


Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Pracownia Fitochemii

Mariola Pislewska

Rola p-glukozydazy ze scian komérkowych tubinu
biatego (Lupinus albus L.) w przemianach fenolowych

metabolitow wtornych

Poznan 1999

Praca finansowana przez KBN w ramach projektéw badawczych 6 P04C 022 13 oraz 6 P04C 107 08



BIBLIOTEKA

INSiriyiU BIOOR&GANIGZNE!
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

ul. Noskoluskiego 12/14
(81-70-4 PO Z N A #

i2) " 3C



Panu Docentowi drhab. Przemystawowi Wojtaszkowi
za wskazanie interesujgcego tematu badawczego,
wszechstronng pomoc w czasie realizacjipracy doktorskiej

oraz okazang mi cierpliwosci wyrozumiato$¢

Sktadam podziekowanie






Panu Profesorowi dr hab. Krzysztofowi Gulewiczowi

Kolezankom i Kolegom z Pracowni Fitochemii
dziekuje zapomoc,

milg atmosferg i zyczliwosé






Pawlowi dziekuje za cierpliwo$¢

ipomocprzy redagowaniupracy

Mamie, Tacie, Siostrze 1 Bratu

.bardzo dziekuje






Spis tresci

Stosowane SkroOty | OZNACZENIAL.......cccvveeiii e 8
(R OF=Y Be) or=Y o ZUU SRRSO URRRRRORPR 10
2. Przeglad BTN AU Y ...ttt e e et e e e e ete e e e s eaaeeeeenns 11
2.1, WP OWAAZENIE ...ttt e e e e e et ae e e e s bt e e e e s s bbee e e e enreeeeenns 11
2.2. P-glukozydazy i iCHh SUDSEratY ....cccooooiiiiieiiiie ettt 11
2.2.1. GIUKOZYAY CYLOKININ.....coiiiiiiiiiic it re e ree s 12
2.2.2. Glukozydy monolignoli........cc.cocveiiiiiie e 14
2.2.3. Glukozyd kwasu SaliCYIOWEQO..........cceciiiiiiciiicee e 17
2.2.4. GHIKOZYAY CYJANOQENNE. .. ..ccitiiiiie et e ettt sba e rne e ae e s e e nneas 18
2.2.5. SAPONINY ...ciiiiii it e e e re e nreeare s 21
2.2.6. GlIIKOZYY NASEICOWE......cuviiiie ettt ettt e aa e beesree s 24
2.2.7. Polisacharydy i oligosacharydy...........ccccooieiiiiiiiiicic e 26
2.2.7.1. P-1,4-gIuKONYArOlazy .........ccooiiiiiiiiiee et 27
2.2.7.2. P-1,3-gIUKONYAIOIAZY .......c.ociiiiiiiiiieeit et 29
R T o =V o) a T 1 Te A R 30
2.3.1. Biosynteza i metabolizm flawonoidOw...........ccc.coveiiiiciiiiccecce e, 30
2.3.2. Funkcje flawonoidOw W roSHNaCh...........cccoeiiiiiiice e 34
2.3.2.1. Flawonoidy w reakcjach obronnych ro$lin...........ccccviiiiniiiiniseeseee e 35
2.3.2.2. Flawonoidy w oddziatywaniach symbiotycznych roslin motylkowatych..................... 40
2.4. lzoflawonoidy w Hubinie biadyM........cccccoceiiiiiin e 43
2.4.1 Profil i metabolizm izoflawonoidéw w roslinach i zawiesinach komérkowych
HUDINU DIAEEGO. ... 43
2.4.2. 1zoflawonoidy w oddziatywaniach symbiotycznych tubinu biatego...................... 46
2.4.3. 1zoflawonoidy w reakcjach obronnych tubinu biatego...........cccooviiiiiiiiiiiiins 48
3. Materiady i METOAY .. 50
T \Y =5 =Y o F=Y o e o1 K1Y e )R 50
3.2. StOSOWANE OACZYNNIKIi......iocciiiiiiiic e 50
3.2.1. Odczynniki i roZPUSZCZAINIKI.....cceeiuiiiiiiieecie e 50
3.2.2. Standardy i substraty do testOw enzymatyCznych..........ccccccvvivrvnreniesieniese s 51
3.2.3. Nosdniki chromatografiCZNe...........ccooviireiienese e 51
3.3. Przygotowanie materiatu biologiCZNego..........ccccoccvvveeiiiiiiee e 52

3.3 L UPraWa FOSHIN ..ottt 52






Spis tresci

3.3.2. Otrzymanie i charakterystyka elisytora drozdzowego............cccccovevveiiieeiiesiveennnn. 52
3.3.3. Oznaczanie aktywnosci YE - testy liSCIENIOWE. ........c.ccoevvveiiiiiiiiieeceece e, 53
3.3.4. Zmienno$¢ IGG w reakcji na bodzce biotyczne i abiotyczne - testy na
SIEWKACN FUDINU. ...t sttt re e e 53
3.4, EKSErakCja DIadeK.......cccvviiiiii it 54
3.4.1. Frakcjonowanie biatek z tkanki ro$linnej..........ccccooveveieiiiiiiicccece e 54
3.4.2. OCZYSZCZANIE IG Gttt 54
3.4.3. Wydzielanie biatek obecnych w przestworach miedzykomdrkowych................... 55
3.4.4. Markery CytOplazmatyCZNe.........c.ccviuiiieiiiiie et 55
3.5. Charakterystyka ilosciowa i jakos$ciowa bia#Ka.........cccccceevvireeiiinneeen, 56
3.5.1. Oznaczanie iloSCI DIaKA..........c.ciiiiiiiii e 56

3.5.2. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych

(SDS-PAGE). ..ottt e et eee s 56
3.5.3. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach niedenaturujgcych......57
3.5.4. Ogniskowanie izoelektryczne (IEF)........ccciiiiiriiieneseee s 57
3.5.5. Techniki barwienia ZelH........cccooieiiiii e 58
3.5.5.1. Wybarwianie rozdzielonych elektroforetycznie biateK...........cccocoveiiiiiiiiiiin 58
3.5.5.2. Barwienie aktywnosci enzymatyCznej IGG.......ccccooverieirieiine e 59
3.5.6. Oznaczanie masy czasteczkowej natywnego enzymu - sgczenie zelowe............... 59
3.6. Okreslenie aktywnosci enzymatycznej IGG...........ccccoviviiecc, 60
3.6.1. Pomiar ilosci uwolnionegop-nitrofenolu............ccccveveiiciiccie e, 60
3.6.2. Pomiar ilosci uwolnionej genisteiny........ccccveieiicie e 60
3.6.3. Pomiar iloSci uwoINionego CUKIU.........cccciviiiiiicciecic e 61
3.6.4. Oznaczanie specyficznosci substratowe] 1GG..........cccccvveieeiiiiieiiccc e 61
3.6.5. Oznaczenie aktywnosci hydrolitycznej IGG wobec polisacharyddw
$CIAN KOMOTKOWYCH.......viiiiiece ettt et reeaae s 62
3.7. lzolacja i charakterystyka zwigzkéw fenolowych..........cccceeeeceiinnen. 62
3.7.1. Ekstrakcja zwigzkdw fenolowych z tkanek roslinnych............cccccovveiiiiiciccienen, 62
3.7.2. lzolacja zwigzkdw fenolowych z przestworéw miedzykomorkowych.................. 63
3.7.3. Analiza zwigzkow fenolowych metodg chromatografii cienkowarstwowe.......... 63
3.7.4. Analiza zwigzkdéw fenolowych metodg wysokorozdzielczej chromatografii
(o T=Tor.d0 111V TSP PP P T PP PR URUPPPO 64
VYAV 4 o Y 1 2 U SEEURR 65
V4N BVAN=T01=1 24 VAL 101 R e LV o7 o 1= T0Uuuu PSSR 65

4.1.1. Optymalizacja preparatyki IWF...........cccooiiiiiiie e 65






4.1.2. Przygotowanie i okres$lenie aktywnosci preparatow elisytora ze $cian

KOMOIKOWYCH AFOZAZY.......ccviiiiiiiiiieieie et 68
4.2. Aktywnosé IGG i profile zwigzkéw fenolowych w testach
| ETYoT 1=y o )YV o] o VRPN 70
4.3. Tkankowa i subkomorkowa lokalizacja IGG...........ccccoceeiiiiiiicccc. 73

4.3.1. Aktywnos$¢ 1IGG w populacjach biatek cytoplazmatycznych i biatek

SCIAN KOMOTKOWY ..ottt sttt ereeneeneas 73
4.3.2. AKLYWNOSE IGG W IWF ..ot 75
4.4, Charakterystyka aktywnosci IGG..........ccoocviiiiiiiei 1 75
4.4.1. OCZYSZCZANIE IGG.... ittt st a e nne e 75
4.4.2. Parametry fizyKOChEMICZNE.......ccvoiiiiiiie e 80
4.4.2.1. MASA CZASTECZIOWAL. ... .eeieiiteie ittt bbbt bbb e e e ettt b e ene et be b sae e 80
4.4.2.2. PUNKE 1ZOBIEKEIYCZNY ...t et 82
4.4.2.S. OPMUM PH..oooiioiiieii st 82
4.4.2.4. SpecyficZnOSE SUDSLIAOWA. ........ccueeiueiieciieie ettt 83
4.4.3. Aktywnos¢ hydrolityczna IGG wobec polisacharydoéw $cian komérkowych....... 89

45. Korelacja aktywnosci IGG i profili zwigzkéw fenolowych w

roslinach zdrowych lub poddanych dziataniu czynnikéw

=] e Yo Lo ViV =] R0 1Y)V o o TR 90
4.5.1. Profil zwigzkow fenolowych w réznych czeSciach zdrowych roslin..................... 90
4.5.2. Profil zwigzkow fenolowych W IWF...........cooiiiii e 91
4.5.3. Zmiany aktywnosci IGG w poszczegdlnych czesciach roslin wywotane
dziataniem elisytora droZAZOWEQO. .......ccueiuiiiiiieieie et 91
4.5.4. Wplyw preparatu YE oraz roznych form nawozenia azotowego na wydzielanie
zwigzkow fenolowych oraz aktywnos$¢ IGG w korzeniach tubinu biatego...................... 95

ST L] L 1] = VPP 100

5.1. Aktywnosé preparatu YE. ... 100

5.2. Tkankowa i subkomérkowa lokalizacja IGG i izoflawonoidow....... 102

5.3. WHasciwosci fizykochemiczne IGG...........ccoovcciiiiiiii e 105

5.4. Zmiany aktywnosci |GG W testach biologicznycChu.........cccevvvviieiieiininn, 107

B. POASUMOWEANIE.......uiiiiiiiiiiiiicc e e e e 111

T IS =Y =X 66| o= VOTTT R UTTTT TR 112






Stosowane skroty i oznaczenia

BSA
BPB
CBB
ConA
DMSO
EDTA
EtOAcC
EtOH
Fast Blue B
Gly
GT
HOAC
HPLC
HR
IGG
IWF
MDH
MeOH
NADH
NADP™*
NaOAc
MS
MUG
PAGE
PAL
pNPG
PR

albumina z surowicy bydlecej
btekit bromofenolowy
Coomassie Brilliant Blue G-250
konkanawalina A
dimetylosulfotlenek
wersanian dwusodowy
octan etylu
etanol
3,3’-dimetoksybenzydyna
glicyna
glukozylotransferaza
kwas octowy
wysokorozdzielcza chromatografia cieczowa
reakcja nadwrazliwosci
glukozydaza glukozyddéw izoflawonoidéw (EC 3.2.1.21)
ptyn z przestworéw miedzykomaorkowych
dehydrogenaza jabtczanowa
metanol
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma zredukowana
fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, forma utleniona
octan sodu
pozywka ptynna wg Murashige i Skooga (1962)
(3-D-glukopyranozyd 4-metyloumbelliferonu
elektroforeza w zelu poliakryloamidowym
amoniakoliaza fenyloalaniny (EC 4.3.1.5)
P-D-glukozyd /~-nitrofenolu
biatka klasy PR (obronne)






PVP
RP
SA
SAR
SDS
SCX
sw.m.
TCA
TEMED
TLC
Tris
YE

poliwinylopyrolidon

odwrdcona faza

kwas salicylowy

nabyta odporno$¢ systemiczna
dodecylosiarczan sodu

silny kationit

Swieza masa

kwas trichlorooctowy
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
chromatografia cienkowarstwowa
tri-(hydroksymetyleno)-aminometan

elisytor drozdzowy

Stosowane skroéty i oznaczenia






1. Cel pracy

Fenolowe metabolity wtorne odgrywajg istotng role w zyciu roélin, szczeg6lnie w ich
oddziatywaniach z otaczajgcym $rodowiskiem. Zwigzki te moga wystepowacé konstytutywnie
w roélinie jako wolne aglikony lub tez w postaci potaczen glikozydowych. Aktywnos¢
biologiczng w oddziatywaniu z otoczeniem wykazujg jednak gtownie aglikony. Nieaktywne
glikozydy metabolitow fenolowych moga petni¢ funkcje formy zapasowej lub transportowej.
Uwolnienie aglikondw z tych potaczen bedzie wiec zalezne od wystepowania i aktywnosci
odpowiedniego enzymu hydrolitycznego.

Jak dotad stwierdzono wystepowanie w réznych gatunkach roslin enzymow
hydrolizujacych glikozydy kilku klas metabolitow, w tym réwniez niektérych grup zwigzkow
fenolowych: monolignoli, kwasu salicylowego oraz flawonoiddéw. Te ostatnie charakteryzujg
sie réznorodng aktywnoscig biologiczng i sg szeroko rozpowszechnione w krélestwie roslin.
U roslin motylkowatych flawonoidy petnig dwie zasadnicze funkcje. Sg elementem uktadu
obronnego roslin w oddziatywaniach z mikroorganizmami patogennymi, a takze chemicznymi
sygnatami dla mikroorganizmow symbiotycznych. Wyniki niektérych badan sugeruja, ze w
obu typach oddziatywan rosliny moga korzysta¢ z aglikonéw flawonoidéw uwolnionych w
wyniku hydrolizy zmagazynowanych glukozydéw. Jak dotad jednak nie uzyskano
jednoznacznych dowodéw na istnienie takiego mechanizmu. Nie zostata rowniez
scharakteryzowana zadna z glukozydaz bioracych udziat w tym procesie.

Przedstawione powyzej fakty staty sie podstawg badan, ktérych wyniki prezentowane sa
W niniejszej pracy. Badania te prowadzono na roélinach tubinu biatego {Lupinus albus L.),
ktore charakteryzujg sie wysokg konstytutywng zawartoscig glikozydow izoflawonoiddw.
Wydajg sie wiec one dobrym uktadem modelowym do badan nad metabolizmem glukozydéw
zwigzkow fenolowych oraz jego zwigzkiem z oddziatywaniami roélin ze Srodowiskiem.

Celem pracy byfa proba odpowiedzi na pytanie, czy w ro$linach tubinu biatego istnieje
aktywny ukfad glukozydaza - glukozydy izoflawonoidow? Cel ten starano sie osiagnac¢
poprzez badania nastepujacych zagadnien:

e Charakterystyka P-glukozydaz w tubinie biatym
e Wzajemna lokalizacja enzymu i jego substratbw na poziomie tkankowym i
subkomérkowym

e Zmiany aktywnosci enzymu wywotane dziataniem czynnikéw Srodowiskowych
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2.Przeglad literatury

2.1. Wprowadzenie

Problematyka, ktdrej poSwiecona jest niniejsza rozprawa, zwigzana jest z dwoma
odrebnymi zagadnieniami. Pierwsze z nich dotyczy P-glukozydaz i ich substratow, drugie -
zwigzkow fenolowych, w szczegolnosci flawonoidow. Kazde z tych zagadnien jest szeroko
opisywane w literaturze, dlatego tez w prezentowanym tutaj przegladzie ich zakres zostat
ograniczony.

W czeSci poswieconej P-glukozydazom omowiono jedynie enzymy hydrolizujace
glikozydy metabolitow, ktdre odgrywajg lub moga odgrywac istotng role w procesach
zyciowych roélin. Tak sformutowany zakres objat rowniez glukohydrolazy oligo- i
polisacharydow $cian komorkowych, poniewaz enzymy te spetniajg wazng funkcje w
procesach rozwojowych i reakcjach obronnych. Pominigto natomiast zagadnienia zwigzane z
glikozylacjg i deglikozylacjg biatek. W kazdym z opisanych przyktadow starano sie
przedstawi¢ funkcje metabolitu, role jaka odgrywa odpowiednia P-glukozydaza w jego
przemianach oraz znaczenie tych proceséw dla rosliny.

W przegladzie literatury dotyczacym flawonoidéw omdwiono ich biogeneze, ktadac
szczegllny nacisk na reakcje tworzenia i hydrolizy potgczenn glikozydowych tych
metabolitdw. Przedstawienie zagadnien zwigzanych z aktywnoscig biologiczng flawonoidow
ograniczono do dwdch probleméw: roli tych zwigzkéw w reakcjach obromiych oraz w
oddziatywaniach symbiotycznych z bakteriami brodawkowymi. W obu przypadkach
zwrdcono uwage na wyniki, ktére moga wskazywa¢ na wykorzystanie przez rosline w tych
oddziatywaniach glikozydéw flawonoidéw jako zrodta aktywnych biologicznie aglikondw.

Osobny rozdziat poswiecono wystepowaniu i funkcji flawonoidéw w tubinie biatym.

2.2. p-GLUKOZYDAZY | ICH SUBSTRATY

Wiele roznych klas metabolitow roélinnych moze wystepowaC w postaci potgczen z
cukrami. Potgczenia takie zwane sg glikozydami. Ze wzgledu na atom tworzacy wigzanie z
czasteczka cukru dzielimy je na O-, N-, C- oraz S-glikozydy. Wigzanie 0-glikozydowe jest
wigzaniem kowalentnym utworzonym pomiedzy hemiacetalowg grupg hydroksylowa cukru, a
grupg hydroksylowg zwigzku alkilowego lub arylowego. Znaczenie i metabolizm tych

zwigzkdw sg obiektem ciggtych badan, jednak doktadne funkcje glikozydéw w roslinach nie
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sg jeszcze do konca pozneine. Z chemicznego punktu widzenia glikozylowane metabolity
wtorne roznig sie od wolnych aglikonéw dwoma gtéwnymi wiasciwosciami. Po pierwsze sg
zwykle lepiej rozpuszczalne w wodzie, a po drugie sg mniej reaktywne. Dlatego tez sg one
powszechnie uwazne za nieaktywne formy zapasowe lub transportowe metabolitdw wtornych
(Hosel 1981). Hydroliza wiazania glikozydowego przez enzymy zwane glikozydazami moze
prowadzi¢ do uwolnienia biologicznie aktywnych aglikonéw. Swoisto$¢ glikozydaz
wyznaczana jest zwykle przez cukrowg cze$¢ substratu, dotyczy to zaréwno konfiguracji
wigzania glikozydowego, struktury pierscienia, jak i utozenia grup hydroksylowych (Dey &
del Campillo 1984). Ze wzgledu na konfiguracje hydrolizowanego wigzania enzymy te dzieli
sie na a- i (3-glikozydazy. W tych dwoch grupach wyrdzniane sg enzymy swoiste dla
glikozydow poszczeg6lnych cukrow. W wypadku, gdy monosacharydem w glikozydzie jest
czasteczka glukozy, enzym hydrolizujgcy to potgczenie nazywany jest glukozydaza.

Roslinne P-glukozydazy byty jednymi z pierwszych opisanych enzyméw. Przez pewien
czas wsrod badaczy przewazat poglad o braku specyficznosci tych enzyméw w stosunku do
aglikonowej czesci substratu. Jedna z przyczyn tego twierdzenia byto powszechne stosowanie
do testéw aktywnosci syntetycznych, a nie naturalnych substratow. Drugg z przyczyn byt fakt,
ze enzymy nie byly catkowicie oczyszczone i dopiero wprowadzenie lepszych technik
pozwolito na ich wydzielenie w czystej postaci (Hosel 1981, Hosel & Conn 1982, Dey & del
Campillol984, Conn 1993). Stad nowsze badania wykazaly, ze wiekszo$¢ rodlinnych P-
glukozydaz wykazuje wysoka specyficzno$¢ substratowa, réwniez w stosunku do czesci
aglikonowej substratu. Sugeruje to, ze enzymy te moga odgrywac istotng role w procesach
zyciowych rosliny. Okreslenie roli P-glukozydazy wymaga jednak poznania funkcji, jakg w
roslinie spetnia glukozyd bedacy jej substratem oraz wchodzacy w jego skiad aglikon, jak
rowniez okreslenia wzajemnej lokalizacji enzymu i jego substratu w komérce lub tkance
roslinnej. Dla wiekszosci grup metabolitow, ktdre moga wystepowaé w postaci potgczen z
glukoza, nie wszystkie te czynniki zostaty doktadnie poznane, dlatego tez rola wielu P-

glukozydaz pozostaje nierozpoznana.

2.2.1. Glukozydy cytokinin

Cytokininy sg hormonami ro$linnymi uczestniczagcymi w procesach regulacji podziatow
komédrkowych, réznicowania komorek, wzrostu, transportu asymilatbw oraz starzenia.
Wiekszo$¢ zwigzkdéw o aktywnosci cytokinin to izopentenylowe pochodne adeniny.

Najpowszechniej wystepujacg cytokining jest zeatyna, czyli 6-(y-hydroksymetylo, -

12






Przeglad literatury

metyloalliloamino)puryna (Rys. 2.1.). Cytokininy w ro$linach moga wystepowac¢ w postaci
niezwigzanych czasteczek oraz w potgczeniach z innymi zwigzkami, gtéwnie z glukozag
(Letham & Palni 1983, Brzobohaty i wspOtpr. 1994, Sembdner i wspotpr. 1994). Czasteczka
glukozy moze zosta¢ przytaczona do jednego z atomOw azotu pierscienia purynowego,
powstaja wowczas N-glukozydy cytokinin lub do atomu tlenu tarcucha izopentenylowego
tworzac 0-glukozyd (Rys. 2.1.). Wér6d N-glukozyddw w roslinach zidentyfikowano 3-, 7- i
9-N-glukozydy. Zwigzki te nie wykazujg aktywnosci biologicznej i charakteryzujg sie duza
stabilnoscig metaboliczng, dlatego przypuszcza sie, ze tworzenie tych potgczen prowadzi do
nieodwracalnej inaktywacji cytokinin. W przeciwienstwie do N-glukozydéw, 0-glukozydy
cytokinin sg mniej stabilne i moga ulega¢ hydrolizie, co sugeruje, ze stuzag one jako forma

transportowa lub zapasowa cytokinin.

HOCH2

Rys. 2.1. Struktura zeatyny (A) i P-O-glukozydu zeatyny (B).

U niektérych roélin stwierdzono, ze zawarto$¢ 0-glukozyddéw cytokinin spada
gwattownie w tych fazach rozwojowych, podczas ktorych nastepuje intensyfikacja podziatow
komorkowych. Spadek taki wykryto w kietkujgcych siewkach kukurydzy (Zea mays L.),
podczas rozwoju pgkoéw bocznych siewek fasoli {Phaseolus vulgaris L.) oraz w rozwijajacych
sie pgkach apikalnych w bulwach ziemniaka {Solarium tuberosum L.) (Letham & Palni 1983,
Brzobohaty i wspotpr. 1994). Przypuszcza sig, ze w procesach tych istotng role odgrywaja
cytokininy, ktdre zostaty uwolnione z pofaczen 0-glukozydowych. Kontrolowane uwalnianie
wolnych cytokinin z ich glukozydéw wymaga dziatania swoistej P-glukozydazy. Enzym,
ktory mogiby uczestniczy¢ w tym procesie wyizolowano z koleoptyli siewek kukurydzy.
Hydrolizowat on O- i N-3-glukozydy cytokinin, wykazujgc stabg aktywnos¢ w stosunku do
innych naturalnie wystepujacych glukozyddw, takich jak salicyna czy celobioza (Campos i
wspOtpr. 1992, Brzobohaty i wspoOtpr. 1993). Immunocytochemiczne analizy korzeni 3-
dniowych siewek kukurydzy wykazaty, ze enzym ten wystepuje w strefach aktywnych

podziatdw komorkowych merystemu stozka wzrostu (Brzobohaty i wspdtpr. 1993). Sugeruje
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sie wiec, ze 0-glukozydy cytokinin moga by¢ transportowane z bielma do merystemu, gdzie
nastepnie sg hydrolizowane przez enzym swoiscie uwalniajgcy aktywne cytokininy. Enzym
hydrolizujacy P-O-glukozyd zeatyny wyizolowano réwniez z nasion rzepaku (Brassica napus
L.). Hybrydyzacja in situ wykazata akumulacje mRNA P-glukozydazy w miodych tkankach
rzepaku, w ktoérych zachodzg intensywne podziaty komorkowe: w pedowym stozku wzrostu,
w dolnej czesci hypokotyla, w korzeniu oraz w dojrzewajacych nasionach (Falk & Rask
1995).

Istniejg przypuszczenia, ze mechanizm regulacji aktywno$ci cytokinin w roslinie
poprzez tworzenie ich potaczen glukozydowych zostat wykorzystany przez niektore bakterie
patogenne. Wiadomo, ze Agrobacterium tumefaciens i A. rhizogenes przekazujg fragment T-
DNA ze swojego plazmidu do genomu rodlinnego (Chilton i wspdtpr. 1982, Zambryski i
wspbtpr. 1989, Gaudin i wspOtpr. 1994). W przypadku A. tumefaciens - bakterii
wywotujacych guzowato$¢ szyjki korzeniowej, fragment T-DNA zawiera geny kodujace
biatka uczestniczace w biosyntezie zwigzkdéw o akty'ATiosci auksyn i cytokinin (Zambryski i
wspotpr. 1989, Brzobohaty i wspdtpr. 1994, Gaudin i wspotpr. 1994). Do tej pory nieznana
pozostaje funkcja gendw znajdujacych sie we fragmencie T-DNA wprowadzanym do genomu
rosliny przez wywotujgce wiosowatos¢ uktadu korzeniowego baikterie A. rhizogenes.
Wiadomo, ze ekspresja jednego z tych gendw {rolC) w roslinach transgenicznych powoduje
istotne zmiany fenotypowe (Faiss i wspotpr. 1996). Zmiany te obserwowano u roslin
nalezacych do roznych gatunkoéw, co sugeruje, ze produkt tego genu modyfikuje jaki$
powszechnie wystepujacy mechanizm regulacji wzrostu. Biatko uzyskane w wyniku ekspresji
genu rolC w Escherichia coli wykazywato wiasciwosci P-glukozydazy, ktéra moze
hydrolizowa¢ glukozydy cytokinin (Estruch i wspotpr. 1991). Uwalnianie cytokinin z ich
nieaktywnych potaczen glukozydowych mogtoby w istotny sposéb zaktdci¢ rozwoj rosliny.
Badania nad transgenicznymi ro$linami tytoniu, w ktérych dokonano ekspresji genu rolC nie
wykazaty jednak wzrostu zawartosci cytokinin i spadku poziomu ich glukozydéw (Nilsson i
wspOtpr. 1993, Faiss i wspoOtpr. 1996). Nie mozna wiec jednoznacznie stwierdzi¢, ze gen rolC

rzeczywiscie koduje P-glukozydaze swoiscie hydrolizujaca glukozydy cytokinin.

2.2.2. Glukozydy monolignoli

Ligniny sg polimerami fenolowymi wystepujagcymi w niektorych S$cianach
komorkowych roslin. Elementami sktadowymi lignin sa trzy podstawowe monomery, zwane

monolignolami: alkohol p-kumarylowy, alkohol koniferylowy i alkohol synapinowy (Rys.
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2.2.). Podczas biosyntezy lignin monolignole sg przeksztatcane przy udziale oksydaz w
rodniki, ktore nastepnie ulegaja reakcji polimeryzacji. W wiekszosci roslin nagozalagzkowych
ligniny skfadajg sie gtdwnie z monomeréw alkoholu koniferylowego z niewielkim dodatkiem
jednostek alkoholu p-kumarylowego, natomiast u roslin okrytozalagzkowych w skfad lignin
wchodzg gtoéwnie jednostki pochodzace z alkoholu synapinowego oraz koniferylowego z
niewielkim dodatkiem monomeréw alkoholu p-kumarylowego. Wzgledne proporcje
monomerdw lignin sg rézne dla poszczego6lnych gatunkdéw roélin, rodzajow komorek, a nawet
dla fragmentow Sciany pojedynczej komorki. Skiad lignin ulega réwniez zmianom podczas
ontogenezy, w kolejnych fazach rozwoju mogg by¢ wprowadzane do polimeru rdzne
monolignole (Whetten & Sederoff 1995, Boudet 1998, Whetten i wspotpr. 1998).

CH20H CH20H CH20H
OCH3 HiCO Y  OCHs
OH OH OH
alkohol p-kumarylowy alkohol koniferylowy alkohol synapinowy

Rys. 2.2. Struktury podstawowych monomeréw wchodzacych w skiad lignin.

Monolignole sg stosunkowo reaktywne i w wiekszych stezeniach moga by¢ toksyczne
dla rosliny, dlatego tez nie sg akumulowane w komorkach. Glikozylacja grupy hydroksylowej
pierscienia fenolowego zmniejsza reaktywnos¢, a wiec i toksycznosé tych zwigzkéw (Whetten
& Sederoff 1995). W r6znicujacym sie ksylemie drzew iglastych stwierdzono akumulacje 4-
0-P-D-glukozydéw monolignoli. Zawarto$¢ koniferyny (4-0-P-D-glukozyd alkoholu
koniferylowego) w tej tkance moze dochodzi¢ do kilku procent Swiezej masy (Savidge 1989,
Whetten & Sederoff 1995, Whetten i wspotpr. 1998). Glukozydy monolignoli wykryto
rowniez u niektorych roélinach okrytozalgzkowych, jednak ich zawarto$¢ i profil akumulacji
jest inny niz w ro$linach nagozalgzkowych. Wystepujaca w lilaku pospolitym {Syringa
vulgaris L.) syringina (P-glukozyd alkoholu synapinowego) akumulowana jest zarébwno w
ksylemie, jak i we floemie, ajej zawarto$¢ siega jedynie 1% Swiezej masy tkanki (Whetten &
Sederoff 1995).

Glukozydy monolignoli jako zwiazki mniej reaktywne od aglikonéw nie sg utleniane

przez oksydazy biorace udziat w biosyntezie lignin, uwaza sie je wiec za forme transportowg
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lub zapasowa prekursoréw lignin. Taka funkcje tych zwigzkéw potwierdzajg badania z
radioaktywnie znakowanymi prekursorami: [U-"*C]-L-Phe lub ™CO2, wykazujgce, ze w
siewkach S$wierku pospolitego (Picea abies L.) koniferyna ulega ciggtym przemianom
metabolicznym (Marcinowski & Grisebach 1977). Przemiany te zachodzgjednak stosunkowo
wolno, co sugeruje, ze tylko cze$¢ syntezy lignin przebiega szlakiem wykorzystujgcym
koniferyne. Zawarto$¢ koniferyny w ksylemie drzew iglastych ulega réwniez zmianom
sezonowym, ktére zwigzane sg z fazami wzrostu. Najnizsza zawarto$¢ tego zwigzku
obserwowana jest w okresie spoczynku. Wiosng, wraz ze wznowieniem podziatow
komorkowych, ilo$¢ koniferyny zwieksza sig, a wzrost ten obserwuje sie bezposrednio przed
rozpoczeciem lignifikacji (Savidge 1988, 1989, Savidge & Forster 1998). Sezonowe zmiany
zawarto$ci koniferyny skorelowane sg ze zmianami aktywnosci UDP-glukozylotransferazy
alkoholu koniferylowego (Savidge & Forster 1998).

Wykorzystanie przez rosline glukozyddéw monolignoli do syntezy lignin mozliwe jest
dzieki specyficznej p-glukozydazie uwalniajagcej aglikon. Enzym, ktory hydrolizuje
koniferyne wyizolowano ze S$cian komorkowych hypokotyli i korzeni siewek Swierku
pospolitego (Marcinowski & Grisebach 1978). p-glukozydaze o podobnej specyficznosci
substratowej wyizolowano réwniez ze $cian komorek hodowli zawiesinowej ciecierzycy
{Cicer arietinum L.) (Hdsel i wspbtpr. 1978). Stosujac metode lokalizacji
immunohistochemicznej stwierdzono, ze w siewkach tej rosliny enzym wystepuje w $cianach
komorkowych epidermy, endodermy i egzodermy oraz ksylemu (Burmeister & Haésel 1981).
Natomiast z hodowli zawiesinowej soji {Glycine max L.) wyizolowano P-glukozydaze, ktdra
swoiscie hydrolizowata zaréwno koniferyne, jak i syringine (Hésel & Todenhagen 1980). W
zadnym jednak przypadku nie wykazano bezposredniego zwigzku p-glukozydazy z biosynteza
lignin. Lepszego dowodu dostarczyta izolacja p-glukozydaz specyficznych dla koniferyny z
rozwijajacego sie ksylemu sosny Banksa {Pinus banksiana Lamb.) (Leinhos i wspotpr. 1994) i
sosny wydmowej {Pinus contorta L.) (Dharmawardhana i wspdtpr. 1995). Metody stosowane
podczas ekstrakcji tych enzyméw z tkanki roslinnej wskazuja, ze w pierwszym przypadku
mamy do czynienia z enzymem cytoplazmatycznym, a w drugim z enzymem zwigzanym ze
$cianami  komorkowymi. Wyizolowana z sosny wydmowej P-glukozydaza hydrolizowata
rowniez syringine. Lokalizacja in situ wykazata, ze enzym ten wystepuje prawie wytgcznie w
ulegajacych lignifikacji obszarach ksylemu wtornego, a miejsca jego najwiekszej aktywnosci
pokrywajg sie z miejscami aktywno$ci peroksydazy, ktora przeksztatca monolignole do

rodnikéw fenoksylowych (Dharmawardhana i wspotpr. 1995).
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2.2.3.Glukozyd kwasu salicylowego

Kwas salicylowy (SA) jest zwigzkiem fenolowym powszechnie uwazanym za czynnik
niezbedny dla indukcji biatek PR (z ang. Pathogenesis-Related) oraz nabytej odpornosci
systemicznej (SAR; z ang. Systemie Acquired Resistance). Stwierdzono, ze w ro$linach
ogoérka {Cucumis sativus L.), tytoniu {Nicotiana tabacum L.) i rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana L.) poziom SA wzrasta do kilkuset razy po infekcji przez mikroorganizmy
patogenne, a wzrost ten jest skorelowany z aktywacjg SAR. Badania prowadzone na réznych
roslinach, zaréwno jedno-, jak i dwulisciennych wykazaty, ze rbéwniez egzogenne
wprowadzenie SA do tkanki roslinnej wywotuje natychmiastowg indukcje SAR (Malamy &
Klessig 1992, Klessig & Malamy 1994, Ryals i wspotpr. 1996, Dumer i wspdtpr. 1997,
Klessig i wspotpr. 1998, Dempsey i wspdtpr. 1999). Dodatkowych dowoddw na role SA w
indukcji mechanizmoéw obronnych dostarczyly do$wiadczenia z transgenicznymi ro$linami
tytoniu, w ktorych dokonano ekspresji bakteryjnego genu hydroksylazy salicylanowej (nahG),
ktora rozktada SA. W roslinach tych po infekcji wirusem mozaiki tytoniowej (TMV) nie
dochodzito do indukcji SAR, a plamy nekrotyczne powstajgce w miejscu infekcji byty
znacznie wigksze niz w roslinach kontrolnych (Gaffney i wspdtpr. 1993). Rosliny tytoniu i
rzodkiewnika z wprowadzonym genem nahG wykazaty zwiekszong podatno$é na infekcje
przez patogeny zarowno wirusowe, bakteryjne, jak i grzybowe (Delaney i wspotpr. 1994).
Wyniki te wskazujg, ze akumulacja SA jest istotna nie tylko dla powstawania SAR, ale
rowniez dla indukcji innych mechanizméw obronnych. Badania prowadzone na zawiesinach
komdrkowych wykazaty, ze egzogenne wprowadzenie do zawiesiny fizjologicznych stezen
SA wzmaga wywotang infekcjg przez wirulentne i awirulentne szczepy patogendéw indukcje
transkrypcji genow obronnych, akumulacje H202 oraz reakcje nadwrazliwosci (HR; z ang.
Hypersensitive Response) (Draper 1997, Shirasu i wspotpr. 1997).

Chociaz zwigzek SA z SAR oraz innymi reakcjami obronymi zostal dos¢ dobrze
udowodniony, do tej pory nie wyjasniono, jakg role odgrywa SA w indukcji mechanizméw
obronnych. Nie wiadomo tez, czy SA jest czasteczkg sygnalng, ktdra moze by¢
transportowana w roélinie (Ryals i wspdtpr. 1996, Dumer i wspdtpr. 1997, Klessig i wspdtpr.
1998, Van Camp i wspdtpr. 1998, Dempsey i wspotpr. 1999)? Wyniki prowadzonych badan
wskazujg na to, ze w indukcji SAR i innych mechanizméw obronnych uczestniczg
rownoczesnie z SA inne czasteczki: H202 i NO' (Van Camp i wspdtpr. 1998, Dempsey |

wspOtpr. 1999).
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Inokulacja lisci tytoniu wirusem TMV powoduje, oprécz wzrostu zawartosci
endogennego SA, réwniez wzrost ilosci glukozydu SA (Enyedi i wspdtpr. 1992, Malamy i
wspotpr. 1992). Podobnie infiltracja liSci tytoniu SA prowadzi do wzrostu zawartosci jego
glukozydu. W obu przypadkach wzrost zawartosci glukozydu skorelowany jest ze wzrostem
aktywnosci specyficznej glukozylotransferazy (Enyedi & Raskin 1993, Lee & Raskin 1998).
Réwniez w owsie {Avena sativa L.) oraz w Mallotus japonicus wykazano indukcje
aktywnosci takiego enzymu pod wptywem SA (Klessig & Malamy 1994). Przypuszcza sie, ze
aktywacja glukozylotransferazy nastepuje w momencie przekroczenia pewnej granicznej
zawartosci SA w komdrce (Enyedi i wspOtpr. 1992). W ten sposob roslina moze regulowac
transdukcje sygnatu prowadzacego do odpornosci nabytej lub broni¢ sie przed toksycznym
stezeniem SA przeksztatcajac go w odpowiedni glukozyd. Z drugiej strony wprowadzony
egzogennie do przestwordw miedzykomorkowych lisci tytoniu glukozyd ulega hydrolizie, a
powstaty SA wnika do komorek, gdzie indukuje biatka PR i nastepnie ulega ponownej
glukozylacji (Hennig i wspotpr. 1993). Testy enzymatyczne z uzyciem preparatu biatek $cian
komorkowych tytoniu wykazaty istnienie w przestworach miedzykomorkowych aktywnosci P
-glukozydazy hydrolizujacej glukozyd SA (Chen i wspdipr. 1995, Seo i wspOtpr. 1995).
Egzogenne wprowadzenie SA do tkanki ro$linnej powodowato wzrost aktywno$ci P-
glukozydazy (Seo i wspOtpr. 1995). Stosowany w testach preparat bialek hydrolizowat
rowniez inne glukozydy, nie mozna wiec jednoznacznie stwierdzi¢, ze w przestworach
miedzykomorkowych tytoniu znajduje sie enzym swoisty dla glukozydu SA (Chen i wspotpr.
1995). Jesli P-glukozydaza hydrolizujaca glukozyd SA zlokalizowana jest rzeczywiscie w
przestworach miedzykomorkowych, to lokalizacja taka moze mieC istotne znaczenie dla
mechanizmoéw obronnych. W wyniku pierwszej infekcji w roslinie dochodzi do syntezy SA,
ktory nastepnie zostaje zmagazynowany w komdrkach w postaci glukozydu. Podczas infekcji
wtornej, na skutek uszkodzenia komdrek rosliny przez patogena, glukozyd zostaje
zhydrolizowany, a uwolnione gwattownie duze ilosci SA mogg wnika¢ do komorek
sasiadujacych z miejscem infekcji i indukowac w nich mechanizmy obronne o wiele szybciej i
skuteczniej niz w przypadku infekcji pierwotnej (Klessig & Malamy 1994, Klessig i wspotpr.
1998).

2.2.4. Glikozydy cyjanogenne

W roélinach zaliczanych do okoto 3000 gatunkéw stwierdzono wystepowanie zjawiska

okreSlonego mianem cyjanogenezy, czyli zdolnosci do wydzielania cyjanowodoru. W
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wiekszosci opisanych przypadkéw zjawisko to zwigzane jest z grupa metabolitow
nazywanych glikozydami cyjanogennymi (Poulton 1990). Zwigzki te sg P-O-glikozydarni a-
hydroksynitryli, w ktérych, oprdcz nielicznych przypadkéw di- lub triglikozyddw, czasteczka
cukru jest D-glukoza potaczona z aglikonem o charakterze alifatycznym, aromatycznym lub
alicyklicznym (Conn 1981, Poulton 1990). Reakcja hydrolizy wigzania glikozydowego
prowadzi do powstania a-hydroksynitrylu, ktdry nastepnie moze, samorzutnie lub przy

udziale liazy hydroksynitrylowej, ulec rozpadowi z wydzieleniem cyjanowodoru (Rys. 2.3.).

CH20H A CH20H

i—0 Hoo 1—0 OH OH
HoM—r P-glukozydaza ho HO'CAN
OH OH
HA" o
HCN
HO"  C=N Y

Rys. 2.3. Katabolizm glikozyddw cyjanogennych na przykiadzie duryny.

W nieuszkodzonych tkankach rodlinnych nie dochodzi do cyjanogenezy, poniewaz
zapobiega temu kompartmentacja enzymu i jego substratu. W przypadku ro$lin sorga
{Sorghum bicolor L.) oraz nasion $liwy domowej {Prunus domestica L.) i czeremchy p6znej
{P. serotina L.) rozdzielenie metabolitow i odpowiednich enzymdw jest swoiste tkankowo
(Poulton 1990, Poulton & Li 1994). W wielu innych roslinach stosujac metody histologiczne,
immunocytochemiczne oraz pozyskiwanie ptyndw apoplastycznych stwierdzono, ze P-
glukozydazy swoiste dla glukozyddéw cyjanogennych wystepuja w przestworach
miedzykomdrkowych (Kakes 1985, Poulton 1990, Selmar 1993). Biorgc pod uwage fakt, ze
glikozydy cyjanogenne magazynowane sg W wakuoli mozna stwierdzi¢, ze izolacja tych
zwigzkow od enzymdw hydrolitycznych obserwowana jest na poziomie subkomérkow}'m. W
momencie uszkodzenia tkanek roslinnych przez roslinozercéw, glikozydy cyjanogenne moga
zosta¢ zhydrolizowane przez glikozydaze, co w konsekwencji prowadzi do powstania
cyjanowodoru (Conn 1981, Poulton 1990). Glikozydy cyjanogenne petnig wiec w roslinie
funkcje obronne jako zrddto toksycznego cyjanowodoru, a kluczowym enzymem biorgcym
udziat w procesie jego powstawania jest glikozydaza.

Badania prowadzone nad p-glukozydazami biorgcymi udziat w cyjanogenezie w

roSlinach takich jak: czeremcha p6zna, sorgo, zakle$n olbrzymia {Alocasia macrorrhiza L.),
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koniczyna biata {Trifolium repens L.), Davallia trichomanoides i Triglochin mantima
wykazaty, ze sgto enzymy o wysokiej specyficznosci substratowej w stosunku do glukozydu
wystepujacego w danej roslinie (Conn 1981, Hosel 1981, Poulton 1990). Z badanych dotad
enzymoOw jedynie glukozydazy hydrolizujgce linamaryne (Rys. 2.4.), a wystepujace w
roSlinach Inu (Linum usitatissimum L.) oraz kauczukowca brazylijskiego {Hevea brasiliensis
Mili.), nie wykazywaly znaczacej specyficznosci do czesci aglikonowej substratu (Poulton
1990, Selmar 1993). Enzymy te nie hydrolizujg jednak wystepujacej w tych ro$linach
linustatyny (Rys. 2.4.) - diglukozydu analogicznego do linamaryny. Linustatyna jest
hydrolizowana jedynie przez swoistg diglukozydaze (Selmar i wspotpr. 1988, Selmar 1993).
Podczas gdy wystepujace w obu rodlinach enzymy hydrolizujgce linamaryne obecne sg w
przestworach miedzykomoérkowych, diglukozydazy sa enzymami cytoplazmatycznymi
(Poulton 1990, Selmar 1993).

CH20H CH3
o o—(--CH3
" CN

HON—f
OH

linamaryna

B CH20H CN

HOM*<“—F
OH OH

amygdalina prunazyna

Rys. 2.4. Struktury wybranych glikozydéw cyjanogennych wystepujacych w roslinach Inu i
kauczukowca brazylijskiego (A) oraz $liwy domowej (B).

Istnienie swoistej mono- i diglukozydazy oraz ich odmienna lokalizacja subkomdérkowa
zwigzane sg z transportem glikozydow cyjanogennych w rodlinie. Linamaryna nie moze by¢
transportowana w roslinie, poniewaz podczas przejScia przez apoplast ulegtaby hydrolizie
przez znajdujgcg sie tam monoglukozydaze. Rzeczywiscie, badania prowadzone na siewkach
kauczukowca wykazaty, ze zmagazynowana w bielmie nasion linamaryna ulega
przeksztatceniu w linustatyne, ktdra jest transportowana do réznych czesci rozwijajacej sie
siewki (Selmar i wspoOtpr. 1987, 1988, 1991). Diglukozyd ten moze ulec hydrolizie z
odtworzeniem linamaryny lub zosta¢ wykorzystany przez rosline jako zrédto azotu, na co

wskazuje wysoka aktywno$¢ syntazy p-cyjanoalaninowej oraz spadek catkowitej puli
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glukozyddéw cyjanogennych podczas pierwszych dni rozwoju siewek kauczukowca
brazylijskiego (Selmar i wspdtpr. 1988, 1991). Istnienie takiego samego mechanizmu
transportu z bielma do zarodka stwierdzono takze w dojrzewajgcych nasionach Inu i
przypuszcza sie, ze moze on wystepowac rowniez w innych ro$linach zawierajgcych
linamaryne i linustatyne (Kurzhals i wspOtpr. 1989, Selmar 1993). Badania nad
dojrzewajgcymi nasionami Sliwy domowej wykazaty, ze podobny ukfad moze tworzy¢ inny
glukozyd cyjanogenny - prunazyna i jej analogiczny diglukozyd amygdalina (Rys. 2.4.)
(Selmar 1993).

2.2.5. Saponiny

Saponiny sg glikozylowanymi metabolitami szeroko rozpowszechnionymi w krélestwie
ro$lin. Mozna je podzieli¢ na trzy grupy w zaleznosci od struktury aglikonu, ktorym moze by¢
triterpenoid, steroid lub glikoalkaloid steroidowy. We wszystkich saponinach w pozycji 3-
aglikonu podstawiony jest fancuch cukrowy (Osbourn 1996).

Wiekszo$¢ saponin wykazuje wiasciwosci fungicydowe, a poniewaz zwigzki te
wystepujg w zdrowych roélinach w stosunkowo wysokich stezeniach, uwaza sie, ze sg one
odpowiedzialne za odporno$¢ roslin na niektore grzyby patogerme. Whasciwosci fungicydowe
saponin wynikajg z ich zdolnosci do uszkadzania bton komdrkowych. Badania
przeprowadzone na glikoalkaloidach wystepujacych w roslinach ziemniaka: a-solaning i a-
chakoning oraz nad a-tomatyng z pomidoréw (Rys. 2.5.) wykazaty, ze cze$¢ aglikonowa tych
zwigzkow w sposob nieodwracalny wigze sie ze sterolami btony komdrkowej, natomiast
wzajemne oddziatywania pomiedzy podstawionymi w pozycji 3- aglikonu resztami
cukrowymi prowadzg do jej uszkodzenia (Keukens i wspotpr. 1992, 1995). Nie zostato do tej
pory wyjasnione, w jaki sposob rosliny bronig sie przed uszkodzeniem wiasnych bion
komorkowych przez saponiny. Mechanizm ten moze sie opieraC na specyficznej
subkomorkowej lokalizacji tych zwigzkow lub na odmiennym niz u grzybow sktadzie bton
komdrkowych (Osbourn 1996).

W niektorych roélinach wystepujg saponiny steroidowe podstawione dodatkows
czasteczka glukozy w pozycji 26- aglikonu (Mahato i wspdtpr. 1982, Osbourn 1996).
Metabolity te nie wykazujg aktywnosci biologicznej, prawdopodobnie dlatego, ze czasteczka
glukozy umieszczona na drugim koncu czesci aglikonowej zwieksza jej polarnosé, co
uniemozliwia tworzenie komplekséw ze sterolami btony komdrkowej grzybéw. Do tej grupy

zwigzkéw nalezg wystepujagce w zZdzbtach i lisciach owsa saponiny - awenacozydy A i B
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a-tomatyna
P-D-Glc(1-+3)" P-D-Rha(173)v"

R= p-D-Glc(1->) R= p-D-Glc(I™)
p-D-Rhad”z/ P-D-Rha(172/
a-solanina a-chakonina

awenacyna A-|

Rys. 2.5. Struktury wybranych saponin.

(Osbourn 1996). Hydroliza wigzania glukozydowego znajdujacego sie w pozycji 26-
awenacozyddw prowadzi do powstania zwigzkow o wiasciwos$ciach fungicydowych, zwanych
26-deglukoawenacozydami (Rys. 2.6.).

Reakcja ta jest katalizowana przez specyficzng (5-glukozydaze zlokalizowang w stromie
chloroplastow (Nisius 1988, Gus-Mayer i wspOtpr. 1994). Poniewaz awenacozydy
magazynowane sg w wakuoli, w zdrowych tkankach nie dochodzi do hydrolizy. Moze do niej
dojs¢ jedynie w wyniku zranienia spowodowanego mechanicznym uszkodzeniem lub infekcjg
(Osbourn 1996). Czasteczke glukozy w pozycji 26- zawierajg tez wystepujgce w kigczach
Costus speciosus protogracylina i protodioscyna (Mahato i wspotpr. 1982, Inoue & Ebizuka
1996, Inoue i wspotpr. 1996). Z tej tkanki wyizolowano i oczyszczono swoistg dla tych dwaéch

zwigzkow 26-0-P-glukozydaze (Inoue & Ebizuka 1996, Inoue i wspOtpr. 1996).
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CH20(<-1)P-D-Gic

(3-g|ukozydaza>

a-L-Rha(1-+4)»

awenacozyd A R= p-D-giu(i-»)
p-D-Glc(1->2)/

a-L-Rha(1
awenacozyd B R= Vd-gic(1)
P-D-Glc(173)-p-D-Glc(1->2)/

Rys. 2.6. Aktywacja awenacozydow przez swoistg 26-0-P-glukozydaze.

W wyniku reakcji hydrolizy nieaktywne biologicznie protogracylina i protodioscyna
przeksztatcane sg w posiadajace whasciwosci fungicydowe gracyline i dioscyne. Reakcja ta nie
zachodzi jednak w normalnych warunkach fizjologicznych. Swiadczy to o tym, ze enzym i
jego substraty sgrozdzielone od siebie na poziomie tkankow>'m lub subkomdrkowym.

W przeciwienstwie do glikozylacji w pozycji 26-, ktoéra prowadzi do dezaktywacji
saponin, fancuch cukrowy przytaczony w pozycji 3- odgrywa istotng role w procesie
uszkadzania bton komorkowych (Keukens i wspotpr. 1992, 1995). Zaleznos¢ aktywnosci
saponin od stopnia glikozylacji w pozycji 3- wykorzystujg niektore grzyby patogenne do ich
detoksyfikacji. Jednym z mechanizmoéw obronnych grzybow jest przeksztalcanie saponin w
zwigzki o nizszym stopniu glikozylacji, ktore charakteryzujg sie mniejszg toksycznoscia
(Crombie 1985). Patogen pomidora Septoria lycopersici wytwarza P-glukozydaze zwang pe-
tomatynaza, ktora swoiscie usuwa pojedynczg czasteczke glukozy z tetrasacharydu
przytaczonego w pozycji 3- a-tomatyny (Rys. 2.5.) (Sandrock i wspOtpr. 1996),
przeksztatcajgc w ten sposob a-tomatyne w mniej toksyczng P2-tomatyne. Z kolei u Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici wykryto inng tomatynaze, ktéra w sposob specyficzny
hydrolizuje w a-tomatynie wigzanie pomiedzy tetrascharydem, a mniej toksycznym
aglikonem (Lairiru i wspotpr. 1996). Patogen owsa Gaeumannomyces graminis var. avenae
wytwarza P-glukozydaze, ktora detoksyfikuje wystepujaca w korzeniach tej rosliny
triterpenoidowg saponine - awenacyne A-l (Rys. 2.5.) odcinajac dwie terminalne glukozy z

triglikozydu przytaczonego w pozycji 3- awenacyny (Osbourn i wspotpr. 1991). Inny z
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patogendéw owsa Septoria avenae f. sp. avenae wytwarza enzym zdolny do detoksyfikacji 26-
deglukoawenacozydéw. Enzym ten nazywany awenacozydaza, odcina kolejno czasteczki L-
ramnozy i D-glukozy 2z faincucha cukrowego podstawionego w pozycji  3-
26-degtukoawenacozydow i awenacozydow nie powodujac w drugim przypadku hydrolizy
wigzania glukozydowego w pozycji 26- (Wubben i wspotpr. 1996). U wywotujacego na wielu
roSlinach objawy szarej plesni grzybie Botrytis cinerea stwierdzono wystepowanie co
najmniej trzech réznych swoistych glikozydaz: ksylozydazy detoksyfikujgcej a-tomatyne i
digitonine oraz dwoch glukozydaz hydrolizujacych odpowiednio awenacyny i awenacozydy

(Quidde i wspbipr. 1999).

2.2.6. Glikozydy nasercowe

U roslin z rodziny Scrophulariaceae, a przede wszystkim w roélinach réznych gatunkéw
naparstnic {Digitalis sp.), wystepuje grupa metabolitbw wtornych okreslanych mianem
glikozydéw nasercowych. Zwig"i te hamuja dziatanie ATP-az sodowo-potasowych w
miesniu sercowym i dlatego powszechnie uzywane sa jako lekarstwa spowalniajgce i
wzmacniajgce prace serca. Pod wzgledem chemicznym sg to potgczenia steroidowej czesci
aglikonowej (geniny) z r6znymi cukrami, ktore przytgczone sa w pozycji 3-aglikonu i tworza
nierozgateziony taricuch o dlugosci do 5 jednostek cukrowych. W skiad glikozydéw
nasercowych wchodzg rzadko wystepujace deoksycukry, takie jak D-digitoksoza, D-diginoza
czy tez D-cymaroza (Kohlmunzer 1985). Wiekszo$¢ glikozyddéw nasercowych zawiera
czasteczke glukozy na koncu tancucha cukrowego. Zwiagzki o takiej budowie nazywane sg
glikozydami pierwotnymi, a potgczenia nie zawierajagce terminalnej glukozy nazwano
glikozydami wtérnymi (Rys. 2.7.). Podczas ekstrakcji glikozydow nasercowych z lisci czesé
glikozyddw pierwotnych ulega przeksztatceniu w glikozydy wtdrne, co moze $wiadczy¢ o
istnieniu w tkance ro$linnej swoistej P-glukozydazy, ktéra w normalnych warunkach
fizjologicznych oddzielonajest od substratu.

Ze wzgledu na wykorzystanie glikozydow nasercowych w przemysle farmaceutycznym
prowadzono liczne badania nad ich metabolizmem, a obiektem badan byly najczesciej
zawiesiny komdrkowe réznych gatunkow naparstnicy. W zawiesinach komorkowych nie
stwierdzono syntezy glikozydéw de novo, wykazano jednak, ze wprowadzone do pozywki
glikozydy nasercowe ulegajg ré6znym modyfikacjom, ws$rdd ktérych mozna wyrdznic

stereospecyficzne hydroksylacje czesSci aglikonowej oraz glukozylacje i deglukozylacje
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Rys. 2.7. Struktury wybranych glikozydéw nasercowych wystepujacych w roslinach naparstnic:
glikozydy pierwotne (A), glikozydy wtorne (B).
fancucha cukrowego. W komorkach z hodowli zawiesinowej oraz w kalusach i lisciach
naparstnicy wetnistej {D. lanata Ehrh.), naparstnicy purpurowej {D. purpurea L.), D.
heywoodii i naparstnicy zwyczajnej (D. grandiflora Mili.) wykryto aktywno$¢ 16’-0-
glukozylotransferaz glikozydéw nasercowych oraz aktywno$¢ swoistych glukozydaz
hydrolizujacych pierwotne glikozydy nasercowe (Kreis i wspotpr. 1986, Kreis & May 1990,
Kreis i wspdtpr. 1993). Testy enzymatyczne przeprowadzone na ekstraktach biatkowych
uzyskanych z lisci wykazaly, ze p-glukozydazy z réznych gatunkdéw naparstnic réznig sie
znaczaco specyficznoscig substratowa (Kreis & May 1990). Dalsze badania wykazaty, ze w
komorkach naparstnicy welnistej wystepujg co najmniej trzy rozne glukozylotransferazy oraz
dwie rozne glukozydazy biorgce udziat w metabolizmie glikozyddw nasercowych (Theurer i

wspotpr. 1994). Z lisci tej rodliny wyizolowano i oczyszczono do stanu homogennego
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P-glukozydaze, ktora w testach enzymatycznych wykazata wysoka swoistos¢ dla glikozydow
nasercowych (May & Kreis 1997).

Na podstawie zachowania podczas ekstrakcji stwierdzono, ze glukozylotransferazy sg
enzymami cytoplazmatycznymi, a aktywnos$¢ p-glukozydaz zwigzana jest z blonami
komorkowymi, poniewaz enzymy te wymywane sg z materiatu roslirmego tylko w buforach z
dodatkiem detergentu (Kreis i wspOtpr. 1986, Kreis & May 1990, May & Kreis 1997).
Badania nad komorkowa lokalizacjg ich odpowiednich substratéw wykazaty, ze pierwotne
glikozydy nasercowe zlokalizowane sa w wakuoli, w ktorej nie wykrywa sie aktywnosci
glukozylotransferaz ani swoistych P-glukozydaz (Kreis i wspOtpr. 1986, Kreis i wspotpr.
1993). Wykazano, ze wprowadzone egzogennie do zawiesiny komoérkowej naparstnicy
zwyczajnej wtdrne glikozydy nasercowe wnikajg do komorek, gdzie ulegajg modyfikacji do
glikozydow pierwotnych, ktore nastepnie moga by¢ aktywnie transportowane przez tonoplast
do wakuoli (Kreis i wspotpr. 1993). Uwaza sie wiec, ze glikozydy pierwotne sg forma
magazynowa tej klasy metabolitdéw. Doswiadczenia z glikozydem nasercowym znakowanym
weglem ""C wykazaly, ze glikozydy pierwotne sa nie tylko magazynowane, lecz moga ulegac
cigglym przemianom katalizowanym przez P-glukozydaze i glukozylotransferaze (Theurer i
wspotpr. 1994). Wszystkie te dane wskazujg na udziat p-glukozydazy w metabolizmie i
transporcie glikozydéw nasercowych, jednak nie wiadomo, z jakimi procesami
fizjologicznymi jest to zwigzane oraz czy jest to jedyna funkcja tego enzymu? Fakt, ze
podczas izolacji zwigzkdw nasercowych z lisci naparstnicy dochodzi do hydrolizy glikozyddw
pierwotnych moze sugerowaé, ze podobny proces zachodzi podczas uszkodzenia tkanki
roslinnej przez roslinozerce, a powstate w wyniku dziatania P-glukozydazy glikozydy wtdrne
spetniajg funkcje deterentne (May & Kreis 1997). Brak doktadnych danych na temat
znaczenia glikozyddéw nasercowych w procesach zyciowych roéliny uniemozliwia jednak

doktadne okreslenie roli p-glukozydazy swoistej dla tych metabolitow.

2.2.7. Polisacharydy i oligosacharydy

Obecnos¢ kilku grup hydroksylowych w czasteczkach monosacharyddéw umozliwia im
tworzenie wigzan glikozydowych pomiedzy grupg hydroksylowa przy anomerycznym atomie
wegla jednej czasteczki, a ktdrgkolwiek z pozostatych grup hydroksylowych innej czasteczki
cukru. Struktura i wiasciwosci chemiczne cukrow pozwalajg wiec na tworzenie tak polimerow

liniowych, jak i rozgatezionych. Enzymy, ktére hydrolizujg wigzania P-O-glukozydowe w
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polimerach glukozy nazywamy ogdlnie p-O-glukohydrolazami lub p-O-glukanazami. Dzieli
sie je na dwie zasadnicze grupy; endoglukohydrolazy, ktore katalizujg hydrolize
wewnetrznych wigzan glukozydowych w polisacharydach i oligosacharydach oraz
egzoglukohydrolazy, ktdre odtgczajg pojedyncze czasteczki cukrow z nieredukujacego konca
fancucha cukrowego. Prowadzone badania wykazuja, ze p-glukohydrolazy polisacharydow i
oligosacharydéw odgrywajg istotng role w niektérych procesach rozwojowych roslin oraz w

oddziatywaniach ro$lin z mikroorganizmami patogennymi.

2.2.7.1. p-l,4-glukohydrolazy

Wzrost i rozwdj roslin wymagajg modyfikacji struktury $cian komorkowych lub zmian
ich wiasciwosci fizycznych. Moze sie to odbywal poprzez wprowadzanie do S$ciany
komdrkowej nowych elementow lub przez modyfikacje juz istniejacych polimerow, dzieki
czemu mozliwa jest zmiana ksztattu lub rozmiaréw komorki. U roslin dwulisciennych
pierwotne S$ciany komorkowe zbudowane sg z trzech klas polisacharydéw: celulozy,
hemiceluloz i pektyn (Carpita & Gibeaut 1993). Podstawowy szkielet $ciany komdrkowej
stanowig wiokna mikrofibryl celulozowych, potaczone miedzy sobg taricuchami
ksyloglukandw - gtownych hemiceluloz roslin duwliSciennych. Uwaza sie, ze kluczows role
w zmianie struktury Scian komorkowych odgrywa modyfikacja i hydroliza ksyloglukanéw
(Carpita & Gibeaut 1993, Cosgrove 1997, 1999). Przebudowa ich tancuchéw zachodzi
podczas dojrzewania owocOw, abscysji organow oraz w trakcie wzrostu komorek. Wyniki
prowadzonych badan wskazujg ze istotng role w tych procesach odgrywajg p-l,4-glukanazy
hydrolizujgce wigzania P(1°4) w rdzeniu glukanowym ksyloglukandéw. Stwierdzono, ze
niektore geny kodujace P-l,4-glukanazy ulegajg zwiekszonej ekspresji w miodych szybko
rosngcych tkankach (Wu i wspotpr. 1996, Brummell i wspotpr. 1997a, Catala i wspOtpr.
1997). Ekspresja innych gendéw kodujacych p-l,4-glukanazy obserwowana jest w
dojrzewajacych owocach (Lashbrook i wspdtpr. 1994, Harpster i wspoOtpr. 1998, Llop-Tous i
wspotpr. 1999) oraz podczas abscysji organdw (del Campilo & Bennett 1996, Trainotti i
wspOtpr. 1998, Lashbrook i wspdtpr. 1998). Na zwigzek ekspresji wszystkich tych genéw z
procesami rozwojowymi wskazuje dodatkowo fakt, ze zwieksza sie ona pod wptywem auksyn
lub etylenu.

Oprocz hydrolizy ksyloglukandw, P-l,4-glukanazy moga spetniac rowniez inne funkcje.
W ro$linach pomidora stwierdzono akumulacje mRNA kodujagcego zwigzang z biong

komorkowa P-l,4-glukanaze, ktéra prawdopodobnie uczestniczy w procesie biosyntezy
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celulozy (Brummell i wspdtpr. 1997b). Istnienie genu kodujgcego biatko o podobnych
wiasciwosciach stwierdzono w roslinach rzodkiewnika i wykazano, ze mutacja w tym genie
powoduje istotne zmiany fenotypowe (Nicol & Héfte 1998, Nicol i wspdtpr. 1998). Mutanty
charakteryzowaty sie kartowatoscig oraz zmianami w strukturze pierwotnych $cian
komorkowych.

Przypuszcza sie, ze P-l,4-glukanazy odgrywajg istotng role w procesie uwalniania
materiatow zapasowych w nasionach zbéz. Bielmo nasion zbdz jest tkankg zapasowag w
ktorej zgromadzone sg skrobia i biatka zapasowe stanowigce zrodto energii i azotu podczas
poczatkowych faz rozwoju siewki. Sciany komérkowe bielma stanowia fizyczng bariere
pomiedzy materiatami zapasowymi, a hydrolizujgcymi je enzymami takimi jak a-amylazy i
endopeptydazy, ktore podczas kietkowania wydzielane sa z otaczajgcej bielmo warstwy
komdrek aleuronowych. Wykorzystanie przez rozwijajacy sie zarodek materiatow
zapasowych wymaga wiec degradacji $cian komdrkowych bielma. Gtownymi skfadnikami
tych $cian sg P-1,3-,p-1,4-glukany oraz arabinoksylany. W poczatkowych fazach kietkowania
$ciany komorkowe bielma sg czeSciowo degradowane przez odpowiednie hydrolazy. Enzymy,
ktére moga bra¢ udziat w tym procesie zostaty dos¢ dobrze poznane w kietkujacych nasionach
jeczmienia {Hordeum vulgare L.). W jego siewkach wykryto dwa izoenzymy o aktywnosci
endohydrolaz P-I,3-,P-l,4-glukanéw. Gen pierwszego z nich ulega ekspresji w scutellum
kietkujacego nasiona oraz w miodych lisciach i korzeniach siewki, podczas gdy ekspresja
genu drugiego izoenzymu ograniczona jest do warstwy komorek aleuronowych kietkujacego
nasiona (Hoj & Fincher 1995). Enzymy te hydrolizujg wigzania P(I->4) w P-1,3-,P-1,4-
glukanach tworzac mieszanine oligosacharydow, wsrdd ktorych wiekszo$¢ stanowig 3-0-P*
celobiozo-D-glukoza oraz 3-0-p-celotriozo-D-glukoza (Hrmova i wspétpr. 1997). Dziatanie P
-glukoendohydrolaz niszczy Sciany komodrkowe bielma w stopniu umozliwiajgcym dostep
odpowiednich enzymoéw hydrolitycznych do zgromadzonych w bielmie materiatow
zapasowych. Z kietkujacych nasion jeczmienia wyizolowano réwniez dwa izoenzymy, o0
wiasciwosciach P-glukoegzohydrolaz, hydrolizujgce P-I,3-glukany oraz p-I,3-,p-1,4-glukany
(Hrmova i wspOtpr. 1996, Hrmova & Fincher 1998), a takze dwa izoenzymy hydrolizujgce
wigzanie P(1"4)-glukozydowe (Hrmova i wspotpr. 1996, Leah i wspotpr. 1995). Enzymy te
mogg hydrolizowa¢ powstate w wyniku dziatania P-l,3-,P-1,4-glukoendohydrolaz

oligosacharydy do monomerycznych czasteczek glukozy.
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2.2.7.2,P-1,3-glukohydrolazy

P-1,3-glukanazy sg enzymami powszechnie wystepujacymi w roslinach. Ich substratem
sg P-1,3-glukany obecne w $cianach komérkowych kilku rodzajéw komdrek roslinnych oraz p
-1,3-,1,6-glukany, ktore sg gtownym skiadnikiem $cian komdrkowych wielu grzybdow.
Stwierdzono, ze infekcja przez mikroorganizmy patogenne lub zastosowanie elisytoréw
biotycznych powoduje wzrost aktywnosci p-1,3-glukanaz i chitynaz, ktore hydrolizujg
chitynowy szkielet Scian komdrkowych grzybow. Taki wzrost aktywnosci zaobserwowano u
grochu (Mauch i wspdtpr. 1984, 1988), kukurydzy (Cordero i wspdtpr. 1994), tytoniu
(Kauffmann i wspOtpr. 1987), ciecierzycy (Vogelsang & Barz 1993), jeczmienia (Kaku i
wspotpr. 1997) oraz pszenicy (Munch-Garthoff i wspotpr. 1997). Wyniki te sg podstawa
przypuszczen, ze P-1,3-glukanazy odgrywajg bezposrednig role w mechanizmach obronnych
roéliny. DoSwiadczenia in vitro wykazaly, ze mieszanina P-l,3-glukanaz i chitynaz moze
inhibowac wzrost grzybow powodujgc degradacje Sciany strzepki (Leah i wsp6tpr. 1991, van
de Rhee i wspotpr. 1994). Do tej pory nie wykazano jednak, czy enzymy te hamujg rozwoj
grzybow in vivo. Dodatkowo P-1,3-glukanazy moga posrednio wptywaé¢ na indukcje
mechanizmoéw obronnych w roé$linie. Uwolnione, podczas katalizowanej przez te enzymy
hydrolizy $cian komdrkowych grzybdw, rozgatezione lub podstawione P-1,3-,P-1,6-D-
glukany sg zwigzkami o wiasciwosciach elisytorow, ktdre moga uruchamiac¢ w roslinie dalsze
reakcje obronne, takie jak synteza fitoaleksyn (Lamb i wsp6tpr. 1989, Ebel & Cosio 1994,
Ham i wspdtpr. 1995, Okinaka i wspétpr. 1995).

Chociaz wiele uwagi poswiecono roli P-1,3-glukanaz w mechanizmach obronnych,
wydaje sie, Ze moga one réwniez odgrywa¢ role w normalnym rozwoju roélin. Swiadczy o
tym fakt, ze enzymy te sg tkankowo specyficzne, a ich aktywnos$¢ oraz ekspresja kodujgcych
je gendw zalezy od fazy rozwojowej (Mauch i wspOtpr. 1988, Leah i wspdtpr. 1991, Cordero i
wspOtpr. 1993, Hird i wspdtpr. 1993, Bucciaglia & Smith 1994, Delp & Palva 1999).
Aktywnos¢ ta moze by¢ rowniez regulowana przez hormony roslinne (Mauch i wspotpr. 1984,
Vogelsang & Barz 1993). Endogennym substratem dla P-l,3-glukanaz moze by¢ kaloza,
jednak do tej pory nie wiadomo doktadnie, jaka moze by¢ rola tych enzyméw w procesach
rozwojowych. Wykazano jedynie, ze w pylnikach rzepaku, rzodkiewnika i tytoniu nastepuje
organowo specyficzna ekspresja genéw kodujacych P-I,3-glukanazy (Hird i wspOtpr. 1993,

Bucciaglia & Smith 1994). Enzymy te moga hydrolizowaé¢ utworzong z kalozy Sciane.
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otaczajgcg powstate w wyniku podziatdbw mejotycznych tetrady, uwalniajgc w ten sposob
mikrospory.

Enzymy o wiasciwosciach P-1,3-D-glukoendohydrolaz izolowano rowniez z
kietkujgcych nasion jeczmienia (Hej i wspOtpr. 1998) oraz z okrywy nasiennej ryzu {Oryza
saliva L.) (Akiyama i wspOtpr. 1997). W nasionach jeczmienia zaobserwowano wzrost
aktywnosci enzymu podczas kietkowania i stwierdzono, ze aktywno$¢ ta w kilkudniowych
siewkach moze by¢ wieksza od aktywnosci enzymow hydrolizujacych P-1,3-,P-l,4-glukany
(Hej & Fincher 1995). Poniewaz w nasionach zbdz zawarto$¢ endogermych P-I,3-glukanéw
jest niewielka, przypuszcza sie, ze enzymy te moga stanowi¢ rodzaj zabezpieczenia przed

infekcja przez mikroorganizmy patogenne, na ktére narazona jest rozwijajaca sie siewka.

2.3. Flawonoidy

Rodliny wytwarzajg wiele roznych niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych.
Wiekszo$¢ z tych substancji zostata sklasyfikowana jako metabolity wtdrne, poniewaz
uwazano, ze nie odgrywajg one zadnej istotnej roli w metabolizmie roslinnym. Jednak ludzie
od dawna uzywali tych zwigzkow jako lekarstw, przypraw, substancji zapachowych,
barwnikdéw oraz w roznych gateziach przemystu chemicznego. Jedng z intensywniej badanych
grup roslirmych metabolitow wtérnych sg flawonoidy. Do tej pory scharakteryzowano ponad 3
tys. roznych flawonoiddw i caty czas pojawiajg sie doniesienia 0 nowych strukturach (Koes i
wspOtpr. 1994). Chociaz ich szerokie rozprzestrzenienie w krolestwie roslin jest znane od
wielu lat, poczatkowo uwazano, ze nie posiadajg one duzego znaczenia biologicznego.
Obecnie jednak wiadomo, ze flawonoidy peinig wiele waznych funkcji w ro$linach (Koes i
wspotpr. 1994, Dixon & Paiva 1995, Shirley 1996, Berhow & Vaughn 1999).

2.3.1. Biosynteza i metabolizm flawonoidow

Flawonoidy sg zwitkami fenolowymi, ich podstawowy szkielet Cis sktada sie z dwoch
pierScieni fenolowych A i B potgczonych tancuchem tréjweglowym (Rys. 2.8.). W wiekszosci
flawonoidow fancuch ten jest zamkniety tworzac heterocykliczny pierscien C. W zaleznosci
od stopnia utlenienia pierscienia C flawonoidy dzieli sie na sze$¢ podklas: chalkony,
flawanony, flawony, flawonole, antocyjanidyny i izoflawonoidy (Rys. 2.9.) (Hahlbrock 1981).
Flawonoidy powstajg w szlaku fenylopropanoidowym (Rys. 2.9.). Prawie wszystkie zwigzki

fenylopropanoidowe syntezowane sg z kwasu cynamonowego, ktdry powstaje z
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Rys. 2.8. Struktura podstawowego szkieletu flawonoidow.

fenyloalaniny w reakcji katalizowanej przez amoniakoliaze fenyloalaniny (PAL; EC 4.3.1.5).
Enzym ten oddziela zaliczany do metabolizmu pierwotnego szlak kwasu szikimowego
(Schmid & Amrhein 1995), w ktérym powstajg trzy aminokwasy aromatyczne, od szlaku
fenylopropanoidowego. Hydroksylowanie kwasu cynamonowego katalizowane przez 4-
hydroksylaze kwasu cynamonowego (C4H; EC 1.14.13.11), prowadzi do kwasu p-
kumarowego, ktéry dalej moze byC przeksztalcany w zwigzki takie, jak: flawonoidy,
kumaryny, stilbeny i ligniny. Flawonoidy syntezowane sg w reakcji kondensacji jednej
czasteczki p-kumarylo-CoA oraz trzech czasteczek malonylo-CoA, Kkatalizowanej przez
syntaze chalkonowg (CHS; EC 2.3.1.74) (Schroder & Schroder 1990, Rommeswinkel i
wspotpr. 1992, Dixon & Steele 1999). W wiekszosci roslin w reakcji tej powstaje
tetrahydroksychalkon, a w roslinach, ktére obok CHS posiadajg rowniez reduktaze
chalkonowg (CHR; EC 1.1.1.-) moze by¢ tworzony trihydroksychalkon. Zwigzki te ulegaja
nastepnie katalizowanej przez izomeraze flawanonu (CHI; EC 5.5.1.64) izomeryzacji do
odpowiednich flawanonéw. W tym miejscu szlak biosyntezy ulega rozgatezieniu na rozne
podgrupy flawonoidéw. Jedng z nich stanowig izoflawonoidy, ktére powstajg w wyniku
dziatania syntazy izoflawonu (IFS; EC 5.4.99.-) (Hagmann &. Grisebach 1984, Hakamatsuka i
wspOtpr. 1990).

Zwiazki fenolowe mogg ulega¢ dalszym modyfikacjom chemicznym na drodze
enzymatycznej, co prowadzi do duzej roznorodnosci strukturalnej flawonoidéw. Jedng z
pierwszych modyfikacji jest hydroksylowanie (Gunia i wspdtpr. 1991, Schopfer i
wspotpr. 1998); w poOzniejszych etapach biosyntezy grupy hydroksylowe mogg ulegaé
metylowaniu (lbrahim i wspotpr. 1987, Khouri i wspdtpr. 1988, He & Dixon 1996). W
przypadku niektorych flawonoidéw obserwuje sie réwniez podstawienie  grupy

izopentenylowej. Ta ostatnia modyfikacja wystepuje szczeg6lnie czesto w przypadku
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izoflawonoidow, a podstawnik prenylowy przytgczony jest zwykle w pozycji 6-, 8- lub 3’-
(Biggs i wspbpr. 1990, Welle & Grisebach 1991, Laflamme i wspotpr. 1993, Tahara &
Ibrahim  1995). Pochodne izopentenylowe ulegajg czesto dalszym modyfikacjom
prowadzacym do powstania dodatkowego pierscienia w czasteczce (Tanaka i wspotpr. 1996).

Jedna z koncowych modyfikacji, ktorej moga ulega¢ zwigzki fenolowe jest glikozylacja.
Przyfaczenie reszt cukrowych zwieksza ich rozpuszczalno$é, co umozliwia magazynowanie
glikozylowanych metabolitow w wakuolach (Hoésel 1981, Stafford 1990). W przypadku
zwigzkoéw fenolowych obserwuje sie dwa rodzaje pofaczen z czasteczkag cukru poprzez
wigzania O- lub C-glikozyduwe. Flawonoidy moga tworzy¢é wigzania 0-glikozydowe w
pozycjach 3-, 5-, 7-, 3’- i 4’-, wigzania C-glikozydowe tworzone sg zwykle w pozycji 6- i 8-
(Hdsel 1981, Stafford 1990). W przypadku izoflawonoidéw niemozliwe jest utworzenie 3-0-
glikozydow i nie stwierdzono tez wystepowania 2-0-glikozydéw. Reakcje glikozylacji sa
katalizowane przez odpowiednie glikozylotransferazy (GT), ktdre jako substrat wykorzystujg
potaczenia nukleotydowo-cukrowe, w przypadku glukozylotransferaz zwykle UDP-glukoze
(lbrahim i wspoOtpr. 1987, Ishikura & Yamamoto 1990, Mclntosh i wspGtpr. 1990).
Glikozylotransferazy flawonoidowe wykazujg duzg specyficzno$¢ w stosunku do okreslonej
podgrupy flawonoidéw oraz okre$lonego wzoru podstawienia czasteczki, jak i pozycji, w
ktorej zachodzi glikozylacja (Hosel 1981).

Wchodzace w skiad glikozydéw podjednostki cukrowe moga ulegaé acylowaniu,
zarowno kwasami alifatycznymi, na przyktad malonowym, jak i aromatycznymi, na przykfad
kwasem hydroksycynamonowym (Stafford 1990). Reakcja ta jest katalizowana przez
odpowiednie 0O-acylotransferazy. W roslinach motylkowatych glukozydy izoflawonoiddw
wystepuja czesto jako 6”-0-malonylowane pochodne. W ciecierzycy, w réznych gatunkach
koniczyny, a takze w Baptisia australis L. i Ononis spinosa L. stwierdzono wystepowanie 7-
0-(6”-0-malonylo)glukozydéw formononetyny oraz biochaniny A (Koster i wspdtpr. 1983).
W hodowli zawiesinowej ciecierzycy wykryto 3-0-(6”-0-malonylo)glukozydy medikarpiny i
mackiainy (Weidemann i wspOtpr. 1991) i wykazano, ze zwigzki te wystepuja w wakuoli
(Mackenbrock i wspOtpr. 1992). Giownymi metabolitami fenolowymi w hodowli
zawiesinowej wyki {Vicia sativa L.) sg 7-0-glukozyd afrormozyny i jego pochodna 6”-0-
malonylowa oraz 3-0-(6"-0-malonylo)glukozyd medikarpiny (Kessmann i wspétpr. 1990). W
soji 7-0-glukozydy genisteiny, daidzeiny i glyciteiny wystepuja gtéwnie w postaci potaczen
6”-0-malonylowanych oraz w niewielkim stopniu jako 6”-0-acetylowane pochodne (Kudou i
wspotpr. 1991a, 1991b, Graham 1991).
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Zmagazynowane przez rosline glikozydy flawonoiddw moga ulegaé hydrolizie
katalizowanej przez odpowiednie glikozydazy. Do tej pory opisano jednak niewiele takich
enzymOw. Z liScieni, hypokotyli i korzeni ciecierzycy wyizolowano kilka izoform P-
glukozydazy, specyficznej dla 7-0-glukozyddéw izoflawonoidéw (Hosel & Barz 1975).
Enzymy te nie hydrolizowaty disacharydow oraz a-glukozydow, wykazujac specyficznosé w
stosunku do glukozydow zwig”éw fenolowych, z wyrazng preferencjg do 7-0-P-glukozydow
formononetyny,  biochaniny A oraz apigeniny.  Stosujagc  metode lokalizacji
immunohistochemicznej wykazano, ze sgto enzymy cytoplazmatyczne (Burmeister & Hdsel
1981). Podobne izoformy glukozydaz izoflawonoidéw wykryto w hodowlach zawiesinowych
zainicjowanych z peddw i korzeni ciecierzycy, jednak wzajemne proporcje poszczeg6lnych
izoenzymOw w zawiesinie byty inne niz obserwowane w poszczeg6lnych tkankach
(Burmeister & Hosel 1980). Dodatkowo, w lisciach ciecierzycy wykryto enzym hydrolizujacy
P-diglukozydy izoflawonoidow, ktorego nie obserwowano w pozostatych czesciach rosliny
(Hosel 1976).

Podczas analiz wydzielin z peczniejacych nasion soji wykryto w nich aktywno$¢ P-
glukozydazy, ktora hydrolizowata glukozydy genisteiny i daidzeiny (Graham 1991). W
liscieniach soji wykryto trzy izoformy enzymu o takiej aktywno$ci, a jedna z nich zostata
oczyszczona do stanu homogennego i scharakteryzowana (Matsuura i wspotpr. 1995). Nie
wykazano jednak, ze jest to P-glukozydaza swoista dla glukozydéw izoflawonoiddw,
poniewaz enzym hydrolizowat réwniez z duza wydajnoscig gentobioze, eskuline oraz
amygdaline.

P-glukozydaze swoistg dla glukozydow zwiazkoéw fenolowych wyizolowano z kwiatow
jezyczkowych rumianku pospolitego {Chamomilla recutita L.) (Maier i wspotpr. 1991, 1993).
Metodyka izolacji wskazuje na to, ze jest to biatko cytoplazmatyczne. Badania nad
oczyszczonym enzymem wykazaty, ze nie hydrolizuje on a-glikozyddw oraz disacharydow i
jest specyficzny dla 7-0-glukozydéw flawonoidéw. Stwierdzono réwniez, ze wzrost
aktywnosci P-glukozydazy podczas rozwoju kwiatdw skorelowany jest ze wzrostem

catkowitej zawartosci flawonoiddw w tej czesci rosliny (Maier i wspotpr. 1993).

2.3.2. Funkcje flawonoidow w roslinach

Flawonoidy petnig wiele funkcji biologicznych w rosdlinach. W wielu przypadkach

zwigzki z tej grupy nadajg zabarwienie ptatkom kwiatow, odgrywajac istotng role w procesie
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rozmnazania jako atraktanty dla zapylajacych owaddw (Koes i wspotpr. 1994, Dixon & Paiva
1995). Stwierdzono réwniez, ze flawonoidy sg czynnikiem istotnym dla kietkowania pytku i
wzrostu tagiewki pytkowej (Ylstra i wspotpr. 1992). Doktadna ich rola w tym procesie nie jest
znana, wyniki badan sugeruja, ze zwigzki te moga bra¢ udziat w tworzeniu Sciany fagiewki
pytkowej (Derksen i wspdtpr. 1999). Przypuszcza sie réwniez, ze flawonoidy sg istotne dla
zachowania zdolnosci kietkowania u przechowywanych nasion (Shirley 1998). Rosliny
wykorzystujg tez fakt, ze =zwigzki te absorbujg promieniowanie z zakresu UV.
Zmagazynowane w wakuolach komoérek epidermy flawonoidy pochfaniajg promieniowanie
UV chronigc komoérki mezofilu przed jego szkodliwym dziataniem (Stafford 1991, Koes i
wspotpr. 1994, Dixon & Paiva 1995). Flawonoidy odgrywajg tez wazng role w

oddziatywaniach roslin z mikroorganizmami patogennymi i symbiotycznymi (Stafford 1997).

2.3.2.1. Flawonoidy w reakcjach obronnych roslin

Odpornos¢ roslin na infekcje przez mikroorganizmy patogenne zwigzana jest z szybkim
i skoordynowanym uruchomieniem wielu mechanizméw obronnych. Elementami odpowiedzi
obronnej sg; reakcja nadwrazliwosci, synteza biatek strukturalnych $cian komoérkowych oraz
biatek PR, a wsrdd nich enzymow hydrolitycznych: chitynaz i P-l,3-glukanaz oraz synteza i
akumulacja fitoaleksyn. Fitoaleksyny sg to niskoczasteczkowe zwigzki o wiasciwosciach
przeciwgrzybowych i przeciwbakteryjnych, ktére sg syntezowane przez ro$line de novo w
wyniku infekcji przez mikroorganizmy patogenne (Muller & Borger 1940). Do tej pory
zidentyfikowano ponad 350 fitoaleksyn u ro$lin nalezacych do 30 réznych rodzin (Kué 1995).
Najwiekszg ilos¢ tych zwigzkdw, bo okoto 130, scharakteryzowano w rodzinie Leguminosae.
W roslinach motylkowych powszechnie wystepuja fitoaleksyny izoflawonoidowe (Smith &
Banks 1986, Ku¢ 1995, Dakora & Phillips 1996) nalezace do r6znych podklas strukturalnych
takich jak: izoflawony, izoflawanony, pterokarpany (Rys. 2.10.), izoflawany i kumestany.

W ro$linach mogg wystepowa¢ réwniez metabolity o wiasciwosciach fungicydowych i
bakteriocydowych, ktére nie sg syntezowane de novo w wyniku infekcji, lecz wytwarzane sg
konstytutywnie albo uwalniane sg z istniejacych potgczen. Ta grupa zwigzkéw okre$lona
zostata mianem fitoantycypin (VanEtten i wspotpr. 1994). Nalezy zwr6ci¢ uwage na fakt, ze
roznica pomiedzy fitoaleksyng a fitoantycyping nie jest oparta na strukturze chemicznej, lecz
na sposobie regulacji biosyntezy. Dlatego tez ten sam metabolit moze by¢é zaréwno
fitoaleksyng, jak i fitoantycyping, nawet w tej samej roslinie. Wydaje sie, ze taka sytuacja ma

miejsce w przypadku roslin motylkowatych. W roslinach tej rodziny w wyniku infekcji
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Rys. 2.10. Struktury wybranych fitoaleksyn pterokarpanowych wystepujgcych w roslinach
motylkowatych.

dochodzi zazwyczaj do aktywacji enzyméw szlaku fenylopropanoidowego i syntezy de novo
fitoaleksyn izoflawonoidowych. Istniejg jednak wyniki wskazujgce na to, ze te same
metabolity moga by¢ tez uzyskiwane w wyniku hydrolizy zmagazynowanych w roslinie
glikozydéw. W takim przypadku zwigzki te nalezy zaliczy¢é do fitoantycypin (VanEtten i
wspotpr. 1994).

Mechanizmy biosyntezy i akumulacji fitoaleksyn pterokarpanowych zostaty do$¢ dobrze
poznane w zawiesinowej hodowli komdrk ciecierzycy (Barz & Mackenbrock 1994).

Heterotroficzne hodowle komoérkowe ciecierzycy syntezujg gtéwnie biochanine A |
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formononetyne oraz w mniejszych ilosciach homoferrering, cicerine, medikarpine i
mackiaing. Zwigzki te magazynowane sg w wakuolach jako 3-0-(6”-0-malonylo)glukozydy
(Weidemann i wspotpr. 1991, Mackenbrock i wspOtpr. 1992). Zawiesiny komorkowe
ciecierzycy traktowane elisytorem uzyskanym ze $cian komdrkowych drozdzy lub
patogenicznego grzyba Ascochyta rabiei syntezujg fitoaleksyny pterokarpanowe: medikarpine
i mackiaing, ktérych czes¢ jest wydzielana przez komdrki do medium (Kessmann i wspotpr.
1988, Gunia i wspotpr. 1991, Weidemami i wspotpr. 1991). Na to, ze zwiazki te syntezowane
sg de novo wskazuje, wywotana dziataniem elisytoréw, indukcja wszystkich enzymow
bioracych udziat w biosyntezie fitoaleksyn, w tym zaréwno enzyméw zaliczanych do
ogblnego metabolizmu fenylopropanoidowego, takich jak: PAL, CHS i IFS, jak i enzymow
biosyntezy pterokarpanéw (Daniel i wspdtpr. 1988, 1990, Daniel & Barz 1990, Gunia i
wspdtpr. 1991). Akumulacja medikarpiny i mackiainy nastepuje pomiedzy 6 a 12 h po
podaniu elisytora, a po 12 h w hodowli komdrkowej gromadza sie 3-0-(6"-0-
malonylo)glukozydy medikarpiny i mackiainy (Weidemann i wspOtpr 1991). Stosunek ilosci
powstatych glukozydoéw do aglikondw zalezy od stezenia uzytego elisytora, co mozna uznaé
za model stopnia nasilenia infekcji. Niskie stezenie elisytora aktywuje synteze glikozydow
medikarpiny i mackiainy, podczas gdy wyzsze stezenia elisytora prowadza do tworzenia
wolnych aglikonéw (Mackenbrock i wspotpr. 1993). Biosynteza aglikondéw jest jednak
ograniczona do krdtkiego okresu czasu po elisytacji, po dtuzszym czasie, nawet przy
zastosowaniu duzych dawek elisytora, w komorkach dochodzi do akumulacji glikozydow.
Rdznice wynikajace z zastosowanego stezenia elisytora moga by¢ obserwowane
rowniez na poziomie enzymatycznym. Przy nizszych stezeniach wzrasta aktywnos¢
glukozylotransferazy (GT) i malonylotransferazy (MT), podczas gdy zastosowanie wyzszych
stezen elisytora prowadzi do wzrostu aktywnosci malonyloesterazy (EST) oraz glukozydazy
(IGG) (Mackenbrock i wspotpr. 1993). Dane te wskazujg, ze Zrodtem wydzielanych do
medium w hodowli zawiesinowej fitoaleksyn pterokarpanowych moze by¢ oprdécz syntezy de
novo, hydroliza zmagazynowanych w wakuolach malonylowanych glukozydoéw tych
zwigzkow. Istnienie takiej alternatywnej drogi powstania medikarpiny i mackiainy z ich
glikozydow potwierdzono w doswiadczeniach z zastosowaniem inhibitora PAL
(Mackenbrock i wspotpr. 1993). DosSwiadczenia takie wykazaty rowniez, ze zablokowanie
gtownego szlaku fenylopropanoidowego prowadzi do hydrolizy, konstytutywnie
wystepujacego w komorkach ciecierzycy, 7-0-(6”-0-malonylo)glukozydu formononetyny, a

powstaty w wyniku tej reakcji aglikon jest wykorzystywany jako prekursor fitoaleksyn
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pterokarpanowych (Mackenbrock & Barz 1991). Reakcja ta wydaje sie by¢ swoistg, poniewaz
wystepujacy rowniez w komorkach 7-0-(6”-0-malonylo)glukozyd biochaniny A nie ulega
hydrolizie. Podobny metabolizm glukozydu formononetyny obserwowano w korzeniach
ciecierzycy (Jaques i wspOtpr. 1985).

Doswiadczenia prowadzone na hodowli zawiesinowej lucerny (Medicago saliva L.)
wykazaty, wystepowanie podobnego mechanizmu syntezy i akumulacji fitoaleksyn. Elisytacja
hodowli komdrkowej preparatem otrzymanym z Colletotrichum lindemuthianum prowadzi do
aktywacji  transkrypcji  genébw  kodujagcych  enzymy  ogdlnego  metabolizmu
fenylopropanoidowego, takie jak: PAL, CHS, CHR, CHI (Dalkin i wspétpr. 1990, Jorrin &
Dixon 1990, Ni i wspotpr. 1996), jak réwniez gendw kodujacych enzymy biorace udziat w
syntezie fitoaleksyn pterokarpanowych (Paiva i wspotpr. 1991, He i wspOtpr 1998). Podobng
aktywacje wywotuje infekcja lisci wyki patogennym grzybem Phoma medicaginis (Paiva i
wspotpr. 1994). Aktywacja biosyntezy flawonoidéw prowadzi do gwattownej akumulacji
medikarpiny, ktorej stezenie osigga maksimum po uptywie okoto 14 h. Po tym czasie ilos¢
medikarpiny maleje, wzrasta natomiast ilos¢ jej 7-0-(6”-0-malonylo)glukozydu (Kessmann i
wspotpr. 1990). Doswiadczenia z zastosowaniem inhibitora PAL wykazaly, ze glukozyd ten
moze zostaé wykorzystany jako alternatywne zrddto medikarpiny. Roéwnoczesnie hydrolizie
moze ulega¢ 7-0-(6”-0-malonylo)glukozyd formononetyny, a powstaty aglikon moze byé
przeksztatcany do medikarpiny (Kessmann i wspotpr. 1990).

W soji  wiekszo$¢ catkowitej puli izoflawonoidéw  stanowig 7-0-(6"-0-
malonylo)glukozydy genisteiny i daidzeiny (Kudou i wspotpr. 1991b). Funkcje fitoaleksyn w
tej ro$linie spetniajg izomeryczne pterokarpany, okreSlane mianem gliceolin, ktére sg
pochodnymi daidzeiny (Ingham i wspdtpr. 1981). Chociaz podczas odpowiedzi obronnej soji
aktywowane sg geny kodujace enzymy szlaku fenylopropanoidowego (Habereder i wspdtpr.
1989) i syntezy pterokarpandw (Schopfer i wspotpr. 1998), mozliwy jest rowniez w syntezie
gliceolin udziat zmagazynowanych w roslinie glukozydéw izoflawonoidéw. Podczas infekcji
liscieni soji grzybem Phytophthora megasperma f sp. glycinea dochodzi do gwattownej
hydrolizy 7-0-(6”-0-malonylo)glukozyddw daidzeiny i genisteiny, a rownolegle nastepuje
akumulacja gliceolin (Graham i wspotpr. 1990). Inny obraz odpowiedzi obronnej uzyskano
podczas inokulacji lisci soji przez P. megasperma. W plamkach nekrotycznych stwierdzono
wzrost ilosci gliceolin, podczas gdy na obrzezach plamek dodatkowo zaobserwowano
znaczny wzrost zawarto$ci glikozydow daidzeiny, genisteiny i glyciteiny (Morris i wspotpr.

1991). Podobny profil akumulacji izoflawonoidéw zaobserwowano w testach liscieniowych z
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uzyciem elisytora z P. megasperma. W warstwach komorek 2majdujacych sie w poblizu
miejsca podania elisytora dochodzi do akumulacji gliceolin, a w nizszych warstwach komarek
liscieni znaczaco wzrasta ilos¢ malonylowanych glukozyddw genisteiny i daidzeiny (Graham
& Graham 1991). Ta zrdznicowana odpowiedZ w réznych warstwach komdérek zwigzana jest
z dziataniem Kilku niezaleznych czynnikow. Obecnos¢ samego elisytora wystarcza do
aktywacji akumulacji glikozydu daidzeiny, gromadzenie glikozydu genisteiny wymaga
Swiatla, a synteza gliceolin zachodzi tylko wdwczas, gdy elisytor nanoszony jest na wczesniej
zraniong tkanke (Graham & Graham 1994, Graham 1995, Graham & Graham 1996, 1999).
Akumulacja gliceolin zmniejsza sie po uptywie 48 h, podczas gdy wzrost ilosci glikozydow
jest bardziej trwaty, co sugeruje, ze w wypadku dalej postepujacej infekcji mogg one by¢
hydrolizowane, a powstate aglikony moga by¢ wykorzystane w reakcjach obronnych.

Daidzeina bedac prekursorem gliceolin moze byé wykorzystana przez rosling do ich
syntezy. W doswiadczeniach, w ktérych na plamki nekrotyczne hypokotyli nanoszono
glukozyd daidzeiny, stwierdzono jednak jedynie wzrost ilosci wolnej daidzeiny, a nie
gliceolin (Morris i wspdtpr. 1991). Wolna genisteina nie moze by¢ metabolizowana
bezposrednio do gliceolin, nie stwierdzono réwniez by mogta by¢ ona przeksztatcana w
daidzeine (Graham i wspotpr. 1990). Badania in vitro wykazaly, ze genisteina hamuje wzrost
Phytophthora sojae (Rivera-Vargas i wspOtpr. 1993), co sugeruje, ze po uwolnieniu z
glikozydow moze ona dodatkowo wzmacnia¢ fungicydowe dziatanie gliceolin. Wyniki
najnowszych badan wskazujg na to, ze uwolniona z potaczen glikozydowych genisteina moze
regulowaé odkadanie polimeréw fenolowych w Scianach komoérkowych. Izoflawonoid ten
wykazuje w testach in vitro zdolno$¢ aktywacji, zwigzanej z btong komorkows, oksydazy
NADH (Nox Il) (Graham i wspdtpr. 1998, Graham & Graham 1999). Enzym ten wytwarza
H202, konieczny do syntezy polimerow fenolowych. Na to, ze genisteina rzeczywiscie
odgrywa role aktywatora Nox Il wskazuje podobna dystrybucja tkankowa tego enzymu oraz
swoistej glukozydazy, ktéra moze uwalni¢ genisteine z jej potaczen glukozydowych. (Graham
i wspltpr. 1998).

Podobnie jak w innych roslinach motylkowatych, rowniez u fasoli w wyniku infekcji
dochodzi do aktywacji gendw kodujacych enzymy gtéwnego szlaku fenylopropanoidowego
(Ryder i wspotpr. 1984, Edwards i wspOtpr. 1985, Jakobek & Lindgren 1993). Jednoczes$nie
wykazano udziat zmagazynowanych w tkance tej rosliny glikozydéw izoflawonoidéw w

syntezie fitoaleksyn. Na podstawie badan stwierdzono, ze podczas infekcji hypokotyli fasoli
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grzybem C. lindemuthianum dochodzi do hydrolizy zmagazynowanego w wakuolach

glukozydu faseolidyny i uwolnienia faseoliny (Soriano-Richards i wspotpr. 1998).

2.3.2.2. Flawonoidy w oddziatywaniach symbiotycznych roslin motylkowatych

Rosliny motylkowate wchodzg w symbioze z bakteriami Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium i Sinorhizobium, okre$lanymi wspolnym mianem rizobiéw. Infekcja korzeni
roslin motylkowatych przez rizobia jest procesem wieloetapowym. Bakterie reaguja
chemotaktycznie na zwiazki obecne w wydzielinach korzeniowych ro$lin, przemieszczajac sie
wzdtuz rosngcego gradientu stezenia tych zwigzkéw w kierunku korzenia (Currier & Strobel
1976, Peters & Verma 1990, Barbour i wspdtpr. 1991). Nastepnie przytaczajg sie do
powierzchni korzenia, a najczestszym miejscem, w ktérym dochodzi do infekcji sg miode
rosngce wihosniki. Pierwszym widocznym znakiem oddziatywan rizobium-roslina jest
skrecanie sie wtosnikow korzeniowych i indukcja podziatdbw merystematycznych komodrek
kory korzenia. Bakterie infekujg wtosniki i migrujg wewnatrz nici infekcyjnej do tworzacej sie
brodawki. Whnikajgce do komorek brodawki bakterie przeksztatcajg sie w bakteroidy, ktére
zdolne sg do redukcji azotu atmosferycznego. Wytworzony przez bakteroidy amoniak
wykorzystywany jest przez rosliny jako Zrodto azotu (Brewin 1991, Mylona i wspotpr. 1995,
van Rhijn & Vanderleyden 1995, Howieson i wspdtpr. 1998, Schultze & Kondorosi 1998).

Wzajemne rozpoznanie rosliny i bakterii odbywa sie poprzez wymiane sygnatow.
Wydzielane przez korzenie roslin motylkowatych flawonoidy aktywujg ekspresje
bakteryjnych genéw nod (Redmond i wspotpr. 1986, Rolfe 1988), ktdre odpowiedzialne sg za
synteze czynnikbw Nod. Czynniki Nod sg modyfikowanymi oligomerami N-acetylo-D-
glukozoaminy (Lerouge i wspOtpr. 1990, Spaink 1992, Howieson i wspotpr. 1998) o
wiasciwosciach morfogendéw indukujacych skrecanie wiosnikdw korzeniowych i podziaty
komorkowe kory korzenia (Truchet i wspdtpr. 1991). Ekspresja gendw nod bakterii wymaga
obecnosci sygnatu rodlinnego oraz obecnosci regulatorowego biatka NodD. Biatko NodD
wigze sie do konserwatywnej sekwencji DNA operonu nod. W obecnos$ci sygnatu roslinnego
NodD dziata jako aktywator transkrypcji. Przypuszcza sie, ze flawonoidy wigzg sie
bezposrednio z NodD powodujac w nim zmiany konformacyjne (van Rhijn & Vanderleyden
1995). Biatka NodD z réznych gatunkow bakterii dziatajgjako aktywatory transkrypcji tylko
w obecnosci flawonoidéw wydzielanych przez rosling-gospodarza (Spaink i wspétpr. 1987).

Dlatego tez profil zwigzkow fenolowych wydzielanych przez rosline jest jednym z czynnikow
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okres$lajacych specyficzno$¢ oddziatywar symbiotycznych pomiedzy rizobiami, a roslinami
motylkowatymi.

Kazdy gatunek roslin motylkowatych wydziela charakterystyczne dla siebie flawonoidy.
Rodzaj i iloS¢ wydzielanych zwigzkéw zalezy tez od fazy rozwojowej roéliny. U lucerny
(Hartwig i wspotpr. 1989), soji (Graham 1991) i fasoli (Hungria i wspotpr. 199la, Hungria i
wspotpr. 1991b) profil flawonoidow wydzielanych przez nasiona jest inny niz profil w
wydzielinach korzeniowych. RoOznice te mogg wynika¢ z faktu, ze w przypadku nasion
wydzielane sg flawonoidy zmagazynowane w okrywie nasiennej (Hartwig & Phillips 1991,
Hungria & Phillips 1993), podczas gdy flawonoidy wydzielane przez korzenie syntezowane sg
de novo (Maxwell & Phillips 1990, Recourt i wspOtpr. 1992a, Coronado i wspotpr. 1995).
Wyadzielanie zwiazkéw fenolowych nie jest biernym wymyciem tych zwigzkéw z epidermy,
lecz odbywa sie w sposdb swoisty i selektywny, na co wskazuja réznice profili flawonoidéw
w wydzielinach i w korzeniach (Maxwell & Phillips 1990, Recourt i wspotpr. 1992b,
Zuanazzi i wspotpr. 1998). Intensywnos$¢ wydzielania flawonoidéw oraz ich akumulacja w
korzeniach jest zalezna od czynnikéw glebowych, istotng role odgrywa forma i stezenie azotu
w otoczeniu korzeni (Cho & Harper 1991a, 1991b, Wojtaszek i wspotpr. 1993, Coronado i
wspotpr. 1995). Wydzielone przez dang rosline motylkowata flawonoidy stanowig mieszanine
silnych i stabych induktorow genéw nod, jak réwniez inhibitorow oraz zwigzkow
nieaktywnych (Peters & Long 1988, Zuanazzi i wspOipr. 1998). Zdolno$¢ wydzielin
korzeniowych do indukcji gendw «o<7jest wiec sumg oddziatywan poszczeg6lnych zwigzkow
wydzielanych przez rosline (Hartwig i wspdtpr. 1989). W niektorych przypadkach flawonoidy
bedace induktorami gendéw nod moga réwnoczesnie oddziatywaé chemotaktycznie na
symbionta (Dharmatilake & Bauer 1992).

Inokulacja roslin motylkowatych infekujacymi je bakteriami prowadzi do zmian profilu
lub iloSci wydzielanych przez korzenie flawonoidéw. U fasoli inokulowanej R.
leguminosarum bv. phaseoli, R. etli lub R. tropici (Dakora i wspo6tpr. 1993b, Bolanos-
Vasquez & Werner 1997) oraz soji inokulowanej B. japonicum (Schmidt i wspdtpr. 1994)
zaobserwowano znaczny wzrost ilosci wydzielanych flawonoidéw w poréwnaniu ze
sterylnymi roslinami kontrolnmi. Badania prowadzone na soji dowiodty, ze zwiekszone
wydzielanie flawonoidéw indukowane jest przez bakteryjne czynniki Nod (Schmidt i wspdtpr.
1994). Korzenie lucerny inokulowane R. meliloti (Dakora i wspOtpr. 1993a) oraz korzenie
wyki inokulowane R. leguminosarum bv. viciae (Recourt i wspotpr. 1991) wydzielajg

flawonoidy, ktorych nie wykryto w wydzielinach ze sterylnych korzeni. Nie wiadomo jednak
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czy obecno$¢ symbionta powoduje zmiany w roslinnym metabolizmie flawonoidéw, czy tez
nowe zwigzki powstajg w wyniku biotransformacji normalnie wydzielanych flawonoidow
przez bakterie. Zdolno$¢ modyfikacji genisteiny i daidzeiny wydzielanych przez korzenie soji
wykazujg bakterie B. japonicum, R.fredii oraz Rhizobium sp. NGR234 (Rao & Cooper 1995).

Wydzieliny z korzeni i nasion roslin motylkowatych mogg zawiera¢ flawonoidy
zarbwno w postaci wolnych aglikondw, jak i ich potaczen glikozydowych. Glikozydy
zwigzkéw fenolowych jako substancje bardziej polarne sa lepiej rozpuszczalne w wodzie,
dzieki czemu mogg przemieszczaC si¢ w glebie na wieksze odlegtosci niz aglikony i
oddziatywac na bakterie znajdujgce sie wokodt korzeni. Chociaz w niektorych przypadkach
glikozydy wykazujg aktywno$¢ w oddziatywaniach z bakteriami symbiotycznymi, ogolnie
przyjmuje sie jednak, ze glikozydy flawonoiddéw sg mniej aktywne niz aglikony.

W wyadzielinach z nasion fasoli zidentyfikowano 10 réznych glikozydow antocyjanidyn
i flawonoli, ktére indukujg geny nod w R. leguminosarum bv. phaseoli (Hungria i wspotpr.
199la, Hungria & Phillips 1993). Badania nad aktywnos$cig biologiczng aglikonow
wystepujacych w tych potaczeniach glikozydowych wykazaty, ze aktywujg one geny nod w
nieco mniejszym stopniu niz odpowiednie glikozydy. Wsrod zwigzkow wydzielanych przez
korzenie fasoli najsilniejszymi induktorami genéw nod sg 7-O-glukozyd genisteiny oraz
naryngenina i eriodiktiol, aktywno$¢ glukozydu jest nieznacznie wieksza od aktywnosci
wolnej genisteiny (Hungria i wspotpr. 1991b). Zdolno$¢ do indukcji genéw nod wykazano dla
7-0-(6”-0-malonylo)glukozydu formononetyny wydzielanego przez korzenie lucerny w
obecnosci R. meliloti. Stwierdzono tez, ze hydroliza zarbwno wigzania glikozydowego, jak i
estrowego prowadzi do utraty aktywnosci biologicznej w oddziatywaniach symbiotycznych
(Dakora i wspotpr. 1993a). Wydzielane przez nasiona i korzenie soji malonylowane i
acetylowane glukozydy genisteiny, daidzeiny i glyciteiny sg swoistymi induktorami genu
nodDi B. japonicum (Smit i wspdtpr. 1992). Zwiekszona ekspresja nodDi prowadzi do
wzrostu zawartosci biatka NodD] w komorce, co moze przyczynia¢ sie do zwiekszenia
ekspresji innych gendw nod.

W niektdrych przypadkach wydzielane do gleby glikozydy zwigzkow fenolowych nie
aktywuja ekspresji genéw nod u odpowiednich szczep6w bakterii. Przypuszcza sie, ze
wydzielane glikozydy moga by¢ hydrolizowane do aktywnych aglikondéw przez odpowiednie
glikozydazy wydzielane przez ro$line lub przez mikroorganizmy. Kietkujace nasiona lucerny
wydzielajg do otoczenia znaczne ilosci 7-0-glukozydu luteoliny, ktory nie wykazuje

aktywnosci w oddziatywaniach z symbiontem R. meliloti (Hartwig i wspotpr. 1990, Hartwig
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& Phillips 1991), podczas gdy wolna luteolina jest induktorem genéw nod. Wprowadzany do
medium zawierajgcego R. meliloti 7-O-glukozyd luteoliny ulegat czeSciowej hydrolizie do
wolnej luteoliny, a we frakcji biatek wydzielanych przez kietkujgce nasiona lucerny
stwierdzono aktywno$¢ p-glukozydazy hydrolizujgcej ten zwigzek (Hartwig & Phillips 1991).
Badania nad wydzielinami z nasion i korzeni soji wykazaly, ze wydzielane 7-0-(6"-
malonylo)glukozydy genisteiny i daidzeiny ulegajg hydrolizie przez P-glukozydaze (Graham
1991). Stwierdzono tez, ze obecne w wydzielinach nasion i korzeni soji glukozydy genisteiny
i daidzeiny moga by¢ hydrolizowane do wolnych aglikonéw przez B. japonicum, R. fredii i
Rhizobium sp. NGR234 (Rao & Cooper 1995) oraz przez S. fredii (Pueppke i wspdtpr. 1998).

2.4. IZOFLAWONOIDY W tUBINIE BIALYM

24.1. Profil i metabolizm izoflawonoidow w rodlinach i zawiesinach
komoérkowych tubinu biatego

Rosliny z rodzaju Lupinus syntezujg konstytutywnie flawonoidy zaliczane do grupy 5-
hydroksyizoflawonéw. W tubinie biatym {Lupinus albus L.), zarbwno w korzeniach, jak i w
czesciach zielonych wystepujg gtdwnie dwa proste izoflawony: genisteina i 2’-
hydroksygenisteina oraz ich monoprenylowane pochodne: 6-izopentenylogenisteina
(wighteon) i 6-izopentenylo-2’-hydroksygenisteina (luteon) (Harbome i wspotpr. 1976,
Ingham i wspOtpr. 1983, Stobiecki & Wojtaszek 1990). W ekstraktach z lisci wykryto jeszcze
jeden prosty izoflawon 3’-0-metyloorobol oraz jego 6-izopentenylowg pochodng
(lupizoflawon) (Tahara i wspdtpr. 1984). Z korzeni tubinu biatego wyizolowano réwniez 3’-
izopentenylo-2’-hydroksygenisteine (likoizoflawon A), a takze diprenylowg pochodng
genisteiny: lupalbigening i dwie diprenylowane pochodne 2’-hydroksygenisteiny: 2’-
hydroksylupalbigenine i 2’-hydroksyizolupalbigenine (Rys. 2.11.) (Ingham i wspotpr. 1983,
Tahara i wspdtpr. 1984, 1989). Obok wyzej wymienionych zwigzkéw wyizolowano réwniez
wiele, wystepujacych w $ladowych ilosciach, pochodnych izoflawondéw, takich jak:
dihydrofuranoizoflawony, pyranoizoflawony oraz dihydropyranoizoflawony (Ingham |
wspOtpr. 1983, Tahara i wspotpr. 1984, 1985, 1989, 1990, Stobiecki & Wojtaszek 1990).
Zwigzki tego typu mogag powstawac na skutek cyklizacji podstawniku prenylowego (Tanaka i
wspOtpr. 1996). Oprécz izoflawonéw w korzeniach tubinu biatego stwierdzono réwniez
wystepowanie kumaronochromondw oraz kumaronochromon-4-onéw (Tahara i wspotpr.
1985, 1989, 1990, 1991). £acznie w tubinie biatym zidentyfikowano 50 réznych aglikonow

izoflawonoidéw. Niektore sposrod tych zwigzkdéw poddano testom in vitro na aktywnosé
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fungicydowa, ktore wykazaty, ze takg aktywnoScig charakteryzujg sie prenylowane pochodne
izoflawonoidoéw, a w szczegdlnosci pochodne 2’-hydroksygenisteiny: luteon i likoizoflawon
A (Harbome i wspOtpr. 1976, Tahara i wspOtpr. 1984).

Wykazano réwniez, ze niektdre sposrod wymienionych aglikonéw moga wystepowac w
potaczeniach glikozydowych. Z korzeni tubinu biatego wyizolowano: 7-0-P-glukozydy
genisteiny, 2’-hydroksygenisteiny, luteonu i likoizoflawonu A, 4’-0-P*glukozydy genisteiny,
2’-hydroksygenisteiny i likoizoflawonu A oraz 7-0-P-(6”-malonylo)glukozydy genisteiny i 2’-
hydroksygenisteiny (Shibuya i wspdtpr. 1991). Badania prowadzone na siewkach tubinu
wykazaly, ze we wszystkich cze$ciach rodliny w puli konstytutywnie wytwarzanych
izoflawonoidéw najwiekszy udziat majg 7-0-P-glukozydy genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny
(Wojtaszek i wspOtpr. 1993, Gagnon i wspdtpr. 1995, Gagnon & lbrahim 1997, Stobiecki i
wspotpr. 1997). Poniewaz podstawnik malonylowy jest labilny w roztworach wodnych i
metanolowych trudno jest stwierdzi¢, czy zidentyfikowane glukozydy wystepujg naturalnie w
rodlinie, czy tez powstaty wtérnie w wyniku degradacji malonylowanych glukozyddéw (Koster

i wspotpr. 1983, Shibuya i wspotpr. 1991).

OH OH

OH

2,3-dehydrokiewiton

OCH3

OH

2'-hydroksylupalbigenina

Rys. 2.11. Struktury prenylowanych pochodnych izoflawonoidéw wystepujgcych w tubinie
biatym.
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Cze$¢ badan nad metabolizmem izoflawonoidow prowadzono wykorzystujac
zawiesinowe hodowle komorek tubinu biatego. W zawiesinach zidentyfikowano genisteine,
2’-hydroksygenisteine, ich 7-0-glukozydy, oraz ich prenylowane pochodne: wighteon, luteon,
likoizoflawon A, lupiwighteon, izowighteon, 2,3-dehydrokiewiton, lupalbigenine, 2’-
hydroksylupalbigenine oraz pyranoizoflawony, a takze kumaronochromon - lupinalbine A.
Wszystkie te zwigzki wystepowaty w komorkach oraz byly wydzielane do medium
hodowlanego (Gagnon i wspdtpr. 1992a, 1992b, Hallard i wspotpr. 1992). Analizy wykazaty,
ze profil izoflawonoidéw izolowanych z komorek oraz z medium zalezy od fazy wzrostu,
jednak mozna stwierdzié¢, ze w zawiesinie komdrkowej w catkowitej puli izoflawonoidéw
dominujg aglikony genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny oraz ich prenylowane pochodne
(Hallard i wspOtpr. 1992). Profil ten odbiega znacznie od profili izoflawonoidéw w réznych
czesciach tubinu biatego, gdzie dominujg glukozydy genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny
(Gagnon i wspotpr. 1995). Nieco odmienny zestaw zwigzkow fenolowych pojawia sie w
medium hodowlanym, zaobserwowano w nim wiekszy udziat prenylowanych pochodnych
genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny (Hallard i wspotpr. 1992). Wprowadzenie do medium [U-
"*C]L-Phe wykazato, ze wszystkie izoflawonoidy syntezowane sg de novo i wydzielane do
medium (Gagnon i wspdtpr. 1992a). Analiza rozkladu radioaktywnosci wykazata, ze
genisteina i 2’-hydroksygenisteina oraz ich 7-0-glukozydy, ktére stanowity 85% puli
izoflawonoidow zawieraty 35% catkowitej radioaktywnos$ci, podczas gdy stanowigce 15%
puli izoflawonoidéw prenylowane pochodne zawieraty 65% radioaktywnosci. Wyniki te
wskazujg na to, ze zachodzaca w hodowli biosynteza ukierunkowana jest gtéwnie na
prenylowane pochodne izoflawonoidéw. Okoto 20% znakowanych radioaktywnie
izoflawonoidéw znajdowato sie w medium, z czego 80% stanowity prenylowane pochodne
genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny, co wyraznie wskazuje na to, ze zwiazki te sg wydzielane
do medium w sposob selektywny (Gagnon i wspotpr. 1992a).

Inne rosdliny motylkowate oraz ich hodowle zawiesinowe nie wytwarzajg w normalnych
warunkach takich ilosci prenylowanych izoflawonéw lub prenylowanych pterokarpanéw,
dlatego tez hodowle komdrkowe i rosliny tubinu biatego sg dobrym uktadem modelowym do
badan nad enzymami biorgcymi udziat w prenylacji izoflawonoidéw. Zdolno$¢ do
katalizowania reakcji prenylacji wykazywaty mikrosomalne preparaty biatkowe uzyskane z
korzeni i z kultur komoérkowych tubinu biatego (Laflamme i wspdtpr. 1993). Preparaty
enzymatyczne katalizowaty prenylacje genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny w pozycjach 6-, 8-

oraz 3’-, uzywajac pirofosforanu izopentenylu jako donora grupy prenylowej. Wyniki testow
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enzymatycznych z réznymi substratami wykazaty, ze w tubinie istnieje kilka réznych
prenylotransferaz tworzacych kompleks multienzymatyczny, w ktérym prenylacja nastepuje w
Scisle okreslonej sekwencji uwarunkowanej wzgledami strukturalnymi.

Badania nad metabolizmem izoflawonoidoéw prowadzono réwniez na siewkach tubinu
biatego. Opisano zmiany zawartosci glukozyddw, aglikonéw oraz prenytowanych pochodnych
izoflawonoidéw w czesciach roslin oraz w wydzielinach korzeniowych #tubinu biatego
podczas pierwszych 13 dni rozwoju siewek (Wojtaszek i wspdtpr. 1993, Gagnon i wspdipr.
1995b). Dojrzate nasiona tubinu biatego zawierajg niewielkie ilosci izoflawonoidéw, gtownie
w postaci glukozyddw oraz Sladowe ilosci prenytowanych pochodnych. Catkowita zawartosé
izoflawonoidow gwattownie spada podczas pierwszych 24 h od momentu namoczenia nasion,
a nastepnie zaczyna wzrastac. Maksymalne stezenie tych metabolitdbw w tkance rozwijajacej
sie siewki zostaje osiggniete 3 dnia wzrostu. W skiadzie jakosciowym izoflawonoiddw
dominuja glukozydy genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny. Stosunek zawartosci glukozydow do
aglikondw jest rézny w poszczegélnych czesciach roslin i zmienia sie w trakcie rozwoju
siewki, szczegOlnie wysoki jest po 5 dniu rozwoju. Zmiany w proporcji glukozydéw do
aglikonéw sugeruja, ze w siewkach tubinu biatego istnieje swoisty tkankowo i zmieniajgcy sie
w trakcie ontogenezy mechanizm glukozylacji i deglukozylacji izoflawonoiddw.

Doswiadczenia z wykorzystaniem [2-"*C] kwasu cynamonowego i [U-"CjL-Phe
przeprowadzone na 2 dniowych siewkach wykazaty, ze zaréwno cate siewki, jak i same
korzenie oraz liscienie sg w stanie syntezowaé ze znakowanych radioaktywnie prekursorow
zarbwno genisteine i 2’-hydroksygenisteine, jak i ich glukozydy i prenylowane pochodne

(Gagnon i wspotpr. 1995b).

2.4.2. 1zoflawonoidy w oddziatywaniach symbiotycznych tubinu biatego

Wydzielanie izoflawonoidéw do gleby odgrywa istotng role w oddziatywaniach
symbiotycznych tubinu biatego z rizobiami. Na podstawie analiz wydzielin korzeniowych
tubinu biatego stwierdzono, ze profil izoflawonoidow w wydzielinach jest odmienny od
profilu obserwowanego w korzeniach. W wydzielinach znacznie wigkszy udziat majg wolne
aglikony genisteiny, 2’-hydroksygenisteiny oraz ich prenylowane pochodne, a zawarto$¢
glukozydow jest niewielka (Wojtaszek i wspOtpr. 1993, Gagnon i wspdtpr. 1995b). Do tej
pory nie stwierdzono jednak, ktore ze zwigzkow wydzielanych przez korzenie tubinu mogg
by¢ induktorami genéw nod symbionta. Wiadomo, ze stezenie i forma azotu majg wptyw na

profil izoflawonoidow w korzeniach, jak i w wydzielinach korzeniowych (Wojtaszek i
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wspotpr. 1993). Wazrost stezenia jonow NOs' w medium, w ktéorym umieszczone byty
korzenie siewek, powodowat spadek ilosci wydzielonych izoflawonoidéw. Spadek ten moze
by¢ interpretowany jako zmniejszenie wydzielania induktorow genéw nod w sytuacjach, gdy
ilos¢ przyswajalnego azotu jest dla rosliny wystarczajgca.

Woprowadzenie bakterii R. loti do medium, w ktérym inkubowano korzenie siewek
tubinu biatego powoduje zmiany zawartosci izoflawonoidéw zaréwno w korzeniach, jak i w
medium (Gagnon & Ibrahim 1997). W korzeniach nastepuje niewielki spadek ilosci
glukozyddw oraz wzrost zawartosci monoprenylowanych pochodnych genisteiny. W medium
zaobserwowano réwniez spadek ilosci glukozyddw oraz znaczny wzrost ilosci genisteiny i 2’-
hydroksygenisteiny i jej prenytowanych pochodnych. Rezultat ten jest zgodny z wynikami
uzyskanymi dla innych roslin motylkowatych, gdzie inokulacja symbiontem réwniez
powodowata zwiekszone wydzielanie induktorow genéw nod (Recourt i wspdipr. 1991,
Dakora i wspotpr. 1993a, 1993b, Schmidt i wspoOtpr. 1994, Bolanos-Vasquez 1997). Nie
wiadomo jednak, czy wydzielany w najwiekszych iloSciach przez korzenie tubinu wighteon
jest induktorem gendéw nod R. loti, tym bardziej, iz w testach in vitro wykazano, ze inhibuje
on wzrost tej bakterii (Gagnon & Ibrahim 1997).

Na to, ze izoflawonoidy znajdujgce sie w korzeniu odgrywajg czynng role w
oddziatywaniach z bakteriami symbiotycznymi wskazujg analizy zawartosci tych zwigzkow w
brodawkach korzeniowych tubinu biatego inokulowanego B. lupini. Profil izoflawonoidéw
wyizolowanych z brodawek znacznie odbiega od profilu tych zwigzkéw w Kkorzeniu i
charakteryzuje sie wysokg zawartoscig wolnych aglikonéw, a zwilaszcza 2’-
hydroksylupalbigeniny (Gagnon i wspOtpr. 1995a). Ta diprenylowana pochodna 2’-
hydroksygenisteiny w zdrowych korzeniach wystepuje w $ladowych ilosciach, podczas gdy w
brodawkach moze stanowi¢ do 30% catkowitej puli izoflawonoidéw. Immunocytolokalizacja
2’-hydroksylupalbigeniny z wykorzystaniem przeciwciat poliklonalnych wykazata, ze w
brodawkach zwigzek ten wystepuje w korze wewnetrznej i jest zwigzany z materiatem
wypetniajagcym przestwory miedzykomdrkowe (Grandmaison & lbrahim 1995, Gagnon |
wspotpr. 1995a). Mozna przypuszczaé, ze 2’-hydroksylupalbigenina odgrywa wazng role we
wczesnych etapach oddziatywan symbiotycznych, zwigzana, by¢ moze z tworzeniem sie

bariery tlenowej (Howieson i wspétpr. 1998).
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2.4.3.1zoflawonoidy w reakcjach obronnych tubinu biatego

Rosliny rodzaju Lupinus réznig sie¢ od innych roslin motylkowatych tym, ze w
normalnych warunkach syntezujg i akumulujg prenylowane pochodne izoflawonoidéw
wykazujace whasciwosci antygrzybowe (Harbome 1976, Hashidoko i wspdtpr. 1986, Lane &
Newman 1987, Hallard i wspotpr. 1992, Tahara & wspotpr. 1994). W tubinie biatym zwigzki
te akumulowane sg gtownie w korzeniach (Ingham i wspotpr. 1983, Tahara i wspOtpr. 1984,
Stobiecki & Wojtaszek 1990) oraz na powierzchni lisci (Harbome i wspdtpr. 1976, Ingham i
wspotpr. 1983). Korzenie tubinu biatego po obcieciu stozka wzrostu wydzielajg znaczne ilosci
wighteonu i luteonu, co $wiadczy o duzej konstytutywnej zawartosci tych metabolitow. Tak
znacznego wydzielania flawonoidéw nie stwierdzano u innych roslin motylkowatych. (Cosio i
wspOtpr. 1996).

Biorac pod uwage fakt obecnosci prenytowanych izoflawonoidéw w zdrowych roslinach
tubinu biatego, jak rowniez duza ilo$¢ izoflawonoidow zmagazynowanych w postaci
glukozydébw mozna przypuszcza¢, ze w +tubinie biatym dominowaé moga raczej
konstytutywne, a nie indukowane mechanizmy obronne. Poczatkowo uwazano nawet, ze
tubinowe izoflawonoidy o wiasciwosciach fungicydowych stanowig wystarczajacg bariere
zabezpieczajacg przed patogenami i w roslinie tej nie dochodzi w wyniku infekcji do ich
dodatkowej syntezy (Harbome i wspotpr. 1976). POZzniejsze doswiadczenia wykazaty jednak,
ze stres biotyczny zwigzany z infekcjg jak rowniez czynniki abiotyczne mogg wptywac na
metabolizm izoflawonoiddéw i ich profil w tkankach tubinu biatego (Shibuya i wsp6tpr. 1992,
Gagnon & lbrahim 1997, Stobiecki i wspotpr. 1997, Wojtaszek & Stobiecki 1997).

W korzeniach siewek zanurzonych w roztworach elisytora drozdzowego lub chitozanu
zaobserwowano wzrost catkowitej zawartosci izoflawonoidéw w pordéwnaniu do siewek
kontrolnych (Gagnon & lbrahim 1997). W obu przypadkach najwiekszy wzgledny wzrost
dotyczyt gtéwnie monoprenylowanych pochodnych izoflawonoidéw oraz genisteiny i 2’-
hydroksygenisteiny, a chitozan spowodowat dodatkowo wzrost ilosci glukozydoéw tych
zwigzkéw. Analizy wydzielin korzeniowych wykazaty, ze obydwa elisytory powoduja
zwiekszenie  wydzielania wszystkich gmp izoflawonoidow, a w szczeg6lnosci
monoprenylowanych pochodnych genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny. Natomiast w
doswiadczeniach, w ktérych korzenie siewek tubinu biatego zanurzano w roztworze elisytora
z C. lindemuthianum wykazano wzrost zawartosci 2’-hydroksygenisteiny, wighteonu i luteonu

w korzeniach siewek elisytowanych w poréwnaniu do roélin kontrolnych (Stobiecki i wspotpr.
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1997). Zestawiajgc te wyniki ze zmianami w zawartosci izoflawonoidéw w korzeniach i
wydzielinach korzeniowych spowodowanymi inkubacjg z R. loti mozna zauwazy¢, ze
symbiont nie wywotuje az tak znacznego wzrostu wydzielania prenytowanych pochodnych 2’-
hydroksygenisteiny (Gagnon & Ibrahim 1997). Biorgc pod uwage fakt, ze zwigzki te wykazujg
najsilniejsze wiasciwosci antygrzybowe ze wszystkich izoflawonoidéw wykrytych w tubinie
biatym (Tahara i wspOtpr. 1984) mozna stwierdzi¢, ze siewki swoiscie reagujg na pojawienie
sie mikroorganizmdw patogennych lub symbiotycznych.

Zmiany w zawartosci izoflawonoidow zaobserwowano roéwniez w testach z
wykorzystaniem elisytora drozdzowego, przeprowadzonych na liScieniach tubinu biatego
(Wojtaszek & Stobiecki 1997). W tym przypadku analizowano zarowno zawarto$¢
izoflawonoidéw w liscieniach, jak i ilos¢ tych zwigzkéw wydzielanych w miejscu zranienia,
na ktére nanoszono roztwor elisytora. W wydzielinach zaobserwowano wzrost ilosci 2’-
hydroksygenisteiny, lupinalbiny A oraz luteonu. Analizy zawartosci izoflawonoidéw w
liscieniach wykazaty wzrost catkowitej puli tych metabolitéw w elisytowanych liscieniach,
wzrost ten dotyczyt gtdwnie potgczen glukozydowych.

Wyniki powyzszych testdw biologicznych wskazujg na zmiany w metabolizmie
izoflawonoidéw w tubinie wywotane infekcjg przez mikroorganizmy patogenne. Nie
wiadomo, jednak w jakim stopniu w wyniku infekcji zostaje uruchomiona synteza de novo
prenytowanych pochodnych izoflawonoidéw, a w jakim stopniu zwigzki te moga by¢
uzyskiwane ze zmagazynowanych w roslinie glukozydéw genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny.
Obecno$¢ takiego mechanizmu syntezy prenytowanych izoflawonoidow wymaga istnienia

enzymu o aktywnosci p-glukozydazy w tubinie biatym.

49






3. Materiaty i metody

3.1. Materiak roslinny

Do badan wykorzystywano siewki tubinu biatego {Lupinus albus L.) odmiana Bac.
Nasiona pochodzity z Zakfadu Doswiadczalnego Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w

Przebedowie.

3.2. Stosowane odczynniki

3.2.1. Odczynniki i rozpuszczalniki

Podstawowe sole nieorganiczne oraz ninhydryna (cz.d.a.) pochodzity z POCh Gliwice,
natomiast rozpuszczalniki organiczne z POCh Gliwice lub Chempur Piekary Slaskie.
Wszystkie rozpuszczalniki przed uzyciem destylowano.

Pozostate odczynniki pochodzity z nastepujacych zrodet:
BDH (W. Brytania): Polyclar AT (PVP)
BioRad (USA): (NH4)2S20g
Chemapol Ltd. (W. Brytania): TCA
International Enzymes Ltd (W. Brytania): SDS
J. T. Baker (Holandia): acetonitryl o stopniu czystosci HPLC Gradient Grade
Merck (Niemcy): DMSQO, 2,6-dichlorochinono-4-chloroimid, 2-merkaptoetanol
National Diagnostics (USA): Protogel (akryloamid 30% (w/v), bisakryloamid 0.8% (w/v))
Polfa Krakow (Polska): glukoza
Polfa Tarchomin (Polska): karbenicylina
Serva (Niemcy): TEMED, Tris

Sigma-Aldrich (Polska): AgNOs, Ampholyte pH 3-10, EDTA, chlorowodorek
neokupreiny, Fast Blue B, formaldehyd 37% (w/v), glicyna, glukozo-e-fosforan, kwas
bursztynowy, kwas jabtkowy, kwas pirogronowy, kwas /?-hydroksybenzoesowy, kwas 5-
sulfosalicylowy, kwas szczawiooctowy, kwas szczawiowy, a-D-mannopyranozyd metylu,

NADH, NADP*, naftorezorcyna
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Odczynniki stosowane do elektroforez charakteryzowaty sie podwyzszonym stopniem
czystosci (,,for electrophoresis”). Pozostate odczynniki miaty czysto$¢ analityczng (,,analytical
grade”). Jesli nie zostato to okres$lone inaczej, to w do$wiadczeniach wykorzystywano wode

dejonizowangw systemie Milli-Q Plus Millipore (USA).

3.2.2. Standardy i substraty do testow enzymatycznych

Stosowane standardy oraz substraty do testdbw enzymatycznych pochodzity z

nastepujacych zrodet;
* Nutritional Biochemical Corp. (USA): p-D-glukozyd alkoholu salicylowego (salicyna)

e Schuchardt (Niemcy): 7-0-P-(2”-0-a-ramnozylo)-glukozyd naryngeniny (naryngina) i P-
D-glukozyd hydrochinonu (arbutyna)

e Serva (Niemcy): cytochrom C, Protein Test Mixture 4 for SDS-PAGE, Protein Test
Mixture for pl Determination pH 3-10

« Sigma-Aldrich (Polska): celobioza, gentobiza, rafinoza, sacharoza, stachioza, trehaloza, P-
D-glukopyranozyd /"-nitrofenolu (pNPG), p-D-glukopyranozyd 6-bromo-2-naftolu, P-D-
glukopyranozyd 4-metyloumbelliferonu (MUG), Molecular Weight Markers for Non-

Denaturing Electrophoresis

Glikozydy flawonoiddw i izoflawonoidéw: 4’,7-0-p-D-diglukozyd genisteiny, 7-0-P-
(2”-0-a-ramnozylo)-glukozyd apigeniny i 7-0-P-D-glukozyd genisteiny (genistyna), zostaty
wyizolowane, oczyszczone i zidentyfikowane w Pracowni Fitochemii IChB PAN wg

procedury opisanej przez Franskiego i wspotpr. (1999).

3.2.3. Nosniki chromatograficzne

Biatka oczyszczano wykorzystujagc chromatografie jonowymienng na CM-celulozie
(Serva), chromatografie powinowactwa na konkanawalinie A (Con A-Sepharose 4B; Sigma
Aldrich) oraz sgczenie zelowe na Sephacryl S-200 High Resolution i Sephacryl S-300 High
Resolution (Pharmacia Biotech). Metabolity wtorne izolowano i oczyszczano na wymieniaczu
jonowym SCX (Strong Cation Exchanger; Alltech) oraz w odwrdconej fazie (RP-C18;
Alltech). Zwigzki fenolowe analizowano na ptytkach z zelem krzemionkowym (0.25 mm.
Silica gel 60 F2s4; Merck).
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3.3.Przygotowanie materiat#u biologicznego
3.3.1. Uprawa roslin

Nasiona tubinu sterylizowano w 1.5% (v/v) KOCI przez 20 min, a nastepnie kilka razy
przemywano sterylng woda dejonizowang. Nasiona byly wysiewane do wysterylizowanego
przez autoklawowanie perlitu. Kietkowanie i rozwdj roslin odbywaty sie w szklarni w
warunkach kontrolowanych. Po uptywie jednego tygodnia rosliny byty podlewane 25%
roztworem pozywki MS (Murashige & Skoog 1962). Po zakonczeniu hodowli (zwykle po 14
dniach) roéliny dzielono na Kkorzenie, hypokotyle, liscienie i pedy. Fragmenty roslin
wykorzystywano bezposrednio do izolacji biatek lub zwigzkéw fenolowych, albo zamrazano |

przechowywano w -20°C.
3.3.2. Otrzymanie i charakterystyka elisytora drozdzowego

Preparat elisytora (YE) uzyskiwano z dostepnych handlowo drozdzy piekarniczych
{Saccharomyces cerevisiae). Oczyszczanie $cian komoérkowych drozdzy prowadzono wg
zmodyfikowanej procedury opisanej przez Hatma i wspotpr. (1992). Czyste Sciany
komoérkowe drozdzy zawieszano w dejonizowanej wodzie (1:100, w/v) i autoklawowano 30
min w 121°C, a nastepnie zawiesine sgczono na saczku bibutowym. Przesacz zawierajacy
fragmenty zhydrolizowanych $cian komorkowych zatezano na wyparce prozniowej lub
stosujac zestaw do ultrafiltracji z membrang o punkcie odciecia | kDa firmy Amicon (USA).
W zatezonym roztworze oznaczano catkowitg zawarto$¢ cukrow metodg kolorymetryczng wg
opisu podanego przez Fry’a (1994). Stezenie cukréw oznaczano wobec krzywej wzorcowej
przygotowanej dla glukozy w zakresie 2-15 pg. Do doswiadczen uzywano ilosci YE okreslone
w pg ekwiwalentéw glukozy per ml. Roztwor elisytora przechowywano w -20°C.

Poréwnanie profili cukrow i aminokwaséw w réznych preparatach YE prowadzono
technikg TLC na ptytkach pokryt>'ch zelem krzemionkowym. Na ptytke nanoszono 10-50 pl
roztworu elisytora. Badane préby rozwijano w fazie: izopropanol-EtOAc-H2o (5:2:3, VIVIV).

Po rozwinieciu i wysuszeniu ptytki wybarwiano jednym z dwoch odczynnikdw grupowych:
e 0.2% (w/v) roztwor naftorezorcyny w mieszaninie MeoH-Hz2Soa4 (9:1, v/v) - cukry

e 0.2% (w/v) roztwor ninhydryny w EtOH - aminokwasy
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3.3.3. Oznaczanie aktywnosci YE - testy liScieniowe

Aktywnos$¢ preparatu YE testowano na liScieniach 11-dniowych siewek tubinu biatego
wg procedury opisanej przez Hahna i wspOtpr. (1992). Zdrowe i odpowiednio wywiniete
liScienie ucinano przy nasadzie todygi i ich powierzchnie przecierano 70% (v/v) EtOH.
Nastepnie $cinano niewielka czes¢ tkanki i uktadano po 5-7 liscieni w sterylnych szalkach
Petriego (010 cm), na dwoch warstwach bibuty zwilzonych 7 ml sterylnej wody. Na Scietg
powierzchnie nanoszono 90-pl krople odpowiedniego roztworu. W testach stosowano sterylng
wode jako negatywng probe kontrolng 2 mM CuCla jako pozytywng probe kontrolng oraz
roztwory YE w stezeniach 100-1000 pg/ml. Liscienie z naniesionymi roztworami inkubowano
w ciemnosci w temperaturze pokojowej od 1 do 48 h. Po zakonczeniu inkubacji kazdy liscien
zanurzano Scietg powierzchnig w wodzie (2 ml na liScien), zbierajgc w ten sposob dyfuzaty.
Kazdy wariant doSwiadczenia obejmowat 2-3 szalki. Materiat roslinny zamrazano w -20°C, a
dyfuzaty ekstrahowano 3 x 1 obj. EtOAc i po odparowaniu warstw organicznych oznaczano

zawarto$¢ wydzielonych przez liScienie zwigzkdw fenolowych (Wojtaszek & Stobiecki 1997).

3.3.4. Zmiany aktywnosci IGG w reakcji na bodzce biotyczne i abiotyczne - testy
na siewkach tubinu

Siewki tubinu biatego rosngce po 5 sztuk w doniczkach z perlitem podlewano 50 ml
25% roztworu pozywki MS (Murashige i Skoog 1962) w 10 i 12 dniu wzrostu. W 14 dniu
wzrostu rosliny podlewano roztworami roznych form azotu: 9 mM KNOs, 15 mM NHzNQOs, 5
mM (NHa4)2So4 lub roztworem YE o stezeniu 250 lub 500 pg/ml uzywajagc 50 ml
odpowiedniego roztworu na doniczke. Kazdy wariant obejmowat 2 doniczki, a eksperyment
wykonano dwukrotnie. W celu uniknigecia rozwoju mikroorganizméw, do przygotowanych
roztworow dodawano karbenicyline w ilosci 0.5 mg/ml. Probe kontrolng stanowity rosliny
podlewane wodnym roztworem kirbenicyliny.

Rownolegle, dla celow analizy wydzielanych zwigzkéw fenolowych, cze$¢ roslin
umieszczano w kolbach stozkowych, w ktérych znajdowato sie po 200 ml wyzej
wymienionych roztworéw. W kazdej kolbie umieszczono po 5 siewek tubinu, tak aby ich
korzenie byly zanurzone w roztworach. Ten wariant eksperymentu réwniez wykonano
dwukrotnie.

Po 24 lub 48 h rodliny dzielono na poszczeg6lne czesci, w ktdrych oznaczano

aktywnos$¢ 1GG. Roztwory, w ktorych inkubowano rosliny ekstrahowano 2 x | obj. EtOAc i
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po odparowaniu warstw organicznych oznaczano zawarto$¢ wydzielonych przez korzenie

zwigzkow fenolowych.

3.4. Ekstrakcja biatek
3.4.1. Frakcjonowanie biatek z tkanki rostinnej

Izolacje biatek prowadzono w temp. 0°C. Materiat roslinny homogenizowano w
mozdzierzu w 0.1 M buforze NaOAc, pH 5.0 (2 ml/g $w.m.) w obecnosci PVP (0.2 g/3 g
$w.m.). Homogenat odwirowywano przy 20000 g przez 10 min. Wydzielony supernatant
traktowano jako ekstrakt biatlek cytoplazmatycznych. Pozostaty osad przemywano
kilkakrotnie buforem ekstrakcyjnym na lejku Buchnera z sgczkiem bibutowym, otrzymany
przesgcz dotgczano do frakcji biatek cytoplazmatycznych. Ekstrakcje biatek jonowo
zwigzanych ze $cianami komorkowymi prowadzono inkubujgc otrz>'many osad w 0.1 M
buforze NaOAc pH 5.0 zawierajgcym | M NaCl przez 90 min przy ciggtym mieszaniu.
Zawiesine odwirowywano przy 20000 g przez 20 min. Osad $cian komorkowych

ekstrahowano ponownie I M NaCl, a supematanty z obu ekstrakcji taczono razem.

3.4.2. Oczyszczanie 1GG

Procedure oczyszczania IGG prowadzono w temp. 0°C. Ekstrakt biatek $cian
komorkowych wysalano (NH4)2So4 do 35% nasycenia roztworu przez | h przy ciggtym
mieszaniu. Roztwor odwirowywano przy 20000 g przez 20 min. Wstepne doswiadczenia
wykazaty, ze w tych warunkach nie nastepuje wytracenie IGG. Supernatant doprowadzano do
85% nasycenia (NH4)2So4 przy cigglym mieszaniu przez | h, a nastepnie odwirowywano jak
poprzednio. Osad rozpuszczano w 0.1 M buforze NaOAc, pH 5.0 i dializowano przez noc
wobec tego samego buforu. Mieszanine biatek nanoszono na kolumne z CM-celulozg(t.5 cm
x 30 cm) zekwilibrowang wczesniej O+ M buforem NaOAc, pH 5.0. Elucje prowadzono
stosujagc gradient liniowy 0-0.5 M NaCl w tym samym buforze; zbierano frakcje o objetosci 6
ml. We wszystkich frakcjach okreslano ilo$¢ biatka (A2so) oraz aktywnos$¢ IGG stosujac test z
PNPG (Rozdz. 3.6.1.). Frakcje wykazujace najwiekszg aktywnos$¢ IGG tgczono i wysalano
(NHa4)2So4 do 90% nasycenia, roztwor odwirowywano jak poprzednio. Osad biatek
rozpuszczano w 50 mM buforze NaOAc, pH 5.0 i dializowano przez noc wobec tego samego
buforu. Biatka nanoszono na kolumne z ConA-Sepharose 4B (1.5 cm x 15 cm),

zekwilibrowang 50 mM buforem octanowym pH 5.0, zawierajgcym 25 mM NaCl i 0.2 M
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a-D-mannopyranozyd metylu. Zwigzane biatka wymywano w skokowym gradiencie 25 mM,
0.5 Mi !l M NaCl w tym samym buforze w obecnosci 0.2 M a-D-marmopyranozydu metylu;
zbierano frakcje o objetosci 5 ml. Frakcje o najwiekszej aktywnosci IGG tgczono i
poddawano wysoleniu (NH4)2Soa do 90% nasycenia, po + h roztwor odwirowywano jak
poprzednio. Otrzymany osad rozpuszczano w 0.1 M buforze NaOAc i biatka poddawano
sgczeniu zelowemu na kolumnie wypetnionej Sephacryl S-300 HR (1.5 c¢cm x 50 cm).
Ekwilibracje kolumny, a nastepnie elucje biatek prowadzono 0.1 M buforem NaOAc, pH 5.0;
zbierano frakcje o objetosci 2 ml. Frakcje o najwyzszej aktywnosci IGG wykorzystywano do

dalszych badan.

3.4.3. Wydzielanie biatek obecnych w przestworach miedzykomorkowych

Ptyn z przestworéw miedzykomorkowych (IWF; z ang. Intercellular Washing Fluid)
uzyskiwano z korzeni, hypokotyli, liscieni i liSci roslin tubinu biatego postepujac zgodnie z
opisem procedury podanym przez Hammond-Kosack (1992). Materiat roslinny poddawano
infiltracji 0.1 M buforem NaOAc, pH 5.0, zawierajgcym 1 M NaCl. Infiltracje prowadzono
podczas 5 cykli po 40 s obnizonego cisnienia. Biatka zawarte w IWF otrzymywano

odwirowujgc materiat roslinny przy 230 g przez 10 min.

3.4.4. Markery cytoptazmatyczne

Stopien czystosci IWF okreslano na drodze poréwnania aktywnosci enzymatycznej tzw.
markerow cytoplazmatycznych w homogenatach roslinnych i w samych IWF. Jako enzymy
markerowe wybrano: dehydrogenaze glukozo-e-fosforanows (A), dehydrogenaze jabtczanowsg
(B), dehydrogenaze mleczanowg (C) i fumaraze (D). Tkanki roslinne homogenizowano w
mozdzierzu w 0.1 M buforze NaOAc pH 5.0/1 M NaCl (1 ml/g $w.m.) w obecno$ci PVP w
temp. 0°C. Homogenaty odwirowywano 20 min przy 20000 g, a supematanty uzywano do
oznaczenia aktywnosci enzymatycznej. Mieszaniny testowe o objetosci | ml zawieraty

odpowiednio (Bergmeyer 1974a, 1974b):

A 0.1 M bufor Tris/Cf pH 8.0, | mM glukozo-e-fosforan, pH 8.0, | mM MgCh, 0.2 mM
p-NADP” oraz 50 pl IWF lub 10 pl homogenatu tkanek

B 0.1 M bufor Tris/Cf pH 7.5, | mM kwas szczawiooctowy, 0.2 mM P-NADH oraz 50 pl
IWF lub 25 pl homogenatu tkanek
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C 48 mM bufor fosforanowy pH 7.5, 0.63 mM kwas pirogronowy, 0.18 mM P-NADH
oraz 25 pl IWF lub 25 pl homogenatu tkanek

D 0.1 M bufor fosforanowy pH 7.4, 50 mM kwas jabtkowy oraz 10 pl IWF lub 10 pl

homogenatu tkanek

Reakcje rozpoczynano poprzez dodanie odpowiedniego nukleotydu (A-C) lub kwasu
jabtkowego (D). W testach wykorzystujagcych NADH (B-C) lub NADP”A (A) miernikiem
aktywnosci byty zmiany absorbancji przy diugosci fali 340 nm. Aktywnos¢ fumarazy (D)

wyznaczano ze zmian absorbancji przy dtugosci fali 240 nm.

3.5.Charakterystyka ilosciowa i jakosciowa biatka

3.5.1. Oznaczanie ilosci biatka

llos¢ biatka w probkach oznaczano metodg Bradford (1974). Absorbancje prébek
mierzono przy dtugosci fali 595 nm. llo$¢ biatka obliczano przez poréwnanie z krzywa

wzorcowg przygotowang w zakresie 2.5-20 pg BSA.

3.5.2. Elektroforeza w zelu potiakrytoamidowym w warunkach denaturujgcych
(SDS-PAGE)

Elektroforeze prowadzono zgodnie z procedurg opisang przez Laemmli’ego (1970) na
zelach poliakryloamidowych typu ,,mini” w aparacie firmy Biometra (Niemcy). Probki (3-20
pg biatka) zageszczano przez wytracenie 4 obj. zimnego acetonu w -20°C przez 20-40 min.
Po odwirowaniu przy 10000 g przez 7 min, wytrgcone biatka przeptukiwano 2 x 400 pl
schtodzonego 80% (v/v) acetonu w -20°C przez 30 min, wirujgc 5 min przy 10000 g po
kazdym ptukaniu. Probki rozpuszczano w 10 pl H20 i 10 pl buforu probki o sktadzie: 20%
(v/v) glicerol, 10% (v/v) (i-merkaptoetanol, 4% (w/v) SDS oraz 0.0025% (w/v) BPB w 0.25
M Tris/Cf pH e.8. Przed natozeniem na zel prébki gotowano 3 min i odwirowywano 2 min
przy 10000 g. Jako markerow mas czgsteczkowych uzywano mieszaniny ,,Protein Test

Mixture 4 for SDS-PAGE” (Serva), w skiad ktorej wchodzity nastepujace biatka:

anhydraza weglanowa 29.0kDa
albumina z jaja kurzego 45.0kDa
albumina z surowicy wotowej 66.0kDa
fosforylaza B 97.4kDa
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Przed natozeniem prob, zele poddawano preelektroforezie przez 30’ przy natezeniu
pradu 6 mA/zel. Rozdziat biatek rozpoczynano przy 12 mA/zel, a po wejsciu biatek w zel
rozdzielajgcy podwyzszano natezenie maksymalnie do 25 mA/zel. Rozdzielone biatka

wybarwiano CBB tub metodg srebrowa.

3.5.3. Elektroforeza w  Zzelu potiakrytloamidowym  w  warunkach
niedenaturujacych

Elektroforeze w warunkach niedenaturujgcych prowadzono w warunkach identycznych
jak opisane w rozdziale 3.5.2., z tym, ze zaréwno zele, jak i bufor elektrodowy pozbawione
byty SDS. Podobna byta rowniez procedura zageszczania prébek biatka, jednak wytrgcenie w
acetonie prowadzono tylko przez 20 min, a wytrgcone biatko przeptukiwano jedynie 1 x 400
pl 80% (v/v) acetonu przez 10-15 min. Prébki biatek rozpuszczano nastepnie w 10 pl H20 i
10 pl buforu prébki o sktadzie: 20% (v/v) glicerol oraz 0.0025% (w/v) BPB w 0.25 M Tris/Cf
pH e.8. Przed natozeniem na zel prébek nie gotowano. Do elektroforezy niedenaturujgcej
stosowano zestaw standardow ,Molecular Weight Markers for Non-Denaturing

Electrophoresis” (Sigma), w skiad ktérego wchodzity nastepujace biatka:

a-laktoalbumina 14.2 kDa
anhydraza weglanowa 29.0 kDa
albumina z jaja kurzego 45.0 kDa
albumina z surowicy wotowej monomer 66.0 kDa

dimer 132 kDa
ureaza trimer 272 kDa

heksamer 545 kDa

Masy czasteczkowe standardéw oraz badanych biatek wyznaczano stosujac procedure
opisang przez producenta.

Po zakonczeniu elektroforezy zele rozcinano na dwie czesci. Pierwszg zawierajacg
mieszaning standardow barwiono CBB. Druga cze$¢ ze S$ciezkami badanego biatka

poddawano wybarwianiu specyficznemu dla 1GG.

3.5.4. Ogniskowanie izoetektryczne (IEF)

Ogniskowanie izoetektryczne biatek prowadzono w 10% zelach poliakryloamidowych o

nastepujacym sktadzie: 9.5% (w/v) akryloamid, 0.5% (w/v) bisakryloamid, 10% (v/v) glicerol.
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2% (v/iv) Ampholyte, pH 3-10, 0.05% (w/v) (NH4)2S20y i 0.075% (v/v) TEMED.
Elekrtoforeze wykonywano na zelach typu ,,mini” w aparacie do elektroforez horyzontalnych,
skonstruowanym w IChB PAN. Probki biatek, przygotowywane jak w rozdziale 3.5.3.,
rozpuszczano w 15 pl 5 mM buforu NaOAc, pH 5.0. Jako markery pl wykorzystano
mieszanine bialek ,,Protein Test Mixture for pl Determination, pH 3-10” (Serva), z ktorej
pobierano 10 pl i uzupetniano 5 pl 5 mM buforu NaOAc, pH 5.0. W skfad mieszaniny

standardow wchodzity nastepujace biatka:

cytochrom C pl 10.65
rybonukleaza A pl 9.45

lektyna z soczewicy jadalnej pl 7.75/8.00/8.30
mioglobina pl 6.90/7.35
anhydraza weglanowa pl 6.00
p-laktoglobulina pl 5.15/5.30
inhibitor trypsyny z soji pl 4.50

oksydaza glukozy pl 4.20
amyloglukozydaza pl 3.50

Probki biatek i standardy naktadano na kwadraciki bibuty (5x5 mm) Whatman 3MM
umieszczone bezposrednio na zelu. Jako bufory elektrodowe wykorzystywano 10 mM H3zPOs
I 20 mM NaOH. Ogniskowanie prowadzono poczatkowo przy napieciu 100 V. Po 30 min
zdejmowano bibutki i biatka ogniskowano przez 3.5 h przy 150 V. Po zakonczeniu
elektroforezy, zele dzielono na dwie czesci i wybarwiano tak, jak to opisano w rozdziale
3.5.3. Zele przeznaczone do barwienia CBB, inkubowano przez 30 min w mieszaninie 0.7 M

TCA/0.13 M kwas sulfosalicylowy dla odmycia amfolin.
3.5.5. Techniki barwienia zeli
3.5.5.1. Wybarwianie rozdzielonych elektroforetycznie biatek

Stosowano dwie metody barwienia:

* Barwienie mieszaning CBB:
Zele inkubowano 45 min w mieszaninie zawierajacej 0.1% (w/v) CBB w 10% (v/v)
HOACc/20% (v/v) MeOH. Do odmycia niezwigzanego z biatkiem CBB stosowano 10%
(v/v) HOAC/20% (v/v) MeOH.
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Barwienie srebrem:

Zele przemywano 3 x 30 min w 50% (v/v) MeOH. Nastepnie zele inkubowano w
mieszaninie o sktadzie: 0.076% (w/v) NaOH, 0.35% (w/v) NHs oraz 0.4% (w/v) AgNOa,
przez 20 min. Po kilkukrotnym przeptukaniu wodg, zele umieszczano w roztworze
wywotujgcym: 0.02% (w/v) formaldehyd i 0.005% (w/v) kwas cytrynowy. Wybarwianie
zatrzymywano 50% (v/v) MeOH. Zele przechowywano w 20% (v/v) MeOH.

3,5.5,2.Barwienie aktywnosci enzymatycznej IGG

Stosowano dwie techniki barwienia aktywno$ci enzymatycznej 1GG, wykorzystujgce

dwa rézne substraty:

P-D-glukopyranozyd 6-bromo-2-naftolu

Barwienie wykonywano wg opisu podanego przez Lowenstein Spielman i Mowshowitz
dla a-glukozydazy (1982). Zele ptukano przez 5 min w 50 mM buforze NaOAc, pH 5.0, a
nastepnie inkubowano przez 5 min w ! mM EDTA w tym samym buforze.
Przygotowywano 0.25 ml 1% (w/v) P-D-glukopyranozydu 6-bromo-2-naftolu w DMSO
oraz 4.75 ml 50 mM buforze NaOAc pH 5.0 zawierajgcego 0.2% (w/v) Fast Blue B i
I mM EDTA. Oba roztwory ftaczono, a powstatg mieszaning spryskiwano zel i

pozostawiano do wybarwienia.

p-D-glukopyranozyd 4-metyloumbelliferonu (MUG)

Barwienie wykonywano wg opisu podanego przez Hosela i Barza (1975). Zele ptukano
przez 5 min w 50 mM buforze NaOAc, pH 5.0, a nastepnie inkubowano przez 15 min w
0.02 mM MUG w tym samym buforze. Po zakonczeniu inkubacji zele oglagdano pod

lampg UV przy dtugosci fali 366 nm.

3.5.6. Oznaczanie masy czgsteczkowej natywnego enzymu - sgczenie zelowe

Mase czasteczkowag biatka oznaczano stosujgc sgczenie zelowe na kolumnie z Sephacryl

S-200 HR (1.5 cm x 25 cm). Martwa objeto$¢ kolumny okreslano stosujac Dextran blue 2000.

Kolumne kalibrowano nanoszac na nig mieszaning nastepujacych biatek: cytochrom C (12.3
kDa), anhydraza weglanowa (29 kDa), BSA (66 kDa) oraz katalaza (240 kDa). Elucje

prowadzono 0.1 M buforem NaOAc pH 5.0, zbierano frakcje 0.5 ml i okreslano w nich ilos¢

biatka (Az280). Na wykalibrowang kolumne nanoszono 300 pl preparatu IGG otrzymanego po

czesciowym oczyszczeniu na kolumnie z CM-celulozg lub pltynu z przestwordw
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miedzykomdrkowych korzenia. Elucje prowadzono tak, jak dla mieszaniny standardow, w
zebranych frakcjach oprocz ilosci biatka (Az2s0), okreslano tez aktywno$¢ IGG w tescie z
pNPG (Rozdz. 3.6.1.).

3.6.0kreslanie aktywnosci enzymatycznej |GG
3.6.1. Pomiar ilosci uwolnionego p-nitrofenolu

Do rutynowego oznaczania aktywnosci IGG stosowano test kolorymetryczny z uzyciem
P-D-glukozydu p-nitrofenolu jako substratu. Reakcje prowadzono przez 10 min w temp. 50°C
w mieszaninie reakcyjnej (1 ml) zawierajgcej 0.1 M buforu NaOAc pH 5.0, 0.25 mM /?NPG
oraz okreslong ilo$¢ biatka (najczesciej 10 pg). Reakcje zatrzymywano | ml | M Na2Cos.
Ilos¢ uwolnionego p-nitrofenolu okre$lano przez pomiar spektrofotometryczny przy dtugosci
fali 405 nm, odnoszac uzyskane wyniki do krzywej kalibracyjnej wykonanej dla roztwordw p-
nitrofenolu w zakresie 5-300 pM. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczano aktywno$¢
enzymu. Jednostka aktywnosci P-glukozydazy zostata okreSlona jako ilo$¢ enzymu
katalizujgca uwolnienie 1 pmola /j-nitrofenolu w ciggu | min w standardowych warunkach

reakcji.

3.6.2. Pomiar ilosci uwolnionej genisteiny

W niektérych przypadkach pomiaru aktywnosci 1GG dokonywano wobec jej
naturalnego substratu - genistyny (7-0-p-glukozydu genisteiny). Test prowadzono przez | h
w temp. 50°C w mieszaninie reakcyjnej (1 ml) zawierajgcej 0.1 M bufor NaOAc pH 5.0, przy
stezeniu genistyny 30 pM oraz okre$long ilo$¢ biatka. Reakcje zatrzymywano przez dodanie
1.5 ml EtOAc i ekstrakcje zwigzkéw fenolowych. Wytrzasanie z 1.5-ml porcjg EtOAC
powtarzano jeszcze raz. Potgczone warstwy organiczne odparowywano do sucha w strumieniu
N2, a nastepnie rozpuszczano w 0.5 ml MeOH i poddawano rozdziatowi TLC na ptytkach z
zelem krzemionkowym, stosujac jako faze ruchomg mieszaning CHCl3-MeoH-Hz2o (40:10:1,
v/Ivlv). Wykorzystujgc zjawisko wygaszania fluorescencji przez zwigzki fenolowe
wykonywano pomiary densytometryczne intensywnosci plamek flawonoidow przy uzyciu
systemu UVP 2000 Gel Analysis Software. Pomiary te umozliwity analize iloSciowa
zwigzkow fenolowych w badanych prébkach poprzez odniesienie do krzywej wzorcowej

wyznaczonej dla o.1-10 nmoli genisteiny.

60






Materiaty i metody

3.6.3 Pomiar ilosci uwolnionego cukru

Dla niektérych substratdbw uzytych do okre$lenia specyficznosci substratowej 1GG,
oznaczano ilo$¢ uwolnionej w wyniku hydrolizy glukozy, stosujac test na cukry redukujace
(Chaplin, 1986). Do 200 pl probki po teScie enzymatycznym dodawano 400 pl roztworu
zawierajacego 4% (w/v) Naz2Cos, 1.6% (w/v) glicyny i 0.045% (w/v) CuS04 x sH20 oraz
400 pl 0.15% (w/v) chlorowodorku neokupreiny. Mieszanine wstawiano na 12 min do fazni
wodnej o temp. 100°C. Po wyjeciu z tazni probki schtadzano, dodawano do kazdej | ml wody
I mierzono absorbancje przy dtugosci fali 450 nm. Na podstawie otrzymanych wynikow

obliczano ilo$¢ cukru przez poréwnanie z krzywa wzorcowg wykonang dla 0.1-2 pg glukozy.

3.6.4. Oznaczanie specyficznosci substratowej 1IGG

Do badania specyficznosci substratowej uzywano preparat IGG otrzymany po
czeSciowym oczyszczeniu na kolumnie z CM-celuloza. Optimum pH aktywnosci 1GG
wyznaczano mierzac ilos¢ uwolnionego p-nitrofenolu w mieszaninach reakcyjnych o r6znym
pH. Do testow uzyto buforéw: 0.1 M Gly/Cf w zakresie pH 2.5-3.5, 0.1 M kwas
bursztynowy/NaOH pH 4.0, 0.1 M NaOAc w zakresie pH 4.5-5.5 i 0.1 M bufor Tris/Cf w
zakresie pH 6.0-9.0.

Specyficzno$¢ substratowg IGG okre$lono analizujac zdolno$¢ enzymu do hydrolizy
nastepujgcych substratdw: genistyny, ranmoglukozydu apigeniny, narynginy, arbutyny,
salicyny, pNPG, gentobiozy, celobiozy, trehalozy, rafmozy i sacharozy. Reakcje hydrolizy,
przy statej ilosci enzymu, prowadzono dla roznych stezen substratéw w zakresie 0.1-50 mM
w mieszaninie reakcyjnej (1 ml) zawierajacej takze 0.1 M bufor NaOAc pH 5.0. Probki
inkubowano 1 h w temp. 50°C. Dla 4’,7-0-P-diglukozydu genisteiny (0.25 mM) analizowano
rowniez przebieg reakcji hydrolizy w czasie 10 - 120 min. Wszystkie analizy powtarzano co
najmniej 2-krotnie.

Do okreslenia ilosci uwolnionych produktéw stosowano trzy rézne metody:

» dlapNPG okreslano ilo$¢ uwolnionego/7-nitrofenolu (Rozdz. 3.6.1.)

» dla genistyny, narynginy, ramnoglukozydu apigeniny i diglukozydu genisteiny okreslano

ilos¢ uwolnionego aglikonu (Rozdz. 3.6.2.)

e dla pozostatych substratdbw okreslano ilos¢ uwolnionej w wyniku hydrolizy glukozy

(Rozdz. 3.6.3.)
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Uzyskane wyniki iloSciowe bylty wykorzystane do obliczenia Km i Vmax enzymu dla
poszczegolnych substratdw. Obliczenia wykonano uzywajgc programu komputerowego EZ-

FIT.

3.6.5.0znaczenie aktywnosci hydrolitycznej 1GG wobec polisacharydéw Scian
komérkowych

Preparat $cian komorkowych uzyskiwano z osadu pozostatego po ekstrakcji biatek Scian
komorkowych z korzeni tubinu biatego. Osad umieszczano na saczku z bibuty na lejku
Buchnera i przemywano (5 ml/l g) dwukrotnie 80% (v/v) acetonem w wodzie, dwukrotnie
mieszaning CHCIs - MeOH (1:1, v/v) i dwukrotnie acetonem. Po osuszeniu oczyszczone
Sciany komorkowe przechowywano w eksykatorze prozniowym nad P20s w temp. pokojowej.

Do testu enzymatycznego uzywano 12 mg Scian komérkowych. Zawieszono je w | ml
wody na 15 min. Po odwirowaniu przy 3500 g przez 5 min, osad ponownie zawieszano w
wodzie i odwirowano. Uwodnione Sciany komorkowe zawieszano dwukrotnie w 50% (v/v)
acetonie i wirowano tak jak poprzednio. Tak przygotowane $ciany komoérkowe zostaty
zawieszone w 4 ml 0.1 M buforu NaOAc, pH 5.0, do ktérego dodano biatka ze $cian
komoérkowych korzeni (20 pg) lub 200 pl $wiezo przygotowanego IWF z korzeni tubinu.
Préba kontrolna nie zawierata preparatu biatka. Kazdy zestaw eksperymentalny
przygotowywano w 2 powtorzeniach. Proby inkubowano w temp. 37°C przez 24 h. W
okreslonych odstepach czasu pobierano prébki o objetosci 200 pl, ktére zamrazano. Po
zakonczeniu testu we wszystkich prébach oznaczono ilo$¢ uwolnionych reszt glukozy
stosujac test na cukry redukujace (Rozdz. 3.6.3.). Absorbancje prébek z preparatem biatka

mierzono w stosunku do odpowiednich probek kontrolnych.

3.7.1zolacja i charakterystyka zwiazkow fenolowych

3.7.1. Ekstrakcja zwigzkow fenolowych z tkanek roslinnych

Materiat roslinny homogenizowano w mozdzierzu w 80% (v/v) MeOH (3 ml/g $w. m.)
Zwigzki fenolowe ekstrahowano w fazni ultradZzwiekowej przez 30 min. Nastepnie
mieszaning saczono na sgczku z bibuty na lejku ze spiekiem. Osad przemywano dodatkowo
10 ml MeOH, przesacze tgczono. Mieszaning zwigzkéw organicznych zageszczano na
wyparce prozniowej w temp. 40°C do pozostatosci wodnej. Dalszg izolacje zwigzkow

fenolowych w zalezno$ci od potrzeb wykonywano przy uzyciu jednej z dwdch metod.
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W pierwszej z nich otrzymang probe ekstrahowano dwukrotnie EtOAc w proporcji 1:1
(viv). Uzyskany ekstrakt zwitkdéw organicznych odparowywano do sucha na wyparce
prézniowej i przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

Druga metoda oparta byla o technike ekstrakcji do fazy stalej. Prébke wodng
odpowiadajacg 2 g $w. m. tkanki przepuszczano przez uktad dwoch kolumienek, z ktorych
pierwsza zawierata 700 mg SCX, a druga 500 mg RP-C18. Obie kolumienki wczesniej
aktywowano, przemywajgc kazdaz nich kolejno 5 ml MeOH i 5 ml H20. Do SCX wigzaty sie
alkaloidy oraz w sposob niespecyficzny niewielka ilos¢ zwigzkéw fenolowych, do RP-C18
wigzaty sie pozostate zwigzki fenolowe. Po przepuszczeniu proby obie kolumienki
roztgczano, przemywano 5 ml H20, a nastepnie zwigzki fenolowe wymywano z kazdej z
kolumienek 5 ml MeOH. Frakcje metanolowe tgczono i odparowywano do sucha na wyparce

prézniowej, tak przygotowane probki przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

3.7.2. 1zolacja zwigzkow fenolowych z przestworow miedzykomorkowych

Izolacje prowadzono metodg opisang przez Hammond-Kosack (1992) dla uzyskania
biatek z przestworow miedzykomorkowych. Roéliny infiltrowano 0.1 M buforem NaOAc
pH 5.0 zawierajgcym 20% (v/v) EtOH. Uzyskane IWF ekstrahowano dwukrotnie EtOAc w
proporcji 1.1 (v/v). Potgczone warstwy organiczne odparowywano w strumieniu N2 i

przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

3.7.3. Analiza zwiazkéw fenolowych metodg chromatografii cienkowarstwowej

Zwigzki fenolowe wyizolowane z réznych czesci roélin tubinu biatego analizowano
technikg TLC na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym 60 F2s4. Na ptytke nanoszono
5-100 pl roztworu zwigzkow fenolowych. Mieszaniny metabolitow wtornych rozwijano w
nastepujacych fazach: CHCIl3-MeoH-H2o0 (40:10:1, v/v/v) lub CHC”-MeOH (50:2, v/v). Po
rozwinieciu i wysuszeniu ptytki ogladano pod lampg UV przy diugosciach fali 254 i 366 nm.
Dla potwierdzenia obecnosci zwiddw fenolowych ptytki wybarwiano odczyrmikiem Gibbsa
(0.2% (w/v) roztwor 2,6-dichlorochinono-4-chloroimidu w chloroformie) (Tahara 1984),

ktory jest swoistym odczynnikiem grupowym dla tych metabolitow.
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3.7.4. Analiza zwigzkow fenolowych metoda wysokorozdzielczej chromatografii
cieczowej

Probki ekstraktow zwigzkéw fenolowych z wydzielin korzeniowych poddawano
analizie jakosciowej i ilosciowej metodg wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej
(HPLC). Analizy prowadzono na zestawie firmy Merck-Hitachi (Niemcy-Japonia), w skiad
ktérego wchodzity: pompa L-7100 oraz detektor L-7450 rejestrujgcy widmo ciggle w zakresie
210-400 nm. Rozdziaty prowadzono na kolumnie Superspher 100 RP-18 (2 x 250 mm) firmy
Merck (Niemcy), przy przeptywie 0.2 ml/min. Jako fazy ruchome stosowano nastepujgce dwie

mieszaniny rozpuszczalnikow:

A acetonitryl - 95%, woda - 4.5%, HOACc - 0.5% (v/v/v)
B. acetonitryl - 4.5%, woda - 95%, HOAc - 0.5% (v/v/v)

Analizy prowadzono w nastepujacym gradiencie:

[min] %A %B
0 15 85

5 30 70
45 100 0
50 100 0
60 15 85

Eluowane z kolumny zwigzki fenolowe identyfikowano przez poréwnanie czaséw
retencji i widm UV z analogicznymi danymi uzyskanymi dla substancji wzorcowych.

Integracji chromatograméw dokonywano przy dtugosci fali 259 nm, stosujac program
D-7000 HSM firmy Merck-Hitachi (Niemcy-Japonia). llos¢ poszczegolnych zwigzkow
fenolowych w prébkach okreslano jako stosunek powierzchni piku danego zwigzku do
powierzchni  piku standardu wewnetrznego. Stosowanym standardem byt kwas

p-hydroksybenzoesowy w stezeniu 125 pM.
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4 Wyniki
4.1. Aspekty metodyczne

4.1.1. Optymalizacja preparatyki IWF

Standardowo procedura wydzielania biatek Scian komorkowych polega na ekstrakcji
sekwencyjnej. Ze zhomogenizowanego materiatu roslinnego najpierw izoluje sie biatka
cytoplazmatyczne, a nastepnie z tej samej probki ekstrahowane sa biatka zwigzane
oddziatywaniami jonowymi ze S$cianami komorkowymi. Taka metodyka moze jednak
prowadzi¢ do zanieczyszczenia frakcji  bialek  Scian  komorkowych  biatkami
cytoplazmatycznymi. Dlatego tez w celu jednoznacznego potwierdzenia lokalizacji biatka w
$cianach komorkowych do jego izolacji mozna wykorzysta¢ metode IWF.

Izolacja ptynu miedzykomdrkowego jest alternatywnie stosowang metodg otrzymywania
biatek ze S$cian komdrkowych. W jej wyniku otrzymuje sie mniej biatek niz podczas
ekstrakcji, przy dobrze dobranych warunkach nie sg one jednak zanieczyszczone biatkami
cytoplazmatycznymi. Zmieniajac sktad buforu uzywanego do infiltracji roslin mozna
selektywnie ilosciowo lub jakosciowo wymywa¢ biatka w rézny sposéb oddziatujace ze
$cianami komorkowymi.

Stopien czystosci IWF ocenia sie poprzez poréwnanie aktywno$ci enzymatycznych
markeréw cytoplazmatycznych w IWF i w homogenatach tkanek. Do badan nad skutecznoscig
metody IWF wybrano korzenie, poniewaz wtasnie w nich, stosujac ekstrakcje sekwencyjng
(Rozdz. 4.3.1.), stwierdzono najwiekszg aktywno$¢ |GG zwigzang ze S$cianami
komérkowymi. Oznaczono aktywno$¢ nastepujacych enzyméw markerowych cytoplazmy:
dehydrogenazy  glukozo-e-fosforanowej, dehydrogenazy mleczanowej, fumarazy i
dehydrogenazy jabtczanowej (MDH). Aktywno$¢ pierwszych trzech enzyméw byta znikoma
w homogenatach korzeni, dlatego do okreSlenia stopnia zanieczyszczenia IWF biatkami
pochodzenia cytoplazmatycznego wykorzystano jedynie MDH.

Kluczowym zagadnieniem niniejszej pracy jest kolokalizacja enzymu i jego substratow.
Koniecznym bylo wiec dobranie warunkéw otrzymywania IWF, ktére umozliwig izolacje
biatek, a takze wymycie zwigzkow fenolowych z apoplastu. Poniewaz przypuszczano, ze
badane biatko zwigzane jest jonowo ze $cianami komorkowymi, do jego izolacji wybrano
0.1 M NaOAc pH 5.0, zawierajgcy | M NaCl. Bufor ten nie nadawat sie jednak do izolacji

izoflawonoidow, poniewaz zwigzki te, a szczegdlnie ich wolne aglikony, stabo rozpuszczaja
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sie w wodzie. Dlatego tez badano zestaw buforow 0.1 M NaOAc zawierajacych 20, 30 lub
35% (v/v) EtOH, ktore, jako mniej polarne mogty by¢ bardziej odpowiednie do wydzielania
zwigzkow fenolowych. Pozostate warunki otrzymywania IWF pozostawiono bez zmian.

Ptyny miedzykomdrkowe uzyskiwano przy uzyciu wybranych buforow, a
homogenizacje korzeni prowadzono w obecnosci buforu wczesniej uzytego do infiltracji (Tab.
4.1). Aktywno$¢ MDH przeliczano badZ na pg biatka, badZ na g Swiezej masy korzeni.
Poniewaz ilos¢ wymytych biatek zalezy od skiadu buforu, stuszniejszym wydaje sie
przeliczanie aktywnos$ci enzymu na g $w. m. gdyz mozna przyjaé, ze $rednio apoplast stanowi
ten sam procent masy korzeni. Aktywnos¢ MDH w IWF stanowita co najwyzej 0,3-1,5%
catkowitej aktywnosci (Tab. 4.1.), co wydaje sie by¢ dobrym wskaznikiem czystosci IWF.
Pamieta¢ rowniez nalezy o tym, ze aktywno$¢ MDH w ptynach miedzykomdérkowych moze
wynika¢ nie tylko z zanieczyszczenia IWF biatkami cytoplazmatycznymi, ale takze z
obecnosci MDH w $cianach komérkowych korzeni (Gross 1977). Potwierdza to eksperyment
przeprowadzony w Pracowni Fitochemii, wykazujacy, ze egzogenny kwas jabtkowy stymuluje

tworzenie H202 w 5-dniowych siewkach tubinu biatego (Majewski 1999).

Aktywno$¢ MDH [AAszso/min]

na pg biatka na g Swiezej masy korzenia
Homogenaty korzeni
0.1 M NaOAc + IM NacCl 0,090 49,1
0.1 M NaOAc + 20% EtOH 0,094 27,0
0.1 M NaOAc + 25% EtOH 0,060 20,3
0.1 M NaOAc + 30% EtOH 0,150 19,3
0.1 M NaOAc + 35% EtOH 0,044 11,0
IWF
0.1 M NaOAc + | MNaCl 0,046 0,716
0.1 M NaOAc + 20% EtOH 0,004 0,068
0.1 M NaOAc + 25% EtOH 0 0
0.1 M NaOAc + 30% EtOH 0 o
0.1 M NaOAc+ 35% EtOH 0 0

Tab. 4.1. Okreslenie stopnia czystosci IWF. Aktywnos$¢ dehydrogenazy jabtczanowej (MDH) w
IWF i homogenatach korzeni otrzymanych przy uzyciu réznych buforéw infiltracyjnych.

Testy na aktywnos¢ MDH wykazaly, ze zastosowane bufory sa odpowiednie do

uzyskiwania czystych IWF. Nalezato jeszcze wykaza¢, ze 0.1 M NaOAc z dodatkiem EtOH
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jest buforem odpowiednim do izolacji zwigzkéw fenolowych z apoplastu. W tym celu
przeprowadzono izolacje IWF z korzeni stosujac roztwory zawierajgce 0, 20, 35 lub 50%
(v/v) EtOH. Z uzyskanych probek wydzielono zwiazki fenolowe, ktore poddano analizie
metodg TLC (Rys. 4.1.). We wszystkich uzyskanych ekstraktach stwierdzono obecno$¢
izoflawonoiddéw. Wazrost stezenia EtOH w buforze uzytym do infiltracji zwiekszat stopien
odzysku tych metabolitow. Gwahowny wzrost zawarto$ci izoflawonoidéw w IWF uzyskanych
po infiltracji 50% (v/v) EtOH jest prawdopodobnie efektem naruszenia integralnosci bton
komdrkowych i wydostania sie zwigzkow fenolowych z wakuoli. Na podstawie tych wynikow
do dalszych doswiadczen wybrano 20% (v/v) EtOH. Dawat on zadawalajgcy wynik ekstrakcji
i jednoczesnie nie wprowadzat ryzyka uszkodzenia $cian komorkowych rosliny, co wykazano
w testach na aktywno$¢ MDH (Tab. 4.1.) i na co dodatkowo wskazujg wyniki badan
prowadzonych na fasoli przez Bolwella i wspotpr. (1998). Nalezy jednak pamietaé, ze w
takim roztworze lepiej rozpuszczajg sie glikozydy niz wolne aglikony, w wyniku czego, w
ekstraktach mozna otrzyma¢ nieco inny profil zwigzkow fenolowych niz wystepujacy

rzeczywiscie w przestworach miedzykomaorkowych.

aglikony

|
I Imonoglukozydy

diglukozydy

0% 20% 35% 50% EtOH

Rys. 4.1. Wptyw zawartosci EtOH w buforze infiltracyjnym na izolacje zwigzkow fenolowych
z przestworéw miedzykomoérkowych. Probki zwigzkéw fenolowych uzyskanych metodg IWF z
korzeni tubinu biatego, przy zastosowaniu 0%, 20%, 35% lub 50% (v/v) EtOH w 0.1 M NaOAc
pH 5.0, analizowano metodg TLC. Phytke rozwijano w fazie CHCfi-MeOHAO (40:10:1, viviv).
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4.1.2. Przygotowanie i okre$lenie aktywnosci preparatow elisytora ze $cian
komorkowych drozdzy

Reakcje obronne roslin mozna indukowa¢ wykorzystujac krotkie fragmenty polimeréw
np. S$cian komorkowych grzybéw, zwane elisytorami. We wcze$niejszych badaniach
prowadzonych w Pracowni Fitochemii stosowano preparat elisytora z oczyszczonych $cian
komorkowych drozdzy (YE). Skiad cukrowy i aminokwasowy tego preparatu (YEi) zostat
dos¢ dobrze scharakteryzowany (Wojtaszek & Stobiecki 1997). Dla potrzeb niniejszej pracy
przygotowano nowy preparat (YEz2), ktérego sktad poréwnano z wcze$niejszym preparatem
przy pomocy techniki TLC (Rys. 4.2.). Dodatkowo analizie poddano preparat (YEs3),
zageszczany technikg ultrafiltracji, a nie na drodze zatezania pod obnizonym ci$nieniem, jak

to miato miejsce w przypadku YEi, YE2

y

YEi YE2 YES3 YEi YE2 YE3

Rys. 4.2. Pordwnanie profili cukréw i aminokwasow w trzech preparatach elisytora
drozdzowego: YE| - scharakteryzowany przez Wojtaszka i Stobieckiego (1997), YE2 - stosowany
podczas doswiadczen opisanych w niniejszej pracy, YEs - uzyskany przy zastosowaniu
zmodyfikowanej procedury. Probki YE analizowano metodg TLC. Plytki rozwijano w fazie
izopropanol-EtOAc-H2o0 (5:2:3, v/viv) i wywotywano odczynnikami grupowymi: naftorezorcyng dla
cukrow (A) lub ninhydryng dla aminokwasow (B).

Przeprowadzone analizy TLC (Rys. 4.2.) wykazaty, ze profil cukréw i aminokwaséw w
preparacie YE2 podobny jest do sktadu preparatu okreslonego wczesniej przez Wojtaszka i

Stobieckiego (1997). Mozna wiec stwierdzi¢, ze stosujac ta samg metodyke, w kolejnych
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procedurach otrzymuje sie elisytor o podobnym skfadzie aminokwasowym i cukrowym.
Preparat YE3 wykazywat nieco inny profil obu grup analizowanych zwigzkéw. W roztworze
tym praktycznie nie wystepowaty niskoczasteczkowe oligosacharydy i wolne aminokwasy,
ktorych obecnos¢ stwierdzono w pozostatych dwdch preparatach. Rdznice te mozna przypisac
odmiennej technice zageszczania YE.

Aktywno$¢ uzyskanego elisytora okreslano stosujac testy liscieniowe (Hahn i wspotpr.
1992), podczas ktérych na nacietg powierzchnie liScienia nanoszono roztwor elisytora. Po
uptywie okreSlonego czasu liScienie przemywano wodg w celu zebrania zwigzkéw
fenolowych wydzielonych w miejscu zranienia. Pomiar absorbancji (A2s9) uzyskanych w ten
sposob dyfiizatdw przyjeto za podstawe oceny aktywnosci preparatu YE. Diugosé fali X=259
nm odpowiada maksimum absorpcji genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny. Mozna przyja¢ wiec,
ze oznaczana warto$¢ absorbancji byta proporcjonalna do ilosci izoflawonoidow w
dyfuzatach.

Na podstawie testu przeprowadzonego dla réznych stezen YE starano sie okresli¢
optymalne stezenie preparatu do dalszych badan. Dla wszystkich zastosowanych stezen YE
zaobserwowano wzrost zawartosci zwigzkow fenolowych w dyfuzatach w stosunku do
kontroli negatywnej (H20) (Rys. 4.3.). Wzrost wydzielania zwigzkéw fenolowych zwigzany
jest z uruchomieniem mechanizméw obronnych, dlatego tez mozna stwierdzi¢, ze otrzymany
preparat YE wykazuje aktywno$¢ biologiczng. Zdecydowanie najsilniejszg odpowiedzZ
uzyskano stosujac roztwor elisytora w stezeniu 1000 pg/ml. W pozostatych przypadkach
wydzielanie izoflawonoidéw byto wyraznie nmiejsze i zblizone do wyniku uzyskanego dla
2 mM CuClz, ktéry uzyty byt w doswiadczeniu jako kontrola pozytywna (Wojtaszek &
Stobiecki 1997).

Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych testow wybrano roztwory o stezeniach
250 oraz 1000 pg/ml. Zastosowanie pierwszego z nich wywoluje wyrazng reakcje obronng,
ktora ulega wzmocnieniu w odpowiedzi na wyzsze stezenie YE. Zachodzi jednak obawa, ze
tak wysokie stezenie elisytora moze powodowaé dodatkowe efekty fizjologiczne (np. stres
osmotyczny), ktére mogg zakidci¢ obserwowany obraz mechanizméw obronnych

uruchomionych w roslinie.
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0.7

Rys. 4.3. Wydzielanie zwigzkéw fenolowyeh indukowane dziataniem YE, okre$lone na
podstawie pomiaru absorbancji (Azse) dyfiizatow uzyskanych w testach liscieniowych. Liscienie
tubinu traktowano preparatem YE w stezeniach 100, 250, 500 i 1000 p.g ekwiwalentow glukozy/ml.
Sterylna woda (H20) stanowita kontrole negatywng, 2 mM CuCb uzyto jako kontrole pozytywna.
Prezentowane wyniki .s3 $rednig z dwiich niezaleznych pomiarow.

4.2. Aktywnosé IGG | profile zwiazkéw fenolowych w testach
LISCIENIOWYCH

Dla obu wybranych stezen elisytora przeprowadzono niezalezne testy liscieniowe
majgce okresli¢ kinetyke procesu wydzielania zwigzkdéw fenolowych indukowanego przez
YE. Absorbancje dyfuzatow mierzono w probach pobranych w okresSlonych punktach
czasowych od momentu rozpoczecia doSwiadczenia (Rys. 4.4.). Dla obu zastosowanych
stezen elisytora zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w dyfuzatach z liscieni elisytowanych byta
znaczgco wieksza, niz w dyfuzatach otrzymanych z liscieni kontrolnych. Absorbancja w
probach kontrolnych ulegata niewielkim zmianom w czasie. Ciggly wzrost Azse obserwowano
w liscieniach traktowanych preparatem YE 250 pg/ml. Inny obraz odpowiedzi uzyskano
stosujac YE w stezeniu 1000 pg/ml. W tym przypadku najwieksza warto$¢ A259 obserwowano
po 1 h od momentu elisytacji. Po 12 h warto$¢ A259 byta o prawie 50% nizsza i dalej obnizata
sie. Stopniowy wzrost absorbancji odnotowano w czasie 24 do 48 h po elisytacji.
Zaobserwowane roznice moga wynika¢ ze zréznicowanego natezenia aktywowanych reakcji
obronnych lub tez z innych efektdw fizjologicznych zwigzanych np. z pojawieniem sie duzych

ilodci cukrow.
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mH20 YE250 H20 ——YE1000

Rys. 4.4. Wydzielanie zwigzkéw fenolowyeh, indukowane dziataniem YE, okreslone na
podstawie pomiaru absorbaneji (A2s9) dyfiizatow uzyskanych podczas testdw liscieniowych. W dwoch
niezaleznych doswiadczeniach uzyto roztwory YE o stezeniach 250 oraz 1000 p.g/ml. Kazdy z
przedstawionych wynikow jest srednig z dwdch niezaleznych pomiaréw. H20 - kontrola.

-YE250 mH20 -YE1000

Rys. 4.5. Zmiany aktywnosci specyficznej IGG [p.mol /jNPG/(min g biatka)], zwigzanej ze
$cianami  komorkowymi liscieni, wywotane dziataniem YE. W dwoch niezaleznych testach
liscieniowych uzyto roztwory Yl-; o stezeniach 250 oraz 1000 pg/ml. Kazdy z przedstawionych
wynikow jest $rednig z dwach niezaleznych oznaczen. H20 - kontrola.

71






Wyniki

Wczedniejsze badania prowadzone w Pracowni Fitochemii wykazaty, ze w
otrzymywanych podczas testow liscieniowych dyfiizatach wystepuja wolne aglikony
zwigzkow fenolowych (Wojtaszek & Stobiecki 1997). Analiza profilu izoflawonoidéw w
zdrowych liscieniach wykazata natomiast, ze w tej czeSci rosliny obecne sg gtownie
potaczenia glikozydowe (Rys. 4.18.). Wydzielane aglikony muszg by¢ wiec albo syntezowane
de novo, albo uwalniane z glikozydéw. Pierwsza mozliwos$¢ wydaje sie mato prawdopodobna,
poniewaz w testach liScieniowych nie zaobserwowano wzrostu aktywnosci PAL pod
wptywem elisytacji (Pislewska & Wojtaszek dane niepublikowane). Aby sprawdzi¢ druga
hipoteze, w liscieniach traktowanych elisytorem, oprécz stezenia wydzielanych
izoflawonoiddw, okreslono réwniez aktywnos$¢ IGG zwigzanej ze $cianami komdrkowymi.

W liscieniach traktowanych elisytorem w stezeniu 250 pg/ml, zaobserwowano staty
wzrost aktywnosci IGG (Rys. 4.5.). Niestety, w doswiadczeniu tym nie oznaczono aktywnosci
IGG w liscieniach kontrolnych, co uniemozliwia jednoznaczne stwierdzenie, czy
obserwowany wzrost jest rzeczywiscie wywotany elisytacjg. Takiego poréwnania aktywnosci
IGG dokonano dla liscieni kontrolnych i liscieni poddanych dziataniu YE w stezeniu 1000
pg/ml (Rys. 4.5.). W liScieniach elisytowanych stwierdzono wzrost aktywnosci 1GG. Wzrost
aktywnosci enzymu obserwowano réwniez w probach kontrolnych, w ktorych jednak, poza
punktem 7 h po elisytacji, byta ona nizsza niz w liscieniach traktowanych elisytorem.
Zestawiajgc uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze aktywno$¢ IGG wzrasta w odpowiedzi na
pojawienie sie elisytora. Pozwala to przypuszczaé, ze zwiekszone wydzielanie aglikondw
izoflawonoiddéw moze przebiega¢ wg drugiego z proponowanych mechanizmow.

Z liscieni, ktore traktowano elissdorem w stezeniu 250 pg/ml wyizolowano réwniez
zwigzki fenolowe. Uzyskane prdobki analizowano stosujagc metode TLC (Rys. 4.6.).
Stwierdzono, ze pod wptywem elisytacji w liscieniach zwieksza sie zawarto$¢ wolnych
aglikonéw izoflawonoidéw. Obserwuje sie roéwniez, pomimo pewnych wahan, spadek
zawartosci monoglukozydéw izoflawonoiddw. Biorgc pod uwage wszystkie pozostate wyniki
mozna stwierdzi¢, ze w liscieniach traktowanych elisytorem najprawdopodobniej dochodzi do
hydrolizy glukozydéw izoflawonoidéw, czego rezultatem jest wzrost stezenia wolnych
aglikonéw w tkance.

Zestawiajac wyniki dotyczace aktywnosci IGG (Rys. 4.5.) oraz zmian zawartosci
zwigzkow fenolowych w liscieniach (Rys.4.6.) i dyfuzatach (Rys. 4.4.) mozna zauwazy¢, ze w

liscieniach poddanych dziataniu YE 250 pg/ml istnieje korelacja pomiedzy aktywnoscig IGG,
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genisteina

2’-hydroksygenisteina

monoglukozydy

diglukozydy

St 8 12 24 36 48 h

Rys. 4.6. Zmiany profili zwigzkéw fenolowych w liscieniach wywotane dziataniem preparatu
YE o stezeniu 250 pg ekwiwalentow glukozy/ml. Probki zwigzkdw fenolowych, izolowane z
elisytowanych liscieni pobranych po 8, 12, 24, 36, i 48 h od elisytacji, analizowano metodg TLC.
Plytke rozwijano w fazie CHCI3-MeOH-H20 (40:10:1, v/vlv). St - standard (7-0-P-glukozyd
genisteiny).
a wzrostem zawartosci wolnych aglikonéw w tkance oraz ich wydzielaniem na zewnatrz.
Wynik ten wyraznie sugeruje udziat IGG w reakcjach obronnych tubinu biatego. Natomiast
dla liscieni traktowanych elisytorem o stezeniu 1000 pg/ml nie mozna mowi¢ o0 wyraznej
korelacji aktywnosci IGG i zawartosci izoflawonoidéw w dyfuzatach, bowiem obserwowane
w pierwszych godzinach wysokie stezenie zwigzkéw fenolowych w dyfuzatach nie jest

zwigzane z podwyzszong aktywnoscig IGG.

4.3. Tkankowa i subkomérkowa lokalizacja |GG

4.3.1. Aktywnos¢ IGG w populacjach biatek cytoplazmatycznych i biatek Scian
komorkowych

Do okreslenia dystrybucji aktywnosci IGG w tkankach tubinu biatego wykorzystano
ekstrakcje sekwencyjna. Z korzeni, hypokotyli, liscieni i pedéw izolowano frakcje biatek
cytoplazmatycznych i biatek scian komoérkowych. W uzyskanych ekstraktach biatek okreslano
aktywnos$¢ IGG na podstawie zdolnosci danej frakcji do uwalniania p-nitrofenolu z /?NPG
(Tab. 4.2.). Procedure izolacji biatek i oznaczania aktywnosci IGG powtdrzono podczas
pieciu niezaleznych doswiadczen. We wszystkich doswiadczeniach najwyzszg aktywnos¢ 1GG
stwierdzano we frakcji biatek $cian komdrkowych korzenia. Aktywnos¢ ta byta zwykle 10-15

razy wieksza od aktywnos$ci p-glukozydazy w populacji biatek cytoplazmatycznych korzenia
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oraz ponad 4-krotnie wieksza od aktywnosci IGG w ktérejkolwiek z pozostatych frakcji
biatek. LiScienie byly jedyna czescig rosliny, w ktorej aktywnos¢ IGG we frakcji biatek

cytoplazmatycznych byta znaczaco wieksza niz wsrdd biatek scian komoérkowych.

Czesci roslin Aktywnos¢ specyficzna [pmol /?NPG/(min-g biatka)]
Biatka cytoplazmatyczne Biatka $cian komérkowych
Korzenie 34 +3 519+50
Hypokotyle 35+ 18 43 +5
Liscienie 146 £5 25 3
Pedy 23+ 1 18+3

Tab. 4.2. Aktywnos$¢ specyficzna IGG w réznych czeSciach tubinu biatego oznaczona w tescie z
;?NPG. Przedstawione dane sg $rednimi (+ SD) z trzech niezaleznych pomiaréw wykonanych podczas
jednego z pieciu przeprowadzonych doswiadczen.

biatka biatka
cytoplazmatycze Sciany komorkowej

genisteina

glukozyd genisteiny

Rys. 4.7. Rozdziat TLC probek zwigzkéw fenolowych po hydrolizie 7-0-p-glukozydu
genisteiny przez preparaty biatkowe wyizolowane z réznych czesci tubinu biatego: korzeni (K),
hypokotyli (H), liscieni (L) i pedéw (P). Ko - prdba kontrolna (substrat inkubowany bez preparatu
biatkowego), St - standard (7-0-P-glukozyd genisteiny).

Aktywno$¢ IGG oznaczono réwniez na drodze okreslenia zdolnos$ci frakcji biatkowych
do uwalniania aglikonu z 7-0-P-glukozydu genisteiny. Produkty reakcji 1 hydrolizy
analizowano technika TLC (Rys. 4.7.). Najwyzszg aktywno$¢, podobnie jak w tescie z/?NPG,

wykryto we frakcji biatek Scian komorkowych korzenia. W prébce, do ktorej dodano ta
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frakcje biatek, zaobserwowano catkowitg hydrolize substratu. Wysokg aktywnos¢ 1GG
wykazaty tez biatka Scian komorkowych hypokotyta, czego nie zaobserwowano wczesniej w

testach wykorzystujacychpNPG jako substrat.

4.3.2. Aktywnos¢ 1IGG w IWF

Lokalizacje IGG w Scianach komoérkowych potwierdzono wykorzystujagc metode izolacji
ptyndw apoplastycznych (Rozdz. 4.1.1.). Aktywno$¢ IGG oznaczono w IWF otrzymanych z
korzeni, hypokotyli, liScieni i pedéw tubinu biatego. Z tkanek pozostatych po wydzieleniu
IWF, stosujac ekstrakcje sekwencyjna, izolowano pozostate biatka zwigzane jonowo ze
$cianami komorkowymi. Dla celow poréwnawczych biatka Scian komérkowych ekstrahowano
rowniez z materiatu roslinnego, z ktorego nie wydzielano wczesniej IWF. Zastosowanie
metody izolacji biatek z przestworéw miedzykomdrkowych potwierdzito lokalizacje 1IGG w
$cianach komorkowych (Tab. 4.3.). Najwyzsza specyficzng aktywnos¢ IGG obserwowano w
IWF z korzeni oraz z hypokotyli, co jest zgodne z wczesniejszymi wynikami uzyskanymi dla
ekstraktéw biatek Scian komorkowych w testach z pNPG i genistyng (Tab. 4.2., Rys. 4.7.).
Znaczna czes¢ aktywnosci zostata odzyskana dodatkowo podczas ekstrakcji biatek $cian

komorkowych z materiatu pozostatego po otrzymywaniu IWF.

Czesci roslin Aktywnos¢ specyficzna [pmol /?NPG/(min g biatka)]
IWF Tkanki po Swieze tkanki
wydzieleniu IWF
Korzenie 304 + 14 218+ 17 552 + 44
Hypokotyle 259 + 11 113+3 11049
Liscienie 115+ 15 87 £3 68 +2
Pedy 84 £7 48 +2 42 +3

Tab. 4.3. Aktywno$¢ specyficzna IGG w tkankach i IWF wydzielonych z r6znych czesci tubinu
biatego. Przedstawione dane sg $rednimi (£ SD) z dwdch niezaleznych pomiarow.

4.4. Charakterystyka aktywnosci |GG
4.4.1. Oczyszczanie 1GG

Na podstawie opisanych wczesniej wynikoéw, do oczyszczania IGG wykorzystywano
frakcje biatek Scian komdrkowych korzenia, wykazujaca najwyzsza aktywno$¢ specyficzna.

Procedure oczyszczania enzymu powtarzano podczas szesciu niezaleznych doswiadczen.
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Stwierdzono, ze populacja biatek Scian komoérkowych stanowi Srednio okoto 8% catkowitej
puli biatek ekstrahowanych z korzeni i zawarte jest w niej okoto 35% catkowitej aktywnosci
IGG w tej czesci rosliny.

Na rysunkach 4.8. i 4.9. przedstawiono profile elucji biatek uzyskane podczas kolejnych
etapOw oczyszczania IGG metodami chromatografii kolumnowej. Wiekszo$¢ nanoszonych
biatek nie wigzata sie do CM-celulozy. Biatka te nie wykazywaty rowniez aktywnosci P-
glukozydazy. IGG wyptywata z kolumny przy okoto 0.25 M NaCl. Wcze$niejsze proby w
gradiencie 0-1 M NaCl wykazaty, ze przy stezeniach NaCl powyzej 0.5 M nie wymywajg sie
juz zadne biatka o aktywnosci P-glukozydazy. Po chromatografii powinowactwa na ConA-
Sepharose 4B otrzymywano trzy frakcje biatek o aktywno$ci 1GG. Pierwsza z nich (1) nie
wigzata sie do nosnika, druga (II) wymywata sie w 0.2 M a-D-mannopyranozydzie metylu.
Trzecig z otrzymanych frakcji (111) eluowano 0.2 M a-D-mannopyranozydzie metylu z
dodatkiem 0.5 M NaCl. Charakteryzowata si¢ ona wyraznie najmniejszg aktywnoscig IGG.
Testy enzymatyczne wykazaty, ze we wszystkich trzech frakcjach wystepujg biatka
hydrolizujgce 7-0-P-glukozyd genisteiny. Poniewaz chromatografia na ConA-Sepharose 4B
roznicuje biatka ze wzgledu na powinowactwo ich bocznych tancuchéw oligosacharydowych
do konkanawaliny A, mozliwym jest, ze we wszystkich frakcjach wystepuje ten sam enzym
roznigcy sie jedynie stopniem glikozylacji. Wskazujg na to réwniez wyniki sgczen zelowych
frakcji 1 i 1l na Sephacryl S-300 HR. W obu przypadkach maksimum aktywnosci IGG
uzyskano przy tej samej objetosci elucji, co sugeruje, ze w obu frakcjach znajdujg sie enzymy
o takiej samej lub zblizonej masie czasteczkowej. Proby oczyszczania frakcji 11l na Sephacryl
S-300 HR zakonczyty sie niepowodzeniem, gdyz ze wzgtedu na niewielkg ilos¢ biatka (<10
pg) nie byto mozliwym otrzymanie wiarygodnych wynikow testu enzymatycznego z pNPG.

W tabeli 4.4. zestawiono wyniki otrzymane na poszczegdlnych etapach oczyszczania
IGG podczas wybranych dwoch do$wiadczen. Najwyzszg specyficzng aktywno$¢ [7663 pmol
PNPG/(min-g biatka)] uzyskano dla frakcji 1l po chromatografii powinowactwa na ConA-
Sepharose 4B, co dato ponad 30-krotny wspotczynnik oczyszczenia. Po sgczeniu zelowym
ilos¢ biatka w wymywanych frakcjach otrzymanych na tym etapie byla ponizej poziomu
detekcji, co uniemozliwito obliczenie aktywnosci specyficznej i wspotczynnika oczyszczenia.

W tym przypadku oznaczono tylko aktywnos$¢ catkowitg 1IGG.
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Rys. 4.8. Profile elucji biatek i aktywnosci |GG we frakcjach zebranych w trakcie
chromatografii kolumnowej: A - frakcji biatek Scian komorkowych korzeni na CM-celulozie, B -
aktywnej frakcji IGG (<->) na ConA-Sepharose 4B. Aktywnos¢ okreslano w tescie z pNPG (A405), a
zawarto$¢ biatka wyznaczano na pexIstawie Azso.
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Rys. 4.9. Profile elucji biatek i aktywnosci IGG we frakcjach zebranych w czasie sgczenia
zelowego na Sephacryl S-300 HR: A — frakcji I, B - frakcji 1l, uzyskanych po rozdziale na ConA-
Sepharose 4B (Rys. 4.8.). Aktywno$¢ okreslano w tescie z /?NPG (A405), a zawarto$¢ biatka
Wyznaczano na podstawie Az*o.
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Biatko Aktywnosé Aktywnos¢ Wspotczynnik Stopien
catkowite catkowita specyficzna oczyszczenia odzysku
[mg] [lamol pNPG/min] [pmol pNPG/ [%]
(ming biatka)]
Ekstrakt scian 69.9 23.4 336 ! 100
komérkowych
(NH4)2s04 154 11.0 719 2.1 47
CM-celuloza 1.55 6.41 4126 12.3 27

ConA-Sepharose 4B

frl 0.021 0.11 5306 15.8 0.48
fril 0.094 0.19 2045 6.1 0.83
fran 0.006 0.03 4626 13.8 0.12

Sephacryl S-300 HR

fri 0.048 0.20
frl 0.047 0.20
Ekstrakt scian 26.1 6.29 241 l 100
komarkowych
(NH4)2504 134 4.29 320 1.3 68
CM-celuloza 1.20 1.72 1431 5.9 27

ConA-Sepharose 4B

fri 0.048 0.59 1239 5.1 9.4

fr 1l 0.015 0.12 7663 31.7 1.9
Sephacryl S-300 HR

fri 0.104 16

fril 0.044 0.7

Tab. 4.4. Zestawienie parametrow charakteryzujacych oczyszczenie IGG na poszczegolnych
etapach procedury izolacji enzymu. W tabeli zestawiono wyniki uzyskane podczas dwoch wybranych
doswiadczen.
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4.4.2. Parametry fizykochemiczne
4.4.2.1.Masa czasteczkowa

Otrzymane podczas saczenia zelowego frakcje wykazujace aktywnos$¢ w tescie z /?NPG
poddawano elektroforezie SDS-PAGE. Ze wzgledu na niewielkg zawarto$¢ biatka barwienie
zeli mieszaning CBB nie dawato pozytywnych rezultatbw. Dopiero zastosowanie techniki
barwienia zeli srebrem umozliwiato wizualizacje biatek po rozdziatach elektroforetycznych.
Kazdorazowo po wybarwianiu zeli na $ciezkach odpowiadajagcym poszczeg6lnym frakcjom
otrzymywano po kilka pragzkow biatek. Poniewaz srebro, w przeciwienstwie do CBB, nie
wigze sie z biatkami ilosciowo, na podstawie intensywnosci zabarwienia pragzkdw nie mozna
byto stwierdzi¢, ktére biatko dominuje w analizowanych frakcjach. Pordéwnujac zele
otrzymane podczas kolejnych doswiadczen zauwazono, ze na wszystkich powtarza sie
intensywny prazek odpowiadajgcy masie czasteczkowej okoto 65 kDa (Rys. 4.10.). Poniewaz
byt to jedyny prazek powtarzajacy sie podczas wszystkich doswiadczen przyjeto, ze
najprawdopodobniej odpowiada on badanemu enzymowi. Prazek ten obserwowano zaréwno
podczas elektroforezy biatek pochodzacych z frakcji 1, jak i frakcji Il, otrzymanych po
chromatografii  powinowactwa na ConA-Sepharose 4B. Wspiera to wczesniejsze
przypuszczenia, ze we frakcjach | i Il wystepuje ten sam enzym rdznigcy sie stopniem
glikozylacji.

Do elektroforez w warunkach niedenaturujgcych wykorzystywano preparaty biatek $cian
komorkowych korzeni wydzielonych metodg IWF. Pozycje prazka IGG okre$lano na
podstawie barwienia zeli na aktywno$¢ enzymatyczng z substratami, ktoére po hydrolizie
wypadaty z roztworu w postaci barwnych (test z (3-D-glukozydem 6-bromo-2-naftolu) lub
fluoryzujacych (test z MUG) produktéw. Obie stosowane metody barwienia daty podobne
wyniki. Na zelach obserwowano pojedynczy prazek aktywnosci IGG. Zabarwienie prazkéw w
obu metodach byto jednak krétkotrwate i zbyt stabe, aby wykonaé dokumentacje zeli. Wobec
tego warto$¢ wspoétczynnika Rf wyznaczano droga posredniag. Na podstawie wartosci Rf
prazkéw standardéw oraz Rf prazkéw aktywnosci IGG, uzyskanych podczas rozdziatéw na
zelach 5%, 6% oraz 7%, wyznaczono mase czgsteczkowg natywnego enzymu na okoto 180
kDa. Obliczenia wykonano wedtug procedury dotgczonej przez producenta zestawu biatek
standardowych. Poréwnujac uzyskang warto$¢ z wynikiem otrzymanym podczas elektroforezy

SDS-PAGE mozna stwierdzi¢, ze badany enzym jest najprawdopodobniej trimerem.
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Rys. 4.10. Analiza SDS-PAGE (zele 10%) frakcji biatek wykazujacych aktywno$¢ IGG
uzyskanych po saczeniu zelowym na Sephacryl S-300 HR. Strzatkami oznaczono $ciezki, na ktore
natozono frakcje o najwyzszej aktywnosci IGG. Saczeniu zelowemu poddano biatka: frakcji | (A)
oraz frakcji 1l (B) otrzymanych po chromatografii powinowactwa na ConA-Sepharose 4B. Oba zele
wybarwiono srebrem.
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Wyniki otrzymane podczas elektroforezy w warunkach niedenaturujacych potwierdzone
zostaty oznaczeniami wykonanymi technikg saczenia zelowego na Sephacryl S-200 HR.
Wedtug tej metody masa czasteczkowa natywnego enzymu zostata oszacowana na okoto

200 kDa.

4.4.2.2. Punkt izoelektryczny

Punkt izoelektryczny IGG okreslono technikg ogniskowania izoelektrycznego, stosujac
do wybarwienia zeli metode z P-D-glukozydem 6-bromo-2-naftolu lub MUG. W obu
przypadkach otrzymywano pojedynczy prazek aktywnosci IGG zlokalizowany w tym samym
miejscu. Podobnie jednak, jak w przypadku elektroforezy niedenaturujgcej, wykonanie
dokumentacji zeli byto bardzo trudne. Dlatego tez podczas jednego z do$wiadczen zel po
ogniskowaniu izoelektrycznym poddano barwieniu na catkowitg pule biatek mieszaning CBB,
a nastepnie, przez poréwnanie z zelami barwionymi na aktywnos$¢ IGG, zidentyfikowano
prazek odpowiadajacy temu enzymowi (Rys. 4.11.). Na podstawie wartosci Rf uzytych

standardow oraz Rf pragzka aktywnosci IGG warto$¢ pl wyznaczono na 6.9.

P’ a= 3
7, 75—» ‘mm

m— pl 6,9

5,3

5,15n
4.5 ma
3,5—» %

Rys. 4.11. Ogniskowanie izoelektryczne biatek uzyskanych metodg IWF z korzeni tubinu
biatego. Na $ciezke ! naniesiono zestaw standardow, a na Sciezki 2 i 3 probki biatek odpowiadajgce
objetosciom 25 pl lub 50 pl IWF. Zel wybarwiono mieszaning CBB. Pozycje prazka IGG okreslono
przez poréwnanie z zelami barwionymi na aktywno$¢ z uzyciem P-D-glukozydu 6-bromo-2-naftolu
lub P-D-glukozydu 4-metyloumbelliferonu.

4.4.2.3. Optimum pH

Do oznaczania optimum pH stosowano preparat IGG otrzymany po czeSciowym
oczyszczeniu na kolumnie z CM-celulozg. Test na optimum pH wykonano dwukrotnie w

zakresach pH 2.5-9.0 oraz 2.5-6.0 (Rys. 4.12.). Badany preparat enzymatyczny wykazywat
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Rys. 4.12. Zmiany aktywnosci IGG zalezne od pH mieszaniny reakeyjnej. Do analiz
wykorzystywano preparat IGG uzyskany po chromatografii na kolumnie z CM-celuloza.
Prezentowane wyniki sg Srednimi z dwoch niezaleznych pomiaréw.

dwa maksima aktywnosci przy pH 3.0 oraz pH 5.0. Moze by¢ to spowodowane
wystepowaniem w preparacie dwdéch réznych P-glukozydaz lub dwaoch izoform enzymu o

aktywnosci IGG.

4.4.2.4. Specyficznos¢ substratowa

Specyficznos¢ substratowg IGG okreSlano wobec szeregu substratow niosgcych
wigzanie glikozydowe. Do analiz wykorzystano preparat IGG po wstepnym oczyszczeniu na
kolumnie z CM-celulozg. Stwierdzono, ze badany enzym nie hydrolizuje sacharozy, trehalozy
oraz rafinozy, czyli tych zwigzkéw, w ktorych wystepuje a-anomer glukozy (Rys. 4.13.).
Hydrolizie nie ulegly réwniez ramnoglukozydy apigeniny i naryngeniny, czyli diglikozydy
flawonoidéw, w ktérych dostep do czasteczki glukozy zablokowany jest przez dodatkowa
czasteczke ramnozy przytaczong wigzaniem a(lI-~2) (Rys. 4.14.). Pozwala to stwierdzi¢, ze
enzym odfgcza tylko pojedyncze czasteczki P-anomerow glukozy z nieredukujgcego konca
fancucha cukrowego, czyli jest egzo-p-glukozydazag. Wykonany dwukrotnie test
enzymatyczny z uzyciem gentobiozy jako substratu nie wykazat jednoznacznie, czy enzym

hydrolizuje ten zwigzek. Wszystkie pozostate substraty, w ktorych wystepowat P-anomer
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celobioza gentobioza
4-0-P-D-glukopiranozylo-D-glukoza 6-0-P-D-glukopiranozylo-D-glukoza
CH20H
HOM—F
O
H
CH20H
sacharoza trehaloza
a-D-glukopiranozylo-P-D-fruktofuranozyd a-D-glukopiranozylo-a-D-glukopiranozyd
rafinoza

6-0-a-D-galaktopiranozylo-a-D-glukopiranozylo-P-D-fruktofuranozyd

Rys. 4.13. Struktury oligosacharyddw wykorzystywanych do okreSlenia specyficznosci
substratowej 1GG.
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CH20H CH0H  CH20H
-0 o—\ V-N02
HO
OH
pNPG arbutyna salicyna
P-glukozyd p-nitrofenolu p-glukozyd hydrochinonu p-glukozyd kwasu salicylowego
OH OH o
genistyna
7-0-p-glukozyd genisteiny 4’ 7-0-p-diglukozyd genisteiny
OH
OH OH OH OH
naryngma
7-0-(2"-0-a-ramnozylo)-P-glukozyd 7-0-(27-0-a-ramnozylo)-P-glukozyd
naryngeniny apigeniny

Rys. 4.14. Struktury glikozydow zwigzkdw fenolowych wykorzystywanych do okre$lenia
specyficznosci substratowej 1GG.
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glukozy ulegaty hydrolizie, a rezkcje te wykazywaty typowag kinetyke Michaelisa-Menten
(Rys. 4.15.). Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wspdtczynniki Km oraz Vmax dla
poszczegolnych substratow (Tab. 4.5.). Wartosci statych Km wyznaczone dlapNPG, arbutyny,
salicyny oraz genistyny sa 1-2 rzedy wielkosci mniejsze od wartosci otrzymanej dla celobiozy,
co $wiadczy o znacznej swoistosSci P-glukozydazy w stosunku do glukozyddw zwigzkow
fenolowych. Najmniejsze warto$ci Km uzyskano dla pNPG i arbutyny, natomiast najwiekszg
wartos¢ Km ze wszystkich stosowanych w testach glukozydéw zwiazkéw fenolowych
stwierdzono dla salicyny. Poréwnujac struktury substratow fenolowych (Rys. 4.14.) mozna
zauwazyc¢, ze dwa pierwsze posiadajg podstawnik przy pierscieniu fenolowym w pozycji para-
w stosunku do wigzania glukozydowego, natomiast w salicynie podstawnik znajduje sie w
pozycji orto-. Mozna wiec przypuszczaC, ze podstawnik w pozycji orto- stanowi zawade
przestrzenng, ktéra w znacznym stopniu obniza powinowactwo enzymu do substratu.
Genistyna, w ktorej wystepuja podstawniki w obu pozycjach meta- w stosunku do wigzania

glukozydowego chZu”akteryzuje sie posrednig wartoscig Km:-

Km [mM] Vmax [mmol/(h-mg)]
P-glukozyd p-nitrofenolu 0.14 0.06
P-glukozyd hydrochinonu 0.17 0.015
P-glukozyd alkoholu salicylowego 12 0.05
7-0-P-glukozyd genisteiny 0.44 0.05
celobioza 9.9 0.35

Tab. 4.5. Wartosci statej Michaelisa-Menten (Km) i predkosci maksymalnej reakcji (V,,ax) dla
substratéw hydrolizowanych przez IGG. Do testéw enzymatycznych zastosowano preparat biatkowy
po wstepnym oczyszczeniu na kolumnie z CM-celuloza.

IGG hydrolizowata oba witania glukozydowe w 4’,7-0-P-diglukozydzie genisteiny
(Rys. 4.16.). Przeprowadzona analiza przebiegu czasowego tej reakcji umozliwita
wyciagniecie kolejnych wnioskow. Obserwujac zmiany ilosci substratu i produktow w czasie
hydrolizy mozna zauwazyc¢, ze do okoto 45 min nastepuje stosunkowo szybki przyrost ilosci
monoglukozydu przy jednoczesnym minimalnym wzro$cie ilosci wolnego aglikonu. Po 60
min predko$¢ przyrostu ilosci monoglukozydu maleje, a aglikonu wzrasta. Taka Kinetyka
reakcji sugeruje, ze IGG hydrolizuje preferencyjnie jedno z dwdch wigzan glukozydowych w
4’ 7-0-p-diglukozydzie genisteiny. Powstaty w wyniku tej reakcji monoglukozyd jest

hydrolizowany do wolnego aglikonu dopiero wtedy, gdy jego stezenie osiggnie pewna
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pNPG arbutyna

0,02

salicyna genistyna

celobioza

Rys. 4.15. Zaleznosci predkosci reakcji [mmol/(h mg)] od stezen substratow zastosowanych w
testach na specyficzno$¢ substratowa. Wartosci prezentowane na wykresach sg $rednimi z dwoch
niezaleznych pomiarow.
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genisteina

monoglukozyd

genisteiny
m. > diglukozyd
genisteiny
0 10 20 30 45 60 90 120 min

+ 4 7-O-diglukozyd genisteiny —m—monoglukozyd genisteiny —*—genisteina

Rys. 4.16. Przebieg czasowy reakcji hydrolizy 4°,7-0-P-diglukozydu genisteiny przez preparat

IGG uzyskany po chromatografii kolumnowej na CM-celulozie.
A. Rozdziat TLC produktow i substratdw reakcji wyizolowanych w rdznych punktach czasowych.
B. Zmiany ilosci di- i monoglukozydéw oraz wolnej genisteiny w mieszaninie reakcyjnej okreslone

droga densytometrycznej integracji intensywnosci plamek na ptytkach po rozdziale TLC.
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graniczng warto$¢. Na podstawie uzyskanych wynikdw nie mozna jednak stwierdzié, czy
najpierw hydrolizowane jest wigzanie w pozycji 4’-, czy tez 7-. Wynika to z faktu, ze
zastosowane warunki rozdziatu TLC w analizie zwigzk6éw fenolowych w probkach po tescie
enzymatycznym nie pozwalajg na rozdzielenie 4’-0-p- i 7-0-P-glukozyddw genisteiny.
Biorac pod uwage weczesniejsze wnioski dotyczace wplywu pozycji podstawienia w
pierscieniu fenolowym na powinowactwo enzymu do substratu mozna przypuszczaé, ze IGG
z wiekszg preferencjg moze hydrolizowaé wigzanie w pozycji 4’-. Potwierdzenie tego
wniosku wymaga oznaczenia statej Km dla 4’-0-P-glukozydu genisteiny, jednak zwigzek ten
w tubinie biatym wystepuje w niewielkich iloSciach, co znacznie utrudnia uzyskanie

odpowiedniej ilosci czystego substratu do testow enzymatycznych.

4.4.3. Aktywnos¢ hydrolityczna 1IGG wobec polisacharydow scian komorkowych

Testy na specyficzno$¢ substratowg wykazaly, ze 1GG hydrolizuje celobioze. Fakt ten w

potaczeniu z lokalizacja IGG w S$cianach komorkowych sugeruje, ze enzym ten moze

Rys. 4.17. Aktywnos¢ hydrolityczna IGG wobec polisacharydéw Scian komorkowych okreslona
na podstawie zmian stezen cukrow redukujgcych. Oczyszczone S$ciany komorkowe korzeni
inkubowano z ptynami apoplastycznymi z korzeni (IWF) lub preparatami IGG ze $cian komorkowych
korzeni uzyskanymi na drodze ekstrakcji sekwencyjnej i wstepnie oczyszczonymi podczas
chromatografii na CM-celulozie (ekstrakt 1, ekstrakt 2). Kazdy z prezentowanych wynikow jest
$rednia dla dwoch niezaleznych pomiar6w.
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w rodlinie petni¢ funkcje zwigzane z rearanzacjg struktury Scian komoérkowych. Aby
zweryfikowac takg hipoteze przeprowadzono do$wiadczenia, w ktdrych okreslano aktywnosc
hydrolityczng IGG wobec polisacharydéw Scian komorkowych. Testy takie wykonano
trzykrotnie. W dwdch przypadkach uzyto preparatow biatek Scian komdrkowych korzenia,
poddanych wstepnemu oczyszczeniu na kolumnie z CM-celuloza. W trzecim doswiadczeniu
wykorzystano biatka wydzielone metodg IWF. Idea doSwiadczen oparta byta na zatozeniu, ze
hydroliza polisacharyddéw $cian komorkowych bedzie prowadzi¢ do zwigkszenia ilosci
oligomeréw cukrowych z wolnym koncem redukujagcym. Do oznaczania aktywnosci 1GG
wykorzystano wiec test na cukry redukujgce, a oznaczang wielkoscig byta zmiana ilosci
ekwiwalentow glukozy w prébce podczas trwania doswiadczenia (Rys. 4.17.). Zastosowany
test kolorymetryczny wykazat jedynie niewielkie i przypadkowo zmieniajgce sie¢ w czasie
wahania stezer cukréw redukujacych w mieszaninach reakcyjnych. Brak znaczacych zmian w
ilosci cukrow redukujacych sugeruje, ze badany enzym nie hydrolizuje polisacharydéw $cian
komdrkowych. Obserwowane niewielkie wahania steze cukrow redukujacych moga by¢
zwigzane z wystepowaniem w stosowanych preparatach biatkowych innych enzyméw o

aktywnosci glikohydrolaz.

45. Korelacja aktywnosci |GG | profili zwiazkéw fenolowych w
ROSLINACH ZDROWYCH LUB PODDANYCH DZIALANIU CZYNNIKOW
SRODOWISKOWYCH

4.5.1. Profil zwigzkéw fenolowych w réznych czesciach zdrowych roslin

Doswiadczenia omawiane w rozdziale 4.3. pokazaty, ze w tubinie biatym aktywno$¢
IGG jest tkankowo specyficzna. Interesujgcym wydawato sie pytanie, czy aktywnos$¢é IGG ma
wptyw na profil zwigzkéw fenolowych w poszczeg6lnych czesciach rosliny? Aby to
sprawdzi¢ wykonano ekstrakcje zwigzkéw fenolowych z korzeni, hypokotyli, liScieni i pedow.
Uzyskane w ten sposéb prébki analizowano stosujgc technike TLC (Rys. 4.18.). Stwierdzono,
ze profil izoflawonoidéw w korzeniach charakteryzuje sie najwiekszg wzgledng zawartoscig
wolnych aglikonéw. W liscieniach i pedach wzgledna zawarto$¢ wolnych aglikonow jest
niewielka, a dominujg monoglukozydy izoflawonoidéw. Hypokotyl charakteryzuje sie
najmniejsza catkowitg zawarto$cig zwigzkdw fenolowych. Zestawiajgc te wyniki z lokalizacjg
aktywnosci IGG w poszczegélnych czesciach rosliny (Tab. 4.2., Tab. 4.3., Rys. 4.7.) mozna
zauwazy¢, ze w korzeniach, w ktorych stwierdzono najwyzszg aktywno$¢ enzymu

zaobserwowano rowniez najwiekszag wzgledng zawarto$¢ wolnych aglikondw. W pozostatych
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czeSciach rosliny, gdzie aktywno$¢ IGG jest mniejsza, wiekszy udziat w catkowitej puli

izoflawonoidéw maja glikozydy.

4.5.2. Profil zwigzkow fenolowych w IWF

Omowione wczeSniej badania wykazaty (Rozdz. 4.3.), ze IGG jest enzymem
zlokalizowanym w $cianach komorkowych tubinu biatego. Aby jednak IGG mogta spetnia¢
swojg funkcje, w tym samym przedziale komérki powinny znajdowac sie wolne zwiagzki
fenolowe i ich glukozydy. Stosujac odpowiednio zmodyfikowang metodyke otrzymywania
ptynéw apoplastycznych (Rozdz. 4.1.1.) wyizolowano zwigzki fenolowe z przestworow
miedzykomorkowych korzeni, hypokotyli, liscieni oraz pedéw tubinu biatego. Na podstawie
wykonanych analiz TLC (Rys. 4.18.) stwierdzono, ze w przestworach miedzykomdrkowych
wszystkich czesci roslin wystepujg zaréwno aglikony, jak i glikozydy izoflawonoiddw. Profil
zwigzkéw fenolowych uzyskanych metodg IWF zblizony jest do profilu w ekstraktach ze
zhomogenizowanej tkanki. Najwiekszg wzgledng zawartoscig aglikonoéw charakteryzuje sie

IWF otrzymany z korzeni.

aglikony
aglikony
-_— - - Mm monoglukozydy
glukozydy oo T o= - l f diglukozydy

Rys. 4. 18. Profil zwigzkéw fenolowych w roznych czesciach zdrowych roslin tubinu biatego.
Zwiazki fenolowe izolowano z korzeni (K), hypokotyli (H), liscieni (L) i pedoéw (P) metoda ekstrakcji
w 80% (v/v) MeOH (A i B) lub metoda IWF (C) stosujac 20% (v/v) EtOH w 0.1 M NaOAc pH 5.0.
Uzyskane w ten sposdb probki poddane byly analizie TLC. Plytki rozwijano w fazie CHCfl-MeOH
(50:2, v/v) (A) oraz CHCfl-MeOHAO (40:10:1, v/iviv) (B i C).

4.5.3. Zmiany aktywnosci IGG w poszczegolnych czesciach roslin wywotane
dziataniem elisytora drozdzowego

Wyniki przeprowadzonych testéw liscieniowych (Rozdz. 4.2.) sugerowaty, ze I1GG

bierze udziat w reakcjach obronnych aktywowanych przez preparat YE. Hipoteze tg
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zweryfikowano w dos$wiadczeniach na 14-dniowych roslinach tubinu biatego. Rosliny
podlewano roztworami YE o stezeniu 250 lub 500 pg/ml, zawierajgcymi 0.5 mg/ml
karbenicyliny. Probe kontrolng stanowity rosliny podlewane wodnym roztworem
karbenicyliny. Po uptywie 24 i 48 h oznaczano aktywno$¢ IGG we frakcjach biatek
cytoplazmatycznych i biatek $cian komorkowych, izolowanych z korzeni, hypokotyli, liscieni
i pedow. Doswiadczenie powtdrzono 2-krotnie. Na rysunkach 4.19. i 4.20. przedstawiono
Srednie wartosci aktywnosci specyficznych 1GG, obliczone na podstawie wynikdw
uzyskanych w obu dosSwiadczeniach.

Analizujgc wyniki uzyskane dla frakcji biatek cytoplazmatycznych (Rys. 4.19.) mozna
zauwazyé¢, ze po 24 h nastgpit wzrost aktywnosci IGG w pedach oraz liscieniach roslin
elisytowanych. Dla frakcji biatek izolowanych z korzeni i hypokotyli po 24 h nie
zaobserwowano zadnych istotnych zmian. W przypadku pedéw obserwowano wyrazny wzrost
przy obu stosowanych stezeniach etisytora, w liscieniach wieksze zmiany w aktywnosci IGG
wywotat roztwér YE 500 pg/ml. Po 48 h frakcje biatek cytoplazmatycznych liscieni roslin
elisytowanych nadal charakteryzowaty sie wiekszg aktywnoscig specyficzng 1GG niz biatka
izolowane z liscieni kontrolnych. W pedach natomiast nie zaobserwowano zadnych
dodatkowych zmian wywotanych elisytacjg. Niewielki wzrost aktywnosci 1GG stwierdzono
natomiast we frakcji biatek cytoplazmatycznych korzeni, jednak z powodu duzych wartosci
odchylen standardowych wynik ten nie jest istotny statystycznie.

Inne zmiany obserwowano w puli biatek $cian komorkowych (Rys. 4.20.). Po 24 h w
korzeniach roélin elisytowanych zaobserwowano spadek aktywnosci specyficznej IGG. W
pozostatych czesSciach roélin po uptywie tego czasu nie zaobserwowano istotnych zmian.
Natomiast po 48 h frakcje biatek Scian komdrkowych izolowane z korzeni i hypokotyli roslin
elisytowanych charakteryzowaty sie wyzszg aktywnoscig IGG niz odpowiednie frakcje biatek
z roslin kontrolnych. W liscieniach i pedach nie stwierdzono wiekszych roznic aktywnosci
IGG pomiedzy roslinami elisytowanymi a kontrolnymi.

Przy poréwnaniu wynikéw uzyskanych po 24 i 48 h zastanawiajgce wydajg sie
obserwowane zmiany aktywnosci 1IGG we frakcjach biatek izolowanych z poszczegdlnych
czesci roslin kontrolnych. W przypadku liscieni i pedow frakcje biatek cytoplazmatycznych z
roslin kontrolnych po 48 h charakteryzowaty sie wiekszg aktywnoscig niz odpowiednie frakcje
po 24 h. Natomiast frakcje biatek Scian komdrkowych izolowane z korzeni i h)g)okotyli roslin

kontrolnych po 48 h posiadaty wyraznie nizsza aktywno$¢ IGG niz te, ktére wyizolowano po
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50 100
korzenie hypokotyle
70 60
liscienie pedy
YE 250 24h |- 1 YE500 24h
______ | Hjo 48h YE 250 48h YE 500 48h

Rys 4.19. Zmiany aktywnosci specyficznej IGG [pmol pNPGAmin-g biatka)] wywotane
dziataniem YE we frakcjach biatek cytoplazmatycznych ekstrahowanych z poszczegolnych czesci
tubinu biatego. Rosliny podlewano roztworami YE o stezeniu 250 lub 500 pg/ml, kontrole (H20)
stanowity rosliny podlewane wodg. Materiat do izolacji biatek pobierano po 24 i 48 h od elisytacji.
Prezentowane dane sa Srednimi z wynikéw uzyskanych podczas dwdch niezaleznych doswiadczen, w
ktorych przeprowadzano po dwa pomiary dla kazdej prébki.
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30 140
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Rys 4.20. Zmiany aktywnosci specyficznej 1GG [pmol /7NPG/(ming biatka)] wywotane
dziataniem YE we frakcjach biatek $cian komdrkowych ekstrahowanych z poszczegdlnych czesci
tubinu biatego. Roéliny podlewano roztworami YE o stezeniu 250 lub 500 pg/ml, kontrole (H20)
stanowity rosliny podlewane wodg. Materiat do izolacji biatek pobierano po 24 i 48 h od elisytacji.
Prezentowane dane sg Srednimi z wynikow uzyskanych podczas dwdch niezaleznych do$wiadczen, w
ktorych przeprowadzano po dwa pomiary dla kazdej probki.
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24 h. Zmiany te moga by¢ wywotane dodang do stosowanych w doswiadczeniach roztworow
karbenicyling, ktérej stosunkowo wysokie stezenie (0.5 mg/ml) moze by¢ dla roélin

czynnikiem stresowym.

45.4. Wplyw preparatu YE oraz rdéznych form nawozenia azotowego na
wydzielanie zwigzkow fenolowych oraz aktywno$¢ IGG w korzeniach tubinu
biatego

Poniewaz najwiekszg aktywnos¢ IGG stwierdzono w $cianach komdrkowych korzenia
interesujacym wydawato sie pytanie, czy enzym ten moze mie¢ udziat w regulacji wydzielania
zwigzkow fenolowych przez korzenie do otoczenia? Wydzielanie takie odgrywal moze
istotng role w oddziatywaniach roslin z mikroorganizmami, zaréwno patogennymi, jak i
symbiotycznymi. Dlatego tez przeprowadzono doswiadczenia, w ktérych badano wptyw
preparatu YE oraz réznych form nawozenia azotowego na wydzielanie zwigzkéw fenolowych
oraz aktywno$¢ IGG w Kkorzeniach tubinu biatego. W doswiadczeniach tych rosliny
podlewano roztworami réznych form azotu: 9 mM KNOs, 15 mM NHzNOsz, 5 mM (NH4)2So4
lub roztworem YE o stezeniu 250 pg/ml. Jako kontrole stosowano ro$liny podlewane woda.
Rownolegle, dla celow analizy wydzielanych zwigzkdéw fenolowych, cze$¢ roslin
umieszczano w kolbach, w ktérych znajdowaty sie wyzej wymienione roztwory. Po 24 h
rosliny zbierano i poddawano analizie. DoSwiadczenia takie powtarzano 2-krotnie.

W pierwszym doswiadczeniu (doSwiadczenie 1) biatka z korzeni izolowano najpierw
technikg IWF, a nastepnie z tego samego materiatu ekstrahowano pozostate biatka zwigzane
ze Scianami komorkowymi. Dla uzyskanych w ten sposob frakeji biatek oznaczono catkowitg
aktywnos¢ IGG (Rys. 4.21.). Stwierdzono, ze preparat YE wywotat niewielki wzrost
aktywnosci catkowitej badanego enzymu. Natomiast korzenie roslin podlewanych roztworami
KNO3 i NH4NO3 charakteryzowaty sie mniejszg aktywnoscig IGG niz korzenie kontrolne.

Podczas drugiego doswiadczenia (doswiadczenie 1I) aktywno$¢ catkowitg 1GG
oznaczano we frakcjach biatek $cian komérkowych wyizolowanych metodg IWF i podczas
ekstrakcji sekwencyjnej oraz dodatkowo we frakcjach biatek cytoplazmatycznych (Rys.
4.21.). W tym wypadku stwierdzono, ze zardbwno wszystkie formy azotu, jak i preparat YE
spowodowaty wzrost catkowitej aktywnosci badanego enzymu w korzeniach. Wyraznie
najwiekszg aktywnoscig IGG charakteryzowaty sie korzenie roslin nawozonych KNO3.

Analizy HPLC prébek zwigzkéw fenolowych wydzielanych przez korzenie podczas

doswiadczenia | wykazaty, ze w wydzielinach wystepuja gtéwnie aglikony izoflawonoiddw.
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Rys. 4.21. Zmiany catkowitej aktywnosci IGG [jimol /NPG/min] w korzeniach tubinu biatego
wywotane roznymi warunkami nawozenia azotowego oraz dziataniem preparatu YE. Podczas dwoch
niezaleznych doswiadczen rosliny podlewano roztworami roznych form azotu: 9 mM KNOgs, 15 mM
NH4NOs3, 5 mM (NH4)2So4 lub roztworem YE o stezeniu 250 pg/ml, kontrole (H20) stanowity rosliny
podlewane wodg. Po 24 h aktywno$¢ IGG okreSlano: w doswiadczeniu | - dla ptynow
apoplastyeznyeh i dla pozostatych wyekstrahowanych biatek scian komérkowych, w doswiadczeniu Il
- dla jjtynow apoplastyeznyeh, dla pozostatych wyekstrahowanych biatek scian komoérkowych oraz dla
biatek cytoplazmatycznych. Prezentowane dane sg Srednimi z dwdéeh niezaleznych pomiaréw.
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Wyniki

podczas gdy glikozydy obecne sgjedynie w Sladowych iloSciach. Stwierdzono ponad to, ze
zarbwno nawozenie azotowe, jak i preparat YE majg wplyw na ilos¢ wydzielanych
izoflawonoidéw. Wszystkie zastosowane formy azotu wywotaty istotny wzrost sekrecji (Rys.
4.22.), jednak zdecydowanie najwieksze wydzielanie zwitkdw fenolowych zaobserwowano
w przypadku korzeni zanurzonych w roztworze elisytora (Rys. 4.23.). Obserwowane zmiany
w sekrecji izoflawonoidéw nie byly skorelowane z aktywnoscig IGG (Rys. 4.21.). Gdyby
przyjeta hipoteza byta stuszna, to w korzeniach ros$lin nawozonych r6znymi formami azotu
powinien nastgpi¢ spadek wydzielania wolnych aglikonéw. Podobne réznice widoczne sg u
roslin traktowanych elisytorem, gdzie niewielkiej zmianie aktywnosci IGG towarzyszy
znaczacy wzrost iloSci wydzielonych izoflawonoidéw. Dla roélin poddanych dziataniu
preparatu  YE zaobserwowano zaréwno wzrost aktywnosci 1GG, jak i sekrecji
izoflawonoidéw. Jednak roznica w aktywnosci enzymu byla niewielka, podczas gdy
wydzielanie zmienito si¢ w sposob znaczacy.

Wykonane w doswiadczeniu Il analizy HPLC potwierdzity wczes$niejszg obserwacje, ze
w wydzielinach korzeniowych wystepujg gtownie aglikony izoflawonoidéw. Zmiany w
sekrecji wywotane preparatem YE (Rys. 4.23.) oraz nawozeniem NH4NOs i (NH4)2So4 (Rys.
4.22.) zblizone byty do wynikéw uzyskanych w doswiadczeniu I. Natomiast nawozenie KNOs
spowodowato spadek, a nie, jak w doSwiadczeniu | wzrost wydzielania zwigzkow
fenolowych. Podobnie, nie udato sie zaobserwowac wyraznej korelacji pomiedzy aktywnoscig
IGG, a sekrecjag zwigzkow fenolow>'ch. Korzenie rosélin podlewanych roztworami NHsNQOs3 |
(NH4)2Soa oraz preparatem YE charakteryzujg sie zardwno zwiekszonym wydzielaniem
izoflawonoiddéw, jak i podwyzszong aktywnoscig catkowita IGG w poréwnaniu do roslin
kontrolnych. Jednak w roslinach nawozonych KNOs, w ktérych stwierdzono najwiekszg

aktywnos$¢ enzymu, zaobserwowano najnizszg sekrecje izoflawonoidow.
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Doswiadczenie |

2'-OH-geni genisteina luteon w ighteon

Doswiadczenie |l

2'-OH-geni genisteina luteon w ighteon suma

H,0 KNO, NH4NO3 E2I13 (NH4)jS04

Rys. 4.22. Zmiany w wydzielaniu zwigzkéw fenolowych przez korzenie tubinu biatego
wywotane réznymi warunkami nawozenia azotowego. Podczas dwdéch niezaleznych doswiadczen
rosliny umieszczano na 24 h w kolbach, w ktdrych znajdowaty sie nastepujace roztwory: 9 mM KNO3,
15 mM NH4NO3 oraz 5 mM G4H4)2So4, kontrole (H20) stanowity rosliny, ktérych korzenie zanurzone
bylty w wodzie. Otrzymane probki wydzielonych zwigzkéw fenolowych analizowano metoda HPLC.
llos¢ poszczegdlnych flawonoidéw okreslano jako stosunek powierzchni piku danego zwigzku do
powierzchni piku standardu wewnetrznego (kwas p-hydroksybenzoesowy).
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Wyniki

Doswiadczenie |

2'-hydroksygenisteina genisteina luteon w ighteon

Doswiadczenie |l

2'-hydroksygenisteina genisteina luteon w ighteon

0O H20 IYE

Rys. 4.23. Zmiany w wydzielaniu zwigzkéw fenolowych przez korzenie tubinu biatego
wywotane dziataniem YE. Podczas dwoch niezaleznych doswiadczen rosliny umieszczano na 24 h w
kolbach z roztworem YE o stezeniu 250 pg/ml, kontrole (H20) stanowity rosliny, ktérych korzenie
zanurzone byly w wodzie. Otrzymane préobki wydzielonych zwigzkéw fenolowych analizowano
metodg HPLC. llo$¢ poszczegdlnych flawonoidow okreslano jako stosunek powierzchni piku danego
zwigzku do powierzchni piku standardu wewnetrznego (kwas /?-hydroksybenzoesowy).
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5. Dyskusja

Enzymy hydrolizujgce P-glukozydy flawonoidéw byly juz niejednokrotnie obiektem
badan. Istnieje kilka doniesien na temat izolacji i charakterystyki fizykochemicznej biatek o
podobnej aktywnosci. Niektore badania nad aktywnoscig i funkcjg zwigzkéw fenolowych w
roslinach posrednio wskazujg na role, jakg te enzymy mogg odgrywa¢ w oddziatywaniach z
mikroorganizmami patogennymi i symbiotycznymi. Jak dotad jednak nie przeprowadzono
badan, ktére jednoczytyby poznane wiasciwosci fizykochemiczne enzymu z analizg roli, jaka
IGG moze odgrywac w roslinie. Prezentowane w niniejszej rozprawie wyniki sg probg takiego
wiasnie podejscia kompleksowego, ktore w potaczeniu z danymi na temat izoflawonoidow w
tubinie biatym zmierza do okreslenia roli IGG w oddziatywaniach roéliny ze srodowiskiem.

Dyskusje wynikow podzielono na cztery zasadnicze czeSci. W pierwszej omdwiono
zagadnienia zwigzane z aktywnoS$cig biologiczng preparatu YE. Nastepnie przedstawiono
badania lokalizacji tkankowej i subkomorkowej enzymu i jego substratow oraz wiasciwosci
fizykochemicznych IGG na tle wynikéw dotyczacych innych enzymdéw o podobnej
specyficznosci substratowej. W ostatniej czesci omoéwiono wyniki testdw biologicznych
przeprowadzonych na siewkach tubinu i wskazano na role, jakg P-glukozydaza moze

odgrywac w oddziatywaniach tubinu z mikroorganizmami patogennymi i symbiotycznymi.

5.1. Aktywnos¢ preparatu YE

Preparaty elisytorow z drozdzy byty juz stosowane podczas badan prowadzonych przez
rozne zespoty (Basse & Boiler 1992, Mackenbrock i wspotpr. 1993, Song i wspotpr. 1995,
Yamamoto i wspotpr. 1995, Gagnon & lbrahim 1997), jednak nie byly to preparaty
otrzymywane z oczyszczonych $cian komoérkowych. We wszystkich tych przypadkach jako
preparat elisytora stosowano komercyjnie dostepny autolizat drozdzy (Yeast Extract). Elisytor
ze Scian komorkowych tych grzybow, oczyszczonych wedtug zmodyfikowanej procedury
opisanej przez Hahna i wspOtpr. (1992), po raz pierwszy zostat otrzymany i
scharakteryzowany w Pracowni Fitochemii (Wojtaszek & Stobiecki 1997). Przeprowadzone
wowczas analizy wykazaty, ze okoto 8% uzyskanego preparatu stanowig aminokwasy,
natomiast na pozostatg cze$¢ sktadajg sie cukry, w tym di- i trisacharydy oraz oligosacharydy
0 wyzszym stopniu polimeryzacji. WsSréd aminokwaséw dominowaty Ser i Gly, natomiast
gtéwne zidentyfikowane podjednostki cukrowe to glukoza i mannoza, stanowigce razem

okoto 80% catkowitej puli cukrow. Taki wiasnie skfad monosacharydowy jest
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charakterystyczny dla $cian komérkowych drozdzy (Bulawa 1993). Preparat YE,
wykorzystany w doSwiadczeniach opisanych w niniejszej pracy, zostat rowniez otrzymany z
oczyszczonych $cian komorkowych drozdzy. Na podstawie wykonanych analiz TLC (Rys.
4.2)) mozna stwierdzi¢, ze sktad aminokwasowy i cukrowy uzyskanego preparatu jest
podobny, jak w przypadku preparatu scharakteryzowanego przez Wojtaszka i Stobieckiego
(1997).

Do okreslenia aktywnosci uzyskanego preparatu YE zastosowano test liscieniowy, ktory
jest klasycznym testem uzywanym do badan nad aktywnoseig elisytorow, w ktérych okresla
sie zdolno$¢ elisytoréw do indukeji syntezy fitoalaeksyn (Ayers i wspOtpr. 1976). Jest on
stosunkowo prosty w przygotowaniu i daje jednoznaczne wyniki oparte na
nieskomplikowanej metodzie analitycznej jaka jest pomiar absorbancji. W trakcie
prowadzonych badan stwierdzono, ze w przypadku tubinu biatego wybor liscieni do testow z
YE ma dodatkowe =zalety, zwigzane z charakterystycznym profilem konstytutywnych
zwigzkéw fenolowych (Rys. 4.18.). W liScieniach tubinu bialego obserwuje sie niska
wzgledng zawarto$¢ wolnych aglikonéw izoflawonoidéw, co prawdopodobnie ufatwia
wykrycie, zmian w wydzielaniu i akumulacji tych zwigzkéw wywotanych dziataniem YE. W
przypadku korzeni, ktore posiadajg znacznie wiecej wolnych aglikonéw izoflawonoidow
(Rys. 4.18.), wydzielanie tych zwigzkéw wywotane samym zranieniem jest na tyle
intensywne, ze analizujac tylko profil zwigzkéw fenolowych nie mozna rozréznic reakcji na
zranienie i reakcji obronnych uruchamianych dziataniem elisytora (Cosio i wspdtpr. 1996).

Przeprowadzone testy liscieniowe wykazaty, ze uzyskany preparat YE wykazuje
aktywno$¢ biologiczna. Swiadczy o tym, wywotany dziataniem preparatu, wzrost zawartosci
izoflawonoidow w dyfuzatach zbieranych z miejsca zranienia liscieni (Rys. 4.3., Rys. 4.4.).
Nalezy zaznaczy¢, ze zardwno intensywnos¢, jak i kinetyka wydzielania izoflawonoidow
zalezne sg od zastosowanego stezenia YE. Trudno jest powiedzieC, ktére czasteczki obecne w
preparacie sg odpowiedzialne za tg aktywnos$¢. Sugerowaé mozna dwie mozliwosei. Badania
prowadzone na zawiesinowych hodowlach pomidora (Basse & Boiler 1992) i przesli
dwuktosowej {Ephedra distachya L.) (Song i wspdtpr. 1995) oraz na kalusach Sophora
Jlavescens (Yamamoto i wspotpr. 1995) wykazaty, ze aktywno$¢ komercyjnych autolizatéw
drozdzowych zwigzana jest z glikopeptydami zawierajgcymi mannoze lub z oligomaimanami.
Nie wiadomo jednak, czy w btonach komoérkowych tubinu znajdujg sie receptory tego typu
czasteczek. Drugg mozliwo$¢ sugerujg badania prowadzone przez Cosio i wspotpr. (1996),

ktorzy stwierdzili, ze we frakcji mikrosomalnej uzyskanej z korzeni tubinu biatego znajduja
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sie prawdopodobnie receptory dla p-I,3-,P-1,6-D-glukanéw. Takie oligosacharydy
identyfikowano w preparatach elisytorow uzyskiwanych z Phytophthora sojae (Ebel & Cosio
1994). Badania te pokazaty, ze czasteczki P-1,3-,p-1,6-D-oligoglukanéw uruchamiajg
mechanizmy obronne w roslinach réznych gatunkéw stragczkowych (Ebel & Cosio 1994,
Cosio i wspotpr. 1996). Poniewaz P-I,3-,p-1,6-D-glukany wystepuja powszechnie w $eianach
komorkowych réznych grzybow (Bartnicki-Garcia 1968), mozna przypuszczaé, ze takie
wihasnie czasteezki obecne byly w uzyskanym preparacie elisytora ze $cian komorkowych
drozdzy i ze to wiasnie one odpowiedzialne sg za aktywno$¢ preparatu YE. Poparcie tej tezy
wymagatoby jednak dalszych badan nad charakterystyka aktywnos$ci biologicznej i skiadu

czasteczkowego uzyskanego preparatu elisytora.

5.2. Tkankowa i subkomorkowa lokalizacja |GG i izoflawonoidow

Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaly, ze zarobwno we frakcjach biatek $cian
komorkowych, jak i biatek cytoplazmatycznych izolowanych z korzeni, hypokotyli, liscieni i
peddéw tubinu biatego wystepuje enzym lub enzymy hydrolizujace 7-0-p-glukozyd genisteiny
(Rys. 4.7.). Najwiekszg aktywno$¢ specyficzng IGG wykazywaty biatka zwigzane ze Scianami
komodrkowymi korzenia, dlatego tez tg frakcje uzyto do oczyszczenia enzymu i jego dalszej
charakterystyki. Prowadzone przez Hosela i Barza (1975) badania nad ciecierzycg wykazaty,
ze we wszystkich tkankach tej rosliny wystepuje aktywno$¢ IGG. Enzymy oczyszczone z puli
biatek cytoplazmatycznych korzeni, hypokotyli i lisci wykazywaty niewielkie rdznice we
wiasciwosciach fizykochemicznych, a ich specyficznos¢ substratowa byta bardzo podobna.
Mozna wiec przypuszczac, ze podobna sytuacja ma miejsce w tubinie biatym, potwierdzenie
takiej tezy wymagatoby jednak dalszych badan.

Poréwnanie takie mogtoby jednak dotyczyé tylko puli biatek cytoplazmatycznych
poniewaz, co nalezy podkres$li¢, podczas opisanych w niniejszej pracy badan po raz pierwszy
wykr>40 aktywno$¢ enzymu hydrolizujacego glukozydy izoflawonoidéw i zwigzanego ze
$cianami komdérkowymi. W przypadku ciecierzycy nigdy nie sprawdzano aktywnosci 1GG we
frakcji biatek Scian komérkowych (Hosel & Barz 1975). Nie wiadomo wiec, czy w tej frakcji
biatek wystepujag enzymy hydrolizujace glukozydy izoflawonoiddw, a jesli tak, to ezy sgto te
same izoenzymy co w cytoplazmie. Biatkiem cytoplazmatycznym jest réwniez enzym o
aktywnosci IGG wyizolowany z soji (Matsuura i wspoOtpr. 1995) oraz enzym hydrolizujacy
glukozydy flawonoidow z rumianku (Maier i wspOtpr. 1991, 1993).
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Wiadomo jednak, ze w Scianach komdrkowych niektérych roslin wystepuja enzymy
hydrolizujace glukozydy innych grup zwigzkéw fenolowych. Z badan przeprowadzonych na
tytoniu wynika, ze w Scianach komoérkowych zlokalizowany jest enzym hydrolizujacy p-
glukozyd kwasu salicylowego (Hennig i wspotpr. 1993, Chen i wspotpr. 1995, Seo i wspOipr.
1995). Enzym ten nie zostat jednak dotad wyizolowany i doktadnie scharakteryzowany. Ze
$cianami komorkowymi moga by¢ rowniez zwigzane P-glukozydazy swoiste dla koniferyny.
Taka lokalizacje subkomorkowa stwierdzono w ciecierzycy (Hosel i wspotpr. 1978), Swierku
pospolitym (Marcinowski & Grisebach 1978) oraz so$nie wydmowej (Dharmawardhana i
wspOtpr. 1995). Nie mozna jednak stwierdzi¢, ze P-glukozydazy hydrolizujgce koniferyne
zlokalizowane sa tylko i wylgcznie w $cianach komdérkowych roslin, poniewaz w przypadku
sosny Banksa dwa enzymy o takiej aktywnosci zostaty wyizolowane z puli biatek
cytoplazmatycznych (Leinhos i wspOtpr. 1994).

Z fizjologicznego punktu widzenia istotnym wydaje sie lokalizacja zarébwno enzymu,
jak i jego substratéw. Dobrg ilustracjg takiej sytuacji sg glukozydy cyjanogenne oraz swoiste
dla nich enzymy (Rozdz. 2.2.4.). Dlatego tez cze$¢ prowadzonych badan dotyczyta rowniez
tkankowej i subkomorkowej lokalizacji izoflawonoidéw i ich glukozydéw. Jak wiadomo,
poszczegolne tkanki lub organy roélin roznig sie zdolnoScig do syntezy i akumulowania
metabolitbw wtornych, a co wiecej zdolnos¢ ta moze ulega¢ zmianom w trakcie rozwoju
roslin (Wiermann 1981). Badania prowadzone na tubinie biatym (Gagnon i wspdtpr. 1995)
oraz soji (Graham 1991) wykazaty, ze poszczegdlne czesci tych roélin charakteryzujg sie
swoistym profilem flawonoidéw, ktéry dodatkowo zmienia sie w trakeie ontogenezy. O
wysokim stopniu zréznicowania tkankowej akumulacji flawonoidéw $wiadczg doSwiadczenia
przeprowadzone na korzeniach ciecierzycy, w ktorych wykazano, ze biochanina A jest
akumulowana gtownie w rizodermie, podczas gdy formononetyna wystepuje w tkance
kortykalnej (Wiermann 1981).

Opisane w niniejszej pracy doswiadczenia potwierdzity, ze korzenie, hypokotyle,
liScienie i pedy tubinu biatego majg odmienne profile zwig™6w fenolowych (Rys. 4.18.).
Najistotniejszy jednak wydaje sie fakt, ze obserwowany profil izoflawonoidéw mozna
skorelowaC z aktywnos$cig IGG w danej czesci roéliny (Tab. 4.2., Tab. 4.3., Rys. 4.7.).
Korzenie, w ktorych stwierdzono najwyzszg specyficzng aktywno$¢ IGG, charakteryzujg sie
rowniez najwiekszg wzgledng zawarto$cig wolnych aglikonéw izoflawonoidéw. Natomiast w
liscieniach i pedach, ktdre charakteryzuja sie mniejsza aktywnoscig IGG, w profilu zwigzkow

fenolowych zdecydowanie przewazaja glukozydy izoflawonoidéw. Chociaz juz wczesniej
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sugerowano, ze roznice we wzglednych zawartosciach aglikonow i glukozyddéw w roznych
czeSciach tubinu biatego mogg by¢ zwigzane ze zmianami aktywnosci IGG (Gagnon i
wspotpr. 1995), przypuszczenie to dotad nie zostato udowodnione eksperymentalnie.

Zagadnienie subkomorkowej lokalizacji izoflawonoidow i ich glukozyddw nie byto do
tej pory szeroko badane. W przypadku +tubinu biatego przeprowadzono jedynie
immunocytochemiczng lokalizacje 2’-hydroksylupalbigeniny w brodawkach korzeniowych.
Stwierdzono, ze zwigzek ten wystepuje w przestworach miedzykomorkowych Kkory
wewnetrznej (Grandmaison & lbrahim 1995, Gagnon i wspotpr. 1995). Zastosowanie podczas
prowadzonych badarn zmodyfikowanej metody IWF pozwolito wykazaé, ze w S$cianach
komorkowych korzeni, hypokotyli, liscieni i pedéw tubinu biatego wystepujg konstytutywnie
zarowno glukozydy, jak i aglikony izoflawonoidoéw (Rys. 4.13.). Biorac pod uwage fakt, ze
metabolity te moga by¢ wydzielane przez korzenie (Wojtaszek i wspdtpr. 1993) oraz przez
komérki hodowli zawiesinowej tubinu biatego (Gagnon i wspotpr. 1992a, Hallard i wspotpr.
1992), wynik ten nie powinien budzi¢ zdziwienia. Jest on jednak o tyle istotny, ze obecnie
dominuje poglad o magazynowaniu przez ro$liny tych metabolitbw w wakuoli. Taka
lokalizacje subkomédrkowag glukozydéw flawonoidéw u roslin motylkowatych potwierdzajg
badania prowadzone na ciecierzycy (Mackenbrock i wspétpr. 1992), fasoli (Soriano-Richards
i wspotpr. 1998) oraz bobie (Vidafaba L.) (Hutzler i wspdtpr. 1998). Jedyna ro$ling, w ktdrej
$cianach komdrkowych stwierdzono obecno$¢ glukozydéw flawonoiddw jest Swierk pospolity
(Schnitzler i wspotpr. 1996, Hutzler i wspotpr. 1998). Wykrytym zwigzkiem jest 3-O-
glukozyd kempferolu, nie wiadomo jednak jakie znaczenie dla roéliny moze mie¢ jego
lokalizacja w Scianie komdrkowej. Badania nad aktywnoscig biochemiczng flawonoiddw
wykazaty, ze zwigzki te mogg byC substratami dla peroksydaz roslinnych (Yamasaki i
wspOtpr. 1997, Majewski 1999). Stwierdzono réwniez, ze genisteina moze dziata¢ jako
inhibitor w katalizowanej przez peroksydaze reakcji utleniania alkoholu koniferylowego,
ktora jest pierwszym etapem biosyntezy lignin (Ferrer & Ros Barcelo 1994). Dodatkowo
wykazano, ze genisteina i jej glukozyd majg wptyw na reakcje tworzenia dimerdéw kwasu
ferulowego (Busko 1999). Mozna wiec przypuszczaé, ze jedng z funkcji flawonoidéw w
$cianach komorkowych roslin jest regulacja procesu lignifikacji.

Podsumowujac nalezy zaznaczyc¢, ze podczas opisanych w niniejszej pracy badan po raz
pierwszy wykazano, ze IGG oraz glukozydy izoflawonoidéw wystepujg razem w $cianach
komorkowych roélin. Uzyskanie takich wynikéw byto mozliwe dzieki odpowiedniemu

dopracowaniu metodyki uzyskiwania ptynéw apoplastycznych (Rozdz. 4.1.1.), co pozwolito
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na izolacje z przestworéw miedzykomérkowych zaréwno biatek, jak i metabolitow

fenolowych.

5.3.W#tasciwosci fizykochemiczne IGG

w dostepnej literaturze opisane sg parametry fizykochemiczne 1GG wyizolowanych z
ciecierzycy (Hosel & Barz 1975) i soji (Matsuura i wspotpr. 1995) oraz enzymu swoistego dla
p-glukozydow flawonoidéw wyizolowanego z kwiatow rumianku (Maier i wspotpr. 1991,
1993). Masa czasteczkowa monomerow IGG ze $cian komérkowych korzeni tubinu biatego
(Rys. 4.10.) zblizona jest do mas monomerdw izoenzymow wyizolowanych z ciecierzycy
(okoto 68 kDa) oraz enzymu z rumianku (60 kDa). Odbiega ona jednak od wartosci
wyznaczonej dla P-glukozydazy z soji (36 kDa). Nalezy zauwazy¢, ze zaden z wymienionych
powyzej enzymoOw nie jest trimerem. Natywne 1GG z ciecierzycy i soji sgdimerami, natomiast
na podstawie wynikdw uzyskanych dla enzymu z rumianku przypuszcza sie, ze jest on heksa-
lub oktamerem. Izoenzymy izolowane z ciecierzycy, podobnie jak 1GG tubinu, wykazujg dwa
optima pH (Rys. 4.12.), jednak ich wartosci przesuniete sag bardziej w kierunku zasadowym i
wahaja sie w granicach 4.5-5.0 oraz 7.0-7.5. Enzymy z soji i rumianku wykazujg pojedyncze
optima pH, ktoérych wartosci wynosza odpowiednio 4.5 i 5.6. Warto$¢ pl IGG ze Scian
komorkowych korzeni tubinu biatego (Rys. 4.11.) podobna jest do wartosci uzyskanych dla
enzymow z ciecierzycy (pl 5.9-7.1) oraz z soji (pl 6.7). W przypadku rumianku warto$¢ pl P-
glukozydazy jest nieco nizsza i wynosi ona 4.6.

Wyniki uzyskane podczas okreSlania specyficznosci substratowej wykazaty, ze
tubinowa 1GG jest mniej swoista niz inne enzymy hydrolizujgce glukozydy flawonoidéw lub
izoflawonoidoéw. W przypadku enzymow z ciecierzycy (Hésel & Barz 1975) oraz rumianku
(Maier i wspdtpr. 1993) state Km wyznaczone dla glukozyddéw flawonoidéw byty o okoto 1-2
rzedy wielkosci mniejsze niz dla glukozyddw innych zwigzkéw fenolowych, takich jak/?NPG,
MUG lub arbutyna. IGG ze Scian komorkowych korzeni tubinu charakteryzuje sie szerszg
specyficznoscig w stosunku do glukozydow zwigzkéw fenolowych (Tab. 4.5.). Podobne
wiasciwosci obserwowano dla IGG wyizolowanej z nasion soji (Matsuura i wspotpr. 1995).
W przypadku tego enzymu warto$¢ statej Km wyznaczona dla /iINPG miescita sie pomiedzy
wartosciami wyznaczonymi dla 7-0-glukozyddw genisteiny i daidzeiny. Dodatkowo, a w
przeciwienstwie do enzyméw z ciecierzycy (Hosel & Barz 1975) oraz soji (Graham 1998),
ktdre sg swoiste jedynie dla 7-0-P-glukozydow izoflawonoiddw, IGG ze $cian komdrkowych

korzeni tubinu biatego hydrolizowata zaréwno 7-, jak i 4’-0-P-glukozydy (Rys. 4.16.).
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Podobng wysoka specyficzno$¢ substratowg jak IGG z ciecierzycy i soji, obserwowano
rowniez u enzymu z rumianku, ktéry hydrolizowat jedynie 7-0-P-glukozydy flawonoidéw
(Maier i wspotpr. 1993).

Interesujgcym wydaje sie fakt, ze roznice w speeyficznosci IGG z soji i ciecierzycy oraz
tubinu mozna powigzac z roznicami w profilu konstytutywnie wystepujacych w tych roslinach
glukozyddéw izoflawonoidéw. W tkankach ciecierzycy i soji stwierdzono obeeno$¢ 7-0-
glukozyddéw izoflawonoidéw (Koster i wspotpr. 1983, Graham 1991, Kodu i wspotpr. 199la,
199Ib, Barz & Maekenbrock 1994), brak jest natomiast jakiehkolwiek doniesien o
wystepowaniu 4’-0-glukozydéw w tych roslinach. Wysoka aktywno$¢ 1GG z ciecierzycy i
soji w stosunku do 7-0-glukozydéw moze wiec wynika¢ z faktu, ze jest to jedyny rodzaj
glukozyddw wystepujacych w tych roslinach. Natomiast w tubinie biatym, wykryto zaréwno
7-, jak i 4’-0-glukozydy izoflawonoidéw (Shibuya i wspdtpr. 1990, Stobiecki i wspotpr.
1999, Stobiecki i wspdtpr. dane niepublikowane). Przyjmujac zalozenie, ze glukozydy sa
forma zapasowg wolnych aglikonéw mozna sie spodziewac, ze w tubinie wystepuja albo dwa
enzymy, z ktorych jeden jest swoisty dla wigzania 7-, a drugi dla 4’-0-glukozydowego, albo
tez jeden enzym hydrolizujagcy oba rodzaje glukozyddéw. Uzyskane podczas badan wyniki
wskazujg ze najprawdopodobniej mamy do czynienia z drugg z opisanych mozliwosci.

W tubinie biatym, oprocz niepodstawionych glukozydoéw izoflawonoidéw, wystepuja
rowniez ich 6”-0-malonylowane pochodne (Stobiecki i wspotpr. 1999, Stobiecki i wspoipr.
dane niepublikowane). Powstaje wobec tego pytanie, czy 1GG hydrolizuje wigzanie
glukozydowe w tego rodzaju potgezeniach? Odpowiednich testow z 6”-0-malonylowanymi
pochodnymi glukozyddéw izoflawonoidoéw nie mozna byto wykonaé, poniewaz nie udato sie
wyizolowac takich zwigzkdéw w stanie czystym w wystarczajgcej ilosci. Wynika to miedzy
innymi z faktu, ze wigzanie estrowe pomiedzy cukrem, a kwasem malonowym bardzo tatwo
ulega hydrolizie podczas izolacji (Koster i wspoOtpr. 1983, Shibuya i wspotpr. 1991). Biorac
pod uwage doswiadczenia z uzyciem ramnozyloglukozydow flawonoidéw jako substratow
mozna jedynie przypuszczaé, ze podstawienie kwasu malonowego w pozycji 6”- zablokuje
aktywno$¢ enzymatyczng 1GG. W takim przypadku uwolnienie aglikonow z 6”-0-
malonylowych pochodnych glukozydéw izoflawonoidow wymagatoby wczesniejszego
dziatania enzymu o aktywnosci malonyloesterazy. Enzym ten hydrolizowatby wigzanie
estrowe, a uzyskany niepodstawiony glukozyd byiby substratem dla IGG. Taki wiasnie
mechanizm metabolizmu 6”-0-malonylowanych pochodnych glukozydéw izoflawonoidow

stwierdzono w ciecierzycy (Mackenbrock i wspOtpr. 1993). Natomiast IGG z soji.
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hydrolizowata zaréwno niepodstawione, jak i 6”-0-malonylowane glukozydy izoflawonoidéw
(Graham 1998).

5.4.Zmiany aktywnosci IGG W testach biologicznych

Testy biologiczne z uzyciem YE lub nawozenia roznymi formami azotu miaty na celu
okreslenie wptywu tych czynnikdéw na aktywno$¢ IGG. Wczesniej istotne wyniki uzyskano
podczas testow liscieniowych. Stwierdzono w nieh wzrost aktywnosci IGG zwigzanej ze
$cianami komorkowymi liscieni pod wptywem YE (Rys. 4.15.), przy czym przebieg czasowy
zmian aktywnoSci zalezny byt od stezenia preparatu elisytora. Zmiany aktywnos$ci enzymu
skorelowane byty ze wzrostem ilosci izoflawonoidéw w dyfuzatach oraz w tkance, a takze ze
spadkiem zawartosci ich glukozyddw w liscieniach (Rys. 4.14., Rys. 4.16.). Podobne zmiany
w profilu izoflawonoidéw w liscieniach pod wptywem YE opisywane byty juz wczesniej
(Wojtaszek & Stobiecki 1997). Stwierdzono wowczas wzrost zawartosci izoflawonoidow w
dyfuzatach spowodowany dziataniem YE i dodatkowo wykazano, ze w dyfuzatach wystepujg
gtéwnie wolne aglikony tych metabolitow. Przeprowadzone analizy profilu izoflawonoidéw w
zdrowych roSlinach tubinu biatego wykazaly natomiast, ze w liScieniach konstytutywnie
wystepujg gtownie glukozydy tych zwigzkéw (Rys. 4.18.). Mozna wiec stwierdzi¢, ze
obserwowany wzrost aktywnosci 1GG zwigzanej ze Scianami komérkowymi prowadzi do
uwalniania aktywnych biologicznie aglikonébw z ich glukozydowych potaczen
zmagazynowanych w tkance.

Badania przeprowadzone na eatych roslinach dostarczyty kolejnych wynikéw, ktére
wskazujg na udziat IGG w reakcjach obronnych tubinu biatego. W pierwszej serii
dosSwiadczen (Rozdz. 4.5.3.) stwierdzono, ze podlewanie roslin preparatem YE wywotuje
zmiany aktywnosci specyficznej IGG we wszystkich czesciach roslin (Rys. 4.19., Rys. 4.20.).
Uzyskane wyniki pokazujg ze sygnat o stresie biotycznym wywotanym preparatem YE moze
by¢ przekazywany z korzeni do pozostatych czesci rosliny, gdzie nastepuje uruchomienie
mechanizméw obronnych. Potwierdzajg to badania dotyczace wptywu YE na aktywnosé
dwdch grup biatek obronnych zlokalizowanych w $cianach komérkowych tubinu biatego:
chitynaz (Burzynski 1999) i peroksydaz (Majewski 1999). W przypadku IGG wzrost
aktywnosci specyficznej obserwowano po 24 h we frakcjach biatek cytoplazmatycznych
liscieni i pedow, a po 48 h we frakcjach biatek scian komorkowych korzeni i hypokotyli oraz
ponownie we frakcji biatek cytoplazmatyeznych liscieni. Dodatkowo, w drugiej serii

doswiadczen (Rozdz. 4.5.4.) wykazano, ze preparat YE powoduje wzrost catkowitej
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aktywnosci IGG w korzeniach (Rys. 4.21.). Zaobserwowane zmiany, podobnie jak wyniki
testow liscieniowych, moga Swiadczy¢ o udziale IGG w reakcjach obronnych tubinu biatego.

Z wynikow uzyskanych podczas do$wiadczen, w ktérych starano sie okresli¢ wptyw
nawozenia azotowego na aktywno$¢ IGG nie mozna juz wyciggna¢ tak jednoznacznych
wnioskow (Rys. 4.21.). Giéwng przyczyng tego jest brak powtarzalnosci wynikow
otrzymywanych w poszczegolnych do$wiadczeniach. Mogto by¢é to spowodowane
odmiermymi warunkami, w ktérych wykonywano kolejne testy biologiezne. Prowadzac
doswiadczenia w szklarni trudno jest zapewni¢ powtarzalnos¢ takich czynnikéw jak
temperatura, wilgotno$¢ i naswietlenie, ktére moga mie¢ znaczacy wptyw na metabolizm
badanych roslin.

Przyjmujac zatozenie, ze IGG odgrywa istotng role w oddziatywaniach rosliny ze
Srodowiskiem uwalniajac aktywne biologicznie aglikony z ich glikozydowych potgczen,
mozna bylto oczekiwa¢ wiekszych zmian aktywnosci enzymu, niz te ktére zaobserwowano w
przeprowadzonych do$wiadczeniach. Nalezy jednak pamieta¢, ze réwnowaga pomiedzy
glukozydami a aglikonami izoflawonoidéw zalezy od aktywnosci co najmniej dwdch
enzymow: IGG oraz glukozylotransferazy (GT). Wykazano to w badaniach hodowli
zawiesinowej ciecierzycy, w ktorych okreslano zmiany profilu zwigzkéw fenolowych oraz
aktywnosci obu tych enzymow pod wptywem YE (Mackenbrock i wspdtpr. 1993, patrz
Rozdz. 2.3.2.1.). Istotny wydaje sie rdwniez fakt, ze podczas dosSwiadczen prowadzonych na
catych roslinach bezposredniemu dziataniu elisytora poddane byly jedynie korzenie. W
zwigzku z tym spodziewano sie, ze zmiany aktywnosci IGG w korzeniach bedg wigksze niz w
pozostatych czesciach roslin. Uzyskane wyniki nie potwierdzity jednak tych przypuszczen.
Przyczyng tego moze byC fakt, ze korzenie charakteryzujg sie najwiekszg konstytutywng
aktywnoscig IGG i wzgledng zawarto$cig wolnych aglikonow izoflawonoidéw, stad w wyniku
stresu biotycznego wywotanego YE nie dochodzi do znacznego wzrostu aktywnos$ci enzymu.
Taka hipoteze potwierdzajg doswiadczenia przeprowadzone przez Cosio i wspotpr. (1996),
ktore wykazaty, ze w korzeniach tubinu biatego dodatkowe podanie preparatu elisytora nie
zmienia wydzielania zwigzkow fenolowych wywotanego zranieniem.

Inna sytuacja moze mie¢ miejsce w liscieniach i pedach, w ktérych wystepujg gtownie
glukozydy izoflawonoidow. W tym przypadku wiaz z uruchamianiem mechanizméw
obronnych moze dochodzié do znaczacego wzrostu aktywnosci 1GG. Swiadczy o tym
wspomniany wczesniej fakt, ze w testach na catych roslinach wzgledne zmiany aktywnosci

specyficznej 1IGG wywotane dziataniem YE w pedach i liScieniach byty poréwnywalne, a
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nawet wieksze, niz te obserwowane w korzeniach (Rys. 4.19., 4.20.) mimo, ze to wiasnie
korzenie poddane byty bezposredniemu dziataniu preparatu YE. Teze takg popierajg rowniez
wyniki dos$wiadczen, w ktérych wykazano, ze infekcja lisci tubinu biatego grzybem
Pleiochaeta setosa prowadzi do ponad 2-krotnego wzrostu aktywnosci P-D-glukozydazy w tej
czesci rosliny (Rybus-Zajac & Koztowska 1996).

Analizujgc sekrecje izoflawonoidoéw przez korzenie tubinu biatego stwierdzono, ze
zarbwno nawozenie azotowe, jak i YE majg wptyw na ilos¢ i profil wydzielanych zwigzkéw
fenolowych (Rys. 4.23., Rys. 4.24.). Zaobserwowane zmiany w wydzielaniu pod wptywem
roznych form azotu zblizone bylty do wynikow wczesniej uzyskanych w Pracowni Fitochemii
(Wojtaszek i wspdtpr. 1993). Najwieksze zmiany iloSciowe w sekrecji izoflawonoidéw
wywotane byly jednak dziataniem YE. We wszystkich analizowanych prébkach wydzielin
korzeniowych stwierdzano gtdwnie obecno$¢ wolnych aglikonéw izoflawonoidéw, podczas
gdy glikozydy wystepowaly jedynie w $ladowych iloSciach. Obserwacja ta jest zgodna z
wynikami prac Wojtaszka i wspdtpr. (1993), Gagnona i wspotpr. (1995) oraz Gagnona i
Ibrahima (1997). Fakt dominacji aglikonéw w profilu izoflawonoidéw wydzielanych przez
korzenie, w potaczeniu z wynikami Swiadczacymi o obecnosci w $cianach komdrkowych tej
czesci rosliny zarowno aglikonow, jak i glukozydow tych metabolitow (Rys. 4.11.), moze
Swiadczy¢ o kluczowej roli, jaka IGG odgrywa w procesie wydzielania zwigzkow fenolowyeh
do otoczenia. W takim ukfadzie glukozydy izoflawonoidéw sg transportowane z wakuoli do
Sciany komdrkowej, gdzie ulegajg hydrolizie, a wolne aglikony wydzielane sg do otoczenia.
Mozliwe jest rowniez, ze sekrecji ulegajg zarowno wolne aglikony, jak i glukozydy, ktdre
nastepnie sg hydrolizowane przez 1GG uwolniong do otoczenia ze $cian komorkowych
korzeni. Wydzielanie enzyméw o aktywnosci P-glukozydazy stwierdzono wecze$niej dla
kietkujacych nasion lucerny (Hartwig & Phillips 1991) oraz w sposob posredni wykazano dla
korzeni soji (Graham 1991). Wydaje sie wiec, ze podobna sytuacja mogtaby mie¢ miejsce w
przypadku tubinu.

Sprzeczny z tezg o kluczowej roli IGG w sekrecji izoflawonoidéw wydaje sie fakt, ze
nie udato sie zaobserwowaé zadnych istotnych korelacji pomiedzy zmianami w wydzielaniu
tych zwigzkdw a aktywnoscig IGG. Nawet w przypadku roslin poddanych dziataniu YE, gdzie
sekrecja zwigzkow fenolowych jest zdecydowanie najintensywniejsza (Rys. 4.23.), obserwuje
sie jedynie niewielki wzrost aktywnosci IGG (Rys. 4.21., Rys. 4.22.). Nalezy wiec
przypuszcza¢, ze intensywno$¢ wydzielania izoflawonoiddéw regulowana jest przez inny

mechanizm niz zmiana aktywnos$ci IGG. Regulacja taka mogtaby np. zachodzi¢ na poziomie
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transportu glukozyddéw izoflawonoidéw z wakuoli do S$ciany komorkowej. Taki wniosek
wyptywa réwniez z badan Wojtaszka i wspdtpr. (1993), ktorzy wykazali, ze zmiany w profilu
i ilosci wydzielanych izoflawonoidéw nie majg odbicia w zmianach w catkowitej puli tych

zwigzkdw ekstrahowanych z korzeni.

10






6.Podsumowanie

Celem niniejszej pracy bylo okresSlenie roli p-glukozydazy ze $cian komdérkowych

tubinu biatego w przemianach fenolowych metabolitow wtérnych. Rozwigzanie

podstawowego problemu oparto na kompleksowej analizie danych biochemicznych i

fitochemicznych skorelowanej z okre$leniem fizjologicznej roli IGG w oddziatywaniach

tubinu biatego ze Srodowiskiem. Najwazniejsze wyniki i wnioski podsumowa¢ mozna

nastepujaco:

L

10.

Enzym o aktywnosci p-glukozydazy glukozyddw izoflawonoidéw wystepuje zaréwno we
frakcjach biatek cytoplazmatycznych, jak i frakcjach Scian komdrkowych, izolowanych ze
wszystkich czesci tubinu biatego.

Aktywno$¢ IGG jest tkankowo specyficzna, najwyzszg aktywno$¢ obserwuje sie we
frakcji biatek scian komdrkowych korzenia.

Aktywnos¢ IGG w poszczeg6lnych czesciach rodliny jest skorelowana z profilem
izoflawonoiddw; wyzszej aktywnosci IGG towarzyszy wiekszy wzgledny udziat wolnych
aglikonéw w puli zwigzkow fenolowych.

W $cianach komorkowych tubinu biatego wystepuje zaréwno enzym - 1GG, jak rowniez
jego substraty - glukozydy izoflawonoidow.

IGG z tubinu biatego wykazuje szerszg specyficznos¢ substratowa niz opisane dotad
enzymy o podobnej aktywnos$ci z innych roslin.

Enzym odtgcza pojedyncze P-anomery glukozy z korica nieredukujacego, czyli jest egzo-p
-glukozydaza.

Umiejscowienie podstawnikdéw na pierseieniu fenolowym wptywa na powinowactwo 1GG
do substratu: najlepiej hydrolizowane sg substraty z podstawnikiem w pozycji para-, a
najgorzej te, ktére posiadajg podstawnik w pozycji orto-.

IGG odgrywa istotng role w oddziatywaniu tubinu biatego z mikroorganizmami,
uwalniajgc aktywne biologicznie aglikony izoflawonoidéw ze zmagazynowanych w

tkance ro$linnej glukozydow.

IGG bierze udziat w wydzielaniu aglikonéw izoflawonoidéw przez korzenie tubinu
biatego.
Regulacja intensywnos$ci wydzielania izoflawonoidéw nie odbywa sie poprzez zmiany

aktywnosci IGG, lecz prawdopodobnie poprzez regulacje transportu odpowiednich

glukozyddow z wakuoli do $ciany komdrkowe;j.
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