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Streszczenie

Réznorodne czynniki srodowiskowe ksztattuja zycie w ekosystemach. Wptywaja one
na modyfikacje procesOw morfologicznych i fizjologicznych w organizmach ro$linnych.
Wiekszos¢ substancji pochodzenia endogennego oraz egzogennego, np. fitohormony, bierze
udzial w regulacji tych proceséw. Brassinosteroidy (BR) stanowia szeroko rozpowszechniong
grupe steroidowych hormonéw roslinnych, wykazujacych wysoka aktywnos$¢ biologiczng
w bardzo niskich stezeniach. Liczne badania dowodza, iz 24-epibrassinolid (EBL) jest jednym
z najbardziej aktywnych BR. EBL znaczaco stymuluje wzrost 1 zwigksza zawartos¢
podstawowych metabolitow u glonéw oraz roslin wyzszych. Ponadto, chroni rosliny przed
niekorzystnymi warunkami §rodowiska, np. poprzez zwigkszenie aktywnos$ci antyoksydantow
enzymatycznych podczas stresu oksydacyjnego, a takze znaczaco ogranicza akumulacje
metali cigzkich przez rosliny. Z roku na rok wzrasta problem zanieczyszczenia ekosystemow
wodnych toksycznymi metalami cigzkimi, w tym olowiem, bedacymi skutkiem
m.in. przemystowej dziatalnosci cztowieka. Oldw przyczynia si¢ gldwnie do ograniczenia
wzrostu, spadku zawarto$ci barwnikow fotosyntetycznych, weglowodandéw, bialek
czy wystgpienia stresu oksydacyjnego w organizmach roslinnych (Rozdzial I). Podwyzszona
zawarto$¢ jonoéw metali w srodowisku wodnym negatywnie wptywa na wszystkie organizmy,
najbardziej narazone s3 glony, ktore sa gldwnymi producentami ekosysteméw wodnych oraz
znajduja si¢ u podstawy tancucha pokarmowego.

W zwiazku z powyzszym podjetam badania majace na celu ustali¢ egzogenny wplyw
EBL na jednokomoérkowa zielenice Acutodesmus obliqguus (Turpin) Hegewald & Hanagata
2000 (szczep SAG 276-6), poddang dzialaniu jonéw olowiu. Glownym celem mojej pracy
doktorskiej bylo sprawdzenie czy egzogennie stosowany fitohormon ograniczy toksyczny
wplyw otowiu na zielenice w trakcie 7-dniowej hodowli. W ramach postawionego problemu
badawczego stwierdzitam wptyw EBL na wzrost A. obliquus (wyrazony liczbg komorek) oraz
zawarto$¢: barwnikow fotosyntetycznych (chlorofili, karotenow i ksantofili), biatek, cukrow,
nadtlenku wodoru (H,O;), nieenzymatycznych antyoksydantow oraz aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych (tj. katalazy, CAT,; peroksydazy askorbinianowej, APX; dysmutazy
ponadtlenkowej, SOD), a takze na proces peroksydacji lipidow (wyrazony poziomem
dialdehydu malonowego, MDA). Ustalilam st¢zenie EBL dziatajace optymalnie na wzrost
1 rozw0j zielenicy traktowanej olowiem oraz wykazatam rol¢ EBL na odpowiedZ roslin

na stres wywolany obecnoscia olowiu poprzez zbadanie aktywnosci enzymow



antyoksydacyjnych (CAT, APX, SOD, reduktazy glutationowej, GR) oraz
nieenzymatycznych antyoksydantow (askorbinianu i glutationu, GSH). Okre$litam rol¢ EBL
w mechanizmie detoksykacyjnym zielenicy A. obliquus narazonej na dziatanie olowiu
poprzez jego wplyw na biosynteze fitochelatyn, aktywnos$¢ syntazy fitochelatynowe;j
czy redukcje zawartosci metalu w komorkach glonu. Ponadto, zbadalam w jaki sposob otow,
EBL oraz ich mieszanina moze wplywaé¢ na poziom endogennych fitohormonéw: auksyn,
BR, cytokinin, kwasu abscysynowego (ABA) oraz kwasu giberelinowego (GAj)
w A. obliquus.

Najistotniejszym etapem badan bylo ustalenie optymalnego stezenia EBL, ktore
w najwigkszym stopniu stymulowalo wzrost zielenicy. W tym celu zbadatam wplyw
EBL w zakresie stezen 0,0001-10 uM na liczbe komorek, wybrane parametry biochemiczne
podczas 7-dniowej hodowli. Otrzymane wyniki wykazaly, ze wraz ze wzrostem st¢zenia
fitohormonu wzrastal jego stymulujacy wplyw na badane parametry. EBL wykazywat
najwigkszg aktywno$¢ w stezenu 1 pM w pigtym dniu hodowli, co przejawiato
si¢ najwickszym wzrostem liczby komorek A. obliquus, zawartoscig barwnikéw
fotosyntetycznych (chlorofili, karotenow 1 ksantofili), biatek oraz cukrow. Ponadto,
EBL ograniczat powstawanie H,O, oraz MDA, bedacego produktem peroksydacji lipidow.
Otrzymane wyniki, dostarczyly réwniez informacji na temat aktywnego uczestnictwa
fitohormonu w aktywacji systemu antyoksydacyjnego, bowiem po zastosowaniu 1 uM EBL
zaobserwowatam znaczacy wzrost aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych (SOD, CAT,
APX) oraz zwigkszenie zawartosci askorbinianu (Rozdzial IT).

Zastosowanie 0,01 uM 1 500 uM Pb pozwolito stwierdzi¢ toksyczne oddziatywanie
na zielenice, a takze wywolanie stresu oksydacyjnego manifestujacego si¢ zwigkszeniem
poziomu H,0,. Endogenny EBL (w stezeniu 1 uM) skutecznie ograniczyt skutki toksycznego
dzialania otowiu, tzn. znaczaco stymulowat wzrost glonu, co przejawialo si¢ zwigkszeniem
liczby komoérek oraz badanych metabolitow (bialek, monosacharydéow, chlorofili,
karotenoidow). Jednoczesne zastosowanie EBL oraz olowiu spowodowato zwigkszenie
aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych (APX, CAT, SOD, GR) oraz wzrost zawartosci
askorbinianu 1 GSH. Ponadto, EBL znaczaco zwigkszat aktywno$¢ syntazy fitochelatynowe;,
co skutkowato wzrostem produkcji fitochelatyn. W efekcie nastapil spadek zawarto$ci
endogennego otowiu w komorkach glonu, a takze obnizenie poziomu H,O, oraz spowolnienie
procesu peroksydacji lipidow, co mialo wptywa¢ na detoksykacje toksycznego otowiu

w komorkach zielenicy (Rozdzial III).



Przeprowadzone badania wykazaty obecno$¢ ABA, GAj, auksyn (kwas indolilo-3-
octowy, TAA; kwas fenylooctowy, PAA), BR (brassinolidu, BL; EBL; 28-homobrassinolidu,
HBL; kastasteronu, CS; 24-epikastasteronu, ECS; tyfasterolu, TY; katasteronu, CT;
6-deoksotyfasterolu, dTY) oraz roéznych form cytokinin (formy wolnych zasad,
w polaczeniach z ryboza, N-glikozydowych, O-glikozydowych) w zielenicy A. obliquus.
Wsrod 30 zidentyfikowanych fitohormondéw pod wzgledem zawarto$ci dominowaty auksyny
(19,71-25,93 pmol/g $.m.), nastepnie cytokininy (0,12-7,96 pmol/g $.m.), ABA (5,00 pmol/g
s.m.), BR (0,09-3,25 pmol/g $.m.) oraz GAj3 (1,76 pmol/g §.m.). EBL efektywnie oddziatywat
na syntez¢ fitohormonéw, za wyjatkiem ABA, ktorego zawartos¢ zmalala. Dzialanie jonow
otowiu spowodowalo zmniejszenie zawartosci BR, GA3, auksyn oraz wolnych form cytokinin
1 ich rybozydowych koniugatow przy jednoczesnym wzro$cie poziomu ABA oraz
N-glikozydowych, O-glikozydowych cytokinin. Zastosowanie mieszaniny EBL 1 jonow
olowiu spowodowalo wzrost zawartosci BR, GAs, auksyn i cytokinin w komorkach glonu
(Rozdzial 1V).

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzitam, iz EBL jest
zaangazowany w proces detoksykacji jondw ofowiu (Ryc. 1). Uwazam, ze uzyskane wyniki
badan przyczynig si¢ do lepszego zrozumienia roli BR w biochemicznej adaptacji roslin

do warunkow stresowych.
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Ryc. 1. Wplyw 24-epibrassinolidu (EBL) i/lub olowiu (Pb) na kultury glonu Acutodesmus obliquus.
Objasnienia skrotow: APX — peroksydaza askorbinianowa, ABA — kwas abscysynowy, CAT — katalaza,

GA; — kwas giberelinowy, GR — reduktaza glutationowa, GSH — glutation, H,O, — nadtlenek wodoru,
MDA - dialdehyd malonowy, PCS — syntaza fitochelatynowa, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa,

—> dziatanie stymulujace, —> dziatanie hamujace.



Abstract

Various environmental factors influence life in ecosystems. They modify the
morphology and physiology of plant organisms. Most endogenous and exogenous substances,
including phytohormones, are involved in the regulation of these processes. Brassinosteroids
(BRs) are a widely distributed group of steroidal phytohormones exhibiting high biological
activity at very low concentrations. Numerous studies have demonstrated that
24-epibrassinolide (EBL) is one of the most active BR. EBL significantly stimulates growth
and increases the levels of basic metabolites in algae and vascular plants. In addition,
it protects plants against negative environmental conditions, e.g., by stimulating the activity
of enzymatic antioxidants during oxidative stress and significantly reducing the accumulation
of heavy metals in plants. The pollution of aquatic ecosystems with toxic heavy metals,
including lead (Pb), caused by industry is increasing every year. The main effects
of Pb include growth restriction, a decrease in the level of photosynthetic pigments,
carbohydrates, and proteins, and an increase in the level of malondialdehyde or the induction
of oxidative stress in plant organisms (Chapter I). The increased content of toxic metals
in the aquatic environment has a negative effect on all organisms, but the most vulnerable are
algae, which are the key producers in aquatic ecosystems and are at the food chain base.

For these reasons, I conducted a study to determine the role of EBL in the culture
of unicellular green algae Acutodesmus obliquus (Turpin) Hegewald & Hanagata 2000 (strain
SAG 276-6), exposed to Pb. The main objective of my research for my PhD dissertation was
to investigate the role of EBL in inhibiting the toxic effects of Pb during a seven-day culture
of this green algae. Under the research project I stated the influence of EBL on the growth and
development of A4. obliquus by measuring the number of cells and the concentrations
of photosynthetic pigments (chlorophylls, carotenes, xanthophylls), the concentration
of proteins, sugars, and hydrogen peroxide (H,O,), non-enzymatic antioxidants, and the
activity of enzymatic antioxidants (catalase, CAT; ascorbate peroxidase, APX; superoxide
dismutase, SOD), as well as on the lipid peroxidation process (express by the level
of malondialdehyde, MDA). I determined the concentration of EBL that works optimally
on the growth and development of Pb-treated green algae. I demonstrated the role of EBL
in the response of plants to Pb-induced stress by examining the activity of antioxidant
enzymes (CAT, APX, SOD, glutathione reductase, GR) and non-enzymatic antioxidants
(ascorbate and glutathione, GSH). I identified the role of EBL in the detoxification



mechanism in 4. obliqguus green algae exposed to Pb through the involvement of EBL in the
biosynthesis of phytochelatins, its effect on the activity of phytochelatin synthase, and the
reduction of metal concentration in algal cells. In addition, I examined the effect of Pb and
EBL alone, as well as the combination of Pb and phytohormone on the endogenous levels
of BRs, auxins, cytokinins, abscisic acid (ABA), and gibberellic acid (GA3) in 4. obliquus.

The most important stage of the research was to determine the optimal concentration
of EBL, which stimulated the growth of green algae to the greatest extent. For this purpose,
I tested the effects of EBL in a range of concentrations, from 0.0001 to 10 pM, on the number
of cells, selected basic biochemical parameters during the seven-day culture. The results
of this study confirmed a positive correlation between the concentrations of EBL and the
stimulating effect on the analyzed parameters. The highest activity of EBL was found
at a concentration of 1 uM on the fifth day of culture, which was manifested by a significant
increase in the number of 4. obliquus cells, concentrations of photosynthetic pigments
(chlorophylls, carotenes, xanthophylls), proteins, and sugars. EBL also restricted the
formation of H,O, and MDA, which is a product of lipid peroxidation. The obtained results
also provided information on the involvement of EBL in the activation of the antioxidant
system, because after using 1 uM EBL, a significant increase in the activity of antioxidant
enzymes (SOD, CAT, APX) and an increase in ascorbate concentration were observed
(Chapter II).

The application of 0.01 uM and 500 uM Pb allowed determining the toxic effect
on green algae, as well as the induction of oxidative stress manifested by an increase in the
level of H,O,. Endogenous EBL (at a concentration of 1 uM) effectively limited the effects
of Pb toxicity, i.e., it significantly stimulated algae growth, which was displayed
by an increase in the number of cells and the levels of analyzed metabolites (proteins,
monosaccharides, chlorophylls, carotenes, and xanthophylls). The combined treatment
of algal culture with EBL and Pb increased the activity of antioxidant enzymes (APX, CAT,
SOD, GR) and increased the concentrations of ascorbate and GSH. Moreover,
EBL significantly increased the activity of phytochelatin synthase, which resulted in the
increased production of phytochelatins. As a result, there was a decrease in the level
of endogenous Pb in algal cells and reduced the level of H,O, and slowed down the lipid
peroxidation process, which was to affect the detoxification of toxic Pb in green algae cells
(Chapter III).

The study confirmed the presence of ABA, GAj;, auxins (indole-3-acetic acid, [AA;
phenylacetic acid, PAA), BRs (brassinolide, BL; EBL; 28-homobrassinolide, HBL;



castasterone, CS; 24-epicastasterone, ECS; typhasterol, TY; cathasterone, CT;
6-deoxotyphasterol, dTY), and different types of cytokinins (free bases, ribosides, and N- and
O-glucosides) in the green algae 4. obliguus. Among 30 phytohormones identified in algal
cells, the highest levels were found for auxins (19.71-25.93 pmol/g FW), and lower levels for
cytokinins (0.12-7.96 pmol/g FW), ABA (5.00 pmol/g FW), BRs (0.09-3.25 pmol/g FW) and
GAs; (1.76 pmol/g FW). EBL effectively stimulated the synthesis of endogenous
phytohormones, except for ABA, which the content decreased. The action of Pb ions reduced
the content of BRs, GAj3, auxins, and some cytokinins (free bases and riboside conjugates),
while increasing the levels of ABA, N-glycoside, and O-glycoside cytokinins. An increase
in the concentration of BRs, GAj, auxins, and cytokinins in algal cells exposed to the
combined treatment with EBL and Pb was observed. (Chapter IV).

The presented experimental studies revealed the involvement of EBL in the protection
of A. obliquus against the toxic effects of Pb (Fig. 1). The findings from these studies
contribute to a better understanding of the role of phytohormones in the biochemical

adaptation of plants to stressful conditions.
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Fig. 1. Effect of 24-epibrassinolide (EBL) and/or lead (Pb) on the culture of algae Acutodesmus obliquus.
Abbreviations: APX — ascorbate peroxidase, ABA — abscisic acid, CAT — catalase, GA; - gibberellic
acid, GR - glutathione reductase, GSH - glutathione, H,O, — hydrogen peroxide,
MDA — malondialdehyde, PCS — phytochelatin synthase, SOD — superoxide dismutase, — stimulatory
effect, — inhibitory effect.



