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NCN WINNERS: BRASINOSTEROIDY
- HORMONY ROSLINNE XXI WIEKU

Mgr lwona Sadura, Inseyrue Fizjologii Rodlin im. Franciszka Gérskiego PAN

Brasinosteroidy, steroidowe hormony roslinne, okreslane s3 mianem
regulatoréow XXI wieku (Hayat i wsp. 2003), poniewaz wykazuja
wielokierunkowg aktywnosc fizjologiczna. Peinia regulacyjng funkcje we
wzroscie i rozwoju roslin, ale takze steruja wieloma procesami metabolicznymi
przystosowujacymi rosliny do coraz powszechniej wystepujacych stresow
sSrodowiskowych, takich jak niskie lub wysokie temperatury, promieniowanie
UV, deficyt wody w gilebie czy zasolenie podioza.

Hormony te zostaly wyizolowane po raz pierwszy w latach 70
XX w. z pytku rzepaku Bmussica napus. Zidentyfikowano wre-
dy pierwszy brasinasteroid zwany brasinolidem (Grove i wsp.
1979). Obecnie grupe r¢ stanowi 81 zwigzkéw (Liu i wsp.
2017) rdiniacych sig serukrury oraz zwigzana z nia akrywno-
$ciq fzjologiczny (Bajguz i Tretyn 2003). Brasinosteroidy obec-
ne s3 w komérkach wszystkich thanek rodlin wyzszych w ilo-
dciach rz¢du nano- i pikograméw na gram §wiekej masy.

W warunkach naturalnych na roliny
oddziabuje wide czynnikiw stresowych

z grupy abiotycznych (skrajne tempe-

ratury, niedobér lub nadmiar wody,

Wihasciwoéci blon moga réwniez zmienié si¢ poprzez whudo-
wanie do niej réinych komponentéw, na praykiad wkoferoli
lub steroli. Procesy metaboliczne w komérkach wynikaja z wie-
lokierunkowego dziatania hormondw, co jest réwnicz podsta-
w4 przystosowania organizméw do funkcjonowania w zmie-
niajacych si¢ warunkach érodowiskowych. U rodlin waznymi
pod tym wzgledem hormonami sy wladnie brasinosteroidy (ste-
roidowe hormony rodlinne), kiére wykazujy podobienstwo
strukruralne do hormondw steroido-
wych wystepujacych u zwierzyt (korty-
kosteroidéw, estrogendw, androgendw,
progesteronu) i owadéw (ekdystero-
idow). Wszystkie te zwiazki odgrywa-

zbyt stabe lub zbyt intensywne $wia- Hormony te zostaly ja podstawowa role w regulacji meta-
to) i bif)fyanych (patogeny, p;xsu.ty- wyizolowane po raz bolizmu wymienionych organizméw.
ty). Rodliny opracowaly wobec nich -

. : pierwszy w latach 70 XX w.

rhZne strategie Przystosowawcze za-
réwno ma poziomie calych organizmdw
(morfologiczne), jak i na poziomie ko-
mérkowym. W tym drugim przypadku
blona komérkowa, oddzielajaca wng-
trze komérki od érodowiska zewngtrznego, odgrywa waing ro-
lg. Podczas aklimagji rodlin np. do zmieniajacych si¢ warunkéw
temperaturowych (jak wystapienie chlodu) zachodzy zmiany
strukrury blony komérkowej zwiggane ze zmianami proporgji
budujacych ja nienasyconych kwaséw duszczowych, co powo-
duje zmiang jej plynnaodci iwkascwosdc fizykochemicanych.

z pytku rzepaku.

Pomimo, 2e juz w latach 70-tych ubie-
glego wicku stwierdzono, i2 egzogenne
podawanie tych firohormondw stymu-
luje wydhuzanie fodyg i podzialy ko-
mérkowe w rodlinach (Mitchell i wsp.
1970; Grove i wsp. 1979), zwiazki te uznano za nowy klase
hormondw rodlinnych dopiero w latach 90-rych XX wicku.
Obecnie wiadomo, 2e dziatanie brasinosteroidéw jest widokie-
runkowe takie jako regulatoréw koniecznych do prawidtowe-
go rozwoju rodin. Badania przeprowadzone na rodlinach wyi-
szych sugeruja, e brasinosteroidy reguluja proces kwitnienia



(Yang i wsp. 2011; Janeczko i wsp. 2015) oz rozwdj kewiandw
i owoodw(Castde i wsp. 2003; Symaons i wap. 2006; Chai i wsp.
2013 Castorina | Consonni 2020 Hu i wsp. 2020; Lin 2020).
Za srczepilnie interesujaca whiddiwodd brasinosteroidéw nale-
gy uznad ich adolnod do preeciwdziatinia negarywnym shour-
kom srresdow drodowiskowych u rodin (Castle i wsp. 2003;
Blrishma 2003 Bajguz i Hayar 2009 Vardhing | Anjum 2015;
Arvwear | wep. 2018; Ahammed i wap. 2020; Barowal § Arora
2020). W pracy preeglidowej mojego wapalanrorsrwa (Sadu-
ra i Janeczho 20018) preedyvskunowano szezegdbowo, na pod-
stawic dostgpnej lireranary, temar roli brasinosteroidiw w od-
powicdzi rodlin na sores remperarurow

Jakeo de blony komdrkowe radin sg jednym z pierwszvch de-
mentdw reagujacych na zmieniajacy sig emperamrg otocze-
nia, celem realizowanego przeze mnie projekin Preludium,
pr. Brasinosteroidy jako crynnild modyfikujyce dynami-
k¢ molekularng membran modelowych § membran zo-
lowanych 2 rodlin jeczmienia™ (nr projekon 2018/31/N/
NEO2430) jest poszerzenie wie-
dzy ma temar zmian whischwodci fizy-

kochemicenych bbon komdroaych

podezas aldimacii rodlin do niskiej ”
i wyzokiej remperanery oraz wphewu
brasinosreroiddw na e whasciwodci.
Celem projebon bydo ralde shadanie
wartodci brazinosteroiddw w blo-
mach chloroplastiw wyizolowanych

2 rodlin jecemienia.

takie jako

Obecnie wiadomo, ie
jest wielokierunkowe
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temperanery). Po oloresic werosm w 20°C § po aklimacji prae-
prowadeono izolacje chloroplasiiw 2 rodlin jeczmienia. Na-
srgpnie preeprowadzono analize zowarrodei brasinosteroiddw
w chloroplastach oraz shadano, jak zmieniajy sig whisciwodci
fraykochemicane bhon chloroplaswowych, a doldadnie ich dyma-
mika molekularna (stopied uporzdkowania, phmnodf) v mu-
ranta 3220DK, w pordwnaniu do odmiany Delisa.

Amaliza zawarredcl brasinosteroiddw w chloroplastach izo-
lowanych 2 nodlin jecemienia porwolits srwicsdzid wysgpo-
wanie w nich odmin brasinosterobddw, 1j. brasinolidu, lkasra-
sreronu, homokaststeronu, 24-epibrasinolidu oz readzie)
sporykanych 28-norkastasierony oraz dolicholide, homodo-
lichalidu i homodolichosteronu (Sadura i wsp. 2021). Ozna-
cza o, de w chloroplastach wyknao wicce] brasinosweroidiw
nidt w badaniach praeprowadzonych wezeinie] na lisciach jecz-
mienia (Sadura er al. 2019). Winika o jednak majprowdopo-
dobnicj 2 racji uiycia enacenic wighszej lodci mareriahu liscio-
wiego potrzehnego do urvskania chloroplasnéw w pordwnaniu
do ilodei thanbd wykorzystang do ana-
liz zawartodel brasinosteroidiw w li-
dciach Warto podkeedic, 2e akumu-
lacje brasinosteroidiw na poziomie
komdrkowym, fj. w chloroplastach,
grupa badaweza Instymum Fizjologii
Redilin PAN w Krakowie udowodnila
jako pierasza na dwiecie (Filek § wsp.
2019; Sadura i wsp. 2021).

koniecznvch do Co cielawe, mimo de e wezsnicjse

W badaniach wykorzystano odmia- ; ye 5 badania wybkazaty, @ murane 3220K
ng jeczmienia Delisa i jej muranta mm? rozwoju charabaeryrowal sig nidsey zawariodciy
322DK z zaburzeniami w szlabou bio- roslin. Badania bracinolidu i kastasteronu w ligciach
symrezy brasinostenoid i, shudoujyey- pﬂtpmdzm na w pordwnaniu do odmiany referencyj-
mi ich zmnisjszong zawancidyw po-  roflinach wyiszych ngj (fadura i wap. 2019), w badaniach
(Delv). Redlng pedane dooty,  SUBErujg, fe brasinosteroidy 1 Wone SRR
elisa). iny poddano dziala- r a s u j prawi ci nie sowicrdzono,
niu rédnych remperarr wocelu zha- '“"'"-!qm’ kwitnienia a mawarnodd kastasteronu u edmiany
dania, jak w rakich warunkach zmie- (Yang i wsp. 2011; Janeczko Drelisa i muranea byba na podoboym
niajy sig ich whabciwodd (. zawarodc § WSp. 2015) oraz rozwdj poziomie (Sadura i wsp. 2021). Moi-
brasinosteroiddw, sklad koarasdiw thige- kwiatéw i owocow ma zatern preypuszcead, de w chloropla-
crowych, whilchwodel fizykochemice- stach wystepufy niepozmane mechani-

ne membran). Rodiny po fazie wero-
s w 20°C podeidonoe na dwie gropy:
picrwszy poddano dziataniu obnifone emperamry 5°C preez
21 dni {aldimacja do chiodu), a ma dragy detatano podwy-
szom temperarur 2770 preee 7 dnd (aklimacja do wysoldej

zmy abumulacji brasinosteroidéw,
pozwalajace na urrrymanie ich nie-
thednego poziomu niczaleinic od poziomu egdlnego w tkance
i zaburzed biosyntezy. Dodatkowo, wystepowanie brasinostero-
iddiw w chlosoplastach w pewien sposib porwicsdza modliwod



KRD | 11

pelnienia praez te zwiazki funkdi fizjologicznych, takich jak np.
regulacia ranskeypeji genéw chloroplastowych, co sugerowaly
wezeiniejsze prace (Efimova i wsp. 2012).

Warto takze podkredlié, 2e podczas gdy w lidciach mutanta
522DK zaobserwowano wyraZnie wigksza zawartoéé homoka-
stasteronu (nawet ok. 7000 pg-g-14.m. po aklimacji w 5°C) niz
kasasteronu (ok. 500 pg-g-1£m. po aklimacji w 5°C) (Sadura
iwsp. 2019), w chloroplastach zaobserwowano odwrotna ten-
dencje, 1j. zawartodé kastasteronu znacznie wzrastata (ok. 5000
pgrg-1€m. po aklimacji w 5°C) i przewyiszata zawartodé ho-
mokastasteronu (ok. 1000 pg-g-14.m. po aklimagji w 5°C), rk
jak i pozostalych wykryrych brasinosteroiddw (Sadura | wsp.
2021). Moina zatem podejrzewad, 2e wigksza akumulacja ka-
stasteronu w chloroplastach jest bardziej pozydana | mode sig
wiazaé z funkcjy fizjologiczna, kidey ten brasinosteroid pelni
w rych organellach w czasie aklimacji w chiodzie, jednak jej
poznanie wymaga dalszych badad.

Poznanie zawartodcibrasinosteroidéww chloroplastach dalo
motliwoéézbadania, jak zmiany obserwowane w ich zawartodci
w chloroplastach odmiany Delisa i mutanta 522DK wplywaly
na dynamik¢ molekularna blon chloroplastowych rych rodlin.
Dla uzyskania pelnego obrazu serukuury blon, a co 2a tym idzie
wykluczenia innych czynnikéw mogacych wplywaé na ich plyn-
noéé, dodatkowo wykonano analize skfadu lipidowego oraz za-
wartodci chlorofili i karotenoidéw membran chloroplastowych.
Nie zaohserwowano jednak wyrainych réinic pomigdzy odmia-
n3 Delisa i jej murantem 522DK (Sadura i wsp. 2021).

Analize dynamiki molekularnej membran izolowanych
z chloroplastéw przeprowadzono z wykorzystaniem Elekrro-
nowego Rezonansu Paramagnetycznego (EPR). Jest to tech-
nika pomiarowa pozwalajaca badaé bezpoérednio uklady
{(w tym uklady biologiczne) zawierajace wolne rodniki. Wia-
$nie w rakich ukladach zachodzi zjawisko rezonansu para-
magnerycznego. W metodzie tej w blony komérkowe whu-
dowywane sa tzw. znaczniki spinowe, znane tez jako sondy
spinowe, bedace czasteczkami posiadajycymi rwale centra
paramagneryczne, najczgsciej w poseaci ugrupowar nirrok-
sylowych. Zaleinie od tego, w ktbrym miejscu (np. przy
kebrym atomie wegla) znaczaik posiada centrum parama-
netyczne, po jego whudowaniu w blong komdrkowy moi-
liwe jest wnioskowanie o jej dynamice molekularnej na da-

nej glebokodci.

Przeprowadzajac analizy wplywu brasinosteroidéw na dyna-
mike molekularna membran (Sadura i wsp. 2021), weryfiko-
wano hipotezg, e brasinosteroidy oddziatujy 2 membranami
i je stabilizuja. Do badast wybrano whadciwy obickr (murant
z deficytem brasinosteroidéw oraz jego odmiang referencyj-
na), jednak — jak si¢ okazalo— w odrdznieniu od rego, co
zaobserwowano w lifciach, catkowira zawarrodé brasinoste-
roidéww izolowanych chloroplastach odmiany Delisa i jej
mutanta wystgpowala na pordwnywalnym poziomie zwhasz-
cza w temperaturze 5°C i 27°C. Naley to uznad za przyczy-
ng¢ stosunkowo nieduzych réinic (dotyczacych gléwnie ro-
ilin poddanych aklimacji w 5°C) w dynamice molekularnej
membran chloroplastéw pomigdzy Delisy i 522DK.



W ramach projekmu zaplanowano mkie wykonanie badan
2 wykorzystaniem blon modelowych urworzonych z lecytyny
jaja kurzego, w kére whudowane zostana brasinosteroidy, gj.
brasinolid i jego prekursor — kastasteron. Badania te pozwoly
dodatkowo sprawdzié, czy i w jaki sposéb brasinosteroidy od-
dziafuja na dynamike molekularny membran, gdy? na obec-
nym etapie nie moina tego jednoznacznie stwierdzic.

Zagadnienie oddzialywania brasinosteroidéw na dynamikg
molekularny membran bedzie wymagato dalszych poglebio-
nych badas, prawdopodobnie takie z ufyciem membran mo-
delowych o skladzie bardziej zblizonym do naruralnych mem-
bran obecnych w komédrkach rodlinnych.

Na podstawie dotychczas przeprowadzonych badas z wykoezy-
staniem rodlin jeczmienia z zaburzeniami w biosyntezie/percep-
¢ji brasinosteroiddw moima stwierdzid, Ze 2wiazki te s3 wainy-
mi orami metabolizmu o szerokim spekirum dziatania
u rego garunku. Brasinosteroidy nalezy zakwalifikowaé jako
regulatory istorne z punkru widzenia kszratrowania wlerancji
na stres temperaturowy i warte dalszych poglebionych badan
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