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Wykaz skrotow
ABA — fitohormon kwas abscysynowy
ADC — dekarboksylaza argininy, takze szlak syntezy putrescyny rozpo-
czynajacy si¢ od argininy
AGI — Indeks Grup Aminowych (4dmine Group Index), wskaznik wyli-

czony na podstawie liczby grup aminowych badanych poliamin
oraz st¢zenia tych poliamin

CAT — enzym katalaza

DAO — enzym oksydaza diamin

FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy

GA3 — fitohormon kwas giberelinowy

TIAA — fitohormon kwas indolilo-3-octowy

IBA — fitohormon kwas indolilo-3-mastowy

JA — fitohormon kwas jasmonowy

MJ — ester metylowy kwasu jasmonowego, lotna pochodna fitohor-
monu

MWwWC — maksymalna pojemno$¢ wodna gleby

0AZ1 — gen 1 bedacy efektem jego ekspresji antyzym dekarboksylazy
ornityny

oDC — dekarboksylaza ornityny, takze szlak syntezy putrescyny rozpo-
czynajacy si¢ od ornityny

PA — poliamina, poliaminy

PAO — enzym oksydaza poliamin

PCD — zjawisko Programowalnej Smierci Komorki (Programmed Cell
Death)

PUT/SPD+SPM - stosunek stezenia putrescyny do sumy stezen spermidyny
1 sperminy

SA — fitohormon kwas salicylowy

SAM — S-adenozylometionina

SOD — enzym dysmutaza ponadtlenkowa



1. WSTEP

1.1. Budowa chemiczna poliamin

Duzg i wazng grupg zwiazkow biologicznie waznych sa aminy biogenne,
wsrod ktorych znajdziemy migdzy innymi histaming, serotoning, czy tyraming (Co-
sta 1 in., 2018). Zaliczamy do nich réwniez poliaminy (PA), ktére w odréznieniu od
wymienionych monoamin zawierajg w czasteczce co najmniej dwie grupy aminowe
(Takahashi i Kakehi, 2010). Najczgséciej uzywana definicja mowi, ze PA sa pospoli-
cie wystepujgcymi organicznymi zwigzkami alifatycznymi o charakterze polikatio-
néw z uwagi na obecnos¢ grup aminowych (Miller-Fleming i in., 2015). Niekiedy
spotyka si¢ definicje, wedtug ktorej PA majg co najmniej trzy grupy aminowe (Eller
i in., 2005), za§ zwigzki chemiczne z dwoma grupami aminowymi wydzielane sg
w osobng grupe diamin. W prezentowanej pracy stosowana bedzie pierwsza, szersza
definicja PA.

Najpowszechniej wystepujacymi w organizmach zywych i jednoczes$nie naj-
cze¢$ciej opisywanymi w literaturze naukowej PA sa putrescyna, spermina i spermi-
dyna (Miller-Fleming i in., 2015). Sg to zwigzki o budowie tancuchowej, z ktdrych
najprostsza, putrescyna to diamina 1,4 diaminobutan. Spermina i spermidyna majg
bardziej ztozona budowe. Jesli do czasteczki putrescyny przylaczymy do jednej
z grup aminowych trojweglowy tancuch zakonczony grupg aminowa, otrzymamy
spermidyne, za$ gdy do czgsteczki spermidyny przylaczymy kolejny tréjweglowy
fancuch zakonczony jeszcze jedng grupa aminowsa, otrzymamy sperming. Zarowno
spermina, jak i spermidyna, obok terminalnych pierwszorzedowych grup amino-
wych zawieraja w czgsteczce drugorzgdowe grupy aminowe.

/\/\/NHZ
NN NH\/\/NHZ i
HoN

spermidyna putrescyna

H,N NH

spermina

Ryc. 1. Struktury najpowszechniej wystepujacych poliamin: putrescyny, spermidyny i sper-
miny. Sg to czasteczki o budowie tancuchowej, zawierajace I i II-rzgdowe grupy ami-
nowe (Miller-Fleming i in., 2015). Stgzenia ktore osiggaja w materiale Zzywym zazwy-
czaj znacznie przekraczaja stezenia innych poliamin



Obok wymienionych PA, czesto w materiale biologicznym wystepuja PA ta-
kie jak kadaweryna i agmatyna, z ktorych pierwsza jest czasteczkg liniowa, druga
za$ jest rozgateziona. W probkach roslinnych czesto spotyka si¢ izomer sperminy,
termosperming (Takano i in., 2012).

/\/\/N NH,
H,N S

NH,

HZN/\/\/\NHZ

kadaweryna agmatyna

g NH\/\/NH\/\/NHZ
HoN
termospermina

Ryc. 2. Struktury kolejnych poliamin: kadaweryny, agmatyny i termosperminy (Ta-
kano i in., 2012). Zazwyczaj obecne w mniejszych stgzeniach od putrescyny, spermi-
dyny i sperminy, w niektorych przypadkach obserwuje si¢ takze znaczacg ich akumula-

cj¢

W materiale biologicznym znajdowane sa takze inne, wystepujace zazwyczaj
w mniejszych stezeniach PA, takie jak norspermina, norspermidyna, homospermi-
dyna i homoagmatyna (Hamana i in., 1996).

NH /\\/\
HzN/\/\/ \/\/\NHZ HN NH/\/\NHQ

norspermidyna

norspermina
/\/\/NH N NHa
H,N NH, /L
==
HzN/\/\/\N NH,
homospermidyna homoagmatyna

Ryc. 3. Mniej rozpowszechnione poliaminy, niekiedy w materiale zywym obserwuje si¢
ich podwyzszone st¢zenia (Hamana i in., 1996)

Rzadziej spotykane sg PA, do ktorych nalezg alifatyczne zwiazki z I1I i IV-
rzedowa grupg aminowg, oraz zwiazki o budowie cyklicznej. Przyktadami takich
zwigzkdw sa  N4-aminopropylnorspermidyna, N4-aminopropylnorspermina,
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N4-bis(aminopropyl)norspermidyna, N4-bis(aminopropyl)norspermina, tris(2-ami-
noetyl)amina i cyklen. Cz¢$¢ z nich wykryto w organizmach prokariotycznych (Ha-
mana i in., 1994). Rozgalezione PA s3 takze waznym substratem w syntezie che-
micznej (Brycki i in., 2017).

NH, NH,
NH, KL J)
N

NH,

e

NH
NH,
NH,
N4-aminopropylnorspermidyna N4-aminopropylnorspermina
HZN—\_\
"‘/\/\
NH, HN_ o~ N NH,
H.N H/ NH,
\_\vl\;\/_/ HN
NH,
H,N
N4-bis(aminopropyl)norspermidyna N4-bis(aminopropyl)norspermina

NH,
HQN—ﬁ\__N/__/

H
N
[ ~“\H
NH /
NH, L\\//NH

tris(2-aminoetyl)amina cyklen

Ryec. 4. Alifatyczne poliaminy III i IV-rzedowe, oraz poliaminy cykliczne. Powszechno$¢ ich
wystgpowania w $wiecie Zywym nie jest czesto badana, dobrze jednak jest udokumento-
wane wystgpowanie czgsci z nich w organizmach prokariotycznych (Hamana i in., 1994)
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1.2. Molekularne wlasciwosci czasteczek poliamin

Jak juz wcezesniej wspomniano, PA maja wtasciwosci drobnoczasteczkowych
polikationow, ktorych charakterystyka chemiczna zdeterminowana jest przez obec-
no$¢ dwoch, lub wiecej grup aminowych w czasteczce (Miller-Fleming i in., 2015).
Obecnos¢ kilku dodatnio natadowanych grup aminowych w czasteczkach nadaje im
wysoce polarne wtasciwosci, dzigki ktorym silnie oddziatujg z dipolowymi czastecz-
kami wody. Skutkiem wymienionych wlasciwosci czasteczek PA jest ich doskonata
rozpuszczalno§¢ w wodzie, oraz zdolno$¢ do wiagzania duzej liczby czasteczek wody
poprzez formowanie otoczki solwatacyjnej (Gupta i in., 2012). Co wazne, PA wy-
kazujg kationowy charakter w warunkach fizjologicznego pH. Ich unikalng cechg
jako polikationéw jest rozmieszczenie dodatniego tadunku w regularnych odstepach
na linearnej czasteczce. Bez watpienia wplywa to na kinetyke i specyficzno$¢ wig-
zania do polianiondw takich jak DNA, czy RNA, do ktorych PA wykazujg silne po-
winowactwo (Basu i in., 1988). Jednak wiele szczegotdw tych procesow pozostaje
wcigz niewyjasnionych lub niedostatecznie poznanych.

+
NH, . NH;
HZN/\/\/ +o2H — » H3N+/\/\/

Ryc. 5. Powstawanie polikationu z czasteczki poliaminy na przyktadzie putrescyny. Ilustracja
autora

Grupa chemiczng ktérej PA zawdzigczaja swoje wlasciwosci, jest grupa ami-
nowa, przy czym w czasteczkach PA znajduja si¢ nie mniej niz dwie takie grupy
(Takahashi 1 Kakehi, 2010). Czasteczki liniowe PA zawieraja dwie terminalne,
a wiec pierwszorzedowe grupy aminowe, PA rozgalezione zawierajg wigcej niz
dwie, zas niektore PA cykliczne np. cyklen, nie zawieraja zadnej. W ponizszej tabeli
poréwnano liczbe grup aminowych wystepujacych w pojedynczej czasteczce wy-
mienionych wczesniej PA.

Innymi biologicznie waznymi czasteczkami zdolnymi do wigzania z PA
dzigki obecnos$ci grup anionowych, sa fosfolipidy wchodzace w sktad membran bio-
logicznych (Ponappa i in., 1993), oraz biatka peligce rozmaite funkcje (Cohen,
1971): bialka btonowe, receptorowe, pompy jonowe, enzymy, biatka strukturalne
i inne. Struktury biologiczne do ktdrych przyltaczyly si¢ PA zwickszaja swojg stabil-
nos$¢ mechaniczng.

PA mogg tez wplywac na blony biologiczne poprzez hamowanie wymiany
fosfolipidow pomigdzy wewngtrzng a zewngtrzng warstwg bton biologicznych
(Bratton, 1994). Obserwowano takze stabilizujacy wplyw PA na trwatos¢ komplek-
sOw bton tylakoidéw w warunkach stresu osmotycznego (Besford i in., 1993).
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Tabela 1.

Liczba grup aminowych w czgsteczkach wybranych poliamin

Nazwa poliaminy

Liczba grup aminowych
W czasteczce

putrescyna

2

spermidyna

spermina

kadaweryna

agmatyna

Wi || w

termospermina

norspermina

norspermidyna

homospermidyna

N4-aminopropylnorspermidyna

N4-aminopropylnorspermina

N4-bis(aminopropyl)norspermidyna

N4-bis(aminopropyl)norspermina

tris(2-aminoetyl)amina

Al N |~ |W[IW|A~| B

cyklen

o
*
*

* plus jedna grupa iminowa
" wszystkie grupy aminowe sg II-rzedowe

Niewielka masa molowa oraz doskonata rozpuszczalno$¢ w wodzie skutkuja
duza mobilnoscia czasteczek PA. Wtasciwos¢ ta utatwia transport PA w organizmie.
Jest to wazna cecha wszystkich zwiazkéw chemicznych, ktore petnia funkcje regu-
latoréw funkcji fizjologicznych (Miiller i Schier, 2011), PA za$ przypisuje si¢ mig-

dzy innymi petnienie takiej roli.

Obecno$¢ polarnej grupy aminowej czyni PA zwigzkami aktywnymi che-
micznie. Sama grupa aminowa moze tworzy¢ wiazanie amidowe, ktérego szczego6l-
nym przypadkiem jest wigzanie peptydowe. W przypadku reakcji enzymatycznych,
do PA moze zosta¢ przylaczona grupa alkilowa, w ten sposob jedne PA przetwarzane
sa w inne. Specyficzne enzymy moga tez doprowadzi¢ do deaminacji, co z kolei

prowadzi¢ bedzie do katabolizmu PA.
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Obok wolnych PA wystepuja one takze w postaci skoniugowanej lub zwigza-
nej z innymi zwigzkami, do ktorych nalezg fenole (Goldberg i Perdrizet, 1984), czy
biatka (K-Sawhney i Applewhite, 1993). Formy molekularne zachowujace rozpusz-
czalnosc¢ po takiej reakcji to skoniugowane PA (ang. conjugated), formy przytaczone
do statych struktur komorkowych to zwiazane PA (ang. bound), ktdre mogg zostac
unieruchomione np. w $cianie komorkowej (Hura i in., 2015) i w razie potrzeby
uwolnione, bowiem formy zwigzane sg nicaktywne. Kontrola stosunku wolnych
i zwigzanych form PA moze by¢ czynnikiem regulujacym ich aktywnos¢ (Pfosser
iin., 1990).

1.3. Powszechnos$¢é wystepowania poliamin w przyrodzie, a potencjalne
funkcje pelnione w organizmach zywych

PA znano od bardzo dawna jako produkt rozktadu biatek, obecne byly zwtasz-
cza w rozktadajacej si¢ materii organicznej, stad ich pospolita nazwa ,,trupie jady”.
O ile dawniej uwazano, ze PA odpowiadaja za toksyczno$¢ produktow rozktadu bia-
Tek, to kolejne badania dowiodly, iz za toksycznos¢ t¢ odpowiadaty w rzeczywistosci
toksyny bakteryjne (Scheuer i Rodel, 1995). Przez wiele lat badan nad PA ustalono,
ze prawdopodobnie uczestniczg one w wielu procesach zyciowych, a ich zwigkszona
zawarto$¢ w rozkladajacej si¢ materii zywej jest jedynie ubocznym efektem degra-
dacji zwiazkow zawierajagcych grupe aminowa.

PA s3 obecne we wszystkich eukariotycznych i wigkszo$ci prokariotycznych
komorek (Hamana i in., 1985). Szerokie spektrum zwigzkéw chemicznych do kto-
rych powinowactwo majg PA determinuje rozmaito$¢ struktur komoérkowych do kto-
rych si¢ przytaczaja, oraz mnogo$¢ procesow fizjologicznych w ktorych mogg brac
udziat. Stad postuluje si¢ wiele hipotetycznych funkcji, ktore PA mogg peli¢ w fi-
zjologii organizmow zywych.

PA przypisuje si¢ udziat w procesach aktywacji gendw, podziatow komoérko-
wych, wzrostu i rozwoju na poziomie komorek, a takze catego organizmu, oraz
w procesach prowadzacych do spoczynku (Galston i Sawhney, 1990). Od dawna
znana jest ich zdolno$¢ do przytaczania si¢ do ujemnie natadowanych czasteczek
kwasow fenolowych, kwasoéw nukleinowych, fosfolipidow, czy biatek (Cohen,
1971), (Childs i in., 2003), co zwigzane jest z faktem iz kationowe czasteczki PA
przyciagane sg przez aniony. PA stabilizujg struktur¢ membran biologicznych (Bal-
las i Mohandas, 1983), moduluja aktywno$¢ enzymatyczng, uczestnicza w reakcjach
odpowiedzi na stres srodowiskowy (Shu i in., 2012).

PA mogg petni¢ rol¢ modulatoréw aktywacji genoéw, ciekawym przyktadem
mechanizmu odpowiedzialnego za t¢ funkcje jest zmiana ramki odczytu genow
w rybosomach po przytgczeniu PA (Rato i in., 2011). Jednym z genow, ktérego ak-
tywno$¢ regulowana jest w ten sposob jest gen antyzymu dekarboksylazy ornitytyny,
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OAZI. Produkt jego ekspresji, biatkko OAZ1 destabilizuje strukture ODC (Heller
i Canellakis, 1981), co prowadzi do jego degradacji, w konsekwencji spadku pro-
dukcji putrescyny, w dalszej za$ perspektywie zmniejszenia st¢zenia innych PA pro-
dukowanych z putrescyny.

Kationowy charakter PA i wynikajaca z niego zdolno$¢ do wigzania si¢
z DNA podobne s3 do wtasnosci biatek histonowych. Wedlug niektorych autorow
PA mogg dziata¢ synergistycznie do tych zasadowych biatek, zmieniajac strukture
nukleosoméw (Matthews, 1993).

O wazno$ci PA dla organizmow zywych swiadczy obserwowane zatrzymanie
wzrostu komoérek w ktorych uniemozliwiono syntez¢ PA w wyniku traktowania sil-
nymi inhibitorami enzymow produkujacych putrescyne: o-difluorometylornityng
(DFMO) i a-difluorometyloargining (DFMA). Zjawisko to znane jest od dawna
u mikroorganizméw (Tabor i Tabor, 1984), zwierzat (Mamont i in., 1978) i roslin
(Galston, 1986).

PA regulujg aktywnos¢ wielu rodzajow kanatow jonowych (Nakajima i in.,
2015). PA uczestniczg takze w regulacji procesow programowanej $§mierci komorki
(Moschou i1 Roubelakis-Angelakis, 2014).

PA sa takze pula substancji, gdzie krzyzuja si¢ drogi ,,recyklingu” zwigzkow
azotowych w komorce, oraz sa waznym elementem mechanizmu ustalenia
wewnatrzkomoérkowej rownowagi azotu do wegla (Moschou i in., 2012). Skoro PA
zawieraja duzo azotu, niektdrzy badacze formutowali hipotezy, iz moga one stano-
wi¢ zrodlo azotu do syntezy aminokwasow, a w przypadku roslin takze chlorofilu
(Tabor i Tabor, 1972).

1.4. Przemiany wolnych poliamin
1.4.1. Biosynteza poliamin

Synteza wickszosci PA rozpoczyna si¢ od powstania putrescyny, ktora moze
by¢ syntetyzowana z argininy na dwa sposoby: poprzez ornityng, oraz poprzez
agmatyng (Ryc. 6). Pierwsza droga nazywana jest ,,ODC” od nazwy pierwszego en-
zymu w tym szlaku: dekarboksylazy ornityny, czyli ODC (EC 4.1.1.17) (Kern i in.,
1999), jest to dominujacy sposob syntezy PA u zwierzat. Drugi szlak nazywany jest
»ADC” od dekarboksylazy argininy, czyli ADC (EC 4.1.1.19), w ten sposéb po-
wstaje wiekszos$¢ putrescyny u roslin. U niektorych z nich, w tym u Arabidopsis
thaliana, gen kodujacy ODC nie jest w ogole obecny (Hanfrey i in., 2001).



-15-

droga ODC droga ADC

e
o} OT)\A/NH\I(NHE
HzN/\/\HLOH "
-
. argininy
\>fNH2
dekarboksylaza HN
H,N o o
‘\_\; Hac\-s’/\\
O”\N
NH, —\

putrescyna N7

deacetylowana SAM HO
yntaza spermidyn |
S, OH
Hah me—s” \ f

metylotioadenozyna

o

XL —
NH HO N
\_\; l y " 1 NH, Nl/%\[/

NH. Hac‘s/\\\ kN/ NH,

2
o

B N
”\\ S-adenozylometionina (SAM)
“uiNH, |/%( /

L
NH.
$deacetyowana sAM 2
syntaza sperminy
N‘\_\
NH:

metylotioadenozyna
H,
szlak syntezy
etylenu

A
spermidyna ’

Ryc. 6. Schemat biosyntezy wazniejszych poliamin za wyjatkiem kadaweryny, na podstawie
Liu i in. (2015). Poliaminy zaznaczono szarymi prostokgtami, enzymy szeSciokatami.
Biosynteza podstawowych poliamin oparta jest o aminokwasy z cyklu mocznikowego:
ornityng¢ i argining, reakcje te znajdujg si¢ wiec w centrum mechanizmow przemian azo-
towych w komorce
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Synteza PA (Liu i in., 2015) na drodze ADC rozpoczyna si¢ od dekarboksy-
lacji argininy. Powstala w wyniku tej reakcji agmatyna jest hydrolizowana do putre-
scyny. W przypadku drogi ODC, pierwszym etapem jest dekarboksylacja ornityny,
w wyniku czego produkowana jest od razu putrescyna. Powstata putrescyna, nieza-
leznie od drogi powstania, stanowi substrat dla syntazy spermidyny (EC 2.5.1.19),
ktora katalizuje reakcje powstawania tej PA (Chen i in., 2019). W nastepnej kolej-
nosci ze spermidyny produkowana jest spermina w reakcji katalizowanej przez syn-
taze sperminy (EC 2.5.1.22). W obydwu tych reakcjach niezbednym, drugim sub-
stratem jest deacetylowana S-adenozylometionina. Warto zwrécic¢ tu uwage, ze jej
prekursor, S-adenozylometionina (SAM) jest takze niezbedna do syntezy waznego
fitohormonu zaangazowanego w reakcje na stres - etylenu (Roje, 2006), stad moz-
liwa jest wzajemna interakcja szlakow transdukcji sygnatu opartych na PA i etylenie.
Zagadnienie to omowiono w dalszej czgsci pracy.

Niezaleznie od drogi ADC i ODC powstaje inna powszechnie wystgpujaca
PA - kadaweryna, ktdra produkowana jest bezposrednio z lizyny poprzez dekarbok-
sylacje (Gamarnik i Frydman, 1991) katalizowang enzymem dekarboksylazg lizyny
(LDC) (Ryc. 7).

NH, H,N

NH,
dekarboksylaza lizyny
NH,

| lizyna | p | kadaweryna |

Rye. 7. Biosynteza kadaweryny z lizyny, na podstawie Moschou i in. (2012). Biosynteza tej
poliaminy nie jest bezposrednio powigzana z siecig przemian podstawowych poliamin

Stezenia PA w roslinach podlegaja specyficznej homeostazie, dotyczy to
zwlaszcza PA o cigzszych czasteczkach, ktorych stezenie nawet przy znacznie pod-
niesionej zawarto$ci putrescyny, zwigksza si¢ bardzo nieznacznie (Majumdar i in.,
2013). Zaangazowanie PA w wiele procesow biochemicznych na poziomie komor-
kowym wymaga najprawdopodobniej utrzymywania tej homeostazy (Moschou i Ro-
ubelakis-Angelakis, 2014). Mimo to jednak putrescyna jest kluczowa PA, od ktorej
zawartoS$ci zalezy stezenie wielu innych PA. Poziom putrescyny zalezy nie tylko od
aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za jej synteze, czyli ACD i ODC, ale takze
od czynnikow takich jak: aktywnos$¢ enzymow syntetyzujacych ornityne i argining
(Majumdar 1 in., 2015), aktywno$¢ enzymoéw katabolizujacych PA, intensywnos¢
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konwersji miedzy forma wolng putrescyny, a formami zwigzanymi, oraz intensyw-
no$¢ zuzywania putrescyny do produkcji spermidyny i sperminy (Pérez-amador
i Carbonell, 1995).

Jak juz wczes$niej wspomniano, PA znajduja si¢ w centrum procesow prze-
mian azotowych, poprzez ornityn¢ bedac zwigzane z cyklem mocznikowym (Maju-
mdar i in., 2015) majg znaczacy udziat w przeptywie zwiazkow azotowych w skali
catosci przemian biochemicznych w komérce (Moschou i in., 2012).

1.4.2. Katabolizm poliamin

Szlak rozktadu cigzszych PA rozpoczyna si¢ od ich utlenienia za pomoca za-
leznej od FAD oksydazy poliamin (EC 1.5.3.11), zwanej w skrocie PAO. Jej sub-
stratami sg spermina i spermidyna, za$ produktami reakcji odpowiednio: 1,3-diami-
nopropan i 4-aminobutanal. Enzym ten skraca substrat o grupe aminopropylowa wy-
twarzajac dodatkowo nadtlenek wodoru (Cona i in., 2006). Reakcje te zachodza
w peroksysomach i cytoplazmie. Enzym ten wystepuje w wickszych stezeniach
u roslin jednolisciennych.

Putrescyna podlega degradacji do 4-aminobutanalu, amoniaku i nadtlenku
wodoru. Reakcja ta jest katalizowana przez oksydaze diamin (EC 1.4.3.22, dawniej
EC 1.4.3.6), w literaturze nazywang DAO, lub CuAO. Enzym ten jako kofaktor za-
wiera miedz, za$ jego aktywnos¢ zlokalizowana jest glownie w apoplascie. Lokali-
zacja ta zwigzana jest najprawdopodobniej z faktem, iz jednym z produktoéw aktyw-
nosci tego enzymu jest nadtlenek wodoru, ktory spetnia funkcje sygnatowe i obronne
w warunkach stresu biotycznego i abiotycznego (Sujkowska-Rybkowska i Borucki,
2014). Nadtlenek wodoru produkowany w czasie katabolizmu PA moze takze
uczestniczy¢ w procesach lignifikacji Sciany komorkowej, oraz moze bezposrednio
niszczy¢ komorki pasozytéw, obydwie te funkcje maja znaczenie w ochronie przed
patogenami (Cona i in., 2006). DAO syntetyzowany jest w duzych stezeniach u dwu-
lisciennych, szczegolnie u roslin straczkowych.

Dalszymi produktami degradacji PA sg: dla putrescyny i spermidyny kwas
y-aminomastowy (GABA), dla spermidyny i sperminy akroleina (Takano i in.,
2012). Warto zwroci¢ uwage, iz produkty degradacji PA: nadtlenek wodoru i akro-
leina sg toksyczne, stad nadmierne stezenie PA wplywa negatywnie na procesy
wzrostowe roslin (Kakehi i in., 2008). Co wigcej, to wlasnie produkcja nadtlenku
wodoru i akroleiny odpowiada za toksyczno$¢ ostrg PA (Pegg, 2013), jednak nie jest
ona specjalnie wysoka, przyktadowo LDsg dla putrescyny wynosi dla szczura przy
doustnym podaniu 463 mg/kg (zrodto: MSDS Sigma Aldrich), dla innych PA jest
podobna.

Katabolizm i synteza PA wiaza je z innymi procesami biochemicznymi: syn-
teza etylenu, synteza nadtlenku wodoru, oraz z synteza kilku grup alkaloidéw (Mo-
schou i in., 2012).
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Poliaminy w szarych prostokatach, gtowne enzymy w sze$ciokatach, gtbwne metabolity
powstajace z PA w biatych prostokatach
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1.4.3. Transport poliamin

Pobieranie PA przez komorki wykazuje wiele podobienstw do procesu pobie-
rania toksycznego herbicydu parakwatu (Gordonsmith i in., 1983), ktory takze
wspotzawodniczy z PA w procesach transportu do komorek. Analiza kinetyki i ener-

getyki tych procesow w warunkach in vitro pozwolita na wskazanie strukturalnych
podobienstw migdzy uczestniczacymi w nich zwigzkami chemicznymi. Wszystkie

HSC—N\ / \ /NJ'—CHS

d

parakwat

putrescyna

spermidyna

Rye. 9. Struktura chemiczna parakwatu oraz tréjwymiarowa wizualizacja poréwnujaca t¢ cza-
steczke do putrescyny i spermidyny. Odlegto$¢ d miedzy natadowanymi atomami azotu
jest podobna do spotykanej w poliaminach, stad parakwat jest transportowany do wne-
trza komorki w taki sam sposob jak poliaminy. Kolor biekitny — atomy wegla, grana-
towy — azotu, czerwony — wodoru. Ilustracje wykonane przez autora za pomocg pro-
gramu ChemSketch (ACD/Labs)
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te zwigzki charakteryzuja si¢ obecnoscia co najmniej dwoch dodatnich tadunkow
rozdzielonych przez 4-7 atoméw wegla w tancuchu (Fujita i Shinozaki, 2014).
Wszystkie znaczace PA spelniajg to kryterium (spetnia je rowniez parakwat, dowody
za$ wskazuja, ze jego toksyczno$¢ jest uzalezniona od sprawnosci mechanizmow
pobierania PA). Nalezy przypomniec¢ tutaj, ze przestrzenna lokalizacja dodatnich fa-
dunkow na linearnej czasteczce PA odpowiedzialna jest za cz¢$¢ biologicznych wia-
sciwosci PA np. zdolno$¢ wigzania si¢ do DNA (Bignon i in., 2017). Ciekawym
zbiegiem okolicznosci w przypadku parakwatu jest fakt, iz za jego toksyczno$¢ od-
powiadaja podobne mechanizmy jak w przypadku toksycznosci PA, czyli produkcja
reaktywnych form tlenu.

Komorki zazwyczaj produkuja wystarczajaca ilos¢ PA aby pokry¢ swoje za-
potrzebowanie (Kakkar i in., 1997), jednak w przypadkach obnizonej dostepnosci
PA uruchamiane sa mechanizmy pobierania ich z zewnatrz (Fujita i in., 2012). Au-
torzy cytowanej pracy podajg takze wiele szczegdtow funkcjonowania mechani-
zmow pobierania PA przez komorki. Analizowano takze szczegoty transportu para-
kwatu do wnetrza komorek, odnoszac je do PA. Bazujac na tych wynikach autorzy
wskazujg na specyficzny mechanizm transportu PA do komorki oparty o biatko
transportowe RMV 1. Jest to transblonowe biatko zlokalizowane w btonie komorko-
wej, nalezy ono do wigkszej grupy bialek LAT (ang. L-type amino acid transporter),
w ktorych obrgbie mozemy znalez¢ wigcej biatek prawdopodobnie zaangazowanych
w transport PA. Przyktadowo zlokalizowane w aparcie Golgiego biatko AtLAT4
odpowiedzialne jest za akumulacj¢ PA w chloroplastach. Blizsze szczegoty funkcjo-
nowania mechanizmu transportu PA na poziomie komorkowym sg wcigz niedosta-
tecznie poznane.

PA moga by¢ tez transportowane na dalsze odlegtosci w organizmie roslin-
nym za posrednictwem ksylemu (Kakkar i in., 1997), co prawdopodobnie wigze si¢
z ich wysoka polarnoscig.

Warto zwrdci¢ uwage na specyfike transportu PA w odniesieniu do transportu
fitohormonow. W przypadku wielu fitohormondw np. auksyn, transport polarny za-
lezny jest od tadunku czasteczki (Jones, 1998), tak wiec polikationowe czasteczki
PA moga mie¢ tendencje do przemieszczania si¢ w odwrotnym kierunku niz wiek-
szos$¢ fitohormonoéw, ktore maja charakter anionowy, za wyjatkiem np. cytokinin,
ktore maja charakter kationowy.

1.5. Charakterystyczne dla roslin procesy z udzialem poliamin

W literaturze naukowej znalez¢ mozna wiele hipotez dotyczacych biologicz-
nej roli PA w roslinach. Czgs$¢ z nich pokrywa si¢ z funkcjami pelnionymi u innych
organizmdw, nie jest wiec unikalna dla roslin. Do takich uniwersalnych procesow,
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w ktorych udziat mogg bra¢ PA nalezy regulacja replikacji DNA 1 podziatow ko-
morkowych (Galston i Sawhney, 1990), (Acosta i in., 2005). Specyfika organizmow
ro$linnych jest podziat roli enzyméw syntetyzujacych putrescyne. Aktywnosé
pierwszego z nich, dekarboksylazy ornityny (ODC) powigzana jest z intensywnoscig
podziatow komoérkowych, enzym ten aktywny jest np. w tkankach merystematycz-
nych. Drugi enzym syntetyzujacy putrescyne, dekarboksylaza argininy (ADC), ak-
tywny jest gtownie w tkankach nie wykazujacych wysokiej aktywnosci podziatowej,
gdzie wzrost dokonuje si¢ na drodze powigkszania rozmiaréw komorek (Pérez-ama-
dor i Carbonell, 1995).

1.5.1. Funkcje pelnione przez PA u ro$lin narazonych na dzialanie stresu

Jest wiele przyczyn, dla ktorych procesy stresowe przebiegajg u roslin inaczej
niz u zwierzat. Rosliny sa specyficzng grupg organizmow, ich szczeg6lnymi cechami
sg osiadty tryb zycia, oraz zdolnos¢ do autotrofii. Konsekwencjg osiadtego trybu zy-
cia jest konieczno$¢ wyksztatcenia skutecznych mechanizmow antystresowych,
gdyz organizm roslinny nie ma mozliwosci przemieszczenia celem znalezienia bar-
dziej optymalnych warunkow zyciowych. Szczegolnie wazna jest zdolno$¢ do zapo-
biegania stresowi suszy, nadmierna utrata wody jest bowiem procesem letalnym.
Polikationowy charakter PA powoduje iz zwigzki te moga zapobiegac utracie wody,
gdyz zwigkszenie zawarto$ci zwigzkow jonowych (np. PA) w roztworze znaczaco
zwigksza energi¢ kinetyczng wymagana, aby czgsteczka wody przeszta do fazy ga-
zowej. W literaturze naukowej opisywane jest zjawisko akumulacji PA w roslinach
w trakcie narazenia na dziatanie suszy, jednak obserwowano wielkg rozmaito$¢ re-
akcji, zaleznie od badanego gatunku, organu, oraz szczegdlnie skali czasowej
(Maiale i in., 2004).

U roslin zbozowych ekspozycja na rozmaite czynniki Srodowiskowe powo-
duje zwigkszenie aktywnosci dekarboksylazy argininy (ADC) i w konsekwencji zna-
czace, nawet kilkudziesigciokrotne zwigkszenie zawartosci putrescyny (Galston
i Sawhney, 1990). Zwraca uwage wspomniana wczesniej specjalizacja funkcji enzy-
mow syntezy putrescyny, gdzie ODC odpowiada za te funkcje PA, ktore sa wspolne
dla wigkszosci $wiata ozywionego, zas§ ADC uczestniczy w specyficznej dla roslin
odpowiedzi na stres srodowiskowy.

Wielu autoréw opisato tagodzacy wptyw PA na przebieg stresu srodowisko-
wego u roslin. Navakoudis i in. (2003) opisali udziat putrescyny w zapobieganiu
uszkodzeniom roslin tytoniu powodowanym przez ozon, gdzie putrescyna podana
ro$linom odmiany wrazliwej na ozon zapobiegta degradacji aparatu fotosyntetycz-
nego i tym samym pogorszeniu wskaznikdéw fotosyntezy. Inni autorzy potwierdzili
zdolno$¢ PA do zmniejszania uszkodzen aparatu fotosyntetycznego w czasie stresu:
u ogorka (Zhang i in., 2009), czy u kolonii glonu Scenedesmus obliguus (Demetriou
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i in., 2007). Jednocze$nie mutanty z obnizong aktywnoscig enzymow syntetyzuja-
cych PA charakteryzuja si¢ obnizong tolerancja na warunki stresowe, taki efekt za-
obserwowano u Arabidopsis thaliana (Kasinathan i Wingler, 2004).

Opisano takze akumulacje putrescyny u pszenicy w efekcie hartowania chto-
dem (Récz i in., 1996). Inni badacze opisali (Bouchereau i in., 1999) zdolno$¢ pu-
trescyny do wigzania si¢ z enzymami antyoksydacyjnymi, takimi jak dysmutaza po-
nadtlenkowa, oraz z czgsteczkami drobnoczasteczkowych antyutleniaczy, co utatwia
ich transport w komodrkach do miejsc uszkodzen oksydatywnych, zjawisko to zaob-
serwowano u roslin odpornych na dziatanie chtodu.

PA powodujg zamykanie aparatow szparkowych (Liu i in., 2000), tym samym
powodujac znaczgce obnizenie transpiracji (Cavusoglu i in., 2008). Pomimo ograni-
czenia wymiany gazowej na skutek zamknigcia aparatow szparkowych, nie powo-
duja one znaczacego ograniczenia asymilacji CO,, gdyz zwigkszaja jednoczesnie ak-
tywno$¢ RuBisCO ograniczong w warunkach stresu (Huang i Bie, 2010). Badacze
ci zaobserwowali, ze egzogenna spermidyna przywraca aktywno$¢ RuBisCO, ktora
zostata obnizona poprzez podanie kwasu cynamonowego, bedacego jednym ze
zwigzkow fenolowych akumulowanych w czasie stresu oksydacyjnego (Singh i in.,
2013).

Wspomniano wczesniej o zmiennym wplywie momentu rozpoczecia i czasu
trwania stresu na stopien akumulacji PA. Maiale i in. (2004) zaobserwowali aku-
mulacje sperminy u ryzu w warunkach stresu solnego, jednak dotyczylo to stresu
trwajacego 7 1 14 dni, podczas gdy u roslin wystawionych na stres przez 21 dni nie
zaobserwowano réznicy w stosunku do ,,niestresowanej” kontroli. Co bardziej inte-
resujgce: stezenie putrescyny i spermidyny w roslinach rosngcych w warunkach
stresu solnego byto mniejsze w poréwnaniu do kontroli, w czeSci traktowan za$ nie
roznito si¢ od niej. Wyrazng zaleznos$¢ stopnia akumulacji PA od czasu trwania
stresu opisali takze Zhang i Huang (2013), zmierzyli oni st¢zenie PA u roslin pomi-
dora znajdujacych si¢ w stresie suszy wywotanym dziataniem glikolu polietyleno-
wego (PEG), w odréznieniu od cytowanej powyzej pracy probki pobierane byly
w znacznie krotszych odstepach czasu: 6, 12, 24, 36 1 48 godzin od poczatku stresu.
Najwigksze stezenie PA (putrescyna, spermidyna i spermina) zmierzono w czasie 12
godzin od wystgpienia stresu, nastepnie za$ akumulacja PA zmniejszala si¢ w miare
uptywu czasu. Tak wigc nalezy podkresli¢, iz opisywane w literaturze reakcje aku-
mulacji PA w odpowiedzi na rozne rodzaje stresu zalezg od czasu trwania stresu oraz
momentu pobrania prébek. Takie zaleznosci czasowe nie sg zazwyczaj czynnikiem
badanym w do$wiadczeniu, stad zjawisko to pozostaje stabo zbadane.

1.5.2. Funkcje pelnione przez PA w reakcjach innych niz stresowe

PA petnig rolg w regulacji proceséw starzenia si¢ roslin. St¢zenie PA u roslin
jest wysokie w tkankach szybko rosngcych, w ktorych znajduje si¢ wiele dzielacych
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si¢ komorek (Sawhney i in., 1985). Odwrotny proces zaobserwowano w liSciach
starzejacych si¢, gdzie stezenie PA jest znacznie nizsze od tego, obserwowanego
w liciach mtodych, wcigz si¢ rozwijajacych (Evans 1 Malmberg, 1989). Zjawisko
to jest zbiezne z rolg petniong przez PA w innych niz rosliny grupach organizmow
np. u zwierzat, gdzie takze obserwuje si¢ akumulacj¢ PA w tkankach, ktorych ko-
morki intensywnie si¢ dzielg. PA moga w szybko dzielgcych si¢ komorkach stabili-
zowac¢ strukture DNA, ktory w przypadku zwigkszonej aktywnosci procesow repli-
kacji szczegdlnie narazony jest na uszkodzenia. Uszkodzenia DNA zwigkszajg ry-
zyko wystgpienia mutacji, oraz spowalniaja tempo podziatow (Branzei i Foiani,
2009). Co wigcej, tkanki szybko dzielgce si¢ sa najbardziej narazone na uszkodzenia
DNA, ale takze takie uszkodzenia najwigksze szkody powodujg wtasnie w tkankach
dzielacych si¢ najszybciej. Obecnos¢ PA zapobiega za$ niektérym uszkodzeniom
DNA (Terui i in., 2018).

Aplikacja endogennych PA pozwala w wielu przypadkach na spowolnienie
procesow starzenia si¢ organow (Galston i Kaur-Sawhney, 1987), wedtug autoréw
cytowanej pracy spermina wykazuje t¢ aktywnos$¢ w stezeniu 0,1-1 mM. Stezenie to
w porownaniu do endogennych stezen rozmaitych hormonow roslinnych jest wigc
duzo wigksze. Za przeciwstarzeniowy efekt aplikacji PA odpowiada najprawdopo-
dobniej bedaca jej skutkiem inhibicja produkcji etylenu (Saftner 1 Baldi, 1990).

Szereg autorow opisato takze obecno$¢ PA w chloroplastach i etioplastach,
gdzie bedac zwigzane sg z blonami lipidowymi, stabilizujg je. Zmniejszenie zawar-
tosci PA w etioplastach w trakcie ich transformacji w chloroplasty moze by¢ efektem
przemian ciata protolamellarnego, ktorego heksagonalna struktura wigze duza ilo$¢
PA (Sobieszczuk-Nowicka i in., 2007). Autorzy pracy cytuja takze interesujacg hi-
poteze, iz PA stanowig zrodto azotu dla rozwijajacego si¢ chloroplastu (Tabor i Ta-
bor, 1972), co takze jest przyczyna zmniejszenia ich zawartos$ci w trakcie tego pro-
cesu, zaznaczy¢ nalezy, ze proces ten zachodzi z udziatem PA zwigzanych z frakcjg
lipidowa.

Zmniejszenie zawartosci PA w tkankach starzejacych sie¢ wynika¢ moze z wy-
cofywania przez rosling azotu z tkanek, ktére zostang odrzucone np. ze starzejacych
si¢ lisci. PA jako niskoczasteczkowe, doskonale rozpuszczalne w wodzie substancje,
do tego znajdujace si¢ w samym ,,sercu” przemian azotowych komorki roslinne;
(Moschou i in., 2012), moga szybko zosta¢ zmobilizowane i wycofane.

1.5.3. Wspéldziatanie poliamin i fitohormonow

Omowione powyzej hipotezy roli PA jako zrodta azotu, oraz stabilizatora blon
lipidowych i DNA pozostaja w pewnej sprzecznosci z hipotezami, wedlug ktorych
PA pelnig gtownie funkcje sygnalizacyjne. Hipotezy takie sa jednak dyskutowane
i nalezy je takze omowic. Zresztg wspotwystepowanie roznorodnych funkcji jest po-
stulowane dla wielu innych zwigzkéw np. melatoniny (Arnao i Herndndez-Ruiz,
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2006), mozliwe jest wigc, ze takze PA pelnig funkcje o réznorodnym charakterze
w zaleznosci od ich stezenia i lokalizacji. Funkcja biologiczna moze ulega¢ zmianie
np. pierwotng funkcjg PA mogla by¢ rola osmoprotekcyjna i troficzna (jako zrodto
azotu i wegla), nastepnie stabilizacyjna, a w koncu regulacyjna. Zmiany stezenia PA
wynikle z przebiegu rdznych proceséw fizjologicznych moga stanowié¢ sygnal wy-
zwalajacy kolejne procesy.

Efekt fizjologiczny PA, jak kazdego zwigzku chemicznego obecnego w ko-
morce, podlega interakcjom z innymi zwigzkami, w tym sygnatowymi. W poniz-
szych podrozdziatach omowiono znane z literatury efekty interakcji pomigedzy PA
a fitohormonami.

1.5.3.1. Poliaminy i etylen

Jedna z lepiej udokumentowanych w literaturze naukowej interakcja pomie-
dzy PA a fitohormonem, jest wspomniana wcze$niej inhibicja produkcji etylenu.
W doswiadczeniu (Saftner 1 Baldi, 1990) zmierzono zawartos¢ PA w czasie dojrze-
wania owocOw pomidora, obserwujac jej spadek w miar¢ dojrzewania owocoOw
i jednoczesny wzrost zawartosci etylenu. Jeden z autoré6w przytoczonej pracy, wy-
kazal wczesniej, iz podanie egzogennych PA hamuje transport prekursora etylenu,
kwasu 1-aminocyklopano-1-karboksylowego (ACC) (Saftner, 1989), co prowadzi¢
musi do obnizenia produkcji etylenu. Alternatywnym mechanizmem interakcji mie-
dzy PA a etylenem jest bezposrednie wspotzawodnictwo o S-adenozylometioning
(SAM), bedaca prekursorem ACC. SAM jest bowiem jednym z substratow niezbed-
nych do syntezy PA o dluzszych czasteczkach (sperminy i spermidyny) (Harpaz-
Saad i in., 2012), wigc intensywna synteza ci¢zszych PA skutkowa¢ moze zuzywa-
niem SAM niezbednego takze dla syntezy etylenu i w efekcie spadkiem st¢zenia
tego fitohormonu.

Warto tu zauwazyc¢, ze w przypadku syntezy spermidyny, drugim niezbednym
substratem jest putrescyna, za$§ przy syntezie sperminy zuzywana jest z kolei sper-
midyna (patrz rozdziat 1.4.1). Tak wigc suma zawartosci PA (liczona jako st¢zenie
molowe) nie powinna ulec zmianie podczas tych przemian, natomiast wyrazne roz-
nice obserwowane beda w proporcjach poszczegélnych PA. Zwigkszy si¢ takze cat-
kowita ilo§¢ grup aminowych w puli PA, bowiem wraz z wydtuzaniem tancucha PA
(od putrescyny, poprzez spermidyne do sperminy) dodawane sa takze grupy ami-
nowe. Zaangazowanie SAM w szlak syntezy PA stwarza takze szereg mozliwych
interakcji z innymi substancjami syntetyzowanymi z jego udziatem: lipidow, pektyn,
alkaloidow, fitosteroli, osmoprotektantow, prekursoréw lignin, lignandéw, suberyn,
kwasu cynamonowego i jego pochodnych, flawonoidéw, stilbendéw i innych zwigz-
kow aromatycznych, jak rowniez szereg lotnych zwigzkéw zapachowych (Roje,
20006).
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1.5.3.2. Poliaminy i auksyny

Istnieje niewiele prac ktorych autorzy udokumentowali interferencj¢ miedzy
auksynami a PA. Jedng z nielicznych jest praca Tonon i in. (2001), ktorej autorzy
opisali antagonistyczny efekt aplikacji putrescyny, spermidyny i inhibitoréw ich roz-
ktadu, oraz aplikacji kwasu indolilomastowego (IBA) na procent ukorzeniajacych
sie sadzonek jesionu waskolistnego (Fraxinus angustifolia Vahl). Podanie wymie-
nionych PA stymulowato ukorzenianie, jednoczesna aplikacja IBA hamowata ten
proces, cickawe jednak bylo to, ze bez podania PA, aplikacja samym IBA powodo-
wala stymulacj¢ ukorzeniania. Autorzy nie zaproponowali jednak wyjas$nienia tej
obserwacji. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze PA i IBA dziatajg konkurencyjnie
wzgledem ukorzeniania, wykorzystujac odrgbne mechanizmy, ktorych jednoczesna
stymulacja znosi efekt biologiczny. Innym przyktadem powigzan migdzy PA a auk-
synami, sg wyniki otrzymane przez Kyriakidis (1983), gdzie aplikacja kwasu indo-
lilooctowego (IAA) zwigkszata aktywnos¢ dekarboksylazy ornityny (ODC) u jecz-
mienia (Hordeum vulgare L.). Enzym ten stanowi jedno z podstawowych ogniw na
drodze syntezy PA, stad mozna oczekiwaé stymulacji produkcji putrescyny, a w kon-
sekwencji takze syntetyzowanych z niej PA w odpowiedzi na zwigkszone stgzenie
auksyn. Podanie za$ putrescyny lub spermidyny hamowatlo aktywno$¢ ODC poprzez
stymulacj¢ biatkowego inhibitora ODC (antyzymu OAZ1) (Heller i Canellakis,
1981).

Efekt aplikacji PA na zawarto$¢ auksyn w nasionach opisano w pracy Yang
iin. (2016), gdzie poddano nasiona pszenicy dziataniu roznych PA i w efekcie za-
obserwowano zwickszenie w nich zawartosci [AA pod wptywem aplikacji spermi-
dyny i sperminy.

1.5.3.3. Poliaminy i gibereliny

Gibereliny s3 grupa fitohormondéw stymulujacych wzrost i rozwoj organi-
zmoéw roslinnych, w dziataniu tym sa wigc synergistyczne w stosunku do PA. Zna-
nych jest wiele prac opisujacych zwickszenie zawarto$ci PA w roslinie po podaniu
giberelin, najczesciej kwasu giberelinowego (GA3), przyktadowo Kaur i Halliwell
(1996) zaobserwowali zwigkszenie zawartosci PA u grochu w ciagu kilku godzin po
podaniu GAs. Inna grupa badaczy (Kyriakidis, 1983) zaobserwowala rowniez, po-
dobnie jak w efekcie stymulacji za pomocg [AA opisanej w tej samej pracy, zwiek-
szenie aktywnosci ODC u jeczmienia w odpowiedzi na stymulacje za pomocg GA3.

Opisane powyzej mechanizmy prowadza do zwickszenia stezenia PA w rosli-
nach poprzez aktywacje enzymow odpowiedzialnych za ich biosynteze, drugim po-
tencjalnym sposobem regulacji stezenia jest wptyw na mechanizmy katabolizmu PA.
Skoro istnieja dwa przeciwstawne procesy, ostateczny kierunek zmian zalezy od
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tego, ktory proces przewaza. Asthir i in. (2004) zbadali aktywno$¢ dwdoch enzymow
rozkladajacych PA: PAO i DAO po stymulacji GA3, aktywnos$¢ ta zwickszyta si¢
w stosunku do kontroli, jednak zmierzona zawarto$¢ PA takze ulegla zwickszeniu.
Swiadczy to o tym, iz kontrola stezenia PA nie dokonuje si¢ poprzez regulacje ak-
tywnosci szlakow katabolicznych PA, a poprzez intensyfikacj¢ syntezy, zwigkszenie
za$ katabolizmu PA stuzy innym celom, prawdopodobnie syntezie nadtlenku wo-
doru (Cona i in., 2006).

Cytowani wczesniej autorzy (Yang i in., 2016) opisali takze stymulujacy
wplyw aplikacji spermidyny i sperminy na zawarto$¢ giberelin w nasionach psze-
nicy.

1.5.3.4. Poliaminy i cytokininy

Cytokininy i PA, podobnie jak w przypadku giberelin, dziatajg wzajemnie sy-
nergistycznie stymulujgc procesy wzrostowe. Przeprowadzono doswiadczenie (Le-
gocka i Zarnowska, 2000) w ktorym stymulowano liscienie ogorka za pomocg kine-
tyny, czego skutkiem byto zwigkszenie aktywnosci ADC. W rezultacie podwyzszo-
nej aktywnosci tego enzymu, stezenie putrescyny zwigkszylo sig, za§ poziom
sperminy i spermidyny spadt. Kolejne eksperymenty dowiodty, iz o ile dodatek ki-
netyny wplynat na tempo wzrostu liscieni (co jest jednym z typowych efektow apli-
kacji cytokinin), o tyle dodatek egzogennej putrescyny, a takze zahamowanie jej
syntezy inhibitorem, D-argining, niec wplyngt na procesy wydtuzeniowe liscieni.
W pracy tej wykazano jednak mozliwy udziat spermidyny w procesach w ktorych
zaangazowane sg cytokininy, gdyz podanie inhibitorow syntezy spermidyny przy-
spieszato wzrost licieni. Podobne wyniki uzyskali takze Walker i in. (1988). W in-
nej pracy (Legocka i Zarnowska, 1999) dziatano na kallus ogorka syntetyczng cyto-
kining, benzyloadening (BAP), w efekcie st¢zenie putrescyny i sperminy spadto, ste-
zenie spermidyny za$ wzrosto, podobne zmiany autorki opisaly w zakresie
zwigzanych form PA.

Zaobserwowano rowniez, ze PA (konkretnie spermidyna i spermina) powo-
duje zwigkszenie st¢zenia zeatyny i jej rybozydu w kwiatach ryzu (Yang i in., 2008).

Romanov iin. (2004) przeanalizowali interakcje PA z cytokininami z uzyciem
transgenicznych ro$lin z genem reporterowym GUS pod kontrola aktywowanego
przez cytokininy promotora ARR5 (Agostino i in., 2000). Rosliny te byty traktowane
réoznymi PA, po czym okreslano stopien aktywacji genu reporterowego. Kazda z ba-
danych PA powodowata supresj¢ genu reporterowego w stopniu zaleznym od ro-
dzaju i stgzenia PA, az 0 95% wartosci wyjsciowej w przypadkach skrajnych. Wynik
ten oznacza, ze zwickszenie st¢zenia PA powoduje obnizenie ekspresji genéw kon-
trolowanych przez promotor ARRS, co oznacza w tym wypadku dziatanie antagoni-
styczne pomi¢dzy PA a cytokininami.



27

Wynik korespondujacy z powyzszym otrzymali Yang i in. (2016), ktorzy opi-
sali zwigkszenie zawarto$ci zeatyny i rybozydu zeatyny w nasionach pszenicy po
stymulacji egzogenng sperming i spermidynag. Jesli bowiem w wyniku zwickszenia
stezenia PA nastapito obnizenie ekspresji genow kontrolowanych przez zalezne od
cytokinin sekwencje promotorowe, to dla utrzymania homeostazy konieczne jest
zwigkszenie stgzenia cytokinin. W taki sam sposob mozna takze ttumaczy¢ opisany
wczesniej wptyw aplikacji cytokinin na akumulacj¢ PA.

1.5.3.5. Poliaminy i kwas salicylowy

Kwas salicylowy (SA) jest regulatorem wzrostu roslin, ktérego akumulacje
obserwuje si¢ w przypadku zarowno stresu biotycznego, jak i abiotycznego (Raskin,
1992). Mozna wigc oczekiwac¢ interakcji miedzy nim, a PA, ktorych akumulacje¢ ob-
serwowano w warunkach stresu suszy. W pracy Németh i in. (2002) traktowano SA
rosliny rosngce w uprawie hydroponicznej, po czym okreslano poziom PA. W wy-
niku traktowania SA poziom putrescyny i spermidyny wzrastal, natomiast poziom
sperminy obnizal si¢. Podobnie, w do§wiadczeniu opisanym u Szalai i in. (2016)
poziom putrescyny w lisciach wzrastat u ro$lin, ktorych nasiona moczono w roztwo-
rze SA, poziom spermidyny za$ nieznacznie malal. W tym samym doswiadczeniu
poziom PA w korzeniach wzrastat u roslin traktowanych SA. Rowniez Szepesi i in.
(2009) zaobserwowali wzrost zawarto$ci putrescyny u roslin traktowanych SA
w warunkach stresu solnego, poziom za$ sperminy i spermidyny nie zmienit si¢. We
wszystkich opisanych przypadkach wptyw SA polegat na zmianie stosunku wzgled-
nej zawartos$ci putrescyny do cigzszych PA, co moze wynika¢ z obnizenia aktywno-
Sci enzymow przeksztatcajacych putrescyne w cigzsze PA.

W pracy Szepesi i in. (2011) opisano doswiadczenia nad pomidorem, gdzie
poddano rosliny dziataniu SA, mierzono za$ zawarto$¢ endogennych PA, oraz mo-
nitorowano aktywnos¢ enzymow rozktadajacych PA (DAO i PAO), a takze enzy-
moéw antyoksydacyjnych (SOD i CAT). Opisano akumulacje PA po stymulacji SA,
a takze, w dtuzszym okresie czasu, podwyzszenie st¢zenia putrescyny wzgledem in-
nych PA. Aktywno$¢ enzymow rozktadajacych PA, a takze enzymow antyoksyda-
cyjnych rowniez uleglta podniesieniu w stosunku do kontroli.

1.5.3.6. Poliaminy i kwas abscysynowy

Z uwagi na postulowany udzial PA w procesach odpowiedzi na susze, szcze-
gblnie interesujgce sg interakcje pomigdzy kwasem abscysynowym (ABA), a PA.
W cytowanej wczesniej pracy (Yang i in., 2016), autorzy opisali wzrost stezenia
ABA w nasionach pszenicy poddanych dziataniu PA. Zwigzkiem najsilniej stymu-
lujacym wzrost stezenia ABA byta putrescyna.
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W pracy Nieves i in. (2001) opisano z kolei stymulujacy efekt egzogennego
ABA na stezenie PA w zarodkach somatycznych trzciny cukrowej poddanych desy-
kacji, rowniez w tej reakcji zwigzkiem ktorego stezenie zwigkszylo si¢ najbardzie;j,
byta putrescyna.

1.5.3.7. Poliaminy i kwas jasmonowy

Kolejnym, obok ABA fitohormonem zaangazowanym w koordynacj¢ reakcji
stresowych jest kwas jasmonowy (JA), ktory uczestniczy przede wszystkim w reak-
cjach odpowiedzi na stres biotyczny. W pracy Nieves i in. (2001) opisano ekspery-
ment polegajacy na traktowaniu kallusa trzciny cukrowej egzogennym JA oraz de-
sykacji, a nastgpnie mierzono stezenia PA wywotane tym zabiegiem. Zaobserwo-
wano niewielkie powiekszenie stezenia putrescyny.

Podobne do powyzszych wyniki uzyskali Walters i in. (2002), z ta r6znicg, ze
zamiast JA uzyli jego lotnej pochodnej, metylowego estru kwasu jasmonowego
(MJ). W efekcie traktowania lisci siewek owsa (Hordeum vulgare L.) tym zwigz-
kiem zawarto$¢ putrescyny i sperminy zwigckszyta si¢ juz pierwszego dnia po za-
biegu, za$ czwartego dnia po zabiegu zwigkszyla si¢, obok tych dwdch PA, takze
zawarto$¢ sperminy. Autorzy zbadali rowniez aktywnos$¢ enzyméw zaangazowa-
nych w syntez¢ PA: ODC, ADC i dekarboksylaz¢ S-adenozylometioniny (Ado-
MetDC), ktorych aktywno$¢ zwigkszyta si¢ po aplikacji MJ. Dzigki zbadaniu aktyw-
nosci enzymu DAO, mozna sformutowac hipotezg ttumaczaca jaki jest ,,cel” zwigk-
szania biosyntezy PA, bowiem produktem aktywnosci DAO jest nadtlenek wodoru,
ktorego dziatanie cytotoksyczne moze by¢ uzyteczne w zwalczaniu biogennych
czynnikow stresowych. Co wigcej, aktywnos¢ DAO zwigkszyla si¢ takze w liSciach
ktore nie byly traktowane MJ, co wskazuje na mozliwy udziat PA w mechanizmach
systemicznej odpowiedzi na stres.

Ozawa i in. (2010) traktowali rosliny fasoli potksi¢zycowatej (Phaseolus lunatus
L.) r6znymi PA, odkryli iz traktowanie roslin sperming stymuluje biosyntezg JA. Wspo-
mniane wyzej synergistyczne dziatanie kwasu jasmonowego i PA w kierunku zwalcza-
nia infekcji patogenem prowadzi do wyjasnienia opisanego efektu. Zwigkszone st¢zenie
JA skutkuje zwigckszeniem produkcji PA, jak i podwyzszenie stezenia PA prowadzi do
podwyzszenia biosyntezy JA. Istnieja wigc warunki do wystapienia efektu dodatniego
sprzezenia zwrotnego w wyniku ktorego stezenie obydwu zwigzkoéw ulegnie znacznemu
zwigkszeniu, by¢ moze efekt ten rozprzestrzenia si¢ na sasiadujace obszary, co moze
doprowadzi¢ do gwaltownej odpowiedzi w skali calego organu, a nawet organizmu ro-
$liny. Taka systemiczna odpowiedz jest czgsto wyzwalana w nastepstwie stresu biotycz-
nego, dzigki za$ zaangazowaniu lotnego MJ reakcja moze zosta¢ wyzwolona takze
u sgsiadujacych roslin. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze udziat PA w tym procesie jest czysto
hipotetyczny i wymaga weryfikacji.
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1.6. Galasy i ich zwiazek z poliaminami

Galasy sa specyficznym rodzajem ,,pseudoorganow’ spotykanych niekiedy na
ro$linach. Sa one utworzone z tkanek roslinnych przeksztalconych w wyniku zain-
fekowania przez pasozytniczy organizm. Organizmy powodujace powstawanie ga-
lasow nalezg do rozmaitych taksonow, zaliczamy tu glownie owady (Stone i Schon-
rogge, 2003), ale takze roztocza (Soika i Kozak, 2012), nicienie (Riley i in., 1988),
oraz bakterie 1 wirusy (Holsters i in., 1978). Formujaca si¢ na roslinie narosl stuzy
jako schronienie i Zrodto pozywienia organizmom (przez cale zycie, badZz w pew-
nych okresach) je wywotujagcym. Jednym z czg¢$ciej spotykanych rodzajow galasa,
jest tzw. ,jabtuszko debowe”, bedace efektem zainfekowania dgbu przez owada,
btonkéwke z rodziny galasdwkowatych, galasowke debianke (Cynips quercusfolii
L.) (Wiebes-Rijks, 1981), (Jankiewicz i in., 2017). Powstajacy na lisciu galas r6zni
si¢ od niego fundamentalnie nie tylko na poziomie morfologii, ale takze na poziomie
komoérkowym i biochemicznym. Twor ten zawiera bardzo wysokie stezenie tanin,
ktére powodujg denaturacj¢ bialek, stad w galasach mozna spodziewac si¢ wystepo-
wania wielu specyficznych mechanizmow ochronnych.

,Jabtuszka debowe” rosng na dolnej powierzchni lisci, sg to kuliste twory
osiggajace 2-4 cm $rednicy. Niedojrzate galasy sg zazwyczaj koloru zielonego,
w czasie dojrzewania czerwienieja. Mtode galasy mozna zaobserwowac zazwyczaj
w lipcu, dojrzewaja we wrzesniu. Z zewnatrz galasy te okryte sg twardsza skorka,
pod ktorg znajduje si¢ gabczasty, migkki migzsz koloru biatego. W samym $rodku
zlokalizowane jest twardsze od miazszu gniazdo, wewnatrz ktérego znajduje si¢
larwa owada. Gniazdo zbudowane jest z tkanki odzywczej ktdra zaspokaja potrzeby
troficzne rosnacej larwy.

Od pewnego czasu prowadzone sg w Instytucie Fizjologii Roslin PAN w Kra-
kowie badania biochemiczne i proteomiczne na galasach rodzaju "jabluszko de-
bowe". Zaskakujacym wynikiem byto znalezienie bardzo niskich, w poréwnaniu do
tkanek liScia, stezen fitohormonow stymulujacych wzrost tkanek: auksyn i cytoki-
nin. Przebadano takze szereg innych fitohormonow i zwigzkéw biologicznie waz-
nych, za kazdym razem otrzymujac podobny wynik: tkanki galasa sa pod wzgledem
ich zawartosci bardzo ubogie. Jedng z mozliwych interpretacji otrzymanych wyni-
kéw byto pozostawanie przez galas w stanie glebokiego stresu, spowodowanym by¢
moze potrzebami zyjacego wewnatrz owada, ktore zaspokajane sa poprzez relatyw-
nie niewielka szyputke, za pomocg ktorej dostarczana jest do galasa woda i sktadniki
odzywcze. Zaznaczy¢ tu jednak nalezy, ze jesli chodzi o zawarto$¢ wody, to
wzgledna jej zawarto$¢ w galasie jest jej duzo wyzsza niz w liSciu, nie az tyle jednak,
aby tlumaczylo to obserwowane zmniejszone st¢zenie analizowanych fitohormo-
now. Z uwagi na brak opublikowanych badan nad PA w galasach, zdecydowano si¢
na przeprowadzenie analiz tego interesujgcego materiatu.
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Ryec. 10. Galas na li$ciu dgbu wywotany przez larwe Cynips quercusfolii L., potocznie zwany
"jabluszkiem dgbowym". Twor ten stanowi schronienie, oraz zrédto pozywienia dla roz-
wijajacej si¢ wewnatrz larwy. Fotografia autora

1.7. Ogolny przeglad metod analizy poliamin

Pierwszym etapem analizy PA jest ich ekstrakcja. Probki po homogenizacji
ekstrahowane sg najczesciej w roztworze kwasu chlorowego(VII) (HCIO4), po od-
wirowaniu supernatant jest neutralizowany weglanem sodu, a nastgpnie zawarte
w nim PA oznaczane sg bezposrednio lub derywatyzowane (Flores 1 Galston, 1982).

Najczesciej spotykang obecnie metoda oznaczenia zwartosci poszczegdlnych
PA jest wysokosprawnos$ciowa chromatografia cieczowa (HPLC). Z uwagi jednak
na kationowy charakter czgsteczek PA, ich bezposredni rozdziat na kolumnie chro-
matograficznej pracujacej w uktadzie odwroconych faz (najbardziej wygodny
w przypadku oznaczania probek rozpuszczalnych w wodzie), jest niemozliwy (Ma-
gnes i in., 2014). Drugg trudno$cia w analityce PA jest brak w ich czasteczkach ja-
kichkolwiek grup chromoforowych, fluoroforowych, badz ulegajacych tatwo reak-
cjom redoks, co utrudnia bezposrednig detekcje. W celu rozwigzania tych proble-
moéw stosuje sie derywatyzacje do pochodnych dansylowych, benzylowych, lub
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innych. Grupy derywatyzujace po przylaczeniu do czasteczek PA zwickszajg takze
ich wspotczynnik retencji, oraz umozliwiajg prosta i bezposrednia detekcje.
Najpopularniejsza od wielu lat metoda derywatyzacji PA jest dansylacja,
gdzie wykorzystuje si¢ zdolnos¢ chlorku dansylu do tworzenia pochodnej sulfona-
midowej z terminalnymi grupami aminowymi PA (Redmond i Tseng, 1979). Po
przytaczeniu grupy dansylowej, grupa aminowa traci zdolno$¢ do tworzenia kationu,
co umozliwia rozdzial HPLC w warunkach odwroconych faz, czasteczka PA zyskuje
takze zdolno$¢ do fluorescencji oraz pochtaniania promieniowania UV. Wysoka
trwato$¢ sulfonamidowych pochodnych dansylowych, oraz wysoka czutos¢ detek-
toréw fluorescencyjnych (FLD), spowodowaty dominacje¢ tej metody nad innymi

sposobami derywatyzacji.
CHs

HaC—N
NH O =9 4+ 2 Hcl
AN TN+ 2 —— _NH S
H,N “S\\ TS NH Y o
o

3 \f?l
CHg

Ryec. 11. Dansylacja putrescyny za pomocg chlorku dansylu. Powstata sulfonamidowa pochodna
poliaminy jest bardziej hydrofobowa niz zwiazek wyjsciowy. Rysunek autora

Ciekawg metoda jest derywatyzacja przy uzyciu chloromréwczanu izobutylu
(Magnes i in., 2014). W cytowanej pracy autorzy zautomatyzowali procedure
oczyszczania probek metoda SPE (ang. Solid Phase Extraction) przeprowadzajac ja
za pomocg analitycznego aparatu HPLC. Zasada dziatania metody SPE polega na
wykorzystaniu kolumny ze ztozem adsorbujacym oczyszczane zwigzki chemiczne,
ktore nastepnie wymywane sg z tej kolumny przy uzyciu odpowiednio dobranego
rozpuszczalnika i nastgpnie analizowane. Przy pewnej komplikacji budowy apara-
tury obejmujacej uzycie dwoch kolumn (jednej w charakterze kolumny SPE, drugiej
jako kolumny analitycznej HPLC), dwoch pomp HPLC, oraz dziesigciodroznego za-
woru, osiggni¢to znaczne uproszczenie i automatyzacj¢ preparatyki probek. Kolejna
zaletg proponowanej metody jest szybko$¢ catej procedury, co jest miedzy innymi
efektem wybranej metody derywatyzacji. Duza szybko$¢ procedury wynika takze
z wykorzystania detekcji MS/MS, dzigki czemu mozna bylo zastosowac krotka ko-
lumne analityczna (bowiem wysoka selektywnos¢ detektora MS/MS kompensuje
obnizong zdolno$¢ rozdzielczg krotkiej kolumny chromatograficznej).

W ostatnich latach obserwuje si¢ powrdt do benzylacji PA (Redmond i Tseng,
1979), bowiem benzylacja probek pozwala m.in. na rozdzielenie sperminy od jej
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izomeru, termosperminy, co nie jest mozliwe w przypadku dansylacji. Probki ben-
zylowane rozdziela si¢ w uktadzie faz odwroconych przy uzyciu popularnych ko-
lumn C18 (Naka i in., 2010). Istnieja tez metody benzylacji PA z uzyciem innych
reagentéw np. chlorku 3,5dinitrobenzylu (Pinto i in., 2014).

Nowszg alternatywa oznaczania PA jest uzycie kolumn typu HILIC (ang. Hy-
drophilic-interaction liquid chromatography), gdzie wyeliminowano potrzebe dery-
watyzacji PA, zas$ uzycie spektrometru mas (MS) umozliwia bezposrednia detekcje
tych zwigzkoéw (Eisenberg i in., 2009). Inng metoda bezposredniej analizy PA bez
potrzeby derywatyzacji jest uzycie techniki chromatografii par jonowych w po-
wszechnie uzywanym uktadzie faz odwroconych z detekcjg MS (Sanchez-Lopez
i in., 2009). Technika ta jednak niesie ze sobg ryzyko zanieczyszczenia aparatury
odczynnikiem tworzacym pary jonowe, ktory jest trudny do usunigcia.

1.8. Interpretacja zawartosci poliamin

W niniejszej pracy skupiono si¢ na wolnych PA, pomijajac wyniki analiz form
skoniugowanych. W opinii autora, skupienie si¢ na wolnych PA, zwigzkach biolo-
gicznie aktywnych, daje najwigksze szanse znalezienia zaleznosci fizjologicznych.
Zwiazki skoniugowane stanowig forme¢ zmagazynowana, niekiedy takze sa elemen-
tem mechanizmu katabolizmu PA, tak wigc trudniej na podstawie ich st¢zenia $le-
dzi¢ dynamiczne procesy fizjologiczne. Mimo wszystko, po ograniczeniu si¢ do ana-
lizy zawarto$ci form wolnych PA, nadal napotykamy na kilka probleméw zwigza-
nych z przedstawieniem i interpretacja ich stezenia.

Przede wszystkim, rosliny charakteryzujg si¢ znacznym zréznicowaniem za-
wartosci wody, zalezy ono m.in. od: rodzaju tkanki, etapu zycia rosliny, pory roku
1 dnia, lokalnych warunkéw siedliskowych, a nade wszystko od gatunku i odmiany
rosliny, stad precyzyjny pomiar zawartosci wody jest kluczowy dla wielu badan
z zakresu fizjologii roslin, szczegdlnie zas fizjologii stresu (Jones, 2007). O ile wigc
przedstawienie stezenia badanych zwigzkow chemicznych w postaci jednostek masy
w $wiezej masie tkanki jest najblizsze faktycznym warunkom fizjologicznym, to jest
bardzo obcigzone zmiennoscig pochodzacg ze zmiennosci zawartosci wody w bada-
nej tkance. W miarg stopniowej utraty wody nastepuje bowiem zwigkszenie stezenia
rozpuszczonych w niej zwigzkoéw, gdyz masa (lub objetos¢) wody (stanowigca za-
zwyczaj 70 - 90% $wiezej masy tkanek) jest drugim, obok zawartosci badanej sub-
stancji, réwnie waznym (bo znajdujacym si¢ w mianowniku tego samego rownania)
czynnikiem wptywajacym na wyliczone stezenie. W zwigzku z tym przedstawienie
stezenia w przeliczeniu na suchg masg rosliny jest bardziej odporne na zmieniajacg
si¢ zawarto$¢ wody 1 tym samym, wydaje si¢ by¢ lepsze dla przedstawienia relacji
migdzy réznymi wskaznikami biochemicznymi, zwlaszcza w dluzszym okresie
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czasu (dni, tygodnie, zamiast minut i godzin) w warunkach polowych, gdzie zawar-
to$¢ wody moze si¢ bardzo zmieniac.

Stezenie mozna przedstawia¢ w jednostkach masy badanej substancji, badz
w jednostkach liczno$ci materii, czyli molach. W przypadku PA, ktorych aktywnos¢
biologiczna zwigzana jest przede wszystkim z obecnos$cig grup aminowych, zas dtu-
gos¢ (a tym samym takze masa) fancucha ma mniejsze znaczenie, najbardziej wila-
Sciwym sposobem wyrazenia stezenia PA jest stezenie molowe. Mozna jednak roz-
waza¢ inne sposoby wyrazenia st¢zenia PA u roslin np. na masg¢ biatka, jednak ta
metoda obcigzona jest zmiennoscig st¢zenia biatek, ktore zalezg m. in. od gatunku
ro$liny, rodzaju tkanki, czy wreszcie stadium rozwojowego. Jednak zawartos$¢ biatka
bez watpienia jest wielko$cig bardziej stabilng od zawartosci wody.

Po rozwazeniu wymienionych czynnikow, zdecydowano, ze w pracy tej ste-
zenie PA w tkankach roslinnych bedzie wyrazone jako liczba moli w jednostce su-
chej masy probki.

W pracy uzywane bedzie takze pojgcie sumarycznej zawartosci, badz stezenia
PA. Wskaznik ten bedzie wyliczany jako suma stezen molowych wybranych PA.
Rozwazano takze uzycie stowa ,,catkowity” zamiast ,,sumaryczny”. Zrezygnowano
z tego, gdyz okreslenie ,,catkowity” w analityce odnosi si¢ zazwyczaj do sumy ste-
zen wszystkich zwigzkoéw nalezacych do danej grupy, w prezentowanej za$ pracy
nie mierzono st¢zenia wszystkich PA.

Warto tez zaznaczy¢, ze termin ,,zawarto$¢” w niniejszej pracy uzywany jest
zamiennie z terminem ,,st¢zenie”, w zakresie terminologii analityki chemicznej sg to
bowiem pojecia synonimiczne.

W niniejszej pracy zostanie takze sprawdzona uzyteczno$¢ nowego wskaz-
nika, ktory nazwano Indeksem Grup Aminowych (AGI — ang. Amine Group Index).
Wskaznik ten wyliczany bedzie jako suma iloczyndéw stezen molowych poszczegdl-
nych PA i liczby grup aminowych w czasteczce. Wskaznik ten przedstawia wprost
stezenie grup aminowych obecnych w czasteczkach PA, a wlasnie te grupy odpo-
wiadaja przede wszystkim za wlasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne PA.
Analiza tego wskaznika pozwoli odpowiedzie¢ na pytanie, czy PA moga stanowic
pule azotowych zwigzkow zapasowych. Warto§¢ wskaznika AGI wyliczana jest we-
dtug ponizszego wzoru:

AGI =372 i,
Gdzie:
n — liczba moli danej PA w probcee,
m — sucha masa probki,

i — liczba grup aminowych w czasteczce danej PA
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Do obliczen AGI w niniejszej pracy zdecydowano si¢ wykorzystaé stezenia
putrescyny, sperminy i spermidyny, gdyz te wtasnie PA zdecydowanie dominujg
w badanych probkach pod wzgledem stezenia. Jesli chodzi o interpretacje tego
wspotczynnika, to jego zwigkszenie oznaczaé bedzie, ze ilo$¢ azotu zwigzanego
z PA zwigksza si¢. Wzrost warto$ci tego wspotczynnika przy niezmienionej sumie
zawarto$ci PA oznacza¢ zatem bedzie akumulacje azotu w cigzszych PA, przy nie-
zmienionym potencjale osmotycznym pochodzgcym od PA. Tego rodzaju wynik be-
dzie przestanka, ze PA pelnig rolg zrodla azotu a nie regulatora osmolarno$ci.
Wspolezynnik ten jest obcigzony wpltywem rownowagi miedzy putrescyng, spermi-
dyng i sperming, bowiem st¢zenie kazdej z tych PA w innym stopniu wptywa na
warto$¢ wyliczonego wspotczynnika.

W przebiegu wielu procesow fizjologicznych u roslin obserwuje si¢ zmiany
wzajemnych relacji stezen poszczegolnych PA. Wygodnym sposobem na ich ilo-
sciowe ujecie jest obliczenie stosunku stezenia putrescyny do stezen cigzszych PA.
Niekiedy badacze (Shen i Galston, 1985) postuguja si¢ stosunkiem stezenia molo-
wego putrescyny do spermidyny, podczas gdy inni (Heloir i in., 1998) uzywaja sto-
sunku stezen molowych putrescyny do sumy stezen molowych spermidyny i sper-
miny. W niniejszej pracy zdecydowano si¢ na drugi wariant. Wskaznik ten obrazuje
zmiany w tempie syntezy putrescyny, jej zuzycia celem syntezy sperminy i spermi-
dyny, oraz proceséw katabolizmu PA. Jego uzyteczno$¢ wynika z faktu, ze putre-
scyna, spermina i spermidyna sg obecne w tkankach roslinnych w najwigkszych ste-
zeniach, o ile jednak putrescyna moze by¢ syntetyzowana na co najmniej dwoch
drogach (ADC i ODC) z aminokwasdw, to spermina i spermidyna syntetyzowane sg
przede wszystkim z putrescyny, ktora tym samym stanowi nie tylko substancj¢ biolo-
gicznie czynng, ale jest takze podstawowym prekursorem kolejnych zwigzkow
zrodziny. Ten prosty wskaznik pozwala w prosty sposob oceni¢ stan rownowagi proce-
sOW syntezy najwazniejszych PA, co ufatwia monitorowanie zmian tej rownowagi
w trakcie przebiegu procesow fizjologicznych. Jego wzrost $wiadczy o zwigkszeniu
udziatu putrescyny, wzglednie zmniejszenia udziatéw spermidyny i sperminy w puli PA.
Wzrost, badz spadek wartosci tego wspotczynnika nie sg zwigzane z catkowita zawarto-
Scig PA, zatem wspotczynnik ten nie odzwierciedla wlasciwosci osmolarnych.

Wskaznik ten obliczano wedtug wzoru:

—_ _ Tput
X=—"
NspdtNspm
gdzie:
Nput — liczba moli putrescyny w probce,
Nspda  — liczba moli spermidyny w probcee,

npm  — liczba moli sperminy w probce.
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2. CEL I ZAKRES BADAN

Poliaminom przypisywane sg rozmaite funkcje biologiczne. Obok opisywane;j
powszechnie akumulacji w tkankach intensywnie dzielacych si¢, zwigzkom tym
przypisuje si¢ migdzy innymi udziat w reakcji na stres, w szczegdInosci stres suszy.
Jak omoéwiono we Wstepie, wszystkie te hipotezy obejmujg bardzo szerokie spek-
trum procesow fizjologicznych i wymagaja uscislenia co do natury obserwowanych
zjawisk. Relatywnie mato jest prac badawczych poswigconych PA w warunkach
uprawy polowe;j.

Podjeto wigc badania majgce na celu weryfikacje hipotez biologicznej roli PA
w przebiegu procesOw stresowych, ze szczegdlnym naciskiem na warunki polowe.
Punktem wyjsciowym byty hipotetyczne funkcje PA jako hormonalnego przekaz-
nika sygnalu stresu suszy, oraz osmoprotektanta. Hipotezy te zweryfikowano w serii
eksperymentow, w ktorych zbadano endogenng zawarto$¢ PA w roslinach podda-
nych dziataniu streséw srodowiskowych w warunkach uprawy polowe;j.

Odrebna czescig pracy jest weryfikacja uzyteczno$ci badawczej wskaznikow:
Indeksu Grup Aminowych (AGI), oraz stosunku st¢zenia putrescyny do sumy stezen
spermidyny i sperminy.

Badania prowadzono gtéwnie na roslinach stragczkowych: groch siewny
(Pisum sativum L.), tubin biaty (Lupinus albus L.), tubin zolty (Lupinus luteus L.),
tubin waskolistny (Lupinus angustifolius L.), oraz soja warzywna (Glycine max L.).

W wykonanych do$wiadczeniach zbadano:

- w doswiadczeniu 1 stezenie i sktad PA u wymienionych powyzej gatunkéw
ro$lin. Analizowanymi PA byly kadaweryna, putrescyna, spermidyna i sper-
mina

- w doswiadczeniu 2 zawarto$¢ PA w nasionach w zalezno$ci od stopnia doj-
rzalosci tych nasion. W tym do$wiadczeniu i kolejnych (2 — 6) analizowanymi
PA byly putrescyna, spermidyna i spermina

- w doswiadczeniu 3 zawarto$§¢ PA w kwiatach w zaleznosci od stopnia ich doj-
rzato$ci

- w doswiadczeniu 4 zawarto$¢ PA w kwiatach z wysoka konkurencjg o meta-
bolity i w kwiatach z niska konkurencjg o metabolity.

W doswiadczeniach tych wykorzystano r6zne odmiany wymienionych powy-
zej gatunkow roslin stragczkowych. Nazwy odmian podane sg w kolejnym rozdziale.

Kolejne, doswiadczenie 5 przeprowadzono wytacznie na tubinie waskolist-
nym, w ktorym zbadano zawarto§¢ PA w nasionach poddanych dziataniu suszy
w roznych etapach kwitnienia i dojrzewania nasion.

Wicekszg czes$¢ pracy poswiecono roslinom straczkowym, jednak interesujace
okazaty si¢ takze badania galasow, zostaty one zebrane w doswiadczeniu 6. Badania
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te przeprowadzono na galasach pochodzacych z debu, zwanymi powszechnie "ja-
btuszkami dgbowymi". Ten rodzaj galasow indukowany jest przez rozwijajace si¢
jaja i larwy galasowki debianki (Cynips quercusfolii L.), jest on niezwyktym przy-
ktadem ,,pseudoorganu” powstatego ze zroznicowanych tkanek roslinnych rosng-
cych w warunkach stresu biotycznego. Mozna wigc sformutowac kolejny cel pracy,
jakim jest propagowanie badan nad galasami, ktore mogg postuzy¢ jako model m.in.
do analizy mechanizmow formowania si¢ organow oraz ich reakcji na stres.
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3. MATERIAL BIOLOGICZNY Il METODYKA

3.1. Material biologiczny

Doswiadczenia 1 - 5 przeprowadzono na roznych odmianach grochu siewnego
(Pisum sativum L.), tubinu bialego (Lupinus albus L.), tubinu zottego (Lupinus
luteus L.), tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius L.), oraz soi warzywnej
(Glycine max L.). Tabela ponizej przedstawia uzyte odmiany, oraz rok w ktorym
przeprowadzono eksperyment:

Tabela 2.
Odmiany uzyte w doswiadczeniach z uzyciem roslin straczkowych, oraz rok ich
przeprowadzenia

Doswiad- | Groch Lubin Lubin Lubin Soja Rok
czenie siewny bialy zotty | waskolistny

1 Brylant Butan Parys Regent Augusta 2014

) Brylant Boros Lord Graf Augusta 2015
Cysterski Butan Parys Regent

Brylant Butan Parys Regent Augusta 2016

4 Brylant Butan Parys Regent Augusta 2016

s - - - Graf - 2017
Regent

Wszystkie doswiadczenia z uzyciem roslin straczkowych (1-5) wykonano na
poletku doswiadczalnym i w pétotwartym tunelu foliowym nalezacych do Katedry
Fizjologii Roslin Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie, zlokalizowanych w Krako-
wie-Chetmie (50°04'10"N 19°50'40"E).

Doswiadczenie 6 przeprowadzono na galasach, ktore zbierano z drzew debu
szyputkowego (Quercus robur L.) rosnacych w naturalnych stanowiskach lesnych
w okolicach Skierniewic (51°57'N 20°08'E). Byly to galasy wywotywane przez ga-
lasowke debianke (Cynips quercusfolii L.), tzw. jabluszka debowe. Badania nad ga-
lasami wykonano w latach 2016 — 2018.

Uktad doswiadczen, oraz ilo$¢ pobieranych probek opisano szczegdlowo
w kolejnych rozdziatach.
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3.2. Przygotowanie i przechowywanie probek biologicznych

Probki pobierano z losowo wybranych roslin, po czym niezwlocznie zamra-
zano w cieklym azocie. Po przyniesieniu z poletek do$wiadczalnych, zamrozony
material umieszczano w zamrazarkach w -70°C, gdzie przechowywano go do czasu
wykonania analiz (kilkanascie tygodni). Przed rozpoczg¢ciem do$wiadczen spraw-
dzono takze mozliwos¢ alternatywnego, prostszego sposobu przechowywania pro-
bek polegajacego na suszeniu na powietrzu i dalszym przechowywaniu ich w papie-
rowych kopertach. Po 4 miesigcach probki przechowywane w tych warunkach zlio-
filizowano, a nastepnie oznaczono zawartos¢ PA. Wyniki jednoznacznie wskazuja
na duze, $rednio 45% straty sumy PA w probkach suszonych w porownaniu do pro-
bek mrozonych. Straty te charakteryzowaly si¢ duzg zmiennos$cig migdzy obiektami
(gatunek, odmiana, termin poboru probki), co przedstawiono na wykresach ponizej
na przyktadzie soi (Ryc. 12). W przypadku soi odchylenie standardowe wyniosto
0,412 dla probek suszonych, oraz zaledwie 0,062 dla probek mrozonych.
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Ryec. 12. Powtarzalno$¢ pomiaru zawartosci badanych poliamin w probkach tego samego zbioru
nasion soi przechowywanych w réznych warunkach: zamrazarka w -70°C i temperatura
pokojowa. Przed analizg probki byty liofilizowane (mrozone i suszone)

Z uwagi na tak duze, co gorsza zalezne od probki straty zawarto$ci PA pod-
czas suszenia, zdecydowano si¢ na przechowywanie materialu wytacznie w postaci
zamrozonej, bowiem proces oparty na suszeniu jest zrodtem zbyt duzego btedu.

Dane literaturowe (Sanchez-Lopez i in., 2009) dowodza, iz liofilizacja nie po-
woduje istotnego zmniejszenia zawartosci PA w materiale.



-390-

3.3. Pomiar stezenia poliamin metoda HPLC po dansylacji

Analizy PA wykonano wedtug metody opartej na pracach Sarjala i Kaunisto
(1993), oraz Witzell i in. (2005), z wtasnymi modyfikacjami.

I. Homogenizacja i ekstrakcja

Materiat roslinny liofilizowano przez 48h w temperaturze -30°C, po czym roz-
drabniano w miynku kulowym Retsch. Do ekstrakcji pobierano okoto 50 mg su-
chego materiatu. Probki ekstrahowano dwukrotnie 5% kwasem chlorowym(VII)
(HCl10Os), kazdorazowo porcja 0,75 ml. Podczas homogenizacji probki wytrzasano
1 ,,sonikowano” przez 10 min, a nast¢pnie material odwirowano przez 10 min przy
20 000 g. Zebrano supernatant i potagczono obydwie jego porcje.

II. Dansylacja PA

W osobnej proboéwce umieszczono 200 pl supernatantu, dodano do niego ko-
lejno 10 pl nasyconego roztworu wodorotlenku sodu (NaOH), 400 pl weglanu sodu
(NaxCO3) 1400 pl roztworu chlorku dansylu (3,5 g/200 ml acetonu). Probki wymie-
szano i pozostawiono do nastepnego dnia w temperaturze pokojowe;.

III. Ekstrakcja dansylowanych PA i przygotowanie probek do HPLC

Po catonocnej inkubacji do kazdej probki dodano 100 pl roztworu proliny
(0,25 mg/ml wody), wymieszano i pozostawiono na 30 minut. Probki ekstrahowano
dwukrotnie toluenem, kazdorazowo po 0,75 ml. Zbierano warstwe organiczng
(gorna) i odparowano do sucha w strumieniu gazowego azotu w temp. 50°C. Suchg
pozostato$¢ rozpuszczono w 350 pl metanolu, ,,sonikowano” przez 10 min, a nastgp-
nie filtrowano przez filtr 0,22 pm. Tak przygotowane probki umieszczono w szkla-
nych naczynkach (ang. vial) do analiz HPLC.

IV. Analiza HPLC

Do wykonania analiz uzyto chromatograf cieczowy Agilent Technologies
1260 series, wyposazony w detektor fluorescencyjny (FLD). Wykorzystano ko-
lumng¢ HPLC Nucleodur C18 Gravity 3 um 150x4,6 mm. Jako faze¢ ruchoma uzyto
mieszaning wody (A) i metanolu (B), w warunkach elucji gradientowej o profilu:
0—1 min 60% B, 1 - 13 min liniowy wzrost do 95% B, 13 — 18 min 95% B, 18 —20
min liniowy spadek do 60% B. Cata analiza trwata 20 minut. Analizowane zwiazki
wykrywano detektorem fluorescencyjnym przy dlugosci fali promieniowania wzbu-
dzajacego 350 nm i dlugosci fali promieniowania emitowanego 510 nm. Analize
kazdej probki wykonywano dwukrotnie, co stanowito powtorzenia aparaturowe, wy-
niki te usredniano. Zebrane wyniki przetwarzano za pomocg programu Agilent
Technologies Chemstation B.04.01.
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Identyfikacje analizowanych zwigzkéw przeprowadzono na podstawie cza-
sow retencji odpowiednich standardow, kalibracj¢ wykonano metoda wzorca ze-
wnetrznego z pigciopunktowa krzywa kalibracyjng. Ponizej przedstawiono przykta-
dowy chromatogram rozdziatu PA z probki biologiczne;j.
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Rye. 13. Chromatogram rozdziatu dansylowanych poliamin wyekstrahowanych z probki roslin-
nej. Warunki ekstrakcji, derywatyzacji i rozdziatu probki jak opisano w rozdziale. Pod-
pisy nad ,,pikami”: PUT — putrescyna, KAD — kadaweryna, SPD — spermidyna, SPM —
spermina. Tozsamos$¢ pozostatych ,,pikdw” nie jest znana, bowiem ich czasy retencji nie
sa tozsame z czasem retencji zadnego ze sprawdzonych wzorcow. Zrzut ekranu z pro-
gramu Agilent Technologies Chemstation B.04.01

3.4. Schematy przeprowadzonych doswiadczen na roslinach straczko-
wych

Przeprowadzono szereg doswiadczen wegetacyjnych na wybranych roslinach
straczkowych. Wszystkie do§wiadczenia przeprowadzono w warunkach polowych.
Opis i schematy doswiadczen przedstawiono ponizej.

3.4.1. Sklad i stezenie poliamin u badanych gatunkdéw roslin

W doswiadczeniu 1 uzyto odmian nast¢pujacych gatunkow roslin straczko-
wych: groch siewny odm. Brylant, tubin biaty odm. Butan, tubin waskolistny odm.
Regent, tubin z6tty odm. Parys i soja odm. Augusta. Nasiona zostaly wysiane w op-
tymalnych terminach agrotechnicznych (groch, tubiny - koniec marca, soja - koniec
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maja) na poletkach doswiadczalnych. Pobrano po 4 losowe probki w petni dojrza-
tych nasion (gotowych do zbioru produkcyjnego), oraz kwiatow 4 dni po ich otwar-
ciu. W materiale tym oznaczono zawarto$¢ poszczegolnych PA w kontekscie organu
(kwiat, nasiono) i gatunku badanych roslin.

3.4.2. Analiza zawartoS$ci poliamin w nasionach w zaleznosci od ich stop-
nia dojrzatosci

W do$wiadczeniu 2 wykorzystano materiat roslinny: groch siewny odm. Bry-
lant 1 Cysterski, tubin biaty odm. Boros i Butan, tubin waskolistny odm. Graf'i Re-
gent, tubin z6tty odm. Lord i Parys, oraz soja odm. Augusta. Ro$liny, po wysianiu
we wlasciwych terminach agrotechnicznych (groch, tubiny - koniec marca, soja -
koniec maja), rosly na poletkach do§wiadczalnych, pobierano po 4 losowe probki
nasion na r6znych stopniach dojrzatosci strakow:

I.  Faza grubiejgcych, wciaz zielonych strakow

1. Faza z6tknigcia strgkow

III. Faza zotknigcia lisci

IV. Faza dojrzatych strakéw, gotowych do zbioru produkcyjnego

1l zbiér IV zbi6r|
nasion nasion
Kietkowanie i S Wypetnianie i
wschody Wzrost i kwitnienie dojrzewanie nasion
1 tydzien 8 tygodni 5 tygodni
. | zbi6r 111 zbior
siew nasion nasion

Ryec. 14. Schemat doswiadczenia 2 w ktorym oznaczano zawarto$¢ poliamin w nasionach w za-
leznos$ci od stopnia ich dojrzatoséci. Do$§wiadczenie wykonano w warunkach polowych

Material ze wszystkich odmian pobierano w odpowiadajacych sobie termi-
nach fenologicznych. W do$wiadczeniu zbadano akumulacj¢ PA w zaleznosci od
fazy dojrzatosci nasion.
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3.4.3. Zawarto$¢ poliamin w kwiatach w zaleznoSci od stopnia ich dojrza-
losci

W dos$wiadczeniu 3 uzyto odmian nastgpujacych gatunkéw roslin straczko-
wych: groch siewny odm. Brylant, tubin biaty odm. Butan, tubin waskolistny odm.
Regent, tubin zo6tty odm. Parys i soja odm. Augusta. Wysiane w optymalnych termi-
nach agrotechnicznych rosliny rosty na poletkach doswiadczalnych, pobierano po
4 losowe probki kwiatow na roznych stopniach dojrzatosci:

1. Poczatek kwitnienia (otwarcie kwiatu)

II. 4 dni po otwarciu kwiatu

III. 7 dni po otwarciu kwiatu

Material dla wszystkich odmian pobierano w odpowiadajacych sobie termi-
nach fenologicznych. W doswiadczeniu zbadano akumulacje PA w kwiatach po ich
otwarciu, w trzech terminach r6znigcych si¢ stopniem dojrzatosci kwiatu.

Il zbi6r
kwiatow]

'
I

| zbi6r 11l zbidr
kwiatow] kwiatéw]

Kietkowanie i S
wschody Wzrost i kwitnienie
1 tydzien 8 tygodni

siew

Ryec. 15. Schemat do$wiadczenia 3 w ktorym oznaczano zawartos¢ poliamin w kwiatach w roz-
nym czasie od ich otwarcia. Dos§wiadczenie wykonano w warunkach polowych

3.4.4. Zawarto$¢ poliamin w kwiatach z wysoka konkurencja o metabo-
lity i w kwiatach z niska konkurencja o metabolity

Doswiadczenie 4 przeprowadzono na odmianach nastgpujacych gatunkow
i odmian: groch siewny odm. Brylant, tubin biaty odm. Butan, tubin waskolistny
odm. Regent, tubin z6ity odm. Parys i soja odm. Augusta. Doswiadczenie wykonano
w warunkach polowych.
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Rosliny pozbawiono czgsci lisci, tak spowodowany niedobér asymilatéw na-
sila konkurencje¢ migdzy kwiatami o metabolity i stymuluje procesy aborcji kwiatow
(Arathi, 2011). Odwrotnie, pozbawienie roslin czgsci rozwijajacych si¢ kwiatow
znaczaco zmniejsza konkurencje pozostatych kwiatow o metabolity i stad odsetek
odrzucanych kwiatéw ulega zmniejszeniu. Dodatkowo, dla poglebienia niedoboru
asymilatow, u cze$ci roslin, obok usunigtych lisci, usunigto takze dodatkowa po-
wierzchni¢ asymilacyjng, jakg stanowig u tubinéw boczne odgatezienia, a u grochow
wasy. Zabiegi te przeprowadzono w pierwszym dniu kwitnienia danego gatunku,
jednoczesnie dokonano poboru materiatu do analiz (I termin). Material analityczny,
ktory stanowily kwiaty, pobierano w 4 losowych probkach w nastepujacych termi-
nach:

I.  Poczatek kwitnienia (otwarcie kwiatu)

II. 4 dni po otwarciu kwiatu

II. 7 dni po otwarciu kwiatu

W przypadku czgsci badanych gatunkow, na skutek niekorzystnych warun-
kéw pogodowych (bardzo goracy i suchy czerwiec), nie udato si¢ zebra¢ materiatu
w terminie III, czyli 7 dni po kwitnieniu. W zebranym materiale zbadano zawartos¢
PA w kwiatach z wysoka konkurencjg o metabolity i w kwiatach z niska konkurencja
o metabolity.

Usunigcie czesci
powierzchni asymilacyjnej
lub kwiatéw

Kietkowanie i Wzrost i kwitnienie
wschody
1 tydzien 8 tygodni

P11

| zbiér 1l zbior 111 zbiér
kwiatéw| |kwiatéw| |kwiatéw,

siew

Ryec. 16. Schemat doswiadczenia 4 w ktorym zbadano zawarto$¢ poliamin w kwiatach z wysoka
konkurencjg o metabolity i w kwiatach z niska konkurencja o metabolity. Zabieg do-
$wiadczalny polegal na usunigciu kwiatéw, badz czes$ci powierzchni asymilacyjnej, co
prowadzito do znaczacych zmian w dostepnosci metabolitow dla kwiatow pozostatych
na ro$linie. Do$§wiadczenie wykonano w warunkach polowych
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3.4.5. Zawarto$¢ poliamin w nasionach poddanych dzialaniu suszy w roz-
nych stadiach rozwoju nasion

Doswiadczenie 5 przeprowadzono na dwoch odmianach tubinu waskolist-
nego: Graf'i Regent. Rosliny rosty w otwartym tunelu foliowym, na stotach o wyso-
kos$ci 1 m. Nasiona zostaly wysiane pojedynczo do wazonow o pojemnosci 8 dm?,
wypetionych ziemia ogrodniczg (Hollas, Paslek). Oznaczono maksymalng pojem-
no$¢ wodna (MWC) gleby, rosliny podlewano do 70% MWC, po rozpoczeciu okresu
suszy podlewanie zmniejszono do 20% MWC.

Rosliny podzielono na 4 grupy:

0. kontrola (nawadnianie optymalne) — 5 roslin

I.  susza od poczatku kwitnienia, dtugo$¢ 3 tygodnie — 5 roslin

II.  susza od poczatku wypetiania nasion, dlugos¢ 3 tygodnie — 5 roslin

III. susza od poczatku zasychania nasion, dtugos¢ 3 tygodnie — 5 roslin

Do analizy zawarto$ci PA pobrano po 5 losowych probek w petni dojrzatych
nasion.

‘ Susza I
Susza Il ‘
Susza IJ
Kietkowanie i Wazrost i kwitnienie _Wypein.ianie i.
wschody dojrzewanie nasion
1 tydzien 8 tygodni 5 tygodni

f

zbior
nasion

siew

Rye. 17. Schemat do§wiadczenia 5 w ktorym badano wptyw suszy na ro$liny tubinu waskolist-
nego w trzech réznych fazach rozwoju roslin. Doswiadczenie wykonano w tunelu
otwartym, w wazonach. Na koficu do§wiadczenia zebrano probki dojrzatych nasion
i oznaczono w nich zawarto$¢ poliamin

3.4.5.1 Wyznaczenie maksymalnej pojemno$ci wodnej gleby (MWC) i trak-
towanie roslin suszg do zatozonej wartosci MWC

Protokét wyznaczenia MWC opracowano na podstawie (Hillel i van Bavel,
1976), celem procedury bylo okreslenie maksymalnej objetosci wody (100%
MWC), ktdra moze by¢ zatrzymana przez glebe. Przygotowano 3 wazony po 8 dm?
objetosci, wypetniono je po 1,5 kg suchej gleby i przez 24 godziny nawadniano, po
czym pozwolono nadmiarowi wody wyptyna¢. Nastepnie zwazono mas¢ mokrej
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gleby i suszono ja w 105 °C przez 3 dni. Wysuszong glebe zwazono ponownie. 100%
MWC obliczono odejmujac mase wysuszonej gleby od masy gleby suchej. Pomiar
przeprowadzono niezaleznie w trzech wazonach i wynik usredniono.

Podczas prowadzenia do§wiadczen wazonowych, ustalono optymalne nawad-
nianie jako 70% MWC i warunki suszy jako 20% MWC. Rosliny podlewano co-
dziennie, wazono kazdy wazon i dolewano wode¢ do osiagnigcia wyliczonej masy
zatozonego % MWC.

3.5. Zawarto$¢ poliamin w galasach i lisciach debu

Doswiadczenie 6 przeprowadzono na galasach, ktére zbierano z drzew dgbu
szyputkowego (Quercus robur L.) rosngcych w lasach w okolicach Skierniewic
(51°57'N 20°08'E). Byly to galasy wywotywane przez galasowke debianke (Cynips
quercusfolii L.), tzw. jabluszka debowe.

Galasy mtode zbierano w drugiej potowie lipca, galasy dojrzate w drugiej po-
lowie sierpnia, w tym czasie zebrano takze probki lisci. Niezwlocznie po zbiorze
galasy i licie zamrozono w suchym lodzie. Wybrano rézne cz¢$ci galasa celem eks-
trakcji 1 dalszego okreslenia zawartosci PA.

Poréwnano stezenie PA w galasach, ze stezeniem w roznych czesciach lisci
na ktorych rosty, oraz ze stezeniem PA w lisciach kontrolnych, czyli wolnych od
galasow. Ryc. 18 przedstawia miejsca pobierania probek na lisciu z galasem. Pobie-
rano probki z 4 losowo wybranych galasow i lisci.

strefa blaszki liSciowej za
galasem

nerw za galasem

galas

nerw przed galasem

strefa blaszki lisciowej przed
galasem

Ryec. 18. Schemat liscia dgbu z rosngcym na nim galasem, oraz miejsca w ktorych mierzono
zawarto$¢ poliamin. Autor rysunku: Anna Waligorska
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3.6. Opracowanie statystyczne wynikow

Do podstawowych obliczen wykorzystano arkusz kalkulacyjny LibreOffice
Calc 5.2.7 (LibreOffice contributors), obliczenia statystyczne wykonano za pomocag
pakietu Statistica 13.1 (StatSoft). Opis uzytych metod statystycznych zamieszczono
pod kazdym wykresem z wynikami.

W przypadku wigkszosci do§wiadczen i pomiaréw pobierano po 4 niezalezne
probki z roznych roslin, bedgce powtorzeniami biologicznymi. Wyjatkiem byto do-
$wiadczenie 5 zatytutowane ,,Zawartos¢ poliamin w nasionach poddanych dzialaniu
suszy w roznych etapach kwitnienia i dojrzewania nasion”, w ktorym pobierano po
5 niezaleznych probek. Kazdg analize chromatograficzng wykonano dwukrotnie
i otrzymany wynik usredniono, co stanowilo jeden pomiar w rozumieniu powtorze-
nia biologicznego.
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4. WYNIKI

4.1. Sklad i stezenie poliamin u badanych gatunkow roslin

W ponizszych podrozdziatach (4.1.1 1 4.1.2) przedstawiono wyniki analiz
sktadu i stezenia badanych PA w organach badanych roslin. Badania te przeprowa-
dzono na nastgpujacych odmianach roslin: groch Brylant, tubin biaty Butan, tubin
z06tty Parys, tubin waskolistny Regent i soja Augusta.

4.1.1. Zawartos$¢ poliamin w organach poszczegélnych gatunkéw roslin

Analizowany materiat biologiczny roznit si¢ pod wzgledem zawartosci PA,
zaré6wno mig¢dzy gatunkami, jak i mi¢edzy organami badanych roslin. Ponizej przed-
stawiono zawarto$¢ poszczegdlnych PA w rdznych organach badanych roslin.

Pierwsza grupa wykresow (Ryc. 19) przedstawia poréwnanie zawarto$ci ana-
lizowanych PA (kadaweryna, putrescyna, spermidyna i spermina) w kwiatach po-
szczegblnych gatunkow Fabaceae:
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Ryec. 19. Zawarto$¢ poszczegolnych poliamin w kwiatach (4 dni po otwarciu) badanych gatun-
kow roslin straczkowych. Rozne litery wskazujg statystycznie istotne rdznice dla p<0,05
wg testu Duncana (w obrgbie odmiany), stupki btedow przedstawiajg zakres btedu stan-
dardowego $redniej
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Ryec. 20. Suma zawartos$ci analizowanych poliamin (putrescyna, kadaweryna, spermidyna, sper-
mina), Indeks Grup Aminowych (AGI), oraz stosunek stezen putrescyny do sumy stezen
spermidyny i sperminy w kwiatach (4 dni po otwarciu) badanych gatunkéw roslin
straczkowych. Rozne litery wskazujg statystycznie istotne roznice dla p<0,05 wg testu
Duncana (w obrebie odmiany), stupki bledow przedstawiajg zakres btedu standardo-
wego sredniej

Najwicksza zawarto$¢ wszystkich badanych PA, czyli kadaweryny, putre-
scyny, sperminy i spermidyny stwierdzono w grochu. Znaczaco wyzsze stezenie
spermidyny stwierdzono takze w tubinie bialym i waskolistnym. Zawartos¢ kadawe-
ryny byta zdecydowanie najnizsza posrod wszystkich badanych PA, wéréd badanych
ro$lin najwieksza jej zawarto$¢ zarejestrowano w grochu.
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Ryec. 21. Zawarto$¢ poszczeg6lnych poliamin w nasionach badanych gatunkéw roslin straczko-
wych. Rozne litery wskazujg statystycznie istotne rdznice dla p<0,05 wg testu Duncana
(w obrebie odmiany), stupki btgdow przedstawiajg zakres btedu standardowego Sredniej

Zawarto$¢ PA w nasionach byta odmienna niz w kwiatach, najwigksza zawar-
toscia cechowaly si¢ nasiona tubinu zo6ttego i soi. W przypadku putrescyny najniz-
szg zawarto$¢ zmierzono w tubinie waskolistnym (okoto 0,1 umol/g s.m.), najwyzsza
za$ w tubinie zottym, gdzie byta ponad trzykrotnie wigksza. Najwiecej spermidyny
1 sperminy stwierdzono w nasionach soi i tubinu zoltego (1,30 pmol/g s.m. dla spermi-
dyny, 0,35 pmol/g s.m. dla sperminy), najmniej za§ w grochu i tubinie biatym.

Nie poréwnywano zawartosci PA w kwiatach w terminach innych niz 4 dni
po otwarciu kwiatu, uznano, ze najbardziej reprezentatywne jest przedstawienie
wynikéw dla terminu posrodku badanego procesu, czyli 4 dni po otwarciu kwiatu.
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Rye. 22. Suma zawartosci analizowanych poliamin (putrescyna, kadaweryna, spermidyna, sper-
mina), Indeks Grup Aminowych (AGI), oraz stosunek stezen putrescyny do sumy stezen
spermidyny i sperminy w nasionach badanych gatunké6w roslin straczkowych. Rézne
litery wskazuja statystycznie istotne réznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrebie
odmiany), stupki bledow przedstawiaja zakres btgdu standardowego $redniej

4.1.2. Poréwnanie udzialu poszczegélnych poliamin
Ponizej pokazano udziat poszczegdlnych PA w puli badanych zwigzkow.

Przedstawiono poréwnanie zawartosci PA w dojrzatych nasionach, oraz w kwiatach
badanych roslin.

Udziat poszczegdinych poliamin w nasionach Udzial poszczegdlnych poliamin w nasionach
grochu inu bialego
spemina spemina
10% 9%7
B N putrescvna
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spermidyna |
50%
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Udziat poszczegdlnych poliamin w nasionach Udziat poszczegdlnych poliamin w nasionach
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Rye. 23. Procent molowy poszczegolnych poliamin w puli wszystkich analizowanych poliamin
(putrescyna, kadaweryna, spermidyna, spermina) w nasionach badanych gatunkéw

Udziat poszczegdinych poliamin w kwiatach Udziat poszczegdlnych poliamin w kwiatach
grochu tubinu biatego

putrescna
27%

Udziat poszczegdlnych poliamin w kwiatach Udzial poszczegdinych poliamin w kwiatach
tubinu waskolistnego tubinu zéitego

Ryc. 24. Procent molowy poszczegdlnych poliamin w puli wszystkich analizowanych (putre-
scyna, kadaweryna, spermidyna, spermina) w kwiatach badanych gatunkow
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W kwiatach badanych ro$lin, posréd badanych PA najwigcej byto spermi-
dyny, nastepnie sperminy, putrescyny, na kadawerynie skonczywszy. W nasionach
stwierdzono podobny rozktad zawartosci PA, z wyjatkiem tubinu zottego, gdzie naj-
wigcej byto putrescyny, nastgpnie spermidyny, sperminy i $ladowe ilosci kadawe-
ryny. W przypadku kadaweryny najwigkszy udzial molowy stwierdzono w nasio-
nach soi, stanowit on jednak zaledwie 3%. Kadaweryng znaleziono takze u grochu
i tubinu biatego w nasionach i kwiatach, jednak w kazdym przypadku udziat ten byt
mniejszy niz 3% u soi.

Obecnos$¢ w badanym materiale roslinnym wielu zwigzkoéw aminowych skut-
kowata duzg ilo$cig niewielkich, czesto naktadajacych si¢ na siebie, pikow na chro-
matogramach. W przypadku analiz dansylowanych PA nie byto mozliwe odréznie-
nie analizowanych zwigzkow na podstawie wilasciwosci spektralnych, bowiem
wszystkie one reprezentowaly wylacznie wlasciwosci przytaczonej grupy dansylo-
wej. W takiej sytuacji analizowanie niewielkich pikow obarczone jest powaznym ryzy-
kiem btednej identyfikacji i w konsekwencji catkowicie btgdnego wnioskowania.

Z uwagi na znikomy udzial kadaweryny (oraz kilku innych PA) w puli
PA, oraz problemy z prawidlowa identyfikacja i integracja cze$ci chromatogra-
moéw, zrezygnowano w dalszych badaniach z oznaczania tego zwigzku. Sku-
piono si¢ na analizie zawartosci putrescyny, spermidyny i sperminy, ktérych
identyfikacja i kwantyfikacja nie pozostawiala watpliwo$ci.

4.2. Zawartos¢ poliamin w nasionach w zaleznosci od stopnia ich doj-
rzalosci

Zmierzono zawartos¢ PA w czasie dojrzewania organéw generatywnych u ba-
danych odmian roslin stragczkowych. Material pobierano w czterech fazach dojrza-
osci organow generatywnych:

1. Faza grubiejacych, wciaz zielonych strakdéw

1. Faza z6tknigcia strakow

III. Faza zo6tknigcia lisci

IV. Faza dojrzalych strakéw, gotowych do zbioru produkcyjnego

Materiat byt pobierany w tych samych fazach fenologicznych, z uwagi wigc
na réozny czasowy przebieg tych faz u badanych gatunkow, materiat byt pobierany
w réznych terminach kalendarzowych, specyficznych dla kazdego gatunku.

Zawarto$¢ putrescyny w nasionach badanych roslin zmieniala si¢ znaczaco,
u wigkszosci roslin byta ona najwyzsza w nasionach w pierwszym etapie dojrzewa-
nia. Wyjatkiem byt tubin biaty odmiany Boros, gdzie zmian st¢zenia putrescyny nie
stwierdzono, oraz obie odmiany grochu, gdzie stezenie putrescyny byto wysokie na
I 1 III etapie dojrzewania nasion, na II i IV etapie dojrzewania nasion zmierzone
stezenia byty nizsze.
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Ryec. 25. Zawarto$¢ putrescyny w nasionach na roznych etapach ich dojrzewania: I - faza grubie-
jacych, wciaz zielonych strakow, II - faza zotknigcia strakow, III - faza zotknigcia lisci,
IV - faza dojrzatych stragkow, gotowych do zbioru produkcyjnego. Rozne litery wskazuja
statystycznie istotne rdznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrebie odmiany), stupki
btedow reprezentujg blad standardowy Sredniej
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Ryec. 26. Zawarto$¢ spermidyny w nasionach na réznych etapach ich dojrzewania: I - faza grubie-
jacych, wciaz zielonych strakow, II - faza zotknigcia strakow, 111 - faza zotknigcia lisci,
IV - faza dojrzatych stragkoéw, gotowych do zbioru produkcyjnego. Rozne litery wskazuja
statystycznie istotne rdznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrebie odmiany), stupki
btedow reprezentujg blad standardowy Sredniej
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Ryec. 27. Zawarto$¢ sperminy w nasionach na roznych etapach ich dojrzewania: I - faza grubieja-
cych, wcigz zielonych strakow, II - faza zotknigcia strakow, 111 - faza zotknigeia lisci,
IV - faza dojrzatych stragkoéw, gotowych do zbioru produkcyjnego. Rozne litery wskazujg
statystycznie istotne rdznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrebie odmiany), stupki
btedow reprezentujg blad standardowy Sredniej
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Ryec. 28. Sumaryczna zawarto$¢ PA (putrescyny, spermidyny i sperminy) w nasionach na roz-
nych etapach ich dojrzewania: I - faza grubiejacych, wcigz zielonych stragkéw, I - faza
z6tknigcia stragkow, 111 - faza zotknigcia lisci, IV - faza dojrzatych stragkow, gotowych
do zbioru produkcyjnego. Rozne litery wskazujg statystycznie istotne roznice dla p<0,05

wg testu Duncana (w obrgbie odmiany), stupki btedow reprezentujg btad standardowy
sredniej
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Rye. 29. Indeks Grup Aminowych (AGI) w nasionach na ro6znych etapach ich dojrzewania:
I - faza grubiejacych, wciaz zielonych strakow, II - faza zo6tknigcia strakow, III - faza
zotkniecia lisci, IV - faza dojrzalych strgkéw, gotowych do zbioru produkcyjnego.
Wskaznik wyliczony na podstawie stezen putrescyny, spermidyny i sperminy. Rozne
litery wskazujg statystycznie istotne roznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrebie
odmiany), stupki bledow reprezentuja btad standardowy sredniej
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Stezenie spermidyny wykazywato niewielki, aczkolwiek statystycznie znaczacy
spadek w miare dojrzewania nasion wigekszosci badanych gatunkow. Wyjatkiem byla soja,
gdzie stopniowo rosto od etapu I do III, zas w terminie IV spadto do poziomu z etapu I,
oraz groch odmiany Cysterski, gdzie zmian st¢Zenia spermidyny nie stwierdzono.

Stezenie sperminy zmieniato si¢ w zroznicowany sposob, zaleznie od gatunku
i odmiany. W przypadku grochu zmiany byty chaotyczne, w tubinie biatym i wasko-
listnym nie byto istotnych statystycznie roéznic, u tubinu zéttego zaobserwowano
istotne statystycznie, konsekwentne obnizanie stezenia w miare dojrzewania nasion,
za$ u soi staty wzrost stg¢zenia w trakcie dojrzewania nasion.

Sumaryczna zawarto$¢ PA u grochu wykazywala tendencje spadkowa
w miar¢ dojrzewania nasion, z niewielkim zwigkszeniem jej na III etapie, u tubinow
zawarto$¢ ta malata w miar¢ dojrzewania roslin, u soi rosta od etapu I do III, na IV
etapie spadla do zawartosci z etapu I. Dynamika zmian najbardziej przypominata
dynamike zmian stezenia spermidyny, gdyz stezenie spermidyny jest najwigksze po-
$rod badanych PA.

Indeks Grup Aminowych swoja dynamika przypomina sumaryczng zawartos¢
PA, oraz zawarto$¢ spermidyny. Spada w miar¢ dojrzewania nasion u tubinéw, ro-
$nie u soi za wyjatkiem terminu IV, oraz fluktuuje u grochow. Rozktad AGI od-
zwierciedla zmiany w caltkowitej zawarto$ci PA, jego spadek w miarg dojrzewania
nasion wynika ze zmniejszajacej si¢ sumarycznej zawartosci PA, nie wykazujac przy
tym specyficznej dynamiki.

Stosunek putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy wykazuje duze
zroéznicowanie w obrebie poszczegolnych odmian, najwicksze warto$ci osigga u gro-
chow, zwlaszcza u odmiany Cysterski, osiggajac w I 1 III terminie warto$ci rzedu
1,5. W odmianie Brylant w terminach [, II i III warto$ci osiggane przez ten wskaznik
oscylowaty w okolicach 0,5, a w terminie IV jego warto$¢ spadta. U tubinu bialego
nie zaobserwowano istotnych statystycznie roéznic, u tubinow zottego i waskolist-
nego, oraz soi wskaznik ten osiggal najwicksze warto$ci na wczesniejszych etapach
dojrzewania nasion, potem spadat.

Calos¢ zaobserwowanych zmian §wiadczy o zmniejszajacej si¢ zawartosci PA
w nasionach w trakcie ich dojrzewania, zmiany te dotycza gléwnie 1zejszych PA:
putrescyny i spermidyny, podczas gdy zmiany zawartosci najcigzszej sposrod bada-
nych PA - sperminy zachodzg inaczej u kazdego gatunku. Z uwagi na fakt, iz sper-
midyna stanowi dominujgcg PA, zmiany calkowitej zawartosci PA sa podobne jak
u spermidyny. Wspotczynnik AGI spada w czasie dojrzewania nasion, jednak row-
nolegle spada takze sumaryczna zawarto$¢ PA, jest jednak ona zdecydowanie za ni-
ska, aby PA mogly peti¢ funkcje efektywnego osmoprotektanta. Bez watpienia
spada ilo$¢ azotu zawartego w PA, mozliwe Ze azot ten zuzywany jest do syntezy
biatek zapasowych w nasionach. Wysoka akumulacja bialek zapasowych w nasio-
nach roslin straczkowych jest ich szczego6lng cechg w porownaniu do wielu innych
grup roslin, jest bardzo prawdopodobne, Ze jest to jedna z przyczyn obserwowanego
zmniejszania si¢ zawartosci PA w trakcie dojrzewania nasion.
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Ryec. 30. Stosunek stezen putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy w nasionach na r6z-
nych etapach ich dojrzewania: I - faza grubiejacych, wcigz zielonych stragkéw, I - faza
z6tknigcia stragkow, 111 - faza zotknigcia lisci, IV - faza dojrzatych strakow, gotowych
do zbioru produkcyjnego. Wskaznik wyliczony na podstawie stezen putrescyny, sper-
midyny i sperminy. Rozne litery wskazujg statystycznie istotne rdznice dla p<0,05 wg
testu Duncana (w obrgbie odmiany), stupki btedow reprezentuja btad standardowy sred-
niej
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4.3. Zawartos¢ poliamin w kwiatach w zaleznosci od stopnia ich dojrza-
losci

Zmierzono zawarto$¢ PA w kwiatach w roznych etapach ich rozwoju:
I.  Poczatek kwitnienia (otwarcie kwiatu)

II. 4 dni po otwarciu kwiatu

II. 7 dni po otwarciu kwiatu

Materiat byt pobierany w tych samych fazach fenologicznych, z uwagi wigc
na rozny czasowy przebieg tych faz u badanych gatunkow, probki byly pobierane
w roznych terminach, specyficznych dla kazdego gatunku.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w sumarycznej zawartosci PA
pomiegdzy badanymi fazami kwitnienia. Mozna zaryzykowac teze, iz w porOwnaniu
do dynamicznych zmian obserwowanych w trakcie dojrzewania nasion, st¢zenie PA
w kwiatach zachowuje stan homeostazy.

Na ponizszych wykresach przedstawiono wyliczone na podstawie stezen PA
wspotczynniki: Indeks Grup Aminowych (AGI), oraz stosunek Put/(Spd+Spm)
w kwiatach badanych gatunkéw roslin straczkowych w roznych etapach rozwoju.

Wyliczony na podstawie stezen putrescyny, spermidyny i sperminy Indeks
Grup Aminowych rowniez nie wykazywat istotnych statystycznie réznic pomig¢dzy
badanymi fazami kwitnienia.

Podobnie jak w przypadku poprzednich wynikow, rowniez stosunek stezen
putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy nie wykazywat réznic pomigdzy
badanymi fazami kwitnienia.

Brak istotnych réznic w obrgbie zawartosci PA, oraz wyliczonych wskazni-
koéw pozwala stwierdzié, iz putrescyna, spermidyna i spermina nie biorg istotnego
udziatu w dynamice procesow rozwoju kwiatow, co nalezy rozumiec jako staty, nie-
zmienny w czasie rozwoju kwiatu udziat PA w tych procesach.
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Ryec. 31. Sumaryczna zawartos¢ poliamin w kwiatach w réznych terminach kwitnienia. I - 1szy
dzien kwitnienia, II - 4ty dzien kwitnienia, III - 7my dzien kwitnienia. Rozne litery
wskazujg statystycznie istotne roéznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrgbie od-
miany), stupki btedow reprezentujg btad standardowy $redniej
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Indeks Grup Aminowych (AGI) w kwiatach badanych gatunkéw ro$lin strgczkowych
w roznych terminach kwitnienia. I - 1szy dzien kwitnienia, II - 4ty dzien kwitnienia,
III - 7my dzien kwitnienia. Wskaznik wyliczony na podstawie st¢zen putrescyny, sper-
midyny i sperminy. Rozne litery wskazuja statystycznie istotne roéznice dla p<0,05
wg testu Duncana (w obrgbie odmiany), stupki btedow reprezentujg btad standardowy
sredniej
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Ryec. 33. Stosunek st¢zenia putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy w kwiatach bada-
nych gatunkoéw roslin straczkowych w réznych terminach kwitnienia. I - 1szy dzien
kwitnienia, II - 4ty dzien kwitnienia, III - 7my dzien kwitnienia. Rozne litery wskazuja
statystycznie istotne rdznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrebie odmiany), stupki
btedow reprezentujg blad standardowy Sredniej
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4.4. Zawarto$¢ poliamin w kwiatach z wysoka konkurencja o metabo-
lity i w kwiatach z niska konkurencja o metabolity

W do$wiadczeniu zbadano zawartos¢ PA w kwiatach ktore rosty w warunkach
wysokiej konkurencji o metabolity, oraz w kwiatach rosnacych w warunkach niskiej
konkurencji o metabolity. Zr6znicowanie to osiggnigto poprzez usunigcie potowy
lisci, co prowadzi do niedoboru dostgpnych asymilatow, a w konsekwencji skutkuje
aborcja kwiatow, alternatywnym zabiegiem bylo usunigcie potowy kwiatow, co pro-
wadzi do wysokiej dostepnosci asymilatow oraz hamuje odrzucanie pozostatych
kwiatéw. Dodatkowym wariantem doswiadczenia byto usunig¢cie dodatkowej po-
wierzchni asymilacyjnej, jaka sg u tubindw boczne rozgalezienia, a w przypadku
grochu wasy.

W opisanym do$wiadczeniu w nielicznych przypadkach stwierdzono istotne
statystycznie rdéznice pomigdzy badanymi obiektami, jednak w kazdym prawie przy-
padku zaobserwowano powtarzajacg si¢ zalezno$¢ migdzy wynikami, co najpraw-
dopodobniej zwigzane jest z rzeczywistym przebiegiem badanych procesow. Zdecy-
dowano si¢ wigc na przedstawienie zamieszczonej ponizej interpretacji otrzymanych
wynikow, z petng jednak §wiadomoscig autora i czytelnikow, ze opiera si¢ ona na
wynikach o istotno$ci gorszej niz standardowe p<0,05.

Dla kazdego obiektu, w jednym z termindéw badania, najwyzsze sumaryczne
stezenie PA stwierdzono u ro$lin z usunigtymi lis¢émi i pedami bocznymi, nizsze
u roslin z usunigtymi lis¢mi, najnizsze za$ u roslin z usunieta czescig kwiatow. Cie-
kawe, ze obok tego powtarzajgcego si¢ schematu, powtarza si¢ rowniez inny sche-
mat gdzie sumaryczne stezenie PA dla obiektow z usunigtymi lis¢mi osigga wartos$¢
najnizszg, wyzsze dla ro$lin z usunigtymi kwiatami, najwyzsze za$ u roslin z usunig-
tymi li$¢mi i pegdami bocznymi. Gdy w jednym z termindéw stgzenia uktadaly si¢
wedtug pierwszego schematu, to w kolejnym wedtug drugiego, wyjatkiem byt tubin
waskolistny, gdzie drugi schemat si¢ nie powtorzyt. To zrdéznicowanie mozna thu-
maczy¢ udzialem pedoéw bocznych, gdzie w zalezno$ci od fazy rozwojowej 1 zalez-
nej od niej rownowagi pomiedzy todyga i lis¢mi rozgatezienia, mogg one stanowié
raz donor, a raz akceptor asymilatow. W takim przypadku usunigcie pedu bocznego
i liSci eliminuje ten dodatkowy, zalezny od fazy rozwojowej, czynnik, stad zawartos¢
PA byta zawsze najwyzsza u ro$lin z usunietymi lis¢mi i pedami bocznymi,
a w przypadku usunigcia tylko lisci efekt byt zmienny, bo zalezny od pozostawio-
nych pedow bocznych. Wedtug tej interpretacji najwigcej PA wystepowato w kwia-
tach w warunkach najwyzszej konkurencji o metabolity, najmniej za$, gdy dostep do
metabolitow byt najlepszy. Jest to zrozumiate, gdyz asymilaty produkowane przez
rosling w procesie fotosyntezy to zwiagzki wegla (przede wszystkim w postaci sacha-
rozy), nie zawierajgce azotu. Gdy sg one dost¢pne, to czynnikiem ograniczajagcym
synteze PA jest dostepnos$¢ azotu, ktory musi by¢ zuzywany przede wszystkim na
potrzeby syntezy aminokwasow, alkaloidéw, czy innych biologicznie waznych
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zwigzkoéw zawierajacych azot. W warunkach natomiast ograniczonej dostepnosci do
asymilatow, azot nie bedzie tak intensywnie zuzywany (nie bowiem wtedy czynni-
kiem ograniczajacym), stad moze by¢ tatwiej dostepny na potrzeby syntezy PA.

Na wykresach (Ryc. 35) przedstawiono wyliczone na podstawie stezen PA
wspotczynniki: Indeks Grup Aminowych (AGI), oraz stosunek Put/(Spd+Spm) dla
badanych gatunkéw roslin straczkowych. Wyliczony Indeks Grup Aminowych
przedstawia doktadnie ten sam rozktad co sumaryczne stezenie PA. Podsumowujac,
zaobserwowano zar6wno zmiany potencjatu osmotycznego PA, ktérego miarg jest
catkowita zawarto$¢ PA, jak i zmiany wspotczynnika AGI. Jednak zaobserwowane
wzgledne zmiany wspotczynnika AGI byly takie same co zmiany sumarycznej za-
warto$ci PA, co przeczy hipotezie wytacznej funkcji PA jako zrodta azotu, bowiem
w takiej sytuacji zmiany AGI powinny by¢ znaczaco wigksze. Oczywiscie, nie
mozna wykluczy¢ funkcji PA jako magazynu azotu, jednak sg one tylko jedng z grup
zwigzkow ktore moglyby petni¢ taka funkcje. Jesli zas chodzi o osmoprotekcyjne
wlasciwosci PA, to z uwagi na osiggane niskie stezenia, nie mogg one pehic funkcji
efektywnego osmoprotektanta. Zaobserwowane zmiany zgodne sg rowniez z przed-
stawionym wczes$niej mechanizmem wpltywu pedoéw bocznych na zawartos¢ PA.

Kolejne wykresy (Ryc. 36) przedstawiajg stosunek stezenia putrescyny do
sumy stezen spermidyny i sperminy w kwiatach badanych gatunkoéw roslin stracz-
kowych. Stosunek stezenia putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy u gro-
chu, tubinu biatego i waskolistnego w czwartym dniu po otwarciu kwiatu byt naj-
nizszy u ro$lin z usunigtymi kwiatami, wyzszy u roslin z usunigtymi lis¢mi, najwyz-
szy za$ u ro$lin z usunigtymi lis$émi i pedami bocznymi. 7 dni po otwarciu kwiatu
wspotczynnik ten najnizszy byt u roslin z usunietymi lis¢mi, wyzszy u roslin z usu-
nictymi kwiatami, najwyzszy u tych z usunigtymi lis¢émi i pedami bocznymi.
W przypadku tubinu zottego, w obu terminach poboru materialu zaobserwowano
najwyzsza warto$¢ wspotczynnika u roslin z usunietymi kwiatami, najnizszg u tych
z usunietymi lisémi, posrednig za$ u roslin z usunigtymi li§¢émi 1 pgdami bocznymi.
W czeg$ci wynikow zwraca uwage podobienstwo ksztaltu wykresu dla sumy PA,
wspotczynnika AGI, oraz stosunku PUT/(SPD+SPM). Podobienstwo to wynika
z faktu, iz wzrost zawarto$ci PA nastapit dzigki zwigkszeniu syntezy putrescyny,
przy braku jednoczesnej stymulacji syntezy spermidyny i sperminy.
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4.5. Zawartos$¢ poliamin w nasionach poddanych dzialaniu suszy w roz-
nych stadiach rozwoju nasion

W doswiadczeniu zbadano, jak susza dzialajgca na roznych etapach kwitnie-
nia, a pdzniej dojrzewania nasion wplywa na akumulacje PA w dojrzatych nasionach

tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius L.). Wyniki przedstawiono na poniz-
szych wykresach.
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Ryec. 37. Suma zawarto$ci badanych poliamin w nasionach badanych odmian tubinu waskolist-
nego. Kontrola byla podlewana przez caty czas optymalnie (70% MWC), 3-tygodniowa
gleboka susz¢ (20% MWC) utrzymywano: (I) od poczatku kwitnienia, (IT) od poczatku
wypetniania nasion, (III) od poczatku zasychania nasion. Nasiona byly zbierane po za-
konczeniu zasychania nasion, czyli w momencie zakonczenia suszy (III). Rozne litery
wskazuja statystycznie istotne réznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrgbie od-
miany), stupki btedow reprezentujq blad standardowy $redniej

Susza glebowa nie spowodowata bardzo znaczacych r6znic miedzy kontrolg
a roslinami poddanymi jej dziataniu. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
u odmiany Graf, u drugiej za$ badanej odmiany, Regent, takie r6znice byly, jednak
wahaly si¢ one w granicach 13,3% (susza II) a 20,6% (susza I), w przypadku suszy
II byty jednak nieistotne statystycznie. U obydwu odmian roznice polegaly na
spadku zawartosci PA w stosunku do kontroli, w zadnym ze zbadanych obiektow
nie zaobserwowano zwickszonej akumulacji PA w warunkach suszy glebowe;.
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AGI badanych poliamin w nasionach badanych odmian tubinu waskolistnego. Kontrola
byta podlewana przez caty czas optymalnie (70% MWC), 3-tygodniowa gleboka suszg
(20% MWC) utrzymywano: (I) od poczatku kwitnienia, (II) od poczatku wypetniania
nasion, (II) od poczatku zasychania nasion. Nasiona byty zbierane po zakonczeniu za-
sychania nasion, czyli w momencie zakonczenia suszy (III). Rozne litery wskazuja sta-
tystycznie istotne réznice dla p<0,05 wg testu Duncana (w obrgbie odmiany), stupki
btedow reprezentujg blad standardowy Sredniej

Analizujac wspotczynnik AGI stwierdzono tendencje i istotnosci statystyczne
bardzo podobne jak w przypadku sumy PA. Podobnie jak w poprzednich doswiad-
czeniach, wynik ten $wiadczy przeciwko hipotetycznej roli PA jako dtugotermino-
wego magazynu i transportera zwiagzkow azotu w komorce, brak za$ jakiejkolwiek
akumulacji PA w warunkach suszy glebowej kwestionuje role PA jako znaczacych

osmoprotektantow.
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Ryec. 39. Stosunek stezenia putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy w nasionach ba-

danych odmian tubinu waskolistnego. Kontrola byta podlewana przez caty czas opty-
malnie (70% MWC), 3-tygodniowa gleboka susz¢ (20% MWC) utrzymywano: (I) od
poczatku kwitnienia, (IT) od poczatku wypetniania nasion, (IIT) od poczatku zasychania
nasion. Nasiona byly zbierane po zakonczeniu zasychania nasion, czyli w momencie
zakonczenia suszy (IIT). Rozne litery wskazuja statystycznie istotne roznice dla p<0,05
wg testu Duncana (w obrgbie odmiany), stupki bledow reprezentujg btad standardowy
sredniej
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Analiza stosunku stezenia putrescyny do sumy stezen sperminy i spermidyny
wskazuje na duze zréznicowanie i wyrazny, powtarzalny dla obu odmian, trend. Sto-
sunek ten byt najmniejszy dla roslin kontrolnych, kazde za$ traktowanie suszg spo-
wodowato jego znaczace powigkszenie, najbardziej dla II terminu suszy. Dla termi-
now I 1 III stosunek ten byl mniejszy, ale nadal znaczaco wigkszy od kontroli. Fakt,
ze wspolczynnik ten najmniej réznit si¢ od kontroli u roslin poddanych dziataniu
suszy w okresie kwitnienia wynika najprawdopodobniej z tego, iz susza na tym eta-
pie rozwojowym dotyka glownie kwiaty, powodujac zwigkszong ich aborcje¢, dosta-
teczne za$ nawodnienie pozniej, w czasie wypelniania nasion, skutkuje niewielkim
wplywem suszy na sktad nasion. Najsilniejszy wplyw suszy zaobserwowano gdy
poddano jej dziataniu rosliny w czasie wypetniania nasion, co potwierdza, ze wpltyw
stresu na ich sktad jest najsilniejszy, gdy dziata on w czasie ich formowania. W trze-
cim terminie suszy, ktora dziatata na zasychajace nasiona, wptyw ten byl mniejszy,
gdyz nasiono wchodzgc w stan spoczynku znaczgco zmniejsza dynamike swoich
procesow fizjologicznych, a fizjologiczny stan rosliny na ktorej rosng nie wptywa
na nie znaczaco. Obserwowane zwigkszenie zawarto$ci putrescyny w stosunku do
cigzszych PA pozostaje w sprzecznosci z opisywanymi w literaturze reakcjami
(Franceschetti i in., 2004), gdzie w trakcie dziatania suszy zaobserwowano zmniej-
szenie tego stosunku. Wyttumaczeniem moze by¢ fakt, ze prezentowane tu obserwa-
cje przeprowadzono na nasionach roslin straczkowych, inaczej niz w cytowanej
pracy, gdzie materialem byty liScie tytoniu. Nasiona roslin straczkowych w trakcie
dojrzewania i zasychania pozostajg w fizjologicznym stanie, gdzie zasuszenie jest
wymagane dla dalszego rozwoju, podczas gdy wegetatywne czesci roslin np. licie
muszg by¢ chronione przed dalszg utrata wody, bowiem jest to dla nich letalne. Prze-
bieg i znaczenie procesow utraty wody w lisciach i nasionach bardzo si¢ od siebie
roznig.

4.6. Zawartos¢ poliamin w galasach

W opisanym dos$wiadczeniu zbadano zawarto$¢ PA w roznych czgdciach
galaséw oraz w lisciach debu na ktorych rosty.

Kazda z trzech oznaczanych PA wystepowata w galasach w stezeniu duzo
nizszym niz w liSciach, stgzenie PA w galasach mtodych nie r6znito sig¢ statystycznie
istotnie od st¢zenia w galasach dojrzatych, mozna jednak zauwazy¢ tendencje, iz
w galasach dojrzatych bylo nieznacznie wigcej PA niz w mlodych galasach.
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Ryc. 40. Zawartos$¢ poliamin w galasach w zalezno$ci od ich stopnia dojrzatosci. Rozne litery
wskazuja statystycznie istotne roznice dla p<0,05 wg testu Duncana, stupki btedow re-
prezentujg btad standardowy $redniej. Dla poszczegdlnych poliamin wykonano osobne
analizy statystyczne
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Ryec. 41. Zawarto$¢ poliamin w roéznych czes$ciach galasa. Rozne litery wskazujg statystycznie
istotne rdznice dla p<0,05 wg testu Duncana, stupki btedéw reprezentujg btad standar-
dowy s$redniej. Dla poszczegdlnych poliamin wykonano osobne analizy statystyczne
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Stezenia badanych PA nie roznily si¢ istotnie migdzy soba, jednak mozna za-
uwazy¢ tendencje, ze w gniezdzie bylo ich wigcej niz w pozostatych czgéciach ga-
lasa.
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Ryec. 42. Zawarto$¢ poliamin w réznych czesciach liscia wzgledem rosngcego na nim galasa.
Umiejscowienie ,,za galasem” i ,,przed galasem” okreslone jest w stosunku do ogonka
liSciowego. Rézne litery wskazujg statystycznie istotne réznice dla p<0,05 wg testu
Duncana, stupki btedéw reprezentujg btad standardowy $redniej. Osobne analizy staty-
styczne wykonano dla poszczegolnych poliamin

Stwierdzono, ze w li§ciach na ktérych rost galas znajduje sie wiecej PA niz
w zdrowych lisciach. W obrebie liscia z galasem zaobserwowano istotne statystycz-
nie zmniejszenie zawartosci spermidyny i sperminy we fragmentach lisci potozo-
nych za galasem (w stosunku do ogonka li§ciowego). Mniejsze st¢zenie PA zaobser-
wowano takze w naczyniach przed galasem, dotyczyto ono putrescyny, spermidyny
i sperminy. Mozliwe jest, Zze zaobserwowane zmniejszenie zawartosci PA w obsza-
rach potozonych dystalnie w stosunku do ogonka lisciowego jest wynikiem potrzeb
troficznych rosngcego na lisciu galasa.
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Ryec. 43. Indeks Grup Aminowych (AGI) w réznych czgséciach liscia i rosngcego na nim galasa.
Wskaznik wyliczony na podstawie stezen putrescyny, spermidyny i sperminy. Rdzne
litery wskazuja statystycznie istotne réznice dla p<0,05 wg testu Duncana, stupki ble-
dow reprezentujg btad standardowy $redniej. Dla wszystkich obiektow wykonano
wspolng analize statystyczng.
)
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Ryec. 44.

Stosunek stgzen putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy w réznych czgsciach
liScia i rosngcego na nim galasa. Rozne litery wskazuja statystycznie istotne roznice dla
p<0,05 wg testu Duncana, stupki btedow reprezentuja blad standardowy $redniej. Dla
wszystkich obiektow wykonano wspolng analizg statystyczng
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Indeks Grup Aminowych przedstawia bardzo podobne tendencje co suma-
ryczna zawarto$¢ PA. Nie zaobserwowano roznic pomigdzy mtodymi a dojrzatymi
galasami, oraz pomi¢dzy migzszem, a gniazdem galasa.

Stosunek stezen putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy najwyzszy
byl w obszarze liScia za galasem, pozostate czgsci liScia nie ro6znily si¢ statystycznie
miedzy sobg. Takie roznice najprawdopodobniej $wiadcza o zwigkszonym tempie
syntezy putrescyny, podczas gdy tempo syntezy spermidyny i sperminy nie rosto tak
dynamicznie. W dojrzalym galasie wspotczynnik ten jest znaczgco wyzszy niz
w mtodym, w przypadku migzszu i gniazda galasa r6znic nie stwierdzono.
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5. DYSKUSJA

W momencie planowania dos§wiadczen do prezentowanej pracy, przyjeto za-
lozenia bazujace na teorii biologicznej roli PA jako biochemicznego przekaznika
sygnatu suszy, oraz sktadnika uktadu osmotycznego dostosowania roslin (Bouche-
reau i in., 1999), (Kasinathan i Wingler, 2004). Jednak otrzymane wyniki swiadcza
o zupehie innej roli PA, przynajmniej u roslin straczkowych.

Jednym z najwazniejszych czynnikow, zwigzanych z biologiczng rolg PA, jest
stezenie 1 profil PA. Poziom stezen zmierzony w prezentowanych doswiadczeniach
(Rye. 19, 21) poréwnywalny jest z danymi literaturowymi (Balestrasse i in., 2005),
(Lépez-Goémez i in., 2014) i wynosi do 1,2 mmol/kg suchej masy dla putrescyny
i spermidyny, za$ poziom sperminy jest nizszy, mieszczac si¢ w granicach
0,1 mmol/kg suchej masy (za wyjatkiem grochu, gdzie jest kilkukrotnie wyzszy).

Jedng z postulowanych w literaturze funkcji, ktorg PA moga pelic u roslin
w aspekcie tolerancji na stres srodowiskowy, jest funkcja zwigzku osmotycznie
czynnego chronigcego przed nadmierng utratg wody. Osmolalnos¢ jest wielkoscia
bedaca skumulowanym efektem osmotycznym wywieranym przez kazdy rozpusz-
czony w roztworze zwigzek chemiczny. Na podstawie zmierzonych stezen PA
mozna bezpiecznie zatozy¢, ze skoro putrescyna, spermidyna i spermina sg gtow-
nymi zwigzkami nalezacymi do PA, to osmolalnos¢ pochodzaca od PA nie przekra-
cza 5 mOsm/kg. Jesli o chodzi o inne zwigzki chemiczne, to osmolalno$¢ samych
soli mineralnych w roslinach jest rzgdu 0,5 — 1 Osm/kg (Fricke i in., 1994). W orga-
nizmie rosliny obecnych jest wiele innych zwigzkéw o takim charakterze, jak na
przyktad cukry rozpuszczalne, ktérych osmolalnosé w roslinach tubinu wynosi okofo
0,2 Osm/kg (dane wtasne). Znajac stezenia glownych zwigzkow osmotycznie czyn-
nych, takich jak rozpuszczalne cukry, sole mineralne, czy wolne aminokwasy, mo-
zemy oszacowaé wigc, ze osmolalno$¢ roslin jest nie mniejsza od 1 Osm/kg i siegac
moze zapewne kilku Osm/kg. Osmolalno$¢ pochodzaca od PA, ktora wynosi¢ moze
0,005 Osm/kg, w poréwnaniu do tych wartosci jest niewielka. Tak wiec wktad PA
w catkowitg osmolalno$¢ jest ponad 100 razy mniejszy od wkladu wnoszonego przez
inne zwiazki osmotycznie czynne, nie stanowig wigc one istotnego wkladu w cisnie-
nie osmotyczne. Jest ono bowiem wiasnoscia koligatywna roztworow, czyli nie za-
lezy od wlasnosci chemicznych substancji, a jedynie od ich stezenia, w najlepszym
zatem wypadku PA zwieksza osmolalnos¢ o kilka procent. Aby wiec wzrost stezenia
PA spowodowat znaczace zwigkszenie osmolalnosci, musiatby to by¢ wzrost 100 —
1000-krotny. Tak wysoka akumulacja nie jest obserwowana (Li i in., 2015), (Xiong
i in., 2010), (Yang i in., 2007), czesto wrecz obserwuje sie spadek stezenia PA
w trakcie stresu suszy, co niejednokrotnie zaobserwowano w wynikach analiz
wykonanych przez autora w prezentowanej pracy (Ryc. 37) i weze$niejszych (Juzon
iin., 2017), (Marciiska i in., 2013).
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Odre¢bng ewentualnoscig jest mozliwo$¢ lokalnej, znacznie wigkszej akumu-
lacji PA w izolowanych miejscach w komorce np. w poblizu bton lipidowych, albo
w specyficznym miejscu w roslinie np. w osi zarodkowej (Lin i in., 1984). Tego
rodzaju badania nie byty jednak prowadzone w ramach prezentowanej pracy, trudno
wiec prowadzi¢ dyskusje w tym kierunku.

Po omoéwieniu roli PA u roslin jako osmoprotektantow, kolejng hipotetyczng
funkcja fizjologiczng wymagajaca omowienia jest mozliwo$¢ peienia przez PA
roli fitohormonow. Jedng z charakterystycznych cech fitohormonow jest wykazywa-
nie specyficznej aktywnos$ci biologicznej w niskim stezeniu, ktore, zaleznie od ro-
dzaju zwigzku, gatunku ro$liny i warunkow wzrostu, miesci si¢ najczesciej w zakre-
sie dziesiatek, rzadziej setek nmol/dm?® (Grzyb i in., 2017). Catkowite stezenie PA
zawiera sie pomiedzy 1 a 10 mmol/dm?, jest wiec nawet milion razy wigksze. Nalezy
oczywiscie tutaj wspomnie¢, ze szereg fitohormonow ma bardzo szeroki zakres ak-
tywnosci fizjologicznej, znacznie przewyzszajacych poziom endogenny. Do takich
hormon6éw mozna zaliczy¢ auksyny, w wysokich st¢zeniach uzywane jako herbicyd,
czy kwas giberelinowy, wydzielany przez grzyba Gibberella fujikuroi w trakcie
wzrostu na ro$linie gospodarza, jednak zakres ich stezen w przypadku produkcji
endogennej w ro$linie jest znacznie nizszy.

zwigzki czynne liami fitohormony
osmotycznie poliaminy podane egzogennie endogenne

N\ s @ 1

10 103 10° 107 10°
stezenie [mol/kg]

Ryec. 45. Porownanie zakresOw stgzen poliamin do zwigzkow osmotycznie czynnych i fitohor-
monow. Zakres stezen zwigzkdw osmotycznie czynnych oznacza stgzenia dla ktorych
majg one istotny wktad w osmolarno$¢. Rysunek autora

Wedhug klasycznej definicji, fitohormony sg to naturalnie wystepujace, orga-
niczne substancje wptywajace w niskich stg¢zeniach na procesy fizjologiczne
(Davies, 2010). Czesto do tej definicji dodaje sie wtasciwosé zapozyczong z definicji
hormondw u zwierzat, ze sg one transportowane w obrebie organizmu i po syntezie
w jednej jego czesci, oddziatujg na kompetentne komorki w innej czesci organizmu.
Pozostaje kwestia dyskusyjna, czy obserwowane stezenia endogennych PA sg ,,wy-
starczajgco niskie”, jednak w przypadku PA nalezy takze zwroci¢ uwagg, ze wedtug
dostepnej literatury sa one produkowane w praktycznie kazdej komorce organizmu,
jak rowniez zdaja si¢ wykazywac aktywnos¢ biologiczng wobec wszystkich komo-
rek. O ile wiec transport na dalsze odlegtosci jest mozliwy, to jednak powszechnosé¢
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ich wystepowania zdaje si¢ wskazywa¢ na sposob sygnalizacji parakrynnej, lub au-
tokrynnej. W opinii autora tej pracy, PA nalezy wigc wykluczy¢ z grupy ,.klasycz-
nych” fitohormondéw z uwagi na zbyt wysoka akumulacj¢ w roslinach, oraz brak
wyraznej specyficznosci w zakresie miejsc syntezy i miejsc gdzie wywierajg efekt
biologiczny. Znany podrecznik poswigcony fitohormonom, Plant Hormones pod re-
dakcja Petera J. Daviesa, zostal w swym najnowszym wydaniu (Revised 3rd edition
z roku 2010) pozbawiony osobnego rozdziatu poswigconego PA. O ile autorzy pod-
recznika ttumaczg swa decyzje niewielkim postepem badan PA, to jednak przyczyna
moga by¢ takze rodzace si¢ watpliwosci co do zasadnosci zaliczania PA do fitohor-
monoéw. Podsumowujac, o ile PA moga petni¢ funkcje zwigzkow sygnatowych i re-
gulacyjnych, to jednak nie spetniajg $cistej definicji fitohormonu. Podobny wniosek
wyciagneli rowniez autorzy pracy przegladowej (Evans i Malmberg, 1989).

Wiele interesujacych wnioskow mozna sformutowaé porownujac stezenia po-
szczegblnych PA w r6znych organach roslinnych, oraz na ré6znych etapach rozwoju.
Poréwnujac stezenie PA w kwiatach i nasionach (Ryc. 20 i 22) okazuje sig, iz jest
ono mniej wiecej podobne, z wyjatkiem grochu, gdzie jest wicksze w kwiatach, oraz
soi, gdzie jest wicksze w nasionach. Dominujacg PA jest spermidyna (Ryc. 23 i 24),
co pozostaje w zgodnosci z danymi literaturowymi (Hamana i in., 2015), wyjatkiem
sg kwiaty tubinu z6ttego gdzie byto wiecej putrescyny.

Sumaryczna zawartos¢ PA w nasionach badanych roslin stragczkowych spada
w trakcie ich dojrzewania. Zwraca tez uwage wigksza niz w pozostalym materiale
zawarto$¢ kadaweryny w nasionach, szczegolnie w soi. Wynik ten koresponduje
z literaturg (Lin 1 in., 1984), gdzie zawarto$¢ kadaweryny w osi zarodkowej u soi
byta wieksza od innych PA. Nalezy zaznaczy¢, ze w prowadzac przedstawione tu
dos$wiadczenia mierzono zawarto$¢ PA w catych nasionach, gdzie o$ zarodkowa sta-
nowi drobny utamek masy catego nasiona (ok. 2%), tak wiec duzo wyzsza zawartos¢
kadaweryny w osi zarodkowej przetozyla si¢ na mniejsza, jednak wciaz znaczaca,
bo kilkuprocentowg w puli PA zawartos¢ tego zwiazku.

Zawarto$¢ putrescyny w nasionach wykazuje tendencje spadkowa w miare
dojrzewania nasion (Ryec. 25), za wyjatkiem tubinu biatego odmiany Boros, oraz soi
odmiany Augusta. Podobnie zawarto$¢ spermidyny ulega zmniejszeniu (Ryc. 26),
za wyjatkiem grochu odmiany Cysterski, oraz soi odmiany Augusta. Zawarto$¢ sper-
miny nie wykazuje ogolnej tendencji spadkowej posrod wigkszosci badanych od-
mian (Ryc. 27), gdzie wyjatkiem jest tubin z6tty obydwu badanych odmian (Lord
1 Parys), oraz soja, u ktorej uwidocznita si¢ wyrazna tendencja wzrostowa zawarto-
$ci. Analizujgc dynamike sumarycznej zawartosci PA w trakcie dojrzewania nasion
(Ryec. 28), to u badanych odmian grochu tendencja wzrostowa nie jest wyrazna, jed-
nak zawarto$¢ stwierdzona w ostatnim stadium dojrzatosci (IV) jest znaczaco staty-
stycznie nizsza niz we wczesniejszych stadiach. U wszystkich badanych tubinéw
zaznaczylta si¢ wyrazna tendencja spadkowa w miar¢ dojrzewania nasion. U soi za$
nie wystgpity zmiany st¢zenia, za wyjatkiem stadium III z wigksza niz w innych
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stadiach sumaryczng zawartoscig PA. Wyliczone warto$ci wspotczynnika AGI (Ryc.
29) przedstawiaja bardzo podobne tendencje zmian jak sumaryczna zawartos¢ PA.
Zupehie odmiennie wyglada zréznicowanie stosunku stezen putrescyny do sumy
stezen spermidyny i sperminy (PUT/SPD+SPM), gdzie u grochu i tubinu biatego
zmiany te nie byly istotne statystycznie, natomiast u tubinu waskolistnego i zottego
oraz soi wspolczynnik ten w stadium IV przyjmowat najnizsze wartosci (Ryc. 30).
Szczegolnie widoczne jest to u tubinu waskolistnego, gdzie stosunek ten ulegt bar-
dzo duzemu obnizeniu. Zaobserwowane zmiany wynikajg zapewne ze zmniejszaja-
cej si¢ aktywnosci podzialowej komoérek w miarg dojrzewania nasion, tkanka nie
tylko zaprzestaje podziatow komorkowych, ale takze znaczaco traci wode (Peske
i in., 2004), co prowadzi takze do obnizenia aktywno$ci metabolicznej. Obnizenie
sie wartosci wspotczynnika PUT/SPD+SPM takze zwigzane jest ze zmniejszajaca
sie aktywnos$cig mitotyczng (Papadakis i in., 2005). Zmiany te sg zapewne skutkiem
przygotowania nasion do okresu spoczynku.

Zmniejszanie si¢ zawartosci PA w trakcie dojrzewania nasion, wyrazone po-
przez obnizajaca si¢ sumaryczng zawarto$¢ PA, oraz obnizajacy si¢ wspotczynnik
AGI prowadzg takze do konkluzji, ze PA nie petnig w badanych roslinach straczko-
wych istotnej funkcji osmoprotekcyjnej, skoro w warunkach bardzo duzej utraty
wody ich zawarto$¢ maleje. Oczywiscie, mozna argumentowac, ze w warunkach fi-
zjologicznego dojrzewania nasion taka ochrona nie jest potrzebna i role taka petnig
inne zwiazki, jednak gdyby PA stanowity w roslinach istotny element ochrony przed
skutkami utraty wody, wtedy ich akumulacja w dojrzewajacych nasionach bytaby
zapewne obserwowana. Mozna tez zada¢ pytanie, czy w trakcie przechodzenia
w okres spoczynku, nasiono istotnie potrzebuje zwigkszaé stezenie osmoprotektan-
tow. Jest to alternatywne wyjasnienie obserwowanego zjawiska, jednak brak aku-
mulacji PA w trakcie suszy glebowej w kolejnym doswiadczeniu nie jest przestanka
ku takiemu wyjasnieniu. Jednoczesny spadek wspotczynnikow AGI, sumy PA, oraz
put/spd+spm nie potwierdza roli osmotycznej PA. Najbardziej prawdopodobng
przyczyna jest wycofywanie azotu zawartego w PA do innych zwiazkow, przede
wszystkim biatek, ktore petnig w nasionach badanych roslin funkcje zapasowe i kto-
rych zawarto$¢ moze siggac¢ 30% suchej masy w przypadku soi i lubinow, stad za-
potrzebowanie na azot w czasie dojrzewania nasion ro$lin straczkowych jest wyso-
kie.

Wykonano eksperyment polegajacy na zbadaniu wptywu suszy glebowej na
zawarto$¢ PA w nasionach tubinu waskolistnego (rozdziat 4.5). U jednej z odmian
(Regent) stwierdzono istotne réznice w stosunku do kontroli, jednak byl to w kaz-
dym przypadku spadek stezenia sumy PA (Ryc. 37). U drugiej odmiany (Graf)
stwierdzono brak réznic. Wyniki te potwierdzaja, ze susza glebowa nie powoduje w
dhugiej perspektywie akumulacji PA, zatem nie petnig one znaczacej roli osmopro-
tekcyjnej. Gdy jednak wzig¢ pod uwage stosunek PUT/(SPD+SPM), okaze sig, ze
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byt on najmniejszy dla kontroli, znaczaco wigkszy w pierwszym terminie traktowa-
nia suszg, najwigkszy w drugim terminie, w trzecim za$ nieznacznie mniejszy niz
w drugim. Swiadczy to o przesunigciu réwnowagi w strong produkcji putrescyny
i zahamowaniu jej zuzycia dla potrzeb produkcji spermidyny i sperminy, co nie jest
powszechnie opisywanym efektem, najczesciej bowiem obserwuje si¢ w warunkach
stresu osmotycznego przesuni¢cie rownowagi w stron¢ syntezy ci¢zszych PA
(Legocka i1 Kluk, 2005). Efekt przesuniecia rownowagi w strone putrescyny moze
wynika¢ ze wspotzawodnictwa o SAM niezbedng do syntezy zardwno spermidyny
i sperminy, jak i etylenu. Etylen za$ produkowany jest w dojrzewajacych nasionach
(Yang i Hoffman, 1984), zaznaczy¢ jednak nalezy, ze rola pelniona przez etylen
W czasie stresu suszy nie jest ani dobrze poznana, ani jednoznaczna. O ile czgsto
obserwowana jest inhibicja produkcji etylenu przez ABA, to jednak niektdrzy auto-
rzy opisujg wzrost syntezy etylenu w warunkach stresu suszy (Arraes i in., 2015).
Szereg autoréw opisuje udziat PA w kwitnieniu roslin dokumentujgc go za-
burzeniami procesow kwitnienia u mutantéw z uszkodzonymi szlakami syntezy PA,
badZ po zastosowaniu inhibitoréw syntezy PA (Casas i in., 1990). W opisanych
w niniejszej pracy doswiadczeniach nie stwierdzono zmian w zawartosci PA w kwia-
tach po ich otwarciu, jak réwniez w obrebie wszystkich wyliczonych wspotczynni-
kow. Prawdopodobna wydaje si¢ interpretacja, iz PA biora udzial w kwitnieniu
przede wszystkim jako stymulator podzialow komoérkowych i proceséw rozwojo-
wych, bez specyficznego wplywu regulacyjnego na procesy kwitnienia, co pozostaje
w zgodno$ci z wynikami do§wiadczen opisywanych w literaturze. Mozna przywotac¢
tutaj sformutowang wczesniej hipoteze, ze PA stanowig rezerwuar azotu zdolny do
szybkiego uruchomienia w razie potrzeby (dobrg analogia jest rola glikogenu u czto-
wieka, ktory jest rezerwuarem glukozy gotowym do bardzo szybkiej mobilizacji).
Ciekawym zjawiskiem spotykanym takze u ro$lin straczkowych jest zjawisko
aborcji kwiatow, polegajace na odrzucaniu przez rosling czg¢sci kwiatdw, zjawisko
to spowodowane moze by¢ m.in. przez niedobor asymilatow (Arathi, 2011). Zapro-
jektowano doswiadczenie majgce wykazaé, czy zawarto$¢ PA zmienia sig w trakcie
tych procesdw. Gtéwna teza postawiona w tym doswiadczeniu byto, iz kwiaty ktdre
zostang przez rosling odrzucone bedg charakteryzowac si¢ zmniejszong zawartoscia
PA spowodowana przez obnizenie intensywnosci procesOw rozwojowych. Stymu-
lowano tu aborcj¢ kwiatow poprzez usuwanie czesci powierzchni asymilacyjnej, od-
wrotny za$ efekt uzyskano usuwajac czgs¢ pakdéw kwiatowych. Uzyskano w pierw-
szym przypadku kwiaty, ktore w razie dalszego rozwoju na roslinie ulegtyby aborcji,
oraz w drugim przypadku takie, ktore pozostalyby na roslinie. Porownywano mig¢dzy
soba te kwiaty, bez zastosowania obiektu kontrolnego, bowiem losowy charakter
aborcji uniemozliwitby jasne okreslenie dalszych losow kwiatow rosnacych na ro-
$linach nie poddanych zadnemu zabiegowi. Zaobserwowano, ze u kazdego z bada-
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nych gatunkow, w jednym z badanych termindéw, kwiaty majace odpas¢ (czyli ro-
sngce na roslinach z usunie¢ta czescig powierzchni asymilacyjnej) miaty wicksza za-
warto$¢ PA od kwiatow majacych pozostac na roslinie (rosngce na ro$linie z usuni¢ta
czgscig kwiatdw), najwyzsza za§ zawartoS¢ PA byta obserwowana w kwiatach roslin
gdzie usuni¢to jeszcze wigkszg powierzchni¢ asymilacyjnag, a wigc zardéwno kwiaty,
jak 1 pedy boczne. Interesujace jest, iz zalezno$¢ t¢ zaobserwowano u grochu
w drugim terminie, u tubindw za§ w trzecim.

Wigksza zawarto$¢ PA w kwiatach majacych odpasc jest zaskakujaca w swie-
tle teorii o podstawowej roli PA jako stabilizatorow stabilnosci DNA, czy zwigzkow
sygnalizacyjnych, bowiem tkanki o niskiej aktywno$ci podziatowej zawieraja mato
PA, podczas gdy w tych kwiatach stwierdzono znaczaco wigcej PA niz w kwiatach
ktére maja pozosta¢ na roslinie. Powszechnie akceptowang przyczyna aborcji kwia-
tow u bobowatych (Fabaceae Lindl.) jest niedobor asymilatow (Arathi, 2011), jed-
nak molekularne podstawy przebiegu tego zjawiska nie sg jasne. Jedng z mozliwosci
jest apoptoza, badz inne drogi Programowalnej Smierci Komérki (PCD, ang. Pro-
grammed Cell Death), jednak dowody sg bardzo skape (Rogers, 2006). Co wiecej,
udokumentowane zwigzki miedzy apoptoza a PA u roslin sg rowniez bardzo nie-
liczne (Moschou i Roubelakis-Angelakis, 2014), znaczaco wiecej powigzan miedzy
PA a apoptozg wykazano u zwierzat. Zwigzki pomigdzy PA a apoptoza sa niejasne,
cz¢$¢ doniesien wskazuje na mozliwo$¢ udziatu PA w tych procesach, jednak dobrze
udokumentowana obfito§¢ PA w tkankach mtodych, o duzej aktywnosci podziato-
wej, pozostaje w sprzecznosci z postulowanym zwigzkiem z procesami apoptozy.
Z drugiej jednak strony wiele substancji biologicznie aktywnych catkowicie zmienia
aktywno$¢ w zaleznosci od ich stgzenia, czasu aplikacji, badz na skutek interakcji
z innymi substancjami. Analiza stosunku stgzenia putrescyny do cigzszych PA (Ryc.
35) pokazuje, ze rowniez dla tego wskaznika, w wigkszosci przypadkow zaobserwo-
wano wzglednie najwyzsza zawarto$¢ putrescyny w kwiatach ktére miaty odpasc.
Powigkszenie stosunku putrescyny do innych PA jest takze uznawane za charakte-
rystyczne dla tkanek mtodych, dzielacych si¢ (Pérez-amador i Carbonell, 1995), (Pa-
padakis i in., 2005).

Wroémy do zaskakujacej zaleznosci, gdzie zawarto$¢ PA w kwiatach roslin
z usunietymi lisémi raz jest wigksza, a raz mniejsza (zaleznie od terminu pomiaru)
w porownaniu do zawartosci PA w roslinach z usunigtymi lis¢mi i pedami bocznymi.
Warto zwroci¢ uwage, ze o ile zaleznos¢ ta wydaje si¢ by¢ na pierwszy rzut oka
losowa, to jednak zawarto$¢ PA w kwiatach roslin z usunigtymi li§¢mi jest zawsze
mniejsza niz w kwiatach ro$lin z usunigtymi lis¢émi i pgdami bocznymi. Zjawisko to
mozna wytlumaczy¢ wspomnianym wczes$niej wptywem architektury rosliny z roz-
galezieniami bocznymi, bowiem rozgalezienia te, mogg raz by¢ donorem (gdy majg
relatywnie duza powierzchnig lisci), a raz akceptorem (gdy w fazie szybkiego wzro-
stu maja wzglednie matg powierzchnig liSci) asymilatow, stad pozornie losowy efekt
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ich obecnosci. Bowiem w przypadku duzej dostepnosci asymilatow roslina syntety-
zuje w duzej ilosci zwiazki zawierajgce azot, takie jak bialka, czy alkaloidy, to dla
PA moze wtedy brakowac azotu, ktory nie jest dostarczany przez procesy fotosyn-
tezy. Skoro wigc azot nie jest pobierany z uzyciem lisci, to w warunkach duzej ich
powierzchni moze dochodzi¢ do jego niedobordéw, a wtedy nie tylko, ze PA nie moga
by¢ syntetyzowane, a bedg wrecz zuzywane dla odzyskania zawartego w nich azotu
i wykorzystania do syntezy innych zwigzkow.

Podsumowujac, kompleksowym wyjasnieniem wynikow do$wiadczen prze-
prowadzonych na roslinach straczkowych jest przyjecie roli PA jako rezerwuaru
zwigzkow azotowych celem ich szybkiej mobilizacji. Oczywiscie nie wyklucza to
petienia jednoczesnie roli stabilizacyjnej dla struktur komorkowych, osmoprotek-
cyjnej, zwlaszcza w specyficznych miejscach organizmu rosliny, czy roli sygnaliza-
cyjne;j.

Zbadano takze zawartos¢ PA w galasach dgbowych. Galasy sa cieckawym mo-
delem badawczym, gdzie obserwuje si¢ silny wzrost tkanek, ktory przebiega jednak
zupetnie odmiennie niz w tkankach w ktorych galas zostal zaindukowany (Jankie-
wicz i 1in., 2017), w szczegdlnosci komorki galasa sg o wiele wieksze niz komorki
liscia, na ktorym galas ten zastat zaindukowany, zawierajg tez wiecej wody. W prze-
prowadzonych wczesniej przez autora badaniach wykazano, iz w galasach znajduje
si¢ duzo mniej fitohormondéw o dziataniu indukujgcym wzrost niz w liciach na kto-
rych te galasy rosty. Wérod badanych fitohormonow znalazly si¢ kwas indolilooc-
towy, kwas indolilomastowy, oraz cytokininy: cis i trans zeatyna, kinetyna, ich ry-
bozydy, izopentenyladenina, oraz orto- i metatopolina. Spodziewano si¢, ze gwat-
towny wzrost galasa bedzie spowodowany podwyzszonym stezeniem jednego
z fitohormonow o charakterze stymulatoréw wzrostu, podobnie jak w pracach in-
nych autorow (Yamaguchi i in., 2012), (Tooker i Helms, 2014), jednak w$réd bada-
nych zwigzkdw takiego efektu nie zaobserwowano. Zdecydowano sie na analize PA,
celem rozszerzenia spektrum badanych zwigzkéw, bowiem PA znane sg z wystepo-
wania w tkankach o nasilonej aktywnosci mitotycznej. Podobnie jak w przypadku
fitohormonow, w tkankach galasow zaobserwowano duzo mniejsza zawartos¢ PA
w poréwnaniu do liscia. Wynik ten $wiadczy¢ moze, ze PA nie pelnig zadnej aktyw-
nej roli w fizjologii galasow. Co ciekawe, w mtodych, rozwijajacych si¢ galasach
PA jest mniej niz w galasach dojrzatych, czyli tkanka rozwijajgca si¢ zawiera ich
mniej od tkanki przygotowujacej si¢ do spoczynku. Prawdopodobnym wydaje sig,
iz galasy mogg si¢ charakteryzowa¢ odrgbnym od innych tkanek roslinnych wzor-
cem stymulacji hormonalnej. Nie mozna takze wykluczy¢ podwyzszonego st¢zenia
PA w galasach, jednak musialyby to by¢ rzadziej spotykane PA, mozna jednak wy-
kluczy¢ termosperming, ktorej udzial w fizjologii roslin jest ostatnio szeroko oma-
wiany. W przypadku bowiem dansylowanych probek jest ona nierozréznialna od
sperminy (Takano i in., 2012), w otrzymanych za$ wynikach, gdzie postuzono sie
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dansylacja, nie stwierdzono podwyzszonego stezenia sperminy, a wiec takze i ter-
mosperminy.

Jezeli porownamy rozmieszczenie PA w obrebie galasa (Ryc. 41), to naj-
mniejsza zawarto$¢ zmierzona zostata w migzszu, ktory generalnie jest ubogi w sub-
stancje biologicznie wazne. Nieznacznie wyzszg zawartoS¢ PA zaobserwowano
w zewngtrznych tkankach galasa, zwigzane jest to zapewne z wystawieniem na czyn-
niki srodowiskowe, jest to tkanka zielona gdzie odbywa si¢ fotosynteza, PA moga
zapobiega¢ oksydacyjnym uszkodzeniom aparatu fotosyntetycznego (Navakoudis
i in., 2003). Najwigcej zas PA zlokalizowanych jest w centralnej czesci, w tzw.
gniezdzie, gdzie rozwija sie larwa owada. Takie rozmieszczenie moze wynikaé
z faktu iz larwa jest konsumentem substancji transportowanych do galasa i transpor-
towane tam PA mogg stanowi¢ tatwo przyswajalne zrodlo azotu (Bagni i in., 1978),
(Moschou i in., 2012), nalezy pamietaé, ze jedynym celem istnienia galasa jest za-
pewnienie schronienia i wyzywienia znajdujacej si¢ w $rodku larwie owada, temu
stuzy zardwno specyficzna anatomia, jak i biochemia galasa.

Wyniki analizy zawartosci PA w réznych cze$ciach liscia wzgledem miejsca
przyczepienia galasa (Ryc. 40) sg szczeg6lnie interesujgce. Wsrdd obszarow liscia,
gdzie zmierzono zawarto$¢ PA, zwraca uwage znaczaco zmniejszona zawarto$¢
sperminy i spermidyny, zawarto$¢ za$ putrescyny jest zwigkszona. Efektem tego jest
ponad dwukrotnie powickszony stosunek stgzen putrescyny do sumy stezen spermi-
dyny i sperminy (Ryc. 44) w obszarze li§cia za galasem. Podniesienie tego stosunku
moze by¢ efektem intensywnych proceséw wzrostowych i rozwojowych (Shen
i Galston, 1985), jednak w petni rozwiniety, dojrzaty lis¢ ma t¢ fazg rozwoju za soba.
Rosnacy na lisciu galas jest silnym akceptorem metabolitow (ang. sink) (Larson
1 Whitham, 1991), gdzie obserwuje sie zubazanie otaczajacych go tkanek z produk-
téw asymilacji, tak wiec obserwowane zmniejszenie stezenia PA w tkankach liscia
lezacych dalej od ogonka lisciowego niz galas moze by¢ thumaczone tym procesem,
przy zatozeniu, ze nastgpuje pobieranie PA w charakterze zrodta azotu i/lub wegla.
W $wietle tej teorii problematyczne wydaje si¢ wybiorcze zuzywanie sperminy
1 spermidyny przez galas, bowiem dostepne zrodla (Bagni i in., 1978) wskazuja, ze
to gtdwnie putrescyna moze by¢ uzyta w tym charakterze, spermina i spermidyna
nie. Warto zwrdcic¢ uwage, ze jednak praca ta byta prowadzona w warunkach in vitro
1 dotyczyta eksplantatow bulw topinambura (Helianthus tuberosus L.), ktérych fi-
zjologia bez watpienia odbiega od galasa i zyjacej w nim larwy owada. Nie mniej
jednak rozstrzygniecie tej kwestii wymaga dalszych badan.

Podstawowym wnioskiem wynikajacym z przeprowadzonych eksperymen-
tow jest, jak wczes$niej wspomniano, postulowana podstawowa rola PA jako rezer-
wuaru azotu zdolnego do szybkiej mobilizacji. W przypadku potrzeby akumulacji
azotu do celéw zapasowych na dtuzszy czas np. w nasionach, u roslin stragczkowych
nast¢puje prawdopodobnie przesuni¢cie azotu do biatek.
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Wydaje si¢ takze prawdopodobna rola PA w transporcie azotu na dalsze od-
legtosci, zwlaszcza w tak specyficznym przypadku jak galasy. Jest to jednak wcigz
teza kontrowersyjna i wymaga dalszych, szczegdtowych badan.

Zakwestionowano rol¢ PA jako waznego osmoprotektanta w skali catego or-
ganizmu ro$liny. Mozliwym jest, ze PA petnig t¢ role w ograniczonym czasie, jako
jeden z wielu zwigzkéw osmotycznie czynnych, oraz w konkretnych cz¢$ciach i or-
ganach rosliny np. w osi zarodka. Zaznaczy¢ nalezy, iz powyzsze wnioski odnosza
si¢ specyficznie do badanych roslin z grupy bobowatych, zupetnie prawdopodobne
jest, ze u innych grup roslin pelniona rola jest inna. Wyniki (Legocka i Kluk, 2005)
sugeruja, iz PA moga odgrywac rolg ochronng w czasie dzialania stresu osmotycz-
nego, jednak jest to reakcja szybko si¢ pojawiajaca, bo akumulacje PA obserwowano
juz w 4h od wystapienia stresu, i szybko zastgpowana przez inne mechanizmy, gdyz
po 24h akumulacja ta nie byta juz tak duza. Prezentowane w tej pracy eksperymenty
byly prowadzone w o wiele dtuzszych skalach czasowych, susza glebowa trwata bo-
wiem 3 tygodnie, tak wigc akumulacji PA nie zaobserwowano.

Nie nalezy takze zapomnie¢ o mozliwosci, iz powyzsze wyniki sg charaktery-
styczne, wrecz unikalne dla wielkonasiennych straczkowych, do ktorych zaliczajg
si¢ wszystkie (za wyjatkiem doswiadczen na galasach) badane tu gatunki. Klad ro-
$lin nasiennych jest niezwykle zroznicowany, typowa za$ dla roslin mnogos¢ reakceji
zwigzanych ze zwigzkami metabolizmu wtornego czyni te biochemiczng réznorod-
no$¢ wyjatkowa w poréwnaniu do innych grup organizmow.

Przeprowadzane przez wielu badaczy eksperymenty potwierdzaja obecnos¢
PA w mtodych tkankach o wysokiej aktywno$ci mitotycznej. Nie jest jasna rola jaka
PA moga pehi¢ w tych tkankach, prawdopodobnie rola ta zwigzana jest ze zdolno-
$cig PA do wigzania si¢ z DNA, gdzie moga petni¢ funkcj¢ komplementarng do bia-
ek histonowych.

Zastanawia brak akumulacji PA w warunkach dtugotrwatlej suszy glebowe;,
podczas gdy istnieje wiele publikacji naukowych opisujacych to zjawisko w krotkiej
skali czasowej. Rozwigzaniem tego dylematu moze by¢ przyjecie tezy, ze biolo-
giczna rola PA u organizmoéw zywych podlegata ewolucji w trakcie rozwoju zycia
na Ziemi. Analiza roli pelnionej przez PA w fizjologii roslin stragczkowych pozwala
na nakreslenie mozliwej ewolucji tych funkcji, gdzie pierwsza bytaby powszechna
w $wiecie zywym rola ochrony DNA przed uszkodzeniami. P6zniejsza, w rozumie-
niu ewolucyjnym bytaby funkcja wigzania wody w czasie stresu suszy, co jest ob-
serwowane u szeregu roslin. Znaczacym wyjatkiem sg rosliny straczkowe, gdzie za-
potrzebowanie na azot spowodowane jego akumulacjag w biatkach zapasowych
w trakcie dojrzewania nasion skutkuje brakiem takiej reakcji na stres suszy. U tych
ros§lin PA petnia role zwigzkéw zapasowych do szybkiego wykorzystania azotu.
Ostatnig mozliwa funkcja jest rola zwiazkow sygnatowych, gdyz kazdy zwiazek,
ktorego stezenie zmienia si¢ pod wptywem bodzcow zewngtrznych, moze pehnic role
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sygnalizatora wystapienia danego bodzca. Ten kierunek badan wymaga jednak od-
rebnych, szczegdtowych badan obejmujacych m.in. potencjalne receptory biatkowe
1 szczegoty wewnatrzkomorkowej transdukcji sygnatu.

Tak wigc, jesli chodzi o badania nad PA istnieje wiele obszarow badan, ktére
beda prowadzone w przysztosci. O ile bowiem wiele juz wiadomo, to o wiele wigcej
jeszcze faktow czeka na swoich odkrywcow.
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6. PODSUMOWANIE

W prezentowanej pracy przedstawiono i przedyskutowano obecno$¢ oraz po-
tencjalne funkcje pelnione przez poliaminy (PA) u roslin stragczkowych w trakcie
formowania i rozwoju organdw generatywnych, oraz w odrgbnym modelu badaw-
czym, jakim sg galasy. W $wietle prezentowanych wynikow gldwna hipoteza biolo-
gicznej roli PA w warunkach polowych, jest ich powigzanie z procesami rozwoju
i wzrostu w mtodych organach roslinnych. Rola ta polega na krotkotrwatym prze-
chowywaniu i dostarczaniu azotu do miejsc, gdzie jest on potrzebny np. w nasionach
w trakcie ich dojrzewania, o czym $wiadczy zmniejszajaca si¢ zawarto$¢ PA w trak-
cie tego procesu, a pochodzacy z PA azot deponowany jest w biatkach zapasowych.

Z uwagi na brak akumulacji PA u roslin poddanych dziataniu stresu suszy
glebowej teza, ze PA pelniag rolg systemowego osmoprotektanta nie jest bardzo
prawdopodobna. W $wietle wszystkich przedstawionych wynikéw trudno jest wigc
rozstrzygnaé, czy PA pelnig istotng role w procesach ochrony ro$lin stragczkowych
przed stresami $rodowiskowymi, zwlaszcza przed stresem suszy. Zdaniem autora
pracy ten aspekt biologicznej roli PA jest mniej istotny, przynajmniej u ro$lin stracz-
kowych, za$§ opisywane w literaturze zmiany w stezeniach PA w trakcie dziatania
stresu u tych roslin nie wynikaja z pelnionej przez nie roli ochronnej, tylko sg skut-
kiem wywotanych przez stres zmian w rownowadze zwigzkéw azotowych.

Jezeli chodzi o ocen¢ zastosowanych w pracy wspolczynnikow: AGI i sto-
sunku stezen putrescyny do sumy stezen spermidyny i sperminy, ten pierwszy, zo-
rientowany na oszacowanie sumarycznych wtasciwosci osmotycznych PA, analizo-
wany w potaczeniu z catkowitg zawartoscig PA, pozwala na badania procesow zwig-
zanych z akumulacjg azotu w PA. Natomiast stosunek st¢zen putrescyny do sumy
stezen spermidyny i sperminy, pokazuje interesujace zaleznosci zwigzane z fizjolo-
giczng dojrzatoscig badanej tkanki, gdyz jego warto$¢ jest najwyzsza u tkanek mto-
dych, intensywnie dzielacych si¢, zas w miar¢ dojrzewania tkanki warto$¢ ta spada.

Analiza roli petnionej przez PA w fizjologii roslin stragczkowych pozwala na
nakreslenie mozliwej ewolucji tych funkcji, poczawszy prawdopodobnie od ochrony
DNA przed uszkodzeniami, poprzez funkcje osmoprotekcyjne, nastepnie funkcje
magazynu azotu, na funkcjach sygnalizacyjnych skonczywszy. W roznych roslinach
funkcje te moga by¢ petnione rownoczesnie.
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8. STRESZCZENIE

Rola poliamin w procesach wzrostu i rozwoju wybranych gatunkéw
roslin

Poliaminy sg grupg alifatycznych zwiazkow zawierajacych co najmniej dwie
grupy aminowe. Wystepuja powszechnie w organizmach zywych, niekiedy osigga-
jac znaczace stezenia. Mimo, iz znane sg od wielu lat, pelnione przez nie fizjolo-
giczne funkcje, zwlaszcza u roélin, nie sg wyjasnione.

Praca koncentruje si¢ na badaniach udziatu poliamin w fizjologii ro$lin. Prze-
prowadzono szereg doswiadczen polowych analizujac zmiennos¢ zawartosci polia-
min w roznych organach roslinnych pod wptywem naturalnych stresow srodowisko-
wych. Wigkszo$¢ doswiadczen przeprowadzono na ro$linach stragczkowych: grochu
siewnym, tubinie biatym, tubinie z6ttym, tubinie waskolistnym i soi. Zamieszczono
takze niewielki rozdzial poswigcony badaniom poliamin w galasach dgbowych.

W pracy przedyskutowano hipotetyczng rol¢ poliamin jako fitohormonéw,
jako zwigzkow osmotycznie czynnych chronigcych przed nastgpstwami stresu su-
szy, oraz jako zrodto azotu dla potrzeb przemian biochemicznych. Otrzymane
wyniki czynig prawdopodobna t¢ ostatnig hipoteze.
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9. ABSTRACT

The role of polyamines in processes of growth and development
of selected plant species

Polyamines are a group of aliphatic compounds that contain at least two amine
groups. They are common in living organisms sometimes reaching significant levels
of concentration. Although they have been known for many years their physiological
functions, especially in plants, they have yet to be explained.

The work is focused on research on the role of polyamines in plant physiology.
A number of field experiments were conducted analyzing the variability of polyam-
ine content in various plant organs under natural environmental stress. Most of the
experiments were carried out on legumes: peas, white lupine, yellow lupine, narrow-
leaved lupine and soybean. A small chapter was also devoted to the study of poly-
amines in oak galls.

The paper discusses the hypothetical role of polyamines as phytohormones,
osmotically active compounds that protect against the effects of drought stress, and
as a source of nitrogen needed for biochemical changes. The results obtained make
this last hypothesis likely.



