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Bacillus —
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STRESZCZENIE

Obnizone plonowanie tubinu zottego (Lupinus luteus L.) wynika z jego wysokiej
wrazliwo$ci na stres suszy, ktory zaburza funkcjonowanie systemu korzeniowego
1 aktywno$¢ brodawek, redukujac ilos¢ wigzanego azotu atmosferycznego. Jednym
z ekologicznych rozwigzan ograniczajacych negatywne skutki deficytu wody u roslin sg
biostymulatory. Celem pracy byta ocena potencjatu jednego z nich, biodegradowalnego
polimeru, kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) w tagodzeniu skutkéw suszy
w korzeniach L. luteus. Wykazano, ze zwiazek ten wywotuje efekty zalezne od dawki,
terminu aplikacji oraz dlugosci trwania stresu. Rosliny poddane dzialaniu y-PGA w
poczatkowej fazie deficytu wody koncentrujag zasoby na ochronie metabolizmu
podstawowego, odkladajac w czasie energochlonng symbioze. We wczesnym stadium
suszy polimer stabilizuje aparat fotosyntetyczny, poprawia turgor tkanek i stymuluje
wzrost roslin. Utrzymanie interakcji symbiotycznych wymaga jednak jego aplikacji
w pozniejszej fazie stresu. Niezaleznie od dlugosci ekspozycji roslin na suszg, y-PGA
normalizuje homeostaz¢ osmotyczng, ograniczajac konieczno$¢ akumulacji proliny.
Ponadto selektywnie aktywuje mechanizmy obrony antyoksydacyjnej, unikajac
kosztownej 1 niekontrolowanej indukcji calego systemu. Polimer znosi indukowany przez
susze wzrost aktywnosci peroksydazy gwajakolowej, a jednocze$nie umozliwia
detoksykacj¢ nadtlenku wodoru glownie przez peroksydaze askorbinianowa, wskutek
czego tagodzi stres oksydacyjny, redukujac peroksydacje lipidow. Zwigzek ten indukuje
rowniez remodelowanie metabolizmu $ciany komdrkowej zwigzane z obecnoscia nisko-
1 wysokometylowanych pektyn, arabinanow 1 galaktanow, ksyloglukanow
1 ksylogalakturonanéw, odwracajagc zmiany wywotane susza. Minimalizuje to
uszkodzenia i umozliwia zachowanie integralno$ci strukturalnej komorek brodawek,
szczegblnie w strefie wigzania azotu, co sprzyja utrzymaniu symbiozy w warunkach
odwodnienia. Obserwacje te znajduja potwierdzenie w analizach mikroskopowych
struktury tkankowej i komodrkowej brodawek, w ktorych po aplikacji y-PGA nie
stwierdzono degradacyjnych zmian indukowanych susza. Polimer podtrzymuje
fizjologiczng funkcjonalnos¢ tych struktur, co przejawia si¢ odwroceniem negatywnego
wpltywu stresu na ekspresje genow istotnych dla funkcjonowania brodawek (L/BOP
1 LILbL). Aplikacja y-PGA w warunkach suszy hamuje nadmierng aktywacj¢ szlakow
biosyntezy fitohormonoéw stresowych poprzez modulowanie ekspresji gendéw ich
biosyntezy: LIACS, LIACO, LIZEP, LILOX, czego konsekwencja jest zmiana tkankowej

dystrybucji prekursora etylenu, kwasu abscysynowego 1 kwasu jasmonowego.
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Modyfikacja rozmieszczenia amidowej hydrolazy kwasow tluszczowych, zwigzanej
z katabolizmem lipidowych mediatoréw sygnalowych, w odpowiedzi na y-PGA wskazuje
na aktywacj¢ adaptacyjnych mechanizméw homeostazy lipidowej. Na poziomie
proteomicznym y-PGA wzmacnia systemy antyoksydacyjne, modyfikuje gospodarke
aminokwasowa oraz zwigksza synteze zwigzkow ochronnych, przy jednoczesnym
zachowaniu symbiozy i1 podstawowych procesow metabolicznych.

Reasumujac, y-PGA, dziatajac wielopoziomowo poprzez regulacje homeostazy
redoks, fitohormonalnej oraz lipidowej, a takze przebudowe S$ciany komodrkowe;,

stabilizuje metabolizm komorek korzeni i podnosi odpornos¢ L. luteus na deficyt wody.
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ABSTRACT

The reduced yield of yellow lupine (Lupinus luteus L.) results from its high
sensitivity to drought stress, which disrupts root system functioning and nodule activity,
thereby decreasing atmospheric nitrogen fixation. One environmentally friendly approach
to limiting the negative effects of water deficit in plants is the use of biostimulants. This
study aimed to evaluate the potential of one such stimulant, the biodegradable polymer
poly-y-glutamic acid (y-PGA), to alleviate drought effects in the roots of L. luteus. It was
demonstrated that this compound exerts effects that depend on dose, time of application,
and stress duration. Plants treated with y-PGA at the onset of water deficit concentrate
their resources on protecting basic metabolism, postponing the energy-demanding
symbiosis. At the early stage of drought, the polymer stabilizes the photosynthetic
apparatus, improves tissue turgor, and stimulates plant growth, whereas maintaining
symbiotic interactions requires its application at a later stress phase. Irrespective of the
duration of plant exposure to drought, y-PGA normalizes osmotic homeostasis, reducing
the need for proline accumulation. In addition, it selectively activates antioxidant defense
mechanisms, avoiding costly and uncontrolled induction of the entire system. The
polymer counteracts the drought-induced increase in guaiacol peroxidase activity while
enabling hydrogen peroxide detoxification mainly via ascorbate peroxidase, thereby
alleviating oxidative stress and reducing lipid peroxidation. The polymer also induces
remodeling of cell wall metabolism associated with the presence of low- and high-
methylesterified pectins, arabinans and galactans, xyloglucans and xylogalacturonans,
reversing drought-induced changes. This minimizes damage and preserves the structural
integrity of nodule cells, particularly in the nitrogen fixation zone, which promotes the
maintenance of symbiosis under dehydration. These observations are supported by
microscopic analyses of nodule tissue and cellular structure, in which no drought-induced
degenerative changes were detected after y-PGA treatment. The polymer sustains the
physiological functionality of these structures, as evidenced by the reversal of the
negative impact of stress on the expression of genes crucial for nodule functioning
(LIBOP and LILbL). Application of y-PGA under drought conditions suppresses
excessive activation of stress phytohormone biosynthetic pathways by modulating the
expression of their biosynthesis genes (LIACS, LIACO, LIZEP, LILOX), which results in
altered tissue distribution of the ethylene precursor, abscisic acid, and jasmonic acid.
Modification of the distribution of fatty acid amide hydrolase, involved in the catabolism
of lipid signaling mediators, in response to y-PGA indicates the activation of adaptive
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mechanisms of lipid homeostasis. At the proteomic level, y-PGA enhances antioxidant
systems, modulates amino acid metabolism, and increases the synthesis of protective
compounds, while simultaneously preserving symbiosis and basic metabolic processes.
In summary, by acting at multiple levels through the regulation of redox,
phytohormonal, and lipid homeostasis, as well as cell wall remodeling, y-PGA stabilizes

root cell metabolism and enhances the drought tolerance of L. luteus.
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1. WSTEP

1.1. Susza w warunkach zmian klimatycznych

1.1.1. Typy, przyczyny oraz trendy wystepowania suszy w ujeciu
globalnym i w Polsce

Najpowszechniejsza klasyfikacja suszy opiera si¢ na naturze czynnikow ja
wywotujacych, co pozwala wyrdzni¢ suszg¢ glebowa, atmosferyczng oraz hydrologiczng
(Farooq i wsp. 2009). Susza glebowa przejawia si¢ deficytem wody w podiozu; susza
atmosferyczna wynika z ujemnego bilansu wodnego spowodowanego brakiem opadow,
wysokimi temperaturami i niska wilgotno$cig powietrza. Z kolei susza hydrologiczna
stanowi efekt dlugotrwatego obnizenia stanu wod powierzchniowych, co prowadzi do
redukcji poziomu wod gruntowych (Farooq 1 wsp. 2009; Kus 2016).

Deficyt wody w glebie, ograniczajac dostepnos¢ wody w ryzosferze, a co za tym
idzie, skladnikow pokarmowych, hamuje wzrost, rozw6j 1 produktywnos$¢ roslin
uprawnych na catym $wiecie (Chaves 1 wsp. 2011). Zjawisko to wystepuje, gdy
wilgotnos¢ gleby spada do poziomu uniemozliwiajacego prawidtowe funkcjonowanie
systemu korzeniowego i utrzymanie bilansu wodnego rosliny. Jest to proces ztozony,
wynikajacy z interakcji roznych czynnikow klimatycznych, hydrologicznych, glebowych
oraz antropogenicznych, przy czym pierwotng przyczyna pozostaje dtugotrwaty brak
opadow wzgledem ewaporacji 1 transpiracji, co dodatkowo nasilajg zmiany klimatyczne
(Schmidhuber 1 Tubiello 2007; Wheeler 1 Von Braun 2013; Lesk wsp. 2016). Szczegolnie
istotne w tym konteks$cie sg wydtuzajace sie okresy bezopadowe oraz fale upatow, ktore
zwigkszaja ewapotranspiracj¢ 1 przyspieszaja przesuszanie gleby. Zgodnie z raportem
Miedzyrzadowego Zespotu ds. Zmian Klimatu (IPCC, ang. Intergovernmental Panel on
Climate Change, 2023) srednia temperatura powierzchni Ziemi wzrosta o okoto 1,1°C w
porownaniu z epoka przedindustrialng, a dalsze ocieplenie zwigksza
prawdopodobiefnstwo wystapienia suszy. Zmiany te oddziatuja nie tylko na bilans wodny
gleby, ale modyfikujg rowniez fizjologi¢ roslin, skracajac okres wegetacyjny oraz
redukujac plony (Ainsworth 1 Ort 2010; Asseng 1 wsp. 2015; Liu 1 wsp. 2016).

Do czynnikéw antropogenicznych zwiekszajacych ryzyko wystepowania suszy
glebowej zalicza si¢ m.in. emisj¢ gazoOw cieplarnianych, niewtasciwe praktyki rolnicze
oraz zanieczyszczenia przemystowe (Laishram 1 wsp. 2012; Dai 2013; Trenberth 2014;
Lal 2015; Chataut 1 wsp. 2023). Emisja dwutlenku wegla, metanu i1 podtlenku azotu
intensyfikuje efekt cieplarniany, prowadzac do wzrostu temperatury i destabilizacji

obiegu wody w przyrodzie. Prognozy klimatyczne wskazuja, ze bez ograniczenia emisji
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gazow cieplarnianych oraz wdrozenia dziatan adaptacyjnych, takich jak poprawa retencji
gleb, rozw¢j odmian ro$lin tolerancyjnych czy zmiana praktyk agrotechnicznych,
problem suszy glebowej bedzie narastat w kolejnych dekadach (IPCC 2023). Degradacja
struktury gleby, spowodowana nadmierng mechanizacja rolnictwa, monokulturami,
erozjg czy zanieczyszczeniami chemicznymi, ogranicza jej zdolno$¢ do magazynowania
wody, co zwigksza podatnos$¢ roslin na deficyt wilgoci (Lal 2015). Czynniki te moga
rowniez modyfikowa¢ wlasciwosci fizykochemiczne gleby, prowadzac do jej
zakwaszenia lub zasolenia (Blake i Goulding 2002; Menz i Seip 2004). Akumulacja
jondw obniza potencjat osmotyczny roztworu glebowego, wywotujac stres, co utrudnia
absorpcje wody przez system korzeniowy, a zjawisko to okresla si¢ mianem suszy
fizjologicznej (Munns i Tester 2008). Dodatkowo zakwaszenie gleby hamuje rozwoj
systemu korzeniowego, co nasila negatywne skutki deficytu wody (Lal 2015).

Na przestrzeni ostatnich dziesiecioleci w wielu regionach §wiata, szczegdlnie w
strefach umiarkowanych 1 subtropikalnych, obserwuje si¢ wzrost czgstosci oraz
intensywnos$ci epizodow suszy, a modele klimatyczne prognozuja, ze wraz z dalszym
wzrostem temperatury globalnej beda one jeszcze bardziej ekstremalne (Dai 2013; Cook
1 wsp. 2018). Jednoczesnie w rozktadzie opadow obserwuje si¢ wigksza nieregularnosé
zwigzang z wydtuzaniem okresow bezopadowych oraz intensywnymi, krotkotrwatymi
opadami, ktore nie mogg efektywnie uzupehic deficytow wody w glebie (IPCC 2023).

W skali globalnej susza dotyka niemal wszystkich kontynentow, jednak jej skutki
sg szczegOlnie dotkliwe w Afryce Subsaharyjskiej, potudniowej Europie, Australii oraz
zachodnich regionach Ameryki Potnocnej. Zgodnie z raportami Organizacji Narodow
Zjednoczonych (ONZ) i IPCC, populacja narazona na susz¢ systematycznie ro$nie, a
straty w produkcji rolniczej spowodowane ekstremalnymi zjawiskami pogodowymi
nieustannie si¢ zwickszaja (Lesk 1 wsp. 2016; IPCC 2023). Rokowania klimatyczne dla
Europy Srodkowej przewiduja dalszy wzrost temperatury powietrza, skrocenie okresu
zalegania pokrywy $nieznej oraz zmniejszenie retencji wody w glebie w okresie letnim,
co moze nasili¢ wystegpowanie suszy glebowej takze na terenie naszego kraju (IPCC
2023). Z danych Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej — Panstwowego Instytutu
Badawczego (IMGW-PIB, 2020) wynika, Zze od poczatku XXI wieku wzrasta
czestotliwos$¢ wystepowania suszy glebowej, szczegdlnie w centralnej 1 zachodniej czesci
Polski. W poréwnaniu z regionami potudniowej Europy skala zjawiska w naszym kraju
pozostaje umiarkowana, jednak specyfika warunkéw glebowych, a wigc dominacja gleb

lekkich o niskiej pojemnosci wodnej, zwicksza podatnos¢ upraw na niedobory opadow
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(Krasowicz 1 wsp. 2011; Zaliwski i wsp. 2012). W latach 2015, 2018 i 2019, podczas
letnich epizodéw suszy w Polsce, odnotowano jedne z najbardziej dotkliwych strat w
historii polskiego rolnictwa, zwlaszcza w produkcji zbdz, kukurydzy oraz roslin
okopowych (Kundzewicz 1 wsp. 2017). Analizy dotyczace wplywu suszy na produkcje
Triticum aestivum w latach 1961-2019 ujawnity spadki plonéw odmian jarych do 19,3%
oraz ozimych 0 6,3% (Oleksiak i wsp. 2022). Susza glebowa w centralnej Polsce w latach
2005-2016 powodowata drastyczne obnizenie plonow Zea mays — $rednia produkcja
wynosita ok. 9,1 t ha™!, natomiast w okresach krytycznych spadata do 3,9 t ha™', co
oznaczalo redukcje 0 ~57% wzgledem $redniej (Kusmierek-Tomaszewska i Zarski 2021).
Z kolei podczas silnych epizodow suszy meteorologicznej w regionach centralnej Polski
zanotowano spadek plondéw Solanum tuberosum nawet o ponad 50% (Labedzkiego i Baka

2017).

1.2. Mechanizmy adaptacyjne roslin do stresu suszy

1.2.1. Odpowiedzi fizjologiczne i biochemiczne

Niedobor wody w glebie obniza potencjat wody w tkankach, inicjujac
niekorzystne zmiany fizjologiczne, metaboliczne i molekularne. Jednak reakcje rosliny
na stres suszy zaleza od genotypu, etapu ontogenezy oraz czasu trwania niekorzystnych
warunkow. Reakcje te obejmuja zmiany na poziomie komérkowym, tkankowym oraz
systemicznym 1 prowadzg do zakldcenia cyklu zyciowego rosliny od hamowania wzrostu
wegetatywnego po zaburzenia reprodukcji (Chaves 1 wsp. 2003; Ainsworth i Ort 2010;
Gupta i wsp. 2020).

Susza wywotuje w ro$linie wyrazne zmiany morfologiczne, hamuje wzrost
pedow, skraca migdzywezla, przyspiesza starzenie organow oraz redukcje powierzchni
lisSci wynikajaca z ograniczenia ekspansji komodrek (Blum 2011). Zmniejszenie
rozmiar6w lisci, a co za tym idzie, powierzchni transpiracyjnej, stanowi adaptacyjny
mechanizm ograniczajacy parowanie wody kosztem fotosyntezy (Chenu 1 wsp. 2018;
Khan 1 wsp. 2022; Li 1 wsp. 2025). Fundamentalne znaczenie dla tolerancji roslin na stres
suszy maja korzenie. Ich tempo wzrostu, liczba korzeni bocznych oraz wtosnikowych i
osiggane rozmiary decyduja o efektywnosci absorpcji  (Ahmad i wsp. 2016). W
warunkach stresu spada szybko$¢ transportu wody w korzeniu, a struktura anatomiczna
tkanek przewodzacych ulega zmianom, m.in. zmniejsza si¢ $rednica naczyn ksylemu,

odkladane sa lignina lub suberyna, co utrudnia dostarczanie wody do czeSci
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nadziemnych, prowadzac do utraty turgoru i dalszego hamowania wzrostu (Savi i wsp.
2015).

Deficyt wody podczas fazy generatywnej redukuje liczbe kwiatéw, zaburza
procesy zapylenia i1 zaptodnienia, zmniejsza liczbe zawigzkow nasion oraz mase¢ ziarna
(Tardieu i Tuberosa 2010; Brunet i wsp. 2025). U wielu gatunkow roslin uprawnych stres
suszy w okresie kwitnienia i tworzenia nasion obniza plon (ang. yield gap), m.in.
strgczkowych 1 zbozowych (Chaves 1 wsp. 2003; Wheeler i Von Braun 2013). Wedlug
danych Organizacji Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (FAO
ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations) w Europie w latach 2014—
2018 odnotowano spadek plonow u Lupinus z 1745,5 do 1447,6 kg ha™', u Cicer z 1021,7
do 765,8 kg ha™!, natomiast u Triticum z 4245,0 do 3995,6 kg ha™'. Deficyt wody rzadko
powoduje natychmiastowa $mier¢ ro$lin, raczej wymusza zmian¢ ich strategii
energetycznej i rozwojowej, prowadzac do przedwczesnego wejscia w faze generatywna
w celu przetrwania gatunku, co w rolnictwie skraca czas na gromadzenie cennych
asymilatéw w ziarniakach, nasionach, bulwach czy innych organach plonotwdrczych
(Ainsworth 1 Ort 2010).

Susza stanowi bezposrednie zagrozenie dla funkcjonowania aparatu
fotosyntetycznego. Zamkniecie aparatow szparkowych ogranicza asymilacje dwutlenku
wegla, co obniza intensywno$¢ fotosyntezy (Chaves 1 wsp. 2009; Lawlor 1 Tezara, 2009).
Towarzyszy temu nadmiar energii wzbudzenia w chloroplastach nasilajacy
fotooddychanie (Miller 1 wsp. 2010). W literaturze zjawiska te opisuje si¢ jako kaskade
ograniczen od fizycznego zamykania aparatow szparkowych po trwate uszkodzenia
biochemiczne chloroplastow (Farooq i wsp. 2009; Ainsworth 1 Ort 2010). Skutkiem tego
jest intensywna produkcja reaktywnych form tlenu (RFT), takich jak tlen singletowy
(!02), anionorodnik ponadtlenkowy (O2"), nadtlenek wodoru (H202) czy rodnik
hydroksylowy (HO®) (Asada i wsp. 2006; Gill i Tuteja 2010). Nadprodukcja RFT
prowadzi do zachwiania rownowagi redoks 1 przecigzenia systemow antyoksydacyjnych,
co skutkuje degradacja biatek enzymatycznych, nieodwracalnymi uszkodzeniami
kwasow nukleinowych oraz peroksydacja lipidow (Mittler 2002). W warunkach silnego
1 dhugotrwatego deficytu wody w roslinie obserwuje si¢ wzrost poziomu produktow
peroksydacji wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA, ang. polyunsaturated
fatty acids), co skutkuje destrukcja struktury dwuwarstwy lipidowej (Droillard 1 wsp.
1989; Mittler 2002). W warunkach deficytu wody proces ten koreluje z podwyzszonym
stezeniem dialdehydu malonowego (MDA, ang. malondialdehyde), begdacego

19



biomarkerem stresu oksydacyjnego (Gill 1 Tuteja 2010), a takze indukcja aktywnos$ci
fosfolipazy PLD (ang. phospholipase) oraz lipookysygenazy (LOX, ang. lipoxygenase)
(Sairam 1 wsp. 1998; Ge i wsp. 2006). Fosfolipaza D katalizuje hydrolize fosfolipidow
btonowych, gtownie fosfatydylocholiny, prowadzac do powstania kwasu fosfatydowego
(PA) oraz wolnej zasady, np. choliny. Kwas fosfatydowy petni funkcje wtérnego
przekaznika sygnatu i uczestniczy w regulacji odpowiedzi ro$lin na stres poprzez
interakcje z innymi biatkami regulatorowymi, takimi jak kinazy SnRK2, (ang. sucrose
non-fermenting related kinase Group?2), fosfatazy PP2C oraz oksydaza NADPH, co
prowadzi do kontrolowanej produkcji RFT (Hong i wsp. 2010; Testerink i Munnik 2011).
Z kolei LOX katalizuje diokygenacj¢ PUFA, takich jak kwas linolowy (18:2) i linolenowy
(18:3), stanowiacych substraty do syntezy oksylipin, w tym jasmonianow (JAs, ang.
jasmonates). Fitohormony te reguluja ekspresj¢ genow zwigzanych z odpowiedzia na
stres abiotyczny i biotyczny, synteze biatek ochronnych i metabolitow wtdrnych, a takze
uczestnicza w sygnalizacji miedzykomorkowej (Feussner i Wasternack 2002; Porta i
Rocha-Sosa 2002; Upchurch 2008; Wasternack 1 Hause 2013).

Lipidowe czasteczki sygnatowe, takie jak N-acyletanoloamidy (NAE, ang. N-
acylethanolamines) s3 zaangazowane w odpowiedz roslin na stres abiotyczny, m.in.
susze, zasolenie czy stres oksydacyjny. Moga one dziata¢ jako modulatory wzrostu 1
rozwoju, jednak ich nadmierna akumulacja prowadzi do zahamowania elongacji korzeni
oraz zaburzen organizacji cytoszkieletu (Blancaflor 1 wsp. 2003; Cotter 1 wsp. 2011).
Poziom NAE jest regulowany przez amidowg hydrolaze kwasow ttuszczowych (FAAH,
ang. fatty acid amide hydrolase), ktorej dzialanie prowadzi do powstania wolnych
kwasow tlhuszczowych 1 etanoloaminy. Dotychczasowe doniesienia literaturowe
wykazaly, ze zwigkszona aktywno$¢ FAAH ogranicza akumulacj¢ NAE i tagodzi ich
hamujacy wptyw na wzrost ro$lin. U Arabidopsis thaliana nadekspresja genu FAAH
zmniejszala wrazliwo$¢ na egzogenne NAE oraz poprawiata wzrost korzeni, szczegdlnie
w warunkach stresowych (Cotter 1 wsp. 2011). Jednocze$nie rosliny z obnizong
aktywnoscig FAAH wykazywaty zwigkszong akumulacj¢ NAE i silniejsze zahamowanie
wzrostu, co wskazuje na istotng role tego enzymu w detoksykacji nadmiaru tych lipidow
(Kim 1 wsp. 2009). Ponadto udowodniono, ze FAAH uczestniczy w regulacji odpowiedzi
stresowej poprzez interakcje ze szlakami sygnalowymi hormonow roslinnych, w tym
kwasu abscysynowego (ABA, ang. abscisic acid), oraz sygnatami zaleznymi od RFT, co
potwierdzono w badaniach nad A. thaliana, ktoéry poddano dziataniu suszy i zasolenia

(Teaster i wsp. 2007).
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W odpowiedzi na narastajacy stres oksydacyjny rosliny aktywuja ztozony system
obronny, obejmujacy antyoksydanty enzymatyczne i nieenzymatyczne. Pierwsza lini¢
obrony enzymatycznej odgrywa dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide
dismutase), ktora przeksztatca O, do H>O», podczas gdy katalaza (CAT, ang. catalase),
peroksydaza askorbinianowa (APX, ang. ascorbate peroxidase) oraz peroksydaza
gwajakolowa (GWPX, ang. guaiacol peroxidase) odpowiadaja za detoksykacje H2O»
(Apel 1 Hirt 2004). Efektywnosc¢ tego systemu w warunkach niedoboru wody uznaje si¢
za jeden z glownych wskaznikow tolerancji roslin na stres srodowiskowy (Wang 1 wsp.
2009; Ren 1 wsp. 2016). Strategia nieenzymatyczna opiera si¢ z kolei na biosyntezie i
akumulacji niskoczasteczkowych zwigzkéw ochronnych, takich jak kwas askorbinowy
(ASC), a-tokoferol, p-karoten oraz osmolity (Gong i wsp. 2005, Prudnikov 2022). Do
ostatniej grupy naleza, m.in. cukry (np. sacharoza), alkohole cukrowe (np. mannitol) oraz
aminokwasy i ich pochodne (np. prolina, alanina, betaina). Wymienione substancje, cho¢
nie sg niezbedne dla przebiegu podstawowych szlakow metabolicznych w optymalnych
warunkach dla wzrostu rosliny, to zwigkszone ich stezenie stanowi uniwersalny marker
odpowiedzi na stres (Kopcewicz 2021). Sposrod wymienionych osmoprotektantow
kluczowa rol¢ przypisuje si¢ prolinie, ktora jest syntetyzowana w cytoplazmie lub
chloroplastach przez dwa alternatywne szlaki: ornitynowy oraz glutaminianowy, przy
czym drugi dominuje w warunkach stresu osmotycznego (Mufioz-Mayor i1 wsp. 2012;
Verbruggen i Hermans 2008). Ma to na celu przede wszystkim obnizenie potencjatu wody
w komorkach, co umozliwia jej pasywne pobieranie z wysychajacego podtoza i w
konsekwencji utrzymanie turgoru (Surabhi i wsp. 2003). Skuteczno$¢ mechanizmu
potwierdzono na poziomie molekularnym. Wyniki badan prowadzonych na Nicotiana
tabacum wykazaly, Ze transgeniczne linie z nadekspresja genu syntazy A'-pirolino-5-
karboksylanu (P5CS), kluczowego enzymu szlaku glutaminianowego, charakteryzuja si¢
wyzszym potencjatem osmotycznym liSci oraz zwigkszong produkcja biomasy
korzeniowej w warunkach deficytu wody (Kavi Kishor 1 wsp. 1995). Wysoka korelacje
mig¢dzy poziomem endogennej proliny a odpornoscia na susz¢ udokumentowano u wielu
gatunkow, w tym Morus alba (Chaitanya i wsp. 2009), Sorghum bicolor, Catharanthus
roseus oraz Hordeum vulgare (Jaleel 1 wsp. 2007; Surender-Reddy 1 wsp. 2015;
Muzammil 1 wsp. 2018). Z perspektywy biotechnologii i1 rolnictwa istotne jest, ze
aplikacja proliny znaczaco podnosi tolerancj¢ na deficyt wody, co zaobserwowano m.in.

u Petunia hybrida (Yamada i wsp. 2005).
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Rola proliny wykracza poza osmoprotekcyjne wlasciwosci. Stabilizuje ona
struktur¢ blon biologicznych, a takze dzigki wysokiej hydrofilnosci chroni
makroczasteczki (biatka blonowe 1 enzymy) przed wywotang odwodnieniem denaturacjg
(Kucharska 1 wsp. 2018). Pelni rowniez funkcje regulatora pH w cytoplazmie oraz
bezposredniego zmiatacza HO® 1 02", co podkresla jej silne wiasciwosci
antyoksydacyjne. Ponadto prolina moduluje aktywno$¢ enzymatycznych komponentow
systemu obronnego, m.in. CAT, POX czy oksydaza polifenolowa (PPO, ang. polyphenol
oxidase) (Oztiirk i Demir 2002). Powyzsze doniesienia podkre$laja centralna role tego
aminokwasu w integrowaniu metabolicznych i fizjologicznych odpowiedzi rosliny na
niekorzystne zmiany potencjatu wody w §rodowisku.

Kluczowa role dla regulacji wzrostu oraz adaptacji do zmieniajacych si¢
warunkow $rodowiskowych odgrywa dynamiczna i metabolicznie aktywna $ciana
komorkowa. Jej sktad i wlasciwosci ulegajag modyfikacjom w odpowiedzi zard6wno na
sygnaty endogenne, jak i czynniki egzogenne, takie jak stresy abiotyczne czy biotyczne.
Zmiany te wplywaja na jej wytrzymato§¢ mechaniczng, integralno$¢ strukturalng
komoérek oraz komunikacje migdzykomérkowa (Daher 1 Braybrook 2015).
Podstawowymi sktadnikami S$ciany komorkowej sa polisacharydy, wsrdd ktorych
dominujg celuloza, hemicelulozy oraz pektyny. Celuloza tworzy szkielet $ciany
komodrkowej w postaci mikrofibryli, nadajacych wytrzymatos¢ mechaniczng, natomiast
hemicelulozy i pektyny wypelniaja macierz, regulujac witasciwosci fizykochemiczne
(Keegstra i wsp. 2010; Lampugnani i wsp. 2018).

Wplyw suszy na celuloze przejawia si¢ drastycznym ograniczeniem jej
biosyntezy. Jest to spowodowane spadkiem turgoru komorek oraz obnizeniem
aktywnosci enzymow z rodziny syntaz celulozy (Le Gall i wsp. 2015; Tenhaken 2015).
Stresor ten uruchamia procesy przebudowy struktury $cian komoérkowych, ktére maja na
celu zachowanie integralnosci mechanicznej tkanek w warunkach dehydratacji poprzez
modyfikacj¢ interakcji miedzy mikrofibrylami celulozy a hemicelulozami, umozliwiajac
kontrolowane rozluznienie struktury i minimalizacj¢ uszkodzen podczas kurczenia si¢
komorek. Jednoczes$nie nasilana jest lignifikacja, ktora odbywa si¢ kosztem syntezy
nowej celulozy, co m.in. zwigksza odpornos¢ naczyn ksylemu na kawitacje, czyli
powstawanie pecherzykow powietrza blokujacych przeptyw wody w naczyniach (Chen 1
wsp. 2022).

Hemicelulozy, wspolnie z celuloza, tworza sie¢ strukturalng determinujaca

elastycznosc¢ 1 stabilno$¢ mechaniczng $ciany komorkowej. W warunkach deficytu wody
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nastgpuje przebudowa tej sieci, polegajaca na zmianach w ilosci oraz skladzie
hemiceluloz, co zwigksza sztywno$¢ §cian komoérkowych 1 poprawia wytrzymatosé
tkanek na mechaniczne napr¢zenia (Le Gall 1 wsp. 2015; Tenhaken 2015). Istotng role w
tych procesach odgrywaja enzymy modyfikujace macierz polisacharydows, zwlaszcza
endotransglikozylazy ksyloglukanowe (XTH, ang. xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase). Uczestniczag one w przebudowie ksyloglukanow
poprzez cigcie 1 taczenie ich czasteczek, co rozluznia sie¢ celulozowo-ksyloglukanowg 1
wptywa na plastyczno$¢ Sciany komorkowej. Zmiany te umozliwiajg m.in. utrzymanie
wzrostu korzeni mimo ograniczonej dostepnosci wody w ryzosferze (Miedes i wsp. 2014;
Le Gall i wsp. 2015).

Szczegodlne znaczenie w regulacji adhezji komorkowej, spojnosci tkanek oraz
reologicznych wtasciwosci §cian komoérkowych przypisuje si¢ pektynom (Willats 1 wsp.
2001). Stanowia one heterogenng grupe polisacharydow bogatych w kwas
galakturonowy, klasyfikowang na gléwne typy strukturalne: homogalakturonany (HG),
ksylogalakturonany (XGA) oraz ramnogalakturonany typu I i II (odpowiednio RG-I i
RG-II) (Burton i wsp. 2010; Voiniciuc i wsp. 2018). Homogalakturonany to najliczniejsza
frakcja, stanowigca okoto 60—65% catkowitej puli pektyn $ciany komorkowej (Wolf 1
wsp. 2009; Sénéchal 1 wsp. 2014). Ich struktura, determinowana metylacja czy
sieciowaniem jonami wapnia, decyduje o wlasciwosciach mechanicznych oraz procesach
wzrostu komorek. Warto réwniez podkresli¢, Ze sktad i proporcje poszczegdlnych frakcji
pektyn nie sg state 1 zmieniajg si¢ w zaleznosci od gatunku rosliny, typu tkanki oraz etapu
rozwojowego, modulujac tym samym wtasciwosci fizyczne sciany komorkowej, takie jak
jej sztywnos$¢, elastyczno$¢ i zdolno$¢ do utrzymania adhezji komorek (Levesque-
Tremblay 1 wsp. 2015; Chebli i Geitmann 2017). Susza wywotuje zmiany w aktywnos$ci
metyloesteraz pektynowych (PME, ang. pectin methylesterase), ktore uwalniaja wolne
grupy metylowe z tancuchow HG (Pelloux 1 wsp. 2007; Wolf i Greiner 2009). W
warunkach niedoboru wody rosliny czegsto zwickszaja zawartos¢ demetylowanych
pektyn. Proces ten ma dwojakie znaczenie — prowadzi do mechanicznego wzmocnienia
Sciany komoérkowej poprzez wigzanie z jonami wapnia i tworzenie tzw. konfiguracji
,»egg-box”, ktore, usztywniajac ja, zapobiegaja zapadaniu przy niskim turgorze. Drugim
mechanizmem jest modulowanie porowatosci §ciany komorkowej 1 adhezji migdzy
komodrkami. Zmiany w poziomie metylacji wptywaja na wiasciwosci fizykochemiczne
macierzy pektynowej, co moze ulatwia¢ lub ogranicza¢ przeptyw wody i sygnatow

chemicznych w apoplascie (Peaucelle 1 wsp. 2011).
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System korzeniowy odgrywa szczeg6lng role w determinowaniu tolerancji roslin
na suszg¢, poniewaz odpowiada za absorpcje wody z gleby (Wasaya i wsp. 2018; Ranjan
1 wsp. 2022). Korzenie odbierajg sygnaly zwigzane ze zmiang potencjatu wody,
uruchamiajgc procesy umozliwiajagce utrzymanie rownowagi w gospodarce wodnej
ro$liny. W wielu przypadkach wykazuja zdolno$¢ do stabilizacji zawarto$ci wody w
swoich tkankach nawet przy postepujacym odwodnieniu czeéci nadziemnej. Zjawisko to
obserwowano u Gossypium hirsutum, Vitis vinifera, Glycine max oraz T. aestivum
(Karademir 1 wsp. 2011; Intrigliolo 1 wsp. 2012; Candogan i wsp. 2013; Daryanto 1 wsp.
2016).

Kluczowym elementem adaptacji ro$lin do niedoboru wody jest zmiana
architektury systemu korzeniowego (RSA ang. root system architecture), obejmujaca
m.in. dtugos¢ 1 liczbe korzeni gldwnych, ich kierunek wzrostu, liczbe korzeni bocznych
oraz wlo$nikow korzeniowych (Wasaya i wsp. 2018; Ranjan i wsp. 2022). W warunkach
suszy wiele gatunkdéw ro$lin rozwija bardziej rozbudowany system korzeniowy
umozliwiajacy eksploracj¢ glebszych warstw gleby. Wyrastajace w glab korzenie palowe
oraz intensywnie rozwijajace si¢ korzenie boczne poprawiaja efektywno$¢ pobierania
wody 1 sktadnikow mineralnych (Heng 1 wsp. 2018). Istotng rolg w adaptacji do suszy
odgrywaja réwniez cechy morfologiczne pojedynczych korzeni, takie jak ich srednica czy
dlugos¢ wlosnikow. Parametry te wplywaja na powierzchni¢ chtonng korzeni oraz
zdolnos¢ roslin do pobierania wody z mikroporow glebowych (Wasaya i wsp. 2018).

Susza zaburza przewodnictwo wodne poprzez zmiany aktywno$ci akwaporyn.
Biatka te umozliwiajg szybki 1 selektywny transport wody, a takze mniejszych,
nienatadowanych czasteczek takich jak glicerol czy dwutlenek wegla (Murata 1 wsp.
2000; Kruse 1 wsp. 2006). Wyniki badan wskazuja, ze ekspresja genéw kodujacych
akwaporyny, a takze aktywnos¢ tych biatek ulegaja indukcji lub represji w odpowiedzi
na stres osmotyczny. Regulacja ta pozwala roslinom optymalizowa¢ przeptyw wody i
minimalizowac straty hydrauliczne (Liu 1 wsp. 2013; Paluch-Lubawa i wsp. 2022; Zupin
1 wsp. 2022). Ponadto aktywno$¢ transkrypcyjna tych gendéw jest pod $cista kontrola
fitohormonow, w szczegdlnosci ABA, ktory jest koordynatorem odpowiedzi roslin w

reakcji na deficyt wody (Kim 1 Sung 2023).
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1.2.2. Rola mikroorganizmow ryzosferowych promujacych wzrost roslin

Kluczowg role w strategiach adaptacyjnych roslin do warunkéw stresowych, w
tym suszy, odgrywaja bakterie promujace wzrost roslin (PGPR, ang. Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria), wchodzace w interakcje z rosling i srodowiskiem glebowym,
przez co reguluja procesy zachodzace w ryzosferze. Moga one bezposrednio oddzialtywac
na metabolizm roslin i ich odpowiedz na stresy abiotyczne, jak i dziata¢ posrednio
poprzez zmiany wlasciwosci gleb (Ahemad i1 Kibret 2014; Backer i wsp. 2018).

Wsrod mechanizméw bezposredniego oddziatywania PGPR na rosliny jednym z
istotnych jest zwigkszanie dostgpnosci skladnikow mineralnych w glebie (Ahemad i
Kibret 2014). Wiele bakterii ryzosferowych posiada zdolno$¢ biologicznego wigzania
azotu atmosferycznego oraz solubilizacji trudno dostgpnych form fosforu, potasu czy
cynku, co znaczaco poprawia ich biodostepnos¢ dla roslin. Do tych korzystnie
dzialajacych mikroorganizmow zalicza si¢ m.in. Pseudomonas putida (Ahemad i Khan
2012a, 2012b, 2012¢), Pseudomonas aeruginosa (Ahemad i Khan 2011a; Ahemad i Khan
2011b; Ahemad i Khan 2012¢), Rhizobium sp. (Ahemad i Khan 2010; Ahemad i Khan
2012d), Bradyrhizobium sp. (Ahemad i Khan 2011c; Ahemad i Khan 2012d) oraz Bacillus
sp. (Wani 1 Khan 2010). Ponadto poprzez immobilizacj¢ azotu w biomasie bakteryjnej
ograniczane sg straty tego makroelementu z gleby, co sprzyja efektywniejszemu
wykorzystaniu przez rosliny (Parastesh i wsp. 2025).

Bakterie zaliczane do grupy PGPR wykazuja zdolno$¢ do syntezy lub modulacji
poziomu auksyn oraz hormondw stresowych. Szczegdlnie dobrze poznany jest
mechanizm produkcji jednej z auksyn — kwasu indolilo-3-octowego (IAA, ang. indole-3-
acetic acid). Rosliny wydzielaja do ryzosfery prekursor tego zwigzku (L-tryptofan), ktory
moze by¢ przeksztatcany przez bakterie do IAA na drodze kilku szlakow metabolicznych,
m.in. poprzez indolo-3-acetamid (IAM, ang. indole-3-acetamide), indolo-3-acetonitryl
(IAN, ang. indole-3-acetonitrile) lub indolo-3-pirogronian (IPA, ang. indole-3-pyruvic
acid). Produkowana przez bakterie auksyna stymuluje rozwdj korzeni przybyszowych 1
bocznych, zwigkszajac ekspansje wiosnikéw, a tym samym powierzchni¢ chtonng
systemu korzeniowego (Spaepen i Vanderleyden 2011; Parastesh i wsp. 2025). Kolejnym
mechanizmem wspomaganym przez PGPR jest regulacja poziomu etylenu (ET, ang.
ethylene) w tkankach roslinnych. W warunkach stresu abiotycznego, np. suszy, zwigksza
si¢ endogenna pula tego fitohormonu, ktory hamuje wzrost korzeni i przyspiesza starzenie
tkanek. Wiele szczepéw PGPR wykazuje zdolno$¢ do syntezy enzymu — deaminazy

kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC, ang. I-aminocyclopropane-1-
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carboxylic acid), ktéra hydrolizuje prekursor ET (ACC) do amoniaku i a-ketomaslanu
(Glick 2014). Proces ten ogranicza biosyntez¢ ET, co przeciwdziata indukowanym przez
stres srodowiskowy dysfunkcjom wzrostowym (Parastesh i wsp. 2025).

Mikroorganizmy z grupy PGPR produkuja siderofory, ktére sg heterocyklicznymi
chelatorami o wysokim powinowactwie do jonow zelaza, dzigki czemu w warunkach
ograniczone] dostgpnosci tego pierwiastka mozliwe jest jego wigzanie oraz
przeksztatcanie do form tatwo przyswajalnych dla ros§lin (Ahmed 1 Holmstrém 2014).
Ponadto zelazo skompleksowane w ten sposob ogranicza jego dostepnos¢ dla patogenow,
co hamuje ich wzrost, a zatem posrednio wzmacnia odporno$¢ roslin na zakazenie
(Parastesh i wsp. 2025).

Mechanizmy odpornosciowe aktywowane przez PGPR obejmuja takze
modyfikacj¢ transkryptomu. W warunkach stresu uruchamiane sg szlaki sygnatowe, m.in.
kwasu jasmonowego (JA, ang. jasmonic acid) i ET, ktére powoduja wzrost ekspresji
gendw zwigzanych z reakcja obronng oraz rozwojem systemu korzeniowego i s3
elementem mechanizmu indukowanej odpornosci systemicznej (ISR, z ang. induced

systemic resistance) (Pieterse 1 wsp 2014; Parastesh 1 wsp. 2025).

1.3. Rosliny straczkowe

1.3.1. Znaczenie gospodarcze i Srodowiskowe

Motylkowate (Fabaceae L.) stanowig jedng z najwazniejszych rodzin roslin
uprawnych na §wiecie, odgrywajac istotng rolg¢ zarowno w produkcji rolniczej, jak 1 w
funkcjonowaniu zréwnowazonych agroekosystemow. Ich znaczenie wynika z wysokiej
warto$ci odzywczej nasion, szerokiego wykorzystania w produkcji pasz oraz unikalnej
zdolnosci do biologicznego wigzania azotu atmosferycznego, co poprawia zyznos$¢ gleby
1 minimalizuje zapotrzebowanie na syntetyczne nawozy mineralne (Prusinski i Borowska
2002; Graham i Vance 2003; Stacey 1 wsp. 2006; Lu i Chen 2024).

Z gospodarczego punktu widzenia rosliny motylkowate sg cennym zrddtem biatka
wykorzystywanego w zywieniu ludzi 1 zwierzat. Nasiona gatunkow, takich jak G. max,
Pisum sativum, Phaseolus vulgaris czy Lens culinaris, zawieraja od okoto 20 do 40%
biatka, predestynujac je do roli kluczowego elementu diety w wielu regionach §wiata. Z
tego wzgledu stanowig wazny surowiec dla przemystu spozywczego 1 paszowego,
wykorzystywany w produkcji wysokobiatkowych koncentratow i pasz. W hodowli

zwierzgee] szczegllne znaczenie maja gatunki pastewne, takie jak Medicago czy
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Trifolium, ktére przy zachowaniu dobrej strawno$ci pasz optymalizuja wartosé
pokarmowg oraz produktywnos$¢ zwierzat gospodarskich (Kebede 2017; Huang 2024).

Istotng role gospodarcza roslin motylkowatych nalezy takze rozpatrywaé w
kontekscie zwigkszania efektywnosci agroekosystemow. Ich wlaczenie w formie
przedplonéw poprawia produktywnos¢ roslin nastepczych. Wynika to z poprawy
dostepnosci i kumulacji sktadnikow pokarmowych w glebie oraz efektywniejszego
wykorzystania zasobow $rodowiska w systemach zroznicowanych w odniesieniu do
monokultur (Hauggaard-Nielsen 1 wsp. 2008; Kebede 2017). Obecnos$¢ roslin
motylkowatych w agroekosystemach wplywa korzystnie na wiasciwosci fizyczne,
chemiczne i biologiczne gleby. Rozwiniety system korzeniowy oraz resztki pozniwne
przyczyniaja si¢ do zwiekszenia zawartosci materii organicznej w glebie 1 ulepszenia jej
struktury. Ponadto system korzeniowy tych roslin sprzyja aeracji gleby i poprawia jej
zdolno$¢ do retencji wody, co okazuje si¢ nieocenione przy intensywnym uzytkowaniu
rolniczym (Wolkaro i Tesfaye 2025). Rosliny motylkowate odgrywaja zatem wazng rolg
w ksztattowaniu bior6znorodnos$ci ekosystemow rolniczych, minimalizujac jednocze$nie
degradacje $srodowiska spowodowang intensywna produkcja rolnicza. Wiaczenie ich do
ptodozmianu stymuluje aktywnos$¢ mikroflory glebowej i1 redukuje emisje gazow
cieplarnianych zwigzanych z produkcja 1 aplikacjg nawozoéw azotowych (Kebede 2017,
Huang 2024).

Najbardziej charakterystyczng cechg tych roslin pozostaje zdolno$¢ do symbiozy
z bakteriami brodawkowymi z rodzaju Rhizobium, umozliwiajaca redukcyjne wigzanie
azotu atmosferycznego. W procesie tym azot czasteczkowy z powietrza zostaje
przeksztalcony do przyswajalnej dla roslin formy — amoniaku. Proces ten nie tylko
zaspokaja zapotrzebowanie na azot samej rosliny motylkowatej, lecz takze wzbogaca
pule przyswajalnej formy tego pierwiastka w ryzosferze dla innych gatunkéw (Kebede
2017). Szacuje sie, ze efektywnos$¢ symbiozy oscyluje miedzy 100-300 kg azotu na hektar
rocznie, co znaczaco ogranicza zaleznos¢ od mineralnych zrédet azotu (Yeremko 1 wsp.

2025).

1.3.2. Symbioza z bakteriami brodawkowymi
Wiagzanie azotu atmosferycznego przez ro$liny motylkowate zachodzi w
brodawkach korzeniowych, ktore sg wyspecjalizowanymi strukturami powstajagcymi z

komoérek kory korzeniowej dzigki interakcjom z wolnozyjacymi bakteriami
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ryzosferowymi Rhizobium/Bradyrhizobium (Fernandez-Pascual 1 wsp. 2007). W
zainfekowanych komorkach bakterie sg otoczone btong pochodzenia ros$linnego,
tworzaca nowg strukture — symbiosom (Oldroyd 2013). W symbiosomie bakterie
przeksztatcajg si¢ do form endosymbiotycznych (bakteroidow), ktéore wigza azot
atmosferyczny dzigki dzialaniu nitrogenazy, wymagajacej niskiego, lecz stabilnego
stezenia tlenu, ktore jest regulowane bariera dyfuzyjna gazu oraz wymuszonym
przeplywem zapewnionym przez leghemoglobing (Kunert i wsp. 2016). Dzialanie
mikroorganizméw generuje amoniak, ktory jest wykorzystywany przez rosling do
biosyntezy glutaminy i kwasu glutaminowego, wspierajacych syntez¢ biogennych
czasteczek, takich jak biatka i kwasy nukleinowe, przyczyniajac si¢ do wzrostu biomasy
(Gresshoff 1 wsp. 2015; Kunert i wsp. 2016).

Proces nodulacji jest kontrolowany zaréwno przez sygnaly bakteryjne, jak i
mechanizmy regulacyjne rosliny gospodarza, przy czym kluczowa role odgrywaja
bakteryjne czynniki nodulacyjne, okreslane jako Nod (ang. Nod factors). Pierwszym
etapem symbiozy jest chemiczna komunikacja pomigdzy rosling a mikroorganizmami.
Przy ograniczonej dostgpnos$ci azotu w podtozu rosliny wydzielaja do ryzosfery zwiazki
organiczne, gtdéwnie flawonoidy 1 betainy, dzialajagce jako chemoatraktanty dla bakterii
symbiotycznych. Substancje te indukuja ekspresje genéw nod w rizobiach poprzez
aktywacje regulatorowego biatka NodD (Dakora i1 Phillips 2002; Jones i wsp. 2007;
Oldroyd 1 Downie 2008). Biatko to wigze si¢ z sekwencjami w regionach promotorow
genow brodawkowania (nod), stymulujac ich transkrypcje. Gen nodD wyr6znia si¢ wsrod
genow nodulacyjnych konstytutywng ekspresja zarowno w wolno zyjacych komorkach
bakterii glebowych, jak i podczas symbiozy z rosling gospodarzem (Rossen 1 wsp. 1985;
Spaink i wsp. 1987). Aktywacja gendw nod prowadzi do syntezy czasteczek sygnatowych
— czynnikow Nod, czyli lipochitooligosacharydéw o ztozonej strukturze chemicznej,
ktore pelnig funkcje sygnatow molekularnych inicjujgcych symbioze. Ich specyficznosé
determinuje kompatybilno§¢ pomiedzy okreslonym szczepem bakterii a gatunkiem
ro§liny motylkowatej. Rozpoznanie czynnikéw Nod przez receptory roslinne
zlokalizowane w komorkach epidermy korzenia uruchamia szlak transdukcji sygnatu
prowadzacy do przemian tkanek korzenia. Jedng z pierwszych reakcji jest depolaryzacja
btony komérkowej oraz krotkotrwaty naptyw jonow Ca’' do cytoplazmy, co indukuje
reorganizacj¢ cytoszkieletu aktynowego oraz deformacj¢ wio$nikdw korzeniowych,
stanowiac poczatek infekcji bakteryjnej (Ehrhardt i wsp. 1996; Felle i wsp. 1999; Oldroyd
1 Downie 2008; Oldroyd 2013). Szlak sygnatowy indukowany przez czynniki Nod
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aktywuje wczesne (ENOD, ang. Early Nodulin) oraz pézne geny nodulinowe (NOD),
petniace odmienne funkcje w procesie powstawania brodawek. Wczesne geny
nodulinowe ulegaja ekspresji w pierwszych godzinach po infekcji bakteryjnej, inicjujac
podzialy komorkowe w tkankach korzenia oraz powstawanie nici infekcyjnych. Do tej
grupy naleza m.in. ENODI2, ENODS5 oraz RIPI (ang. RHIZOBIUM-INDUCED
PEROXIDASE 1), kodujacy peroksydaze¢ indukowang przez rizobia (Nap i Bisseling
1990; Pichon 1 wsp. 1992; Oldroyd i Downie 2008). W kolejnych etapach nodulacji
aktywowane sg pézne geny nodulinowe, ktorych ekspresja nastepuje bezposrednio przed
rozpoczeciem lub podczas wigzania azotu. Geny te koduja m.in. grupe prostetyczng
leghemoglobiny, a takze biatka uczestniczace w funkcjonowaniu dojrzatych brodawek
korzeniowych, w tym w regulacji metabolizmu azotu oraz utrzymaniu odpowiednich
warunkow dla aktywnosci nitrogenazy (Nap i1 Bisseling 1990; Verma 1 wsp. 1992; Ott i
wsp. 2005).

Efektywno$¢ symbiozy, w tym aktywno$¢ nitrogenazy, zalezy od wielu
czynnikow $rodowiskowych, m.in. dostepnosci wody (Serraj i wsp. 1999), temperatury
(Stepkowski 1 wsp. 2007; Gavelieneé 1 wsp. 2022), pH gleby (Tang i Robson 1993) oraz
obecnosci odpowiednich szczepow bakterii symbiotycznych (Prusinski 1 wsp. 2012,
2017a, 2017b). Niedobor wody w podtozu ogranicza doptyw asymilatow z nadziemnych
czgsdci rosliny oraz zaktoca dziatanie leghemoglobiny, w wyniku czego dochodzi do
wzrostu przepuszczalnosci brodawek dla tlenu, a w konsekwencji obnizenia aktywnosci
nitrogenazy (Gonzalez 1 wsp. 2015). Spadek turgoru lisci redukuje przepltyw wody we
floemie utrudniajac transport produktow wigzania azotu (Qiao 1 wsp. 2024). Skutkuje to
akumulacja ureidéw 1 aminokwaséw w tkankach korzenia, zaburzajac aktywnosc
brodawek korzeniowych jeszcze przed inhibicja fotosyntezy (Liu i wsp. 2018). Sprawia
to, ze wigzanie azotu jest najbardziej wrazliwym na susz¢ procesem fizjologicznym
zachodzacym u roslin stragczkowych.

Podwyzszona temperatura, ponad optymalng dla nodulacji ~21°C, wywiera
negatywny wptyw na proces symbiozy u Lupinus, prowadzac do znacznego zmniejszenia
liczby oraz masy brodawek korzeniowych (Fernandez-Pascual i wsp. 1996). Stres
termiczny zaburza rowniez aktywnos$¢ nitrogenazy, co przejawia si¢ zmniejszeniem
intensywno$ci wigzania azotu atmosferycznego i skutkuje zredukowang zawarto$cia tego
pierwiastka w tkankach. Wysokie temperatury ograniczaja transport asymilatow z pgdu
do korzeni, pozbawiajac bakterie symbiotyczne niezbednej energii do przeprowadzania

redukcji azotu atmosferycznego. W rezultacie roslina traci zdolno$¢ do
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samowystarczalno$ci w kwestii gospodarki azotowej, co pogarsza jej ogélny stan
fizjologiczny 1 hamuje przyrost biomasy (Keerio 2001; Liu i wsp. 2018; Jumrani i wsp.
2024).

Zwigkszenie wartosci pH srodowiska glebowego powyzej 6 redukuje liczbe oraz
mas¢ powstajacych brodawek korzeniowych, hamuje wzrost korzeni bocznych, a przez
to ogranicza liczbe¢ miejsc infekcji dostepnych dla bakterii Bradyrhizobium (Tang i
Robson 1993). Ponadto w warunkach podwyzszonego pH spada dostepnos¢ zelaza
koniecznego dla syntezy leghemoglobiny w brodawkach i stanowigcego kofaktor
nitrogenazy. Powyzsze modyfikacje ostatecznie prowadza do niewystarczajacego
zaopatrzenia w azot (Briat i wsp. 2015).

Inokulacja nasion szczepami Bradyrhizobium lupini znaczaco zwigksza liczbe 1
biomase brodawek korzeniowych, szczegdlnie na glebach ubozszych w autochtoniczne
populacje rizobidw. Obecnos$¢ efektywnie dziatajacych szczepdéw bezposrednio przektada
si¢ na wyzsza aktywnos$¢ nitrogenazy, co intensyfikuje wigzanie azotu atmosferycznego
1 poprawia status azotowy ro$liny. Prawidtowy dobodr szczepow bakterii specyficznych
dla genotypu (ang. host-specificity) stabilizuje symbioz¢ nawet w niesprzyjajacych
warunkach, generujac wyzsza biomase wegetatywna i plon. Wowczas rosliny nast¢pcze
moga uzupeli¢ swoje zapotrzebowanie na azot mineralny, co optymalizuje koszty
produkcji 1 wspiera uprawe straczkowych (Prusinski 1 wsp. 2012; Prusinski 2017a,
2017b).

Brodawki korzeniowe Lupinus Iluteus reprezentujg typ nieokreslony (ang.
indeterminate nodules), nazywane sg litymi lub lupinoidalnymi i sg charakterystyczne dla
wielu przedstawicieli podrodziny Faboideae (Hirsch 1 Sprent 2002) (Schemat 1).

W przeciwienstwie do kulistych brodawek korzeniowych typowych dla Pisum czy
Phaseolus, brodawki Lupinus wykazuja unikalng morfologi¢: sa zazwyczaj plaskie,
szerokie 1 otaczajg korzen, tworzac zgrubienia w formie pierScieni lub kotnierzy.
Obecnos¢ tkanki merystematycznej umozliwia im powigkszanie rozmiaréw (Jasinska i
Kotecki 1994; Lotocka i wsp. 2000; Hirsch i Sprent 2002; Gonzalez-Sama 2004).
Najintensywniejszy rozwdj 1 aktywno$¢ metaboliczng obserwuje si¢ na korzeniu
gldéwnym, co zapewnia optymalny transport amoniaku, ureidow 1 glutaminianu do

nadziemnych czgsci rosliny (Jasinska 1 Kotecki 1994; Gonzalez-Sama 2004).
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Schemat 1. Schemat brodawki korzeniowej nieokreslonej. I — merystem, II — strefa
prefiksacji, II-1II — strefa wczesnej symbiozy, II-111, III — strefy wigzania azotu, IV —
strefa starzenia. Skroty: RD — ryzoderma, EN — endoderma, PA — parenchyma, SWA —
strefa wigzania azotu, WP — wiagzki przewodzace. Na podstawie Hirsch (1992),
Pawtowski 1 Bisseling (1996), Luyten 1 Vanderleyden (2000), zmodyfikowane.
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1.3.3. Lubin zélty (Lupinus luteus L.) jako obiekt badan

Lubin 26ty (Lupinus luteus L.) jest gatunkiem ros$liny straczkowej o kluczowym
znaczeniu gospodarczym w Polsce, Europie Zachodniej, krajach basenu Morza
Srédziemnego, Australii oraz Afryce Potudniowej. W warunkach Europy Srodkowej
stanowi on wazny element produkcji biatka paszowego. Nasiona L. luteus wyrdzniajg si¢
wyjatkowo duza, ponad 40% zawartoscig biatka bogatego w lizyng, przy niskim poziomie
substancji antyzywieniowych, w tym alkaloidow. To sprawia, Ze gatunek ten ma
olbrzymie znaczenie praktyczne i jest wykorzystywany jako pasza dla monogastrycznych
zwierzat hodowlanych (Kapusta 2012; Hanczakowska 1 Ksigzak 2012). Korzystny sktad
aminokwasowy, a takze wysoka jako$¢ paszowa tubinu sprawiajg, ze moze on stanowic
doskonatlg alternatywe dla importowanej $ruty sojowej (Podlesny 2005). Zwiekszenie
powierzchni upraw tubinu moze takze przyczyni¢ si¢ do redukcji naktadow finansowych
zwigzanych z importem tego surowca oraz podnies$¢ prog rentownosci jego produkeji.

Znaczenie tubinu wykracza jednak poza jego warto$¢ paszowa. Gatunek ten
cieszy si¢ zainteresowaniem, poniewaz wpisuje si¢ w ide¢ zrownowazonego rolnictwa,
poprawiajac strukture gleby, zwickszajac jej aktywnos¢ biologiczna, wzbogacajac ja w
azot oraz redukujac naktady finansowe zwigzane z dodatkowym nawozeniem. Szacuje
si¢, ze L. luteus moze pozostawi¢ w glebie nawet 150-200 kg azotu ha™'. Wsrdd gatunkow
motylkowatych tubin ma najnizsze wymagania glebowe, gdyz toleruje gleby lekkie,

piaszczyste, o kwasnym odczynie. Jest on wysiewany w czystym siewie lub w
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mieszankach jako plon gtéwny na nasiona, a takze znajduje zastosowanie w siewie
poplonowym z przeznaczeniem na zielong mase. L. luteus przyczynia si¢ do poprawy
produktywnosci gleby, co sprzyja uzyskiwaniu wyzszych plonéw roslin nastepczych,
czynigc go wartosciowym elementem w plodozmianie (Peoples i wsp. 2009; Gacek
2012).

Pomimo licznych zalet agronomicznych i zywieniowych, powierzchnia uprawy
L. luteus w Polsce pozostaje ograniczona (Florek i wsp. 2012). Wedtug danych Agencji
Restrukturyzacji i Modernizacji Rolnictwa (ARiMR) oraz Centralnego Osrodka Badania
Odmian Roslin Uprawnych (COBORU), w 2024 r. areal ten byl stosunkowo niewielki i
wynosil okoto 12,5 tysigcy ha, stanowigc utamek catkowitej produkcji straczkowych
(Kaliska 1 wsp. 2024). Gléwnym czynnikiem limitujacym jego ekspansj¢ pozostaje
wysoka wrazliwo§¢ na stres suszy glebowej. Gatunek ten wykazuje szczegdlna
wrazliwo$¢ na susz¢ w okresie rozwoju generatywnego, w ktorym niedobdr wody
indukuje masowe, przedwczesne opadanie kwiatow (Pigeaire 1 wsp. 1992). Na
pierwszym pigtrze kwiatostanu moze opada¢ do 60% kwiatdw, na drugim niemal 90%,
natomiast na wyzszych pigtrach czesto dochodzi do catkowitej redukeji tych organow.
Skala tego zjawiska przektada si¢ bezposrednio na spadek liczby zawigzanych stragkow 1
nasion, a tym samym generuje straty ekonomiczne (Prusinski 1 Borowska 2002).
Szczegbdlng podatnos$¢ na susze wykazuje system korzeniowy tubinu. Cho¢ gatunek ten
wytwarza silnie rozwinigty korzen palowy, ktéry w optymalnych warunkach eksploruje
glebsze warstwy gleby, to jednak susza hamuje jego wzrost, redukuje rozwo6j korzeni
bocznych 1 wlo$nikow, zmniejszajac powierzchni¢ chlonng, a przez to absorpcje wody
(Palta 1 wsp. 2003).

Deficyt wody wplywa réwniez negatywnie na proces nodulacji u L. luteus,
ograniczajac inicjacje brodawek korzeniowych, ich liczbe oraz aktywno$¢ nitrogenazy,
co prowadzi do spadku efektywnosci biologicznego wigzania azotu (Serraj 2003). Susza
glebowa u L. luteus uruchamia takze kaskade reakcji hormonalnych, w ktorych kluczowa
role odgrywaja fitohormony stresowe — ABA 1 ET oraz jego bezposredni prekursor
(ACC). Pod wptywem stresu suszy dochodzi do wzrostu ekspresji genu LIZEP (ang.
zeaxanthin epoxidase), kodujacego epoksydaze zeaksantyny (Wilmowicz 1 wsp. 2020).
Enzym ten katalizuje kluczowy, czesto limitujacy etap biosyntezy ABA polegajacy na
epoksydacji zeaksantyny i anteraksantyny do wiolaksantyny i bierze udziat w odpowiedzi
na stresy §rodowiskowe. Podwyzszong aktywnos$¢ transkrypcyjng ZEP zaobserwowano

w korzeniach A. thaliana poddanych odwodnieniu (Bray 2002).
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Susza glebowa moduluje réwniez szlak biosyntezy ET, ktory, podobnie jak ABA,
moze promowac starzenie si¢ brodawek korzeniowych (Van de Velde i wsp. 2006; Guinel
2015). W szlaku biosyntezy ET biorg udziat bezposredni prekursor (ACC) oraz syntaza
ACC (ACS, ang. I-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase) i oksydaza ACC (ACO,
ang. [-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase). Badania przeprowadzone na
brodawkach korzeniowych L. luteus wykazaly, ze deficyt wody w glebie stymuluje
ekspresje obu gendéw (LIACS 1 LIACO) oraz prowadzi do akumulacji ACC, czemu
towarzyszy stopniowy spadek zawarto$ci zelaza, co bezposrednio uposledza
funkcjonowanie brodawek (Wilmowicz i wsp. 2020).

Poza fitohormonami w rozwoju korzeni oraz brodawek korzeniowych kluczowa
role odgrywaja biatka BLADE-ON-PETIOLE (BOP) (Khan 1 wsp. 2014). Wyniki badan
prowadzonych na mutantach Medicago truncatula i P. sativum z defektami w genach
NODULE ROOT 1 COCHLEATA, begdacych ortologami AtBOP, wykazaty wystepowanie
nieprawidlowos$ci w rozwoju, m.in. deformacje wystepujace w wierzchotkowej czesci
brodawek (Couzigou i wsp. 2012). Dotychczas zidentyfikowano i scharakteryzowano gen
LIBOP takze u L. luteus (Frankowski 1 wsp. 2015). Jego najwyzsza ekspresja przypada
na etap aktywnego wzrostu 1 r6znicowania brodawek korzeniowych, co sugeruje udziat
LIBOP w ich organogenezie. Autorzy wykazali korelacje pomiedzy aktywnoscig
transkrypcyjna tego genu a ekspresja genu kodujacego leghemoglobing (L/LbI), co
wskazuje na jego istotng rol¢ podczas tworzenia optymalnych warunkéw dla symbiozy z
bakteriami. Skutkiem opisywanych molekularnych 1 hormonalnych procesow jest

ograniczenie wigzania azotu (Wilmowicz 1 wsp. 2020) (Schemat 2).

KONTROLA

Schemat 2. Hipotetyczny model funkcjonowania brodawek korzeniowych L. luteus
w warunkach suszy. Na podstawie Wilmowicz i wsp. (2020), zmodyfikowane.
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Wysoka wrazliwo$¢ L. luteus na stres suszy glebowej, zwlaszcza w kontekscie
funkcjonowania systemu korzeniowego i symbiozy z bakteriami brodawkowymi, stanowi
obecnie najwazniejsze ograniczenie jego uprawy. W warunkach prognozowanego
wzrostu czestotliwosci 1 intensywnosci epizodow suszy, problem ten moze ulegaé
dalszemu zaostrzeniu, co podkresla pilng potrzebe prowadzenia intensywnych badan nad

mechanizmami tolerancji stresu suszy u tego gatunku.

1.4. Biologiczne metody lagodzenia stresu

1.4.1. Biopolimery

W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie biologicznymi metodami tagodzenia
tych stresow abiotycznych, w tym wykorzystaniem naturalnych zwiazkéw jako
efektywnego narzgdzia wspomagajacego adaptacje roslin do niekorzystnych warunkow
srodowiskowych. Szczegbdlng uwage poswigca si¢ biopolimerom, ktére dzigki unikalnym
wlasciwosciom fizykochemicznym wpltywaja na metabolizm ro$lin, poprawiaja
wlasciwos$ci gleby oraz wzmacniajg interakcje symbiotyczne w ryzosferze. Biopolimery
moga dziata¢ na dwa sposoby, jako stymulatory wzrostu ro$lin i/lub induktory
systemicznych mechanizméw obronnych uruchamianych w odpowiedzi na stres (El
Hadrami 1 wsp. 2010; Malerba i Cerana 2016). Jednym z najlepiej zbadanych
biopolimeréw stosowanych w rolnictwie jest chitozan. Wykazano, ze jego aplikacja w
warunkach niedoboru wody zwigksza zawartos¢ chlorofilu w lisciach oraz poprawia
efektywnos$¢ fotosyntezy oraz, wzmacniajac aktywnos¢ SOD, CAT i1 POX, jednocze$nie
zmniejsza stres oksydacyjny (Farouk i Amany 2012; Hidangmayum i wsp. 2019).

Istotng role w przeciwdziataniu negatywnym skutkom streséw srodowiskowych
odgrywaja takze alginiany, bedace polisacharydami pozyskiwanymi ze $cian
komodrkowych brunatnic. Zwiazki te sg czgsto wykorzystywane jako sktadniki hydrozeli
lub nos$niki mikroorganizméw ryzosferowych. Alginianowe kapsulki umozliwiaja
skuteczng immobilizacje bakterii PGPR, ktora korzystnie wptywa na ich przezywalnos¢
w glebie oraz zwigksza kolonizacje ryzosfery. Jednoczes$nie alginiany, majac zdolnos¢ do
zatrzymywania wody, poprawiaja wlasciwosci fizyczne podloza (Bashan i wsp. 2014).

Inng grupe biopolimerow wspomagajacych adaptacje roslin do stresow
abiotycznych stanowig produkowane przez mikroorganizmy glebowe egzopolisacharydy,
ktore odgrywaja role w ksztaltowaniu struktury gleby i zwiekszaja tolerancje roslin na

susz¢ poprzez poprawg retencji wody w ryzosferze i tworzenie ochronnej, hydrofilowej

34



mikrosfery wokot korzeni (Naseem i Bano 2014). Ponadto maja zdolnos$¢ do agregacji
czastek glebowych, co poprawia porowatos¢ podtoza i dostgpno$¢ wody dla systemu

korzeniowego (Costa i wsp. 2018).

1.4.1.1. Kwas poli y-glutaminowy (y-PGA)

W ostatnich latach coraz wicksze zainteresowanie budzi kwas poli-y-glutaminowy
(y-PGA). Zidentyfikowano go po raz pierwszy w 1937 r. w otoczce bakterii B. anthracis
(Ivannovics 1 Bruckner 1937), a po kilku latach okre§lono jego struktur¢ chemiczng
(Hanby i Rydon 1946). Odkrycie to zapoczatkowalo systematyczne badania nad
wystepowaniem i funkcja tego biopolimeru w bakteriach Bacillus. Z czasem okazalo sie,
ze naturalnymi zrédltami y-PGA sg tradycyjne fermentowane produkty sojowe Azji
Wschodniej: japonskie natto wytwarzane przez B. subtilis subsp. natto oraz koreanski
chungkookjang fermentowany z udziatem B. subtilis (Hara i Ueda 1982; Ashiuchi 1 wsp.
2001). Nastepnie wykazano, ze zdolnos¢ do syntezy y-PGA posiadaja takze inne gatunki,
m.in. bakterie B. licheniformis (Luo i wsp. 2016), wykorzystywane obecnie w procesach
fermentacyjnych o znaczeniu przemyslowym. Liczne badania potwierdzaja, ze bakterie z
rodzaju B. subtilis syntetyzuja y-PGA w roznych warunkach $rodowiskowych,
szczegoblnie przy ograniczonej dostepnosci sktadnikéw odzywczych, np. niskim poziomie
wegla i azotu, a takze pod wpltywem innych stresow, np. osmotycznych (Luo 1 wsp. 2016;
Dong i Hu 2024). Jego biosynteza zachodzi gléwnie na poczatku fazy stacjonarnej
wzrostu mikroorganizméw, co wskazuje na adaptacyjng role biopolimeru w
metabolizmie, przetrwaniu komorek 1 kolonizacji ryzosfery (Lazazzera 1999; Kimura 1
wsp. 2004).

Kwas poli-y-glutaminowy to homopolimer skladajacy si¢ z reszt kwasu
glutaminowego (Shi i wsp. 2007). W przeciwienstwie do typowych biatek, w ktorych
aminokwasy tgczg si¢ wigzaniami a-peptydowymi, y-PGA tworza jednostki kwasu D- 1
L-glutaminowego potaczone wigzaniami amidowymi migdzy grupami a-aminowymi a y-
karboksylowymi (Bajaj 1 Singhal 2009). Wlasciwosci hydrofilowe v-PGA
determinowane sg obecnos$cig grup karboksylowych, ktore tworza wigzania wodorowe z
czasteczkami wody, co w praktyce rolniczej zwigksza pojemno$s¢ wodng roztworu
glebowego 1 jej dostepnos¢ dla roslin (Shi 1 wsp. 2007). Ze wzgledu na ztozonos¢ procesu
pozyskiwania naturalnego y-PGA z bakterii Bacillus, ktory wymaga prowadzenia

procesow fermentacyjnych w bioreaktorach lub enzymatycznej polimeryzacji, czgsto w
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badaniach wykorzystywana jest komercyjnie dostgpna sol sodowa y-PGA. Roéznice

strukturalne pomigdzy zwigzkami przedstawiono na Schemacie 3.

\I’ Kwas poli-y-glutaminowy Sdlsodowa kwasu poli-y-glutaminowego

0. OH o, OH O _ONa O._ _ONa
N 0 N A o]
NH ONa
NH W OH NH
0 [o] (o] Y (o]
0/ OH o” "ONa
n n

Schemat 3. Struktura chemiczna kwasu poli-y-glutaminowego (A) oraz jego soli
sodowej (B).

Kwas poli-y-glutaminowy charakteryzuje si¢ wyjatkowa zdolno$cig zageszczania
roztworéw wodnych oraz wigzania metali, zarowno odzywczych dla roslin (wapn,
magnez, zelazo, mangan, potas), jak i toksycznych (otow, kadm, miedz, nikiel, cynk,
chrom, rte¢) (Candela i Fouet 2006; Ashiuchi i wsp. 2010). Wyniki badan prowadzonych
na Cucumis sativus, Lactuca sativa, Pennisetum americanum, Pennisetum purpureum
oraz Cosmos sulphureus wskazuja, ze y-PGA moze wigza¢ lub immobilizowa¢ kadm,
oldéw, chrom 1 cynk, ograniczajac ich pobieranie 1 translokacje do zywych organizmow
(Pang 1 wsp. 2018; Wang 1 wsp. 2020; Liang 1 wsp. 2025). Istnieja doniesienia
wskazujace, ze y-PGA zwigksza u ro$lin przyswajalno$¢ azotu i poprawia dostgpnos¢
tego makroelementu w glebie poprzez wzmocnienie aktywnosci ureazy i
mikroorganizméw odpowiedzialnych za jego symbiotyczne wigzanie (Xu 1 wsp. 2013).

Masa czasteczkowa y-PGA waha si¢ od 100 kDa do 2500 kDa, a stosunek
izomeréw D- 1 L-glutaminianu zalezy od szczepu bakteryjnego i warunkoéw biosyntezy
(Najar 1 Das 2015). W roztworze wodnym biopolimer przyjmuje konformacje
lewoskretnej helisy stabilizowanej wigzaniami wodorowymi (Zanuy 1 Aleman 2007),
jednak jego konformacja $cisle zalezy od warunkow fizykochemicznych, zwlaszcza
stezenia tego zwigzku oraz pH podtoza, na co wskazuja wyniki badan prowadzonych u
B. licheniformis. Przy niskim stezeniu (0,1% w/v) 1 pH<7,0 dominujaca strukturg sg a-
helisy, natomiast w wyzszym stezeniu i pH>7,0 przewaza konformacja f-harmonijki.
Wzrost pH sprzyja deprotonacji grup karboksylowych, prowadzac do ekspozycji
yjemnych tadunkéw —COO~ w czasteczce y-PGA 1 zwigkszenia jego zdolnosci do
odziatywan elektrostatycznych (He i wsp. 2000). Zmienno$¢ ta $wiadczy o wysokiej

plastycznosci strukturalnej y-PGA, umozliwiajacej celowe  modulowanie jego
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wlasciwosci funkcjonalnych, w tym zdolnosci do wigzania wody i selektywnej chelatacji
kationéw. Jednocze$nie biopolimer ten zachowuje stabilno$¢ w szerokim zakresie mas
czasteczkowych, co dodatkowo podkresla jego uniwersalne znaczenie aplikacyjne (He 1
wsp. 2000, Najar i Das 2015).

Podstawowym substratem biosyntezy y-PGA w komorkach B. subtilis i B.
anthracis jest L-glutaminian, ktory moze pochodzi¢ ze zrodet endogennych Iub
egzogennych. W komorce powstaje on dwoma gldwnymi szlakami metabolicznymi.
Pierwszy wykorzystuje cykl kwasu trikarboksylowego, w ktorym glukoza i pirogronian
ulegaja przeksztatcaniu do a-ketoglutaranu, ktory nastepnie jest redukowany do L-
glutaminianu. Drugi szlak angazuje zewnatrzkomérkowy L-glutaminian syntetyzowany
z a-ketoglutaranu 1 siarczanu amonu w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
glutaminianowg (w warunkach niedoboru glutaminy) lub syntetaz¢ glutaminowa i
aminotransferaze glutaminowo-2-oksoglutaranowa (w obecno$ci L-glutaminy) (Bajaj i
Singhal 2009). Zwigkszenie puli L-glutaminianu w komérce sprzyja produkcji y-PGA.
Istotnym etapem jest racemizacja L-glutaminianu do D-glutaminianu. Proces ten
zachodzi posrednio, wowczas L-glutaminian przeksztalcany jest w L-alaning przez
aminotransferaz¢ L-glutaminianowo-pirogronianow3g, ktora z kolei ulega konwersji do
D-alaniny katalizowanej przez racemaz¢ alaninowg (Goto 1 Kunioka 1992; Ashiuchi 1
wsp. 1999; Shih i wsp. 2005). Ostatecznie zarowno L- jak 1 D-glutaminian sg
polimeryzowane do y-PGA przez kompleks enzymatyczny PGSBCA (np. racemaza
glutaminianowa 1 polimeraza y-PGA), kodowany przez klaster genowy pgsBCA
(Ashiuchi 1 wsp. 1999; Ashiuchi 1 wsp. 2003; Candela i wsp. 2005; Ashiuchi 2010; Wang
1 wsp. 2017). Wszystkie opisane szlaki biosyntezy y-PGA przedstawiono na Schemacie
4. Produkcja syntetycznego y-PGA pozostaje procesem kosztownym i technicznie
bardziej ztozonym niz wytwarzanie konwencjonalnych polimeréw chemicznych. Dlatego
istotne znaczenie ma doglgbne poznanie mechanizmoéw biosyntezy, co umozliwia
racjonalne projektowanie ulepszonych szczepéw produkcyjnych o podwyzszonej
wydajnosci 1 obnizenie kosztow zwigzanych z dostarczaniem substratow do reakcji

(Ogunleye i wsp. 2015).
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Schemat 4. Szlaki syntezy kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA). Na podstawie
Hsueh i wsp. (2017), zmodyfikowane.

Poczatkowo y-PGA analizowano gtoéwnie w kontek$cie medycyny 1
biotechnologii przemystowej, jednak w ostatnich latach badania koncentrujg si¢ na jego
potencjale aplikacyjnym w rolnictwie, szczegdlnie w tagodzeniu skutkdw suszy glebowej
1 poprawie  zréwnowazonej  produktywnosci  agroekosystemow.  Najlepiej
udokumentowanym kierunkiem zastosowania y-PGA jest ulepszanie wlasciwosci
fizycznych gleby. Biopolimer zwigksza pojemno$¢ wodna gleb, zwlaszcza lekkich 1
piaszczystych, stabilizuje agregaty glebowe oraz ogranicza tempo infiltracji 1 parowania
wody. Wydluza to okresy jej dostepnosci dla korzeni i minimalizuje spadki turgoru w
ro$linach w warunkach okresowych niedoborow opadow. W badaniach polowych
prowadzonych na glebach piaszczystych aplikacja y-PGA poprawiata wzrost Brassica
rapa oraz efektywno$¢ wykorzystania wody (WUE, ang. water use efficiency) (Liu 1 wsp.
2022), a w przypadku Gossypium y-PGA stosowany w systemach nawadniania
kroplowego poprawial plon i jako$¢ wldkna przy jednoczesnym wzroscie wspotczynnika
WUE (Liang i wsp. 2019).

Kolejnym istotnym aspektem jest bezposrednie oddziatywanie y-PGA na
fizjologi¢ roslin. W uprawach polowych Z. mays egzogenny biopolimer zwigkszal
zawarto$¢ chlorofilu, intensywno$¢ fotosyntezy oraz mas¢ czgsci nadziemnej,
szczegblnie w warunkach suszy (Ma 1 wsp. 2022). Poprawa tych parametrow u B. napus
1 B. rapa byla zwigzana zaréwno z lepszym statusem wodnym roslin, jak 1 modulacja

mechanizméw  obronnych, gdyz wykazano wzrost aktywnosci enzymow
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antyoksydacyjnych (SOD, CAT, POD), obnizenie poziomu MDA oraz akumulacje
proliny, co wskazuje na ograniczenie uszkodzen oksydacyjnych wywotanych przez RFT
(Xu 1 wsp. 2020; Liu 1 wsp. 2022). Podobne efekty obserwowano u Z. mays oraz G.
hirsutum (Ma 1 wsp. 2022; Wang i wsp. 2025a, 2025b). Istotng rol¢ w odpowiedzi na y-
PGA odgrywa réwniez regulacja hormonalna. W warunkach suszy biopolimer
powodowat akumulacje ABAu Z. mays, prowadzac do zamykania aparatow szparkowych
oraz ograniczenia transpiracji i utrzymania homeostazy wodnej (Xu i wsp. 2020). Efekt
ten powigzano z regulacjg ekspresji genoOw zwigzanych z biosynteza tego stresowego
fitohormonu (Ma i wsp. 2022). Jednoczesnie obserwowano poprawe efektywnosci
fotosyntezy i lepsze wypetnienie ziarna (Zhai i wsp. 2024).

Biopolimer y-PGA pelni rowniez funkcje nosnika skladnikoéw nawozowych.
Dzigki zdolno$ci chelatowania jonéw metali 1 tworzenia komplekséw z makro- i
mikroelementami ogranicza ich wymywanie z gleby oraz zwigksza dostepnos¢ dla roslin.
Jako komponent nawozéw o kontrolowanym uwalnianiu poprawia efektywno$é
nawozenia, zmniejsza straty azotu i wspiera zalozenia zréwnowazonego rolnictwa,
redukujac eutrofizacj¢ (Shi i wsp. 2023). Jego stosowanie podnosi plonowanie roslin
uprawnych o ok. 10-30%, przy jednoczesnej redukcji zuzycia nawozo6w mineralnych w
podobnym zakresie (Al-Wahili 1 wsp. 2023).

Coraz wiecej] wynikow badan wskazuje, ze dzialanie y-PGA obejmuje
modyfikacj¢ mikrobiomu ryzosfery. Biopolimer stymuluje rozwoj korzystnych
mikroorganizmow, w tym PGPR, modulujac réznorodnos¢ mikrosrodowiska
korzeniowego. Zmiany w strukturze 1 aktywnosci mikrobiologicznej synergistycznie
wzmacniaja tolerancj¢ roslin na niedobor wody poprzez poprawg pobierania sktadnikow
pokarmowych, w tym azotu, fosforu i potasu, produkcje fitohormondw, np. auksyn oraz

ograniczenie presji ze strony patogenow (Ma i wsp. 2022).

1.5. Luka badawcza i uzasadnienie podjecia badan
Pomimo udokumentowanego wptywu y-PGA na poprawe wlasciwosci fizycznych
gleby i zwigkszenie tolerancji ro$lin na suszg, dotychczasowe badania koncentrowaty si¢
gléwnie na modelowych gatunkach z rodzin wiechlinowatych, np. Z. mays 1
kapustowatych np. B. napus (Xu i wsp. 2013; Xu 1 wsp. 2020). Prowadzone analizy
dotyczyly gtownie ogdlnych parametrow fizjologicznych roslin zwigzanych z czescig

nadziemng. System korzeniowy, odgrywajacy kluczowa rol¢ w adaptacji do warunkow
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niedoboru wody, pozostaje stabo zbadany w kontekscie y-PGA. Nadal brakuje

kompleksowej charakterystyki molekularnych mechanizméw dziatania tego polimeru w

tkankach korzeni, w tym proceséw zwigzanych z sygnalizacja hormonalng, regulacja

ekspresji genéw odpowiedzi na stres, aktywnos$cig biatek obronnych oraz zmianami
metabolicznymi. Kwestie te nie byly badane u L. luteus uprawianego w warunkach
niedoboru wody w glebie, a krytyczng luke badawcza stanowi brak danych
demonstrujacych wptyw y-PGA na ksztattowanie brodawek korzeniowych, molekularne

mechanizmy regulujace odpowiedz korzeni oraz interakcje pomig¢dzy polimerem a

procesami odpornosciowymi. Zatem podjecie badan w tym zakresie jest w petni

uzasadnione zaréwno z punktu widzenia poznawczego, jak i aplikacyjnego.

Biorac pod wuwage udokumentowany potencjal y-PGA do tagodzenia
negatywnych skutkow stresu suszy glebowej u innych gatunkéw roslin, sformutowano
dla L. luteus nastepujace hipotezy badawcze:

1) Skuteczno$¢ biostymulacji L. [uteus za pomoca egzogennego 7Y-PGA jest
determinowana zaro6wno przez dawke polimeru, jak 1 precyzyjnie dobrany termin
aplikacji, co optymalizuje interakcje symbiotyczne w warunkach deficytu wody w
glebie.

2) v-PGA dziata jako regulator homeostazy strukturalnej zmniejszajacy podatnos$¢ na
susz¢ poprzez zachowanie integralnosci brodawek korzeniowych, wzmocnienie
potencjatu antyoksydacyjnego oraz selektywna modyfikacje sktadu $cian
komorkowych, a przez to ich struktury 1 wlasciwosci.

3) Podniesienie tolerancji L. [uteus na stres suszy pod wptywem y-PGA wynika z jego
zdolnosci do stabilizowania balansu hormonalnego 1 lipidowego oraz
modyfikowania profilu biatkowego systemu korzeniowego.

Uzyskane wyniki mogg mie¢ fundamentalne znaczenie zaréwno dla badan
podstawowych nad fizjologig ro§lin w uktadzie gleba-roslina-mikrobiom, jak i dla
praktyki rolniczej, w tym rozwoju biostymulatorow wspomagajacych uprawe roslin

straczkowych w warunkach postgpujacych zmian klimatycznych.
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2. CEL PRACY

Od 2011 r. w Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii UMK w Toruniu
prowadzone sg badania nad wptywem suszy glebowej na przemiany zachodzace w
systemie korzeniowym L. luteus. Obejmuja one trzy gldwne nurty badawcze: pierwszy
zwigzany z fitohormonami, drugi z modyfikacja $cian komorkowych oraz trzeci,
poswiecony stresowi oksydacyjnemu. Niniejsza praca stanowi logiczng kontynuacje tych
analiz, rozszerzajac zakres badawczy o wpltyw egzogennego y-PGA na mechanizmy
odpowiedzi na stres. Jej celem bylo okreslenie, czy ten biopolimer moze tagodzi¢
negatywne skutki suszy glebowej w korzeniach L. luteus.

Deficyt wody w glebie prowadzi do nieprawidlowosci we wzroscie i
funkcjonowaniu systemu korzeniowego L. luteus (Frankowski 1 wsp. 2015; Wilmowicz i
wsp. 2020, 2022; Burchardt i wsp. 2024), a najbardziej dotkliwe zmiany zachodza w
brodawkach korzeniowych. Stresor ten zmniejsza liczbe wytworzonych brodawek
korzeniowych, ktére w obrazie mikroskopowym wykazuja cechy charakterystyczne dla
utraty turgoru komorek, a zmiany genetyczne i biochemiczne wskazuja takze na
zaburzenia w funkcjonowaniu tych struktur (Wilmowicz 1 wsp. 2020; Burchardt i wsp.
2024).

Jednym ze sposobow tagodzenia nastepstw suszy glebowej u roslin jest stosowanie
biostymulatoréw. W niniejszej pracy zastosowano syntetyczny, nietoksyczny,
nieimmunogenny, biodegradowalny y-PGA. Oddziatywanie tej substancji na korzen L.
luteus uprawianego w warunkach ograniczonej dostgpnosci wody, okreslono na
podstawie wynikow doswiadczen fizjologicznych, obserwacji mikroskopowych oraz

badan molekularnych, biochemicznych i proteomicznych.

Szczegodlowe cele pracy:

e Okreslenie efektywnosci dzialania syntetycznego y-PGA, w zaleznoS$ci od
dawki i czasu aplikacji, na podstawie:
o Pokroju roslin (dlugo$¢ pedu i korzenia, liczba wytworzonych brodawek
korzeniowych);
o Maksymalnej wydajnosci fotochemicznej fotouktadu II (Fv/Fm);
o Badania wzglgdnej zawartosci wody w korzeniu z brodawkami
korzeniowymi;

o Poziomu osmoprotektanta — proliny.
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Zbadanie wplywu 7-PGA na struktur¢ komorek oraz przemiany zachodzace
na poziomach genetycznym i biochemicznym w oparciu o wyniki analiz:

o Histologicznych i ultrastrukturalnych brodawek korzeniowych;

o Aktywnosci transkrypcyjnej genow (LILOX, LIACS, LIACO, LIZEP,
LILOX, LILBOP, LILbl), ktorych ekspresja zmienia si¢ w odpowiedzi na
deficyt wody w glebie;

o Funkcjonowania systemu uruchamianego w odpowiedzi na stres
oksydacyjny — produkcja H>O; i ASC oraz aktywnos¢ enzyméw
antyoksydacyjnych — SOD, CAT, APX, GWPX;

o Zawarto$ci MDA jako markera peroksydacji lipidow btonowych;

o Skladu i stopnia estryfikacji metylowej pektyn;

o Poziomu wybranych pektyn (galaktany, arabinany, XGA);

o Akumulacji ksyloglukanow.

Zbadanie wplywu y-PGA na homeostaz¢ hormonalng poprzez
immunolokalizacje:

o ABA;

o Prekursora ET - ACC;

o JA.

Zbadanie wplywu y-PGA na metabolizm kwasow thuszczowych poprzez
analize¢:

o Poziomu LOX;

o Lokalizacji FAAH.

Sprawdzenie odpowiedzi rosliny na y-PGA na poziomie proteomu poprzez
wykonanie:

o Analiz identyfikacji biatek.
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Materialy

3.1.1. Material roslinny, warunki uprawy i warianty badawcze

Podczas realizacji ztozen niniejszej dysertacji wykorzystano epigonalng odmiane
Taper tubinu zottego (L. luteus L., Fot. 1), ktory nalezy do rodziny bobowatych
(Fabaceae). W odniesieniu do form tradycyjnych odmiana ta wyrdznia si¢ wysoka
réwnomiernos$cig dojrzewania, kroétszym okresem wegetacji, wyzszym wspotczynnikiem
plonowania oraz niskimi wymaganiami glebowymi. Dodatkowym atutem jest jej wyzsza
odporno$¢ na antraknoz¢ (Jasinska 1 Kotecki 1999; Wiatr 1 Dolata 2008;
Kalinowski 2014).

Materiat siewny pozyskano z Poznanskiej Hodowli Roslin Tulce k/Wiatrowa
(Polska), z ktora Katedra Fizjologii Ro$lin wspotpracowata w ramach realizacji Programu
Wieloletniego MRiRW. Nasiona przed wysiewem zaprawiano preparatem
przeciwgrzybowym Sarfun T 65 DS (Ciech, Grupa QEMETICA Soda Polska S.A.,
Janikowo) w dawce 250 ml/100 kg nasion przez 24 h, a nastgpnie inokulowano je przez
2 h szczepionka bakteryjng Nitragina (Biofood S.C., Walcz, w ilosci 3 g/1 kg nasion). W
kolejnym etapie nasiona wysiewano do materialu glebowego klasy V (Zamek
Bierzgltowski, woj. kujawsko—pomorskie, 53°0624.0"N 18°27'02.5"E), ktérym
wypetniano donice o pojemnosci 11 dm? (po 5 nasion na donice w odlegtosci ~0,05 m,
na glebokos¢ ~0,04 m). Przedstawione warunki uprawy zostaly wczedniej
zoptymalizowane 1 opisane przez Frankowskiego i wsp. (2014) oraz z powodzeniem
stosowane w dotychczasowych pracach eksperymentalnych prowadzonych na L. [uteus
(Kuc¢ko 1 wsp. 2019a; Wilmowicz 1 wsp. 2020; Florkiewicz 1 wsp. 2020; Wilmowicz 1
wsp. 2022; Burchardt i wsp. 2024).

Fotografia 1. Kwitngce rosliny tubinu zoéttego (L. luteus) odmiany epigonalnej Taper.
Zdjecie wykonano w 48 dniu uprawy roslin.
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Uprawg roslin prowadzono w komorach fitotronowych Katedry Fizjologii Roslin
i Biotechnologii UMK w Toruniu, w kontrolowanych warunkach $wietnych (8 h
ciemnos$ci + 16 h $wiatla, §wietlowki Smartlux PRO i FLUORA o tacznym strumieniu
mocy 130 pmol m? s, Osram, Osram Licht AG, Monachium) oraz temperaturowych (22
+ 1°C). RoS$liny podlewano woda w ilosciach dostosowanych do aktualnej fazy
rozwojowej, zapewniajac pelng pojemnos¢ wodna gleby (WHC, ang. Water Holding
Capacity) na poziomie 70%, identyczng we wszystkich doniczkach. Oznaczono ja
metoda wagowa zgodng z polska normg PN-ISO 11465. W 35 dniu od wysiewu nasion
ro$liny podzielono na grupy. Pierwszg z nich uprawiano w dalszym ciggu w warunkach
optymalnej petnej pojemnosci wodnej (70% WHC), druga grupe poddano dziataniu 14-
dniowej suszy glebowej (25% WHC), a trzecig grupe roslin uprawiano w warunkach
deficytu wody w glebie (25% WHC) i traktowano wodnym roztworem syntetycznej soli

sodowej y-PGA (Schemat 5).

KONTROLA (70% WHC) SUSZA (25% WHC) SUSZA (25% WHC) +y-PGA

Schemat 5. Warianty do$wiadczalne stosowane podczas badania przydatnosci kwasu
poli-y-glutaminowego (y-PGA) w tagodzeniu skutkow suszy glebowej w korzeniach
Lupinus luteus. Kontrola — ro§liny uprawiane w warunkach optymalnej petnej pojemnosci
wodnej gleby (70% WHC); susza — rosliny poddane stresowi wodnemu, w warunkach
ograniczone] peinej pojemnosci wodnej gleby (25% WHC); susza + y-PGA — ro$liny
narazone na stres suszy (25% WHC) i traktowane kwasem poli-y-glutaminowym (y-
PGA).

W celu optymalizacji ste¢zenia y-PGA efektywnie wptywajacego na wzrost roslin,
na podstawie dost¢gpnych danych literaturowych (Xu 1 wsp. 2020; Zhu i wsp. 2024),
wytypowano dwa stezenia roztworow (70 1 100 mg/l) stosowane w eksperymentach.

Syntetyczny y-PGA rozpuszczono bezposrednio przed uzyciem w wodzie destylowanej,
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a uzyskany roztwor aplikowano pipeta po 15 ml na rosling. Zoptymalizowano takze czas
aplikacji tego zwigzku. Na podstawie wczes$niejszych badan prowadzonych przez
Wilmowicz 1 Ku¢ko (KFRiB UMK w Toruniu) wytypowano dwa kluczowe momenty
szczegblnej wrazliwosci L. luteus na stres suszy, tj. 42 1 49 dzien uprawy (Schemat 6).
Odpowiadaja one kolejno koncowi fazy wegetatywnej oraz poczatkowi kwitnienia. Faza
generatywna u L. luteus rozpoczyna si¢ okoto 49 dnia i trwa do okoto 55 dnia uprawy. W
49 dniu obserwuje si¢ wzmozong aktywnos$¢ symbiotyczng brodawek korzeniowych
zwiazang z inicjacjg kwiatostanow, natomiast okoto 55 dnia dochodzi do zawigzywania
strgkow (Frankowski i wsp. 2015; Wilmowicz 1 wsp. 2019). Przejscie do fazy
generatywnej wiaze si¢ z duzym zapotrzebowaniem na energi¢ i asymilaty, ktore musza
by¢ efektywnie dostarczane z liSci do rozwijajacych si¢ organdw generatywnych. Dlatego
czas aplikacji y-PGA ustalono na 42 i 49 dzien uprawy, co pozwala oceni¢ jego
skuteczno$¢ w warunkach odpowiednio poczatkowej oraz pozniejszej fazy stresu. Okres
przejsciowy pomigdzy rozwojem wegetatywnym a generatywnym jest dobrym
momentem dla aplikacji roztworu y-PGA, ktory, wykazujac dzialanie wspomagajace
ros$ling w warunkach suszy, moze zabezpieczy¢ prawidtowe funkcjonowanie korzenia

oraz transport asymilatow do wytwarzanych organéw generatywnych.

Rosliny uprawiane w warunkach stresu suszy glebowej (25% WHC)

A
Poczatek Zbior materialu
uprawy PGA 70 mg/l (56 dzien)
Aplikacja w 42 dniu uprawyl
[ I SUSZA I ]
B
Poczatek Zbior materialu
uprawy PGA 70 mg/l (56 dzien)
Aplikacja w 49 dniu uprawy !
[ I SUSZA ]
Cc
Poczatek Zbiér materialu
uprawy PGA100 mg/l (56 dzien)
Aplikacja w 42 dniu upram)'l
[ I SUSZA I ]
D
Poczatek Zbiér materialu
uprawy PGA 100 mg/l (56 dzien)

Aplikacja w 49 dniu uprawy

[ [ o

Schemat 6. Warianty aplikacji y-PGA roslinom uprawianym w warunkach suszy
glebowej. Rosliny podlewano w 42 lub 49 dniu uprawy wodnym roztworem soli sodowe;j
kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) w stezeniu 70 mg/l lub 100 mg/l. Material do
badan zbierano w 56 dniu uprawy roslin.
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Materiatl do badan zbierano w 56 dniu uprawy roslin. Do oznaczenia RWC oraz
zawarto$ci proliny wykorzystano gorng czes$¢ korzenia zawierajaca brodawki (Fot. 2A,
B). Do analiz biochemicznych (poziom MDA i H>O», aktywno$¢ CAT, APX, GWPX,
pomiar stezenia ASC, zawarto$¢ pektyn, testy dot blot, Western blot i 2-DE) zebrano
gorng czes$¢ korzenia, ktorg przy uzyciu skalpela pozbawiono brodawek korzeniowych,
nastgpnie mrozono w cieklym azocie i przechowywano w temp. -80°C. Wycigte brodawki
uzyto do analiz histologicznych  (bigkit toluidyny, czerwien rutenowa),
ultrastrukturalnych, RT-qPCR oraz immunolokalizacji (Fot. 2C). Brodawki przeznaczone
do obserwacji mikroskopowych niezwlocznie po zebraniu utrwalono i zatopiono w
odpowiedniej zywicy (szczegdly dotyczace zywicy: podrozdz. 3.1.3 Roztwory
podstawowe oraz bufory), natomiast te, przeznaczone do izolacji RNA zamrozono w

ciektym azocie i przechowywano w temp. -80°C.

EV\%‘ ~ [e]

4

i

/% e I Czesé gérna korzenia [

| Brodawki korzeniowe |

»—){ Czesc dolna korzenia I

Fotografia 2. System korzeniowy Lupinus luteus L. uprawianego w optymalnych
warunkach pelnej pojemnosci wodnej gleby (70% WHC, kontrola). Materiat do
badan stanowity korzenie. Cz¢$¢ gorna korzenia wraz z brodawkami korzeniowymi oraz
czg$¢ dolna niewytwarzajgca brodawek (A), czes¢ gorna korzenia w powigkszeniu (B),
brodawka korzeniowa w przekroju (C).

3.1.2. Odczynniki i dost¢pne komercyjnie gotowe zestawy

Podczas prowadzenia badan wykorzystano odczynniki o stopniu czysto$ci co
najmniej cz. d. a., enzymy i komercyjne zestawy, ktore wyszczegdlniono w Tabeli 1. Dla
enzymOw uzyto zoptymalizowanych buforow zalecanych przez producenta. W
przypadku komercyjnych zestawdw postepowano zgodnie z instrukcjami dotgczonymi

przez producenta.
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Tabela 1. Zestawy i odczynniki wykorzystywane w trakcie badan

Producent

Odczynniki i/lub zestaw

AGRISERA

przeciwciala pierwotne: anty-JA (AS11 1799), anty-LOX (AS06
128), anty-ACC (AS11 1800), anty-ABA (AS09 446), anty-FAAH
(AS16 3972); przeciwciala wtérne znakowane fluorochromem
Alexa Fluor 488: anty-krolicze (AS09 633) i anty-szczurze (AS09
638); przeciwciata wtorne znakowane HRP: anty-szczurze (AS10
1187), anty-krdlicze (AS09 602); zestaw do chemidetekcji
AgriseraECL SuperBright (AS16 ECL-S-100)

ALCHEM

aceton, biekit bromofenolowy, chloroform CHROMASOLV
>99.8% do HPLC, etylowy alkohol bezwodny 99.8%, glicerol
bezwodny >99.5%, kwas octowy lodowaty 99,5%, kwas
ortofosforowy 85%, metanol CHROMASOLYV >99.9% do HPLC,
toluen, kwas kakodylowy

POL-AURA

2,2'-bipirydyl, szczawian amonu, chlorek zelaza (III) 98%,
Coomassie Brilliant Blue R-250

GENOMED

oligonukleotydy do reakcji gPCR

INVITROGEN

Ambion™ Nuclease-Free Water

Kerafast

monoklonalne przeciwciala pierwotne: anty-JIMS (ELD004), anty-
JIM7 (ELDO005), anty-LM5 (ELD007), anty-LM6 (ELDO00S), anty-
LM8 (ELDO12), anty-LM15 (ELDO013), anty-LM24 (ELDO014),
anty-LM25 (ELDO15)

Ted Pella

Citifluor

Macherey-Nagel

NucleoSpin RNA Plant — zestaw do izolacji calkowitego RNA

Sigma-Aldrich

akrylamid, 2-mercaptoethanol, Amersham™ Protran® Premium
Western ~ blotting  nitrocellulose ~ membrane,  butylowany
hydroksytoluen, albumina surowicy bydlecej, czerwien rutenowa,
DAPI, DTT, EDAC, EDTA, eter benzylowo- etylowy, glicyna,
aldehyd glutarowy, wodorofosforan (V) dipotasu,
diwodorofosforan (V) potasu, kwas 2-tiobarbiturowy, kwas L-
askorbinowy, kwas sulfosalicylowy, kwas trichlorooctowy, L-
prolina, metakrylan butylu, metakrylan metylu, TEMED,
wodorofosforan (V) disodu, APS, diwodorofosforan (V) sodu,

ninhydryna, czterotlenek osmu, paraformaldehyd, PMSEF,
RNaseZAP, SDS, vy-PGA,  bigkit toluidyny, trizma,
tiokarbohydrazyd, Zelazocyjanek potasu, kwas  borowy,

diwodorofosforan (V) sodu, wodorofosforan (V) disodu

wodorotlenek potasu, wodorotlenek sodu, chlorek sodu, chlorek

POCH potasu, tlenek propylenu, chlorek wapnia

Polysciences kapsutki BEEM, Ultra Low Viscosity Embedding Kit

Roche zestaw do odwrotnej transkrypcji - Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit, zestaw do reakcji qPCR - LightCycler
TagMan Master Kit

Bio-Rad ReadyPrep™ 2-D Starter Kit, ReadyStrip™ IPG Strips 7 cm (pH 3-
10), EveryBlot Blocking Buffer, 40% akrylamid/bis 29:1

EurX agaroza, barwnik DNA/RNA SimplySafe™, markery wielkosci
RNA/DNA (Simply Gene DireX 100bp, 1Kb DNA Ladder RTU)

ThermoFisher PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Scientific

47



3.1.3. Roztwory podstawowe oraz bufory

W Tabeli 2 zawarto sktad buforow oraz roztwordéw stosowanych w niniejszej

pracy. Do przygotowania kazdego z nich wykorzystano wod¢ dejonizowang, wolng od

RNaz (Milli-Q). W zaleznos$ci od potrzeb, sporzadzone roztwory filtrowano lub

autoklawowano.

Tabela 2. Sklad chemiczny buforéw i roztworéow wykorzystanych podczas

prowadzenia eksperymentow

Roztwor/ bufor Sklad
90 mM Tris
Bufor 1 x TBE, pH 8,3 90 mM kwas borowy
20 mM EDTA
0,25% bftekit bromofenolowy
Bufor obcigzajacy do elektroforezy w 0,25% cyjanoksylen
zelu agarozowym 1% fikol 400
60% glicerol
25 mM Tris-HCI, pH 8,3
Bufor do elektroforezy biatek 192 mM glicyna
3,5M SDS
Bufor do izolacji bialek przeznaczonych >0 mM Tris-HCI
do analiz Western blot i1 dot blot 2 mM EDTA
5 mM PMSF

0,1 M bufor fosforanowy, pH 7,2, 100
ml (do analiz aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych)

7,5% wodorofosforan (V) disodu
9,9% diwodorofosforan (V) disodu
H>O

Bufor Laemmli’ego
(bufor obcigzajacy do préb biatkowych)

100 mM Tris-HCI, pH 6,8
4% SDS

20% glicerol

5% blekit bromofenolowy

Bufor TBS, pH 7,4

20 ml 1 M Tris
25 ml 4 M chlorek sodu
uzupetni¢ HOdo 11

Bufor 1x PBS, pH 7,2 (500 ml, 10 mM)

4 g chlorek sodu

0,1 g chlorek potasu

0,72 g wodorofosforan (V) disodu
0,12 g diwodorofosforan (V) potasu
H,O

Bufor fosforanowo-potasowy, pH 7,8
(500 ml, 50 mM)

1,49 g diwodorofosforan (V) sodu
3,81 g wodorofosforan (V) disodu
0,01 M EDTA

0,01 M E-64

0,01 M DTT

H»>O

Kwasny roztwoér ninhydryny

0,625 g ninhydryny
15 ml 99,5 % kwasu octowego
10 ml 85 % kwasu ortofosforowego
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80% etanol z 0,01%
butylohydroksytoluenem (BHT)

80 ml etanolu
20 ml H,O
0,01 g BHT

Odczynnik ,,+TBA”

0,5 g TBA

20 g TCA

0,01 g BHT

uzupetni¢ H,0 do 100 ml

Odczynnik ,,-TBA”

20g TCA
0,01 g BHT
uzupetni¢ H>O do 100 ml

20% roztwor TCA w acetonie (do
wytracania biatek i oznaczen
biochemicznych)

20 g TCA
uzupehié¢ acetonem do 100 ml

Zywica BMM

0,5% roztwor wzorcowy BSA do 0,5 g BSA
oznaczenia stezenia biatek 100 ml H>O
, . 0,5% szczawian amonu
Roztwor szczawianu amonu H0
Roztwor chlorku wapnia do ptukania 0,5 mM chlorek wapnia
tkanki H>O
20 ml metakrylanu butylu

5 ml metakrylanu metylu
125 mg eteru benzylowo-etylowego
0,0385 g DTT

Wodny 1% roztwor blokujacy BSA

10 mg albuminy surowicy bydlece;j
100 ml H,O

1% roztwor blokujacy BSA do dot blot

10 mg albuminy surowicy bydlece;j
100 ml buforu TBS, pH 7,4

Roztwor barwiacy do zeli

0,6% Coomasie Brilliant Blue R-250
50% metanol

10% kwas octowy
H>O

Roztwoér odbarwiajacy do zeli

5% metanol
7% kwas octowy
H>O

Roztwor L-proliny w 3% kwasie
sulfosalicylowym

0,5% L-prolina
3% kwasu sulfosalicylowego

Odczynnik Bradforda (200 ml)

100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250
50 ml 95% etanolu

100 ml 85% kwasu ortofosforowego
uzupehi¢ H,0O do 200 ml

3.1.4. Zele do przeprowadzenia rozdzialu elektroforetycznego RNA i bialek

Podczas przygotowania zeli uzyto wody wolnej od RNAz. Sktady chemiczne zeli

agarozowych (do rozdzialu RNA) oraz poliakrylamidowych (do rozdziatu bialek)

zaprezentowano w Tabelach 3 1 4.
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Tabela 3. Sklad chemiczny 1% zelu agarozowego do elektroforezy kwasow
nukleinowych

Odczynnik Ilo$¢/objetose
‘ agaroza 1,2
1% zel agarozowy blglfOI' 1 x TBE 12()gm]

Tabela 4. Sklad chemiczny zeli poliakrylamidowych do rozdzialu bialek

Odczynnik Objetos¢
40% roztwor akrylamid-bisakrylamid (29:1) 600 ul
1,25 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 ml
4% zel 10% SDS 25 ul
zageszczajacy | H.O 3,1 ml
10% APS 25 ul
TEMED 5ul
40% roztwor akrylamid-bisakrylamid (29:1) 3ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 2,5 ml
12% zel 10% SDS 100 pl
rozdzielajacy | H>O 4,4 ml
10% APS 50 pl
TEMED 10 pl

3.2. Metody

3.2.1. Ocena pokroju roslin, pomiar parametrow biometrycznych i
fizjologicznych

W celu zweryfikowania wptywu y-PGA na L. luteus uprawiany w warunkach
suszy glebowej, w pierwszym etapie badan okreslono wybrane cechy biometryczne:
dlugos$¢ pedu i korzenia oraz liczbg brodawek korzeniowych wytworzonych przez
rosling. Rosliny wyjeto z doniczek, nie naruszajac systemu korzeniowego. Nadmiar gleby
z korzeni usunig¢to delikatnie pedzelkiem, tak aby nie doprowadzi¢ do uszkodzenia
organow. Dtugo$¢ pedu zmierzono od szyjki korzeniowej do wierzchotka wzrostu pedu,
natomiast dtugos¢ systemu korzeniowego zmierzono od szyjki korzeniowej do
wierzchotka korzenia gléwnego. W celu ustalenia liczby brodawek korzeniowych

wytworzonych przez rosling preparowano je skalpelem i liczono.

3.2.2. Ocena maksymalnej wydajnosci fotosystemu IT
W celu zbadania wptywu y-PGA oraz suszy glebowej na maksymalng wydajno$¢
fotochemiczng fotosystemu II okre§lono warto$¢ wspotczynnika Fv/Fm w lisciach.

Pomiar wykonano fluorymetrem (OS-30P, Opti-Sciences Inc., USA), wedlug metody
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Weng (2006), na 3 najstarszych lisciach kazdej rosliny z danego wariantu
doswiadczalnego, w trzech powtdrzeniach biologicznych oraz trzech powtorzeniach
technicznych. Liscie roslin zacieniano na 30 min klipsem analitycznym. Nastepnie w
otworze klipsa umieszczono fotodiodg elektroluminescencyjng LED (dtugos¢ fali 650
nm, z filtrem bliskiej podczerwieni — NIR), otwierano przestong klipsa i wykonywano
pomiar. Natezenie promieniowania wysycajacego chlorofil wynosito 3000 pmol/m?/s, a

czas trwania impulsu §wietlnego wynosit 1 s.

3.2.3. Badanie wzglednej zawartosci wody w korzeniach

Celem zbadania wptywu y-PGA 1 suszy glebowej na zdolno$¢ L. luteus do
utrzymania wody w komorkach okre§lono stopien uwodnienia tkanek, wyrazany
wzgledng zawartoscia wody (RWC, ang. Relative Water Content). Analizy
przeprowadzono dla gornej czesci korzeni L. [uteus zawierajacych brodawki korzeniowe.
Do badan pobrano organy z pigciu roslin z kazdego wariantu doswiadczalnego, ktére
bezposrednio po zbiorze zwazono w celu wyznaczenia ich $wiezej masy. Nastgpnie
probki umieszczono w szalkach Petriego wypelionych woda destylowana i
pozostawiono w temp. pokojowej, w ciemnosci na 4 h do osiagni¢cia przez tkanki stanu
pelnego turgoru. Po tym czasie nadmiar wody z korzeni usuni¢to przy pomocy bibuly 1
zwazono, wyznaczajac mase¢ tkanki wysyconej woda. W kolejnym kroku materiat
wysuszono w termostacie (temp. 100°C) przez 24 h., nastgpnie probki zwazono,

uzyskujac suchg mase. Wartos¢ RWC obliczono wedlug wzoru:

$wieza masa — sucha masa
RWC = * 100%
masa przy pelnym turgorze — sucha masa

3.2.4. Oznaczenie poziomu markerow stresu

W celu sprawdzenia, czy y-PGA 1 susza glebowa wptywaja na stopien
peroksydacji lipidow, oznaczono poziom MDA. Wykorzystano metode Hodgesa 1 wsp.
(1999) z pewnymi modyfikacjami opisanymi przez Kucko 1 wsp. (2022). Wykonano test
z TBA, ktoéry tworzy z MDA zwiazki chemiczne wyzszego rzgdu, a ich stezenie mozna
oznaczy¢ spektrofotometrycznie. Gorng czgs$¢ korzenia (~0,5 g), z uprzednio usunietymi
brodawkami korzeniowymi, zhomogenizowano w schtodzonym mozdzierzu w obecnosci
cieklego azotu. Dodano 2 ml 80% EtOH zawierajacego 0,01% BHT. Otrzymany
homogenat zwirowano (3000 x g, 10 min, temp. 4°C) w proboéwkach typu Eppendorf.

Uzyskany supernatant wykorzystano do dalszych analiz. Rownolegle przygotowano dwa
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zestawy probowek typu Eppendorf: pierwszy na proby z odczynnikiem TBA i drugi na
proby z odczynnikiem bez TBA. Do kazdej probéwki z pierwszego zestawu dodano 350
ul uzyskanego supernatantu, 350 pl wody destylowanej 1 700 ul odczynnika z TBA
(sktad: Tabela 2). Do kazdej probowki z drugiego zestawu dodano 350 ul supernatantu,
350 pul wody destylowanej 1 700 pl odczynnika bez TBA (sktad: Tabela 2). Proby zerowe
zawieraty 350 ul 80% EtOH z 0,01% BHT. Mieszaniny inkubowano przez 20 min w tazni
wodnej (temp. 95°C), chtodzono je na lodzie, aby zahamowac¢ reakcje, ponownie
zwirowano (3000 x g, 10 min, temp. 4°C) w celu usunig¢cia ewentualnych stratow
biatkowych lub innych nierozpuszczalnych sktadnikow. W ostatnim etapie zmierzono
absorbancj¢ uzyskanych supernatantow przy dtugosciach fali: 600 nm, 532 nm i 440 nm
wzgledem prob zerowych zawierajacych: 0,5 ml 80% EtOH, 0,5 ml HoO 1 1 ml
odczynnika z TBA (dla prob z serii ,,+ TBA”) oraz 0,5 ml 80% EtOH, 0,5 ml HO 1 1 ml
odczynnika bez TBA (dla prob z serii ,,- TBA”). Stezenie MDA w poszczegdlnych
probach obliczono wedtug wzordw:

(AbSs35 nm + TBA — AbSgo nm + TBA) — (AbSs32 nm — TBA — Absgoo nm — TBA) = A
(AbS440 nm + TBA — AbSggonm + TBA) * 0,0571 = B

MDA quiv [nmol * ml™] = 6

157000 * *

Zbadanie wplywu vy-PGA 1 suszy glebowej na utrzymanie roéwnowagi
osmotycznej wymagato okreslenia poziomu proliny akumulowanej w roslinach w
warunkach stresu osmotycznego. Do oznaczenia tego wskaznika w korzeniach L. luteus
wykorzystano zmodyfikowang metode opisang przez Abraham i wsp. (2010). Gérng
czgs¢ korzeni (~0,5 g) zawierajacych brodawki korzeniowe zhomogenizowano w
mozdzierzu w obecnosci cieklego azotu. Nastepnie dodano 3% kwasu sulfosalicylowego
(2,5 ml) 1 zworteksowano. Homogenat przeniesiono do schtodzonych probowek typu
Eppendorf i zwirowano (18000 x g, 5 min, temp. 21°C). Przygotowano nowe probdwki
typu Eppendorf, a w nich mieszaniny reakcyjne zawierajace 100 pl badanego
supernatantu, 100 ul 3% kwasu sulfosalicylowego, 200 ul lodowatego kwasu octowego i
200 pl kwasnego roztworu ninhydryny. Mieszaning reakcyjng inkubowano w bloku
grzejnym w temp. 96°C przez 30 min, a nast¢pnie schtodzono na lodzie (3 min). W
kolejnym kroku préby ekstrahowano z 1 ml toluenu, zworteksowano i1 pozostawiano na
5 min w temp. pokojowej w celu rozdzielenia fazy wodnej i organicznej. Faz¢ organiczng
zawierajaca chromofor umieszczono w kuwetach kwarcowych, zmierzono absorbancj¢
przy dlugosci fali 520 nm. Ilo$¢ proliny oznaczono w odniesieniu do krzywe;j

standardowe;.
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Do oznaczenia zawarto$ci H>O, w tkance wykorzystano metode¢ opisang przez
Junglee i wsp. (2014) opartg na utlenianiu przez H>O> jonéw jodkowych (I') do wolnego
jodu (I2) oraz jego redukcje do H»O. Tkanke zhomogenizowano w schtodzonym
mozdzierzu w obecnosci ciektego azotu. Odwazono 0,15 g rozdrobnionej tkanki 1
umieszczono jg w sterylnych probowkach typu Eppendorf, do ktérych dodano 1,5 ml 1%
roztworu TCA. Otrzymane ekstrakty zwirowano (15 min, 13000 x g, temp. 4°C).
Uzyskany supernatant przeniesiono do nowych, sterylnych probowek. W kolejnym etapie
przygotowano mieszaniny reakcyjne sktadajace si¢ z 0,25 ml ekstraktu, 0,25 ml 10 mM
buforu fosforanowo-potasowego o pH 7,0 oraz 0,5 ml 1 M roztworu jodku potasu.
Mieszaniny doktadnie zworteksowano, a nastgpnie inkubowano w ciemnosci przez 15
min w temp. 21°C. Prébe §lepa stanowila mieszanina, do ktérej zamiast ekstraktu
ro$linnego dodano 0,25 ml 1% TCA. Po inkubacji mieszaniny reakcyjne przeniesiono do
plytki 96-dotkowej, wykonano pomiar absorbancji przy dtugosci fali 350 nm (czytnik
mikroplytek SpectraMax iD3s). Zawartos¢ H>0: okreslono na podstawie krzywej
standardowej przygotowanej z seryjnych rozcienczen H-O> w 1% TCA.

Stezenie zredukowanej formy askorbinianu (ASC) oznaczano wykorzystujac
metode opisang przez Kato 1 Esaka (1999). Test ten opiera si¢ na redukcji jonow zelaza
(Fe** do Fe?") przez ASC i spektrofotometrycznej detekcji Fe?" tworzacego kompleks z
2,2'-bipirydylem. Gorng czg¢$¢ korzeni (= 0,3 g), z ktorych usunigto brodawki
korzeniowe, homogenizowano w cieklym azocie i ekstrahowano przez 15 min 6% TCA
w temp. 0°C. Uzyskany homogenat odwirowano z predkoscig 15000 x g przez 5 min w
temp. 4°C. W kolejnym kroku przygotowano mieszaniny reakcyjne, ktorych skiad
wymieniono w Tabeli 5. Probe §lepa stanowila mieszanina zawierajaca 6% roztwor TCA
zamiast ekstraktu.

Tabela 5. Sklad mieszaniny reakcyjnej w reakcji oznaczania stezenia kwasu
askorbinowego

Objetos¢ [ul]

Skladnik Proba badana Proba Slepa
Ekstrakt 200 0

6% TCA 0 200

0,2 M bufor fosforanowy, pH 7,4 600 600
H>0O dejonizowana 200 200
10% TCA 1000 1000
42% H3PO4 800 800
2,2'-bipirydyl 800 800

3% FeCls 400 400
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Po dodaniu FeCl; mieszaning natychmiast zworteksowano, a nast¢pnie
inkubowano w temp. pokojowej przez 60 min. Po tym czasie dokonano pomiaru
absorbancji przy dlugosci fali A = 525 nm. Stezenie ASC okreslano na podstawie

odniesienia do krzywej wzorcowej i wyrazano w pg/ml g FW.

3.2.5. Izolacja i oznaczanie poziomu pektyn

Do oznaczania zawartosci pektyn wykorzystano metode spektrofotometryczng
opisang przez Liu 1 wsp. 2019. Korzenie (£0,1 g) oplukano 0,5 mM roztworem chlorku
wapnia, a nastepniec woda dejonizowang. W kolejnym etapie fragmenty tkanki
homogenizowano w mozdzierzu w obecnos$ci schtodzonego 75% etanolu (0,5 ml), a
uzyskang zawiesing wirowano 10000 x g, 10 min. W celu oczyszczenia osadu,
przemywano go mieszaning metanolu z chloroformem (1:1, v/v), a nastepnie acetonem,
po czym probki liofilizowano. Wtasciwa ekstrakcja pektyn polegala na dwukrotnej
inkubacji wyizolowanych $cian komoérkowych w 0,5% roztworze szczawianu amonu
(97°C, 1 h). Po dwoch seriach inkubacji probki wirowano (10000 x g, 10 min). Zebrane

supernatanty polgczono, a nastepnie mierzono absorbancj¢ przy dtugos$ci fali 280 nm.

3.2.6. Analizy molekularne

Do wykonania analiz uzyto szkla 1 porcelany wyprazanych przez 12 h w temp.
250 °C, sterylnych probowek i jednorazowych koncowek do pipet z filtrami. Do

dekontaminacji aparatury elektroforetycznej z RNaz zastosowano preparat RNaseZAP.

3.2.6.1. Izolacja calkowitego RNA

Calkowitg pule RNA wyizolowano z brodawek korzeniowych L. luteus przy
uzyciu zestawu NucleoSpin RNA Plant. Procedur¢ przeprowadzono zgodnie z
wytycznymi zamieszczonymi w instrukcji producenta.

W sterylnym, uprzednio schtodzonym mozdzierzu, umieszczono tkanke roslinng
(~100 mg), ktérg rozdrobniono na jednorodny proszek przy uzyciu pistla, w obecnosci
ciektego azotu. Roztartg tkanke przeniesiono do sterylnych probowek typu Eppendorf, a
nastgpnie poddano lizie buforem denaturujagcym. Ekstrakty nanoszono na kolumienki
filtracyjne, nastepnie kolumienki wigzace. W celu usunigcia ewentualnych pozostatosci
genomowego DNA preparaty trawiono za pomoca rDNazy dolaczonej do zestawu.
Enzym po reakcji wyplukano z kolumienki, zwigzane RNA oczyszczono. Jego catkowitg
pule eluowano 40 pul wody wolnej od RNaz. Preparaty przechowywano w temp. -80°C

do dalszych analiz.
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3.2.6.2. Analiza iloSciowa i jakosciowa RNA

Uzyskane catkowite RNA poddano analizie ilosciowej. Stezenie preparatow
oznaczono spektrofotometrycznie (spektrofotometr Nanodrop, Thermo Fisher) w
objetosci 1 pl. Pomiary wykonano wzgledem wody wolnej od RNaz. Wynik koncowy
wyrazano jako §rednig arytmetyczng z trzech pomiarow. Czysto§¢ RNA potwierdzono w
oparciu o warto$¢ wspodtczynnika Azeo/ Azso, ktory dla wszystkich prob wynosit ok. 2,0, co
swiadczy o braku zanieczyszczen biatkowych lub fenolowych. W celu zbadania, czy
wyizolowany kwas nukleinowy nie ulegl degradacji, przeprowadzono analiz¢ jakosciowg
metoda elektroforezy w 1% zelu agarozowym z barwnikiem EURX® SimplySafe™ (w
stosunku 1 pl/100 ml zelu) w buforze 1xTBE, zastosowano napigcie 5 V/cm.

Do studzienki natozono 0,5 pg RNA. Obecno$¢ wyraznych prazkow 18S/28S
rRNA (Fot. 3) wykluczyta degradacje RNA. Niezdegradowane RNA o wysokiej czystosci

1 jakos$ci wykorzystano jako matryce¢ w reakcji odwrotnej transkrypcji.

badane proby
M 1 2 3 4 5 6

Fotografia 3. Obraz rozdzialu elektroforetycznego przykladowych préb caltkowitego
RNA wyizolowanego z brodawek korzeniowych L. luteus. Rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzono w 1% zelu agarozowym. Do kazdej studzienki naniesiono 0,5 pg RNA
badanej proby. M — marker wielkosci czasteczkowej (Simply Gene DireX 1Kb RTU DNA
Ladder). Probki: 1 — Kontrola, 2 — Susza, 3 — Susza + y-PGA 70 mg/l aplikowany w 7
dniu trwania stresora, 4 — Susza + y-PGA 100 mg/1 aplikowany w 7 dniu trwania stresora,
5 — Susza + y-PGA 70 mg/l aplikowany w 14 dniu trwania stresora, 6 — Susza + y-PGA
100 mg/1 aplikowany w 14 dniu trwania stresora.

3.2.6.3. Reakcje qRT-PCR
3.2.6.3.1. Reakcja odwrotnej transkrypcji
W celu zbadania aktywnosci transkrypcyjnej genow, ktorych ekspresja moze
zmienia¢ si¢ w odpowiedzi na susz¢ glebowa oraz pod wptywem y-PGA, wykorzystano
standardowe metody PCR stosowane w biologii molekularnej. RNA uzyskane we
wczesniejszym etapie z brodawek korzeniowych wykorzystano do syntezy cDNA w
reakcji z enzymem Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase oraz

zakotwiczonymi starterami oligo(dT)is hybrydyzujacymi z poliadenylowanymi 3’
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koncami mRNA. Do reakcji uzyto 1 pg RNA, a poszczegdlne skladniki mieszaniny

reakcyjnej oraz etapy reakcji zaprezentowano w Tabeli 6.

Tabela 6. Reakcje odwrotnej transkrypcji — sklad mieszaniny reakcyjnej i warunki

. . Stezenie

Sktadnik [os¢ [ul] Kohcowe
RNA zmienna 1 ug
Oligo(dT):s (50 pmol/ul) 1 2,5 uM

Denaturacja: 65°C, 10 min

5 x Bufor (Transcriptor High Fidelity Reaction Buffer) 4 1 x
Inhibitor RNaz (Protector RNase Inhibitor) (40 U/ul) 0,5 20U
dNTP mix 10 mM 1 mM
DTT 1 5mM
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 1,1 10U

Odwrotna transkrypcja: 55°C, 30 min

Zatrzymanie reakcji: 85°C, 5 min

3.2.6.3.2.

Badanie ekspresji genow w czasie rzeczywistym

Do okreslenia aktywnosci transkrypcyjnej gend6w w brodawkach korzeniowych L.

luteus zastosowano technik¢ qPCR. Opiera si¢ ona na uzyciu starterow (Tabela 7)

komplementarnych do okreslonego fragmentu cDNA oraz sond hydrolizujacych (UPL) z

detekcja fluorescencyjng, co warunkuje czutos¢ i specyficznos¢ reakcji. Amplifikowano

geny zwigzane z biosynteza ET (LIACS, LIACO), jasmonianow (L/ILOX), ABA (LIZEP)

oraz te, ktorych bialkowe produkty sa odpowiedzialne za funkcjonowanie brodawek

korzeniowych (L/IBOP, LILbI).

Tabela 7. Startery specyficzne i sondy uzyte podczas reakcji qPCR

Analizowany gen . , , Numer
(numer akcesyjny NCBI) seleel e = o sondy
LIACS FWP: TTCATTCAAGAAGGCAATGGT 53
(KF573522) RWP: GGTTTGGGTCAAAAGTCACC
LIACO FWP: GTGATGAAGGAATTTGCACAAG 53
(KF573523) RWP: CCAAGGTTTTCACACAGCAA
LIBOP FWP: GGAACTCGTCAAGCTCATGG 133
(KC792647.1) RWP: GGCGTAGTGTAAGGCCAATG
LILOX FWP: TTTTCAACACTGGGCTTGACT 133
(KAE9620454) RWP: CTCGGCATGATGGCTTCTA
LIZEP FWP: GGGTTTCCGGTTCTTGGTAT 165
(KF887951) RWP: AAAGCCATTCGACTAATAACTCTTG
LILbI FWP: GGGTTCTGTCCATGTCTCAAA 105
(Y00401.1) RWP: TCAGGATTGCTTCCTTCACC
LIACT FWP: TAATGGTTGGGATGGGTCAG 165
(KP257588) RWP: TTCAAGGTGAGAATACCCCTCT
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Ekspresje badanych gendéw przeliczano w odniesieniu do genu referencyjnego
(LIACT), ktéry niezaleznie od warunkéw zewnetrznych charakteryzuje sig statg ekspresja
we wszystkich organach. [losciowg analize wzglednej ekspresji genéw przeprowadzono
z wykorzystaniem metody AACt, polegajacej na poroéwnaniu wartosci progowych cykli
amplifikacji (Ct, ang. treshold cycle) dla badanych gendéw i genu referencyjnego.

Dla kazdego analizowanego genu wykonano krzywa wzorcowa oparta na
czteropunktowym szeregu rozcienczen cDNA (10-, 100-, 1000- i 10000-krotnych)
uzyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji. Seria rozcienczen stuzyta jednocze$nie do
oceny efektywnosci amplifikacji (90—100%) oraz liniowos$ci reakeji (R* > 0,99). Dla
kazdego analizowanego genu przeprowadzono trzy niezalezne powtdrzenia techniczne.
Efektywnos¢ amplifikacji, wyznaczona na podstawie nachylenia krzywych
standardowych, wynosita $rednio +1,8. Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem
systemu LightCycler 2.0 (Roche) oraz gotowego zestawu master mix LightCycler
TagMan Master. Mieszaniny reakcyjne (pelny sktad w Tabeli 8) zawieraly matryce cDNA
lub wode (kontrola negatywna, ktora pozwalala na wykluczenie niespecyficznej
amplifikacji 1 kontaminacji). Warunki reakcji przedstawiono w Tabeli 9. Analize¢
uzyskanych danych przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania LightCycler

Software 4.1 (Roche).

Tabela 8. Sklady mieszanin reakcyjnych w reakcjach qPCR

Sktad Objetos¢ w probie [pl]
cDNA 1
Starter F (10 uM) 0,2
Starter R (10 uM) 0,2
Sonda UPL 0,1
LightCycler TagMan Master Mix 2
H>O 6,5

Tabela 9. Warunki reakcji qPCR

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Liczba powtorzen
Denaturacja wstepna 95 600 —
Denaturacja wtasciwa 95 10
Przylaczanie starteréw 59 30 45
Amplifikacja cDNA 72 1
Chtlodzenie 40 30 -

57



3.2.6.4. Analizy bialek
3.2.6.4.1. Izolacja

Wykonanie analiz metodami Western blot, dot blot oraz 2-DE wymagato izolacji
biatek o dobrej jakosci i wysokim stezeniu. W tym celu zamrozony wczesniej materiat
roslinny (£1 g) roztarto w mozdzierzu w obecnos$ci ciektego azotu. Do mozdzierza z
utartg tkankg dodano bufor ekstrakcyjny (sktad: Tabela 2) w stosunku 1:1 (w/v), po czym
cato$¢ zebrano do probowki. Nastepnie proby wytrzasano przez 20 min w temp. 4°C i
wirowano przez 30 min w temp. 4°C przy 13500 x g. Uzyskany supernatant przeniesiono
do $wiezych probowek typu Eppendorf i podzielono. Czeg$¢ przeznaczong do analiz dot
blot przechowywano w temp. -20°C. Do pozostalej czgsci nadsaczu dodano roztwér 20%
TCA w acetonie w celu wytracenia wszystkich bialek. Mieszaniny inkubowano w temp.
-20°C przez 12 h. Kolejnego dnia proby zwirowano (13500 x g, 30 min, temp. 4°C) i
odrzucono supernatant. Uzyskany osad wyptukano trzykrotnie 1 ml mieszaniny EtOH i
octanu etylu w stosunku 1:1 (v/v), a nastepnie wirowano przez 1 min (5000 x g, temp.
4°C). W zaleznosci od przeznaczenia osad rozpuszczono w buforze ekstrakcyjnym
(sktad: Tabela 2). Proby przeznaczone do analiz Western blot przechowywano w temp. -
20°C, natomiast te, wykorzystywane do analiz 2-DE, zamrozono w temp. -80°C. St¢zenie
bialek zmierzono spektrofotometrycznie (spektrofotometr SHIMADZU UV mini-1240)
zgodnie z metodg Bradforda (Bradford 1976).

Proces izolacji biatek do oznaczen aktywnos$ci enzymatycznej prowadzono w ten
sam sposOb jak powyzej. Fragmenty tkanek rozcierano, nastepnie do mozdzierza
dodawano bufor fosforanowy (sktad w Tabeli 2) w stosunku 1:1 (1 ml buforu: 1 mg
tkanki). Proby wytrzasano przez 1 h w temp. 4°C, a nastgpnie wirowano przez 30 min
(13500 x g, temp. 4°C). Uzyskany w ten sposob supernatant przechowywano do dalszych
analiz w temp. -20°C.

3.2.6.4.2. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujacych

Badanie jakosci wyizolowanych biatek niezbednych do wykonania analiz Western
blot oraz 2-DE wymagato rozdziatu elektroforetycznego w zelu poliakrylamidowym w
obecnosci SDS. Pobrano 20 pg biatka, dodano bufor denaturujacy Laemmli'ego (1:1, v:v)
1 inkubowano w temp. 95°C przez 5 min. Warunki te gwarantowaty catkowita denaturacje
1 redukcje mostkow disiarczkowych. Zdenaturowane proby naniesiono na zel (sktad:
Tabela 4) o wymiarach 7 x 8 cm, przygotowany wedtug protokotu Laemmli'ego (1970).
Elektroforeze przeprowadzono w aparacie Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) w
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buforze elektroforetycznym (sktad: Tabela X) przez +120 min przy stalym napigciu 90 V.
Warunki te pozwolily uzyskac optymalny rozdziat biatek w zakresie mas czasteczkowych

od 40 do okolo 250 kDa.

3.2.6.4.3. Western-blot

Rozdzielone w zelu poliakrylamidowym biatka przeniesiono na membrang
nitrocelulozowg (Amersham™ Protran®) przy uzyciu systemu Mini-PROTEAN® Tetra
Cell 1 buforu do transferu (sktad: Tabela 2). Niespecyficzne miejsca wigzania na
membranach zablokowano roztworem blokujacym (sktad: Tabela 2) przez 2 h. Po tym
czasie nadmiar roztworu blokujacego wyptukano dwukrotnie przez 5 min buforem TBS,
pH 7,4 (sktad: Tabela 2). Inkubacj¢ z poliklonalnymi przeciwcialami pierwotnymi (anty-
LOX 1:1000 v/v w TBS, pH 7,4 z dodatkiem 1% roztworu blokujacego) prowadzono
przez noc w temp. 4°C. Nastepnego dnia membrany wyptukano trzykrotnie po 10 min w
buforze TBS pH 7,4. Inkubacj¢ z wtoérnymi poliklonalnymi przeciwciatami
antykroliczymi, znakowanymi HRP (1:10000 w TBS pH, 7,4), prowadzono przez 2 h w
temp. pokojowej. Po tym czasie membrany wyptukano trzykrotnie po 10 min w buforze
TBS pH, 7.,4. Detekcje sygnatu fluorescencyjnego przeprowadzono przy uzyciu zestawu
ECL SuperBright, a wyniki zwizualizowano za pomocg skanera ChemiDoc Touch®
BioRad. W koncowym etapie wykonano analiz¢ densytometryczng przy wykorzystaniu

oprogramowania ImageJ.

3.2.6.4.4. Dot blot

Na membrang nitrocelulozowg (Amersham™ Protran®) naniesiono 5 pg biatka
w matych porcjach po ok. 1 pl. Nastgpnie zablokowano niespecyficzne miejsca wigzania
przeciwcial na membranach roztworem blokujacym (sktad: Tabela 2) przez 2 h. Po tym
czasie membrany wyptukano dwukrotnie buforem TBS, pH 7,4 (skiad: Tabela 2). W
kolejnym etapie przeprowadzono inkubacj¢ z monoklonalnymi szczurzymi
przeciwcialami pierwotnymi (anty-JIMS, anty-JIM7, anty-LMS5, anty-LM6, anty-LMS8,
anty-LM15, anty-LM24, anty-LM25; 1:1000 v/v w 1% roztworze blokujacym w TBS,
pH 7.4) przez noc na wytrzasarce w temp. 4°C. Nastepnego dnia membrany wyptukano
3 x 10 min w buforze TBS, pH 7,4 1 inkubowano przez 2 h w roztworze antyszczurzych
przeciwciat drugorzedowych, znakowanych HRP (1:10000, v/v) przygotowanych w 1%
roztworze blokujacym w TBS, pH 7.4. Po tym czasie membrany ptukano 3 x 10 min w
buforze TBS, pH 7,4. Detekcje sygnatu fluorescencyjnego, wizualizacj¢ wynikow i

analiz¢ densytometryczng prowadzono analogicznie jak w reakcjach Western blot.
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3.2.6.4.5. Dwukierunkowa elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym

Do monitorowania r6znic w sktadzie mieszaniny bialek wyizolowanych z korzeni
L. luteus traktowanych y-PGA i uprawianych w warunkach suszy w odniesieniu do tych
poddanych jedynie dziataniu stresu, niezbedne bylo wykonanie ogniskowania
izoelektrycznego. Ten etap wymagal zastosowania zestawu ReadyPrep 2-D Starter Kit,
paskéw ReadyStrip IPG Strips o dlugosci 7 cm i zakresie pH 3—-10 oraz aparatu
PROTEAN 112 IEF. W probowce wymieszano 120 pg biatka, ktore uzupetniono buforem
do rehydratacji (sktadnik zestawu) do konicowej objetosci 125 pl. Proby zworteksowano
1 odwirowano przez 1 min przy obrotach 1000 x g. Gotowa mieszanin¢ przeniesiono do
wanienek rehydracyjnych, pipetujac proby wzdtuz krawedzi kanatu tak, aby zachowac
rownomierno$¢ roztozenia na jego catej dtugosci. Nastepnie, przy uzyciu sterylnej pesety,
zdjeto folie ochronng z paska IPG i umieszczono go zelem do dotu w wanience
rehydracyjnej. Na koniec delikatnie docis$nigto pasek od gory, aby usungé ewentualnie
powstate pecherzyki powietrza, i pokryto je rownomiernie =3 ml oleju mineralnego, aby
zapobiec parowaniu prob. Tacke rehydracyjng zamknigto pokrywka i pozostawiono na 12
h w temp. pokojowej, aby zapewni¢ przeniknigcie biatek do Zelu. Kolejnego dnia w
czystej tacce do ogniskowania PROTEAN 112 IEF umieszczono za pomoca sterylnej
pesety papierowe knoty na obu koncach kanatow oraz zwilzano je woda. Nastepnie paski
IPG chwycono za pomoca pesety 1 ustawiono w pozycji pionowej przez 7-8 s, aby
umozliwi¢ usuni¢cie nadmiaru oleju mineralnego. Po tym czasie paski IPG umieszczono
w tacce do ogniskowania tak, aby strona z Zelem skierowana byla do dotu, zwracajac
uwage na zachowanie wlasciwej orientacji (koniec oznaczony jako ,,+’znajdowal si¢ przy
elektrodzie dodatniej, a koniec ,,-” przy elektrodzie ujemnej). Jest to niezbedne dla
prawidlowej migracji biatek podczas ogniskowania. Paski IPG pokryto £3 ml §wiezego
oleju mineralnego, aby zapobiec parowaniu préb, po czym sprawdzono, czy pod nimi nie
znajduja si¢ pecherzyki powietrza. Tace z paskami umieszczono w komorze PROTEAN
112 IEF 1 przeprowadzono rozdziat wedtug programu (Tabela 10) dopasowanego do

paskow IPG o dtugosci 7 cm.

Tabela 10. Parametry zastosowane podczas ogniskowania izoelektrycznego

IPG 7 cm Napiecie Czas Woltogodziny Przebieg
Etap 1 250V 20 min. n.d. Liniowy
Etap 2 4000 V 2h n.d. Liniowy
Etap 3 4000 V n.d. 10 000 Vhr Szybki

60



Po zakonczeniu rozdziatu paski IPG wyjeto, usunieto nadmiar oleju mineralnego
1 przechowywano je w temp. -80°C (strong pokryta zelem ku gorze) do pdzniejszego
wykorzystania w drugim etapie elektroforezy.

Rozdziat elektroforetyczny w drugim kierunku przeprowadzono przy uzyciu
zestawu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). Procedur¢ prowadzono zgodnie z
instrukcjami producenta dofaczonymi do zestawu ReadyPrep 2-D Starter Kit.
Przygotowywano 12% zel poliakrylamidowy (sktad: Tabela 4), pozostawiajac okoto 1 cm
wolnej przestrzeni, ktorg pdzniej uzupelniano agarozg. Paski IPG przeniesiono z temp. -
80°C do temp. 20°C i pozostawiono strong pokryta zelem ku goérze celem ich
rozmrozenia. W tym czasie przygotowano bufory Equilibration Buffer I i II (w zestawie)
zgodnie z zaleceniami producenta. Do wanienek z paskami IPG dodano 2,5 ml
Equilibration Buffer I, a nastepnie mieszano na wytrzasarce (60 rpm) przez 10 min.
Nastepnie przechylono tacke w celu usunigcia buforu i dodano po 2,5 ml Equilibration
Buffer I do kazdego paska IPG. Tacke z paskami ponownie umieszczono na wytrzasarce
1 mieszano delikatnie przez kolejne 10 min. W czasie inkubacji paskéw rozpuszczono
agaroze¢ (w zestawie). Po 10 min Equilibration Buffer II usuni¢to jak wyzej. Z 12% zelu
SDS-PAGE usuni¢to nadmiar wody za pomoca bibuly. Na waski pasek bibuly naniesiono
5 ul markera (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder), a nast¢pnie umieszczono
pomiedzy szklanymi ptytkami u podstawy zelu poliakrylamidowego. Cylinder o
pojemnos$ci 100 ml uzupetniano buforem do elektroforezy biatek (Tabela 2), uwazajac,
aby na powierzchni nie pojawily si¢ pecherzyki powietrza. Nastepnie paski PG
zanurzono w cylindrze, po czym ostroznie umieszczono je na powierzchni zelu
poliakrylamidowego, pomigdzy szklanymi ptytkami i w poblizu markera biatkowego. Za
pomocy igly docisnigto delikatnie pasek do studzienki w celu usunigcia ewentualnych
pecherzykéw powietrza, jednoczes$nie unikajac kontaktu igly z zelem. Na dno Zelu
poliakrylamidowego naniesiono za pomocg pipety Pasteura rozpuszczong agaroze.
Gotowy zel ustawiono pionowo 1 pozostawiono na okoto 15 min w celu polimeryzacji.
Po polimeryzacji agarozy zel umieszczono w aparacie do elektroforezy, ktory wypetniano
1x buforem SDS-PAGE (sktad: Tabela 2). Elektroforez¢ przeprowadzono przy napigciu
120 V do momentu wyptynigcia zawartego w zelu barwnika do roztworu, przy czym w
celu optymalnego wprowadzenia biatek do zelu na poczatku zastosowano napigcie 90 V.
Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego ostroznie oddzielano pasek IPG od zelu.
Zel przeniesiono do roztworu barwigcego (sktad: Tabela 2) i barwiono przez 12 h. Po tym

czasie zel wyplukano wodg destylowang, a nastgpnie przeniesiono do szalki Petriego
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zawierajacej roztwor odbarwiajacy (skiad: Tabela 2). Usuwano zuzyty roztwor i
dodawano jego §wiezg porcje, az do momentu wyptukania nadmiaru barwnika. Widoczne
na odbarwionym zelu plamy biatkowe dokumentowano za pomocg czytnika (Azure 400,
Azure Biosystems, 6747 Sierra Court, Suite A-B, Dublin, California, USA). T¢ czgs¢
pracy doktorskiej wykonano w ramach wspodtpracy z Panig dr Patrycja Wojtaczka z
Katedry Biochemii UMK w Toruniu.

Po wykonaniu rozdzialu 2-DE okreslono roznice w profilach biatkowych
uzyskanych z korzeni kontrolnych, korzeni roslin rosngcych w warunkach stresu suszy
oraz korzeni ro$lin poddanych dziataniu suszy i traktowanych y-PGA. Wycigto fragmenty
zeli przeznaczone do identyfikacji bialek metoda MALDI-TOF, ktérg wykonano na
zlecenie w Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki

Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

3.2.6.4.6. Oznaczenie aktywnosci katalazy i peroksydazy w zelu

Analize wykonano wedtug protokotu opisanego przez Pokore i wsp. (2003) oraz
Tukaj i Pokora (2006), ktory zostat zoptymalizowany dla tkanek L. [uteus 1 opisany przez
Ku¢ko 1 wsp. (2020a). Zamrozone w -80°C fragmenty korzeni bez brodawek
korzeniowych roztarto w mozdzierzu do uzyskania jednolitego proszku, a nastgpnie
zawieszono w 1 ml 0,05 M buforu fosforanowo-potasowego, pH 7,8 z inhibitorami
proteaz (0,01 M EDTA, 0,01 M E-64, 0,01 M DTT). Zawiesing homogenizowano przez
3 min z uzyciem szklanych kulek w stozkowych probéwkach. Homogenat przeniesiono
do probowki typu Eppendorf, a kulki trzykrotnie przemyto 0,5 ml buforu z inhibitorami,
uzyskujac koncowa objetos¢ 2 ml. Po usunigciu pozostatosci przez odwirowanie (30 min,
15000 x g, 4°C), uzyskany supernatant wykorzystano do testéw enzymatycznych i
analizy PAGE.

Aktywnos¢ APX w  ekstraktach oceniono zmodyfikowana metoda
spektrofotometryczng opisang przez Nakano i Asada (1981) oraz Aksmann i wsp. (2016),
opartg na pomiarze wzrostu absorbancji przy dtugosci fali 430 nm w wyniku utleniania
pirogallolu. Wyniki przedstawiono jako mmol pirogallolu utlenionego min' mg™' biatka.
Aktywnos¢ CAT, oznaczang metoda Aksmann i wsp. (2016) wyrazano w pmol
wykorzystanego H2O:/min/mg biatka. Analizy wykonano w trzech niezaleznych
powtorzeniach biologicznych. T¢ cze$¢ pracy doktorskiej wykonano we wspotpracy z
Panem dr hab. Wojciechiem Pokora, prof. UG z Katedry Biologii Eksperymentalnej i

Biotechnologii Roslin Uniwersytetu Gdanskiego.
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3.2.6.4.7. Spektrofotometryczne oznaczenie aktywnosci
peroksydazy gwajakolowej

W  celu okresSlenia aktywnosci GWPX zastosowano zmodyfikowang
spektrofotometryczng metode opisang przez George’a (1952). Jej aktywno$¢ okreslono
przy uzyciu gwajakolu, ktory ulega utlenieniu do tetragwajakolu w obecnosci H,O,. Do
oznaczenia aktywnos$ci enzymu przygotowano mieszaning reakcyjng sktadajacg si¢ z 50
ul 1% H2Oz, 50 ul 1% gwajakolu, 900 pl 50 mM buforu fosforanowego, pH 7,4 oraz 50
ul ekstraktu biatkowego. Sktadniki dodano w przedstawionej kolejnosci, zmieszano, a
nastgpnie po uptywie 1 min dokonano pomiaru absorbancji w kuwecie
spektrofotometrycznej przy dtugosci fali A =470 nm. Aktywno$¢ enzymu wyrazono jako

ilo§¢ tetragwajakolu utworzonego w jednostce czasu (umol ml! min').

3.2.7. Przygotowanie materialu do analiz mikroskopowych

Material przeznaczony do analiz mikroskopowych wymagatl utrwalenia.
Uniwersalny utrwalacz chemiczny przygotowano poprzez rozpuszczenie 2 g
paraformaldehydu w 20 ml H2O. Nastepnie mieszaning podgrzano do temp. 60°C w tazni
wodnej, a powstaty osad rozpuszczono, mieszajac z kilkoma kroplami 1 M NaOH. Do
schtodzonego, klarownego roztworu dodano 0,5 ml aldehydu glutarowego, 25 ml 1 x
PBS, pH 7,21 0,5 g EDAC. W ostatnim kroku mieszaning¢ przesaczono, ustalono pH do
7,2 1 uzupeliono woda do objetosci 50 ml. Dodatek 1% EDAC w roztworze utrwalacza
umozliwia kowalencyjne sprzezenie fitohormondéw z biatkami strukturalnymi poprzez
ich usieciowanie. Mechanizm ten pozwala na precyzyjna lokalizacj¢ przestrzenng tych
zwigzkow w komorkach (Ondzighi-Assoume i wsp. 2016).

Fragmenty korzeni zawierajace brodawki korzeniowe, przeznaczone do analiz
histologicznych oraz immunocytochemicznych z wykorzystaniem przeciwcial, ostroznie
preparowano przy uzyciu skalpela 1 umieszczano w temp. 4°C na 12 h w probowkach
zawierajacych roztwor utrwalacza uniwersalnego. Po tym czasie z probéwek usunigto
utrwalacz, a fragmenty tkanki wyptukano trzykrotnie (po 10 min) buforem 1 x PBS, pH
7,2. Utrwalony material odwodniono w roztworach EtOH o wzrastajacych st¢zeniach, z
dodatkiem DTT w proporcji 15 mg/ml EtOH. Proces odwadniania przeprowadzono w
nastepujacych etapach: 30% EtOH + DTT — 1 h, temp. pokojowa; 50% EtOH + DTT — 1
h, temp. pokojowa; 70% EtOH + DTT — 12 h, temp. 4°C; 90% EtOH + DTT — 1 h, temp.
pokojowa; 99,8% EtOH + DTT — 2 h, temp. pokojowa. W kolejnym etapie materiat
przesycono zywica BMM, przygotowang poprzez wymieszanie wszystkich jej

sktadnikéw (sktad: Tabela 2) i przesycenie uzyskanego roztworu przez 15 min w
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strumieniu azotu. Przechowywano ja w temp. 4°C. Material roslinny przesycono
stopniowo zywicg i EtOH z dodatkiem DTT: BMM: 99,8% EtOH + DTT w stosunku 1:3
(v/v) przez 24 h w temp. 4°C, nastgpnie BMM: 99.8% EtOH + DTT w stosunku 1:1 (v/v)
przez 24 h w temp. 4°C, BMM: 99,8% EtOH + DTT w stosunku 3:1 (v/v) przez 24 h w
temp. 4°C 1 100% BMM przez 7 dni w temp. 4°C. Po tym czasie przesycone fragmenty
tkanek umieszczono w kapsutkach Beem, ktore wypetniano 100% roztworem zywicy

BMM. Jej polimeryzacj¢ prowadzono w §wietle UV przez 4 doby w temp. -20°C.

3.2.8. Krojenie materialu na pélcienkie skrawki i analiza histologiczna

Zatopiony w zywicy material wyjeto z kapsutek BEEM® i krojono na potcienkie
skrawki (1,5 pm) przy uzyciu ultramikrotomu Leica UTC z nozem diamentowym, a
nastgpnie umieszczono je na silanizowanych szkietkach mikroskopowych. Gotowe
preparaty barwiono bigkitem metylenowym (0,05%) do analizy struktury tkankowej lub
0,02% roztworem czerwieni rutenowej celem detekcji pektyn kwasnych (Sabba 1 Lulai

2002). Obrazowanie wykonano w mikroskopie Zeiss Axioplan z kamera ProGres C3.

3.2.9. Immunofluorescencyjna lokalizacja zwigzkow

Zywice BMM usunigto z fragmentéw tkanek umieszczonych na szkietkach
podstawowych, przeptukujac je kolejno dwiema porcjami 100% acetonu (po 20 min),
wody destylowanej (po 3 min) oraz buforem 1x PBS, pH 7,2 (5 min). Nastepnie na
preparaty naniesiono po 50 ul 1% roztworu BSA 1 inkubowano je w wilgotnej komorze
w temp. 4°C przez 2 h w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania
przeciwcial. Po tym czasie skrawki inkubowano z przeciwciatami pierwotnymi (Tabela
11) w roztworze BSA przez 12 h w wilgotnej komorze w temp. 4°C. Nastepnie
przeciwciala pierwotne usunigto, pluczac preparaty trzykrotnie buforem 1x PBS, pH 7,2
(po 10 min). W kolejnym etapie skrawki inkubowano w wilgotnej komorze w temp. 37°C
z odpowiednimi przeciwcialami wtérnymi, znakowanymi fluorochromem Alexa Fluor
488 w stezeniach przedstawionych w Tabeli 11. Po zakonczeniu reakcji przeciwciata
wtorne odptukiwano trzykrotnie buforem 1x PBS, pH 7,2 (po 5 min). W celu
wybarwienia DNA na skrawki naktadano 25 ul DAPI w stezeniu 1 pg/ml i poddawano
10-minutowej inkubacji. Po tym czasie jego nadmiar usunig¢to, ptuczac preparaty
trzykrotnie wodg po 5 min. Na preparaty nalozono antyfadant (Citifluor), aby wydtuzy¢
trwalo$¢ sygnatu fluorescencyjnego. Obserwacje oraz dokumentacj¢ prowadzono za

pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI4000B (filtry BP365, FT395 1 LP397).
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Tabela 11. Charakterystyka przeciwcial wykorzystanych do przeprowadzenia
reakcji immunocytochemicznych na pélcienkich skrawkach

Przeciwciato (rozpoznawany epitop/ pochodzenie) AR e i A
1% BSAw 1 x PBS, pH 7,2
Przeciwciata pierwotne

anty-ABA/ poliklonalne krolicze 1,5:25

anty-ACC/ poliklonalne krolicze 1:25

anty-JA/ poliklonalne krdlicze 1,5:25
anty-FAAH/ poliklonalne krolicze 1:25

Przeciwciata wtérne znakowane fluorochromem Alexa Fluor 488

anty-krolicze | 1:250

3.2.10. Analiza ultrastruktury

W celu poprawy kontrastu ultrastruktury w mikroskopii TEM zastosowano
barwienie posrednie (en bloc) asparaginianem otowiu, zgodnie z technika opisang przez
Waltona (1979) 1 zmodyfikowana przez Kopriwe (1984). Fragmenty brodawek
umieszczono w proboéwkach o pojemnosci 1,5 ml wypetionych 1 ml roztworu
utrwalajacego, zawierajacego 3% (v/v) aldehyd glutarowy w 0,15 M buforze kakodylanu
sodu o pH 7,4. Utrwalanie prowadzono przez 12 h w temp. 4°C. Materiat wyptukano 0,15
M buforem kakodylanu sodu o pH 7.4, a nastgpnie inkubowano z 2% (v/v) roztworem
czterotlenku osmu z 3% zelazocyjankiem potasu (w/v) w 0,15 M buforze kakodylanu
sodu o pH 7,4 (1 h na lodzie). W kolejnym etapie materiat umieszczano w 1% (w/v)
tiokarbohydrazydzie (w temp. 20°C przez 20 min) 1 ostatecznie w 2% (v/v) roztworze
czterotlenku osmu (w temp. 20°C przez 30 min). Probki wybarwiono przez noc 1% (w/v)
octanem uranylu, a nast¢pnie poddawano obrobce termicznej przez 30 min w temp. 60°C
w roztworze asparaginianu otowiu pH 5,5. Po inkubacji materiat trzykrotnie przeptukano
woda Milli-Q 1 odwadniano go w temp. 4°C w roztworach EtOH o wzrastajagcym st¢zeniu
(30%, 50%, 70%, 85% 1 95%, po 10 min kazdy). Odwadnianie zakonczono trzema
ptukaniami w 100% etanolu, kazde po 10 min w temp. 4°C. Wowczas material zatapiano
w zywicy Spurr (Polysciences Europe GmbH). W tym celu tkanke¢ przeptukano 3-krotnie
(po 20 min) tlenkiem propylenu. Nastepnie przesycono ja roztworem tlenku
propylenu:Spurr w stosunku 2:1 przez 30 min; kolejno roztworem tlenku propylenu:Spurr
w stosunku 1:2 przez 30 min; a na koniec 100% zywica Spurr w zamknigtych fiolkach
przez noc na wytrzasarce orbitalnej. Kolejnego dnia przygotowano foremki do zatapiania,
ktore doktadnie wysuszono. Fragmenty korzeni z brodawkami przeniesiono za pomocg
pesety do formy, ktérg wypetniono $wiezg zywicg Spurr. Przygotowane w ten sposob

kapsutki umieszczono w inkubatorze o temp. 65°C i polimeryzowano przez 2 dni. Po
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zakonczeniu tego procesu materiat cigto na ultracienkie skrawki (70 nm) przy uzyciu
ultramikrotomu Leica UTC wyposazonego w néz diamentowy. Uzyskane skrawki
osadzono na niklowych siatkach mikroskopowych. Gotowe preparaty analizowano w
mikroskopie TEM Jeol EM 1010 przy napigciu 80 kV. Te cze$¢ pracy wykonano w
ramach wspotpracy z Panig dr hab. Katarzyng Niedojadto, prof. UMK z Katedry Biologii

Komorkowej i Molekularnej UMK w Toruniu.
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4. WYNIKI
4.1. Optymalizacja dawki oraz czasu aplikacji y-PGA

W pierwszym etapie zoptymalizowano st¢zenie oraz czas aplikacji y-PGA, a
efektywnos¢ jego dziatania okreslono na podstawie wybranych parametrow
biometrycznych, uwzgledniajac nadziemna oraz podziemna cze$¢ ro$liny. L. luteus
uprawiany w warunkach 2-tygodniowej suszy glebowej (25% WHC) traktowano
roztworem Y-PGA o stezeniu 70 mg/l lub 100 mg/l. Zastosowano dwa warianty jego
aplikacji: pierwszy w potowie trwania suszy (7 dzien suszy, przypadajacy na 42 dzien
uprawy roslin) i drugi pod koniec dzialania stresora, bezposrednio przed zawigzaniem
kwiatostanow (14 dzien suszy, przypadajacy na 49 dzien uprawy roslin).

Najpierw okreslono wptyw y-PGA, podawanego L. luteus uprawianemu w
warunkach deficytu wody w glebie, na dlugos¢ pedu (Fig. 1A). Susza zmniejszyta ten
parametr o okoto 60% w odniesieniu do roslin kontrolnych. Egzogenny y-PGA cz¢éciowo
znidst efekt wywotany przez stresor, przy czym niezaleznie od zastosowanego stezenia
silniejsze dziatanie wywotat, gdy aplikowano go w 14 dniu trwania stresu. Skutkiem tego
byl prawie 70% wzrost dlugo$ci pedu w odniesieniu do roslin uprawianych w warunkach
suszy, przy czym warto$¢ ta byla nadal o ponad 35% nizsza niz u roslin kontrolnych.
Dodatkowo w obu badanych wariantach czasowych roztwor y-PGA o stezeniu 70 mg/1
byt skuteczniejszy niz roztwor o stezeniu 100 mg/1 (Fig. 1A).

Nastgpny etap obejmowal analiz¢ maksymalnej wydajnosci kwantowej
fotosystemu II w lisciach (Fig. 1B). Deficyt wody w glebie obnizyt warto$¢ parametru
Fv/Fm, natomiast zastosowanie y-PGA zlagodzilo ten negatywny skutek (Fig. 1B).
Silniejsze dziatanie y-PGA zaobserwowano przy jego aplikacji w 7 dniu trwania stresu,
w tym wariancie odnotowana warto$¢ badanego parametru byta wyzsza niz u roslin
uprawianych w warunkach suszy, jednak nie osiggneta poziomu wystepujacego w
lisciach ro$lin kontrolnych. Roztwor y-PGA o stezeniu 70 mg/l podany pod koniec
trwania suszy znidst jej efekt, czego nie zaobserwowano po aplikacji roztworu w st¢zeniu

100 mg/1 (Fig. 1B).
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Figura 1. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na dlugos¢ pedu (A) oraz
maksymalna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (Fv/Fm) lisci (B) Lupinus luteus
uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie. Rosliny poddawane stresowi suszy
uprawiano przy 25% pelnej pojemnosci wodnej gleby (WHC). Zastosowano wodny
roztwor y-PGA o stezeniu 70 mg/1 lub 100 mg/1, ktory aplikowano doglebowo w 7 lub 14
dniu trwania suszy. Rosliny kontrolne rosty w glebie o optymalnej pojemno$ci wodne;j
(70% WHC). Pomiary wykonano w 56 dniu uprawy roslin. Na wykresie przedstawiono
wartos$ci $rednie z uwzglednieniem £SE. Istotne statystycznie rdznice okreslono na
podstawie wieloczynnikowej analizy ANOVA oraz testu post hoc Dunn’a. Roéznice
istotne statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli “p < 0,05; dla roslin
uprawianych w warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych y-PGA wzgledem suszy “p
<0,05.

Analiza danych dotyczacych wplywu stezenia i1 czasu aplikacji y-PGA na
nadziemna cze$¢ L. luteus wykazala, ze roztwory w obu zastosowanych stezeniach
zadziataty z porownywalng efektywnoscia, natomiast istotnym czynnikiem rdéznicujgcym
odpowiedz roslin byl moment aplikacji. W przypadku dtugosci pedu silniejsze efekty
zaobserwowano po zastosowaniu y-PGA w drugiej potowie okresu suszy, natomiast dla
parametru Fv/Fm korzystniejsze rezultaty uzyskano przy podaniu roztworu w pierwszej
potowie trwania suszy.

W kolejnym etapie oszacowano wpltyw suszy 1 y-PGA na rozwdj podziemnej czgsci
L. luteus (Fig. 2). Srednia dlugoéé korzeni ro$lin kontrolnych wyniosta okoto 10 cm (Fig.
2A). Analiza danych wykazata, ze susza doprowadzita do obnizenia warto$ci badanego

parametru o okoto 7% w pordwnaniu z kontrola, przy czym rdznice te nie byly istotne
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statystycznie. Ro§liny poddane dzialaniu y-PGA w st¢zeniu 70 mg/l w 7 dniu trwania
suszy wytworzyly korzenie o okoto 20% dtuzsze niz rosliny poddane jedynie stresowi.
Co ciekawe, w tym samym wariancie czasowym zwigkszenie st¢zenia y-PGA do 100 mg/1
spowodowato dalsze nasilenie obserwowanego efektu. W 14 dniu trwania suszy silniejszy
pozytywny efekt wywolal y-PGA o stgzeniu 100 mg/l (Fig. 2A).

W dalszej cze$ci analiz okreSlono wplyw y-PGA na zdolno$¢ L. luteus
uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie do tworzenia brodawek
korzeniowych. Stres suszy doprowadzil do redukcji liczby brodawek korzeniowych o 5
w porownaniu z kontrolg (Fig. 2B). Egzogenny y-PGA zniwelowal negatywny wpltyw
deficytu wody w glebie, kiedy aplikowano go w 14 dniu trwania stresu. Skuteczniejsze

dziatanie wykazat y-PGA o nizszym st¢zeniu (70 mg/l) (Fig. 2B).
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Figura 2. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na dlugos¢ korzenia (A) oraz
liczbe brodawek korzeniowych (B) wytworzonych przez Lupinus luteus uprawiany
w warunkach suszy glebowej. Rosliny poddawano stresowi suszy (25% pelnej
pojemnosci wodnej gleby, WHC). Wodny roztwor syntetycznego y-PGA o stezeniu 70
mg/l lub 100 mg/l podawano doglebowo w 7 lub 14 dniu trwania suszy. Rosliny
kontrolne rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Diugos¢ korzeni
oraz liczbg brodawek okreslono w 56 dniu uprawy roslin. Przedstawiono warto$ci srednie
z uwzglednieniem +£SE. Istotno$¢ statystyczng oznaczono na podstawie
wieloczynnikowej analizy ANOVA oraz testu post hoc w Tukey’a dla dlugos$ci korzenia
oraz testu post hoc Dunn’a w przypadku liczby wytworzonych brodawek korzeniowych.
Réznice istotne statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli “p < 0,05;
dla roslin uprawianych w warunkach suszy i1 jednocze$nie traktowanych y-PGA
wzgledem suszy *p < 0,05, *#p < 0,001.
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W dalszych badaniach dotyczacych wptywu suszy oraz y-PGA na podziemng
cz¢$¢ L. luteus okreslono wzgledna zawarto$¢ wody oraz poziom proliny w gornej czesci

korzenia zawierajacej brodawki (Fig. 3).
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Figura 3. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na wzgledng zawartos¢
wody (RWC) (A) i stezenie proliny (B) w gornej czeSci korzenia Lupinus luteus
uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie. Rosliny poddawane stresowi suszy
uprawiano przy 25% pelnej pojemnosci wodnej gleby (WHC). Zastosowano wodny
roztwor y-PGA o stezeniu 70 mg/1 lub 100 mg/1, ktéry aplikowano doglebowo w 7 lub 14
dniu trwania suszy. Rosliny kontrolne rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej
(70% WHC). Parametry badano 56 dnia uprawy ro$lin. Na wykresie przedstawiono
wartosci $rednie z uwzglednieniem £SE. Istotno$¢ statystycznych rdéznic oceniono za
pomoca wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) oraz testu post hoc Tukey’a.
Roznice istotne statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli *p < 0,01,
“p < 0,001; dla ro$lin uprawianych w warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych -
PGA wzgledem suszy “p < 0,01, *#p < 0,001.

Deficyt wody w glebie znalazl odzwierciedlenie w spadku RWC w gornej czgsci
korzenia L. luteus zawierajacej brodawki (Fig. 3A). Korzenie roslin uprawianych w
warunkach suszy glebowej charakteryzowaty si¢ o okoto 10% nizsza zawarto$cig wody
w porownaniu z kontrolg (Fig. 3A). Egzogenny y-PGA w wigkszosci analizowanych
wariantow podniost RWC w korzeniach w sposob zalezny od stezenia zwigzku oraz czasu
jego aplikacji. Najsilniejszy efekt zaobserwowano po zastosowaniu roztworu o nizszym
stezeniu, aplikowanego w potowie trwania suszy, kiedy RWC wzrosta o okoto 5% w
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poréwnaniu z roslinami uprawianymi w warunkach suszy, nietraktowanymi y-PGA.
Roztwoér o stezeniu 70 mg/l podany pod koniec trwania stresu zwigkszyt wartos¢
badanego parametru o okoto 2%. Podobng tendencj¢ obserwowano po aplikacji y-PGA o
stezeniu 100 mg/l w 7 dniu suszy, jednak ten sam roztwor podany w 14 dniu trwania
stresu spowodowat spadek RWC w korzeniach do poziomu ponizej 50% (Fig. 3A).

W niniejszej pracy wykazano, ze w gornej czesci korzenia L. luteus uprawianego
w warunkach optymalnej wilgotno$ci zawarto$¢ proliny wyniosta okoto 500 pg/ml/g FW,
natomiast stres suszy doprowadzil do ponad 10-krotnego wzrostu poziomu tego
aminokwasu (Fig. 3B). Roztwor y-PGA podany ros§linom w 7 dniu trwania suszy
glebowej obnizyt zawarto$¢ proliny w korzeniach wzgledem korzeni roslin uprawianych
wylacznie w warunkach stresu o okoto 49% po zastosowaniu roztworu o ste¢zeniu 70 mg/1
1 0 okolo 68% po podaniu roztworu o st¢zeniu 100 mg/I1. Jeszcze silniejszy efekt dzialania
v-PGA zaobserwowano, kiedy aplikowano go w 14 dniu trwania suszy glebowej. W tych
warunkach zawarto$¢ proliny w korzeniach wyniosta o okoto 86% mniej niz w
korzeniach roslin stresowanych po zastosowaniu roztworu o nizszym stezeniu oraz o
ponad 84% po zastosowaniu roztworu o stezeniu wyzszym (Fig. 3B).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze efekt dziatania y-PGA w podziemnej czgsci rosliny
byl zalezny od czasu aplikacji tego zwigzku. Zastosowanie y-PGA istotnie zwigkszato
dlugos¢ korzeni w warunkach stresu wodnego, szczegdlnie przy dawce 100 mg/l,
niezaleznie od terminu podania tego zwiazku. Aplikacja y-PGA tagodzita rowniez
negatywny wptyw suszy na proces brodawkowania, przy czym korzystniejsze dziatanie
obserwowano przy podaniu preparatu w 14 dniu suszy, gdzie liczba brodawek
korzeniowych zblizona byla do wartosci kontrolnych. Jednoczesnie y-PGA wyraznie
ograniczal akumulacje proliny wzgledem ros$lin uprawianych w warunkach suszy, a efekt
byt silniejszy przy podaniu preparatu w 14 dniu trwania stresu.

Reasumujac te cze$¢ pracy, pomimo ze nizsze stezenie y-PGA w niektorych
wariantach czasowych silniej wptywato na wybrane parametry, roztwor o stezeniu 100
mg/l aplikowany w 14 dniu trwania suszy wywotat bardziej kompleksowa odpowiedz
aklimatyzacyjna obejmujaca jednoczesny wzrost dtugosci pedu i korzenia, zwigkszenie
liczby brodawek korzeniowych, a takze obnizenie poziomu proliny. Zawazylo to o

wyborze tego wariantu eksperymentalnego do dalszych badan.
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4.2. Wplyw 7-PGA na strukture¢ brodawek korzeniowych L. luteus
uprawianego w warunkach suszy glebowej

Susza glebowa wywotata wyrazne zmiany histologiczne w brodawkach
korzeniowych L. luteus, szczegdlnie w strefie wigzania azotu (Fig. 4C, D). Kluczowe
zmiany objely plazmolize komoérek (Fig. 4C), akumulacje licznych agregatow i
ziarnistosci  cytoplazmatycznych  oraz ~ wyrazne  powigkszenie  przestrzeni
mi¢dzykomoérkowych (Fig. 4D). Ponadto odnotowano wystepowanie komorek, w
ktérych silniej nagromadzony byt barwnik (Fig. 4D). Egzogenny y-PGA, aplikowany
ro§linom podczas suszy, istotnie ograniczyl wywotane przez stresor zmiany. Obraz
histologiczny brodawek korzeniowych ro$lin traktowanych y-PGA (Fig. 4E, F) byl
zblizony do brodawek roslin kontrolnych (Fig. 4A, B), gdyz protoplast przylegat do $cian
komorkowych, a plazmoliza zaszta jedynie w pojedynczych komorkach. Nie stwierdzono
réwniez obecnosci agregatow cytoplazmatycznych (Fig. 4E, F). Co wigcej, komorki
strefy wigzania azotu zawieraly wigksza liczbe bakterii symbiotycznych (Fig. 4F) w

poréwnaniu z brodawkami ro$lin poddanych wylacznie stresowi suszy (Fig. 4D).

KONTROLA SUSZA+PGA

Figura 4. Wplyw stresu suszy glebowej oraz kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA)
na strukture brodawek korzeniowych Lupinus luteus. Rosliny kontrolne uprawiano w
glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Jednoczesnie cze$¢ roslin byla
poddawana warunkom suszy przez 2 tygodnie (25% WHC). Po tym czasie grupie roslin
narazonych na dzialanie stresora podawano wodny roztwdr y-PGA (100 mg/l). Dla
wszystkich wariantow fragmenty tkanek preparowano w 56 dniu uprawy roslin. Zdjecia
B, D, F s3 powigkszeniami regionow pokazanych odpowiednio na A, C, E. Czarnymi
strzatkami oznaczono splazmolizowane komorki. Czerwone strzatki wskazujg na
zwigkszone przestrzenie mi¢gdzykomorkowe. Skroty: EN —endoderma, PA — parenchyma,
WP — wigzka przewodzaca, SWA — strefa wigzania azotu. Preparaty barwiono 0,05%
roztworem blekitu toluidyny. Wartosci skali przedstawiono na kazdym zdjeciu.
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W celu kompleksowej oceny wptywu suszy i y-PGA na zmiany zachodzace w
brodawkach korzeniowych L. luteus przeprowadzono analiz¢ ultrastrukturalng (Fig. SA—
I). Na podstawie zdje¢ stwierdzono obecnos¢ duzych jader komorkowych, cienkiej Sciany
komoérkowej (Fig 5A), a takze duzych wakuoli oraz ziaren skrobi w warunkach
kontrolnych (Fig. 5B). Sciany komérkowe roslin poddanych suszy byly grubsze niz w
kontroli (Fig. SE). Zaobserwowano takze degradacje¢ mitochondriow (Fig. 5D).

Figura 5. Wplyw suszy glebowej i kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na
ultrastrukture brodawek korzeniowych Lupinus luteus. Ro$liny kontrolne uprawiano
w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Cze$¢ roslin uprawiano przez 2
tygodnie w warunkach suszy (25% WHC), po tym czasie polowie z nich zaaplikowano
wodny roztwér y-PGA (100 mg/l). Fragmenty tkanek preparowano w 56 dniu uprawy
roslin dla wszystkich wariantow. Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego,
na ktorych przedstawiono komorki strefy wigzania azotu (A, D, G), endodermy (B, E,
H). Zdjecia C, F i I stanowia powigkszenia zdje¢ odpowiednio A, D, G. Czerwonymi
prostokatami zaznaczono symbiosomy. Zastosowane skroty: CW — §ciana komorkowa, S
— symbiosom, P — plazmodesma, R — Rhizobium, IS — przestrzef migdzykomérkowa, M
— mitochondrium, Gr — ziarnisto$ci, W — wakuola, JK — jadro komoérkowe, J — jaderko,
Sk — skrobia.

Wykazano, ze deficyt wody w glebie prowadzit w komorkach endodermy do
wyraznej kondensacji cytoplazmy, w obrebie ktorej obserwowano elektronowo geste,
liczne ziarnistosci (Fig. SE). Stwierdzono réwniez zmniejszenie przestrzeni

mi¢dzykomoérkowych (Fig. 5D, E). Najwigksze zmiany ultrasktukturalne zaszty w

komorkach strefy wigzania azotu (Fig. 5F). Symbiosomy utracily regularny,
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charakterystyczny dla kontroli ksztalt, byty wyraznie skurczone i zdeformowane (Fig.
5F). Jednocze$nie odnotowano ich zmniejszong liczbg, a obecne w nich rizobia wykazaty
nieregularng morfologi¢ §wiadczacg o degeneracji (Fig. 5F). Zastosowanie y-PGA u
roslin uprawianych w warunkach deficytu wody w glebie ograniczylo opisane zmiany
(Fig. 5G, H, I). W ich brodawkach symbiosomy zachowaly struktur¢ zblizong do tej
obserwowanej w warunkach kontrolnych i nie wykazaly oznak deformacji (Fig. 51, G).
Cytoplazma byta jednorodna i pozbawiona ziarnistosci. Sciany komoérkowe byty znacznie
ciensze (Fig. SH) w porownaniu z komérkami brodawek roslin poddanych wytacznie
dziataniu suszy.

Podsumowujac, susza glebowa doprowadzita do istotnych zmian histologicznych
1 ultrastrukturalnych w brodawkach korzeniowych L. luteus, szczegbdlnie w strefie
wigzania azotu, a zastosowanie y-PGA ograniczylo te modyfikacje, umozliwiajac

utrzymanie prawidtowej organizacji brodawek.

4.3. Gospodarka redoks w korzeniach L. luteus w warunkach suszy i po
zastosowaniu y-PGA
Dotychczas w korzeniach L. [uteus zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy

dzialaniem suszy a poziomem H>O> oraz aktywno$cia enzymow antyoksydacyjnych
(Wilmowicz 1 wsp. 2019, 2020). W celu oceny zdolnosci y-PGA do przeciwdziatania
stresowi oksydacyjnemu indukowanemu suszg, a takze okreslenia zmian zachodzacych
w tkankach korzenia niezwigzanych bezposrednio z symbiozg z bakteriami, dalsze etapy
badan prowadzono na gornej czgsci korzenia, pozbawionej brodawek. Jako pierwsza
przeprowadzono analiz¢ zawartosci H20: (Fig. 6). Susza doprowadzita do znaczacego
wzrostu poziomu H>O> w korzeniach L. luteus, ktory byl ponad trzykrotnie wyzszy w
odniesieniu do korzeni ro$lin kontrolnych. Egzogenny y-PGA istotnie zmniejszyt
akumulacje H>O2 w korzeniach roslin poddanych suszy, obnizajac jego poziom niemal

do tego, ktory obserwowano u roslin kontrolnych (Fig. 6).
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Figura 6. Poziom nadtlenku wodoru (H202) w gornej czeSci korzeni Lupinus luteus
uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie oraz po aplikacji kwasu poli-y-
glutaminowego (y-PGA). Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25%
pelnej pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), rosliny kontrolne
rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Zastosowano wodny
roztwor y-PGA o stezeniu 100 mg/l, ktéry aplikowano doglebowo w 14 dniu trwania
suszy. Materiat do analizy (gérng cze$¢ korzeni bez brodawek korzeniowych) zbierano w
56 dniu uprawy ros$lin (7 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Na wykresie
przedstawiono wartosci Srednie z uwzglednieniem +SE. RozZnice istotne statystycznie:
dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli ““p < 0,01; dla roélin uprawianych w
warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych y-PGA wzgledem suszy *p < 0,01 (test t-
Studenta).

Jednym z gtownych celéw RFT sg wielonienasycone kwasy thuszczowe obecne w
fosfolipidach bton biologicznych. Ich degradacja prowadzi do powstawania nadtlenkow
lipidowych, ktore nastgpnie ulegaja rozkltadowi do zwiazkéw o mniejszej masie
czasteczkowej, w tym aldehydow o wysokiej reaktywnosci chemicznej (Alaya i wsp.
2014). Posréd najczesciej stosowanych biomarkeréw intensywno$ci peroksydacji
lipidow jest MDA. Majac na celu ocen¢ wplywu y-PGA na stabilnos¢ dwuwarstwy
lipidowej w korzeniu L. [uteus uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie,
oznaczono zawarto§¢ MDA (Fig. 7). Roztwér y-PGA spowodowat blisko 50% obnizenie
poziomu tego markera w poréwnaniu z korzeniami roslin poddanych dzialaniu suszy,
cho¢ warto$¢ ta nadal pozostala o ok. 1 nmol/ml wyzsza niz w korzeniach roslin

kontrolnych (Fig. 7).
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Figura 7. Poziom dialdehydu malonowego (MDA) w Kkorzeniach Lupinus luteus
uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie oraz po aplikacji kwasu poli-y-
glutaminowego (y-PGA). Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25%
pelnej pojemnos$ci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity); rosliny kontrolne
rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Zastosowano wodny
roztwor y-PGA o stezeniu 100 mg/l, ktéry aplikowano doglebowo w 14 dniu trwania
suszy. Materiat do analizy (gérng cze$¢ korzeni bez brodawek korzeniowych) zbierano w
56 dniu uprawy roslin (7 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Na wykresie
przedstawiono wartosci Srednie z uwzglednieniem +SE. RozZnice istotne statystycznie:
dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli ““p < 0,01; dla roélin uprawianych w
warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych y-PGA wzgledem suszy *p < 0,01 (test t-
Studenta) (test t-Studenta).

W kolejnym kroku przeprowadzono analiz¢ aktywno$ci CAT w gornej czeSci
korzeni L. luteus w warunkach suszy oraz po zastosowaniu y-PGA. Korzenie roslin
kontrolnych wykazaty najnizszg aktywnos$¢ CAT, wynoszaca okoto 5,1 U/mg biatka (Fig.
8A). W korzeniach roslin poddanych suszy odnotowano wyrazny wzrost aktywnosci CAT
do okoto 6,6 U/mg biatka. Z kolei w wariancie, w ktérym ro$liny uprawiano w warunkach
deficytu wody w glebie i jednoczesnie traktowano y-PGA, aktywno$¢ enzymu utrzymata
si¢ na poziomie zblizonym do warto$ci obserwowanej u roslin stresowanych (okoto 6,45

U/mg biatka) (Fig. 8A).
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Figura 8. Aktywnos$¢ katalazy (CAT) (A), peroksydazy askorbinianowej (APX) (B),
peroksydazy gwajakolowej (GWPX) (D) oraz poziom kwasu askorbinowego (ASC)
(C) w gornej czeSci korzenia Luteus luteus uprawianego w warunkach deficytu wody
oraz po aplikacji kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA). Rosliny poddawane stresowi
suszy uprawiano przy 25% petnej pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding
capacity), rosliny kontrolne rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70%
WHC). Wodny roztwor y-PGA o stezeniu 100 mg/l aplikowano doglebowo w 14 dniu
trwania suszy. Materiat (gorng cze$¢ korzenia bez brodawek korzeniowych) zbierano w
56 dniu uprawy ro$lin (7 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Na wykresie
przedstawiono warto$ci $rednie z uwzglednieniem £SE. Roznice istotne statystycznie:
dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli “p < 0,05, “p < 0,01; dla roélin
uprawianych w warunkach suszy i jednoczesnie traktowanych y-PGA wzgledem suszy
#p < 0,01 (test t-Studenta).

Jednym z waznych mechanizmow obronnych roslin przed skutkami stresu
oksydacyjnego jest zwickszenie syntezy ASC (Akram i wsp. 2017), ktéry peini role
donora elektronow w reakcji katalizowanej przez APX, odpowiedzialnej za rozktad H-O:
do H:20 (Shigeoka i wsp. 2002). Deficyt wody w glebie wywotat wyrazny, bo ponad 30%
wzrost stezenia ASC w korzeniach w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi (Fig. 8B).
Odmienny efekt zaobserwowano po zastosowaniu roztworu y-PGA. W tym wariancie
stezenie ASC bylo nizsze o okoto 61% w odniesieniu do roslin stresowanych i o okoto
48% nizsze w poréwnaniu z kontrolg. Roztwor y-PGA prowadzit do wzrostu aktywnosci
APX o ponad 11% wzglgedem suszy (Fig. 8C).

Na dalszym etapie badan przeanalizowano aktywno$¢ enzymatyczng GWPX,

enzymu odpowiedzialnego za redukcje H20: z utlenianiem gwajakolu. W korzeniach
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ro$lin uprawianych w optymalnych warunkach aktywno$¢ GWPX utrzymywata si¢ na
poziomie okoto 17 U/mg biatka, natomiast w warunkach suszy gwaltownie wzrosta,
osiggajac warto$¢ ponad dwukrotnie wyzsza niz w kontroli (Fig. 8D). Zastosowanie
roztworu y-PGA u roslin uprawianych w warunkach suszy obnizyto aktywnos$¢ tego
enzymu do okoto 32,5 U/mg biatka.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze susza wywolala w korzeniach L. luteus stres
oksydacyjny, przejawiajacy si¢ wzrostem zawartosci H»O», nasileniem peroksydacji
lipidow oraz uruchomieniem enzymatycznego i nieenzymatycznego systemu ochrony
przed RFT. Zastosowanie y-PGA ograniczyto peroksydacje lipidow i obnizyto aktywnos¢
GWPX i APX oraz poziom ASC, co wskazuje na udzial tego polimeru w regulacji

rownowagi redoks w korzeniach roslin poddanych stresowi suszy.

4.4. Wplyw 7-PGA na strukture $cian komorkowych brodawek korzeniowych
L. luteus w warunkach suszy glebowej

Wywotany przez susz¢ stan stresu oksydacyjnego modyfikuje strukture $ciany
komorkowej, co jest skutkiem modulowania poziomu jej poszczegolnych sktadnikow, w
tym nisko- 1 wysokometylowanych pektyn (Leuccii wsp. 2008). Wyniki barwienia
tkanek czerwienig rutenowa dostarczyly informacji na temat zmian stopnia estryfikacji
metylowej pektyn w brodawkach korzeniowych L. luteus w odpowiedzi na susz¢ 1 y-PGA
(Fig. 9A-F). Sciany komorkowe brodawek korzeniowych roslin uprawianych w
warunkach suszy charakteryzowaty si¢ podobna intensywnos$cia zabarwienia czerwienig
rutenowg co kontrola, wskazuja na zblizong zawarto$¢ deestryfikowanych pektyn (Fig.
9). W obu badanych wariantach nagromadzenie niskometylowanych pektyn wystapito w
scianach komorkowych parenchymy. Zastosowanie y-PGA w stezeniu 100 mg/1 (Fig. 9E,
F) spowodowato radykalng zmian¢ obrazu histologicznego; odnotowano intensywne,
ciemnordézowe zabarwienie $cian komodrkowych, szczegdlnie w obrebie komorek
parenchymy i1 endodermy, co §wiadczy o masowej akumulacji niskometylowanych

pektyn.
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Figura 9. Obrazy mikroskopowe przedstawiajace rozmieszczenie

niskometylowanych pektyn w brodawkach korzeniowych Lupinus Iluteus
uprawianych w warunkach suszy glebowej i traktowanych kwasem poli-y-
glutaminowym (y-PGA). Rosliny kontrolne uprawiano w glebie o optymalnej
pojemnos$ci wodnej (70% WHC). Jednoczes$nie czes$¢ roslin poddano warunkom suszy
przez 2 tygodnie (25% WHC). Po tym czasie cze¢$ci roslin wystawionych na dziatanie
stresora podawano wodny roztwor y-PGA (100 mg/1). Fragmenty tkanek preparowano w
56 dniu uprawy dla wszystkich wariantow. Zdjecia B, D, F sg powigkszeniami zdjgc
odpowiednio A, C, E. Skréty: EN — endoderma, PA — parenchyma, SWA — strefa wigzania
azotu, WP — wigzki przewodzace. Preparaty barwiono z wykorzystaniem 0,05% (w/v)
roztworu czerwieni rutenowej. Czarnymi grotami oznaczono wygladajace prawidtowo
komorki strefy wigzania azotu, z kolei czerwone groty wskazujg komorki SWA ulegajace
procesom degradacyjnym w trakcie suszy glebowe;.

W celu dalszej oceny wpltywu suszy glebowej oraz y-PGA na polisacharydy $ciany
komorkowej, oznaczono ogdlng zawarto$¢ pektyn w gérnej czesci korzenia pozbawione]
brodawek. Analiza wykazala, ze uprawa ros$lin w warunkach deficytu wody w glebie
doprowadzita do istotnego wzrostu poziomu pektyn w korzeniach, ktory byt wyzszy o
ponad 120% w poréwnaniu z ros$linami kontrolnymi (Fig. 10). Zastosowanie roztworu y-
PGA u roslin poddanych suszy obnizyto zawartos¢ pektyn o okoto 13% wzgledem

wariantu stresowego (Fig. 10).
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Fig. 10. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) oraz suszy glebowej na
zawarto$¢ pektyn w korzeniach Lupinus luteus. Rosliny uprawiano w warunkach
niedoboru wody (25% WHC), natomiast ro$liny kontrolne uprawiano w glebie o
optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Roztwor y-PGA aplikowano w 49 dniu
uprawy (14 dzien dziatania stresora). Material do analiz (gérna czg$¢ korzenia
pozbawiona brodawek korzeniowych) pobierano w 56 dniu uprawy. Catkowita zawartos¢
pektyn zostata okreslona na podstawie absorbancji pektyn. Dane przedstawiono jako
srednie £SE (n = 3). Réznice istotne statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem
kontroli “p < 0,01; dla roélin uprawianych w warunkach suszy i jednoczesnie
traktowanych y-PGA wzgledem suszy *p < 0,05 (test t-Studenta).

Nastepnie wykonano analiz¢ dot blot, ktéra umozliwila ilo§ciowe okreslenie
wybranych klas pektyn przy uzyciu specyficznych przeciwcial. Sygnat po reakcji z
przeciwcialami skierowanymi przeciwko nisko-(31-40%) 1 niemetylowanym HG (JIMS)
oraz wysokometylowanym (15-80%) pektynom (JIM7) byt wyzszy w brodawkach roslin
uprawianych w warunkach deficytu wody w poréwnaniu z kontrolag odpowiednio o ponad
116% 1 niemal 39% (Fig. 11). Zastosowanie egzogennego y-PGA obnizylo zawarto§¢
zarbwno nisko-, jak 1 wysokometylowanych pektyn w pordéwnaniu z roslinami
uprawianymi w warunkach suszy (Fig. 11). W przypadku JIMS zarejestrowany sygnat
byt okoto 16% wyzszy w odniesieniu do ro$lin kontrolnych, natomiast jeszcze silniejszy
efekt zastosowania y-PGA zaobserwowano dla JIM7, gdzie zawartos¢ antygenu spadia

okoto 14% ponizej wartosci kontrolne;.

80



JIM5 JIM7

250 160

:

KONTROLA SUSZA SUSZA+y-PGA 100 KONTROLA SUSZA SUSZA+y-PGA 100
mg/l mg/l

200 A

HHH
ARA

N
o
=3

,_.
=}
=1
% KONTROLI
o
=3

% KONTROLI

w
=1

o

Figura 11. Akumulacja antygenow pektynowych w korzeniach Lupinus luteus
uprawianego w warunkach suszy glebowej oraz traktowanego kwasem poli-y-
glutaminowym (y-PGA). Ro$liny poddawane stresowi suszy rosty w glebie o 25%
petnej pojemnosci wodnej (WHC), natomiast kontrole stanowily rosliny uprawiane w
glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Zastosowano wodny roztwor -
PGA o stgzeniu 100 mg/l, aplikowany doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Ekstrakty
biatkowe, uzyskane z gornej czesci korzenia pozbawionej brodawek korzeniowych i
zebrane z 56-dniowych roslin, wykorzystano do testu dot blot. Do kazdej reakcji uzyto
2,5 pg biatka. Zastosowano przeciwciata JIMS 1 JIM7, pozwalajagce na wykrycie
odpowiednio nisko- i wysokometylowanych pektyn. Membrany po detekcji poddano
analizie densytometrycznej przy uzyciu oprogramowania ImagelJ. Wartosci wyrazono
jako % kontroli, dla ktdrej przyjeto wartos¢ 100%. Na wykresie przedstawiono wartosci
srednie z uwzglednieniem +SE. Istotne statystycznie roznice okre§lono na podstawie
wieloczynnikowej analizy ANOVA oraz testu post hoc Tuckey’a. Roéznice istotne
statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli ***p < 0,001; dla ro$lin
uprawianych w warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych y-PGA wzgledem suszy
##p < 0,001; dla ro$lin uprawianych w warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych -
PGA wzgledem kontroli “p < 0,001.

W kolejnym etapie zbadano wptyw suszy i y-PGA na ramnogalakturonany typu I
(galaktany, arabinany) oraz XGA w korzeniach L. luteus. Test dot blot z uzyciem
przeciwcial LM5, LM6 1 LM8 (Fig. 12) wykazal, Ze sygnal we wszystkich reakcjach byt
silniejszy dla ekstraktow uzyskanych z korzeni roélin stresowanych w poréwnaniu z
kontrolg (Fig. 12). Analiza densytometryczna ujawnila istotne zmiany w zawartosci
badanych epitopdéw $ciany komorkowej w odpowiedzi na stres suszy oraz traktowanie y-
PGA. W warunkach suszy stwierdzono istotny 30% wzrost poziomu epitopu LMS5
wzgledem kontroli (Fig. 12A). Zastosowanie y-PGA w warunkach stresu spowodowato
czgsciowe obnizenie poziomu tego epitopu (o ok. 10%), jednak warto$¢ ta nadal

pozostawata wyzsza niz w roslinach kontrolnych. W przypadku LM6 odnotowano
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silniejszg reakcje na suszg. Intensywnos¢ sygnatu wzrosta o ok. 100% w poréwnaniu z
kontrolg (Fig. 12B). Traktowanie y-PGA istotnie zredukowato efekt wywotany stresem,
prowadzac do obnizenia sily sygnatu o ok. 70%. Podobng tendencj¢ zaobserwowano dla
epitopu LMS (Fig. 12C). Susza powodowata ponad dwukrotny wzrost poziomu XGA w
poréwnaniu z kontrola, natomiast aplikacja y-PGA istotnie obnizata ich zawarto$§¢
wzgledem ros$lin poddanych wylacznie suszy do poziomu okoto 40% wyzszego niz w

kontroli.
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Figura 12. Wplyw suszy i kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na zawartos¢
ramnogalakturonanow typu I oraz XGA w korzeniach Lupinus luteus uprawianego
w warunkach deficytu wody. W badaniu wykorzystano przeciwciata rozpoznajace
poszczeg6lne typy ramnogalakturonanow: LMS — B-1,4-galaktany; LM6 — a-1,5-
arabinany; oraz XGA — LM&. Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25%
pelnej pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), ro$liny kontrolne
rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Zastosowano wodny
roztwor y-PGA o stgzeniu 100 mg/l, aplikowany doglebowo w 14 dniu trwania suszy.
Materiat (gorng czgs¢ korzenia bez brodawek korzeniowych) pobierano w 56 dniu
uprawy ro$lin (7 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Analizy densytometryczne
wykonano przy pomocy programu ImageJ. Na wykresie przedstawiono wartosci srednie
z uwzglednieniem +SE. Istotne statystycznie roznice okreslono na podstawie
wieloczynnikowej analizy ANOVA oraz testu post hoc Tuckeya. Rodznice istotne
statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli *“p < 0,001; dla roélin
uprawianych w warunkach suszy i jednoczesnie traktowanych y-PGA wzgledem suszy
##p < 0,001; dla roslin uprawianych w warunkach suszy i jednoczesénie traktowanych y-
PGA wzgledem kontroli “"p < 0,001.

Najbardziej rozpowszechnionymi skladnikami hemiceluloz w  $cianie
komorkowej roslin sa XyG (Hofte i Voxeur 2017). W celu oceny wptywu y-PGA oraz
suszy na ich zawarto$¢ przeprowadzono reakcje dot blot z uzyciem przeciwciat LM15
(ksylozylowane ksyloglukany), LM24 (rozpoznajacego motyw XLLG) 1 LM25

(wykrywajacego acetylowane XyG) (Fig. 13).
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Figura 13. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) oraz deficytu wody w
glebie na zawartos¢ ksyloglukan6w w korzeniach Lupinus luteus. Ro$liny stresowane
uprawiano przy 25% pelnej pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding
capacity), a rosliny kontrolne rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70%
WHC). Wodny roztwoér kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) o stezeniu 100 mg/l
aplikowano doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Zastosowano przeciwciata
monoklonalne LM15, LM24 1 LM25 do wykrywania ksyloglukanow oraz ich
specyficznych motywoéw (XXXG, XLLG). Materiat (gorng czes$é korzenia bez brodawek
korzeniowych) pobierano w 56 dniu uprawy roslin (7 dni po zakonczeniu dziatania
stresora). Analizy densytometryczne wykonano przy pomocy programu Image]. Na
wykresie przedstawiono wartosci Srednie z uwzglednieniem +SE. Istotne statystycznie
roznice okreslono na podstawie wieloczynnikowej analizy ANOVA oraz testu post hoc
Tuckey’.a Roznice istotne statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli
“p < 0,001; dla ro$lin uprawianych w warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych -
PGA wzgledem suszy “#p < 0,001; dla rolin uprawianych w warunkach suszy i
jednoczesnie traktowanych y-PGA wzgledem kontroli ~p < 0,001.

W reakcjach dot blot ze wszystkimi przeciwciatami (Fig. 13A—C) ekspozycja
ro$lin na deficyt wody skutkowata gwaltownym i statystycznie istotnym wzrostem
intensywnos$ci sygnalu wskazujacego na obecno$¢ XyG w pordownaniu z kontrolg.
Najsilniejsza odpowiedz odnotowano dla epitopu rozpoznawanego przez LM24 (Fig.
13B), gdzie intensywno$¢ sygnatu wzrosta do ok. 65% wzgledem kontroli. W przypadku
epitopoéw LMI15 (Fig. 13A) oraz LM25 (Fig. 13C) akumulacja ta byta nieco nizsza
(odpowiednio ok. 35% 1 48%). Zastosowanie Yy-PGA w warunkach stresowych
spowodowato istotne obnizenie poziomu analizowanych XyG w poréwnaniu z wariantem
poddanym wylacznie suszy. Dla wszystkich epitopow sita sygnatlu spadia o ok. 20%

wzgledem suszy.
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4.5. Wplyw suszy glebowej i y-PGA na czynniki molekularne regulujace
powstawanie i funkcjonowanie brodawek korzeniowych

Deficyt wody w glebie zmniejsza ekspresj¢ genu L/BOP zwigzanego z
powstawaniem i funkcjonowaniem brodawek korzeniowych L. luteus (Frankowski 1 wsp.
2014, Wilmowicz i wsp. 2019). W zwiazku z tym, w kolejnym etapie badano, czy y-PGA
wpltywa na aktywno$¢ transkrypcyjng tego genu w brodawkach korzeniowych roslin
uprawianych w warunkach suszy glebowej (Fig. 14). Podanie tego zwigzku spowodowato
istotny wzrost poziomu mRNA L/BOP wzgledem roslin stresowanych, jednak jego

warto$¢ stanowita 85% tej, ktorag odnotowano w kontroli (Fig. 14).
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Figura 14. Poziom mRNA genu LIBOP w brodawkach korzeniowych Lupinus luteus
uprawianego w warunkach deficytu wody i traktowanego kwasem poli-y-
glutaminowym (y-PGA). Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25% petne;j
pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), rosliny kontrolne rosty
w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Zastosowano wodny roztwor y-
PGA (100 mg/l), aplikowany doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Brodawki korzeniowe
pobierano w 56 dniu uprawy roslin (7 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Na wykresie
przedstawiono warto$ci $rednie z uwzglednieniem £SE. Roznice istotne statystycznie:
dla roélin poddanych suszy wzgledem kontroli “p < 0,05; dla roslin uprawianych w
warunkach suszy i jednoczesénie traktowanych y-PGA wzgledem suszy “p < 0,05 (test t-
Studenta).

Wyniki wezedniejszych analiz wskazuja, ze susza glebowa moduluje aktywno$¢
transkrypcyjna genu LILbl (Wilmowicz i wsp. 2020), kodujacego leghemoglobing. W
zwigzku z tym, w kolejnym etapie sprawdzono wptyw y-PGA na ekspresj¢ genu L/ILbl w
brodawkach korzeniowych. Maksymalng warto§¢ obserwowano u roslin rosngcych w
optymalnych warunkach wilgotnosci gleby (Fig. 15), natomiast stres suszy doprowadzit
do silnego 15-krotnego spadku aktywnosci transkrypcyjnej badanego genu. Zastosowanie
v-PGA nie przywrdcito poziomu jego ekspresji do wartosci odnotowanych w kontroli, ale

zmniejszyto spadek obserwowany u roslin stresowanych (Fig. 15).
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Figura 15. Poziom mRNA genu LILbl w brodawkach korzeniowych Lupinus luteus
uprawianego w warunkach deficytu wody oraz traktowanego kwasem poli-y-
glutaminowym (y-PGA). Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25% peine;j
pojemnos$ci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), ro$liny kontrolne rosty
w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Zastosowano wodny roztwor y-
PGA (100 mg/1), aplikowany doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Brodawki korzeniowe
pobierano w 56 dniu uprawy roslin (7 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Na wykresie
przedstawiono wartosci Srednie z uwzglednieniem +SE. RozZnice istotne statystycznie:
dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli ““p < 0,01; dla roélin uprawianych w
warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych y-PGA wzgledem suszy *p < 0,05 (test t-
Studenta).

4.6. Wplyw 7-PGA na przemiany hormonalne zachodzgce w brodawkach
korzeniowych L. luteus uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie

4.6.1. Kwas abscysynowy

W brodawkach korzeniowych L. luteus w warunkach suszy glebowej wzrasta
poziom mRNA genu LIZEP, kodujacego enzym katalizujacy jeden z etapow biosyntezy
ABA, przy jednoczesnej akumulacji tego fitohormonu (Wilmowicz i wsp. 2019). Wyniki
uzyskane po traktowaniu L. /uteus roztworem y-PGA podczas dziatania suszy wykazaty,
ze obniza on aktywno$¢ transkrypcyjng genu LIZEP zar6wno w odniesieniu do brodawek
korzeniowych ros$lin stresowanych, jak 1 kontrolnych (Fig. 16A). Obserwacje te
uzupetiono o analizy immunocytochemiczne, ktore umozliwity okreslenie tkankowe;j

lokalizacji ABA (Fig. 16B).
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Figura 16. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na aktywnosé
transkrypcyjna genu LIZEP (A) oraz lokalizacj¢ kwasu abscysynowego (B) w
brodawkach korzeniowych Lupinus luteus uprawianego w warunkach deficytu
wody. Ro$liny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25% pelnej pojemnosci
wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), rosliny kontrolne rosty w glebie o
optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Zastosowano wodny roztwor y-PGA (100
mg/1), aplikowany doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Brodawki korzeniowe pobierano
do analiz w 56 dniu uprawy roslin (7 dni po zakonczeniu dzialania stresora). Na wykresie
przedstawiono warto$ci $rednie z uwzglednieniem £SE. Roznice istotne statystycznie:
dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli ““p < 0,01; dla roélin uprawianych w
warunkach suszy i jednocze$nie traktowanych y-PGA wzgledem suszy “p < 0,01 (test t-
Studenta). Reakcje immunocytochemiczne przeprowadzano z wykorzystaniem
przeciwciala anty-ABA. Czerwone strzatki wskazuja obecno$¢ sygnatu (zielona
fluorescencja). Do wizualizacji jader uzyto DAPI (kolor niebieski). SWA - strefa wigzania
azotu, PA - parenchyma, WP - wigzka przewodzaca. Bary: 100 um w B1, B4, B7, 40 um
w B2, BS, B8, 20 um B3, B6, BO.
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W strefie wigzania azotu brodawek korzeniowych roslin kontrolnych nie
zaobserwowano silnego sygnatlu fluorescencyjnego wskazujacego na obecnos¢ ABA
(Fig. 16 B1, 2, 3). Z kolei w brodawkach korzeniowych roslin poddanych suszy glebowe;j
hormon zgromadzil si¢ glownie w okolicy wigzek przewodzacych, komodrkach
parenchymy (Fig. 16B4) oraz komdrkach strefy wigzania azotu (Fig. 16B6). W roslinach
uprawianych w warunkach suszy i traktowanych y-PGA intensywny sygnat w postaci
rozproszonych skupisk wystepowal w strefie wigzania azotu, przy czym wzorzec jego

rozmieszczenia byt odmienny niz w warunkach suszy (Fig. 16B7, 8, 9).

4.6.2. Etylen

Susza glebowa promuje biosynteze hormonu stresowego — ET (Wilmowicz i wsp.
2019). Wyniki analiz wykazaly, ze y-PGA wptywal na aktywno$¢ transkrypcyjng LIACS
1 LIACO w brodawkach korzeniowych w warunkach suszy glebowej. W tym wariancie

poziom mRNA LIACS wzrést ponad dwukrotnie w stosunku do roslin kontrolnych (Fig.
17A).
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Figura 17. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na poziom mRNA genu
LIACS i LIACO w brodawkach korzeniowych Lupinus luteus uprawianego w
warunkach deficytu wody w glebie. Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy
25% pelnej pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), rosliny
kontrolne rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Wodny roztwor
v-PGA w stezeniu 100 mg/l aplikowano doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Brodawki
korzeniowe zbierano w 56 dniu uprawy roslin (5 dni po zakonczeniu dziatania stresora).
Na wykresie przedstawiono wartosci $rednie z uwzglednieniem £SE. Rdznice istotne
statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli “p < 0,01; dla roslin
uprawianych w warunkach suszy i jednoczesnie traktowanych y-PGA wzgledem suszy
#p < 0,01 (test t-Studenta).
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Z kolei y-PGA zniwelowatl efekt suszy, obnizajac jego ekspresj¢ do wartosci
obserwowanej w kontroli (Fig. 17A). Deficyt wody w glebie doprowadzit do istotnego
wzrostu aktywnosci transkrypcyjnej LIACO, przekraczajacego o ponad 70% ten, ktory
odnotowano w brodawkach korzeniowych ro$lin uprawianych w optymalnych
warunkach. Roztwor y-PGA obnizyt ekspresje LIACO o okoto 30% wzgledem wariantu
stresowego, jednak nadal byta ona o ponad 20% wyzsza, niz w brodawkach
korzeniowych ros$lin kontrolnych (Fig. 17B).

W celu lepszego zrozumienia wplywu y-PGA na szlak biosyntezy ET u L. luteus
przeprowadzono analizy immunocytochemiczne z wykorzystaniem przeciwciat

umozliwiajacych detekcje ACC (Fig. 18).

SUSZA KONTROLA

SUSZA + y-PGA
100 mg/I

Figura 18. Wplyw roztworu y-PGA na lokalizacje kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (ACC) w brodawkach korzeniowych Lupinus luteus uprawianego
w warunkach suszy glebowej. Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25%
petnej pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), rosliny kontrolne
rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Wodny roztwoér y-PGA w
stezeniu 100 mg/l aplikowano doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Brodawki korzeniowe
zbierano w 56 dniu uprawy ro$lin (5 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Czerwonymi
strzatkami zaznaczono miejsca wystgpowania zielonej fluorescencji, wskazujacej na
obecnos¢ ABA. Do wizualizacji jader uzyto DAPI (niebieski sygnal). SWA - strefa
wigzania azotu, EN - endoderma, WP - wigzka przewodzaca. Bary: 100 um w A, D, G;
40 umw B, E, H; 20 um C, F, L.
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W strefie wigzania azotu u ro$lin kontrolnych prekursor ET lokalizowano w
postaci drobnych punktow emitujacych fluorescencje¢, natomiast w endodermie wypetniat
on komorki, zwlaszcza w ich przysciennych rejonach (Fig. 18B, C). W brodawkach
korzeniowych roslin uprawianych w warunkach suszy glebowej sygnat fluorescencyjny
byt silniejszy niz w kontoroli, zarowno w strefie wigzania azotu, jak i endodermie (Fig.
18D, E, F). Zastosowanie y-PGA czg$ciowo ograniczyto efekt wywolany przez susze. W
tym wariancie wystepowanie ACC zaobserwowano gtownie w komodrkach endodermy,
parenchymy, a takze tych, przylegajacych do wigzek przewodzacych. W strefie wigzania
azotu ACC wystepowat jedynie w pojedynczych komorkach (Fig. 18I).

4.6.3. Kwas jasmonowy
Kontynuacja badan dotyczacych fitohormonalnej odpowiedzi L. luteus na y-PGA
bylo okreslenie lokalizacji JA — gtdéwnego przedstawiciela JAs (Fig. 19).

SUSZA KONTROLA

100 mg/I

BRODAWKA

SUSZA + y-PGA

wp p
Figura 19. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na lokalizacje kwasu
jasmonowego (JA) w brodawkach korzeniowych Lupinus luteus uprawianego w
warunkach suszy glebowej. Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25%
pelnej pojemnosci wodnej gleby (WHC, ang. water holding capacity), rosliny kontrolne
rosty w glebie o optymalnej pojemnosci wodnej (70% WHC). Wodny roztwoér y-PGA w
stezeniu 100 mg/l aplikowano doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Brodawki korzeniowe
zbierano w 56 dniu uprawy roslin (5 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Do
wizualizacji jader uzyto DAPI (niebieski sygnat). Czerwonymi strzatkami oznaczono
miejsca wystepowania sygnatu zielonej fluorescencji, wskazujace na obecno$¢ JA.
Oznaczenia: SWA — strefa wigzania azotu, PA — parenchyma, WP — wigzka przewodzaca.
Wartosci skali podano na poszczegdlnych zdjeciach.
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W warunkach kontrolnych zielony sygnat wskazujacy na wystgpowanie tego
fitohormonu byt obserwowany w postaci skupisk, przede wszystkim w endodermie, ktora
otacza strefe wigzania azotu (Fig. 19A), oraz w komoérkach parenchymy (Fig. 19B). W
samej strefie wigzania azotu zanotowano stabg, rozproszong fluorescencje (Fig. 19C).
Susza glebowa doprowadzila do pojawienia si¢ JA w parenchymie (Fig. 19D) oraz w
strefie wigzania azotu (Fig. 19D, F). Po zastosowaniu y-PGA sygnal wskazujacy na
wystepowanie JA zaobserwowano w wigzkach przewodzacych (Fig. 19G) oraz w strefie

wigzania azotu, przy czym w tym przypadku hormon lokalizowano punktowo (Fig. 19H,

0.

4.7. Wplyw 7-PGA na przemiany lipidowe zachodzace w brodawkach i
korzeniach L. luteus uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie

Zaprezentowany w niniejszej dysertacji podwyzszony poziom MDA w
brodawkach korzeniowych L. luteus po zadziataniu suszy (Fig. 7) sugeruje, ze stresor ten
poprzez destabilizacje komponentow lipidowych zaburzyt integralno$¢ bton
komoérkowych. Zmiany metabolizmu lipidow blonowych moga by¢ zwigzane z
dzialaniem LOX, ktora inicjuje peroksydacje PUFA, zmniejszajac ptynno$¢ dwuwarstwy
lipidowej (Mao 1 wsp. 2007), co jednocze$nie moze inicjowal biosynteze JAs
(Wasternack 1 Hause 2013; Wasternack 1 Strnad 2016). Wyniki wcze$niejszych analiz
prowadzonych na brodawkach korzeniowych L. luteus wykazaty, ze deficyt wody w
glebie promuje ekspresje LILOX (Wilmowicz 1 wsp. 2020). Dlatego w kolejnym etapie
realizacji niniejszej pracy zbadano wptyw y-PGA na poziom aktywnosci transkrypcyjnej
tego genu w brodawkach korzeniowych roslin uprawianych w warunkach suszy glebowej
(Fig. 20A). Egzogenny y-PGA znacznie obnizat ekspresje LILOX. Co warte podkres$lenia,
poziom transkryptutego genu byt nizszy nie tylko w odniesieniu do suszy, ale takze o
ponad 96 % nizszy niz u ro$lin uprawianych w optymalnych warunkach (Fig. 20A).

Analiza Western blot wykazata obecnos¢ dwoch izoform LOX o masach ~100
kDa i ~98 kDa. W warunkach suszy obserwowano akumulacj¢ obu z nich, co potwierdza

indukcje biatka LOX przez deficyt wody (Fig. 20B).
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Figura 20. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na ekspresje genu LILOX
w brodawkach korzeniowych (A) oraz poziom lipooksygenazy (LOX) w gornej
czesci korzenia (B, C) L. luteus uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie.
Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25% pelnej pojemnosci wodnej gleby
(WHC, ang. water holding capacity), rosliny kontrolne roslty w glebie o optymalne;j
pojemnos$ci wodnej (70% WHC). Wodny roztwor y-PGA w stezeniu 100 mg/1 aplikowano
doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Material do badan zbierano w 56 dniu uprawy roslin
(5 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Analizy densytometryczne prazkéw
uzyskanych w reakcjach Western blot wykonano przy pomocy programu ImagelJ (C). Na
wykresach przedstawiono warto$ci $rednie z uwzglednieniem +SE. Istotne statystycznie
roznice okreslono na podstawie wieloczynnikowej analizy ANOVA oraz testu post hoc
Tuckey’a. Roznice istotne statystycznie: dla roslin poddanych suszy wzgledem kontroli
p < 0,01, ™p < 0,001; dla roélin uprawianych w warunkach suszy i jednocze$nie
traktowanych y-PGA wzgledem suszy “p < 0,01, **p < 0,001; dla ro$lin uprawianych w
warunkach suszy i jednoczesénie traktowanych y-PGA wzgledem kontroli *"p < 0,001.

W ros$linach traktowanych roztworem y-PGA w warunkach suszy poziom
izoformy o wigkszej masie spadl o ok. 14% w poréwnaniu do samej suszy. Analiza
densytometryczna izoformy ~98 kDa wykazata, ze aplikacja y-PGA w warunkach stresu

wzmocnita jej akumulacj¢ do ok. 400% kontroli.
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Immunolokalizacja FAAH wykazala zréznicowane jej rozmieszczenie w
brodawkach korzeniowych L. luteus. U ros$lin kontrolnych sygnatl zaobserwowano
gltownie w okolicy wigzek przewodzacych (Fig. 21A), w komorkach strefy wigzania

azotu (Fig. 21C) oraz w pojedynczych komoérkach parenchymy (Fig. 21B).
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Figura 21. Wplyw kwasu poli-y-glutaminowego (y-PGA) na lokalizacje hydrolazy
amidowej kwasow tluszczowych (FAAH) w brodawkach korzeniowych L. luteus.
Rosliny poddawane stresowi suszy uprawiano przy 25% pelnej pojemnosci wodnej gleby
(WHC, ang. water holding capacity), rosliny kontrolne rosty w glebie o optymalnej
pojemnosci wodnej (70% WHC). Wodny roztwor y-PGA w stezeniu 100 mg/1 aplikowano
doglebowo w 14 dniu trwania suszy. Brodawki korzeniowe zbierano w 56 dniu uprawy
ros$lin (5 dni po zakonczeniu dziatania stresora). Do wizualizacji jader uzyto DAPI
(niebieski sygnat). Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca wystgpowania sygnatu
zielonej fluorescencji, wskazujacej na obecnos¢ FAAH. Skroty: SWA — strefa wigzania
azotu, WP — wiazka przewodzaca, PA — parenchyma, EN — endoderma. Wartos$ci skali
podano na poszczegdlnych zdjeciach.

W warunkach stresu suszy fluorescencja wskazujaca na wystgpowanie FAAH
byla nieco stabsza w pordéwnaniu z kontrola, zlokalizowano ja w poblizu wigzek
przewodzacych oraz w endodermie oraz parenchymie (Fig. 21D, E). W strefie wigzania
azotu sygnat wystapit w nielicznych komoérkach (Fig. 21F). W przypadku stresowanych
roslin traktowanych roztworem y-PGA zaobserwowano silng fluorescencje FAAH (Fig.
21H, 1), szczegbdlnie wyrazng w rejonie wigzek przewodzacych, przysciennie w

komorkach strefy wigzania azotu oraz parenchymy (Fig. 211).
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4.8. Susza i y-PGA modyfikuja profil bialek w korzeniu L. luteus

W celu scharakteryzowania proteomicznych reakcji korzeni L. luteus na susze i
traktowanie y-PGA przeprowadzono analiz¢ 2-DE bialek wyizolowanych z tych organow
(Fig. 22). Poréwnanie proteomicznych map ujawnito wyrazne roznice we wzorcach
plamek biatkowych dla trzech wariantow do$wiadczalnych: roslin kontrolnych (Fig.
22A), poddanych suszy glebowej (Fig. 22B) oraz suszy glebowej z traktowaniem y-PGA
(Fig. 22C).
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Figura 22. Rozdzial elektroforetyczny 2-DE bialek z korzeni Lupinus luteus w
warunkach kontrolnych (A), suszy (B) oraz poddanych dzialaniu suszy glebowej i y-
PGA (C). Numery 1 przypisane im okreggi wskazuja zréznicowane plamki biatkowe.

Uzyskane wyniki wskazuja na jakosciowe modyfikacje profilu proteomicznego
korzeni L. luteus. Poszczegdlne plamki bialkowe zidentyfikowano metoda MALDI-
TOF/TOF. W warunkach suszy profil biatkowy wyraznie przesuwa si¢ w kierunku
odpowiedzi rosliny na ten negatywny czynnik (Fig. 22B, Tabela 12). Zidentyfikowano
biatka zwigzane z ochrong przed stresem, przy czeSciowym zachowaniu metabolizmu
podstawowego, a wsrod nich:

e aldolaza fruktozo-1,6-bisfosofanowa zaangazowana w glikolizg, wspotwystepujaca z
oksydazg ACC zwigzang z biosynteza stresowego fitohormonu - ET, akwaporyna
PIP2-1 transportujgca wodg przez blony oraz biatka bogate w proling;

e opiekuncze chaperony (organizujagce kompleks HSP70-90 1 Cpn60/TCP) oraz
cytozolowe 1 mitochondrialne chaperoniny;

e pehnigca funkcje sygnatowe kalmoduling oraz glukan 1,3-f-glukozydaze, ktore sa
zwigzane z wywolang przez stres modyfikacjg §ciany komorkowej, a takze tubuling a
zaangazowang w przebudowe cytoszkieletu;

¢ reduktaza leghemoblobiny, ktora odpowiada za metabolizm azotu.
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Z drugiej strony w wariancie suszy nie zaobserwowano plamek biatkowych, ktore
wystgpowaty w kontroli (Fig. 22A, Tabela 12). W tym przypadku plamki zawieraty
gtownie enzymy glikolizy i1 dalszych przemian energetycznych w mitochondriach,
metabolizmu cukrow 1 lipidow oraz kilka podstawowych enzymdéw ochrony
antyoksydacyjnej. Wsrdd nich dominowaty:

e te zwigzane z metabolizmem podstawowym weglowodanow (syntaza sacharozy,
fosfomutaza, r6zne izoformy aldolazy fruktozo-bisfosofanowej oraz dehydrogenazy
jabtczanowa 1 aldehydu-3-fosfoglicerynowego) 1 bialek (izomeraza mostkow
disiarczkowych);

e enzymy oksydoredukcyjne 1 posredniczace w metabolizmie RFT (peroksydazy,
reduktaza monodehydroaskorbinowa) i/lub modyfikacja struktury Scian
komoérkowych  (lakaza, mutaza UDP-arabinozy) 1 blon komoérkowych
(lipooksygenaza, aneksyna).

Zastosowanie y-PGA u roslin uprawianych w warunkach suszy doprowadzito do
dalszych zmian w profilu proteomicznym korzeni (Fig. 22C, Tabela 12). Poza biatkami
indukowanymi przez susze, takimi jak: tubuliny czy oksydaza ACC zaobserwowano
obecnos¢ unikalnych bialek zwigzanych z metabolizmem redoks i1 ochrong komoérkowa,
m.in.:

e syntaza cysteiny kluczowa w syntezie glutationu (antyoksydanta), peroksydazy i
oksydoreduktazy wspomagajace lignifikacj¢ $cian komoérkowych i detoksykacje
H202;

e syntetaza glutaminy istotna w metabolizmie azotu oraz aminotransferaza
asparaginianowa zwigzana z modyfikacja metabolizmu i syntezg aminokwasow oraz
bialek;

e te zaangazowane w szlak biosyntezy flawonoidow (silnych antyoksydantow) —
reduktaza izoflawonowa oraz syntaza flawonolu istotna dla powstawania flawonoli;

e glukan endo-1,3-f-glukozydaza uwalniajaca glukoze i oligosacharydy ze S$cian
komorkowych oraz a-1,4-glucan-biatko syntaza katalizujaca reakcje glikozylacji —
oba enzymy zwigzane z powstawaniem substratow do budowy i remodelowania §cian
komorkowych.

Dodatkowo, w korzeniach roslin traktowanych y-PGA zidentyfikowano biatko

szoku chiodu pochodzenia bakteryjnego (Rhizobium), pojawiajace si¢ w warunkach
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stresowych, ktorego obecnosci nie odnotowano Ww pozostalych wariantach

doswiadczalnych.

Tabela 12. Bialka zidentyfikowane w Kkorzeniach L. luteus uprawianych w
warunkach kontrolnych, suszy glebowej (25% WHC) oraz przy jednoczesnym
zastosowaniu suszy i 7-PGA.

Nazwa bialka Organizm Masa Score
[Da]
Linoleate 9S-lipoxygenase-like L. angustifolius | 153688 1374
Spot 10 Su.crose synthase L. albus 96547 126
KONTROLA Fructose-bisphosphate aldolase 1 L. albus 38421 64
Putative peroxidase L. albus 36249 59
Annexin D1-like L. angustifolius | 35934 59
Cytosolic malate dehydrogenase L. angustifolius | 35755 558
Fructose-bisphosphate aldolase, L. angustifolius | 38557 478
cytoplasmic isozyme
Putative malate dehydrogenase L.albus 36232 418
Putative glyceraldehyde-3-phosphate L.albus 36810 318
dehydrogenase
Fructose-bisphosphate aldolase, L.albus 38575 313
K OSI\II)TOI{BIL A cytoplasmic isozyme 2
Fructose-bisphosphate aldolase 1 L.albus 43406 153
Putative UDP-arabinopyranose L.albus 40529 102
mutase
Putative peroxidase L.albus 36249 101
Putative glyceraldehyde-3-phosphate L.albus 45607 74
dehydrogenase
Monodehydroascorbate reductase L.albus 47116 54
Phosphotransferase (phosphomutase) L.albus 62024 879
Protein disulfide-isomerase-like L. angustifolius | 57053 244
Spot 14 Putgtive peroxidase L.albus 36249 149
KONTROLA Fructose-bisphosphate aldolase 1 L.albus 43406 52
Putative fructose-bisphosphate L.albus 38421 50
aldolase
Putative laccase L.albus 61320 38
Fructose-bisphqsphate s, L. angustifolius | 38 557 1235
cytoplasmic isozyme
Fructose—blsphpsphate aldolase, L. albus 38 575 1182
Spot 2 cytop.lasmlc isozyme 2
(SUSZA) SISO R AR | s spem | S04
cytosolic
! aml‘;‘;ciﬁ‘;ls"epﬁ?rﬁigl :j{ﬁgxylate L. angustifolius | 40064 | 120
36.4 kDa proline-rich protein-like L. angustifolius | 16 771 37
Fructose—bisphqsphate aldolase, T camsiiodns | 35557 394
Spot 3 — cytolplasmlc 1solzym§ —
SUSZA am“:)‘;gﬁ;?ﬁgﬁ;ig :jfkgxy A€ L. angustifolius | 40064 | 39
Aquaporin PIP2-1-like L. angustifolius | 30 892 37
SS[[J)(S)tZ Z Late embryogelzisl_fA a)bundant protein L albus 56241 104
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Hsp70-Hsp90 organizing protein 1 L.angustifolius | 65 349 66
Chaperonin Cpn60/TCP-1 L.albus 61 004 46
Chaperonin CPN60-2, mitochondrial | L. angustifolius | 61 906 46
Glucan 1,3-beta-glucosidase L.albus 66 453 45
Spot 8 Chaperonin Cpn60/TCP-1 family L.albus 63 880 135
SUSZA 36.4 kDa proline-rich protein-like L. angustifolius | 16771 39
Calmodulin-2 L.albus 14 664 37
Leghemoglobin reductase L.albus 53451 207
Spot 9 Tubulin L.albus 50153 93
SUSZA Tubulin alpha-3 chain L. angustifolius | 50 139 93
36.4 kDa proline-rich protein-like L. angustifolius | 16771 37

Cysteine synthase L.albus 41 987 2636

Oxidoreductase L.albus 38 488 1120
Alpha-1,4-glucan-protein synthase 2 | L. angustifolius | 41616 560
Alpha-1,4-glucan-protein synthase L.albus 41579 544
Peroxidase L.albus 35 681 499
Spot 15 Peroxidase 17-like L. angustifolius | 37 657 331
Jrsgiéi 1—ammocyclop;gazr;z—l—carboxylate I luteus 36 788 153
Tubulin L.albus 50 281 90
Glutamine synthetase L.albus 43 346 77
Aspartate aminotransferase P1 L. angustifolius | 45 941 58
Flavonol synthase L.albus 38412 52
Extensin peroxidase L.albus 38 750 48

Isoflavone reductase-like protein L. angustifolius | 34278 | 16595
Cysteine synthase L.albus 34232 717
Oxidoreductase L.albus 35134 701
Spot 16 Cysteine synthase L. angustifolius | 34 406 638
SUSZA Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase L.albus 40 717 213
+v-PGA Peroxidase 17-like L. angustifolius | 37 657 208
Oxidoreductase L.albus 35262 152
Aspartate aminotransferase P1 L. angustifolius | 45 941 111
MULTISPECIES: cold-shock protein | Rhizobiaceae 7 466 46

Extensin peroxidase L.albus 38 750 1674
Spot 17 Peroxidase _15—1ike L. angustifolius | 39 366 192
SUSZA Tubulln _ L.albus 50326 133
+y-PGA Tubul'ln alpha (.:haln L. angustifolius | 50228 133
Putative peroxidase L.albus 36 249 69
Aspartate aminotransferase P1 L. angustifolius | 45 941 36
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5. DYSKUSJA

Pomimo wysokiej wartosci gospodarczej L. luteus, jego uprawa w Polsce ma
wcigz niszowy charakter, glownie ze wzgledu na wysoka wrazliwos$¢ na deficyt wody w
glebie, indukujacy masowe i przedwczesne odrzucanie kwiatéw, co w konsekwencji
drastycznie obniza wspotczynnik plonowania. Cho¢ mechanizmy lezace u podstaw
separacji kwiatow L. luteus w warunkach suszy zostaly w ostatnich latach dobrze
scharakteryzowane (Wilmowicz i wsp. 2018, 2019, 2022; Kucko 1 wsp. 2019b, 2020),
wcigz niewiele wiadomo o procesach zachodzacych w systemie korzeniowym, ktory
odgrywa kluczowa role w percepcji deficytu wody w glebie. Korzen doswiadcza
negatywnych skutkoéw stresora, inicjujac kaskade zmian fizjologicznych, metabolicznych
oraz molekularnych, ktére nastepnie uruchamiajg systemiczng odpowiedz rosliny na stres
(Gowing 1 wsp. 1990; Sharp i wsp. 2004; Brunner i wsp. 2015). Zaburzenia w
funkcjonowaniu korzeni przekladaja si¢ na kondycje catej rosliny, zwtaszcza w fazie
rozwoju generatywnego, gdy zwicksza si¢ zapotrzebowanie na wod¢ i asymilaty. W tym
kontek$cie zastosowanie y-PGA, polimeru naturalnie produkowanego przez
mikroorganizmy, znanego z potencjatu biostymulujacego i zdolnosci do poprawy retencji
wody w ryzosferze, moze stanowi¢ element strategii fagodzenia skutkdéw suszy glebowe;]
u roslin. Wyniki wcze$niejszych badan prowadzonych na B. napus, Z. mays, T. aestivum,
C. sativus 1 B. rapa dowiodty, ze y-PGA zwigksza tolerancje roslin na nasilane przez
zmiany klimatyczne stresy abiotyczne (Wang i wsp. 2008; Xu 1 wsp. 2013; Xu 1 wsp.
2014; Xu 1 wsp. 2017), jednak wpltyw tego polimeru na L. luteus nie byl dotad
analizowany. Dlatego celem niniejszej dysertacji doktorskiej bylo zbadanie, czy
egzogenny y-PGA tagodzi negatywne skutki suszy glebowej w korzeniach L. luteus. Z
uwagi na fakt, Ze sg to pierwsze tego typu badania prowadzone na tubinie, zastosowano
syntetyczny y-PGA, eliminujac interferencj¢ mikrobiologiczng dla precyzyjnej oceny

odpowiedzi fizjologicznej roslin.

Optymalizacja dawki i czasu aplikacji y-PGA w lagodzeniu stresu suszy u L. luteus

Pierwszy etap badan mial na celu ocen¢ zdolnosci y-PGA do modulowania
odpowiedzi fizjologicznej L. luteus na deficyt wody w glebie oraz opracowanie
optymalnego schematu aplikacji wspomagajacego adaptacje roslin do suszy. Wyniki
wczesniejszych badan prowadzonych na tym gatunku wykazaly, ze susza glebowa

wpltywa zaré6wno na cz¢$ci nadziemne, jak i podziemne, ograniczajgc wzrost korzenia
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gléwnego, redukujac tempo nodulacji i powodujac degradacj¢ brodawek korzeniowych.
Towarzyszy temu zmniejszenie wydajno$ci wigzania azotu atmosferycznego, utrata
turgoru, akumulacja proliny, spadek wskaznika RWC, zahamowanie wzrostu pedu,
zmniejszenie liczby wytworzonych lisci, ktore charakteryzujg si¢ niskg wartoscia
wspotczynnika Fv/Fm; wywolana suszg aktywacja strefy odcinania kwiatow prowadzi do
ich przedwczesnej i nadmiernej separacji (Wilmowicz 1 wsp. 2019, 2020, 2022;
Florkiewicz i wsp. 2020; Kucko i wsp. 2022, 2023; Burchardt i wsp. 2024). Ponadto susza
moduluje aktywno$¢ transkrypcyjng genéw LIBOP, LIACS, LIACO, LIZEP, LILOX 1 LILbl
1 wzmaga stan stresu oksydacyjnego, wskutek czego degradowane sa lipidowe sktadniki
bton komoérkowych i zaburzona jest homeostaza hormonéw takich jak ET, ABA i JAs
(Wilmowicz 1 wsp. 2018, 2019; Kucko i1 wsp. 2022, 2023; Burchardt i wsp. 2024).
Kontynuacja tych ustalen jest prezentowana analiza oddziatywania y-PGA 1 suszy
glebowej na powyzsze parametry, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem proceséw
zachodzacych w podziemnej czesci rosliny.

Zaprezentowane Ww niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze dlugos¢ pedu
zredukowana przez susz¢ niemal o 60% zostala znaczaco, cho¢ nie w pelni,
zrekompensowana przez Y-PGA aplikowany bezposrednio przed zawigzaniem
kwiatostanow (14 dzien suszy) (Fig. 1), co potwierdza skuteczno$¢ polimeru. Dzialanie
to moze wynika¢ ze stymulacji procesOw regeneracyjnych komorek i/lub zwigkszenia
turgoru w krytycznej fazie rozwoju rosliny (Xu 1 wsp. 2014, Lei 1 wsp. 2015; Zhang i
wsp. 2017). Fakt, ze w tym wariancie eksperymentalnym dlugo$¢ pgedow pozostawata
nadal o ponad 35% nizsza niz w optymalnych warunkach (Fig. 1), $wiadczy jedynie o
czeSciowym zlagodzeniu skutkéw suszy przez y-PGA. Niezaleznie od terminu aplikacji,
roztwor polimeru w stezeniu 70 mg/1 byt skuteczniejszy niz 100 mg/l, co moze wynikac
z uniknigcia efektu inhibicyjnego wysokich dawek. Takie hamujace dziatanie
odnotowano wczesniej dla chitozanu (Lopez-Moya 1 wsp. 2017; Asgari-Targhi 1 wsp.
2018; Xu 1 Mou 2018; Acemi 1 wsp. 2021; Koodamvetty 1 wsp. 2024), substancji
prochniczych, w tym kwaséw huminowych (Steinberg i wsp. 2006; Khaled i Fawy 2011;
Daur i Bakhashwain 2013; Yuan i Dickinson 2024) i fulwowych (Ma i wsp. 2022). Wyniki
badan przeprowadzonych na Allium cepa z uzyciem trzech komercyjnie dostepnych
preparatow zawierajacych biopolimery m.in. alginiany, laminaryne, fukoidany, kwasy
humusowe 1 fragmenty polisacharydéw wykazaty, ze stosowane nawet w zalecanych
dawkach wywotywaty niekorzystne efekty (Silva i wsp. 2020). Podobnie Yuan i

Dickinson (2024), analizujac dziatanie komercyjnych biostymulantow w analogicznym

98



uktadzie doswiadczalnym, stwierdzili toksyczno$¢ zbyt wysokich dawek, a dodatkowo
wykazali, ze zakres stezen wywierajacych optymalny efekt u roslin jest bardzo waski. U
B. napus oraz B. rapa L. subsp. pekinensis y-PGA wykazuje potencjal biostymulujacy w
stezeniach od 20 do 100 mg/l, tagodzac skutki suszy (Lei 1 wsp. 2015; Xu i wsp. 2017;
Xuiwsp. 2020; Quan i wsp. 2022; Ma i wsp. 2025). W przypadku B. napus zastosowanie
20 mg/l y-PGA powodowato wzrost §wiezej masy pedow (Xu i wsp. 2020), podczas gdy
u Z. mays aplikacja y-PGA w stezeniach 70 lub 100 mg/l nie przyniosta pozadanego
efektu, a najskuteczniejsze okazalo si¢ stgzenie 50 mg/l (Ma 1 wsp. 2024). Reasumujac,
reakcja roslin na suplementacje¢ y-PGA zalezy nie tylko od dawki, lecz takze od specyfiki
gatunkowe;.

Susza glebowa generuje stres osmotyczny, ktory utrudnia pobieranie wody przez
korzenie, prowadzac do odwodnienia tkanek 1 przyspieszonej degradacji chlorofilu w
lisciach oraz obnizenia intensywnosci fotosyntezy (Liu i wsp. 2025). Jednym z
najczesciej analizowanych nieinwazyjnych wskaznikow integralno$ci aparatu
fotosyntetycznego jest Fv/Fm, odzwierciedlajacy stopien fotoinhibicji centréw reakcji
tego fotouktadu II. U L. luteus fotoprotekcja oceniana na podstawie warto$ci Fv/Fm byta
skuteczniejsza przy aplikacji y-PGA w 7 niz w 14 dniu suszy (Fig. 1), co wskazuje, ze
ochrona wrazliwego aparatu fotosyntetycznego 1 ograniczenie uszkodzen
fotochemicznych wymagaja wczesnej interwencji 1 wskazuje, ze polimer dziata w
poczatkowej fazie stresu. Pozytywny wplyw y-PGA na funkcjonowanie aparatu
fotosyntetycznego w warunkach stresow abiotycznych obserwowano takze u 7. aestivum,
B. napus, B. rapa 1 Salvia miltiorrhiza (Quan 1 wsp. 2022; Shan 1 Zhang 2024; Zhu i wsp.
2024). U T aestivum poddanego stresowi zasolenia biopolimer ograniczal spadek
warto$ci Fv/Fm, wskazujac stabilizacj¢ transportu elektronow (Zhu i wsp. 2024).
Analogiczne efekty odnotowano w warunkach deficytu wody u S. miltiorrhiza (Shan i
Zhang 2024). Wpltyw y-PGA manifestowany jest takze poprawa parametrow
fluorescencji chlorofilu zwigzanych z dystrybucja energii wzbudzenia w PSIIL.
Traktowanie y-PGA w potaczeniu z kwasem glutaminowym zwigksza fotochemiczne
wygaszanie oraz ogranicza niefotochemiczne rozpraszanie ciepta u B. rapa, co $wiadczy
o efektywnym wykorzystaniu energii swietlnej w tancuchu fotosyntetycznym (Quan i
wsp. 2022). Zblizone wyniki uzyskano u 7. aestivum w warunkach stresu solnego, kiedy
v-PGA powodowal spadek niefotochemicznego wygaszania, nasilajac aktywno$¢

fotochemiczng PSII (Zhu i wsp. 2024). Wyniki te sugerujg, ze polimer usprawnia
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zachodzenie reakcji fotochemicznych poprzez ograniczenie strat energii w postaci ciepla
i stabilizacj¢ gradientu protonowego.

Zwiagzanym z fotosynteza efektem dzialania y-PGA jest réwniez utrzymanie
wyzszej zawartosci barwnikoéw fotosyntetycznych w warunkach stresu, np. catkowitego
chlorofilu u Z. mays podczas suszy (Ma i wsp. 2025). U ro$lin poddanych dzialaniu
kadmu y-PGA zwigkszat zawarto$¢ chlorofilu, czemu towarzyszylo zmniejszenie
peroksydacji lipidow w btonach chloroplastowych (Wu i wsp. 2024). W literaturze
naukowej podkresla si¢ takze wptyw y-PGA na fizjologi¢ aparatow szparkowych oraz
wymian¢ gazowa roslin. Jego zastosowanie u Z. mays umozliwilo utrzymanie wyzszej
przewodnosci szparkowej oraz intensywnosci fotosyntezy netto w warunkach deficytu
wody (Ma 1 wsp. 2025). Efekt ten ttumaczono zachowaniem dobrego turgoru komorek,
co ogranicza konieczno$¢ 1 opdznia zamykanie aparatow szparkowych, sprzyjajac
efektywnej asymilacji CO,. Reasumujac t¢ cze$¢, wzrost parametru Fv/Fm u L. luteus
potwierdza aplikacyjny potencjat y-PGA jako efektywnego $rodka chronigcego aparat
fotosyntetyczny roslin narazonych na dzialanie stresow abiotycznych.

Odpowiedz rosliny na stres suszy obejmuje modyfikacje cech morfologicznych,
w szczegolnosci architektury systemu korzeniowego. W prezentowanych badaniach brak
istotnego wptywu deficytu wody w glebie na dlugos$¢ korzenia L. luteus (Fig. 2) moze
sugerowa¢, ze w momencie zadzialania stresora system korzeniowy osiagnat juz
maksymalny rozmiar w tej fazie rozwojowej rosliny. Podobne zjawisko obserwowano
m.n. u Arundo donax, Casuarina cunninghamiana, Pinus radiata, FEucalyptus
tereticornis, Eucalyptus sideroxylon (Sun 1 wsp. 2024). Cho¢ susza generalnie redukuje
u ro$lin dlugos$¢ korzeni, to u straczkowych, np. 7. repens, Vicia cracca, Medicago
lupulina, zmiany sa zazwyczaj nieistotne statystycznie (Sun i wsp. 2024). Podobne
rezultaty uzyskano u Arundo donax, gdzie mimo braku skrocenia dtugosci korzeni w
gbérnej warstwie gleby objetej deficytem wody, doszto do redukcji biomasy korzeniowe;j
oraz cz¢sci nadziemnej (Zegada-Lizarazu 1 Monti 2019). Analogiczne tendencje opisano
u drzew (C. cunninghamiana, P. radiata, E. tereticornis, E. sideroxylon), gdzie susza
redukowata $rednice korzeni i modyfikowata ich sktad chemiczny, m.in. zwigkszajac
zawarto$¢ azotu (Carrillo 1 wsp. 2022). W prezentowanej pracy podanie y-PGA w
nizszym stezeniu (70 mg/l) w 7 dniu trwania suszy spowodowato niewielki, lecz istotny
statystycznie przyrost dtugosci korzenia L. luteus, podczas gdy aplikacja w 14 dniu suszy
nie przyniosta efektu (Fig. 2). Najsilniejszg stymulacj¢, przewyzszajaca zar6wno suszg,

jak 1 optymalne warunki, uzyskano po zastosowaniu y-PGA w wyzszym stezeniu (100
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mg/l) (Fig. 2). Ten rezultat ma kluczowe znaczenie adaptacyjne, gdyz rozwoj systemu
korzeniowego penetrujacego glebsze, zasobniejsze w wodg warstwy gleby, stanowi
efektywng strategi¢ przetrwania suszy (Kashiwagi i wsp. 2006; Sofi i wsp. 2021). Mozna
przypuszczac, ze Y-PGA u L. luteus stabilizuje wilgotnos$¢ ryzosfery, dzigki czemu roslina
utrzymuje aktywnos¢ fizjologiczng, w tym fotosynteze (Fv/Fm, Fig. 1). Podobne efekty
uzyskano u G. max, Ipomoea batatas i Z. mays, gdzie y-PGA dzi¢ki retencji wody oraz
mobilizacji sktadnikow mineralnych w ryzosferze zwigkszal dtugos¢ i biomasg korzeni
(Wang 1 wsp. 2008; Ma i1 wsp. 2022). Mechanizm ten wynika z hydrofilowych
wlasciwosci y-PGA, ktore poprawiaja zatrzymywanie wody w glebie i1 tworzg gradient
wilgotnosci sprzyjajacy elongacji komoérek (Tarui 1 wsp. 2005; Yin i wsp. 2018; Liang i
wsp. 2021). Dodatkowo chelatacja kationow (Ca**, K*, Fe*") stymuluje podziaty i
wydtuzanie komoérek w warunkach stresu srodowiskowego (Bajaj 1 Lele 2011; Skalski i
wsp. 2024; Yang i wsp. 2024).

Obserwowane u L. luteus ograniczenie procesu nodulacji pod wplywem suszy
glebowej (Fig. 2) jest zgodne z doniesieniami literaturowymi, wskazujacymi, ze w tych
warunkach Fabaceae redukuja symbiozg z bakteriami z powodu wysokich kosztow
energetycznych (Serraj 1 wsp. 1999; Guinel 1 Geil, 2002; Serraj 2003; Glick, 2005;
Wilmowicz 1 wsp. 2020). Niedobor wody w glebie, obnizajac aktywnos$¢ fotosyntetyczna,
ogranicza transport asymilatow do korzeni 1 tym samym tworzenie oraz funkcjonowanie
brodawek. Podobny negatywny wpltyw suszy na nodulacj¢ odnotowano u G. max
(Cerezini 1 wsp. 2016; Dayoub 1 wsp. 2022), M. sativa (Mouradi 1 wsp. 2016), C.
arietinum (Koutroubas i wsp. 2023), V. sativa i P. sativum (Alvarez-Aragén i wsp. 2023).
W prezentowanej pracy y-PGA aplikowany w potowie suszy nie zmienit liczby brodawek
korzeniowych L. luteus, ale podany pdzniej znaczaco ja zwigkszyl, zblizajac do kontroli
(Fig. 2). Wynik ten sugeruje, ze polimer dziata optymalnie w momencie, gdy roslina i
bakterie symbiotyczne sg juz silnie zestresowane, lecz wcigz przed krytyczng faza
nieodwracalnych zaburzen symbiotycznych i degeneracji symbiosomédw. Konfrontujgc to
z warto$ciami parametru Fv/Fm i elongacja pedu (Fig. 1), mozna przypuszczaé, ze w
poczatkowej fazie deficytu wody roslina ogranicza procesy wymagajace wysokich
naktadow energii, w tym symbioze (Fig. 2), koncentrujac zasoby na utrzymaniu
metabolizmu podstawowego, m.in. aktywnos$ci fotosyntetycznej, a co za tym idzie,
wiekszej produkcji asymilatow, ktére redystrybuowane do systemu korzeniowego
umozliwiaja pdzniejsza reaktywacje procesow symbiotycznych. W literaturze podkresla

si¢, ze inicjacja brodawek korzeniowych regulowana jest przez dostepnos¢ wegla oraz
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przeplyw metabolitow pomiedzy czgécig nadziemng a systemem korzeniowym (Serraj
2003; Guinel i Geil 2002). W tym konteks$cie wzrost liczby brodawek korzeniowych
obserwowany po pozniejszej aplikacji y-PGA (Fig. 2) moze by¢ efektem poprawy bilansu
energetycznego rosliny i wskazuje, ze dopiero w pozniejszym etapie stresu, gdy dzieki
dziataniu polimeru nast¢puje czg¢$ciowa stabilizacja procesow fizjologicznych, mozliwe
jest ponowne uruchomienie nodulacji. Brak doniesien dotyczacych badania
bezposredniego wplywu y-PGA na liczbe brodawek korzeniowych wytwarzanych przez
rosliny. Istnieja jednak posrednie dowody wskazujace na korzysci ptynace z aplikacji tego
zwigzku na poprawe innych parametréw zwigzanych z budowg systemu korzeniowego
oraz jego funkcjonowaniem w kontekscie symbiotycznych oddziatywan z bakteriami. U
G. max biopolimer promowat wzrost systemu korzeniowego, wykorzystanie wody oraz
efektywnos$¢ wigzania azotu (Jing i wsp. 2023, 2024).

Deficyt wody w glebie zaktocit gospodarke wodng korzeni L. luteus, powodujac
ok. 10% spadek RWC w poréwnaniu z kontrolg (Fig. 3), co pozostaje w zgodzie z
wczesniejszymi  doniesieniami  wskazujacymi na wrazliwo$¢ tego gatunku na
odwodnienie (Wilmowicz 1 wsp. 2020). U Fabaceae taki spadek RWC to kluczowy
wskaznik fizjologiczny stresu suszy 1 jedna z gtdéwnych przyczyn hamowania wigzania
azotu atmosferycznego, wynikajgca z podatnosci nitrogenazy na dehydratacje (Gonzalez
1 wsp. 1998; Serraj 2003). Egzogenny y-PGA chronit L. luteus przed susza, jednak jego
efektywno$¢ zalezata od dawki i1 terminu aplikacji. Najsilniejszg stabilizacje RWC
uzyskano przy nizszym st¢zeniu polimeru (70 mg/1), ktory aplikowano w potowie okresu
suszy (Fig. 3), podczas gdy wyzsze stezenie (100 mg/l) zastosowane pod koniec stresu
dziatalo niekorzystnie (Fig. 3). Biorac pod uwage zdolnosci y-PGA do absorbcji wody,
mozna przypuszczaé, ze negatywny efekt wywotany jest nadmiernym wzrostem
osmotycznego potencjatu ryzosfery, potegowanym przez higroskopijno$¢ polimeru i
ograniczenie dostgpnej wody w warunkach suszy. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
optymalny termin aplikacji y-PGA dla stabilizacji gospodarki wodnej korzeni L. luteus
przypada na wczesng faze stresu suszy. Natomiast stymulacja inicjacji brodawek
korzeniowych byta najskuteczniejsza przy pdzniejszym podaniu polimeru. Roznica ta
odzwierciedla odmienne wymagania proceséw: szybka ochrona osmotyczna tkanek
korzeniowych wymaga wczesnej interwencji, podczas gdy formowanie brodawek,
zalezne od kondycji ro$liny, jak i bakterii symbiotycznych, osigga maksimum w

pozniejszej fazie stresu, jednak wcigz przed zalamaniem metabolicznym symbiozy.
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Efektywna regulacja osmotyczna w tkankach ro$lin stanowi jeden z
fundamentalnych mechanizméw adaptacji do suszy. Stres osmotyczny stymuluje
biosynteze proliny (Szabados i Savouré 2010). W przeprowadzonych badaniach susza
spowodowata istotny wzrost stezenia tego aminokwasu w korzeniach L. luteus (Fig. 3).
Podobng zalezno$¢ obserwowano, m.in. u Z. mays (Ma i wsp. 2022), Coronilla, C.
arietinum (Mafakheri 1 wsp. 2010), V. faba (Siddiqui i wsp. 2015), Lens culinaris
(Muscolo 1 wsp. 2015), P. sativum (Alexieva i wsp. 2001), M. sativa (Erice i wsp. 2007)
oraz B. napus (Xu i wsp. 2020). Zmiany poziomu proliny u L. luteus po aplikacji y-PGA
nalezy interpretowac¢ w kontekscie jej podwdjnej funkcji w odpowiedzi roslin na stres. Z
jednej strony chroni ona organella, z drugiej nadmierna jej akumulacja §wiadczy o
powaznych zaburzeniach homeostazy komorkowej (Szabados 1 Savouré 2010). Zatem
obnizenie zawartos$ci proliny po aplikacji y-PGA (Fig. 3) nie musi oznacza¢ ostabienia
mechanizméw obronnych ro$liny, lecz moze wskazywa¢ na skuteczne ograniczenie
intensywnos$ci stresu osmotycznego dzigki stabilizacji gospodarki wodnej. Spadek
poziomu proliny w stosunku do suszy we wszystkich badanych wariantach sugeruje, ze
zastosowanie y-PGA fagodzilo negatywne skutki stresu pierwotnego. Jednoczesnie
nalezy podkresli¢, ze bardziej efektywne okazato si¢ traktowanie roslin w 14 dniu
dzialania stresora, niezaleznie od stezenia roztworu. Zestawienie tych wynikoéw z
pomiarami dtugosci pedu i korzenia, parametru Fv/Fm oraz liczby wytworzonych
brodawek korzeniowych moze potwierdzaé stabilizacj¢ homeostazy komoérek korzenia
po okresie adaptacji do stresu przy wsparciu y-PGA. Podobne zjawisko obserwowano dla
innych biostymulatorow poprawiajacych retencje¢ wody w tkankach roslinnych oraz
aktywnos$¢ antyoksydacyjng, co ograniczalo kompensacyjnag akumulacj¢ proliny
(Rouphael i Colla 2020; Ertani i wsp. 2021). Jednak wptyw y-PGA na poziom proliny
zalezy zar6wno od gatunku, jak i rodzaju dzialajacego stresora. Biopolimer zwigkszat jej
poziom w siewkach C. sativus w sposéb zalezny od dawki (Pang 1 wsp. 2018), a u B.
napus indukowal synteze proliny nawet bez stresu, co wzmacniane byto zasoleniem (Xu
i wsp. 2017). W przypadku Z. mays y-PGA aktywowal kaskade Ca*/H,0», stymulujac
hormony stresowe (brassinosteroidy, JAs) i sprzyjat akumulacji proliny, poprawiajac
tolerancje¢ roslin na deficyt wody (Hu 1 wsp. 2007). Uzyskane wyniki sugeruja, ze u L.
luteus y-PGA dziata przede wszystkim jako stabilizator rownowagi osmotycznej,
ograniczajac eskalacj¢ stresu 1 konieczno$¢ intensywnej akumulacji proliny.

Na podstawie prezentowanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze 7v-PGA

aplikowany we wczesnej fazie suszy stymulowal wzrost tubinu, zwigkszajgc dlugosé
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pedow 1 korzeni, poprawiajac turgor tkanek i stabilizujac aparat fotosyntetyczny.
Jednoczesnie brak efektu na nodulacje w tym okresie odzwierciedla strategiczng
oszczednos¢ metaboliczng. W poczatkowej fazie stresu rosliny koncentrujg zasoby
przede wszystkim na ochronie gospodarki wodnej i metabolizmu podstawowego,
odkladajac w czasie kosztowng energetycznie symbiozg. Jej reaktywacja nastapita po 14
dniach dziatania stresora, kiedy aplikacja y-PGA zwigkszyla liczb¢ brodawek
korzeniowych. Wczesniejsza poprawa statusu wodnego, wydajnosci fotosyntetycznej i
obnizenie stresu osmotycznego stworzyly warunki sprzyjajace utrzymaniu interakcji
symbiotycznych. Wyniki te wskazuja, ze y-PGA dziala jako stymulator w sposob
specyficzny dla fazy rozwojowej tubinu. Szczegdlnie korzystne efekty obserwowano po
zastosowaniu roztworu 100 mg/l y-PGA w 14 dniu suszy, gdzie notowano wydtuzenie
korzeni, obnizenie poziomu proliny i jednoczesne usprawnienie nodulacji. Wariant ten
wybrano do dalszych badan czesci podziemnej L. luteus, poniewaz umozliwia analizg
mechanizmoéw dziatania y-PGA w warunkach, w ktorych zwigzek ten nie tylko wspomaga
wzrost, ale realnie przesuwa granice tolerancji rosliny na stres, umozliwiajac odtworzenie

symbiozy z bakteriami.

Wplyw y-PGA na gospodarke redoks L. luteus uprawianego w warunkach suszy

Reaktywne formy tlenu jako sygnaly promuja reakcje obronne, m.in.
wzmacnianie $cian komorkowych, produkcje fitoaleksyn czy aktywacje enzymow
antyoksydacyjnych (Kérkonen i Kuchitsu 2015; Gong i wsp. 2022). Jedng z RFT
powstajacych w warunkach suszy jest HoO> (Hasanuzzaman i1 wsp. 2020; Dumanovi¢ i
wsp. 2021), stabilny, dyfundujacy przez blony komoérkowe zwigzek (Hossain 1 wsp. 2015;
Saxena i wsp. 2016). W korzeniach L. luteus deficyt wody ponad pigciokrotnie zwigkszyt
zawarto$§¢ H:0: (Fig. 6), sygnalizujac powazne zaburzenia rownowagi redoks, co jest
zgodne z wezesniejszymi danymi (Kucko 1 wsp. 2019; Wilmowicz 1 wsp. 2019; Burchardt
1 wsp. 2024). Wyniki analiz NGS prowadzonych u tego gatunku wykazaly, ze susza
glebowa zwigksza w korzeniach aktywnos¢ transkrypcyjna gendw kodujacych homologi
oksydaz NADPH (RBOHB/C/E) odpowiedzialnych za apoplastyczng produkcje O2™,
ktory jest przeksztatcany do H2O> (Burchardt 1 wsp. 2024). Wzrost zawartosci H2O2 w
warunkach suszy obserwowano takze u Nicotiana tabacum, Citrus, O. sativa, P. sativum
oraz G. hirsutum (Hussain 1 wsp. 2018; Jan 1 wsp. 2022; Khan 1 wsp. 2020; Zafar 1 wsp.
2023; Afzal 1 wsp. 2025). Aplikacja y-PGA w 14 dniu suszy istotnie obnizyta poziom

H:0: w korzeniach L. luteus w porownaniu z roslinami poddanymi wytacznie dziataniu
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stresu (Fig. 6). To ztagodzenie stresu oksydacyjnego moze wynika¢ zaréwno z poprawy
gospodarki wodnej ro$liny (Fig. 3), jak i modulacji aktywnosci enzymoéw
antyoksydacyjnych, w tym APX (Fig. 8). Podobne efekty obserwowano u B. napus, gdzie
biopolimer wzmacniajgc dzialanie enzymow ograniczat akumulacje RFT, co skutkowato
zmniejszeniem uszkodzen oksydacyjnych komorek (Xu i wsp. 2020). Z drugiej strony, y-
PGA indukuje przejsciowy wzrost H>O2> w korzeniach siewek B. napus. Biopolimer nie
przenika do cytoplazmy komoérek korzeniowych, lecz oddziatuje na powierzchni
protoplastow poprzez aktywacje oksydaz NADPH (Lei 1 wsp. 2017). Deficyt wody
powodowat istotny wzrost poziomu markera peroksydacji lipidéw (MDA) w korzeniach
L. luteus (Fig. 7), co moze wynika¢ z nagromadzenia H,O (Fig. 6) i jego nieskutecznej
detoksykacji, wskazujac na destabilizacj¢ bton komorkowych. W odpowiedzi na stres
suszy wzrost zawartosci MDA stwierdzono rowniez w szyputkach kwiatéw tego gatunku,
co wigzato si¢ z aktywnoscig lipazy i LOX (Wilmowicz i wsp. 2019; Kucko i wsp. 2022).
W korzeniach tubinu zaobserwowano wczesniej przesunigcie metabolizmu lipidowego,
przeksztatcanie wolnych kwasow tluszczowych w triacyloglicerole stuzace ochronie
przed uszkodzeniami wywotywanymi przez RFT w warunkach suszy (Burchardt i wsp.
2024). Akumulacje¢ MDA w warunkach deficytu wody odnotowano takze u 7. aestivum,
gdzie wigzata si¢ ze spadkiem stabilno$ci bton komoérkowych (Abid 1 wsp. 2018), a u
Salvia officinalis prowadzita ona do wyraznego nasilenia stresu oksydacyjnego (Munné-
Bosch 1 wsp. 2001). Obserwacje poczynione podczas realizacji zatozen pracy wskazuja,
ze traktowanie y-PGA jest skutecznym sposobem ograniczenia wtérnych uszkodzen
oksydacyjnych u L. luteus. Aplikacja tego polimeru spowodowata niemal 50% redukcje
zawarto$ci MDA wzgledem suszy (Fig. 7), co korelowato z obnizeniem zawartosci H20:
(Fig. 6) 1 prawdopodobnie wynikalo ze zwiekszonej aktywnosci APX (Fig. 8),
potwierdzajac funkcjonalny zwigzek migdzy detoksykacja RFT a stabilizacja bton
komoérkowych. Podobne dziatanie y-PGA obserwowano u B. napus (Xu 1 wsp. 2020).
Wielonienasycone kwasy ttuszczowe stanowig substraty dla LOX, inicjujgcych
szlak biosyntezy oksylipin, w tym JAs (Testerink i Munnik 2005; Upchurch 2008).
Analiza LOX w gornej czg¢$ci korzenia L. luteus wykazata obecno$¢ dwoch izoform o
masie okoto 100 kDa oraz okoto 98 kDa (Fig. 20). Indukowana suszg akumulacja obu z
nich (Fig. 20) korelowata ze wzrostem poziomu MDA (Fig. 7), potwierdzajac nasilong
peroksydacj¢ lipidow 1 destabilizacj¢ blon komoérkowych. Udokumentowana juz
dotychczas korelacja pomigdzy wzrastajacym poziomem LOX w korzeniach L. luteus a

spadkiem ilosci kwasu a-linolenowego (18:3) (Burchardt i wsp. 2024) moze sugerowac
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efektywne dziatanie tego enzymu w warunkach suszy. Zastosowanie y-PGA obnizato
poziom izoformy LOX o wyzszej masie, co przy jednoczesnym nagromadzeniu izoformy
o masie nizszej (Fig. 20) sugeruje, ze polimer aktywuje dwa alternatywne szlaki
metaboliczne uruchamiane przez LOX w odpowiedzi na stres. Zmiany w poziomie tych
biatek korelowaly z ekspresja genu LILOX w brodawkach korzeniowych (Fig. 20), co
$wiadczy o szybkiej aktywacji szlaku biosyntezy oksylipin. Podanie y-PGA obnizato
poziom transkryptu LILOX do warto$ci jeszcze nizszej niz w kontroli (Fig. 20). Dane
literaturowe wskazuja, ze wigkszo$¢ zidentyfikowanych gendéw LOX, m.in. u Setaria
italica, G. hirsutum 1 Raphanus sativus wykazuje zwigkszong ekspresje w odpowiedzi na
stres suszy (Shaban i wsp. 2018; Wang i wsp. 2019a; Zhang i wsp. 2021), jednak sg wsrod
nich takie, ktore sa negatywnie regulowane przez stresor, np. PmLOXI, PmLOX9 i
PmLOXI10 u Panicum miliaceum (Cong i wsp. 2025). Podobnie wcze$niej w korzeniach
L. luteus w warunkach suszy odnotowano zrdznicowang ekspresje genow kodujacych
LOX (LOXA, LOX3, LOX4, LOXS i1 LOX2I), co odzwierciedla odmienne role w
mechanizmach adaptacji do stresu (Burchardt i wsp. 2024). O funkcjonalnym zwigzku
LOX z obrong przed danym czynnikiem stresowym decyduje roznorodnos$¢ elementow
cis-promotow tych genow (Porta Rocha-Sosa 2002).

Poziom bioaktywnych lipidow petnigcych istotng role w regulacji wzrostu roslin
oraz odpowiedzi na stresy abiotyczne jest regulowany m.in. przez FAAH (Arias-
Gaguancela i Chapman 2022). Wyrazny wzrost intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego
wskazujgcego na obecnos¢ FAAH w brodawkach tubinu w warunkach suszy, szczegdlnie
w endodermie oraz rejonie wigzek przewodzacych (Fig. 21), wskazuje na aktywacje
mechanizmow regulujacych poziom bioaktywnych lipidow sygnatowych w tkankach
odpowiedzialnych za transport wody oraz sygnaléw systemicznych (Arias-Gaguancela i
wsp. 2023). Akumulacja FAAH moze $wiadczy¢ o zwigkszonej podazy substratow dla
LOX (PUFA). Jak wykazano u G. hirsutum, izoformy FAAH (MtFAAHI, MtFAAH?2a) s3
niezbedne do utrzymania prawidtowej homeostazy rozwojowej, a ich wyciszenie
prowadzi do zahamowania wzrostu wywolanego nadmierng akumulacja oksylipinowych
pochodnych NAE (Arias-Gaguancela i wsp. 2023). U 4. thaliana nadekspresja genu
AtFAAH zwigksza wrazliwo$¢ na infekcje bakteryjng wywotang przez Pseudomonas
syringae, z kolei mutanty z wytaczonym genem FAAH byty tak samo odporne jak rosliny
typu dzikiego, co sugeruje, ze to wzmozona aktywno$¢ tego enzymu uposledza
mechanizmy obronne (Kang i wsp. 2008). Jednak nagromadzenie FAAH w rejonie

wigzek przewodzacych, endodermy i strefy wigzania azotu w brodawkach tubinu pod

106



wptywem y-PGA w warunkach suszy (Fig. 21) nie wywotuje negatywnych skutkow
fizjologicznych, co moze sugerowa¢ inny mechanizm dziatania tego enzymu podczas
intekacji symbiotycznych. Istniejg rowniez przestanki wskazujagce na powigzanie
metabolizmu NAE z sygnalizacjg hormonalng ABA poprzez czynniki transkrypcyjne z
rodziny ABI3 (Teaster i wsp. 2007), co nie jest wykluczone takze u tubinu, biorac pod
uwage podobny wzorzec akumulacji FAAH (Fig. 21) i ABA (Fig. 16) w brodawkach pod
wpltywem suszy i1 y-PGA.

Znaczenie wielopoziomowego systemu antyokasydacyjnego w odpowiedzi na
susz¢ potwierdzono w badaniach prowadzonych na korzeniach L. luteus, gdzie
wywolanej przez stres akumulacji H>O» oraz podwyzszonej aktywnosci enzymow
unieczynniajagcych RFT towarzyszy indukcja ekspresji gendéw kodujacych elementy
enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego (SOD, CAT, peroksydazy, m.in. GWPX,
HEMO-2, PER1, PER9, PER42, PER47, PER51) oraz tych, kodujacych homologi
oksydaz NADPH (RBOHB/C/E) (Wilmowicz 1 wsp. 2020, 2022; Burchardt i wsp. 2024).
Odnotowany podczas suszy wzrost aktywnosci CAT (Fig. 8) rozktadajacej H20-, stanowi
typowa reakcje adaptacyjng na zwigkszong produkcje tego zwigzku i zostal potwierdzony
takze w lisciach 7. aestivum (Abdel Latef i wsp. 2019; Luna 1 wsp. 2005) 1 O. sativa
(Wang 1 wsp. 2019b) w warunkach suszy oraz liSciach S. tuberosum poddanych dziataniu
egzogennego H>O> (Almeida i wsp. 2005).

W ostatnich latach wykazano, ze y-PGA moduluje odpowiedZ antyoksydacyjna
roslin. W siewkach Gossypium podnosi aktywnos$¢ SOD 1 CAT podczas suszy, prowadzac
do obnizenia poziomu RFT i MDA (Wang 1 wsp. 2025b). Dziata podobnie w warunkach
stresu cieplnego u B. rapa subsp. Pekinensis, czemu towarzyszy poprawa parametrow
fotosyntetycznych (Quan i wsp., 2022). Zastosowanie y-PGA u L. luteus nie przyniosto
istotnych statystycznie roznic w aktywno$ci CAT wzgledem roslin poddanych wylacznie
suszy (Fig. 8), co przy réwnoczesnym obnizeniu poziomu H>O» (Fig. 6) wskazuje na
utrzymanie detoksykacji przez ten enzym lub dzialanie innego systemu
unieczynniajacego t¢ RFT. Odmienne wyniki uzyskano u B. napus, gdzie y-PGA
zwigkszal aktywno$¢ CAT w pedach w warunkach suszy (Xu i wsp. 2020), jednak w
przytoczonej pracy nie oznaczono poziomu H.O, zatem niemozliwe jest okreslenie
korelacji pomigdzy jego zawartoscig a aktywnosciag CAT. Z drugiej strony, zastosowanie
v-PGA w korzeniach siewek B. napus prowadzilo do wzrostu zawartosci H.0:, ktérego

podwyzszony poziom notowano przez kolejne dni, nawet bez akumulacji MDA, co
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sugeruje jego posrednie dziatanie, zwigzane z sygnalizacjg zalezng od H202 (Lei i wsp.
2017).

Wyniki badan uzyskanych w ramach realizowanej pracy wskazujg na brak
istotnych zmian aktywnos$ci APX w korzeniu L. luteus w warunkach suszy, jednak y-PGA
doprowadzil do wzrostu aktywno$ci tego enzymu (Fig. 8), przy rownoczesnym
gwaltownym spadku stezenia ASC (Fig. 8). Kwas askorbinowy jest donorem elektronow
w reakcji rozktadu H-O: katalizowanej przez APX (Shigeoka i wsp. 2002), a wzrost jej
aktywnos$ci w stresie interpretuje si¢ jako przejaw efektywnego funkcjonowania cyklu
askorbinianowo-glutationowego  (AsA-GSH),  ktéory  umozliwia  regeneracj¢
antyoksydantow (Abdi i wsp. 2026). Podwyzszona wzgledem suszy aktywnos¢ APX,
polaczona ze spadkiem poziomu ASC i H>O» (Fig. 6, 8), podkres$la centralng obronnag rolg
tego enzymu. Aplikacja y-PGA w siewkach Triticum uprawianych w warunkach stresu
kadmowego indukowata wzrost zawartosci ASC (Wu 1 wsp. 2024). Istnieja dowody, ze
inne od y-PGA biostymulatory, takie jak ekstrakty z alg morskich czy hydrolizaty
biatkowe, zwigkszaja poziom ASC w warunkach suszy, m.in. w liSciach Ocimum
basilicum (Cosentino 1 wsp. 2023) oraz w liSciach 1 korzeniach S. lycopersicum, czemu
towarzyszy wzmozona aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (SOD, POD, CAT i
APX) (Wang 1 wsp. 2022a). Z kolei biostymulatory mikrobiologiczne Bacnifos 1 Vibacter
zwigkszajg aktywno$¢ APX w liSciach S. lycopersicum oraz Z. mays w warunkach suszy,
co potwierdza uniwersalny potencjal biostymulatorow w modulacji gospodarki redoks u
roslin C3 1 C4 (Melo 1 wsp. 2026). Dane literaturowe dotyczace odpowiedzi APX na stres
suszy pozostaja niejednoznaczne, podkreslajac ztozonos¢ tego mechanizmu
antyoksydacyjnego. Indukowany przez PEG stres suszy nie zmienia aktywnosci APX w
siewkach B. napus (Hasanuzzaman i Fujita 2011), ale jej istotny wzrost notowano w
lisciach G. max w warunkach deficytu wody (Moloi i wsp. 2016). U dwoch odmian Vigna
unguiculata, jednej odpornej, a drugiej wrazliwej na susze, aktywnos¢ APX w lisciach
byla 0 60% wyzsza w genotypie tolerancyjnym w warunkach kontrolnych, natomiast pod
wplywem suszy zaobserwowano silniejszy wzrost poziomu transkryptéw cytozolowych
i peroksysomalnych A PX w odmianie wrazliwej. Ekspresja chloroplastowych genow APX
stymulowana byla wczesniej w odmianie odpornej, co sugeruje efektywng detoksykacje
RFT w miejscu ich produkcji (D’Arcy-Lameta 1 wsp. 2006). U A. thaliana kombinacja
suszy 1 wysokiej temperatury zwigkszala ekspresje oraz poziom cytozolowego biatka
APX1, kluczowego dla aklimatyzacji, a mutanty apx/ wykazywaly wyzszg wrazliwos¢

na niekorzystne warunki oraz akumulacj¢ H> O, w poréwnaniu z liniami dzikimi. Brak
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tylakoidowej formy APX skutkowat stabszym efektem, co podkresla dominujaca,
kompensacyjng role APX1 (Koussevitzky i wsp. 2008). Opisane powyzej zréznicowania
wskazujg na gatunkowo-, genotypowo- i stresowo-specyficzng regulacje ekspresji genow
APX 1 dzialania enzymow, ktore sg przez nie kodowane.

Wyniki analiz aktywnosci GWPX, wykorzystujacej H2O» jako substrat do
utleniania gwajakolu, dostarczaja dodatkowych dowodow na modulujace dziatanie y-
PGA na uktad antyoksydacyjny w korzeniach tubinu. Aplikacja polimeru skutecznie
odwrocita stymulujacy efekt suszy na aktywnos¢ GWPX (Fig. 8), co przy jednoczesnym
zachowaniu aktywno$ci CAT i wzroscie aktywnosci APX wskazuje na jej pomocnicza
role w warunkach silnego stresu oksydacyjnego. Gdy presja RFT stabnie, podstawowe
enzymy takie jak CAT 1 APX wystarczajaco neutralizuja H202, co odzwierciedlaja
obnizone poziomy MDA i H20.. Susza zwigksza aktywnos$¢ APX 1 GWPX w lisciach F
rubra, podczas gdy w lisciach L. perenne parametry te pozostaja niezmienione. Niemniej
oba gatunki sag w stanie przetrwac stres bez oznak uszkodzen oksydacyjnych i
peroksydacji lipidow (Bandurska i J6zwiak 2010). U dwoch odmian O. sativa, réznigcych
si¢ tolerancja na susze podczas fazy krzewienia, aktywnos$¢ SOD rosta wraz z nasileniem
1 czasem trwania stresu, lecz aktywno$¢ POD 1 CAT byla wyzsza w odmianie
tolerancyjnej (Wang 1 wsp. 2019a). W korzeniach 1 pedach O. sativa uprawianych w
warunkach suszy indukowanej PEG oraz liciach B. napus poddanej suszy glebowe;j
aktywnos¢ peroksydaz rosta, zwlaszcza w korzeniach roélin tolerancyjnych, cho¢ przy
dtugotrwatym stresie spadata aktywnos¢ CAT (Sharma i Dubey 2005; Abedi 1 Pakniyat
2010). Wzrost aktywnosci GPWX przy deficycie wody moze by¢ cechg odmian
tolerancyjnych G. max (Moloi i wsp. 2016), z kolei zmniejszenie aktywnosci tego
enzymu obserwowano w siewkach Z. mays w odpowiedzi na egzogenny H>O. Autorzy
sugeruja, ze gdy poziom H>O:; spada ponizej progu sygnatowego, obnizana jest
aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych (Mika 1 wsp. 2010). Taka sytuacja ma miejsce
np. wskutek nabywania tolerancji do warunkoéw stresowych (Laxa i wsp. 2019). Moze to
by¢ zwigzane z uczestniczeniem GWPX w lignifikacji 1 usztywnianiu S$cian
komorkowych, co stanowi kluczowa strategi¢ adaptacyjng (McDougall 1991; Lopez-
Serrano 1 wsp. 2004; Bala 1 wsp. 2016). Wywotane przez y-PGA obnizenie aktywnosci
GWPX w korzeniach tubinu wskazuje, ze enzym ten nie musi by¢ uruchamiany, gdy stres
oksydacyjny jest skutecznie ograniczany.

Aplikacja y-PGA w warunkach suszy glebowej aktywuje w korzeniach tubinu

efektywny mechanizm tagodzenia stresu oksydacyjnego, przejawiajacy si¢ strategicznym
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obnizeniem akumulacji proliny, MDA oraz aktywno$ci GWPX, przy jednoczesnym
zachowaniu stabilnej detoksykacji H2O: przez CAT i selektywnym wzmocnieniem
aktywnosci APX. Taki zroznicowany wzorzec odpowiedzi redoks s$wiadczy o
precyzyjnej, energooszczednej regulacji uktadu antyoksydacyjnego, unikajgcej
kosztownej, niekontrolowanej indukcji calego systemu, a stawiajacej jako priorytet

efektywna ochrong metaboliczng oraz strukturalng komorek korzeni.

Wplvyw y-PGA na modyfikacje skladu $cian komérkowych w Korzeniu L. luteus

uprawianego w warunkach suszy glebowej

Szczegodlna role w adaptacji roslin do stresu suszy odgrywaja pektyny, ktore
poprzez tworzenie uwodnionych struktur Zzelowych ograniczaja uszkodzenia komoérek
podczas odwodnienia, moduluja porowato$¢ apoplastyczng oraz wilasciwosci
mechaniczne $ciany komorkowej (Leucci i wsp. 2008; Liu i wsp. 2021). Dlatego
indukowany susza wzrost catkowitej zawartosci pektyn w korzeniach L. /uteus (Fig. 10)
mozna interpretowac jako element odpowiedzi adaptacyjnej, polegajacej na zwigkszeniu
udziatu hydrofilowej macierzy polisacharydowej. Podobnie u A. thaliana ich obecnos¢
okazata si¢ niezbedna do utrzymania wzrostu korzenia w warunkach niskiego potencjatu
wody w komorkach (Liu 1 wsp. 2021). Znaczenie pektyn w odpowiedzi L. luteus na stres
suszy wykazano takze we wcze$niejszych badaniach, w ktorych stresor prowadzit do ich
akumulacji w strefie odcinania kwiatow (Florkiewicz 1 wsp. 2020). Zwigkszony poziom
tych polisacharydoéw podczas deficytu wody obserwowano u S. lycopersicum (Roig-
Oliver i wsp. 2025) oraz Gossypium (Sun 1 wsp. 2025), a takze drzew (Duan i wsp. 2026).

Pomimo licznych badan wskazujacych na istotng role Sciany komodrkowej w
odpowiedzi na susz¢, dane dotyczace wpltywu biostymulatorow na przebudowe jej
komponentow sg ograniczone. Wykazano jednak, ze majace zdolnos$¢ do syntezy y-PGA
bakterie z rodzaju Bacillus, skutecznie tagodza efekty suszy u Z. mays, gdzie deficyt
wody indukowat niemal trzykrotny wzrost zawartosci pektyn w lisciach (Wilmowicz i
wsp. 2022). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy dostarczajg dowodow na to, ze aplikacja
samego Y-PGA w warunkach deficytu wody czgSciowo odwraca zmiany indukowane
stresem, powodujac niewielkie obnizenie poziomu pektyn w korzeniach L. [uteus (Fig.
10). Efekt ten moze wynika¢ z poprawy uwodnienia komorek (Fig. 3), a tym samym

ograniczenia potrzeby intensywnej przebudowy $ciany komorkowe;.
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Frakcje pektyn o niskim stopniu metylacji latwo tworza wapniowe mostki jonowe
stabilizujace strukturg Sciany, natomiast wysokometylowane charakteryzuja si¢ wicksza
elastycznoscig 1 zdolnoscia do wigzania wody (Braybrook i wsp. 2012). Barwienie
czerwienig rutenowg, selektywnie wiazacg frakcje HG zawierajagce wolne grupy
karboksylowe, ujawnito, ze u L. luteus y-PGA powoduje silniejsze niz w suszy
nagromadzenie deestryfikowanych pektyn w §cianach komorek korzeni (Fig. 9). Jednak
wyniki z zastosowaniem monoklonalnych przeciwciat wykazaly, ze susza prowadzi do
wzrostu zaré6wno nisoko- jak 1 wysokometylowanych pektyn w brodawkach
korzeniowych L. luteus (Fig. 11), sugerujac tworzenie za ich posrednictwem hybrydowe;j
macierzy taczacej sztywno$¢ Sciany komorkowej z jej hydrofilowoscig. Podobng
reorganizacj¢ tych sktadnikdw opisano w lisciach rosliny rezurekcyjnej Craterostigma
wilmsii (Jung 1 wsp. 2019), co implikuje znaczenie ochronne obu rodzajow pektyn.
Frakcja wysokometylowanych pektyn dominuje w nowo powstatych $cianach
komorkowych oraz w tkankach intensywnie rozwijajacych sie, natomiast duza ilo$¢ grup
metylowych zastania ujemnie natadowane reszty kwasu galakturonowego, zapobiegajac
oddzialywaniom z Ca**. Nadaje to $cianie wysoka plastycznoéé i elastyczno$¢ oraz
umozliwia swobodne przemieszczanie si¢ mikrowtokien celulozowych podczas wzrostu
elongacyjnego (Xiao 1 wsp. 2014). Mozna wigc wnioskowaé, ze akumulacja
wysokometylowanych pektyn u tubinu chroni komorki przed gwaltownym
odwodnieniem 1 pozwala na zachowanie turgoru w warunkach stresu. Natomiast
nagromadzenie pektyn o niskim stopniu metylacji, zapobiega zapadaniu $ciany przy
yjemnym ci$nieniu hydrostatycznym, chronigc komorki przed dodatkowymi
uszkodzeniami mechanicznymi. Brak konieczno$ci uruchamiania mechanizmow
adaptacyjnych zwigzanych z akumulacja HG w wariancie po traktowaniu y-PGA (Fig.
11), moze wynika¢ ze zdolno$ci polimeru do zwigkszania stopnia uwodnienia tkanek, a
tym samym zachowania odpowiedniej plastycznos$ci $§cian komorkowych w warunkach
stresu.

Analiza pozostatych komponentéw Sciany komodrkowej potwierdzita
nagromadzenie arabinanow, galaktanow, XGA oraz ksyloglukanow w korzeniach tubinu
w warunkach suszy (Fig. 12, 13). Arabinany dominujg w mtodych komorkach, natomiast
galaktany wystepuja obficie w starszych (Ermel 1 wsp. 2000; Szymanska-Chargot 1 wsp.
2016). Arabinany i galaktany, tworzac boczne tancuchy RG-I, zwigkszaja elastyczno$¢
$ciany komorkowej oraz jej zdolno$¢ do odwracalnych deformacji w warunkach stresu

suszy (Moore 1 wsp. 2008; Moneo-Sanchez 1 wsp. 2020), ktore polegaja na promowaniu

111



ich mobilnosci, dzigki czemu moga one wypetnia¢ wolne przestrzenie utworzone przez
przegrupowanie celulozowych mikrofibryli. Mutanty S. tuberosum o obnizonej
zawarto$ci arabinandéw 1 galaktandw charakteryzowaly si¢ nizszg elastycznos$cig $cian
komoérkowych, co sprzyjato ich sztywnieniu i zwigkszato podatnos¢ na mikrouszkodzenia
(Ulvskov 1 wsp. 2005). Galaktany stabilizuja struktur¢ $ciany komorkowej i retencje
wody u S. tuberosum (Klaassen i Trindade 2019), A. thaliana, (Lim 1 wsp. 2020),
Grahamia bracteata, Aloe striata (Fradera-Soler 1 wsp. 2022a, 2022b) oraz Pinus radiata
(Zhang i wsp. 2016).

Arabinany reguluja odleglosci miedzy tancuchami HG, zapobiegajac ich
nadmiernym interakcjom z Ca**, a tym samym zapewniajac plastyczno$é §cian komorek
(Harholt i wsp. 2010). Niekonwalencyjne oddzialywania mi¢dzy HG a XGA odgrywaja
istotng funkcje w regulacji uwodnienia apoplastu i1 reorganizacji pektynowej sieci
matrycowej, modulujac porowato$¢ i plastycznos$¢ pierwotnej $ciany komorkowej (Park
1 Cosgrove 2015). Wywotane suszg nagromadzenie XGA w korzeniach tubinu (Fig. 12)
obserwowano takze wcze$niej w brodawkach tego gatunku (Wilmowicz i wsp. 2022) oraz
P, sativum (Mravec 1 wsp. 2017). Zasugerowano, ze XGA w perydermie brodawek pelnia
rolg pierwotnej bariery ochronnej, stanowigc istotny komponent odpowiedzi rosliny na
stres suszy (Mravec 1 wsp. 2017). Sktadniki te, poprzez selektywne wigzanie jonéw oraz
dzieki hydrofilowym wla$ciwo$ciom, wzmacniaja macierz apoplastyczng, ograniczajac
niekontrolowany wyptyw wody w warunkach jej deficytu. Podwyzszony poziom
ksyloglukandéw, obserwowany podczas suszy w korzeniach tubinu (Fig. 13), odnotowano
wczesnie] w korzeniach siewek 7. aestivum (Leucci 1 wsp. 2008). Zgodnie z modelem
Cosgrove’a (2005) ksyloglukany tworza potaczenia pomigdzy mikrofibrylami celulozy,
generujac naprezenia odpowiedzialne za sztywnos$¢ biomechaniczng, dlatego ich
akumulacja $wiadczy o adaptacji do stresu. Nagromadzenie arabinanow, galaktanow,
XGA 1 ksyloglukanow moze by¢ mechanizmem regulujacym plastyczno$¢ $ciany
komorkowej, ktory, modulujac naprezenia miedzy mikrofibrylami celulozowymi,
minimalizuje ryzyko mechanicznego zapadania si¢ odwodnionych komorek.
Traktowanie lubinu y-PGA aktywnie reprogramuje metabolizm $ciany komoérkowej
zwigzany z obecnoscig tych komponentow, gdyz w kazdym przypadku odwraca efekty
wywotywane suszg, co pozwala na zachowanie integralnosci strukturalnej komorek 1
przywraca im funkcjonalno$¢ zblizong do warunkéw kontrolnych. Wydaje sig, ze
stymulator eliminuje konieczno$¢ nadmiernego rozbudowania macierzy hydrofilowej w

korzeniach L. luteus.
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Wplyw y-PGA na zmiany histologiczne i ultrastrukturalne komérek w brodawkach

korzeniowych L. luteus uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie

W celu okreslenia wptywu suszy glebowej oraz egzogennego y-PGA na budowe
brodawek korzeniowych L. luteus przeprowadzono analizy histologiczne. Stres suszy
wywolywal wyrazne zmiany degradacyjne w strukturze brodawek korzeniowych,
szczegolnie w strefie wigzania azotu, ktéra jest kluczowa dla efektywnosci symbiozy
(Fig. 4). Jednym z najbardziej charakterystycznych objawdw byla nasilona plazmoliza
komorek, obserwowana zwlaszcza w obrgbie endodermy (Fig. 4), ktora wynikala z
obnizonego potencjalu wody w glebie i1 spadku turgoru komorek, co jest typowa reakcja
tkanek roslinnych na stres osmotyczny wywotany odwodnieniem (Farooq i wsp. 2009).
Oddzielenie protoplastu od $ciany komodrkowej moze by¢ efektem opisanej wczesniej
kumulacji polisacharydowej, hydrofilowej macierzy apoplastycznej (Fig. 4).
Uszkodzenia strukturalne endodermy maja istotne konsekwencje funkcjonalne, poniewaz
tkanka ta stanowi selektywng barier¢ regulujaca transport wody 1 jonow pomigdzy
symplastem 1 apoplastem kierujac, je do wigzek przewodzacych, a dzigki temu
umozliwiajac roslinie kontrolowanie przeptywu wody w warunkach jej niedoboru (Studer
1 Peterson 1998). W brodawkach L. luteus w warunkach suszy obserwowano oznaki
destabilizacji strukturalnej endodermy, co wskazuje na podstgpujaca degradacje tkanek.
Utrata integralnosci endodermy przyczynia si¢ do niekontrolowanego przeptywu wody
w apoplascie, zwigkszonego przenikania jondw do ksylemu, a przez to zaburzen
réwnowagi jonowej w roslinie, co obniza efektywnos$¢ jej pobierania przez korzen
podczas suszy (Doblas i wsp. 2017). W warunkach obniZzonego potencjalu wody w glebie
rosliny czesto wzmacniajg strukture endodermy poprzez inkrustacje, np. suberyng i
lignina, co ogranicza niekontrolowany wyplyw wody i umozliwia utrzymanie turgoru
komorek (Liu 1 wsp. 2022). Wystepowanie skondensowanej cytoplazmy z ziarnistymi
agregatami w komorkach brodawek L. luteus w warunkach suszy (Fig. 4) odzwierciedla
zmniejszenie objetosci symplastu. Zjawisko to obserwowano m.in. u 7. aestivum
(Verbeke 1 wsp. 2022) 1 Z. mays (Xiao 1 wsp. 2024) poddanym stresom suszy lub

osmotycznym 1 wigze si¢ ono z zaburzeniami gospodarki wodnej oraz spadkiem
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aktywnos$ci metabolicznej komorek. Ziarnistosci cytoplazmatyczne moga by¢ efektem
nagromadzenia zdegradowanych organelli lub struktur pojawiajacych si¢ w wyniku
stresu oksydacyjnego i autofagii (Chang i wsp. 2022), ktdra jest procesem inicjowanym
w warunkach silnego stresu abiotycznego umozliwiajacym usuwanie uszkodzonych
organelli (Avin-Wittenberg 2019). Podobne agregaty cytoplazmatyczne obserwowano w
brodawkach korzeniowych innych roslin stragczkowych poddanych dziataniu suszy, m.in.
G. max, gdzie wigzano je z procesami starzenia brodawek oraz degradacjg symbiosomow
(Ladrera i wsp. 2007).

W komoérkach brodawek tubinu narazonych na stres suszy obserwowano
pogrubienie $cian komérkowych (Fig. 4), wynikajace najprawdopodobniej z przebudowy
macierzy zewnatrzkomorkowej (Saja-Garbarz 1 wsp. 2024) oraz opisywanego wczesniej
odktadania komponentow polisacharydowych w apoplascie (Fig. 4). Zastosowanie
egzogennego Y-PGA w warunkach suszy wyraznie ograniczalo zakres zmian
degradacyjnych (Fig. 4), normalizujac grubo$¢ $ciany. Brodawki korzeniowe roslin
traktowanych polimerem zachowywatly strukture histologiczng zblizong do wariantu
kontrolnego (Fig. 4), z wyraznym przyleganiem protoplastow do §cian komoérkowych,
swiadczacym o utrzymaniu turgoru oraz eliminacji plazmolizy (Lang 1 wsp. 2014).
Ponadto w komorkach tych nie obserwowano tak licznych ziarnistosci
cytoplazmatycznych (Fig. 4) jak w wariancie stresowym, co sugeruje, ze polimer moze
ogranicza¢ uszkodzenia i modyfikacje struktury komorek wywotane odwodnieniem.

Analiza ultrastrukturalna TEM umozliwita doprecyzowanie subkomorkowych
zmian wywotanych suszg i traktowaniem y-PGA w strefie wigzania azotu brodawek L.
luteus (Fig. 5). Deformacja blon mitochondriow w warunkach stresu sygnalizuje
zaburzenie metabolizmu energetycznego 1 ograniczenie produkcji ATP. Analogiczne
zmiany dokumentowano u A. thaliana, T. aestivum i T. durum (Ostaszewska 1 wsp. 2014;
Tang 1 Zhu 2023). Modyfikacje te majg szczegdlnie negatywne konsekwencje dla
dzialania nitrogenazy, ktéra wymaga znacznych naktadow ATP, co sprawia, ze
prawidlowe funkcjonowanie mitochondriow jest kluczowe dla utrzymania aktywnosci
symbiotycznej (Silsbury 1977; Haskett i wsp. 2022). W zwigzku z tym obserwowane u
L. luteus zmniejszenie liczby bakteroidow oraz symbiosomow w strefie wigzania azotu
(Fig. 5) wskazuje na degradacje¢ aparatu symbiotycznego, co koreluje z obnizeniem
wydajno$ci wigzania azotu w warunkach suszy (Wilmowicz i wsp. 2020). Zblizone efekty
obserwowano u G. max poddanej stresowi suszy (Ladrera i wsp. 2007), a takze w

tkankach ¥, sativa i P. sativum eksponowanych na stres osmotyczny (Alvarez-Aragon i
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wsp. 2023). Podobne jak u L. luteus deformacje jader komérkowych (Fig. 5) wystepowaty
w odpowiedzi na deficyt wody u Brachypodium distachyon w warunkach stresu
osmotycznego (Chen i wsp. 2018). Badania na A. thaliana wykazaty, ze stres osmotyczny
zmniejsza rozmiar i deformuje ksztatt jader komérkowych (Goswami 1 wsp. 2020). W
warunkach suszy akumulowane sa RFT, ktore bezposrednio uszkadzaja DNA, biatka oraz
strukture otoczki jadrowej, co zaburza integralno$¢ jadra, powodujac deformacje lub
fragmentacje (Hura 1 wsp. 2022).

Zwigkszenie przestrzeni mi¢dzykomorkowych i1 liza blaszek $rodkowych w
brodawkach tubinu (Fig. 5) §wiadcza o postepujacej utracie integralnosci tkankowe;j
wywolanej susza. Degradacja blaszek srodkowych bogatych w demetylowane HG jest
wywolana aktywacja enzymow hydrolitycznych, takich jak pektynazy, poligalakturonazy
czy celulazy, ktore rozktadajg pektyny odpowiedzialne za adhezje komorek, ostabiajac
polaczenia migdzykomoérkowe 1 zwickszajac wolne przestrzenie, co wczesniej
obserwowano w tkankach roslin poddanych stresom abiotycznym (Leucci i wsp. 2008).
Transport enzymow remodelujacych S$ciang komoérkowa zachodzi droga sekrecji
pecherzykowej do apoplastu, poprzez aparat Golgiego oraz sie¢ trans-Golgi (de la Canal
1 Pinedo 2018). Taki scenariusz jest prawdopodobny w brodawkach L. luteus, gdzie
obecnos¢ licznych pecherzykow w cytoplazmie komorek (Fig. 6) sugeruje zwigkszong
aktywno$¢ szlakow sekrecyjnych odpowiedzialnych za transport enzymow
modyfikujacych $ciany w warunkach stresu. Zastosowanie y-PGA u tubinu podczas suszy
skutkowato zachowaniem ultrastruktury brodawek zblizonej do kontroli, czego
przejawem byla jednorodna cytoplazma pozbawiona ziarnistosci oraz cienkie Sciany
komorkowe (Fig. 6), co moze oznaczaé, ze polimer poprzez wplyw na wlasciwosci
macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz regulacje gospodarki wodnej w warunkach suszy
ogranicza przebudowe $ciany (Wu 1 Cosgrove 2000; Roig-Oliver i wsp. 2021; Duan i
wsp. 2026). Najistotniejszym efektem dziatania y-PGA, decydujagcym o jego wartosci
aplikacyjnej w biostymulacji symbiotycznej, bylo zachowanie prawidltowej struktury
symbiosomoOw 1 integralnosci bakteroidow, co implikuje kontynuacje¢ cyklu wigzania
azotu. Zachowanie homeostazy strukturalnej po traktowaniu roslin polimerem §wiadczy
0 strategicznym przesuni¢ciu metabolicznym z kosztownej przebudowy $ciany

komorkowej 1 nadprodukcji jej komponentow ku regeneracji symbiozy.

Wplyw v-PGA na czvnniki regulujace powstawanie i funkcjonowanie brodawek

korzeniowych
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Wyniki analiz molekularnych wskazuja, ze geny kodujace czynniki
transkrypcyjne z rodziny BOP kontrolujac zaré6wno podzialy komoérkowe, jak i
roznicowanie tkanek (Khan i wsp. 2012; Wu 1 wsp. 2012; Frankowski 1 wsp. 2015;
Wilmowicz 1 wsp. 2020), odgrywaja istotng rol¢ w regulacji procesOw rozwojowych, w
tym w powstawaniu brodawek korzeniowych, m.in. u M. truncatula (Shen i wsp. 2019),
P. sativum 1 Lotus japonicus (Magne 1 wsp. 2018). Zmiany poziomu LIBOP u L. luteus
warunkujg nie tylko powstawanie brodawek korzeniowych, ale tez ich poprawne
funkcjonowanie, a proces ten skorelowany jest z aktywnos$cig transkrypcyjng LILb/
kodujacego leghemoglobing (Frankowski i wsp. 2015; Wilmowicz i wsp. 2020).
Prezentowane w niniejszej pracy wyniki analiz qPCR wykazaly, ze deficyt wody w glebie
obniza ekspresj¢ zarowno LIBOP, jak i LILbl (Fig. 14, 15), co jest zgodne z wcze$niej
opublikowanymi danymi, wskazujacymi, ze zmianom aktywno$ci transkrypcyjnej obu
genOw towarzyszy obnizenie poziomu wigzanego azotu (Wilmowicz i wsp. 2020).
Zmniejszony poziom transkryptu genu kodujacego leghemoglobing podczas suszy
odnotowano u Cajanus cajan 1 G. max (Nandwal 1 wsp. 1991; Gordon 1 wsp. 1997).
Ekspresja genu kodujacego leghemoglobing moze by¢ modulowana przez ABA i stanowi
cze$¢ mechanizmu aktywowanego przez rosling podczas reakcji na suszg (Grunwald 1
wsp. 2009). Jest to mozliwe takze w brodawkach tubinu, gdzie akumulacji ABA (Fig. 16)
towarzyszy wzrost ekspresji LILbl (Fig. 15). Zastosowanie y-PGA w warunkach suszy
skutkowalo akumulacja transkryptu L/IBOP (Fig. 14) 1 LILbI (Fig. 15), co w zestawieniu
z wynikami analiz mikroskopowych (Fig. 4, 5) koreluje z poprawg integralnosci struktury
brodawek. Zatem polimer wydaje si¢ by¢ wystarczajacy do przywrdcenia
funkcjonalnosci fizjologicznej tych struktur w warunkach stresu. Sa to pierwsze dane
prezentujace wptyw y-PGA na ekspresje genéw zwigzanych z funkcjonowaniem

brodawek korzeniowych.

Roztwor y-PGA modyfikuje przemiany hormonalne zachodzace w brodawkach

korzeniowych lubinu uprawianego w warunkach suszy glebowej

Hormony ros$linne peinig wazng role w odpowiedzi ro$lin na czynniki srodowiska.
Z jednej strony zmiany ich endogennego poziomu, wywotane niekorzystnymi
warunkami, stanowig dla ro$liny sygnat informujacy o wystapieniu stresu (Verma i wsp.
2016; Waadt 1 wsp. 2022). Z drugiej strony wzrost stezenia hormonow stresowych, takich

jak ABA, ET czy JAs, inicjuje kaskade proceséw molekularnych i fizjologicznych
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prowadzacych do aktywacji mechanizméw obronnych (Wasternack i Hause 2013; Miiller
1 Munné-Bosch 2015; Zhu 2016; Wilmowicz 1 wsp. 2020). Jednym z najwazniejszych
regulatorow odpowiedzi rosliny na susze jest ABA. U L. luteus uprawianego w
warunkach kontrolnych nie stwierdzono istotnego sygnatu fluorescencyjnego w strefie
wigzania azotu (Fig. 16), co wskazuje na niski poziom tego hormonu stresowego w
warunkach optymalnego nawodnienia. Z kolei w odpowiedzi na susze glebowa
zaobserwowano wyrazng akumulacje ABA w komorkach strefy wigzania azotu L. luteus
(Fig. 16), czemu towarzyszyta indukcja ekspresji genu L/IZEP w brodawkach (Fig. 16),
co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami (Wilmowicz 1 wsp. 2020) i moze
sugerowaé uruchomienie biosyntezy fitohormonu de novo. Wskazuje to na uruchomienie
szeroko opisywanego w literaturze mechanizmu odpowiedzi stresowej, w ktorym ABA
petni funkcj¢ centralnego regulatora adaptacji rosliny do suszy (Thompson i wsp. 2000;
Audran 1 wsp. 2001; Park i wsp. 2008). Deficyt wody w glebie aktywuje szlak
powstawania ABA poprzez wzrost ekspresji genow kodujacych kluczowe enzymy, m.in.
ZEP, dioksygenazg 9-cis-epoksykarotenoidowa (NCED, ang. 9-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase) oraz oksydaze aldehydu abscysynowego (AAO3, ang. aldehyde oxidase 3)
(Audran 1 wsp. 1998; Seo 1 wsp. 2000; Tuchi i wsp. 2001). Podobne zalezno$ci pomiedzy
ekspresja ZEP a poziomem ABA w odpowiedzi na deficyt wody obserwowano u O.
sativa, Dunaliella tertiolecta, Z. mays 1 S. lycopersicum (Thompson 1 wsp. 2000; Huang
1 wsp. 2019; Kim 1 wsp. 2019; Xu 1 wsp. 2023), co potwierdza, ze indukcja tego genu
stanowi wazny element regulacji biosyntezy ABA podczas deficytu wody. Z drugiej
strony wysoki poziom ABA moze wywota¢ negatywne skutki dla symbiotycznego
wiazania azotu. Egzogenny fitohormon obniza ekspresje gendw nodulacyjnych i hamuje
infekcje bakteryjng u M. truncatula (Ding 1 wsp. 2008) oraz redukuje liczbe powstatych
brodawek u 7. repens, P. vulgaris oraz L. japonicus (Suzuki 1 wsp. 2004; Biswas 1 wsp.
2009; Tominaga 1 wsp. 2009). Z kolei zastosowanie inhibitora biosyntezy ABA odwraca
ten efekt oraz poprawia intensywnos$¢ wigzania azotu u L. japonicus 1 T. repens (Suzuki i
wsp. 2003; Tominaga i wsp. 2009). Podwyzszony poziom ABA w brodawkach
korzeniowych P. sativum 1 P. vulgaris redukuje zawarto$¢ i aktywno$¢ leghemoglobiny,
prowadzac jednoczesnie do spadku dziatania nitrogenazy (Nagata i Suzuki 2014). Taki
wplyw fitohormonu nie jest wykluczony takze u tubinu, biorac pod uwage zmiany
poziomu mRNA genu L/Lbl w brodawkach korzeniowych (Fig. 15) oraz zredukowang
liczbe brodawek wyksztalconych w warunkach suszy (Fig. 2). Udzial ABA w regulacji

nodulacji nie jest jednak jednoznaczny. Niewrazliwe na ten fitohormon mutanty L.
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Japonicus wytwarzaja podobng liczb¢ brodawek korzeniowych jak rosliny typu dzikiego

(Biswas i wsp. 2009), jednak traktowanie tego gatunku ABA zwigksza tempo nodulacji
oraz zdolno$¢ wigzania azotu (Tominaga i wsp. 2009).

Zastosowanie y-PGA w warunkach deficytu wody gwattownie obnizyto ekspresje
LIZEP w brodawkach korzeniowych tubinu, nawet ponizej poziomu kontrolnego (Fig.
16), co $wiadczy o molekularnym agodzeniu stresowej odpowiedzi osmotycznej juz na
etapie wczesnej biosyntezy ABA. Jednak mimo inhibicji LIZEP wysoki poziom ABA
utrzymuje si¢ w tkankach symbiotycznych. Konfrontacja z literaturg ujawnia gatunkowo-
specyficzng odpowiedz. W warunkach suszy y-PGA zwigksza ekspresje genéw BnZEP,
BnNCED3 1 BnAAO4 oraz akumulacj¢ ABA u B. napus (Xu i wsp. 2020), z kolei u Z.
mays prowadzi do gromadzenia ABA w li§ciach (Ma i wsp. 2022). Rozbiezno$¢ z danymi
uzyskanymi u tubinu wskazuje na odmienny mechanizm dziatania polimeru. ObniZona
ekspresja LIZEP w brodawkach korzeniowych L. [luteus traktowanych y-PGA w
warunkach suszy i utrzymujacy si¢ wysoki poziom ABA (Fig. 16) moga wynikaé z
wczesniejszej akumulacji fitohormonu w tkankach podczas dziatania stresu. Nie mozna
réwniez wykluczy¢ udziatu transportu ABA z innych organéw lub regulacji dalszych
etapow jego powstawania i/lub katabolizmu. Wyniki te sugeruja, ze y-PGA moze
ogranicza¢ lokalng aktywacje szlaku biosyntezy ABA na poziomie ekspresji LIZEP,
jednak nie prowadzi do natychmiastowego obnizenia zawarto$ci tego hormonu w
brodawkach korzeniowych. Podobne rozbiezno$ci pomiedzy poziomem transkryptow
genoOw biosyntezy ABA a zawarto$cig samego hormonu obserwowano u A. thaliana, N.
plumbaginifolia, V. vinifera, a takze M. truncatula, gdzie sugerowano transport hormonu
pomiedzy organami oraz regulacj¢ jego katabolizmu (Taylor i wsp. 2000; Ferguson i
Mathesius 2003; Suzuki i wsp. 2004; Ding 1 wsp. 2008; Speirs 1 wsp. 2013).

Etylen, jako silny hormon stresowy, wykazuje zmienng dynamike tempa
biosyntezy w odpowiedzi na bodzce Srodowiskowe (Ecker 1995). Susza silnie
indukowata w brodawkach tubinu ekspresje genow LIACS 1 LIACO kodujacych kluczowe
enzymy biosyntezy tego fitohormonu (Fig. 17), czemu towarzyszyta akumulacja
bezposredniego prekursora — ACC (Fig. 18), co jest zgodne z wezesniej opublikowanymi
danymi (Wilmowicz i wsp. 2020). W badaniach nad A. thaliana oraz Z. mays wykazano,
ze biostymulatory w postaci hydrolizatow biatka regulujg ekspresje genow ACS 1 ACO
poprzez interakcje ze szlakami sygnalowymi auksyn, ABA oraz RFT, co prowadzi do
optymalizacji poziomu ET w warunkach stresowych (Ertani i wsp. 2013; Colla i wsp.

2015). W niektorych przypadkach obserwowano obnizenie ekspresji genéw ACO, co
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sugeruje mechanizm ograniczajacy biosynteze ET przy jednoczesnym utrzymaniu funkcji
sygnatowej ACC (Bulgari i wsp. 2015).

Zgodnie z panujacym obecnie przekonaniem ACC nie jest jedynie metabolitem
posrednim w biosyntezie ET i rezerwuarem umozliwiajagcym szybka regulacje poziomu
tego fitohormonu, ale pelni on réwniez funkcje niezaleznej czasteczki sygnatowej
regulujacej liczne procesy rozwojowe (Polko 1 Kieber 2019). Hipoteze t¢ potwierdzaja
wyniki, w ktorych wykazano, ze ACC moduluje rozw6j wtosnikéw czy odpowiedz na
uszkodzenia $ciany komorkowej poprzez szlaki transdukcji sygnalu niezalezne od
receptoréw etylenu — ETR1 (ang. ethylene-response 1) (Mou i wsp. 2020). Biorac pod
uwage akumulacje tego zwigzku w brodawkach tubinu zaréwno w suszy, jak i po aplikacji
v-PGA (Fig. 18), mozna przypuszczaé, ze petni on wazng rolg w posredniczeniu reakcji
na stres i nabywaniu tolerancji wywotanej dziataniem polimeru. Nalezy nadmieni¢, ze
cze$¢ puli tego ACC moze by¢ uwalniana do ryzosfery, gdzie staje si¢ dostepna dla
bakterii zasiedlajacych stref¢ korzeniowa. Posiadaja one deaminaze ACC wykorzystujaca
prekursor ET jako zrédlo azotu, a rozktadajac go do amoniaku i a-ketomaslanu, prowadza
jednoczes$nie do obnizenia poziomu ACC w tkankach roslinnych, a tym samym redukcji
biosyntezy stresowego fitohormonu (Glick, 2014; Saleem 1 wsp. 2007; Gamalero 1 Glick,
2015).

Istotnym elementem regulacji hormonalnej w organach symbiotycznych L. luteus
jest zmiana rozmieszczenia JA pod wplywem stresu abiotycznego. W warunkach
optymalnego nawodnienia obserwowano lokalizacje tego fitohormonu gltownie w
komorkach parenchymy oraz endodermie otaczajacej strefe wigzania azotu (Fig. 19). Taki
wzorzec dystrybucji, wskazuje, ze w stanie homeostazy moze on petni¢ funkcje
regulatora integralno$ci peryferyjnych tkanek brodawki, utrzymujac barier¢ ochronng
przy jednoczesnym ograniczeniu jego bezposredniego wplywu na procesy zachodzace
wewnatrz symbiosomow, gdzie odnotowano jedynie staby, rozproszony sygnat (Fig. 19).
Deficyt wody prowadzil do wyraznej zmiany tego wzorca. Obserwowano spadek
intensywno$ci sygnalu JA w komorkach parenchymy przy jednoczesnym jego
przemieszczeniu do strefy wigzania azotu oraz w okolice wigzek przewodzacych (Fig.
19). Zjawisko to sugeruje mobilizacje JAs jako mediatorow odpowiedzi adaptacyjne;j.
Przemieszczenie JA do strefy wigzania azotu moze pelni¢ dwojaka role: bezposrednio
wplywa¢ na aktywno$¢ metaboliczng bakteroidow lub modulowaé przepuszczalnosé
bariery tlenowej brodawki, co stanowi jeden z klasycznych mechanizmoéw regulacji

aktywnos$ci symbiotycznej w warunkach suszy (Mabood 1 wsp. 2006; Sun i wsp. 2006).
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Jednoczes$nie obecnos¢ JA w poblizu wiazek przewodzacych (Fig. 19) moze sugerowac
jego udziat w sygnalizacji systemicznej, polegajacej na przesytaniu informacji o stanie
fizjologicznym organéw symbiotycznych do czgsci nadziemnej 1 uruchamianiu
mechanizmow adaptacji do stresu (Wang 1 wsp. 2021; Szechynska-Hebda i wsp. 2022).
Taka sytuacja wystepuje u S. lycopersicum, poniewaz sygnaly generowane w korzeniach
indukuja akumulacje JA w liciach (Wang i wsp. 2022a). Ma to szczegdlne znaczenie w
warunkach stresu. Deficyt wody u A. thaliana indukuje sygnalizacj¢ JA w korzeniach,
prowadzac do zmian rozwojowych, np. réznicowania ksylemu, i wptywa na gospodarke
wodng catej rosliny (Valenzuela i wsp. 2016). Natomiast w liciach Populus euphratica
JAs wspotdziatajg z ABA w zamykaniu aparatow szparkowych, zwickszajac efektywnos¢
wykorzystania wody (Rao i1 wsp. 2023). Akumulacja JA w strefie wigzania azotu
brodawek tubinu moze mie¢ istotne znaczenie funkcjonalne, gdyz JAs u roslin
stragczkowych czesto ograniczaja liczbe nowo powstajacych brodawek. Jednak z drugiej
strony w warunkach stresowych moga stabilizowa¢ funkcjonowanie istniejacych juz
brodawek (Hause i Schaarschmidt 2009; Nagata i1 Suzuki 2014; Guo 1 wsp. 2024).
Zastosowanie y-PGA istotnie zmieniato lokalizacj¢ JA w brodawkach korzeniowych L.
luteus. Pomimo wczesniejszego wykazania niemal calkowitego wyciszenia ekspresji
genu LILOX (Fig. 20) obserwowano wyrazng akumulacje JA, szczegdlnie w obrebie
strefy wigzania azotu (Fig. 19). Prezentowane wyniki s3 pierwszymi pokazujacymi
wplyw y-PGA na lokalizacj¢ JA. Dotychczas wykazano jednak, Ze inne biostymulatory
(hydrolizaty biatkowe 1 ekstrakty z alg) w warunkach stresowych prowadza do
przejsciowego wzrostu poziomu JA oraz aktywacji gendw odpowiedzi stresowej
zaleznych od tego hormonu (Bulgari 1 wsp. 2015; Colla i wsp. 2015). Dostepne dane
sugeruja, ze Y-PGA wptywa na szlak biosyntezy i transdukcji sygnatu JAs w warunkach
suszy poprzez regulacje ekspresji genow, LOX, AOS, AOC, OPR 1 TIFY/JAZ.
Jednoczesnie y-PGA wplywa na interakcje hormonalne — szczegdlnie z ABA —
wzmacniajgc odpowiedz na suszg, co prowadzi do zmian w ekspresji genow stresowych

1 regulacji aparatow szparkowych (de Ollas i wsp. 2015; Ma i wsp. 2024).

Zalezne od y-PGA modyfikacje proteomu korzeni L. luteus w odpowiedzi na susze

W celu uzyskania kompleksowego obrazu zmian zachodzacych w korzeniach L.
luteus w odpowiedzi na stres suszy oraz y-PGA przeprowadzono analizy proteomiczne.
W przeciwienstwie do badania pojedynczych parametrow fizjologicznych

dwuwymiarowa elektroforeza biatek w potaczeniu z metoda MALDI-TOF/TOF
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umozliwita identyfikacje bialek zaangazowanych w procesy adaptacyjne do suszy i
indukowanych przez y-PGA (Tabela 12). Stres suszy prowadzit do pojawienia si¢ nowych
plamek biatkowych jak i zanikania niektorych sposréd pojawiajacych si¢ w kontroli. W
wariancie kontrolnym dominowaty bialka zwigzane z podstawowym metabolizmem
komorkowym (Tabela 12), zwlaszcza enzymy uczestniczace w przemianach
weglowodanow oraz ich metabolizmie w mitochondriach, m.in. syntaza sacharozy, ktora,
rozktadajgc ten cukier, dostarcza bakteroidom sktadnikow odzywczych; izoformy
aldolazy fruktozo-bisfosforanowej metabolizujace cukry; dehydrogenaze jablczanowsg
katalizujaca utlenianie jablczanu do szczawiooctanu oraz fosfomutaze i dehydrogenaze
aldehydu-3-fosfoglicerynowego bioragce udzial w procesie glikolizy,. Ich obecno$¢
sugeruje intensywny metabolizm energetyczny komorek korzeni w warunkach
optymalnego nawodnienia. W tej grupie zidentyfikowano rowniez enzymy uczestniczace
w utrzymaniu homeostazy redoks poprzez unieczynnianie H>O: (peroksydazy) oraz
regulacje cyklu askorbinianowo-glutationowego (reduktaza monodehydroaskorbinowa)
(Leterrier 1 wsp. 2005). Wskazuje to na zachowanie wlasciwego balansu RFT w
optymalnych warunkach. Natomiast lakaza, mutaza UDP-arabinozy, lipooksygenaza,
aneksyna mogg odpowiada¢ za utrzymanie wilasciwej struktury $cian 1 bton
komorkowych w brodawkach.

Wsrod zidentyfikowanych w warunkach suszy bialek szczegodlnie istotne byty
enzymy glikolizy, takie jak aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanowa, ktorej obecno$¢
wskazuje na utrzymanie funkcjonowania szlakow energetycznych w warunkach
ograniczone] dostepnosci wody. Dzialanie tych enzymow u Salicornia europaea, A.
thaliana, Thellungiella halophila 1 Setaria italica dostarcza energii niezbe¢dnej do
aktywacji mechanizmow obronnych (Wang i wsp. 2009; Kosova i wsp. 2011; Pan 1 wsp.
2018). W warunkach suszy profil proteomiczny ulegt wyraZznemu przesunigciu w
kierunku biatek odpowiedzi stresowej, przy czym jednoczes$nie obserwowano te
zwigzane z metabolizmem podstawowym, niezbgdne do prawidlowego funkcjonowania
komorki. Obecno$¢ oksydazy ACC w wariancie stresowym wskazuje na aktywacje
szlaku biosyntezy ET, co pozostaje w zgodzie z analizami qPCR oraz immunolokalizacja
prekursora tego fitohormonu (Fig. 18). Jednocze$nie identyfikacja akwaporyny PIP2-1
sugeruje, ze regulacja transportu wody przez btony komdrkowe stanowi istotny element
odpowiedzi adaptacyjnej korzeni na deficyt wody, gdyz dzialanie akwaporyn w
warunkach suszy umozliwia utrzymanie minimalnego przeptywu wody w tkankach

korzenia (Maurel i wsp. 2015). W odpowiedzi na stres suszy pojawily si¢ rowniez biatka
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opiekuncze (chaperony), w tym kompleksy HSP70-90 oraz typu Cpn60/TCP, petnigce
role w utrzymaniu prawidlowego faldowania biatek. Determinuja przez to ich funkcje
oraz zapobiegajg agregacji i proteolizie w warunkach stresowych (Liberek 1 wsp. 2008;
Cox 1 wsp. 2014). Indukcja chaperondéw stanowi jeden z najbardziej konserwatywnych
mechanizméw ochrony komorki przed uszkodzeniami wywolanymi stresem
srodowiskowym (Wang i wsp. 2004; Kosova i wsp. 2011). Obecnos$¢ tubuliny o wskazuje
na przebudowe cytoszkieletu w odpowiedzi na zmiany potencjatu wodnego komorki.
Taka reorganizacja jest czesto obserwowana w warunkach stresu osmotycznego i
odgrywa wazng role w utrzymaniu integralno$ci komorki oraz regulacji transportu
wewnatrzkomorkowego (Nick 2013). W suszy zidentyfikowano takze kalmoduling, ktéra
jest zaangazowana w sygnalizacje wapniowa w komorce, bedaca czeécig szeroko
opisanego w literaturze mechanizmu transdukcji sygnatu stresowego (Reddy i1 wsp.
2011). Badania przeprowadzone przez Huang i wsp. (2014) na lisciach Poncirus trifoliata
wykazaly, ze stres suszy skutkuje akumulacjg kalmoduliny, ktora koreluje ze zwigkszong
aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych (SOD, CAT) i obnizeniem poziomu RFT,
wskazujac na udziat tego bialka w utrzymaniu homeostazy redoks. Susza podnosi
ekspresje genow kodujacych kalmoduling u 4. thaliana, Z. mays 1 G. max (Wu 1 wsp.
2025; Yu 1 wsp. 2021). U ostatniego z gatunkow biatka wigzace kalmoduling (ang.
calmodulin-binding proteins) reguluja gospodarke¢ wodna, akumulacj¢ osmolitow (np.
proliny) oraz ekspresj¢ gendow stresowych, co zwigksza tolerancj¢ na susze (Yu i wsp.
2021).

Reduktaza leghemoglobiny katalizuje redukcj¢ leghemoglobiny z formy
nieaktywnej (Lb Fe**) do funkcjonalnej formy (Lb Fe*") przy uzyciu nukleotydow
pirydynowych jako reduktorow (Becana i1 Klucas 1990). W warunkach stresu
leghemoglobina ma tendencj¢ do spontanicznego utleniania do nieaktywnej formy (Jun i
wsp. 1994). Jednak w korzeniach lubinu obserwowano podczas suszy pojawienie si¢
reduktazy leghemoglobiny (Tabela 12). Moze to by¢ zwigzane z mechanizmem adaptacji
polegajacym na wzmozonej redukcji leghemoglobiny i utrzymaniu jej wysokiego
poziomu celem usprawnienia procesu wigzania azotu w niesprzyjajacych warunkach.

Zastosowanie y-PGA w warunkach suszy modyfikowato profil proteomiczny
korzeni L. luteus. Oprocz biatek indukowanych wczesniej przez stres pojawity sie takze
biatka zwigzane z gospodarka redoks oraz procesami detoksykacji. Szczegolnie istotna
byla obecnos¢ syntazy cysteiny, enzymu kluczowego dla biosyntezy antyoksydanta —

glutationu. Wynik ten wskazuje, ze poza aktywnie dziatajacymi antyoksydantami
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enzymatycznymi (Fig. 8) wazny element ochrony stanowig antyoksydanty
nieenzymatyczne. Obecnos¢ biatek zwigzanych z metabolizmem azotu i aminokwasow,
takich jak syntetaza glutaminy oraz aminotransferaza asparaginianowa, moze wskazywac
na udziat y-PGA w utrzymywaniu symbiozy z bakteriami ryzosferowymi w warunkach
suszy. Na szczeg6lng uwage zastluguje identyfikacja enzymow uczestniczacych w
biosyntezie flawonoidéw, m.in. reduktazy izoflawonowej oraz syntazy flawonolu.
Flawonoidy petig funkcje silnych przeciwutleniaczy, a takze zwigzkéw wymaganych do
inicjacji interakcji symbiotycznych z bakteriami brodawkowymi (Shomali 1 wsp. 2022;
Patil i wsp. 2024). Egzogenny y-PGA spowodowat pojawienie si¢ biatka szoku chiodu
pochodzenia bakteryjnego (Rhizobium), ktore nalezy do grupy biatek stabilizujacych
RNA oraz regulujacych translacje w warunkach stresu, np. zapobiegajac tworzeniu
niefunkcjonalnych struktur drugorzegdowych mRNA (Juntawong i wsp. 2013; Zhang i
wsp. 2022).

Prezentowane rezultaty wskazuja, ze y-PGA dziata jako modulator odpowiedzi
proteomicznej korzeni na susze. Nie tylko ogranicza negatywne skutki stresu, lecz
aktywuje  mechanizmy  adaptacyjne  obejmujace = wzmocnienie  systemoOw
antyoksydacyjnych, modyfikacje metabolizmu aminokwaséw oraz zwigkszenie syntezy

metabolitow wtornych o wlasciwosciach ochronnych.
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6. WNIOSKI

Uzyskane w pracy wyniki dostarczyly nowych informacji na temat zdolnosci y-
PGA do tagodzenia skutkow suszy glebowej w korzeniach L. luteus. Polimer stosowany
na poczatku suszy skutecznie chroni metabolizm podstawowy i gospodarke wodna,
podczas gdy jego aplikacja pod koniec trwania stresu wplywa pozytywnie na nodulacje i
funkcjonowanie brodawek. Roztwor o wyzszym stezeniu dziata nie tylko jako
biostymulator wspomagajacy wzrost, ale takze przesuwa granice tolerancji rosliny na
stres, utrzymujac symbioz¢ z bakteriami w niekorzystnych warunkach. Ponadto
wzmacnia potencjat antyoksydacyjny, a takze modyfikuje sktad $cian komérkowych oraz
homeostazg lipidowa, umozliwiajagc zachowanie integralnosci struktury brodawek
korzeniowych i pozwalajac na utrzymanie ich funkcjonalno$ci w warunkach stresu.
Przejawem uruchomienia przez y-PGA mechanizméw adaptacyjnych jest ograniczenie
wywolanej suszg aktywacji szlakow fitohormondéw stresowych. Podniesienie tolerancji
L. luteus na stres suszy pod wplywem y-PGA wynika takze ze zdolnosci tego polimeru
do modyfikacji profilu biatkowego korzeni w kierunku metabolizmu aminokwasow oraz
zwigkszenia syntezy zwigzkow ochronnych.

Na podstawie wszystkich prezentowanych wynikdw zaproponowano
zintegrowany model dziatania y-PGA w korzeniach tubinu w warunkach suszy (Schemat

7).
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Schemat 7. Hipotetyczny model dzialania y-PGA w korzeniach Lupinus luteus w
warunkach suszy, na podstawie wlasnych wynikow.
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