokując ich działanie aktywujące lub hamujące na ekspresję 

odpowiednich genów. Z kolei wzrost stężenia auksyny prowadzi do modyfi

kacji odpowiedniego białka AUX/IAA, promującego jego ubikwitylację bądź 

wpływa aktywująco na ligazę SCF, regulowaną przez układ rubinylacji/derubi

nylacji kuliny oraz przez białka CANDl i SGTlb. Degradacja białka AUX/IAA 

prowadzi do uwolnienia z heterodimeru AUX/IAA-ARF odpowiedniego biał

ka ARF, które może aktywować lub hamować ekspresję genów pierwotnych 

odpowiedzi auksynowych. Produkty tych genów z kolei regulują aktywność 

genów zaangażowanych w procesy wzrostowe i rozwojowe rośliny. Spadek stę

żenia auksyny prowadzi do wzrostu poziomu białek AUX/IAA w jądrze, które 

"wyłączają" białka ARF, tworząc z nimi nieaktywne heterodimery. W ten spo

sób komórka staje się gotowa do odbioru kolejnego sygnału auksynowego. 

W transdukcji sygnału cytokininowego uczestniczy szereg przekaźników 

białkowych, które selektywnie oddziałują z DNA, hamując lub indukując 

transkrypcję określonych genów lub oddziałują na szlaki metaboliczne, zmie

niając aktywność wybranych enzymów (Hwang i Sheen 2001, Mok i Mok 

2001, Piotrowska i Czerpak 2004, Riefler i inni 2006, Salome i inni 2006). 

Związane jest to z fosforylacją lub defosforylacją białkowych czynników re

gulujących proces transkrypcji poprzez aktywację odpowiednich kinaz i/lub 

fosfataz. Znana jest budowa cytokininowych receptorów: CKIl, CREl oraz 

białek AHK. Przypuszcza się, że mogą one funkcjonować jednocześnie lub 

niezależnie od siebie, indukując odmienne odpowiedzi biologiczne u roślin. 

Jednak wspólną cechą białkowych receptorów cytokinin jest to, że działają 

jako kinazy histydynowo/asparaginowe. 

Przełom w badaniach nad molekularnym mechanizmem działania BR 

nastąpił po zidentyfikowaniu w Arabidopsis thaliana, grochu i pomidorze 

licznych mutantów, charakteryzujących się zmianami we wrażliwości tych 

roślin na działanie egzogennie podawanych BR lub zaburzeniami w endo-
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gennym poziomie tych substancji (Clouse 2002) . Receptory BR u roślin mają 

podobną budowę do receptorów peptydowych czynników wzrostu ssaków 

i człowieka. Zasadniczą cechą różniącą je od receptorowych kinaz tyrozyno

wych jest brak w domenie cytoplazmatycznej aktywności kinazy tyrozynowej. 

W ich miejsce pojawiają się sekwencje aminokwasowe, charakterystyczne dla 

kinaz serynowo/treoninowych. Z tego względu roślinne odpowiedniki recep

torowych kinaz tyrozynowych nazywane są kinazami receptoropodobnymi 

(RLK, ang. receptor-like kinase) .  W genomie Arabidopsis thaliana występuje 

ponad 340 sekwencji DNA kodujących RLK, czyniąc tę rodzinę receptorów 

najbardziej liczebną w świecie roślin. 

Białko BRIl posiada sekwencję sygnałową składającą się z 23 hydrofobo

wych aminokwasów, która umożliwia transport syntetyzowanego polipep

tydu do wnętrza cystern siateczki śródplazmatycznej (Sharma i inni 2001, 

Mi.issig i Altmann 2003). Ustalono również, że każda z domen LRR (ang. 

leucine-rich repeat) zawiera po 25 reszt aminokwasu leucyny. W zewnątrz

komórkowej części BRIl występuje 13 potencjalnych miejsc, w których może 

zachodzić proces N-glikozylacji. Domena transbłonowa zawarta jest pomię

dzy 793 a 814 resztą aminokwasową. Natomiast cytoplazmatyczny odcinek 

BRIl  zawiera 12 subdomen wraz ze wszystkimi sekwencjami aminokwaso

wymi, występującymi w eukariotycznych kinazach białkowych. Te z nich, 

które występują w subdomenach VIB i VIII są jedynie charakterystyczne dla 

kinaz serynowo/treoninowych. 

W Arabidopsis thaliana ekspresja genuBRIl ma charakter konstytutywny 

i zachodzi podobnie we wszystkich jego organach (Sharma i inni 2001, Clouse 

2002, Bajguz i Tretyn 2003a, Mi.issig i Altmann 2003). Białko BRIl budową 

przypomina inne RLK, zidentyfikowane u Arabidopsis thaliana (CLAVA

TAl, ERECTA) i ryżu (Xa21), które odpowiadają za oddziaływania między

komórkowe oraz reakcje obronne u roślin. Zewnątrzkomórkowa N-końcowa 

domena BRIl zawiera 25 sekwencji bogatych w reszty leucynowe (LRR), 

w której pomiędzy 21. a 22. sekwencją znajduje się 70-aminokwasowa pętla 

pozbawiona motywów LRR. W C-końcowym, cytoplazmatycznym fragmen

cie BRIl zidentyfikowano reszty aminokwasowe, występujące w kinazach 

serynowo/treoninowych. Poza BRIl, CLAVA TAl, ERECTA w genomie Arabi

dopsis thaliana, jak już wspomniano, może występować około 340 sekwencji 

kodujących RLK, z których 174 prawdopodobnie posiada zewnątrzkomórko

we domeny typu LRR. 

W przypadku CLAVATA1 domena LRR odpowiada za oddziaływanie 

z innym białkiem - CLAVATA3, które występuje w przestrzeni zewnątrzko

mórkowej (Friedrichsen i Chory 2001, Sharma i inni 2001). Przypuszcza się, 

że sekwencja LRR, występująca w białku BRIl, umożliwia jego dimeryzację 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



4. OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA 97 

(poprzez mechanizm suwaka leucynowego) lub/i pozwala na wiązanie się 

z innymi białkami, które posiadają podobne domeny polipeptydowe. Z anali

zy mutacji występujących w loei BRIl wynika, że dla utrzymania aktywności 

biologicznej białkowego produktu tego genu poza cytoplazmatyczną dome

ną kinazową jest konieczna zewnątrzkomórkowa pętla, występująca między 

21. a 22. sekwencją LRR. Wykazano, że mutacje punktowe w obrębie genu ko

dującego wspomniany 70-aminokwasowy fragment N-końcowy omawianego 

polipeptydu w bardzo istotny sposób redukują zdolność BRIl  do wiązania 

BL. Wyniki te mogą wskazywać, ze to właśnie ten odcinek polipeptydu, a nie 

domeny typu LRR, odgrywa kluczową rolę w wiązaniu BR. Budowa zewną

trzkomórkowej domeny BRIl, jak i obecność w jej części cytoplazmatycznej 

sekwencji aminokwasowych, charakterystycznych dla kinaz białkowych, su

gerują, że białko to może pełnić funkcje receptorowe. Jak dotąd nie ustalono 

czy BRIl  bezpośrednio wiąże cząsteczki BR, czy też w procesie tym uczestni

czą dodatkowe peptydy, występujące w przestrzeni pozakomórkowej. Wystę

powanie domen LRR w zewnątrzkomórkowej części BRIl sugeruje, że ligand, 

który może być przez nią wiązany ma polipeptydową naturę. Na tej pod

stawie można wnioskować, że w apoplaście funkcjonują białka wiążące BR, 

które, łącząc się z BRIl, stymulują związaną z nim kinazę, co prowadzi do 

uruchomienia dalszych etapów szlaku transdukcji sygnału. Nie można jed

nak wykluczyć, że 70-aminokwasowa pętla zewnątrzkomórkowa odpowiada 

za bezpośrednie wiązanie cząsteczek BR lub też, podobnie jak występuje to 

w przypadku zwierzęcych hormonów steroidowych, istnieją dwie klasy białek 

receptorowych. Jedna funkcjonuje na powierzchni komórki, a druga - roz

puszczalna w cytoplazmie - występuje wewnątrz jąder komórkowych. Trzeci 

z proponowanych mechanizmów działania BR zakłada, że BRIl może two

rzyć heterodimery z inną, dotąd nieznaną, receptoropodobną kinazą lub 

innym białkiem. Ekspresja genów kodujących drugi ze składników powsta

łego tą drogą receptora BR mogłaby być ograniczana do pewnych komórek 

lub stadiów rozwojowych roślin, a tym samym wpływać na ich zróżnicowaną 

wrażliwość na te związki. 

W warunkach in vitro BRIl autofosforyluje reszty serynowe i treoni

nowe z przewagą serynowych (Wang i He 2004).  Proces autofosforylacji 

ma charakter wewnątrzcząsteczkowy i nie wymaga obecności innych bia

łek. W cytoplazmatycznej domenie BRll występuje co najmniej 12 reszt 

aminokwasowych, które mogą podlegać autofosforylacji. Pięć z nich leży 

w bezpośrednim sąsiedztwie odcinka transbłonowego polipeptydu (to jest 

N-końcowo względem domeny kinazowej), pięć kolejnych w obrębie tej do

meny (po jednej w subdomenie I i VIa oraz trzy w subdomenie VIII) i dwie 

w C-końcowym fragmencie białka. 
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W Arabidopsis thaliana występuje dodatkowe, poza BRIl, białko recep

torowe, które może uczestniczyć w wiązaniu BR (Peng i Li 2003, Wang i He 

2004, Wang i inni 2005). Kodujący je gen nazwano BAKi (ang. BRIl-associa

ted receptor kinaseI). Podobnie jak BRIl, również BAKI wykazuje budowę 

typową dla receptoropodobnych kinaz białkowych (RLK). Jednakże w prze

ciwieństwie do polipeptydu BRIl, który w domenie zewnątrzkomórkowej 

posiada 25 powtórzeń aminokwasowych bogatych w leucynę BAKI, zawiera 

jedynie 5 takich motywów. Brak jest 70-aminokwasowej pętli, która przy

puszczalnie odpowiada za wiązanie BR z BRIl. Ustalono, że zarówno w wa

runkach in vivo, jak i in vitro białko BAKI może tworzyć kompleks z BRIl. 

Na podstawie możliwości fizycznego oddziaływania białkowych pro

duktów genów BRIl i BAKi w komórkach drożdży i bakterii Escherichia 

coli zaproponowano dwa modele funkcjonowania receptora BR (ryc. 4. 18) 

(Li 2003, 2005). Pierwszy z nich - model fosforylacji sekwencyjnej - zakłada, 
że związaniu się BR z BRIl  towarzyszy autofosforylacja i aktywacja tego białka 

receptorowego. Uaktywniona domena kinazowa BRIl, fosforylując podobne

go typu domenę BAKI, umożliwia powstanie kompleksu obydwu omawia

nych białek. W konsekwencji dochodzi do inicjacji przemian metabolicznych 

(szlaków transdukcji sygnałów) prowadzących do powstania odpowiedzi ko

mórkowych. Drugi to model transfosforylacyjny, który zakłada, że wiązanie 

BR (lub białka wiążącego te hormony) stymuluje dimeryzację BRIl-BAKI 

i wzajemną fosforylację domen kinazowych obu RLK. Uaktywniony kom

pleks receptorowy, działając przez odpowiednie elementy szlaku transdukcji 

sygnału, indukuje  powstanie odpowiedzi fizjologicznej. Przypomina on me

chanizm działania zwierzęcych receptorowych kinaz tyrozynowych. 

Jednym z kluczowych elementów indukowanego przez BR szlaku trans

dukcji sygnałów jest produkt genu BIN2 (ang. BR-insensitive2), który jest 

homologiczny do serynowo/treoninowych kina z GSK3B ssaków i SHAGGY 

muszki owocowej (Li 2003, 2005). Siewki Arabidopsis thaliana wykazują 

brak wrażliwości na działanie egzogennie podawanych BR. Gen BIN2 koduje 

opisaną wcześniej cytoplazmatyczną kinazę serynowo/treoninową, ASK'l. Jej 

katalityczna domena w 70% jest identyczna z podobnymi sekwencjami ami

nokwasowymi, występującymi w kinazach białkowych typu GSK3� ssaków 

i SHAGGY muszki owocowej. Poza BIN2 w genomie Arabidopsis thaliana 

zidentyfikowano dziewięć innych GSK3/SHAGGY-podobnych genów. Jak 

dotąd niewiele wiadomo na temat ich udziału w regulacj i wzrostu i rozwo

ju roślin. Sugeruje się, że kodowane przez wspomniane geny kinazy mogą 

brać udział w powstawaniu odpowiedzi na zranienia i szok osmotyczny oraz 
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Ryc. 4.18. Modele współdziałania białek BRIl i BAKI podczas łączenia brassinosteroidu 
z receptorem (wg Li 2003, zmodytłkowano) 

Objaśnienia skrótów w tekście 
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w regulacji morfogenezy kwiatów. Przypuszcza się, że kodowana przez gen 

BIN2 GSK3/SHAGGY -podobna kinaza bierze udział w mechanizmie działa

nia BR. Biorąc pod uwagę fakt, że u zwierząt aktywność tej grupy enzymów 

hamowana jest przez ich fosforylację i oddziaływania z innymi białkami, 

BlN2 funkcjonuje jako negatywny regulator szlaków transdukcyjnych indu

kowanych przez BRIl, przypuszczalny błonowy receptor BR. W komórkach, 

które nie zostały poddane działaniu BR szlaki transdukcyjne, prowadzące do 

powstania odpowiedzi komórkowych, są hamowane przez BlN2. Natomiast 

po związaniu się BR z receptoropodobną kinazą BRIl prowadzi do fosfory-

BR 

ii 
CPD t--" BR regulują 

ekspresję genów 

Enzymy ściany komórkowej 

[>�9radDcjf} przez 
prote0S01Y(/ 

Ryc. 4. 19. Indukcja przez brassinosteroidy szlaku transdukcji sygnałów w Arabid()psL� 
thaliana (wg Peng i Li 2003, Wang i He 2004, zmodyfikowano) 

Objaśnienia skrótów w tekście 
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lacji BIN2, a tym samym do uruchomienia ciągu reakcji prowadzących do 

powstania odpowiedzi fizjologicznej stymulowanej przez BR. Ponieważ nie 

udało się stwierdzić fizycznego oddziaływania między cząsteczkami BRIl 

i BIN2 (stosując drożdżowy system dwuhybrydowy) oraz bezpośredniej fos

forylacji BIN2 przez BRIl przypuszcza się, że pomiędzy tymi białkami funk

cjonuje dodatkowy element szlaku transdukcyjnego. 

Potencjalnymi substratami dla BIN2 są produkty genów BESl (ang. 

bril EMS suppressorl) i BZRl (ang. brassinazole resistant1), które kodują 

zbliżone pod względem budowy białka o dotąd nieznanej funkcji (ryc. 4.19) 

(Peng i Li 2003, Wang i He 2004).  Białka te występują głównie w cytoplazmie, 

natomiast w wyniku traktowania komórek BR przemieszczają się do wnętrza 

jąder. Z analizy mutantów besl i bzrl wynika, że BESl i BZRl mogą uczestni

czyć w kontroli ekspresji genów kodujących enzymy, które zaangażowane są 

w regulację wzrostu komórkowego. 

Na podstawie dostępnej obecnie wiedzy można zaproponować na

stępujący mechanizm działania BR (Peng i Li 2003, Wang i He 2004) .  

W komórkach nie poddanych działaniu BR występuje aktywna forma kina

zy białkowej ASK'l (kodowanej przez gen BIN2), która fosforylując białka 

BESl i BZRl odpowiada za ich cytoplazmatyczną lokalizację. W wyniku 

związania się BR z kompleksem receptorowym BRIl/BAKl następuje uru

chomienie reakcji prowadzącej do fosforylacji kolejnych białek, których 

końcowym elementem może być BIN2. Spadek aktywności tej kinazy pro

wadzi do zahamowania procesu fosforylacj i BESl i BZRl, a w następstwie 

do transportu obu tych białek do wnętrza jąder. W wyniku indukowanej 

przez BESl i BZRl ekspresj i  odpowiednich genów dochodzi do syntezy en

zymów, które - modyfikując ścianę komórkową - odpowiadają za przyspie

szenie tempa wzrostu komórek. 
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4.4.  Wpływ brassinosteroidów na glon Chlorella 
vulgaris poddany działaniu światła o różnej 
intensywności i barwie 

Światło jest źródłem energii, która jest wykorzystywana zaledwie w kilku 

procentach przez rośliny i przeważnie w kilkunastu procentach przez glony. 

Rośliny wytwarzają około 2/3 materii organicznej i tlenu na Ziemi. U roślin 

światło, poza podstawową funkcją w procesie fotosyntezy, odgrywa również 

istotną rolę w kontroli i regulacji wzrostu, rozwoju, reprodukcji i metabolizmu 

(Neff i inni 2000). W przypadku roślin światło działa aktywnie na procesy 

morfogenetyczne i metaboliczne w zakresie długości fal od 320 do 800 nm. 

Wpływ światła na rośliny jest bardzo zróżnicowany, zależy głównie od ich 

taksonomii i warunków środowiska. 

W naturalnym środowisku na rośliny działa wiele różnorodnych czyn

ników stresowych o charakterze biotycznym i abiotycznym, które mogą 

powodować zakłócenia w ich wzroście, rozwoju i procesach fizjologicznych 

(Kacperska 1995, 2002). Działanie stresu wywołuje określoną reakcję rośli

ny, polegającą na zmianie jej wzrostu i metabolizmu. Od stopnia natężenia 

i czasu trwania lub działania czynnika stresowego zależy czy zmiany te będą 

miały charakter odwracalny, czy też nie. W wyniku skrajnie wysokiego na

silenia stresu dochodzi do nieodwracalnego uszkodzenia komórek i śmierci 

rośl iny. Stres może zostać wywołany nie tylko przez nadmiar, ale i niedobór 

niektórych czynników środowiska takich, jak: sole mineralne, woda, tlen 

i światło. Przystosowanie roślin do skrajnych warunków środowiska polega 
przede wszystkim na tolerancji i adaptacji do warunków stresowych. 

Niniejszy rozdział przedstawia wpływ światła o zróżnicowanej intensyw

ności i barwie na procesy wzrostu i metabolizmu glonu Chlorella vulgaris 

poddanego działaniu brassinolidu (BL) .  W doświadczeniach zbadano od

działywanie ciemności oraz światła o intensywności: 10, 50, 100 i 500 Ilmola 

m-2s-1 promieniowania fotosyntetycznego czynnego (PAR) (ryc. 4.20). Ponad

to zbadano oddziaływanie światła o barwie białej , czerwonej i niebieskiej na 

wzrost i rozwój glonu, wyrażony liczbą komórek glonu oraz zawartością bia

łek, chlorofili i cukrów (ryc. 4.21). 

Badania przeprowadzone na kulturze glonu Chlorella vulgaris, hodowa

nego w ciemności, wykazały 10-30% przyrost liczby komórek oraz zawarto

ści chlorofili, cukrów i białek w porównaniu do kultury glonu w momencie 

rozpoczęcia doświadczenia (ryc. 4.20-4.21). Z kolei pod wpływem 10-8 M 

BL wzrastała liczba komórek i zawartość w niej chlorofili, cukrów i białek 
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przeciętnie o 10-23%. Natomiast porównując wzrost i rozwój glonu pod 
wpływem BL do kultur kontrolnych w poszczególnych godzinach analiz, 
stwierdzono przeciętnie wzrost o 6-10%. Największą liczbę komórek i zawar
tość analizowanych parametrów stwierdzono w 48. godzinie hodowli (ryc. 
4.20-4.21) .  Ponadto glony rosnące w ciemności wykazały fazę ograniczone
go wzrostu od 36. godziny hodowli. Zjawisko to zaobserwowano wyłącznie 
w kulturach pozbawionych endogennego BL. Z kolei glony potraktowane 
BL charakteryzowały się ciągłym wzrostem liczby komórek oraz stymulacją 
zawartości chlorofil i, cukrów i białek (ryc. 4.20-4.21). Zatem w warunkach 
ciemności traktowanie glonów BL indukowało akumulację ww. składników 
chemicznych. Można przypuszczać , że fitohormony te mogą w ciemności 
zastąpić efekt światła białego, które jest niezbędne do indukcji procesów za
chodzących w jego obecności takich, jak: podział komórek, biosynteza barw
ników fotosyntetycznych, cukrów czy białek. 

Wpływ światła o intensywności 10, 50, 100 i 500 !-tmola m-2s-l PAR na 
liczbę komórek i zawartość w nich chlorofil i, cukrów i białek w kulturach 
kontrolnych i traktowanych BL przedstawia rycina 4.20. Glony hodowane 
przy oświetleniu 10 !-tmola m-2s l  PAR wykazały ograniczony przyrost liczby 
komórek oraz nieznaczną stymulację zawartości ww. składników chemicz
nych komórki. W ciągu pierwszych 24 godzin hodowli dochodziło do 50% 
stymulacji wzrostu i rozwoju glonu w porównaniu do kultur glonu w momen
cie rozpoczęcia doświadczenia. Natomiast począwszy od 36. godziny trwania 
eksperymentu zaobserwowano fazę stagnacji, wzrost glonu był nieznaczny 
i wynosił 6-7% (ryc. 4.20). Z kolei kultury Chlorella vulgaris traktowane 
BL w stężeniu 10-8 M charakteryzowały się stymulacją wzrostu i zawartości 
chlorofili, cukrów i białek przeciętnie o 50-164% w porównaniu do hodow
li kontrolnej w godzinie zero (ryc. 4.20) . Wraz ze wzrostem intensywności 
oświetlenia od 50 do 100 !-tmola m-2s - l  PAR stwierdzono wzrost liczby komórek 
glonu oraz stymulację zawartości analizowanych składników chemicznych 
w kulturach Chlorella vulgaris (ryc. 4.20). Z kolei światło o intensywności 
500 !-tmola m-2s-l PAR było czynnikiem ograniczającym przeciętnie o 15% 
wzrost liczby komórek glonu oraz zawartości chlorofil i, cukrów i białek 
w porównaniu do kultur poddanych naświetleniu o intensywności 100 !-tmola 
ru-2S-1 PAR (ryc. 4.20) .  Ponadto stwierdzono stymulujący wpływ BL w kul
turach glonu narażonych na działanie światła o dużej intensywności, tj . 
500 !-tmola m-2s-1 PAR (ryc. 4.20) . 

Na podstawie badań własnych stwierdzono, że pod wpływem światła 
białego liczba komórek Chlorella vulgaris wzrastała wprost proporcjonalnie 
w czasie - od 21% w 12. godzinie hodowli do 200% w 48. godzinie (ryc. 4.21) .  
Z kolei światło czerwone spowodowało przyrost liczby glonu przeciętnie 
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o 16-164%, a światło niebieskie - o 14-31%. Niezależnie od zastosowanej 
barwy światła stwierdzono fazę wzrostu logarytmicznego w kulturach kon
trolnych. Ponadto okazało się, że najbardziej optymalną barwą światła dla 
wzrostu glonu było światło białe. Światło niebieskie spowodowało ogranicze
nie wzrostu liczby komórek Chlorella vulgaris w stosunku do kultur naświe
tlanych światłem białym. Aktywność biologiczna glonu Chlorella vulgaris 

wzrastała pod wpływem naświetlania światłem: białym, czerwonym i niebie
skim. Podobną zależność zaobserwowano, traktując kultury glonu optymal
nym stężeniem BL (10-8 M). 

Analogicznie jak w przypadku liczby komórek, wzrastała zawartość chlo
rofili, cukrów i białek w kulturach Chlorella vulgaris nie- i traktowanych BL. 
Największy przyrost zawartości analizowanych parametrów biochemicznych 
stwierdzono pomiędzy 36.-48. godziną trwania hodowli (ryc. 4.21). Dalsze 
wydłużanie czasu hodowli glonu potraktowanego BL nie spowodowało istot
nych zmian w zawartości chlorofili, cukrów i białek. Pomiędzy 48. a 72. godzi
ną działania BL obserwowano zahamowanie aktywności biologicznej glonu, 
określane jako faza stagnacji. Hodowla kultur glonu pozbawiona endogenne
go BL, lecz naświetlana różnymi rodzajami światła, nie wykazała przejścia 
w fazę stagnacji (dane nieprezentowane). 

Jedną z pierwszych odpowiedzi roślin na działanie czynnika stresowe
go są zmiany w zawartości hormonów, powodujące zakłócenia w ich rów
nowadze fizjologicznej .  Dochodzi często do obniżenia poziomu hormonów 
odpowiedzialnych za stymulację wzrostu roślin (auksyn, bras sino steroidów, 
cytokinin, giberelin) bądź też zwiększenia poziomu hormonów hamujących 
wzrost roślin (ABA, etylenu, kwasy jasmonowego) (Kacperska 1995, 2002, 
Bajguz i Tretyn 2003a) .  

W badaniach przeprowadzonych na kulturach glonu Chlorella vulgaris 

wykazano wpływ intensywności oświetlenia (ryc. 4.22) i barwy światła, tj . 
białego, niebieskiego i czerwonego (ryc. 4.23) na zawartość endogennych BR. 
Badania były również przeprowadzone w warunkach ciemności. Okazało się, 
że światło było regulatorem biosyntezy BR w komórkach Chlorella vulgaris. 

Wraz ze wzrostem intensywności oświetlenia, tzn. O (ciemność), 10, 50 i 100 
jlmola m-2s-1 PAR następowało zwiększenie zawartości BR w komórkach 
Chlorella vulgaris (ryc. 4.22). Natomiast pod wpływem światła o intensyw
ności 500 jlmola m-2s-1 PAR obserwowano znaczne obniżenie się zawarto
ści BR występujących w szlaku biosyntezy w stosunku do hodowli poddanej 
działaniu światła o intensywności 50 i 100 jlmola m-2s-1 PAR. W przypad
ku hodowli glonów w ciemności i przy niskiej intensywności oświetlenia 
(10 jlmola m-2s-1 PAR) w kulturach Chlorella vulgaris nie stwierdzono obec
ności BL (ryc. 4.22). W ciemności poddanie ich działaniu 10-8 M BL nie 
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Ryc. 4.22. Wpływ światła o różnej intensywności na zawartość brassinosteroidów szlaku 
biosyntezy, występujących w komórkach glonu Chlorella vulgaris, które zostały 
poddane działaniu egzogennego brassinolidu (BL) w 48, godzinie hodowli 
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Ryc. 4.23. Wpływ światła i ciemności na zawartość brassinosteroidów szlaku biosyntezy, 
występują.cych w komórkach glonu Chlorella vulgaris nie traktowanych (a) i trak
towanych (b) brassinolidem (BL) w 48. godzinie hodowli 
Dalszy opis w tekście 

spowodowało inicjacji syntezy endogennego BL (Ryc. 4.22). Niewielką jego 
zawartość (0,042 fg kom-l) stwierdzono dopiero w hodowli poddanej dzia
łaniu 10 Ilmola m-2s-1 PAR oraz egzogennego BL. Zaobserwowano również 
obniżenie zawartości BL do poziomu 0,072 fg kom-l pod wpływem 500llmola 
m-2s-1 PAR. 

Reasumując, najbardziej optymalne dla regulacji biosyntezy BR oka
zało się światło o intensywności oświetlenia 50 i 100 Ilmola m-2s-1 PAR. 
Kultury glonu Chlorella vulgaris, poddane działaniu egzogennego BL, wy
kazały stymulację zawartości poszczególnych BR szlaku biosyntezy. Domi-
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nującym szlakiem w biosyntezie BR okazał się szlak wczesnego C6 utleniania 
(CT � TE � 3-DT � TY � CS). Ogólna zawartość związków wchodzących 
w reakcje tego szlaku zmieniała się wraz ze wzrostem intensywności oświe
tlenia: ° < 10 < 50 < 100 flmola m- 2s-1 PAR, wynosząc odpowiednio 0,491, 
0,555, 1,048, 1,411 fg kom-l. Ponadto kultury poddane działaniu BL oraz ww. 
intensywności oświetlenia charakteryzowały się wzrostem zawartości BR 
średnio o 20% w stosunku do kontroli. Wysoka intensywność światła 500 
flmola m-2s-1 PAR spowodowała zahamowanie stymulacji biosyntezy BR szla
ku wczesnego C6 utleniania, niezależnie czy kultury były traktowane egzo
gennym BL, czy też nie. 

Stwierdzono również, że zawartość endogennych BR w komórkach glonu 
Chlorella vulgaris ulegała zmianom pod wpływem działania różnych dłu
gości światła (ryc. 4.23a) .  Okazało się, że światło białe było najbardziej ak
tywnym regulatorem w biosyntezie BR w Chlorella vulgaris. Jednocześnie 
stwierdzono, że wyłącznie światło białe było stymulatorem przemiany CS 
w BL. Z kolei pod wpływem światła czerwonego, niebieskiego i ciemności 
dochodziło do zahamowania biosyntezy BL. Dominujący w biosyntezie BR 
(niezależnie od zastosowanego rodzaju światła czy ciemności) okazał się 
szlak wczesnego C6 utleniania (ryc. 4.23a) .  Największą endogenną zawartość 
w komórkach Chlorella vulgaris wykazywał CS. Wynika z tego, że zarów
no światło, jak i ciemność były stymulatorami biosyntezy CS, a światło białe 
wyłącznie stymulowało biosyntezę BL. W szlaku C6 późnego utleniania pod 
wpływem światła białego i niebieskiego zanotowano największą zawartość 
6-deoksoCT (odpowiednio 0,267 i 0, 154 fg kom1). Z kolei światło czerwone 
najbardziej stymulowało zawartość 6-deoksoTE (0,264 fg kom-l), zaś brak 
światła był stymulatorem 6-deoksoCS (0, 122 fg kom-l). Ponadto stwierdzo
no, że szlaki wczesnego i późnego C6 utleniania mogą działać równocześnie. 
Nie stwierdzono istotnych różnic w poziomie endogennych BR, powstających 
w obu szlakach biosyntezy (ryc. 4.23a) .  

W kulturach glonu Chlorella vulgaris potraktowanych 10-8 M BL w obec
ności światła białego, czerwonego i niebieskiego oraz w ciemności docho
dziło do zwiększenia zawartości BR poszczególnych szlaków biosyntezy (ryc. 
4.23b). Dodatkowo stwierdzono obecność endogennego BL w hodowli glonu 
poddanej działaniu światła czerwonego. Pomimo zastosowania egzogenne
go BL nie wykryto jego endogennej zawartości w komórkach hodowanych 
w świetle niebieskim i ciemności. W związku z tym można uznać, że światło 
niebieskie oraz ciemność było czynnikiem hamującym przemianę CS w BL. 

Jedną z istotnych właściwości BR jest stymulacja podziałów komórkowych 
Chlorella vulgaris (ryc. 4.7). Badania własne wskazały, że BR przeciętnie 2-krot
nie zwiększały liczbę komórek glonu Chlorella vulgaris podczas 48-godzinnej 
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hodowli na świetle (ryc. 4.20-4.21). Natomiast w ciemności następowało ob
niżenie liczby komórek glonu w kulturach kontrolnych, przy czym nie docho
dziło do degradacji i autolizy komórek (ryc. 4.20-4.21). Z kolei pod wpływem 
BL dochodziło do niewielkiej stymulacji liczby komórek glonu. Prawdopo
dobnie BL był czynnikiem zastępującym efekt działania światła białego, które 
było niezbędne do zapoczątkowania podziałów komórkowych (ryc. 4.21). 
W ciemności dochodziło do zmniejszenia zawartości białek, co potwierdzono 
w doświadczeniach własnych, wykorzystując kultury komórkowe Chlorella 

vulgaris (ryc. 4.20-4.21). Jednak traktowanie kultur glonu BR przypuszczal
nie zastępowało efekt działania światła białego, co manifestowało się aktywa
cją procesu translacji. W konsekwencji następował wzrost zawartości białek 
w komórkach Chlorella vulgaris. 

Charakterystyczną cechą odpowiedzi roślin, poddanych działaniu BR, 
a hodowanych na świetle o zróżnicowanym natężeniu oraz w ciemności, 
była wzmożona biosynteza i akumulacja barwników fotosyntetycznych 
(ryc. 4.20-4.21). Zwiększenie poziomu barwników fotosyntetycznych pod 
wpływem BR może odbywać się na drodze stymulacji ich biosyntezy i/lub 
hamowania degradacji. BR na świetle i w ciemności zwiększają aktywność 
hydratazy 8-aminolewulinowej, kluczowego enzymu biorącego udział w re
gulacji syntezy tetrapiroli w roślinach (Hotta i inni 1998). Dzięki temu pobu
dzają akumulację kwasu 8-aminolewulinowego - specyficznego prekursora 
dla szlaku biosyntezy chlorofilu i hemu. Fitohormony te hamują aktywność 
oraz obniżają poziom enzymów: chlorofilazy i Mg-dechelatazy degradują
cych chlorofile w niekorzystnych warunkach środowiska, do których zalicza 
się również brak światła. 

Wzrost zawartości chlorofili w ciemności w komórkach Chlorella vulgaris 

traktowanych BL (ryc. 4.20-4.21) prawdopodobnie może być spowodowany 
ich udziałem w inhibicji rozkładu barwników. Wzrost zawartości chlorofili 
w komórkach glonu traktowanych BR może być czynnikiem przyspieszają
cym tempo procesu fotosyntezy, którego pierwotnymi produktami są mo
nosacharydy. Prawdopodobnie BR stymulują mobilizację cukrowych rezerw 
komórkowych, polegającą na rozkładzie oligo- i polisacharydów zapasowych 
(Bajguz i Czerpak 1998). 

Z kolei badania Roitscha i innych (2003) wykazały, że wraz ze wzrostem 
stężenia endogennych BR wzrasta ilość transkryptów mRNA, kodujących 
inwertazy związane ze ścianą komórkową. Związki te również stymulują 
aktywność inwertaz, katalizujących hydrolizę sacharozy do glukozy i fruk
tozy. Zwiększeniu stężenia endogennych cukrów prostych, które są wyko

rzystywane jako materiał odżywczy i energetyczny, dodatkowo towarzyszy 
wzrost ciśnienia osmotycznego komórki. Prowadzi to do zwiększenia tempa 
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pobierania wody przez komórkę, co ostatecznie wpływa na powiększenie jej 

rozmiarów oraz zahamowanie procesów starzenia się komórek. 
W roślinach poza foto receptorami, pochłaniającymi energię świetlną, 

niezbędną do przebiegu procesu fotosyntezy, istnieją różnorodne systemy 
receptorowe, odbierające bodźce fizykochemiczne ze środowiska zewnętrz
nego i wewnętrznego organizmu. U roślin naczyniowych i ramienic, a także 
u niektórych glonów z grupy zielenic, brunatnic i krasnorostów występuje 
układ fotoreceptorowy pochłaniający bliski ultrafiolet (UV-A), światło niebieskie 
oraz światło czerwone i daleką czerwień (Hetmann i Kowalczyk 2004b). Dzię
ki niemu następuje kontrola morfogenezy, reprodukcji i metabolizmu roślin 
za pomocą światła. Morfogenezę roślin niższych i grzybów indukuje przede 
wszystkim światło niebieskie i ultrafioletowe (Hetmann i Kowalczyk 2004a). 
U roślin wyższych rolę w procesach morfogenetycznych pełni czerwień i da
leka czerwień. Fotoreceptorem, pochłaniającym światło czerwone i daleką 
czerwień, jest fitochrom, zaś światło niebieskie - kryptochrom (Kopcewicz 
i inni 1992, Frankowski i inni 2001). 

Fitochrom, którego strukturę chemiczną i funkcję biologiczną u roślin 
fotosyntezujących dotychczas najlepiej poznano, występuje w dwóch podsta
wowych odmianach konformacyjnych Pr, i Pfr' które posiadają właściwości 
odwracalnej fotokonwersji (Kopcewicz i inni 1992). Forma Pr fitochromu 
selektywnie pochłania światło czerwone o długościach fal 650-660 nm 
i przekształca się w aktywną biologicznie formę Pfr' która pod wpływem dale
kiej czerwieni (725-730 nm) lub przy braku światła przekształca się w formę 
tego barwnika. Forma fitochromu P fr jest formą aktywną, która bierze udział 
w przekazywaniu informacji o warunkach świetlnych do dalszych elementów 
szlaku transdukcji sygnałów. Fitochromy Arabidopsis thaliana kodowane są 
przez pięć genów PhyA-PhyE, które monitorują te same sygnały lub różne 
ich parametry oraz regulują takie same bądź różne odpowiedzi fizjologiczne 
rośliny (Frankowski i inni 2001, Hetmann i Kowalczyk 2004b). Ze względu 
na szybki proces degradacji fitochromu A w formie Pfr U roślin etiolowanych 
oraz ze względu na dużą trwałość fitochromu B-E wyróżniono dwie grupy 
foto receptora: labilną - kodowaną przez gen PhyA i stabilną - kodowaną 
przez geny PhyB-PhyE. 

Białka fitochromowe są rozpuszczalnymi, dimerycznymi chromopoli
peptydami o masie cząsteczkowej 120-130 kDa, których cząsteczkę można 
podzielić na dwie domeny. Domena N-końcowa (74 kDa) za pośrednictwem 
wiązań kowalencyjnych wiąże otwartą grupę tetrapirolową - chromofor. 
Natomiast domena C-końcowa (55 kDa) jest odpowiedzialna za dimeryza
cję oraz oddziaływania z białkowymi elementami łańcuchów transdukcji 
sygnałów, dzięki obecności domen PAS (Kopcewicz i inni 1992, Frankow-
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ski i inni 2001). Białka fitochromowe roślin wyższych, obok domeny struk
turalnej wiążącej chromofor, posiadają w części C-końcowej polipeptydu 
dwie subdomeny PRD i HKRD. Subdomena PRD (ang. PAS repeat domain), 
uczestniczy w oddziaływaniach fitochromu z innymi białkami szlaku sy
gnałowego. Rola subdomeny HKRD (ang. histidine kinase-related domain), 
podobnej do przekaźnika w bakteryjnych kinazach histydynowych, nie zo
stała w pełni wyjaśniona (Kevei i Nagy 2003). Fitochromy posiadają zdolność 
fosforylacji szeregu białek (PKS1, Aux/IAA, kryptochromy, NDPK2) lub 
w wyniku bezpośrednich oddziaływań z odpowiednimi białkami jądrowymi 
(PIF3, HFRlIREP/RSF1, PIF4, ELF3, ARR4) mogą uczestniczyć w regulacji 
transkrypcji genów (Hetman n i Kowalczyk 2004b). Charakterystycznymi 
reakcjami roślin na światło czerwone i daleką czerwień są: ekspresja genów 
białek PSI i psn (jnr, cab) oraz genów odpowiedzialnych za biosyntezę an
tocyjanów (chs) . Związkiem działającym jako wtórny przekaźnik pomiędzy 
fitochromem a syntezą antocyjanów jest cGMP, który w połączeniu z jona
mi wapnia i CaM prowadzi do syntezy białek fotosystemu PSI. Wiadomo, 
że jony wapnia i CaM pośredniczą w biosyntezie białek fotosystemu PSII. 
Sygnały świetlne odbierane przez fitochromy uruchamiają co najmniej dwa 
niezależne szlaki sygnałowe. Pierwszy, który przebiega dość szybko, polega 
na transporcie aktywnej formy fitochromów z cytoplazmy do jądra, gdzie 
z odpowiednimi białkami tworzą kontrolowane przez światło kompleksy 
regulujące transkrypcję genów. Drugi, wolniejszy szlak prowadzi do zmia
ny stężenia białek regulujących transkrypcję na drodze regulowanej przez 
światło ubikwitynacji odpowiednich białek i ich degradacji w proteasomach. 
Elementami szlaków sygnałowych są: białka j ądrowe, białka zlokalizowane 
na terenie cytoplazmy, a także, tak jak w przypadku COpl, białka zmieniające 
swoją lokalizacją w zależności od warunków świetlnych. 

Poza fitochromem u niektórych roślin naczyniowych oraz glonów, na
leżących do zielenic, chryzofitów, brunatnic i krasnorostów oraz u wielu 
rodzajów grzybów, zwłaszcza Phycomyces i Trichoderma, stwierdzono obec
ność fotoreceptorów absorbujących światło niebieskie w zakresie fal 370-
-480 nm i bliski ultrafiolet (U V-A) w zakresie fal 320-370 nm (Kamiya 1998, 
SWlrez-López i Coupland 1998, Tretyn i Wiśniewska 1999, Lin 2000, Liscum 
i inni 2003, Hetmann i Kowalczyk 2004a). Fotoreceptorem pochłaniającym te 
rodzaje światła jest kryptochrom - białko rozpuszczalne, które posiada dwie 
grupy chromoforowe: pierwsza to flawina, występująca w formie utlenionej 
(FAD) oraz częściowo (FADH-) lub w pełni zredukowanej (FADH) ; a druga, 
w przypadku Cry Arabidopsis, to pteryna pochłaniająca światło niebieskie. 
Flawina może również funkcjonować w stosunkowo stabilnej formie semi-
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chinonowej (FAD-), która ma zdolność pochłaniania światła zielonego. Gen 
HY4, zbudowany z trzech intronów i czterech eksonów, koduje białko CRYI 
składające się z 681 reszt aminokwasowych o masie cząsteczkowej 75,8 kDa 
(Tretyn i Wiśniewska 1999, Hetmann i Kowalczyk 2004a) . Właściwości CRY1 

są nietypowe, ponieważ jego N-końcowa domena wykazuje wysoki stopień 
homologii do bakteryjnych fotoliaz, zaś fragment C-końcowy budową zbliżo
ny jest do zwierzęcego białka kurczliwego - tropomiozyny. Między obiema 
domenami występuje odcinek łącznikowy, który nie wykazuje podobieństwa 
do znanych polipeptydów. Analiza pierwszorzędowej struktury białka CRYI 
wykazała brak w nim potencjalnych odcinków transbłonowych. Poza genem 
HY4 (CRYL1), kodującym białkowy składnik kryptochromu typu CRY1, sklonowa
no gen CRY2, którego białkowy produkt wykazuje 52% stopień identyczności 
składu aminokwasów w stosunku do białka CRYl. Absorpcja światła niebieskiego 
przez kryptochrom przypuszczalnie zapoczątkowuje łańcuch przemieszczania 
sygnału, prowadzący do powstania odpowiedzi komórkowych. Jednym z najszyb
szych procesów indukowanych przez tę barwę światła jest depolaryzacja błon 
komórkowych. Mechanizm działania światła niebieskiego na hypokotyle ogórka 
i Arabidopsis może polegać na hamowaniu aktywności plazmolemowej 
H+ -AT Pazy (w trakcie depolaryzacji) oraz stymulacji kanałów jonowych (pod
czas repolaryzacji). Absorpcji światła niebieskiego przez kryptochrom towa
rzyszy aktywacja białek wiążących GTP i wzrost stężenia cytoplazmatycznego 
Ca2+. Przypuszcza się, że występowanie różnych fotoreceptorów wyzwala 
między nimi następujące typy oddziaływań: pierwszy - kiedy mechanizmy 
działania fotoreceptorów są niezależne od siebie, drugi - kiedy mogą współ
działać w regulacji określonego procesu, wywołując efekt synergistyczny, 
trzeci - gdy wpływają na niego przeciwstawnie, wywołując efekt antagoni
styczny. Przykładem współdziałania synergistycznego jest współdziałanie 
fitochromu z kryptochromem u niektórych roślin naczyniowych i glonów 
z grupy brunatnic, krasnorostów i zielenic w stymulacji biosyntezy antocyja
nin i flawonoidów (Czerpak 1993). 

Fotoreceptory, pochłaniające światło zielone, a sporadycznie zielono
niebieskie lub zielono-żółte, nazwano fikochromami (Thiimmler i Riidiger 
1984, Holzwarth 1991, Czerpak 1993, Hellingwerf i inni 1996). Występują 
one głównie w glonach z grupy: kryptofitów i tobołków, zaś nielicznie wystę
pują u zielenic, krasnorostów i roślin naczyniowych. Fikochromy pochłaniają 
przeważnie światło o długościach fal w zakresie 500-600 nm. Pod wzglę
dem budowy chemicznej są chromoproteinami, w których część białkowa 
jest związana z barwnikami fikobilinowymi, przeważnie fikocyjanem lub 
biliwioliną, tworząc allofikocyjaninę. Przypuszcza się, że w receptorach fiko-
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chromowych w niewielkich ilościach może znajdować się fikoerytryna lub bi
lirodyna. Prawdopodobnie jednak związki te stanowią odrębne fotoreceptory 
o właściwościach i działaniu antagonistycznym w stosunku do fikochromu. 
Dotychczas wyizolowano fikochrom a, który pochłania światło zielono-żółte 
w zakresie fal 575-580 i 630 nm, fikochrom b, absorbujący światło niebiesko
-zielone w zakresie fal 510 i 570 nm i fikochrom c pochłaniający wyłącznie 
światło zielone w zakresie fal 545-560 nm). 

Światło czerwone działa stymulująco na przepuszczalność błon pla
zmatycznych, zwłaszcza na transport aktywny metabolitów (Kopcewicz 
i inni 1992, Czerpak 1993, Lee i Palsson 1996, Parks 2003). W zależności od 
gatunku rośliny światło to działa na błony depolaryzująco lub hiperpolary
zująco, a także na zmiany struktury i biochemizmu kanałów jonowych i ak
tywność białek nośnikowych oraz enzymów, uczestniczących w transporcie 
aktywnym. Stwierdzono aktywację światła na transport jonów H+, K+, Cu2+, 
Mg2+ przez plazmolemę. Działanie to polega głównie na aktywacji pomp jo
nowych, działających przy udziale enzymów ATP-az. Pod wpływem światła 
czerwonego następuje  aktywacja kanałów jonowych w plazmolemie poprzez 
stymulację biosyntezy diacyloglicerolu i trifosfoinozytolu, spełniających rolę 
przekaźników chemicznych drugiego rzędu. 

Fitochrom aktywuje niektóre enzymy z klasy oksydoreduktaz (np. katala
zę, peroksydazę, oksydazę askorbinianową), część enzymów uczestniczących 
w cyklu Calvina, oksydazę cytochromową oraz zwiększa szybkość przepływu 
elektronów przez półogniwa łańcucha oddechowego (Kopcewicz i inni 1992, 
Parks 2003). Efektem tego działania jest wzrost wydajności biosyntezy ATP 
w procesie fosforylacji oksydacyjnej . Ponadto proces fotooddychania jest 
aktywowany przez światło czerwone, które powoduje dominację cyklu gli
kolanowego nad glioksalowym. Światło czerwone i niebieskie działa stymu
lująco na procesy metaboliczne takie, jak: fotosynteza, biosynteza kwasów 
nukleinowych, białek, barwników fotosyntezujących, głównie chlorofili, an
tocyjanin, fikocyjaniny (Neff i inni 2000, Frankowski i inni 2001). Wzrasta 
aktywność enzymów: fosfokinazy NAD, dolicholu, kwasu asparaginowego, 
fruktozy, glukozy, glicerolu, inozytolu, cyklazy i fosfodiesterazy adenylowej, 
reduktazy azotanowej, fosfolipaz A, AT Paz, metylaz i innych kinaz biał
kowych, uczestniczących w metabolizmie protein. U glonów rosnących na 
różnych głębokościach procesy morfogenetyczne i metaboliczne są kontrolo
wane równolegle przez oba fotoreceptory - fitochrom i kryptochrom (Parks 
2003). Światło czerwone i niebieskie stymuluje wzrost pojedynczych komó
rek i wielokomórkowych plech, ich podziały, tworzenie się w nich ryzoidów, 
różnego rodzaju wyrostków, np. włosków, wici oraz wytwarzanie gamet 
i zarodników, a także ich uwalnianie do wodnego środowiska. Natomiast 
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daleka czerwień z wyjątkiem ramienic działa antagonistycznie w stosunku 
do światła czerwonego. 

Na podstawie badań własnych stwierdzono, że najbardziej optymal
nym rodzajem światła dla wzrostu i rozwoju glonu jest światło białe. Świa
tło czerwone i niebieskie powoduje ograniczenia wzrostu Chlorella vulgaris 

w stosunku do kultur naświetlanych światłem białym. Aktywność biolo
giczna glonu Chlorella vulgaris, wyrażona zawartością białek, chlorofili 
i cukrów, wzrasta pod wpływem naświetlania światłem: białym, czerwonym 
i niebieskim. Nie stwierdzono różnic dla tej zależności w kulturach kontrol
nych czy traktowanych BL. Jedynie kultury traktowane BL wykazują większą 
aktywność biologiczną, charakteryzującą się wzrostem liczby komórek oraz 
większą zawartością chlorofili, cukrów i białek (ryc. 4.21) .  

BR stymulują na świetle wydłużanie się pędów. Wykazano, że wydłuża
nie pędów garbipłata (Vigna radiata) następuje pod wpływem monochroma
tycznego światła niebieskiego i dalekiej czerwieni (Chory i Li 1997, Neff i inni 
2000). Jednocześnie w tych warunkach świetlnych BL nie wykazywał żad
nego działania. Ponadto wzrost epikotylu był opóźniany przez światło białe 
i monochromatyczne światło czerwone. Wzrost epikotylu nastąpił dopiero 
pod wpływem BL, który niwelował hamujący wpływ ww. długości światła. 
Wiadomo, że światło o odpowiednich długościach fal jest selektywnie po
chłaniane przez specyficzne receptory komórkowe. Prawdopodobnie pod ich 
wpływem wzrasta biosynteza BR oraz pozostałych fitohormonów, głównie 
auksyn i giberelin. 

Wzrost i rozwój roślin regulowany jest w wyniku współdziałania światła 
i fitohormonów. Rośliny, rosnące w ciemności i na świetle, charakteryzują się 
zgoła odmiennym pokrojem. W przypadku roślin dwuliściennych, np. Ara

bidopsis thaliana, światło kontroluje wszystkie etapy ich wzrostu i rozwoju, 
poczynając od kiełkowania nasion, a na kwitnieniu i starzeniu się kończąc 
(Li i inni 1996, Barnes i inni 1997). Natomiast wyrosłe w ciemności siewki 
Arabidopsis posiadają wydłużony i wygięty u szczytu w kształcie kolanka hy
pokotyl, który jest zakończony złożonymi, słabo rozwiniętymi liścieniami. 
Inny fenotyp mają rośliny wyrosłe na świetle: jest to krótki, pozbawiony ko
lanka hypokotyl zwieńczony rozwiniętymi, zielonymi liścieniami. Tego typu 
pokrój charakteryzuje również niektóre mutant y Arabidopsis takie, jak: 
det2 (de-etiolated 2) , cpd (constitutive photomorphogenesis and dwarfism) . 

Mutant y te, rosnąc na świetle, mają karłowaty pokrój ,  są ciemnozielone, 
ich starzenie jest opóźnione, a ich kwiaty są męskosterylne. Wykazano, 
że białkowy produkt genu DET2 ma bardzo wysoki stopień homologii do 
5a-reduktazy steroidów ssaków, który przekształca progesteron i testoste
ron w ich dihydroksypochodne. Jednakże w przypadku Arabidopsis enzym 
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ten odpowiada za przekształcanie kampesterolu w kampestanol. Wprowa
dzeniu genu DET2 do mutanta Arabidopsis spowodowało wzrost pozio
mu kampestanolu i zmianę fenotypu podobnego do roślin typu dzikiego. 
Z kolei gen CPD koduje białko, które wykazuje wysoki stopień identyczno
ści sekwencji aminokwasów z kilkoma typami cytochromów P450 u ssaków 
(Szekeres i inni 1996) .  Również inna mutacja Arabidopsis, dwarf4 (dwf4) 

prowadzi do zaburzeń w metabolizmie BR. Okazało się, że gen DWF4 kodu
je enzym monooksygenazę cytochromu P450, który odpowiada za wprowa
dzanie grup hydroksylowych do łańcucha bocznego BR. Podobnie jak i inne 
mutant y Arabidopsis, wykazujące deficyt BR, rosnący w ciemności dwf4, 

charakteryzuje  się krótkim hypokotylem, brakiem kolanka, rozłożonymi 
liścieniami i rozwijającymi się zawiązkami liści - cechami obserwowanymi 
u siewek Arabidopsis rosnących na świetle. Wszystkie te mutant y wykazują 
charakterystyczny karłowaty fenotyp, a ich wzrost może być przywrócony 
do normy poprzez podanie egzogennych BR. Inne fitohormony nie mają  
istotnego wpływu na ten proces. Wyniki przytoczonych badań wskazują, 
że zarówno światło, jak i BR mogą współdziałać w regulacj i morfogenezy 
roślin. 

Powszechnie wiadomo, że wiązanie się cząsteczek sygnałowych z recep
torem często prowadzi do aktywacji tzw. białek sprzęgających. Wśród nich 
można wyróżnić tzw. małe (niskocząsteczkowe) i duże (heterotrimerowe) 
białka wiążące GTP, zwane białkami G (Kang i inni 2001). Białka te, wystę
pujące po wewnętrznej stronie błony komórkowej, przenoszą stan aktywacji 
z receptora na białka efektorowe, którymi mogą być kanały jonowe lub róż
nego typu enzymy. Obecnie wiadomo, że zarówno nisko-, jak i wysokoczą
steczkowe białka G mogą uczestniczyć w mechanizmie działania różnych 
fitohormonów oraz fotoreceptorów. W mechanizm działania BR w grochu 
może być zaangażowane niskocząsteczkowe białko G, które jest kodowane 
przez gen Pra2, a jego aktywność jest hamowana przez światło. Gen Pra2 

ulega ekspresj i  wyłącznie w szybko rosnącej, górnej części epikotylu. Również 
w tej części etiolowanej siewki grochu, najbardziej wrażliwej na działanie 
egzogennie podawanych BR, obserwuje się najwyższy poziom fitochromu, 
receptora światła czerwonego i dalekiej czerwieni. Białkiem efektorowym, na 
które może oddziaływać Pra2 okazał się produkt genu DDWF1 (ang. dark
induced DWF-like protein1), którego najwyższy poziom ekspresji występuje 
w szybko rosnącej części hypokotylu, to jest miejscu największego nagroma
dzenia cząsteczek Pra2 i fitochromu. Stwierdzono również, że białka Pra2 
i DDWF1 mogą bezpośrednio oddziaływać ze sobą in vitro i in vivo. Na pod
stawie analizy komputerowej sekwencji nukleotydowych DDWF1 stwier-
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dzono, że koduje ono cząsteczki hydroksylazy cytochromu P450, enzymu 

katalizującego C-2 hydroksylację TY do CS. Na tej podstawie można sądzić, 
że małe białko G (kodowane przez Pra2) pełni funkcje regulatora aktywności 
katalitycznej DOWn, a tym samym integruje  szlaki transdukcji sygnałów 
indukowanych przez światło i BR. 

Dotychczas niewiele uwagi poświęcono oddziaływaniu różnego rodzaju 
światła na regulację  biosyntezy BR. W pędach ryżu (Oryza sativa) poziom BR 
takich, jak: CS, TY, 6-deoksoCS znacząco wzrósł pod wpływem światła bia
łego w porównaniu do zawartości endogennych BR w sadzonkach rosnących 
wyłącznie w ciemności (Yokota i inni 2001). Stwierdzono, że światło niebie
skie oddziałuje podobnie do światła białego. Z kolei wpływ światła czerwone
go i dalekiej czerwieni na zawartość BR był znacznie słabszy w porównaniu 
do działania światła niebieskiego. Wykazano, że światło zapoczątkowuje 
biosyntezę BR w pędach ryżu, a najbardziej efektywnym okazało się świa
tło niebieskie. Natomiast w korzeniach ryżu nie zaobserwowano znaczącego 
wpływu światła na poziom BR. 

Badania własne wykazały, że światło białe było największym czynni
kiem regulującym biosyntezę BR w glonie Chlorella vulgaris. Jednocześnie 
stwierdzono, że tylko pod wpływem światła białego zachodziła przemiana 
CS w BL. Z kolei pod wpływem światła czerwonego, niebieskiego i ciem
ności dochodziło do zahamowania biosyntezy BL (ryc. 4.23). Podobnie jak 
w kulturach komórkowych barwinka różyczkowego (Catharanthus roseus) 

szlaki wczesnego i późnego C6 utleniania mogą działać równocześnie w glo
nie Chlorella vulgaris (ryc. 4.22). Natomiast w Arabidopsis thaliana związ
ki pośrednie obu szlaków występują wyłącznie w sadzonkach rosnących na 
świetle. Jednocześnie wykazano zróżnicowanie aktywności BR typu 6-okso 
i 6-deokso w mutantach det2 (Fujioka i inni 1997) i dwf4 (Choe i inni 1998) 
rosnących na świetle i ciemności. Mutant y det2 Arabidopsis, które charak
teryzują się zaburzeniami w szlaku transdukcji sygnałów świetlnych są fe
notypowo podobne do mutantów cpd. Aby przywrócić wzrost karłowatego 
mutanta, rosnącego na świetle, wystarczy poddać go działaniu 6-deoksoBR. 
Mimo braku bezpośrednich dowodów sądzi się, że szlak późnego C6 utlenia
nia odgrywa dominującą rolę podczas wzrostu roślin na świetle, podczas gdy 
szlak wczesnego C6 utleniania byłby dominujący w ciemności. Przypuszcza 
się, że światło niebieskie może stymulować biosyntezę BL (Fujioka i inni 1997, 
Li i inni 1996, Chory i Li 1997, Clouse i Feldmann 1999, Li i Chory 1999) oraz 
wpływać na biosyntezę CS - bezpośredniego prekursora BL (Nomura i inni 
1997, 2001, Yokota 1997). 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



118  4.4. WPŁYW BRASSINOSTEROIDÓW NA GLON CHWRfUA VULGARIS PODDANY DZIAŁANIU ŚWiATŁA ... 

Na podstawie wyników uzyskanych w tej części badań wyciągnięto 
następujące wnioski: 

1. W kulturach Chlorella vulgaris, rosnących na świetle o intensywności 
10 i 500 Ilmola m-2s-1 PAR, stwierdzono zmniejszenie liczby komórek 
glonu oraz zawartości chlorofili, cukrów i białek w porównaniu do 
kultur poddanych naświetleniu o intensywności 50 i 100 Ilmola m-2s- 1 
PAR; 

2. W kulturach Chlorella vulgaris, rosnących na świetle i ciemności, 
a traktowanych brassinolidem, stwierdzono wzrost liczby komórek 
oraz zawartości chlorofili, cukrów i białek; 

3. Barwa światła wywierała istotny wpływ na wzrost i rozwój Chlorella 

vulgaris - aktywność biologiczna glonu wzrastała pod wpływem na
świetlania światłem: białym, czerwonym i niebieskim; 

4. Egzogenny brassinolid znosił hamujący wpływ światła czerwonego 
i niebieskiego na rozwój Chlorella vulgaris; 

5. W ciemności brassinolid zastępował efekt działania światła białego, 
które było niezbędne do zapoczątkowania podziałów komórkowych 
Chlorella vulgaris; 

6. Barwa światła była czynnikiem regulującym biosyntezę brassinoste
roidów w Chlorella vulgaris; 

7. Pod wpływem światła białego zachodziła przemiana es w BL, natomiast 
światło czerwone i niebieskie oraz ciemność zahamowały tę przemianę; 

8. Intensywność światła była regulatorem biosyntezy BR w Chlorella 

vulgaris: 
• wraz ze wzrostem natężenia oświetlenia (0-100 Ilmola m-2s-1 PAR) 

zwiększała się zawartość BR; 
• wysokie natężenie oświetlenia (500 Ilmola m-2s-1 PAR) spowodo

wało obniżenie się zawartości BR. 
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4.5. Wpływ brassinosteroidów na glon Chlorella 
vulgaris poddany działaniu różnych temperatur 

Aktywność fitohormonów determinują czynniki wewnętrzne, obejmu
jące procesy ich biosyntezy, degradacji, koniugacji oraz transportu. Efekty 
wywoływane przez te związki modyfikują również sygnały środowiskowe, 
do których należy zaliczyć m.in. temperaturę (Davies 2004). 

Celem niniejszego rozdziału było przedstawienie odpowiedzi brassino
steroidów w kulturach Chlorella vulgaris, poddanych działaniu temperatury 
(5-40°C) na liczbę komórek glonu oraz zawartość białek, chlorofili i cukrów. 
Ponadto wyjaśniono rolę BR w mechanizmie adaptacyjnym do stresu wywo
łanego wysoką temperaturą. Poddano analizie białka, których synteza jest 
indukowana wysoką temperaturą. 

Zmiany liczby komórek oraz zawartości chlorofili, cukrów i białek w kul
turach glonu Chlorella vulgaris, rosnącego w zróżnicowanych temperaturach 
(5-40°C), pod wpływem brassinolidu (BL) i kastasteronu (CS) w stężeniu 
10-8 M przedstawia rycina 4.24. Pomiary liczby komórek dokonano w 48. go
dzinie trwania eksperymentu. 
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Ryc. 4.24. Wpływ brassinosteroidów na liczbę komórek, zawartość chlorofili, cukrów i biał
ka w kulturach Chlorella vulgari,�, poddanych działaniu różne; temperatury w 48. 
godzinie hodowli (SE < 5%) 
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Badane BR pobudzały podziały komórkowe glonu, powodując przyrost 
liczby komórek, niezależnie od warunków termicznych. W kulturach kon
trolnych poddanych działaniu S-lOoe stwierdzono nieznaczny wzrost licz
by komórek Chlorella vulgaris w ciągu 48 godzin hodowli. W porównaniu 
do liczby komórek w momencie rozpoczęcia doświadczenia zanotowano 
8-27% stymulację wzrostu w powyższych warunkach termicznych. Wraz 
ze wzrostem temperatury stwierdzono wzrost liczby komórek glonu, za
równo w hodowli kontrolnej, jak i traktowanej BR. Efekt ten był najbardziej 
widoczny w przedziale temperatur S-25°e, osiągając optymalne działanie 
w temperaturze 2S°C. Najbardziej stymulujące działanie na intensywność 
podziałów komórek Chlorella vulgaris stwierdzono pod wpływem 10-8 M BL, 
który zwiększał ich liczebność o 278% w 2Soe i 314% w 300e w porównaniu 
z kontrolą. Nieco mniejszą aktywnością charakteryzuje  się stężenie 10-8 M 
es, które indukowało prawie 2-krotny wzrost liczby komórek Chlorella vul

garis. Ponadto zwiększenie temperatury od 30 do 40° e spowodowało ograni
czenie wzrostu glonu, pomimo zastosowania egzogennych BR (ryc. 4.24). 

Bardzo ważnym efektem działania BR na poziomie pojedynczej komór
ki jest ich udział w indukcji akumulacji chlorofili niezbędnego do przebiegu 
procesu fotosyntezy. Największy przyrost zawartości chlorofili stwierdzono 
również w temperaturze 2S-300e w hodowli kontrolnej i traktowanej BL 
czy es. Odnotowano 3-krotny wzrost zawartości chlorofil i pod wpływem 
10-8 M BL i 2-krotny pod wpływem es. Podobnie jak w przypadku liczby 
komórek, niska (S-lS°C) i wysoka (3S-40°C) temperatura spowodowały za
hamowanie biosyntezy chlorofili. 

Zmiana zawartości cukrów w komórkach glonu związana była z dzia
łaniem stymulującym BR oraz zmieniającymi się warunkami termicznymi 
(ryc. 4.24). Największą aktywność, niezależnie od zastosowanej temperatury, 
wykazywały kultury glonu potraktowane BL, zaś najmniejszą - es. Niska 
temperatura była czynnikiem ograniczającym wzrost zawartości cukrów 
w pojedynczej komórce. Kultury glonu potraktowane BR charakteryzowały 
się nieznacznym, 2-7%, przyrostem zawartości cukrów. Z kolei w glonach pod
danych działaniu wysokich temperatur (3S-40°C) zanotowano spadek zawar
tości cukrów w stosunku do kultur hodowanych w temperaturze 25-30°C. 

Przeprowadzone badania wskazują, że na poziom białek największy sty
mulujący wpływ posiadały BR w kulturach Chlorella vulgaris, poddanych 
działaniu temperatury w zakresie 2S-300e (ryc. 4.24). W wyniku jej działa
nia stwierdzono 2 ,5-krotny przyrost zawartości białek w komórkach glonu 
potraktowanego BL w odniesieniu do kontroli. Nieco mniejszą aktywnością 
charakteryzuje się es, który stymulował 2-krotnie wzrost zawartości białek. 
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Hodowla glonów w temperaturze 40°C wykazuje zahamowanie biosyntezy 
białek, które nie było niwelowane poprzez podanie egzogennych BR. 

Badania własne wykazały, że kultury glonu Chlorella vulgaris, poddane 
działaniu BR w warunkach niskiej (5°C), jak i wysokiej (40°C) temperatury, 
charakteryzują się większą przeżywalnością. Oznacza to zwiększony wzrost 
liczby komórek glonu oraz wzrost zawartości chlorofil i, cukrów i białek 
w stosunku do kontroli (ryc. 4.24). W związku z tym podjęto badania, umoż
liwiające wyjaśnienie mechanizmów obronnych, za indukcję których odpo
wiadają BR. Wiadomo, że stres temperaturowy jest źródłem tworzenia się 
dużych ilości reaktywnych form tlenu, zaś rośliny posiadają szereg systemów 
obronnych, umożliwiających prawidłowe funkcjonowanie w obecności ak
tywnych form tlenu. Więcej danych na ten temat przedstawia rozdział 4.7. 

Bodziec cieplny jest jednym z czynników determinujących syntezę spe
cyficznych białek ochronnych, zwanych białkami szoku termicznego (HSP, 
ang. he at shock proteins), które chronią pozostałe białka komórkowe przed 
denaturacją (Gwóźdź 1996). HSP pełnią więc rolę tzw. białek opiekuńczych, 
zapewniając innym białkom utrzymanie lub uzyskanie właściwej, funkcjo
nalnej konfiguracji przestrzennej nie tylko w warunkach stresu termicznego, 
ale i normalnych. 

W celu precyzyjnego określenia frakcji białek, których synteza była indu
kowana przez 10-8 M BL w 3. godzinie trwania hodowli kultur Chlorella vul

garis, poddanych działaniu temperatur w zakresie 30-40°C, przeprowadzono 
ich elektroforezę na żelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) oraz identyfikację 
na nitrocelulozie metodą western blotting (ryc. 4.25, tabela 4.6). Analiza elek
troforogramu wskazała, że BL selektywnie stymulował biosyntezę polipepty
dów. W warunkach kontrolnych, tj . w kulturach glonu poddanych działaniu 
temperatury 30°C, pojawiły się polipeptydy o masie cząsteczkowej 45, 70 
i 90 kDa. Wzrost temperatury o 5°C spowodował stymulację syntezy ko
lejnych polipetydów o masach cząsteczkowych 30, 40 i 100 kDa. W wyni
ku działania temperatury 40°C w komórkach glonu pojawił się polipeptyd 
o masie cząsteczkowej 105 kDa. Wzrost poziomu syntezy stwierdzono je
dynie w przypadku polipeptydu o masie cząsteczkowej 45 kDa. Natomiast 
w komórkach Chlorella vulgaris, traktowanych 10-8 M BL oraz poddanych 
działaniu 30°C, zaobserwowano pojawienie się 6 polipeptydów o masach czą
steczkowych 30, 40, 45, 70, 90 i 100 kDa. Trzech z nich (30, 40, 100 kDa) nie 
stwierdzono w kulturach kontrolnych. Natomiast w temperaturze 35°C BL 
stymulował syntezę nowych polipeptydów o masach cząsteczkowych 27, 43 
i 60 kDa. Z kolei w kulturach Chlorella vulgaris, poddanych działaniu tem
peratury 40°C oraz 10-8 M BL, nastąpiła stymulacja kolejnych polipeptydów 
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Ryc. 4.25. Rozdział elektroforetyczny (SDS-PAGE, western blotting) białek ko
mórkowych kultury glonu Chlorella vulgaris, poddanego działaniu 
temperatury w zakresie 30-40°C pod wpływem w-s M brassinolidu 
(BL) w porównaniu do kontroli (K) w 3. godzinie hodowli 

(35, 105 kDa). Zwiększoną syntezę 6 polipeptydów (27, 60, 70, 90, 100, 
105 kDa) obserwowano wraz ze wzrostem temperatury z 35 do 40°C w kul
turach traktowanych BL. Hormon ten zwiększał poziom niektórych polipep
tydów, np. o masie 70 kDa, zaś syntezę innych indukował de novo (27, 35, 43 
i 60 kDa). Podsumowując wyniki tej części badań należy stwierdzić, że BL 
selektywnie oddziaływał na syntezę określonych polipeptydów. 

Rośliny podlegają ciągłym różnorodnym sygnałom fizycznym takim, 
jak: światło, przyciąganie ziemskie, zmiany temperatury i chemicznym, jak 
działanie hormonów. Mogą one wywołać w roślinie stres, który w zależno
ści od natężenia, czasu trwania lub działania czynnika może spowodować 
zmiany o charakterze odwracalnym lub nieodwracalnym. Jednym z czynni
ków stresowych, który niekorzystnie wpływa na wzrost i metabolizm roślin 
jest szok temperaturowy. Reakcja roślin na ten rodzaj stresu jest dotąd naj
lepiej scharakteryzowana na poziomie molekularnym. Odpowiedź komórek 
na stres termiczny polega na ograniczeniu wytwarzania normalnych białek 
i indukcji syntezy nowych, specyficznych białek szoku termicznego (HSP) 
(Porankiewicz i Gwóźdź 1993, Gwóźdź 1996, Iba 2002, Cymers i Niemiał
towski 2004). Temperatura, jaka może spowodować syntezę specyficznych 
białek jest zróżnicowana w zależności od gatunku rośliny, zazwyczaj wynosi 
od lO-15°C powyżej wyznaczonej doświadczalnie optymalnej temperatury 
wzrostu. U roślin można wyróżnić trzy fazy odpowiedzi na działanie wyso
kiej temperatury: a) indukcja syntezy (pierwsze kilka minut); b) synteza HSP 
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Tabela 4.6. Szacunkowa zawartość frakcji białek HSP glonu Chlorella vulgaris, poddanego 
działaniu temperatury W zakresie 30-40°C pod wpływem 10-8 M brassinolidu 
(EL) w porównaniu do kontroli (K) w 3. godzinie hodowli 

Masa cząsteczkowa 30o( 3So( 40o( 
--

polipeptydów (kOal K BL K BL K BL 
1 05 + ++ 

1 00 + + ++ + ++ 

90 + + + + + ++ 
--I----

70 + + + ++ + +++ 

60 + ++ . • •  
45 + + + + ++ + 

43 + + • • •• 
40 + + + + + 

35 + 

30 + + + + + 

27 + ++ 

+ /++ / +++  szacunkowa zawartość 
kolorem szarym zaznaczono HSP pojawiające się wyłącznie pod wpływem BL 

- -

(1-3 godziny); c) rozpad białek szoku termicznego (12-50 godzin). Białka 
szoku termicznego sklasyfikowano w następujące rodziny: HSP8,5, nisko
cząsteczkowe HSP (30-15 kDa), HSP60 (57-60 kDa), HSP70 (69-71 kDa), 
HSP90 (80-94 kDa) i HSP100 (100-114 kDa) (Gwóźdź 1996, Iba 2002) . Po
nadto znana jest grupa białek o innych właściwościach niż typowe HSP, któ
rych czynnikiem inicjującym ekspresję jest zmiana poziomu glukozy - białka 
GRP (ang. glucose-regulated proteins) (Cymers i Niemiałtowski 2004). Białka 
te posiadają masę cząsteczkową 75, 78 i 94 kDa, w związku z tym zaliczane są 
do rodziny HSP. W warunkach fizjologicznych HSP są syntezowane na po
ziomie konstytutywnym, tzn. biorą udział w fałdowaniu kompleksów białek 
oraz w rozpadzie nowo syntetyzowanych polipeptydów, transporcie białek 
przez błony i rozpadzie tych kompleksów. Zwiększony poziom białek szoku 
termicznego w komórkach roślinnych obserwuje się nie tylko z oddziaływa
niem wysokiej temperatury, ale występuje on również pod wpływem innych 
czynników stresowych i toksycznych takich, jak: metale ciężkie, arsen, deficyt 
wodny, hormony steroidowe, błękit metylenowy, glukozamina, analogi ami
nokwasów. Jednak synteza pełnego kompletu HSP ma miejsce wyłącznie 
w warunkach stresu powodowanego wysoką temperaturą. W warunkach 
stresu wysokiej temperatury zmniejszała się intensywność biosyntezy więk
szości białek komórkowych (ryc. 4.24) z wyjątkiem białek szoku termiczne-
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go, których synteza ulegała znacznemu zwiększeniu (ryc. 4.25, tabela 4.6). 
U niektórych roślin w ekstremalnych dla danego gatunku temperaturach (np. 
45-52°C) HSP są jedynymi białkami, jakie są wytwarzane w komórce. 

Aktywacja genów HSP w odpowiedzi na różnorodne czynniki stresowe 
jest reakcją przejściową i odwracalną, regulowaną na poziomie transkrypcji 
i translacji (Porankiewicz i Gwóźdź 1993, Gwóźdź 1996, Miernyk 1997, Pratt 
i inni 2001, Iba 2002, Zhang i Glase 2002, Sung i inni 2003, Cymers i Nie
miałtowski 2004, Wang i inni 2004). W pierwszym etapie w ciągu 5 minut 
od chwili wystąpienia szoku termicznego następuje  rozpad polirybosomów, 
uczestniczących w biosyntezie normalnych białek komórkowych. Proces ten 
obejmuje degradację kodującego je normalnego mRNA, następnie zahamo
wanie inicjacji translacji oraz destrukcję organizacji cytoszkieletu. Następnie 
w ciągu 10-30 minut zachodzi formowanie się polirybosomów zdolnych do 
syntezy HSP, w który to proces włączone są nowo syntetyzowane HS mRNA 
oraz zmienione czynniki inicjacji i ufosforylowane rybosomy. Inicjacja eks
presji genów białek szoku termicznego zachodzi poprzez przyłączenie się 
zaktywowanego białkowego czynnika transkrypcyjnego (HSF, ang. heat 
shock factor) do około lO-nukleotydowej sekwencji regulatorowej (HSE, ang. 
heat shock element) (ryc. 4.26) . Nie podlegające translacji normalne mRNA, 
związane z cytoszkieletem, są chronione przed degradacją przez zwiększony 
poziom HSP, a po 15 minutach szoku termicznego rozpoczyna się tworzenie 
ziarnistości cytoplazmatycznych, z których po powrocie do normalnych wa
runków temperaturowych uwolniony jest mRNA. W przypadku wydłużenia 
działania temperatury stresowej następuje stopniowe obniżenie syntezy HSP 
i przywrócenie syntezy normalnych białek komórkowych. 

W warunkach fizjologicznych HSP występują w cytoplazmie, mitochon
driach i siateczce śródplazmatycznej (Cymers i Niemiałtowski 2004, Wang 
i inni 2004). Pod wpływem czynników stresogennych obserwuje się wzrost 
poziomu HSP w cytoplazmie oraz wzmożoną translokację HSP z cytopla
zmy do jądra i jąderka. HSP chronią białka jądra i jąderka oraz przywracają 
im utracone funkcje, ponieważ w jądrze podczas stresu następuje akumulacja 
i agregacja ziarnistości perichromatyny, składającej się głównie z niedojrzałego 
mRNA, w jąderku natomiast agregacji ulegają prerybosomy i inne kompleksy nu
ldeoproteinowe. 

Znane są doniesienia dotyczące bezpośredniego lub pośredniego wpły
wu niektórych niebiałkowych metabolitów (np. proliny) czy fitohormonów 
(np. brassinosteroidy, kwas abscysynowy) na funkcjonowanie komórek 
w warunkach stresowych, w których działają osłaniająco lub jako modulatory 
odpowiedzi na stres termiczny (Lee i inni 1985, Hosono i inni 1994, Sakai 
i inni 1995, Ogbonna i Tanaka 1996, Shen i Lee 1997, Sayed i EI-Shahed 2000, 
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Ryc. 4.26. Aktywacja przez stres temperaturowy czynnika transkrypcyjnego białka szoku 
termicznego (HSF) (wg Bray i inni 2000, zmodyfikowano) 
Objaśnienia skrótów w tekście 

Wilson i inni 2003, Singh i Shono 2005). Badania własne potwierdzają udział 
BR w zwiększaniu przeżywalności roślin w warunkach szoku termicznego. 
Potwierdzono wzrost syntezy HSP pod wpływem działania BR w podwyż
szonej temperaturze od 30-40oC (ryc. 4.25, tabela 4.6). Na uwagę zasługuje 
pojawienie się pod wpływem BL niskocząsteczkowego HSP27. Wiadomo, że 
HSP27 chroni komórki przed śmiercią spowodowaną uwalnianiem wolnych 
rodników - pośrednio poprzez wzrost komórkowego stężenia glutationu, na
tomiast bezpośrednio przez neutralizację efektów toksycznych utlenionych 
białek. Nie zaobserwowano syntezy HSP w temperaturach niższych, tzn. 
5-IQ°C. Nie oznacza to jednak braku odpowiedzi antystresowej Chlorella vul

garis na działanie niskiej temperatury. W rozdziale 4.7 przedstawiono reak
cję glonu na stres temperaturowy, w wyniku którego dochodzi do wzmożonej 
syntezy systemu nieenzymatycznych antyutleniaczy: glutationu i askorbinia
nu oraz enzymatycznych antyutleniaczy: dysmutazy ponadtlenkowej, kata
lazy i peroksydazy askorbinianowej, dodatkowo stymulowanych poprzez BR. 
Fitohormony te zwiększają zawartość chlorofil i, cukrów i białek w kulturach 
poddanych działaniu temperatur w zakresie 5-40°C. Najbardziej optymal
ną temperaturą dla wzrostu i rozwoju glonu Chlorella vulgaris okazała się 
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temperatura 30°C, przy czym dla kultur kontrolnych było to 2SoC (ryc. 4.24). 
Wraz ze wzrostem temperatury, począwszy od SOC do 30°C, stwierdzono 
podwyższenie liczby komórek Chlorella vulgaris oraz zawartości chlorofili, 
cukrów i białek. Z kolei kultury glonu, hodowane w temperaturze 3S-40°C, 
wykazują zahamowanie wzrostu i rozwoju, przy czym w temperaturze 40°C 
dochodzi do niemal całkowitego zmniejszenia zawartości metabolitów oraz 
stopniowego zahamowania tempa podziałów komórkowych i metabolizmu 
Chlorella vulgaris. Jedynie kultury glonu traktowane BR charakteryzują się 
stymulacją wzrostu i metabolizmu. Świadczy to o wzmożonej odpowiedzi 
glonu, dodatkowo modulowanej przez te fitohormony, na czynnik stresowy. 
Podobne wyniki uzyskano w badaniach przeprowadzonych na glonie Chlo

rella vulgaris, poddanym działaniu skrajnych temperatur, w którym stwier
dzono zahamowanie przemian metabolicznych, zwłaszcza anabolicznych: 
biosyntezę i akumulację białek, monosacharydów czy barwników fotosynte
tycznych. 

W warunkach niskich temperatur (O-3°C) BL podnosi odporność roślin na 
ochłodzenie, wynikiem czego jest 2-krotny wzrost koleoptylu i mezofilu kuku
rydzy (Zea mays) w stosunku do hodowli kontrolnych (He i inni 1991). Z kolei 
stokłosa bezostna (Bromus inermis), rosnąca w podobnych warunkach tempe
raturowych, potraktowana 24-epiBL, nieznacznie zwiększa tolerancję na niską 
temperaturę, jednakże nie stwierdzono stymulacji wzrostu. Ponadto roślina ta, 
poddana działaniu wysokiej temperatury (37°C) oraz potraktowana 24-epiBL, 
charakteryzuje się znacznie wyższą przeżywalnością (Wilen i inni 1995). Wy
kazano, że w sadzonkach ryżu (Oryza sativa), poddanych działaniu niskich 
temperatur, nastąpiło S-krotnie obniżenie biosyntezy kwasu y-aminolewulino
wego (ALA), a w konsekwencji zmniejszenie zawartości chlorofilu. Kwas y-ami
nolewulinowy jako prekursor biosyntezy porfiryn, np. chlorofilu, w stężeniach 
poniżej 1,8 nM stymuluje wzrost i rozwój roślin (Hotta i inni 1998). Jednakże 
potraktowanie roślin ALA spowodowało wzrost odporności roślin na stres wy
wołany niską temperaturą. Podobny efekt uzyskano podając egzogennie BR. 

Sadzonki rzepaku i pomidora, rosnące w obecności 24-epiBL, wykazu
ją wysoką odporność na temperaturę letalną, tzn. 4SoC (Dhaubhadel i inni 
1999, 2002). Pod wpływem działania stresu cieplnego rośliny traktowane 
24-epiBL zwiększają syntezę niskocząsteczkowych HSP oraz HSP o masach 
cząsteczkowych 70, 90 i 100 kDa. Ponadto 24-epiBL spowodował, że przeszło 
90% sadzonek rzepaku i pomidora pozostało w ogóle nie uszkodzonych lub 
uszkodzonych nieznacznie (zwiększona przeżywalność). U roślin kontrol
nych tylko 32% sadzonek przeżyło działanie wysokiej temperatury. 

W warunkach wysokiej temperatury w sadzonkach stokłosy bezostnej 
czy pomidorze (Lycopersicon esculentum), potraktowanych 24-epiBL, do-
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chodzi do wzmożonej syntezy polipeptydów o małej masie molekularnej :  24 
i 43 kDa (Wilen i inni 1995, Singh i Shono 2005) . Ponadto stwierdzono, że 
24-epiBL zredukował poziom białka HSP66, które było obecne w roślinach 
kontrolnych. Okazało się również, że 24-epiBL stymulował w warunkach wy
sokiej temperatury poziom transkrypcji HSP90. Zatem BR wykazują właści
wości antystresowe na działanie wysokiej temperatury, jednak przypuszcza 
się, że mechanizmy obronne, indukowane przez te związki, są częściowo po
dobne do odpowiedzi indukowanych przez kwas abscysynowy. BR nieznacz
nie zwiększają syntezę białka HSP90 w fizjologicznej temperaturze (Kulaeva 
i inni 1991). Stwierdzono, że poziom białka HSP90 zazwyczaj zwiększa się 
w cytozolu zarówno pod wpływem niskiej , jak i wysokiej temperatury. 

Na podstawie wyników uzyskanych w tej części badań wyciągnięto 
następujące wnioski: 

1. Najbardziej optymalną dla rozwoju glonu była temperatura 25-
-30°C; 

2. Niska (5-15°C) i wysoka (35-40°C) temperatura ograniczały wzrost 
i rozwój glonu, przy czym kultury traktowane brassinolidem wykaza
ły zwiększoną liczbę komórek i wzrost zawartości chlorofili, cukrów 
i białek; 

3. Brassinolid selektywnie stymulował syntezę następujących białek 
szoku termicznego w kulturach poddanych działaniu: 
• temperatury 30°C - 6 polipeptydów o masie cząsteczkowej : 30, 40, 

45, 70, 90 i 100 kDa, z tego 3 nowe: 30, 40, 100 kDa w stosunku do 
kontroli; 

• temperatury 35°C - 3 polipeptydów o masach cząsteczkowych 27, 
43, 60 kDa; 

• temperatury 40°C - 2 polipeptydów o masach cząsteczkowych 35, 
105 kDa; 

4. Brassinolid indukował de novo syntezę 4 polipeptydów o masach czą
steczkowych 27, 35, 43 i 60 kDa. 
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4.6. Wpływ brassinosłeroidów na glon Chlorella 
vulgaris poddany działaniu mełali ciężkich 

W przyrodzie na organizmy żywe działa wiele czynników, które w różny 
sposób modyfikują ich rozwój (Kawecka i Eloranta 1994, Bohnert i inni 1995, 
Smirnoff 1995, Vilchez i inni 1997). Znaczenie każdego z nich zmienia się 
w zależności od środowiska, pory roku, gatunku czy działalności antropo
genicznej. Każdy z tych czynników, posiadający zdolność wywołania u ro
śliny potencjalnie szkodliwej zmiany fizycznej lub chemicznej, nazywany 
jest stresem. Działanie stresu powoduje określoną reakcję rośliny, polegającą 
na zmianie wzrostu i metabolizmu. Najczęściej spotykanymi w naturalnym 
środowisku stresami są: stres termiczny, solny, oksydacyjny, niedobór tlenu, 
działanie patogenów i wpływ metali ciężkich. 

W niniejszym rozdziale zostało przedstawione oddziaływanie metali 
ciężkich (kadmu, ołowiu i miedzi) na kulturę jednokomórkowego glonu Chlo

rella vulgaris. Zbadano wpływ kadmu, miedzi i ołowiu w zakresie stężeń 10-7 _ 

_ 10-3 M oraz współdziałanie tych metali ciężkich z brassinolidem (BL) w stę
żeniu 10-8 M na zmiany liczby komórek, zawartość chlorofili, cukrów i białek 
w zielenicy Chlorella vulgaris. Ponadto określono zmiany odczynu środo
wiska występowania glonu, wywołane przez metale ciężkie, ich zawartość 
komórkową. Wyjaśniono również mechanizmy detoksykacji metali ciężkich 
z komórek glonu, indukowane przez BL. \V tym celu zbadano ogólny poziom 
fitochelatyn oraz wybranych enzymatycznych i nieenzymatycznych anty
utleniaczy, które są indukowane przez metale ciężkie (zob. rozdział 4.7). 

Wyniki, dotyczące zmiany liczby komórek oraz zawartości chlorofili, cu
krów i białek w glonie Chlorella vulgaris w zależności od użytych stężeń metali 
ciężkich i BL, przedstawiono na rycinie 4.27. Wprowadzenie metali ciężkich 
w stężeniu 10-3 M do Chlorella vulgaris spowodowało efekt letalny, który nie 
został zniwelowany poprzez dodanie BL. Największą inhibicję na wzrost glonu 
i zawartość chlorofili, cukrów i białek wykazały metale ciężkie w stężeniu 
10-4 M, z których miedź posiadała największe działanie toksyczne, natomiast 
naj słabiej oddziaływał kadm. W stężeniu 10-6 M zastosowane metale ciężkie 
wykazały nieznacznie hamujący wpływ na kultury glonu. Obniżenie stężenia 
metali ciężkich do 10-7 M nie powodowało istotnych zmian w liczbie komórek 
glonu, zawartości chlorofili, cukrów i białek w stosunku do kontroli. Hamu
jący wpływ metali ciężkich malał wraz ze zmniejszającym się stężeniem oraz 
wzrostem czasu hodowli. Najsilniejsze działanie inhibicyjne zaobserwowa
no w 24. godzinie działania. Natomiast pomiędzy 24. a 48. godziną trwania 
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Ryc. 4.27. Wpływ brassinolidu na liczbę komórek, zawartość chlorofili, cukrów i białka 
w kulturach Chlorella vulgaris, poddanych działaniu metali ciężkich (kadmu, 
ołowiu i miedzi) podczas 48-godzinnej hodowli (SE < 5%) 
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hodowli działanie hamujące metali ciężkich stopniowo malało, w wyniku 
którego nastąpił wzrost liczby komórek glonu oraz zawartości chlorofili, cu
krów i białek. Jednak dopiero po upływie 48 godzin ołów i kadm w stężeniu 
10-6 M nie wywierały praktycznie żadnego wpływu na kultury Chlorella vul

garis. Inhibitorowa aktywność biologiczna metali ciężkich przedstawia się 
następująco: kadm > ołów > miedź. 

Egzogennie podany BL w stężeniu 10-8 M wraz z metalami ciężkimi wyka
zywał stymulującą aktywność biologiczną na liczbę komórek oraz zawartość 
chlorofili, cukrów i białek (ryc. 4.27). Niezależnie od zastosowanego stężenia 
metalu BL znosił ich inhibicyjny wpływ na glon Chlorella vulgaris. Dodanie BL 
do kultur glonu, potraktowanych metalami ciężkimi, spowodowało zniesienie 
ich hamującego wpływu. Najniższą stymulację wzrostu i metabolizmu glonu 
stwierdzono w kulturach glonu, traktowanych BL oraz metalami w stężeniu 
10-4 M, zaś największą w 10-6 M. Stymulacja ta była dużo słabsza niż wykazana 
w Chlorella vulgaris, poddanych wyłącznie działaniu BL. Wraz z upływem czasu 
kultury glonów, traktowane łącznie BL i metalami ciężkimi, charakteryzowały 
się zwiększeniem liczby komórek oraz wzrostem zawartości chlorofili, cukrów 
i białek. 

Obecność metali ciężkich w zakresie stężeń 10-6_10-4 M w pożywce wzro
stu glonu Chlorella vulgaris spowodowała obniżenie pH ze słabo kwaśnego 
(6,60) do silnie kwaśnego (3,10-5,60) (tabela 4.7). Zmiana pH była wprost 
proporcjonalna do zwiększającego się stężenia metali ciężkich. Największe 
obniżenie odczynu pożywki zanotowano w kulturach traktowanych metala
mi ciężkimi w stężeniu 10-4 M. Najsilniej działałają jony miedzi, nieco słabiej 
ołowiu, zaś naj słabiej kadmu. Podanie do kultury glonu 10-8 M BL spowo
dowało zmianę pH w kierunku słabo kwaśnego, przeciętny wzrost wyniósł 
jedną jednostkę. Z kolei kultury glonu, potraktowane samym BL, wykazywa
ły nieznaczny spadek pH do 6,35 w stosunku do 6,60 kultury kontrolnej . 

Tabela 4.7. Wpływ metali ciężkich na pH pożywki kultur komórkowych Chlorella vulga
ris, traktowanych brassinolidem (BL) (wartość średnia ± SE; 48 godz.) 

Stężenie 
Wartość pH 

Cu Pb Cd 

1 0-' M 3,1 0 ± 0,03 3,30 ± 0,04 3.45 ± om 
1 0-4 M + 1 0-8 M BL 5,28 ± 0,05 5,33 ± 0,06 5.45 ± 0,06 
1 0-' M 4,25 ± 0,04 4,50 ± 0,06 4,75 ± om 
1 0-' M + 1 0-8 M BL 5,41 ± 0,06 5,55 ± 0,04 5,62 ± 0,04 

t-----
1 0-6 M 

t---
5,25 ± 0,03 5.46 ± om 5,60 ± 0,03 

1 0-6 M + 1 0 -8 M BL 5,75 ± 0,04 5,83 ± 0,05 6,00 ± 0,04 
l O-8 M BL 6,35 ± 0,04 6,35 ± 0,04 6,35 ± 0,05 

---

o (kontrola) 6,60 ± 0,05 6.60 ± 0,05 6,60 ± 0,05 
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Zawartość metali ciężkich w glonie Chlorella vulgaris zmieniała się 
wprost proporcjonalnie do użytego stężenia metalu ciężkiego (tabela 4.8) .  
Największą endogenną zawartość metali ciężkich stwierdzono w kulturach 
traktowanych metalami ciężkimi w stężeniu 10-4 M. Najbardziej akumulują
cym się metalem była miedź, naj słabiej kadm. Kultury glonu, potraktowane 
mieszaniną metalu ciężkiego oraz BL, charakteryzowały się znacznym obni
żeniem zawartości metali ciężkich w komórkach. 

Tabela 4.8. Wpływ egzogennie podawanych metali ciężkich na ich zawartość w komórkach 
(fg metalu korn i) w Chlorella vulgaris, traktowanym brassinolidem (wartość śred
nia ± SE) 

- Czas (godz.) Zawartość Cu Zawa rtość Pb Zawartość Cd 
� " "  

Stężenie 24 36 48 24 36 48 24 36 48 
-

1 0-4 M 1 006,1 814,6 549,9 827,1 669,7 452,0 757,9 613,7 414,2 

� M + 1 0 ' M BL 
± 0,08 ± 0,06 ± 0,08 ± 0,09 ± 0,07 ± 0,06 ± 0,07 ± 0,06 ± 0,09 
361 ,3 292,2 1 9 1 ,9 3 1 0,2 251 ,2 1 67,7 273,7 221 ,6 1 42,3 
± 0,06 ± 0,D7 ± 0,6 ± 0,09 ± 0,09 ± 0,05 ± 0,06 ± 0,04 ± 0,08 � 220,4 1 78,5 1 20,5 1 83,5 1 48,6 1 00,3 1 53,3 1 24,1 83,8 
± 0,08 ± 0,05 ± 0,06 ± 0,04 ± 0,07 ± 0,08 ± 0,07 ± 0,09 ± 0,06 

,
1 0-5 M + 1 0-' M B L  89,2 72,1 48,3 78,7 63,7 42,5 70,6 57,2 35,7 

± 0,06 ± 0,09 ± 0,08 ± 0,06 ± 0,06 ± 0,06 ± 0,04 ± 0,06 ± 0,07 
--

1 0 6 M  1 5,1 1 2,2 8,2 1 2,6 1 0, 2  6,9 1 0,1 8,2 5,5 
± 0,09 ± 0,08 ± 0,04 ± 0,08 ± 0,07 ± 0,06 ± 0,08 ± 0,05 ± 0,08 

1 0-6 M + 1 0 8 M BL 5,7 4,6 3,1 4,7 3,8 2,4 4,1 3,3 1 ,7 
± 0,05 ± 0,06 ± O,OS ± 0,06 ± O,OS ± 0,1 ± 0,06 ± 0,07 ± 0,06 

1 0 8  M BL O O O O O O O O O 
lO (kontrola) O O O O O O O O O 

--

Pod wpływem metali ciężkich największą stymulację biosyntezy fito
chelatyn stwierdzono w 36. godzinie hodowli glonu (ryc. 4.28). Najsilniej 
szy wpływ na ten proces wywierała miedź, zaś najsłabiej kadm. Z kolei 
w kulturach potraktowanych mieszaniną metali ciężkich i BL największą za
wartość fitochelatyn odnotowano w 24. godzinie hodowli. Wraz z upływem 
czasu następował spadek zawartości fitochelatyn w kulturach traktowanych 
metalami ciężkimi i BL od 36. godziny hodowli i dla kultur traktowanych wy
łącznie metalami ciężkimi - od 48. godziny. Należy dodać, że w kontroli oraz 
w kulturach traktowanych samym BL nie stwierdzono obecności fitochelatyn 
w komórkach Chlorella vulgaris. Jednocześnie wykazano, że zawartość tych 
peptydów była większa w kulturach traktowanych samymi metalami cięż
kimi. Oznacza to, że BL przyspieszał biosyntezę fitochelatyn i sugeruje, że 
oprócz biosyntezy fitochelatyn BL oddziaływał na inny mechanizm detoksy
kacji metali ciężkich. Może to być system enzymatycznych i nieenzymatycz
nych antyutleniaczy, indukowany przez metale ciężkie (zob. rozdział 4.7). 
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Ryc. 4.28. Wpływ brassinolidu na zawartość ogóln� fitochelatyn w kulturach Chlorella 
vulgaris, poddanych działaniu metali ciężkich (kadmu, ołowiu i miedzi) pod
czas 48-godzinnej hodowli (SE < 5%) 

Grupa pierwiastków o gęstości większej niż 5 g/cm3 jest określana jako 
"metale ciężkie". Do tej grupy potencjalnych czynników toksycznych roślin na
leżą: chrom (Cr), kobalt (Co), nikiel (Ni), miedź (Cu), cynk (Zn), molibden (Mo), 
kadm (Cd), rtęć (Hg) i ołów (Pb), a także metale lekkie - glin (Al) i półmeta
le - arsen (As) (Pawlik-Skowrońska 2002, Baranowska-Morek 2003). Metale 
ciężkie wykazują zróżnicowaną toksyczność w stosunku do podstawowych 
procesów, zachodzących w organizmie roślinnym, zaburzając procesy fizjo
logiczne i metaboliczne w komórce oraz wpływają na ultrastrukturę i mor
fologię. Mogą regulować fotosyntezę, oddychanie, stosunki wodne i azotowe, 
wielkość, kształt komórek i podstawowych organelli komórkowych oraz szereg 
innych procesów, zachodzących w żywym organizmie (Woźny 1995). Stwier
dzono, że w środowisku występuje wiele metali ciężkich, które ze względu na 
swoją toksyczność oraz bioakumulację w środowisku przyczyniają się do jego 
degradacji. W zależności od warunków środowiskowych, stężenia metalu, czy 
też stanu fizjologicznego rośliny, pierwiastki śladowe powodują również efek
ty toksyczne w organizmie roślinnym (Rai i inni 1981, Takamura i inni 1989, 
1990a, b, Volesky 1990, Wilde i Benemann 1993, Bajguz 2002). 

Odporność na dostępne w nadmiarze pierwiastki może opierać się na 
unikaniu (tj. usuwaniu pierwiastka z organizmu lub niedopuszczaniu do 
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jego pobrania) oraz na tolerancji, tzn. na zdolności do przetrwania, wzro
stu i rozmnażania organizmu, pomimo występowania znacznej ilości metalu 
w komórkach (Sandau i inni 1996, Pawlik-Skowrońska 2002). W kulturach 
glonów występują następujące mechanizmy, związane ze strategią unikania: 
1) wiązanie metalu ze ścianą komórkową; 2) pozakomórkowe wydzielanie 
organicznych substancji o właściwościach kompleksujących metale, które 
zmniejszają penetrację jonów metali przez plazmolemę; 3) adaptacyjna re
gulacja systemu pobierania metali, zapobiegająca nadmiernemu wnikaniu 
pierwiastka przy wzroście stężenia zewnętrznego; 4) obniżenie powinowac
twa permeaz błonowych do jonów metali, związane z obniżeniem pobierania 
metali; 5) zmniejszone wnikanie kationów metali poprzez dodatni potencjał 
zeta błony cytoplazmatycznej , związany z efektywnym usuwaniem protonów 
z cytoplazmy, np. za pomocą superaktywnych ATP-az błonowych; 6) usuwa
nie metalu z komórek w postaci jonów lub kompleksów organicznych (Bedell 
i Darnall 1990, Kuyucak i Volesky 1990, Sandau i inni 1996, Pawlik-Skowroń
ska 2002) .  Tolerancja związana jest głównie z procesami detoksykacji metali 
ciężkich, tzn. wytwarzaniu specyficznych polipeptydów (fitochelatyn), kom
partmentacji metali w wakuolach oraz generowaniu wolnych rodników (ak
tywnych form tlenu) w postaci rodników ponadtlenkowych oraz tworzenia 
kompleksów metali ciężkich z kwasami organicznymi przez grupę karboksy
lową (zob. rozdział 4.7) (Grill i inni 1985a, b, Tukendorf 1993, Cobbett 2000, 
Bajguz 2002, Cobbett i Goldsbrough 2002, Piechalak i Tomaszewska 2004). 

W przedstawionej pracy zbadano wpływ metali ciężkich na przebieg 
podstawowych procesów fizjologicznych i biochemicznych w jednokomór
kowym glonie Chlorella vulgaris. Wyniki badań wykazały, że zastosowane 
metale ciężkie były inhibitorami wzrostu, rozwoju i metabolizmu glonu. Ak
tywność inhibicyjna metali malała stopniowo wraz ze spadkiem ich stężenia 
w pożywce, osiągając najniższą wartość w stężeniu 10-4 M. Stężenia metali 
ciężkich, równe lub większe od 10-3 M, spowodowały defragmentację i lizę 
komórek Chlorella vulgaris. Z kolei stężenia poniżej 10-6 M nie wywierały 
hamującego wpływu na kultury glonu. Wprowadzony do pożywki BL w stę
żeniu 10-8 M spowodował odwrócenie hamującego działania metali ciężkich, 
który naj efektywniej współdziałał ze stężeniami 10-6_10-5 M. Ustalono, że 
hamujące działanie metali ciężkich przedstawia się w następującej kolejności: 
kadm > ołów > miedź, niezależnie od badanego parametru. 

Liczne doniesienia literaturowe potwierdzają zmiany zawartości liczby 
i wielkości komórek glonów (zielenicy Chlorella vulgaris, Chlorella pyre

noidosa, Cosmarium melanosporum i cyjanobakterii Schizothrix calcicola) 

pod wpływem rtęci, miedzi, kadmu, cynku i ołowiu (Kessler 1986, Ilangovan 
i inni 1992, Bilgrami i Kumar 1997, Lam i inni 1999, Bajguz 2002). Wykazano, 
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że niskie stężenia tych pierwiastków powodowały niewielki spadek bioma
sy fitoplanktonu oraz wyraźny spadek liczby glonów. Zauważono również, 
że w miarę wzrostu stężenia tych metali liczba komórek glonów i gęstość 
biomasy była o 50% mniejsza niż w środowisku o niższym stężeniu pier
wiastków. Ponadto stwierdzono, że niskie stężenia (0, 1 g m 3) miedzi i cynku 
były zazwyczaj mało toksyczne dla fitoplanktonu (Chlorella vulgaris, Closte

rium acerosum, Pediastrum simplex i Scenedesmus quadricauda) (Giichter 
i Mares 1979, Fargasova 1993). Stwierdzono nawet wzrost liczby komórek 
od 8% do 95% w stosunku do kontroli. Jednakże wyższe stężenie miedzi 
(10 g m-3) okazało się dla komórek toksyczne i wywołało zahamowanie wzrostu 
biomasy, która wynosiła 22% w porównaniu z kontrolą. Okazało się również, 
że analogiczne stężenia cynku były mniej toksyczne od miedzi. Toksyczność 
metali dla glonów, testowanych na Scenedesmus quadricauda, przedstawia
ła się następująco: Cd2+ > Hg2+ > Cr6+ > Pb2+ > AS5+, przy czym zależy ona 
w znacznym stopniu od warunków środowiska. 

Głównym objawem toksycznego oddziaływania metali ciężkich na rośli
ny jest ograniczenie wzrostu i chloroza. Metale ciężkie (kadm, miedź, ołów) 
hamują biosyntezę barwników fotosyntetycznych, obniżając zawartość chlo
rofilu a i b oraz karotenoidów w komórkach zdolnych do przeprowadzenia 
procesu fotosyntezy (Hampp i Lendzian 1974, Burzyński 1987, Stiborova 
i inni 1986, Woźny 1995, Poskuta i inni 1996, Słowik 1999). Mechanizm tok
sycznego działania metali ciężkich na procesy tworzenia barwników foto
syntezujących nie jest w pełni wyjaśniony. Hamowanie syntezy barwników, 
głównie chlorofil i, jest przejawem oddziaływania różnych metali ciężkich na 
proces fotosyntezy. 

Chlorofile są barwnikami, których synteza jest przeważnie naj sil niej ha
mowana przez metale ciężkie. Substratem do syntezy układu porfirynowego, 
istotnego w syntezie chlorofilu roślin, jest porfobilinogen (Burzyński 1987, 
Słowik 1999). Reakcję jego powstania katalizuje enzym dehydrogenaza kwasu 
y-aminolewulinowego (ALAD), którego synteza jest zahamowana w wyniku 
działania ołowiu. Na skutek niedoboru ALAD następuje spadek zawartości 
chlorofilu, co powoduje zakłócenia w działaniu fotosystemów, zmniejszenie 
zawartości ATP i NADPH2 i tempa asymilacji CO2 (obniżenie wydajności fazy 
jasnej i ciemnej fotosyntezy) . Okazuje się, że kadm i ołów jednakowo hamują 
asymilację CO2 i transpirację u lucerny i koniczny, lecz w różnym stopniu 
wpływają na wydajność zużycia wody, tzn. ilość związanego fotosyntetycz
nie CO2 na mol wytranspirowanej wody (Becerril i inni 1988). Wykazano, 
że ołów znacznie obniżał wydajność zużycia wody w stosunku do kadmu. 
Świadczy to, że ołów oddziałuje na asymilację CO2 bardziej niż na transpi
rację, natomiast kadm działa podobnie na asymilację CO2 i na transpirację. 
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Z kolei kadm hamuje głównie cykl Calvina, zmniejszając w ten sposób zuży
cie siły asymilacyjnej , w wyniku którego na zasadzie sprzężenia zwrotnego, 
hamowany jest fotosystem II i transport elektronów (Krupa i Baszyński 1995). 
Badania przeprowadzone na cyjanobakterii Nostoc muscorum wykazały, że 
hamowanie syntezy barwników wykazuje następującą tendencję: chlorofil > 
fikocjanina > karotenoidy (Rai i inni 1990). 

Wytworzone w procesie fotosyntezy cukry proste są dla roślin materiałem 
budulcowym oraz źródłem energii niezbędnej do stymulowania wszystkich 
procesów i reakcji biochemicznych wymagających jej nakładu (Kopcewicz 
i Lewak 2002). Spadek zawartości barwników fotosyntetycznych spowodo
wał również zahamowanie syntezy cukrów w komórkach Chlorella vulgaris 

(ryc. 4.27). Dane eksperymentalne dowodzą, że metale ciężkie w stężeniu 
10 4 M spowodowały naj silniejsze zahamowanie zawartości cukrów w ko
mórkach glonu. Podobnie jak zawartość cukrów, pod wpływem metali cięż
kich obniżała się również zawartość ogólna białka. Hamujący wpływ tych 
związków był niwelowany poprzez dodanie do kultur 10-8 M BL. Wiadomo, 
że niektóre białka są w stanie związać jony metali ciężkich. W ten sposób 
następuje ochrona komórek przed szkodliwym, toksycznym działaniem 
metali ciężkich. Rolę w detoksykacji metali ciężkich odgrywają polipeptydy 
o niewielkim ciężarze cząsteczkowym, bogate w reszty cysteinowe, zwane fi
tochelatynami (Grill i inni 1985a, b, Tukendorf 1993, Cobbett 2000, Cobbett 
i Goldsbrough 2002, Piechalak i Tomaszewska 2004). 

Metale ciężkie (np, ołów, miedź) indukują również syntezę innych bia
łek, których ciężary cząsteczkowe są znacznie większe niż fitochelatyn 
(Cobbett 2000, Cobbett i Goldsbrough 2002) . W korzeniach łubinu żółtego 
pod wpływem ołowiu i miedzi stwierdzono indukcję polipeptydu o ciężarze 
cząsteczkowym 160 kDa (Przymusiński i inni 1991, Przymusiński i Gwóźdź 
1994) . Przypuszcza się, że indukowany polipeptyd 160 kDa jest podjednostką 
dysmutazy nadtlenkowej, enzymu odpowiedzialnego za usuwanie z komórek 
toksycznych wolnych rodników. Jednocześnie dochodziło do redukcji akumu
lacji szeregu polipeptydów, zwłaszcza o ciężarach cząsteczkowych wyższych 
niż 700 kDa. Spadek zawartości całkowitego RNA oraz białek wraz z zaha
mowaniem kiełkowania nasion i wzrostu siewek pod wpływem jonów ołowiu 
odnotowano w przypadku kukurydzy zwyczajnej (Zea mays) (Kalimuthu 
i Sivasubramanian 1990). Z kolei ołów obniżał kiełkowanie nasion, hamował 
syntezę chlorofili, a jednocześnie zwiększał zawartość całkowitego białka 
w pszenicy (Triticum sativum) i soczewicy jadalnej (Lens esculenta) (Mesmar 
i Jaber 1991) . 

Reasumując, mechanizm oddziaływania metali ciężkich na procesy fi
zjologiczne, związane z syntezę białek, jest jeszcze nie w pełni poznany. Pro-
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ces transkrypcji i syntezy białek stanowi podstawę wzrostu i rozwoju roślin. 
Jednak wydaje się oczywistym, że na poziomie biosyntezy białek zachodzą 
główne, najważniejsze relacje między rośliną a działaniem metali ciężkich. 
Oddziaływanie BR poprzez zwiększenie zawartości podstawowych skład
ników komórek glonu Chlorella vulgaris, hodowanych w obecności metali 
ciężkich, stanowi dowód na antystresowe właściwości tych fitohormonów. 

Fitochelatyny są liniowymi polimerami glutationu z powtarzającymi się 
2-1 1 razy fragmentami diaminokwasowymi y-Glu-Cys. Przenoszone są one 
dzięki obecności enzymu transpeptydazy dipeptydu y-glutamylocysteiny 
(syntetazy fitochelatynowej) (EC 6.3 .2 .2) .  Sekwencja reakcji tworzenia fito
chelatyn przez syntetazę fitochelatynową przebiega zgodnie z następującym 
równaniem: 

[GIu(-Cys)l n - [GIu(-Cys)ln - GIy � [Glu(-Cys)l n+l - GIy + [GIu(-Cys)t+l - Gly, 
gdzie n = 1, 2 , 3 ( . . . ) 1 1  (Tukendorf 1993, Cobbett 2000, Cobbett i Goldsbrough 
2002, Piechalak i Tomaszewska 2004). Fitochelatyny są peptydami bogatymi 
w cysteinę. Metale ciężkie takie, jak: kadm, cynk, ołów, miedź czy magnez 
są wewnątrz komórek chelatowane przez fitochelatyny, tworząc kompleksy 
merkaptydowe. Najsilniejszym induktorem okazały się jony kadmu w stę
żeniu 100 !lM, natomiast jony ołowiu wykazują nieco mniejszą aktywność 
w stężeniu W-krotnie wyższym, tzn. 1000 !lM (Grill i inni 1985a, b). 

Najszybciej tworzy się fitochelatyna o naj krótszym łańcuchu, gdzie 
n = 2, nieco później syntetyzują się fitochelatyny o dłuższych łańcuchach 
(Tukendorf 1993). Transpeptydaza dipeptydu y-glutamylocysteiny (syntetaza 
fitochelatynowa) jest konstytutywnym, cytoplazmatycznym i oligomerycz
nym enzymem o masie cząsteczkowej równej 100 kDa. Aktywność syntetazy 
fitochelatynowej jest całkowicie zależna od obecności jonów metalu. Jony 
te są jej aktywatorami w następującej kolejności: kadm, miedź, rtęć, cynk, 
ołów, srebro, bizmut, złoto. Natomiast jony wapnia, baru, kobaltu i potasu nie 
aktywowały tego enzymu. Biosynteza fitochelatyn wymaga więc obecności 
enzymu - syntetazy fitochelatynowej, jonów metali jako jego aktywatorów 
oraz glutationu (ryc. 4.29) .  Aktywność enzymu podlega procesowi samo
regulacji. Aktywowany wolnymi jonami enzym katalizuje polimeryzację 
glutationu, tworząc fitochelatyny, z kolei te, kompleksując z jonami metali, 
usuwają je, tworząc kompleksy metalo-peptydowe. Okazało się, że wolne jony 
metali są aktywatorami enzymu syntetazy glutationowej (EC 6.3 .2 .3 .) , który 
katalizuje  reakcję syntezy prekursora fitochelatyn - glutationu. Jednak brak 
wolnych jonów metali hamuje dalszą syntezę fitochelatyn (Riiegsegger i inni 
1990). Z kolei egzogenny glutation dodawany do środowiska zawierającego 
jony metali ciężkich powoduje  wzrost ilości wytwarzanych fitochelatyn, co 
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Ryc. 4.29. Biosynteza fitocheJatyn i mechanizm detoksykacji metali ciężkich na przykładzie 
kadmu (wg Crawford i inni 2000, zmodyfikowano) 
Objaśnienia skrótów: kompleks HMW � kompleks peptydów o dużej masie cząstecz
kowej, kompleks LMW - kompleks peptydów o małej masie cząsteczkowej 

w konsekwencji prowadzi do zwiększenia efektywności wiązania metali przez 
te związki (Tukendorf 1993, Cobbett 2000, Cobbett i Goldsbrough 2002, Pie
chalak i Tomaszewska 2004). Przypuszcza się, że syntaza filochelatynowa 
może być regulowana posttranslacyjnie poprzez jony metali ciężkich, a do 
reakcji wymaga dwóch substratów, tzn. zredukowanego glutationu i odpo
wiedniego tiolowanego metalu. Aktywacja syntazy fitochelatynowej u Ara
bidopsis thaliana składa się z kilku etapów. Najpierw cząsteczka donorowa 
y-Glu-Cys dokonuje acetylacji enzymu na domenie N-końcowej, z jednocze
snym odłączeniem grupy Gly. Następnie powstaje aktywna forma enzymu 
y-Glu-Cys-AtPCSI, która przenosi cząsteczkę y-Glu-Cys na drugi substrat 
- cząsteczkę y-Glu-Cys-Gly z przyłączonym metalem poprzez grupę -SH 
cysteiny. W ten sposób powstaje kompleks fitochelatyna-metal. 

Za wskaźniki biodostępności metali dla glonów przyjęto uważać rozpo
częcie syntezy fitochelatyn po wniknięciu jonów metali do komórek tych 
roślin (Grill i inni 1985a). Na przykładzie komórek zielenic Stichococcus 

bacillaris i Stigeoclonium tenue stwierdzono, że zmianom dostępności oraz 
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wewnątrzkomórkowej akumulacji cynku i ołowiu (zależnym od określo
nych czynników środowiskowych) towarzyszy wzrost poziomu indukowa
nych peptydów o dwu-, trzyłańcuchowych strukturach diaminokwasowych 
y-Glu-Cys, syntetyzowanych w ciągu pierwszych kilkunastu godzin kon
taktu z metalami. Zwiększenie syntezy fitochelatyn nastąpiło w komórkach 
glonów, rosnących w obecności światła, podczas gdy ciemność była czynni
kiem ograniczającym pobieranie metali. Z kolei inny czynnik środowiskowy, 
alkaliczny odczyn (np. pH 8,2), obniżał stężenie labilnych form jonów metali, 
ograniczając biodostępności metali dla glonów, w wyniku czego zmniejsza
ła się aktywność syntezy fitochelatyn. Wzrost kwasowości środowiska (np. 
do pH 6,8) spowodował zwiększenie biodostępności metali, skutkiem czego 
była zwiększona synteza fitochelatyn w glonach (Rachlin i Grosso 1993, 
Macfie i inni 1994, Franklin i inni 2000, Pawlik-Skowrońska 2002, Slaveykova 
i Wilkinson 2003). Badania własne wykazały podobne tendencje, gdzie wraz 
ze zmianą odczynu środowiska wzrastała dostępność metali ciężkich dla 
glonów oraz następowała zwiększona synteza fitochelatyn. Ponadto czynni
kiem stymulującym syntezę tych peptydów był steroidowy hormon roślinny 
- brassinolid, który powodował zmniejszenie wewnątrzkomórkowego stęże
nia metali ciężkich w Chlorella vulgaris (ryc. 4.28, tabela 4.8). 

Przypuszcza się, że mechanizm detoksykacji kadmu jest funkcjonalnie 
analogiczny dla większości metali ciężkich. Porównując izolowane pro
toplasty i wakuole z l iści Nicotiana rustica oraz komórki Chara corralina, 

Chlorella vulgaris traktowane kadmem stwierdzono, że zarówno kadm, jak 
i fitochelatyny zlokalizowane były w wakuoli. Ponadto fitochelatyny, wiążące 
jony kadmu, występowały również w cytozolu (Vogeli-Lange i Wagner 1990, 
Carr i inni 1998, Ma 2000). Prawdopodobnie w cytozolu zachodził proces 
detoksykacji kadmu poprzez utworzenie kompleksów jonu metalu z fitoche
laty nami. W związku z tym wysunięto hipotezę, że jony metalu są komplek
sowane w cytozolu przez fitochelatyny, a następnie transportowane w postaci 
nietoksycznego kompleksu Cd-peptyd do wakuoli, gdzie dzięki niższemu 
odczynowi soku wakuolarnego, protony mogą efektywnie wypierać kadm 
z tiolowych ligandów fitochelatyn. W związku z tym uwolnione jony meta
lu mogą związać się z innymi ligandami. Stwierdzono również, że stężenie 
kwasów organicznych, np. cytrynowego, jabłkowego lub kwasu fitynowego 
w wakuoli jest wysokie, co pozwala tym związkom funkcjonować jako ligan
dy metali przy niskich wartościach pH, które są charakterystyczne dla waku
ol. Z kolei peptydy uwolnione od jonów metalu mogą być degradowane przez 
wakuolarne hydrolazy lub mogą przedostawać się z wakuoli do cytoplazmy 
podstawowej. Sugeruje to, że nowo zsyntetyzowany kompleks Cd-peptyd sta
nowi jedyne źródło peptydów transportujących kadm do cytoplazmy. Zatem 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



4. OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJ A 139 

nie można wykluczyć, że kadm i kompleks Cd-peptyd mogą być transporto
wane do wakuoli niezależnie od siebie. 

Coraz częściej przedstawiane są doniesienia minimalizujące istotną rolę 
fitochelatyn w detoksykacji metali ciężkich. Stwierdza się, że niekiedy rośliny 
wrażliwe syntetyzują więcej fitochelatyn niż rośliny tolerancyjne, w wyniku 
traktowania ich metalem o takim samym stężeniu (Tukendorf i Rauser 1990, 
Schat i Kalff 1992, Harmens i inni 1993, De Knecht i inni 1994). Zaobserwo
wano również, że rośliny tolerancyjne syntetyzują mniej dłuższych łańcuchów 
fitochelatyn niż wrażliwe oraz to, że stabilne kompleksy fitochelatyny-metale 
są szybciej formowane u roślin wrażliwych niż u tolerancyjnych (De Knecht 
i inni 1994). Innym argumentem, przemawiający przeciwko roli fitochelatyn 
w detoksykacji metali ciężkich, jest działanie sulfoksimidu butioniny, który 
jest inhibitorem syntezy glutationu. Niekiedy sulfoksimid butioniny powo
duje ograniczenie syntezy fitochelatyn w roślinach wrażliwych, jak i toleran
cyjnych na metale ciężkie. Jednocześnie sulfoksimid butioniny nie wpływał 
na tolerancję roślin na metale. Stwierdzono, że rośliny tolerancyjne rosły 
i rozwijały się normalnie, pomimo niższego poziomu fitochelatyn (Davies 
i inni 1991). Wykazano również, że w korzeniach tolerancyjnych osobników 
Silene vulgaris fitochelatyny posiadają pewne znaczenie w mechanizmach 
detoksykacji metali ciężkich. Stopień tolerancji u tych roślin na te metale 
nie zależy bezpośrednio od zdolności do syntezy fitochelatyn. Przypuszcza 
się, że zwiększona synteza fitochelatyn indukowanych przez metal u ro
ślin wrażliwych może być spowodowana: l) specyficzną aktywnością syn
tetazy fitochelatynowej; 2) zróżnicowanym tempem rozpadu fitochelatyn; 
3) zróżnicowanym tempem transportu kompleksów fitochelatyna-metal 
przez tonopiast (Cobbett i Goldsbrough 2002). Zatem tempo transpor
tu przez tonopiast może wpływać na szybkość rozpadu fitochelatyn, co 
w konsekwencji prowadzi do zmiany stężenia fitochelatyn. Istnieje również 
możliwość, że jon metalu lub inny kompleks niż fitochelatyna-metal może 
być transportowany do wakuoli (De Knecht i inni 1994). Los metali ciężkich 
w wakuolach glonów nie jest poznany, chociaż analogicznie do roślin wyż
szych można by przypuszczać, że są one wiązane przez organiczne ligan
dy takie, jak: kwasy organiczne lub fitochelatyny (Cobbett 2000, Ma 2000, 
Cobbett i Goldsbrough 2002). Z kolei w wakuolach glonu Chlorella jusca 

stwierdzono występowanie granul polifosforanowych, w których wykazano 
obecność jonów miedzi, cynku, żelaza i glinu (Wong i inni 1994). 

Nieliczne doniesienia dotyczą detoksykacji niektórych metali ciężkich 
poprzez procesy utleniania, redukcji, alkilacji i dealkilacji w komórkach 
glonu Chlorella vulgaris odpornego na rtęć (De Filippis i Pallaghy 1976) czy 
arsen (Maeda i inni 1992) . Przypuszcza się, że organiczne sole metali ciężkich 
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są bardziej toksyczne od soli nieorganicznych w komórkach glonów (Wong 
i inni 1997, Pawlik-Skowrońska i inni 1997, 1998, Ma 2000). 

Podsumowując należy podkreślić, że występowanie i rozwój glonów 
w obecności metali ciężkich uzależniony jest od kilku czynników: 1) ogra
niczonej biodostępności toksycznych form (zwykle kationowych); 2) ograni
czonej akumulacji wewnątrzkomórkowej, spowodowanej funkcjonowaniem 
mechanizmów unikania; 3) funkcjonowania mechanizmów obronnych, po
legających na wewnątrzkomórkowej detoksykacji; 4) funkcjonowania adapta
cyjnych mechanizmów, służących ograniczaniu dostępu nadmiernych stężeń 
pobranych metali do miejsc metabolicznie aktywnych, np. wzmożonej ak
tywności enzymatycznej. Badania własne wykazały, że obecność w środo
wisku brassinosteroidów (BR), które w warunkach naturalnych mogą zostać 
wydzielone pozakomórkowo przez inne rośliny (Yokota 1997) stanowi dodat
kowy czynnik przyspieszający wewnątrzkomórkową detoksykację z metali 
ciężkich. Związane jest to ze zwiększeniem tempa syntezy fitochelatyn w ko
mórkach Chlorella vulgaris. Równocześnie wzmożona synteza fitochelatyn 
przyczyniała się do zwiększenia liczby komórek glonu (ryc. 4.27) i zmniejsze
nia w nich zawartości metali ciężkich (tabela 4.8) .  Badania wykazały także, 
że w komórce potraktowanej egzogennym metalem ciężkim dochodzi do za
hamowania wzrostu i metabolizmu glonu niezależnie od czasu działania me
talu (ryc. 4.27). Natomiast brassinolid (BL) dodany do kultur traktowanych 
metalami ciężkimi spowodował stymulację wzrostu liczby komórek (ryc. 
4.27). Ponadto zaobserwowano przeciętnie 2-krotną stymulację zawartości 
chlorofili, cukrów i białek (ryc. 4.27). Równocześnie mieszaniny BL i metalu 
zwiększały zawartość fitochelatyn w Chlorella vulgaris (ryc. 4.28). Zwięk
szenie tempa procesów detoksykacji przez BR w komórkach spowodowało 
zwiększenie tempa wzrostu i rozwoju glonu. 

Przedostające się do środowiska zanieczyszczenia, ścieki, pyły i odpady 
przemysłowe wywołują zagrożenie dla prawidłowego funkcjonowania ca
łych ekosystemów (Piechalak i Tomaszewska 2004). Dotychczas stosowane 
metody usuwania zanieczyszczeń są bardzo kosztowne, wymagają wyszuka
nego sprzętu, a w efekcie mogą powodować zanik na oczyszczanym terenie 
jakiejkolwiek aktywności życiowej. W ostatnich latach coraz większą uwagę 
zwraca się na możliwość wykorzystania roślin do usuwania lub inaktywacji 
zanieczyszczeń z gleby i wód powierzchniowych. W środowiskach zanie
czyszczonych metalami ciężkimi można hodować rośliny, które wykazują 
dużą odporność na wysoki poziom metali lub hiperakumulatory, tzn. rośliny 
gromadzące w suchej masie organów nadziemnych ponad 1% całej ilości po
branego przez roślinę metalu. 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki na podstawie umowy SONB/SP/512497/2021



4. OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA 141 

Dane przedstawione w niniejszej pracy dowodzą, że egzogennie podany 
BL jest stymulatorem procesów metabolicznych, zachodzących w komórkach 
glonu Chlorella vulgaris, natomiast metale ciężkie takie, jak: kadm, ołów 
i miedź są inhibitorami wzrostu i metabolizmu glonu. Wyniki badań dowo
dzą, że BL znosi inhibicyjny efekt działania metali ciężkich. Glony akumulują 
pierwiastki toksyczne z ekosystemu wodnego. Współdziałając z BR, wykazu
ją zintensyfikowanie zdolności do inaktywacji metali ciężkich. W związku 
z tym w przyszłości BR mogą być wykorzystywane w oczyszczaniu ścieków 
z toksycznych związków metali przy udziale glonów. 

Na podstawie wyników uzyskanych w tej części badań wyciągnięto 
następujące wnioski: 

1 .  Metale ciężkie (kadm, ołów i miedź) w zakresie stężeń 10-6_10-4 M 
zahamowały wzrost i zmniejszenie się zawartości białek, chlorofil i 
i cukrów w Chlorella vulgaris; 

2. Inhibitorowa aktywność biologiczna metali ciężkich przedstawiała się 
następująco: kadm > ołów > miedź; 

3. Traktowanie brassinolidem kultur glonu poddanych działaniu metali 
spowodowało wzrost liczby komórek oraz analizowanych składników 
chemicznych komórek; 

4. Zawartość metali ciężkich w glonie Chlorella vulgaris zmieniała się 
wprost proporcjonalnie do dodanego do pożywki stężenia metalu 
ciężkiego; 

5. Kultury glonu, potraktowane mieszaniną metalu ciężkiego i brassi
nolidu, charakteryzowały się obniżeniem zawartości metali ciężkich 
w komórkach; 

6. Obecność metali ciężkich w pożywce glonu Chlorella vulgaris pod
czas doświadczenia obniżała pH ze słabo kwaśnego (6,60) do silnie 
kwaśnego (3, 10-5,60). Podanie brassinolidu do kultury glonu wyka
zało zmianę pH w kierunku słabo kwaśnego; 

7. Brassinolid był stymulatorem biosyntezy fitochelatyn w komórkach 
glonu poddanego działaniu metali ciężkich. 
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4.7. Wpływ brassinosteroidów na glon Chlorella 
vulgaris poddany działaniu stresu oksydacyj
nego, wywołanego oddziaływaniem światła, 
temperatury i metali ciężkich 

Tlen to źródło życia dla organizmów tlenowych, ale jednocześnie źró
dło szkodliwych cząsteczek, zwanych reaktywnymi formami t lenu (ROS, 
ang. reactive oxygen species) . Zwiększenie w komórce poziomu reaktywnych 
form tlenu (określane jako stres oksydacyjny) może spowodować uszkodze
nia strukturalne i funkcjonalne, prowadzące do śmierci komórki (Mostowska 
i Gwóźdź 1995, Bray i inni 2000, Apel i Hirt 2004, Małecka i Tomaszewska 
2005, Bartosz 2006, DeI Rio i inni 2006, Rhoads i inni 2006, Sagi i Fluhr 
2006). 

Poniższy rozdział przedstawia udział wybranych czynników stresowych 
w tworzeniu reaktywnych form tlenu w komórkach Chlorella vulgaris. Wy
stąpienie objawów stresu oksydacyjnego wyrażono poprzez zmiany aktyw
ności enzymatycznych (dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy 
askorbinianowej i reduktazy glutationowej) i nieenzymatycznych (glutationu 
i askorbinianu) antyutleniaczy. Kultury glonu, poddane stresogennemu dzia
łaniu, były jednocześnie traktowane brassinolidem (BL) .  Celem badań było 
wykazanie antystresowej roli brassinosteroidów (BR) w glonie Chlorella vul

garis poddanych działaniu stresu oksydacyjnego. 
Jak dotąd niewiele jest informacji dotyczących roli BR w odpowiedzi na 

działanie różnorodnych czynników stresowych, w szczególności wywołują
cych powstanie w nadmiarze reaktywnych form tlenu (Krishna 2003, Kwak 
i inni 2006). 

Źródłem powstania stresu oksydacyjnego w komórkach Chlorella vulga

ris było wysokie natężenie światła, niska i wysoka temperatura oraz działanie 
metali ciężkich. W przypadku stresu oksydacyjnego, wywołanego różnymi 
czynnikami środowiska, reaktywne formy tlenu indukują również syntezę 
białek szoku termicznego (HSP, ang. heat shock proteins) .  Rola HSP w ko
mórkach została przedstawiona w rozdziale 4. 5. Szczegółowe informacje 
dotyczące bezpośredniego działania BR na kultury glonu Chlorella vulga

ris zawierają rozdziały 4.4-4.6. We wszystkich przypadkach zahamowanie 
tempa wzrostu i rozwoju glonu oraz zmniejszenie zawartości białek, chloro
filu i cukrów w komórkach Chlorella vulgaris było niwelowane przez BR (ryc. 
4.20, 4.24, 4.27). Wyniki badań własnych wykazały, że pod wpływem BR do
chodziło do podwyższenia aktywności nieenzymatycznych antyutleniaczy: 
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glutationu i askorbinianu oraz enzymatycznych antyutleniaczy: dysmutazy 
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy askorbinianowej (APX) 
i reduktazy glutationowej (GR) w stosunku do kultur pozbawionych egzogen
nego BR (ryc. 4.30). 
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Ryc. 4.30. Wpływ 10 -4 M brassinolidu na: a) enzymatyczny system antyoksydacyjny (aktyw
ność dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy askorbinianowej i reduk
tazy glutationowej) oraz b) nieenzymatyczny system antyoksydacyjny (zawartość 
askorbinianu i glutationu) w kulturach Chlorella vulgaris, poddanych działaniu 
różnorodnych czynników stresowych: światło (500 Jlmola m 2s 1  PAR; 48 godz. ho
dowli; fotoperiod 16/8 godz.; 25°C), temperatura (5°C, 40°C; 5 godz. hodowli; foto
period 16/8 godz.; 50 Jlmola m 2  S·l PAR) i metali ciężkich (stężenie 10 -4 M Cd, Pb i Cu; 
48 godz. hodowli; fotoperiod 16/8 godz.; 50 Jlmola m-2 S·l PAR) (SE < 5%) 
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Badania własne wykazały, że w warunkach wysokiego natężenia światła, 
stresu, wywołanego działaniem metali ciężkich oraz niskiej i wysokiej tem
peratury, BR podwyższały aktywność enzymów systemu obronnego przeciw
ko stresowi oksydacyjnemu, czego efektem był wzrost aktywności enzymów 
SOD, APX i CAT oraz zawartości askorbinianu i glutationu. Największą 
aktywność enzymu dysmutazy ponadtlenkowej stwierdzono pod wpływem 
jonów miedzi, zaś najmniejszą - jonów kadmu (ryc. 4.30) .  W następstwie 
wzrostu stężenia metali ciężkich dochodziło do podwyższenia aktywności 
dysmutazy ponadtlenkowej. Dodanie BL do kultur narażonych na działanie 
metali ciężkich spowodowało wzrost aktywności tego enzymu. Z kolei ak
tywność katalazy w kulturach traktowanych metalami ciężkimi wzrastała 
wraz ze wzrostem stężenia metalu. Stymulujący wpływ metali ciężkich na 
aktywność enzymów systemu antyoksydacyjnego przedstawiał się następu
jąco: miedź > ołów > kadm. Egzogenny BL powodował podwyższenie aktyw
ności ww. enzymów. 

Aktywność reduktazy glutationowej pod wpływem stężenia 10-6 M me
tali ciężkich w nieznacznym stopniu ulegała obniżeniu (tabela 4.9). Najsilniej 
hamująco oddziaływały metale w stężeniu 10-4 M. Kultury glonu narażone 
na działanie metali ciężkich, a potraktowane 10-8 M BL charakteryzowały się 
aktywnością reduktazy glutationowej zbliżoną do kontroli. Zatem BL niwe
lował hamujące działanie metali ciężkich poprzez podwyższenie aktywność 
tego enzymu. W podobny sposób metale ciężkie i BL oddziaływały na za
wartość zredukowanego glutationu (tabela 4.9). Pomiędzy aktywnością re
duktazy glutationowej a zawartością zredukowanego glutationu zachodziła 
silna zależność, w której współczynnik korelacji liniowej Pearsona wyniósł 
0,998. Analogicznie do aktywności reduktazy glutationowej i zawartości zre
dukowanego glutationu przedstawiało się działanie metali ciężkich i BL na 
aktywność peroksydazy askorbinianowej i zawartość askorbinianu. Pomię
dzy aktywnością peroksydazy askorbinianowej a zawartością asksorbinianu, 
zawartością glutationu i askorbinianu, aktywnością peroksydazy askorbinia
nowej i glutationu zachodziła silna korelacja, w której współczynnik korelacji 
liniowej Pearsona wyniósł 0,997. 

Stres oksydacyjny występuje wówczas, gdy wzrasta w komórkach poziom 
reaktywnych form tlenu takich, jak: wolnorodnikowy anion ponadtlenkowy, 
nadtlenek wodoru (H20) i rodnik hydroksylowy (Małecka i Tomaszewska 
2005, Bartosz 2006, DeI Rio i inni 2006, Rhoads i inni 2006, Sagi i Fluhr 
2006). U roślin stres oksydacyjny może być indukowany poprzez szereg 
czynników takich, jak: skażenie atmosferyczne, metale ciężkie, starzenie, 
herbicydy, biotoksyny, promieniowanie UV, niska lub wysoka temperatura 
czy wysokie natężenie światła (ryc. 4. 31). Formy aktywnego tlenu powsta-
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Tabela 4.9. Wpływ brassinolidu na aktywność enzymatycznych i nieenzymatycznych anty
utleniaczy W komórkach Chlorella vulgaris, potraktowanych metalami ciężkimi 
(24 godz. hodowli, 25°C, fotoperiod 16/8 godz., 50 flmola m '  S-I PAR) (wartość 
średnia ± SE) 

-

Parametr 
SOD CAT APX G R  Askorbinian GSH 

Stężenie -

° (Kontrola) 82,32 ± O,08 22,14 ± 0,06 53,1 7 ± O,05 23.42 ± 0,08 376,1 1 ± 0,07 22,32 ± O,09 

1 0-6 M Cd 86.41 ± 0,06 33.43 ± 0,08 7 1 ,59 ± O,07 42,38 ± 0,05 339.46 ± 0,05 24,84 ± 0,05 
1 0-6 M Cd + 1 0 ·  M Bl 1 02,24 ± 0,09 39,74 ± 0.D7 88.43 ± 0,09 48,55 ± 0,08 450,58 ± 0,04 26,35 ± 0,08 
l O ' M Cd 98,1 1 ± 0,07 50,65 ± 0,06 87,35 ± 0,09 58,08 ± 0,04 41 0,1 2 ± 0,09 27.41 ± 0,04 
1 0 5 M  Cd + 1 0-' M B l  1 1 5,37 ± 0,06 65,54 ± 0,08 1 0 1 , 1 2  ± 0,07 72,1 1 ± 0,09 476,34 ± 0,05 34,53 ± 0,06 
1 0 ' M Cd 1 03,68 ± 0,08 67,28 ± 0.D7 1 07,28 ± 0,06 80,52 ± O,05 441 ,73 ± 0,06 32,58 ± 0,05 
1 0-' M Cd + 1 0 ' M Bl 1 3 8.43 ± 0,09 8 1 , 1 9  ± 0,09 1 29,1 6 ± 0,05 1 09,61 ± 0,08 497,95 ± 0.D7 59,84 ± 0.D7 

1 0 6 M Pb 1 1 5,84 ± 0,05 44.45 ± 0,07 95,64 ± 0,08 56,57 ± 0,07 456,63 ± 0,05 33.41 ± 0,05 
1 0-6 M Pb + 1 0 ' M B l  1 37,39 ± 0,08 52,53 ± 0,09 1 1 8,54 ± 0,09 64,66 ± 0,06 606, 1 5  ± 0,06 35.43 ± 0,06 
1 0 ' M Pb 1 32,01 ± 0,06 67,35 ± 0,05 1 1 7, 19  ± 0,08 78, 1 3  ± 0,07 552,27 ± 0,07 36,91 ± 0,09 
l O s M Pb + 1 0-' M B l  1 54,91 ± 0,07 87,56 ± 0,06 1 36,05 ± 0,07 96,98 ± 0,09 641 , 17  ± 0.D7 46.47 ± 0,08 
1 0 ' M Pb 1 38,74 ± 0,06 90,25 ± 0,08 1 44,1 3 ± 0,06 1 07,76 ± 0.D7 594,03 ± 0,09 43,78 ± 0,07 
1 0-4 M Pb + 1 0-' M B l  1 85,89 ± 0,08 1 09,1 1 ± 0,07 1 73,76 ± 0,05 1 46,82 ± 0,05 669.46 ± 0,04 80,55 ± 0.D7 

1 0 6 M Cu 1 48,95 ± 0,09 57,1 6 ± 0,07 1 2 2,97 ± 0,09 72,74 ± 0,08 587, 1 5  ± 0,06 42,95 ± 0,06 
1 0 6 M Cu + l 0 ' M Bl 1 76,66 ± 0,08 67,55 ± 0,07 1 5 2.42 ± 0,08 83,1 4 ± 0,09 779.40 ± 0,04 45,55 ± 0.D7 
l O-s M Cu 1 69,74 ± 0.D7 86,60 ± 0,06 1 50,68 ± 0,07 1 00.46 ± 0,07 7 1 0,1 2 ± 0,06 47.46 ± 0,06 
l O-s M Cu + 1 0-8 M Bl 1 99,1 8 ± 0,09 1 1 2,58 ± 0,09 1 74,93 ± 0,08 

I-
1 24,70 ± 0,08 824.43 ± 0,08 59,75 ± 0,07 

1 0-4 M Cu 1 78.40 ± 0,06 1 1 6,04 ± 0,08 1 85,32 ± 0,09 1 38,56 ± 0,08 763,81 ± 0,07 56,29 ± 0,06 
1 0-4 M Cu + 1 0 · M Bl 239,02 ± 0,08 1 40,29 ± 0,07 223.43 ± 0,08 1 88,79 ± 0,07 860,80 ± 0,09 1 03,57 ± 0.D9 

SaD, dysmutaza ponadtlenkowa (n mola NO, mg białka-l min-l) ; CAT, katalaza (nmola Hp, 
mg białka-I min-I); APX, peroksydaza askorbinianowa (nmola utlenionego askorbinianu mg biał-
ka-I min-I) ; GR, reduktaza glutationowa (n mola utlenionego NADPH mg białka-I min-l) ; askorbi-
nian (ng askorbinianu mg białka-l) ; GSH, zredukowany glutation (nmola GSH mg białka-l) 

ją również w komórkach w warunkach normalnych jako uboczny produkt 
wielu reakcji oksydoredukcyjnych. Ilość powstających rodników uwarun
kowana jest ilością dostępnego NADP+, wielkością natężenia światła i wy
dajnością cyklu Calvina. W warunkach normalnych blisko 96% rodnika 
ponadtlenkowego, produkowanego wewnątrz błon tylakoidów, jest utleniana 
do tlenu w drodze cyklicznego przepływu elektronów lub spontanicznej dys
mutacji do nadtlenku wodoru, który powstaje w reakcj i utleniania rodników 
ponadtlenkowych przy współudziale dysmutazy ponadtlenkowej . Z kolei 
rodniki hydroksylowe wytwarzane są w reakcji nadtlenku wodoru z rodni
ka ponadtlenkowego. Tlen singletowy produkowany jest podczas przekazy-
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wania energii z chlorofilu na tlen. Głównymi źródłami ROS w komórkach 
roślinnych są: chloroplasty, peroksysomy i mitochondria. ROS uszkadzają 
wiele makrocząsteczek takich, jak: białka, tłuszcze oraz kwasy nukleinowe, 
powodując modyfikację struktury, utratę aktywności i właściwości biolo
gicznych tych cząsteczek. Nagromadzenie zmodyfikowanych makroczą-
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Ryc. 4.31.  Źródła stresu oksydacyjnego oraz powstawanie lIszkodzell na poziomie metabo
licznym i komórkowym u roślin (wg Mostowska i Gwóźdź 1995, Bray i inni 2000, 
zmodyfikowano) 
Obj aśnienia skrótów: APX - peroksydaza askorbinianowa, CAT - katalaza, GSH 
- gllltation, SOD - dysffilltaza ponadtlenkowa 
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steczek prowadzi do uszkodzeń strukturalnych komórki, a w końcu do jej 
śmierci. ROS posiadają również funkcję cząsteczek sygnałowych. Organizmy 
przed uszkodzeniami spowodowanymi przez ROS są chronione poprzez 
antyoksydacyjny system obronny, na który składają się enzymy: dysmuta
za ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide dismutase), katalaza (CAT, ang. 

catalase) , peroksydaza askorbinianowa (APX, ang. ascorbate peroxidase) 
i reduktaza glutationowa (GR, ang. glutathione reductase) oraz składniki nie
enzymatyczne: askorbinian, glutation, homoglutation czy cysteina (ryc. 4.32) . 

Enzymatyczne antyutleniacze - dysmutazy ponadtlenkowe (SOD) wy
stępują w trzech typach SOD: Fe-SOD, Cu,Zn-SOD i Mn-SOD (Bray i inni 
2000, Mittler 2002, Apel i Hirt 2004, Mittler i i inni 2004, Małecka i To
maszewska 2005, Czarna i Jarmuszkiewicz 2006). Dysmutazy występują 
w wielu organellach komórkowych, m.in. w mitochondriach, chloropla-
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Ryc. 4.32. Mechanizmy obronne przeciwdziałające stresowi oksydacyjnemu u roślin (wg Bray 
i inni 2000, Mittler i inni 2004, zmienione) 
Objaśnienia skrótów: APX - peroksydaza askorbinianowa, CAT - katalaza, DHAR 
- reduktaza dehydroaskorbinianowa, GR - reduktaza glutationowa, MDAR - reduk
taza monodehydroaskorbinianowa, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa 
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stach i peroksysomach. Ponadto występują w cytosolu oraz na zewnątrz 
komórek. Poszczególne formy i liczby izoenzymów SOD u różnych ga
tunków zlokalizowane są w różnych miejscach w obrębie chloroplastów, 
np. typ CU,Zn-SOD w szpinaku zlokalizowany jest w stromie i przestrzeni 
wewnątrztylakoidowej, natomiast typ Mn-SOD w błonie tylakoidów. Z kolei 
peroksydaza askorbinianowa (APX), reduktaza glutationowa (GR) ,  zależna 
od NADPH i reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR) są enzymami, 
które na terenie chloroplastu usuwają H202 według szlaku Halliwell-Asady 
(ryc. 4. 32). 

Do nieenzymatycznych antyutleniaczy należy a-tokoferol, który j est 
syntetyzowany w chloroplastach, występujący w dużych ilościach w mem
branach tylakoidów i blokujący łańcuchową reakcję utleniania lipidów 
(Mostowska i Gwóźdź 1995, Bray i inni 2000, Apel i Hirt 2004, Bartosz 
2006, Mullineaux i inni 2006). Antyoksydacyjne działanie tokoferoli polega 
na zmiataniu wtórnych wolnych rodników organicznych i zakończeniu re
akcj i peroksydacj i lipidów. Ponadto tokoferole są efektywnym wygaszaczem 
stanu tlenu singletowego. Kolejnymi antyoksydantami hydrofobowymi są 
karotenoidy i ksantofile, których rola polega na wygaszaniu tlenu single
towego, reakcji z organicznymi wolnymi rodnikami, powstającymi w pe
roksydacj i lipidów. Ponadto ksantofile umożliwiają rozproszenie nadmiaru 
energii w cyklu ksantofilowym, deepoksydacj i wiola ksantyny. Askorbinian 
zlokalizowany jest głównie w stromi e chloroplastowej i jest substratem 
w szlaku Halliwell-Asady, ponieważ reaguje z rodnikami ponadtlenkowymi 
oraz uczestniczy w deepoksydacji wiolaksantyny. Innym antyoksydantem 
nieenzymatycznym jest glutation, który bierze udział w regeneracj i askor
binianu z dehydroaskorbinianu. Związek ten reaguje także z tlenem single
towym i rodnikami hydroksylowymi oraz ochrania grupy tiolowe enzymów 
(ryc. 4. 32). 

Z dotychczasowych danych wynika, że działanie metali ciężkich na ro
śliny naczyniowe oraz glony powoduje zwiększenie aktywności dysmutazy 
ponadt1enkowej, katalazy i peroksydazy askorbinianowej (Cakmak i Horst 
1991, Gwóźdź i inni 1997, Stroiński i Kozłowska 1997, Okamoto i inni 2001, 
Mallick 2004, Tewari i inni 2006) . Stwierdzono również zależność pomiędzy 
stężeniem metali a aktywnością ww. enzymów. Wraz ze wzrostem stężenia 
wrastała aktywność dysmutazy ponadt1enkowej i peroksydazy askorbiniano
wej, zaś zmniejszała się aktywność katalazy (Rucińska i inni 1999). 

Badania własne wykazały, że kultury glonu Chlorella vulgaris, poddane 
działaniu BR w warunkach niskiej (5°C) i wysokiej (40°C) temperatury, cha
rakteryzowały się większą przeżywalnością. Oznaczało to zwiększony wzrost 
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liczby komórek glonu oraz wzrost zawartości chlorofili, cukrów i białek (ryc. 
4.24). W związku z tym podjęto badania umożliwiające wyjaśnienie mecha
nizmów obronnych, za indukcję których odpowiadają BR. Wiadomo, że stres 
temperaturowy powoduje tworzenie się dużych ilości aktywnych form tlenu. 
Rośliny posiadają szereg systemów obronnych, umożliwiających prawidłowe 
funkcjonowanie w obecności aktywnych form tlenu. Zwiększony poziom 
enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksydantów w komórce jest po
wszechnym zjawiskiem, który może być wynikiem działania czynników 
stresowych, jak i bezpośrednim objawem starzenia się komórek. Ustalono, że 
w warunkach niskiej i wysokiej temperatury pod wpływem 10-8 M BL na
stępowało podwyższenie aktywności średnio o 20% enzymów: dysmutazy 
ponad tlenkowej, katalazy, peroksydazy askorbinianowej i reduktazy glutatio
nowej. 

Szereg aktywności biologicznej enzymatycznego systemu antyutleniaczy 
w Chlorella vulgaris pod wpływem różnorodnych czynników stresowych 
przedstawiał się następująco: 

• dysmutaza ponadtlenkowa: wysokie natężenia światła > wysoka tem
peratura > działanie miedzi > działanie ołowiu > niska temperatura > 
działanie kadmu; 

• katalaza: wysokie natężenia światła > działanie miedzi > wysoka tem
peratura > działanie ołowiu > niska temperatura > działanie kadmu; 

• peroksydaza askorbinianowa: wysokie natężenia światła > wysoka 
temperatura > działanie miedzi > działanie ołowiu > niska temperatu
ra > działanie kadmu; 

• reduktaza glutationowa: działanie miedzi > wysokie natężenia światła 
> działanie ołowiu > wysoka temperatura > działanie kadmu > niska 
temperatura. 

Z kolei szereg aktywności biologicznej nieenzymatycznego systemu an
tyutleniaczy w Chlorella vulgaris pod wpływem różnorodnych czynników 
stresowych był następujący: 

• askorbinian: wysokie natężenia światła > wysoka temperatura 
> niska temperatura > działanie miedzi > działanie ołowiu > działanie 
kadmu; 

• zredukowany glutation: działanie miedzi > wysokie natężenia światła 
> działanie ołowiu > wysoka temperatura > działanie kadmu > niska 
temperatura. Okazało się, że spośród sześciu czynników stresowych, 
którym poddane były kultury glonu Chlorella vulgaris największą 
odpowiedź na stres oksydacyjny wywołuje wysokie natężenie światła, 
zaś najmniejszą � działanie kadmu. 
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Dotychczas wiadomo, że w warunkach stresu wodnego (suszy) i zasolenia 
potraktowanie roślin BL powoduje zwiększenie aktywności antyutleniaczy 
enzymatycznych: dysmutazy ponad tlenkowej, katalazy i peroksydazy askor
binianowej, peroksydazy i reduktazy glutationowej (Li i van Staden 1998a, 
b, Li i inni 1998, Nunez i inni 2003, Ozdemir i inni 2004, Almeida i inni 
2005). Dochodzi również do wzrostu zawartości kwasu askorbinowego 
i karotenoidów. Ponadto stwierdzono podwyższony poziom wymienionych 
antyutleniaczy w sadzonkach odpornych na suszę, w których uszkodzenia 
spowodowane zaistniałym stresem oksydacyjnym były mniejsze. Rośliny 
traktowane BL charakteryzowały się większą przeżywalnością, zatem wzra
stała odporność na czynniki stresogenne. 

BR przyspieszają uruchomienie mechanizmu detoksykacji ROS, ponie
waż indukują syntezę i aktywność enzymów bezpośrednio zaangażowanych 
w usuwanie reaktywnych rodników tlenowych (dysmutazy ponadtlenkowe, 
katalazy, peroksydazy), jak i enzymów biorących udział w reakcjach utlenia
nia i redukcji kwasu askorbinowego (peroksydaza askorbinianu) czy redukcji 
glutationu (reduktaza glutationu). Wiadomo, że w wyniku traktowania roślin 
BR dochodzi do wzrostu zawartości osmoprotektantów takich, jak: prolina, 
sorbitol, mannitol, które mogą pełnić rolę wychwytywaczy agresywnych 
metabolicznie form tlenu (Almeida i inni 2005). Działanie takie wykazują 
również same BR, dzięki czemu łagodzą skutki stresu oksydacyjnego i opóź
niają śmierć komórek. W związku z tym należy traktować BR jako związki, 
które - stymulując aktywność antyutleniaczy enzymatycznych i nieenzy
matycznych - przyczyniają się do przyspieszenia reakcji usuwania toksycz
nych form tlenu, których źródłem może być działanie wysokiego natężenia 
światła, obecność metali ciężkich w środowisku rośliny lub niska i wysoka 
temperatura otoczenia (Krishna 2003). Podobną rolę jak BR w regulacji me
chanizmu detoksykacji ROS posiadają inne hormony roślinne - cytokininy. 
Indukują one syntezę i aktywność białek enzymatyczny (dysmutazy ponad
tlenkowe, katalazy, peroksydazy, oksydaza alternatywna), związków nisko
cząsteczkowych czy białek nieenzymatycznych (m.in. glutation, askorbinian, 
a-tokoferol, tioredoksyna) (Hare i inni 1997, Rakwal i inni 2003, Synkova 
i inni 2004). 
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Na podstawie wynik6w uzyskanych w tej części badań wyciągnięto 
następujące wnioski: 

1 .  Glony Chlorella vulgaris posiadają antyoksydacyjny system obronny, 
na który składają się enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, 
peroksydaza askorbinianowa i reduktaza glutationowa oraz składniki 
nieenzymatyczne: askorbinian czy glutation; 

2. Kultury glonu traktowane brassinolidem wykazały zwiększoną zawar
tość ww. antyutleniaczy; 

3. Szereg aktywności biologicznej dla enzymatycznego systemu anty
utleniaczy w Chlorella vulgaris pod wpływem różnorodnych czynni
ków stresowych przedstawiał się następująco: 
• dysmutaza ponadtlenkowa: wysokie natężenia światła > wysoka 

temperatura > działanie miedzi > działanie ołowiu > niska tempe
ratura > działanie kadmu; 

• katalaza: wysokie natężenia światła > działanie miedzi > wysoka 
temperatura > działanie ołowiu > niska temperatura > działanie 
kadmu; 

• peroksydaza askorbinianowa: wysokie natężenia światła > wysoka 
temperatura > działanie miedzi > działanie ołowiu > niska tempe
ratura > działanie kadmu; 

• reduktaza glutationowa: działanie miedzi > wysokie natężenia 
światła > działanie ołowiu > wysoka temperatura > działanie 
kadmu > niska temperatura; 

4. Szereg aktywności biologicznej dla nie enzymatycznego systemu anty
utleniaczy w Chlorella vulgaris pod wpływem różnorodnych czynni
ków stresowych był następujący: 
• askorbinian: wysokie natężenia światła > wysoka temperatura 

> niska temperatura > działanie miedzi > działanie ołowiu > dzia
łanie kadmu; 

• zredukowany glutation: działanie miedzi > wysokie natężenia 
światła > działanie ołowiu > wysoka temperatura > działanie 
kadmu > niska temperatura. 
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Doświadczenia przeprowadzono na zsynchronizowanej monokulturze 

zielenicy Chlorella vulgaris Beijerinck (Trebouxiophyceae). Celem pracy było 

zbadanie: 1) wpływu auksyny, brassinosteroidy (BR) i cytokininy oraz ich 

współdziałanie na wzrost i rozwój Chlorella vulgaris; 2) odpowiedzi brassino

steroidów w kulturach glonu, poddanych działaniu różnych czynników stre

sowych (światło o różnym natężeniu i barwie, metale ciężkie, temperatura) 

oraz wyjaśnienie roli BR w mechanizmach adaptacyjnych do stresów (białka 

szoku termicznego, fitochelatyny, enzymatyczne i nienzymatyczne antyok

sydanty) w komórkach Chlorella vulgaris. Zastosowano szereg metod anali

tycznych: mikroskopową (liczba komórek glonu), spektroskopową (zawartość 

chlorofili, cukrów, białek, dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy 

askorbinianowej, reduktazy glutationowej i askorbinianu), SDS-PAGE i we

stern blotting (analiza białek szoku termicznego), AAS (zawartość metali 

ciężkich), HPLC (zawartość fitochelatyn i glutationu), HPLC-MS (analiza 

jakościowa i ilościowa cytokinin), HPLC i GC-SIM-MS (analiza jakościowa 

i ilościowa auksyn i BR). 

W komórkach glonu Chlorella vulgaris stwierdzono występowanie 

następujących fitohormonów z grupy: auksyn (4 związki: kwas indolilo-3-

-octowy, kwas indolilo-3-masłowy, kwas indolilo-3-pirogronowy, kwas 

4-chloroindolilo-3-octowy), brassinosteroidów (BR) (13 związków: brassino

lid, 24-epibrassinolid, 28-homobrassinolid, teasteron, 3-dehydroteasteron, 

6-deokso-3-dehydroteasteron, 6-deoksoteasteron, tyfasterol, 6-deoksoty

fasterol, katasteron, 6-deoksokatasteron, kastasteron, 6-deoksokastasteron) 

i cytokinin (2 związki: trans-zeatyna, cis-zeatyna). Wykazano, że w Chlorella 
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vulgaris biosynteza steroli zachodzi wyłącznie poprzez szlak niemewalono
wy. W biosyntezie BR występują równolegle późny i wczesny (dominujący) 
szlak C6 utleniania. Natomiast auksyny i cytokininy są regulatorami biosyn
tezy BR. Dodane do kultur Chlorella vulgaris IAA i trans-zeatyna zwiększały 
zawartość endogennych BR, przy czym najbardziej stymulująca okazała się 
trans-zeatyna. Poza fitohormonami również światło było regulatorem bio
syntezy BR w Chlorella vulgaris. Wraz ze wzrostem natężenia oświetlenia 
(0-100 flmola m-2s 1 PAR) zwiększała się endogenna zawartość BR w ko
mórkach tego glonu. Natomiast wysokie natężenie oświetlenia (500 flmola 
m-2s-1 PAR) powodowało obniżenie ich zawartości. Kultury glonów hodowane 
w ciemności nie wykazały obecności brassinolidu (BL). Oznacza to, że świa
tło jest stymulatorem przemiany kastasteronu (CS) w BL. Poza intensyw
nością również barwa światła (białe, niebieskie, czerwone) w istotny sposób 
wpływała na biosyntezę BR w Chlorella vulgaris. Światło białe stymulowało 
przemianę CS w BL, natomiast światło czerwone i niebieskie - hamowało tę 

reakcję. Kultury Chlorella vulgaris, hodowane na świetle czerwonym i trak
towane BL, wykazały obecność endogennego BL. Traktowanie BL glonów, 
rosnących na świetle niebieskim i w ciemności, nie spowodowało inicjacji 
przemiany CS w BL. 

Egzogenne BR, zastosowane w zakresie stężeń 10-15 _10-6 M, osiągały opty
malne działanie na wzrost i zawartość chlorofil i, cukrów i białek w stężeniu 
10-8 M. n-godzinna hodowla kultur glonu traktowanych BR wykazywała dwie 
formy wzrostu Chlorella vulgaris: logarytmiczną - pomiędzy 12. a48. godziną 
i stagnacji - pomiędzy 48. a n. godziną. Kultury kontrolne, pozbawione egzo
gennych BR, charakteryzowały się jedynie fazą wzrostu logarytmicznego. Pod 
wpływem BR uaktywniały się nowe formy rozrodcze w cyklu komórkowym 
Chlorella vulgaris o kilkakrotnie większej średnicy, a mianowicie komórki 
"giganty" i ciała palmelloidowe. W konsekwencji następowało zwiększenie 
liczby komórek glonu. Największą aktywność biologiczną posiadały BR typu 
7-oksalakton, mające połączenie trans pierścieni A/B, grupy hydroksylowe 
w położeniu 2a,3a w pierścieniu A, grupy hydroksylowe w pozycji C-22R, 
C-23R w łańcuchu bocznym oraz podstawniki metylowe lub etylowe w po
zycji C-24S. W przeprowadzonych doświadczeniach szereg aktywności bio
logicznej zastosowanych BR przedstawiał się następująco: BL > 24-epiBL > 

28-homoBL > CS > 24-epiCS > 28-homoCS. 
Stwierdzono synergistyczny wpływ auksyn (kwasu indolilo-3-octowego, 

kwasu indolilo-3-masłowego i kwasu indolilo-3-pirogronowego) i cytokinin 
(zeatyny, kinetyny i 1,3-difenylomocznika) z BR na liczbę komórek glonu oraz 
zawartość białek, chlorofili i cukrów. Aktywność biologiczna auksyn i cyto
kinin, współdziałających z BR, przedstawiała się następująco: trans-zeatyna 
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156 5. STRESZCZENIE 

kich. Najniższą stymulację wzrostu i zawartości analizowanych składników 
chemicznych glonu traktowanych BL stwierdzono w kulturach poddanych 
działaniu metali w stężeniu 10-4 M, zaś największą w 10-6 M. Zawartość me
tali ciężkich w glonie Chlorella vulgaris zmieniała się wprost proporcjonalnie 
do użytego stężenia metalu ciężkiego. Najbardziej akumulującym się meta

lem była miedź, naj słabiej kadm. Kultury glonu, potraktowane mieszaniną 
metalu ciężkiego i BL, charakteryzowały się obniżeniem zawartości tych 
pierwiastków w komórkach. Obecność metali ciężkich w środowisku wzrostu 
glonu Chlorella vulgaris powodowała obniżenie wartości pH ze słabo kwa
śnego (6,60) do silnie kwaśnego (3,10). Podanie BL kulturom glonu powodo
wało zmianę pH w kierunku słabo kwaśnego. Ponadto stwierdzono, że BL 
zwiększał syntezę fitochelatyn - peptydów biorących udział w detoksykacji 
metali ciężkich. 

Stres oksydacyjny może być indukowany poprzez różne czynniki, np. 
metale ciężkie, niską lub wysoką temperaturę czy wysokie natężenie świa
tła. Wzrasta wówczas poziom reaktywnych form tlenu takich, jak: wolno
rodnikowy anion ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy. 
Organizmy są chronione poprzez antyoksydacyjny system obronny, na który 
składają się enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza 
askorbinianowa i reduktaza glutationowa oraz składniki nieenzymatyczne: 
askorbinian czy glutation. Wykazano, że kultury Chlorella vulgaris trakto
wane BL charakteryzowały się zwiększeniem syntezy ww. antyutleniaczy, 
naj intensywniej w warunkach stresu świetlnego, działania metali ciężkich 
oraz wysokiej temperatury. 

Podsumowując, w komórkach Chlorella vulgaris stwierdzono wystę
powanie BR, określono ich szlak biosyntezy oraz wykazano synergistycz
ne współdziałanie z auksynami i cytokininami oraz antystresową rolę BR 
w odpowiedzi na działanie różnorodnych czynników środowiskowych: świa
tła, metali ciężkich oraz niskiej i wysokiej temperatury (ryc. 5.1). 
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++ 
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zawartość HSP 
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Ryc. 5.1. Wpływ brassinosteroidów na kultury glonu Chlorella vulgaris, poddane działaniu 
wybranych fitohormonów (auksyn i cytokinin) oraz czynników stresowych (świa
tła o różnej barwie i intensywności, temperatury i metali ciężkich) 

Objaśnienia skrótów: APX - peroksydaza askorbinianowa, CAT - katalaza, GR - re
duktaza glutationowa, GSH - zredukowany glutation, HSP - białka szoku termicznego, 
PAR - promieniowanie fotosyntetyczne czynne, PC - fitochelatyny, SOD - dysmutaza 
ponadtlenkowa, + / ++ działanie stymulujące, - działanie hamujące 
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6 SUMMARY 

Influence of brassinosteroids on the Chlorella vulgaris cultures 
subjected to selected phytohormones and stressful factors 

Brassinosteroids (BRs) are natural plant steroidal hormones that promote 
growth and affect a broad spectrum of physiological responses at nanomolar 
to micromolar concentrations. Subsequently, about sixty related plant com
pounds were shown to have brassinosteroid activity. BRs have been found to 
stimulate stem growth, inhibit root growth, promote xylem differentiation 
and retard leaf abscission. Observed physiological responses to BR appli
cation include ethylene biosynthesis through activation of l-aminocyclo
propane-l-carboxylic acid synthesis, membrane hyperpolarisation through 
enhanced proton extrusion, enhanced DNA, RNA and protein synthesis, 
increased invertase activity, stimulation of photosynthetic activity, and 
changes in the balance of other endogenous phytohormones. Key observa
tions in BR's interaction with other hormones in stem elongation include 
a synergistic response with auxins and an additive effect with gibberellins. In 
addition to their roles in plant development, BRs protect plants from various 
environmental stresses, including chilling, drought, salinity, herbicidal inju
ry, and heat stress. 

The experiments were conducted on the green alga Chlorella vulgaris 

Beijerinck (Trebouxiophyceae). 
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160 6. SUMMARY 

The first aim of this study was to examine the hormonal regulation of 

growth and development of Chlorella vulgaris, i.e.: 
• the occurrence of auxins (AXs), cytokinins (CKs) and BRs; 
• the pathways of BRs and their endogenous level under the influence 

of different conditions of light (intensity: O, 10, 50, 100 and 500 jlmola 
m-2s-1 PAR and irradiation: white-, red- and blue-light); 

• the influence of AXs (indole-3-acetic acid, IAA; indole-3-propionic 
acid, IPA; indole-3-butyric acid, IBA), CKs (trans-zeatin, kinetin, 
1,3-diphenylurea) and BRs (brassinolide, BL; 24-epiBL; 28-homoBL; 
castasterone, CS; 24-epiCS i 28-homoCS) on the growth (expressed 
as number of cells) and chemical composition (content of chlorophyll, 
sugar and protein) of the green alga C. vulgaris; 

• the effects of BRs mixed with AXs and CKs on the growth and 
chemical composition in Chlorella vulgaris cells; 

• assignment the type of interaction between BRs and other 
phytohormones. 

The second aim of this study was to examine the protective role of 

BRs against various kind of stresses on Chlorella-grown cultures, i.e.: 
• the influence of light (intensity: O, 10, 50, 100 and 500 jlmol m2s-1 PAR 

and irradiation: white-, red- and blue-light); 
• the influence of heavy metals (cadmium, lead, copper); 
• the influence of temperature (5-40°C) on the growth (expressed as 

number of cells) and chemical composition (content of chlorophyll, 
sugar and protein) of the green alga Chlorella vulgaris; 

• detoxification mechanisms (synthesis of heat shock proteins, 
phytochelatins, the level of antioxidant enzymes and non-enzymatic 
antioxidant compounds). 

The following analytical methods have been used during experiments: 
microscopic (number of alga l cells), spetroscopic (content of chlorophylls, 
sugar, protein, ascorbate peroxidase, catalase, glutathione reductase, su
peroxide dismutase, a scorbate) , SDS-PAGE and western blotting (heat 
shock proteins analysis), AAS (content of heavy metals), HPLC (content of 
phytochelatins and glutathione), HPLC-MS (analysis of cytokinins), HPLC 
and GC-SIM-MS (analysis of auxins and BRs). 

Plant hormones, such as AXs (indole-3-acetic acid, indole-3-pyruvate acid, 
indole-3-butyric acid, 4-chlorindole-3-acetic acid), BRs (brassinolide, BL; 
24-epibrassinolide, 24-epiBL; 28-homobrassinolide, 28-homoBL; teasterone, 
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TE; 3-dehydroteasterone, 3-DT; 6-deoxo-3-dehydroteasterone, 6-deoxo
-3-DT; 6-deoxoteasterone, 6-deoxoTE; typhasterol, TY; 6-deoxotyphasterol, 
6-deoxoTY; catasterone, CT; 6-deoxocatasterone, 6-deoxoCT; castasterone, 
CS; 6-deoxocastasterone, 6-deoxoCS) and CKs (trans-zeatin, cis-zeatin) 
have been identified in Chlorella vulgaris cultures. Total quantity of BRs 
amount 13 various compounds (12 belong to C28 type, one to C29 typ e - 28-

-homoBL), among them five compounds belong to 6-oxo type (CS, TY, TE, 
3-DT and CT), five belong to 6-deoxo type (6-deoxoCS, 6-deoxoTY, 6-deoxo
TE, 6-deoxoCT and 6-deoxo-3-DT), three belong to 7-oxalactone type 
(BL, 24-epiBL and 28-homoBL). The highest concentration of BR has been 
detected in CS content, Le. 0.329 fg celt-t. 

In Chlorella, isopentenyl diphosphate, the precursor of isoprenoids, is 
synthesized by pyruvate and glyceraldehyde 3-phosphate (non-mevalonate 
pathway). Early steps of BL biosynthesis were investigated using feeding of 
cell cultures of Chlorella vulgaris with 2H-Iabeled 6-deoxoCS, and the 
metabolites were analyzed by GC-SIM-MS. The cell cultures produced 
representatives Of C28 BRs, such as CT, TE, 3-DT, TY, CS and BL. The reactions 
are named the early C-6 oxidation pathway for C28 BRs. The occurrence of 
6-deoxoBRs such as 6-deoxoCS, 6-deoxoTE, 6-deoxoTY suggested that the 
parallei or/and alternative BR biosynthetic route exists. In addition to the early 
and the late C-6 oxidation pathways, cross-links between both branches seem 
exists. It was demonstrated by feeding with deuterium-lab elle d 6-deoxoTE, 
3-dehydro-6-deoxoTE and 6-deoxoTY, in which TY was identified as 

a metabolite. Conversion of CS to BL was also detected. The biosynthesis of 
BRs was regulated by intensity of light (10-100 Ilmol m-2s-1 PAR) and white-, 
red- and blue-light irradiation. In the dark-grown Chlorella, there is not 
conversion of CS to BL. 

The influence of7-oxalactone and 6-ketone type of BRs (10-15_10-6 M) upon 
the biological activity of algae has been presented. The results of the study 
indicate significant differences in the growth and metabolism of the cells of 
algae Chlorella vulgaris, caused by differentchemical structure ofBR used. The 
most significant differences in the stimulation of the growth and metabolites 
(chlorophyll, sugar and protein content) contained were caused by the 
difference in the structure ofB ring oEBR. It was found thatin Chlorella vulgaris 

7-oxalactone type of BRs (BL and its derivatives) are more active than 
6-ketone type of BRs (CS and its derivatives). The most stimulating influence 
of BRs was shown at the concentration 10-8 M. The effects of BRs mixed 
with AXs and CKs on the growth and chemical composition in Chlorella 

vulgaris cells have also been studied. The synergism between BRs and other 
phytohormones was assigned (fig. 6.1). 
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BRs have a protective role against environmental stresses, Le.: the 
influence of light, heavy metais and temperature on the growth and chemical 
composition (content of chlorophylI, sugar and protein) of the green alga 
Chlorella vulgaris (fig. 6.1). Application of BL to Chlorella vulgaris cultures 
reduced the impact of stresses on growth, prevented chlorophylI, sugar and 
protein loss and increased detoxification mechanisms. CelI treated with 
heavy metais alone showed a weaker increase of total phytochelatins (PC) 
content, but cultures treated with BRs and heavy metais show a higher 

PC content. The cultures of Chlorella vulgaris treated with BRs and heavy 
metal s show a lower bioaccumulation of heavy metais than the cultures 

treated with metal s alone. The inhibitory effect of BRs mixed with different 
heavy metal s on their accumulation was arranged in the following order: 
cadmium > lead > copper. A stimulatory effect of BRs after blocking the 
accumulation of heavy metal s on the growth and development of Chlorella 
vulgaris occurs. Application of BRs minimalIy increased freezing tolerance 

of by 5°C, but markedly enhanced celI viability folIowing exposure to 
high (35-40°C) temperature stress. Thermotolerance in cultures of 
Chlorella vulgaris was induced by heat shock treatment at supraoptimal 
temperatures (35 and 40°C). According to eletrophoretic analyses, the 
synthesis of proteins of 30, 40, 45, 70, 90, 100 and 105 kDa was only induced 

by heat shock treatment. The de novo synthesis of proteins (27, 35, 43 and 
60 kDa) was induced by BL treatment in heat shock conditions. The synthesis 
of 70 kDa HSP was the most stimulated by BL at the 40°C. Algae Chlorella 
vulgaris respond to heavy metais, high intensity of light, and extreme 
temperature by induction of several antioxidants, including several enzymatic 
systems, and the synthesis of low molecular weight compounds. Treatment 
with BL was effective in increasing the activity of antioxidant enzymes 
(superoxide dismutase, catalase, glutathione reductase and ascorbate 
peroxidase) and the content of ascorbic acid and glutathione. 

BRs can act efficiently in plants as immunomodulators when applied at 
the appropriate concentration and at the correct stage of plant development. 
BR-regulated stress response as a result of complex sequence of biochemical 
reactions such as activation ar suppression of key enzymatic reactions, in
duction of protein synthesis, and the production of various chemical defence 
compounds. BRs open up new approaches for Chlorella resistance against 
unfriendly environmental conditions. 
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Fig. 6.1. Influence of brassinosteroids on the Chlorella vulgaris cultures subjected to 
selected phytohormones (auxins and cytokinins) and stressful factors (coloured 
Iight, intensity of light, temperature and heavy metais) 
Abbreviations: APX - ascorbate peroxidase, CAT - catalase, GR - glutathione redu
ctase, GSH - glutathione, HSP - heat shock proteins, PAR - photosynthetic active 
radiation, PC - phytochelatins, SOD - superoxide dismutase, + / ++ stimulatory effect, 
- inhibitory effect 
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7 WNIOSKI 

1. W komórkach Chlorella vulgaris stwierdzono występowanie nastę
pujących fitohormonów z grupy: 

• auksyn - kwas indolilo-3-octowy, kwas indolilo-3-masłowy, kwas 
indolilo-3-pirogronowy i kwas 4-chloroindolilo-3-octowy; 

• brassinosteroidów - brassinolid, 24-epibrassinolid, 28-homobras
sinolid, teasteron, 3-dehydroteasteron, 6-deokso-3-dehydroteaste
ron, 6-deoksoteasteron, tyfasterol, 6-deoksotyfasterol, katasteron, 
6-deoksokatasteron, kastasteron i 6-deoksokastasteron; 

• cytokinin - trans-zeatyna i cis-zeatyna; 
2. Określono szlak biosyntezy brassinosteroidów i jego regulację za po

średnictwem auksyn, cytokinin i światła o różnym natężeniu i bar
wie; 

3. Stwierdzono działanie synergistyczne pomiędzy auksynami a brassi
nosteroidami, cytokinami a brassinosteroidami na wzrost i bioche
mizm Chlorella vulgaris; 

4. Wykazano antystresową rolę brassinosteroidów w kulturach Chlo
rella vulgaris, narażonych na stres świetlny, termiczny, oksydacyjny 
i działanie metali ciężkich: 

• brassinosteroidy zwiększały liczbę komórek glonu i zawartość bia
łek, chlorofili i cukrów; 

• brassinosteroidy przyspieszały syntezę fitochelatyn, białek szoku 
termicznego oraz enzymatycznych i nieenzymatycznych antyok
sydantów. 
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