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Od autora

Niniejsza praca podejmuje problematyke wystepowania i transportu brasinoste-
roidow w roslinach a takze mechanizmow oddzialywania tych zwigzkéow na plonowanie
wybranych gatunkow uprawnych. Sposrod wielu rodzin roslin uprawnych wybrane i omo-
wione pod tym kqtem bedq dwie rodziny (Poaceae - wiechlinowate i Fabaceae - bobowate)
w sktad ktorych wchodzg gatunki o najwigkszym znaczeniu ekonomicznym. Opracowanie
oparto o analize literatury swiatowej z uwzglednieniem prac wykonanych przez autorke
monografii w tym danych niepublikowanych. W podsumowaniu monografii przedyskutowa-
ne zostang mozliwosci praktycznego zastosowania brasinosteroidow w rolnictwie. Mono-
grafia niniejsza jest drugim w Polsce wydawnictwem ksigzkowym dotyczgcym zagadnienia
brasinosteroidow. W stosunku do poprzedniej pozycji (Bajguz A, Tretyn A. 2003. Brassino-
steroidy — hormony roslinne. Wydawnictwo UMK Torun 2003), koncentruje si¢ przede
wszystkim na roslinach uprawnych, znacznie obszerniej ujmuje tematyke transportu brasi-
nosteroidow w roslinach wyzszych oraz analizuje podstawy i mozliwosci praktycznego

wykorzystania tych zwigzkow w rolnictwie.
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Prof. dr hab. Leszek S. Jankiewicz (recenzent 1):

., Hormony steroidowe regulujq wiele zjawisk fizjologicznych u czlowieka i zwie-
rzqt i ta ich rola jest znana od dawna. Badaczy zainteresowalo wigc, czy u roslin zwiqzki
steroidowe rowniez grajq jakgs regulacyjng role. Poszukiwania w tym kierunku doprowa-
dzily do odkrycia brasinosteroidow (BR) w pylku rzepaku w latach siedemdziesigtych ubie-
glego wieku. Przez dluzszy czas prowadzono nad nimi badania fizjologiczne i biochemiczne
ale wreszcie, po doktadniejszym zbadaniu ich wiasciwosci i dziatan regulacyjnych w rosli-
nie zaczeto sprawdzac¢ mozliwosci zastosowania ich w praktyce. W tym wiasnie kierunku
poszta autorka i dlatego uwazam, zZe przedstawiona do recenzji praca jest bardzo ,,na cza-
sie”. Praca autorki dotyczy dwoch najwazniejszych rodzin roslin uprawnych: wiechlinowa-
tych i bobowatych. Wazne jest tez, ze jedna z badanych rodzin nalezy do jednolisciennych
a druga do dwulisciennych.

(...) Niniejsza praca (...) jest napisana latwym jezykiem, jest napisana po polsku,
wiec bedzie doskonalym materiatem poglgdowym dla szerokiego grona czytelnikow obej-
mujqcego takze studentow. Uzupetnia znakomicie prace Bajguza i Tretyna z r. 2003 nowy-
mi danymi. (...) Praca ta w peini zastuguje na druk i bedzie bardzo cenng pozycjqg w pol-

skim pismiennictwie dotyczqcym regulatorow rozwoju.”

Dr hab. inZ. Franciszek Janowiak, prof. nadzw. IFR PAN (recenzent 2):

., Przedstawiona praca, pomyslana jako monografia w jezyku polskim, dotyczgca
brasinosteroidow — wzglednie nowej grupy regulatorow roslinnych, jest niezwykle cennym
uzupetnieniem luki w _fachowej literaturze. 1los¢ publikacji nt. tej grupy zwigzkow i ich roli
w roslinach gwaltowanie wzrosta w ostatnich latach, brak jednak bylo syntezy aktualnego
stanu wiedzy w jezyku polskim w postaci tematycznej monografii. Praca napisana jest
Jezykiem przystepnym, lecz rownoczesnie wystarczajgco gleboko przedstawia wspolczesny
stan wiedzy o brasinosteroidach. Wielkq zaletg pracy jest jej przejrzysty format oraz orygi-
nalne graficzne ilustracje, prezentujgce w klarowny sposob skomplikowane zaleznosci
i mechanizmy dzialania brasinosteroidow. Monografia bedzie wigc lekturg nie tylko dla
studentow, lecz rowniez dla badaczy biologow chcgcych wejs¢ w tematyke brasinostero-

idow.”



Dr hab. Andrzej Bajguz, prof. nadzw. Uniwersytetu w Bialymstoku (recenzent 3):

, Monografia dr hab. inz. Anny Janeczko stanowi bardzo ciekawe studium nad
brasinosteroidami — ich wystepowaniem, aktywnosciq fizjologiczng w roslinach uprawnych
z rodzin Poaceae i Fabaceae. (...) Chciatbym podkresli¢ oryginalnosé recenzowanej mo-
nografii, ktora uzupetni publikacje Andrzeja Bajguza i Andrzeja Tretyna ,, Brasinosteroidy
— hormony roslinne” (Wyd. UMK, Torun 2003) (...) i stanie si¢ cenng lekturqg dla wszyst-
kich, ktorzy bedq chcieli poszerzy¢ swojg wiedze odnosnie brasinosteroidow - hormonow

roslinnych.”
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1. WPROWADZENIE

1.1. ZwiazKi steroidowe

Steroidy stanowia jedng z najwazniejszych grup zwiazkow o wlasciwosciach
regulatorowych. Sg one rozpowszechnione w organizmach zywych, a wiele z nich
to hormony o kluczowym znaczeniu dla metabolizmu tych organizméw (ryc. 1).
Ciagly postep badan prowadzi do nowych odkry¢ i weryfikacji dotychczasowej
wiedzy na temat wystgpowania i roli tych zwigzkoéw zaré6wno u zwierzat jak
i u roslin. Pierwsza definicje zwiazkéw steroidowych zaproponowali w 1936 roku
Callow i Young. Zaliczono wowczas do tej grupy: sterole, kwasy zotciowe, ,.truci-
zny dzialajace na serce”, saponiny i hormony plciowe cztowieka. W miare postepu
metod analitycznych i badan strukturalnych grupa steroidow poszerzyta si¢ o ku-
kurbitacyny, bufadienolidy, witanolidy, alkaloidy steroidowe, ekdysteroidy i brasi-
nosteroidy. Cechg charakterystyczna steroidow jest budowa ich czasteczek pocho-
dzaca od 4-pier§cieniowej struktury steranu (przedstawionej w centrum ryc. 1),
a liczne modyfikacje w liczbie i rodzaju przytaczonych grup funkcyjnych determi-
nujg ich funkcje w organizmach zywych. Wystepowanie cze¢sci sposrod przedsta-
wionych na rycinie 1 steroidéw (kukurbitacyny, alkaloidy steroidowe) moze by¢
charakterystyczne jedynie dla okreslonej rodziny systematycznej lub nawet gatun-
ku. Powszechnie w krolestwie zwierzat i roslin wystepuja natomiast sterole, ktore
m.in. wptywaja na wlasnosci fizyczne bton komérkowych oraz stanowia kluczowe
prekursory w biosyntezie innych zwigzkéw w tym hormondéw steroidowych.
Z kolei hormony steroidowe, do ktorych zalicza si¢ roslinne brasinosteroidy (BR),
hormony owadow - ekdysteroidy oraz hormony ssakow (kortykosteroidy, estroge-
ny, androgeny i progesteron), to zwiagzki o podstawowym znaczeniu w regulacji
metabolizmu.

1.2. Charakterystyka ogolna brasinosteroidow

Brasinosteroidy odkryto w latach 70-tych ubieglego wieku (Mitchell 1 wsp.
1970, Grove i wsp. 1979). Grupa ta liczy ponad 70 zwigzkow wykazujacych duze
zréznicowanie struktury i zwigzanej z nig aktywnosci fizjologicznej. Z racji wyste-
powania licznych grup hydroksylowych w czasteczce, BR sa niekiedy okreslane
mianem polihydroksysteroidéw (ryc. 2). Brasinosteroidy najczesciej oznacza si¢
symbolem BR. Nomenklatur¢ podobna do tej, jaka obowigzuje w przypadku gibe-
relin, wprowadzit Mandava (1988) a kontynuowali Zullo i Kohout (2004), przyzna-
jac brasinosteroidom numery zgodnie z kolejnoscia ich odkrycia. I tak, przyktada-
mi BR sa: brasinolid (BR;, ryc. 3A-B), kastasteron (BR,, ryc. 1, 3A-B), dolicholid
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(BRj, ryc. 4), tyfasterol (BR; ryc. 3B), teasteron (BRg ryc. 3B), 28-homokastasteron
(BRy,, ryc. 3A), 28-norbrasinolid (BRy4, ryc. 3A), 28-norkastasteron (BR;s, ryc.
3A), 25-metyldolichosteron (BRy4 ryc. 4), 28-homobrasinolid (BR,;, ryc. 3A),
24-epibrasinolid (BR,7, ryc. 3A), 1B-hydroksykastasteron (BRyg ryc. 4), sekasteron
(BR3s, ryc. 4), 6-deokso-24-epikastasteron (BR4,) i inne. Nomenklatura ta jednak
powszechnie si¢ jeszcze nie przyjela a autorzy powstajacych publikacji wcigz sto-
suja wlasne skroty nazw tych zwigzkéw (np. EBR lub EBL — 24-epibrasinolid, BL
— brasinolid, CS — kastasteron, TY — tyfasterol czy TE - teasteron). Wymienione
wyzej nazwy zwyczajowe BR sa w istocie nazwami skrdéconymi, najczgsciej wy-
wodzacymi si¢ od niektorych chemicznych cech budowy tych zwigzkéw. Przykta-
dowo przedrostek ,,epi” wystepujacy w nazwie 24-epibrasinolidu, oznacza, ze gru-
pa metylowa przy weglu C-24 w czasteczce tego zwiazku znajduje si¢ w konfigu-
racji przeciwnej niz w przypadku brasinolidu, przy czym peilna chemiczna nazwa
24-epibrasinolidu  to  (22R,23R,24R)-20,30,22,23-tetrahydroksy-24-metylo-B-
homo-7-oxa-5a-cholestan-6-on. Z kolei wystgpowanie przedrostka ,,homo’ charak-
teryzuje BR posiadajace przy weglu C-24 w czasteczce grupe etylowa (-C,Hs) (ryc.
2), a przedrostek ,,nor” oznacza brak podstawnikow weglowych przy weglu C-24
(ryc. 2). Nazwy BR mogg tez pochodzi¢ od gatunku, w ktérym po raz pierwszy
odkryto dany zwiazek np. sekasteron (ryc. 4) — od Secale cereale L., dolicholid
(ryc. 4) — od Dolichos lablab L. czy kastasteron (ryc. 1, 3A-B) od Aesculus hippo-
castanum L.

Naturalne BR moga wystgpowaé w formie wolnej, ale takze w postaci ko-
niugatdéw (ryc. 4), zagadnieniu temu bedzie poswigecony oddzielny rozdziat. Obok
naturalnie wystepujacych w przyrodzie brasinosteroidow znane sg syntetyczne
analogi tych zwiazkow jak np. SF-HCTS, BIOBRAS 6 czy MHS5 (ryc. 4).

Jak wynika z ryciny 2 zr6znicowanie budowy czasteczki poszczeg6lnych BR
w najwiekszym stopniu zalezy od liczby i miejsca potozenia podstawnikow w pier-
$cieniu A i B oraz od struktury taficucha bocznego przylaczonego do atomu wegla
C-17. Brasinosteroidy mozna podzieli¢ w zaleznosci od liczby atomow wegla
w czgsteczce na BR typu Cy7, Cys 1 Cyo (ryc. 2, 3A). Na podstawie obecnej wiedzy
przyjmuje si¢, ze prekursorami w biosyntezie brasinosteroidow s3: kampesterol
oraz 24B-metylcholesterol (dla BR Cyg), cholesterol (dla BR Cy;) i sitosterol (dla
BR Cyy) (Takatsuto i wsp. 1999, Winter i wsp. 1999, Schaller 2003, Kim 1 wsp.
2000, Kim i wsp. 2004, Kim i wsp. 2006; ryc. 4A). Na przykladzie biosyntezy
brasinolidu (BR typu Cys), przedstawionej na rycinie 4B, przyjeto, ze metabolitami
posrednimi biosyntezy BR sa: katasteron, teasteron, (3-dehydroteasteron), tyfaste-
rol 1 kastasteron w szlaku tzw. wczesnego utlenienia wegla C-6 oraz
6-deoksokatasteron, 6-deoksoteasteron, (3-dehydro-6-deoksoteasteron),
6-deoksotyfasterol i 6-deoksokastasteron w szlaku tzw. péznego utlenienia wegla
C-6 (Fujioka i Yokota 2003). Ze wzgledu na duzg réoznorodno$¢ strukturalng BR
mozliwe sg takze i inne, zmodyfikowane szlaki biosyntezy tych zwiazkow. I tak,



-11-

24-epibrasinolid moze powstawaé przez przemiany 24-epikatasteronu,
24-epiteasteronu, 24-epityfasterolu i 24-epikastasteronu, a wymienione metabolity
posrednie wywodzg si¢ z kolei z 24p-metylcholesterolu (Winter i wsp. 1999, Park
1 wsp. 2000; ryc. 3A). Badania przeprowadzone przez Joo i wsp. (2015) wskazuja,
ze BR z odrebnych szlakow biosyntezy (charakterystycznych np. dla Cyg i Cyg)
moga podlega¢ przemianom, jak pokazano na rycinie 3C, przechodzac w siebie
nawzajem; przyktadowo 28-homokastasteron moze podlega¢ przemianom do ka-
stasteronu.

Zaburzenia w przemianach szlakow biosyntezy BR prowadza do powstawa-
nia mutantow (Bishop 2003). Znane sg takze inhibitory biosyntezy BR (nalezace
glownie do grupy tzw. triazoli), ktorych przyktadem jest najpopularniejszy brasi-
nazol, przedstawiony na rycinie 4 (Asami i Yoshida 1999, Asami i wsp. 2000). Na
podstawie obecnej fragmentarycznej wiedzy na temat miejsc syntezy/rozktadu BR
w komorce, przyjmuje si¢, ze wszystkie enzymy biosyntezy BR, nalezace do ro-
dziny Cyt P450 sg zlokalizowane w blonie retikulum (Jorgensen i wsp. 2005,
Gruszka 1 Matuszynski 2010). W odniesieniu do katabolizmu BR wiadomo, ze
biatko cytochromowe BAS1, hydroksylujace BR w pozycji C-26 (co jest sygnalem
inaktywacji/degradacji), zlokalizowane jest takze w systemie endomembran -
prawdopodobnie retikulum (na podstawie baz TAIR db i AtPID db, Gruszka, in-
formacja ustna). Bardzo szczegdlowe informacje na temat genetycznych podstaw
biosyntezy i transdukcji sygnalu BR mozna znalez¢ w ogdlnodostepnej w Interne-
cie, polskojezycznej pracy autorstwa Gruszki i Matuszynskiego (2010). Chemi-
zmowi przemian (w tym rozktadu) BR jest z kolei poswigcona praca przegladowa
autorstwa Bajguza (2007) a takze praca Vriet i wsp. (2013).

Brasinosteroidy wykazujg istotng aktywnos$¢ biologiczng. Podstawowym,
a zarazem pierwszym odkrytym efektem dzialania BR jest stymulacja wzrostu
komorek (Grove 1 wsp. 1979). BR moga takze regulowac rozwoj roslin (Janeczko
1 wsp. 2003, Janeczko i wsp. 2015) i przyczyniac si¢ do zwigkszenia plonu roslin
o duzym znaczeniu ekonomicznym jak ryz, ziemniaki, pszenica, orzechy ziemne,
fasola i inne (Ramraj i wsp. 1997, Zullo i Adam 2002, Fariduddin i wsp. 2009,
Janeczko i wsp. 2010). Brasinosteroidy wptywajg takze na jako$¢ plonu m.in.
zwigkszaja zawarto$¢ biatka, thuszczu czy niektorych witamin (Vardhini i Rao
1998, Vardhini i Rao 2002, Janeczko i wsp. 2009, Janeczko i wsp. 2015). Pozy-
tywny wplyw brasinosteroidéw na procesy fizjologiczne i w konsekwencji na plo-
nowanie roslin, zostal udowodniony w wielu przypadkach dla upraw rosnacych
w warunkach suszy, zasolenia i innych czynnikow stresowych (Bajguz i Hayat
2009). BR wykazujag bowiem aktywno$¢ przeciwstresowg zaréwno wzgledem
czynnikow biotycznych, jak i abiotycznych (Zullo i Adam 2002, Krishna 2003,
Nakashita i wsp. 2003, Janeczko i wsp. 2005).

U podstaw fizjologicznej aktywnosci BR lezg zazwyczaj: wzrost poziomu
fotosyntezy netto, wzrost aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych, ale takze re-
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duktazy azotanowej i syntetazy glutaminy, wzrost zawartosci proliny, chlorofilu,
biatek rozpuszczalnych, aminokwasdw, fenoli i antocyjanéw, obnizenie uszkodzen
membran komoérkowych, zmiany w gospodarce wodnej (zwigkszenie wartosci
wspotczynnika wzglednej zawartosci wody (tzw. RWC)), wptyw na aktywnos¢
akwaporyn (Sairam 1994 a, b, Xu i wsp. 1994 a, b, Morillon i wsp. 2001, Pustovoi-
tova i wsp. 2001, Vardhini i Rao 2003, Fariduddin i wsp. 2009, Farooq i wsp.
2009). Podstaw ochronnego dziatania BR mozna upatrywaé takze w mechanizmie
pokazanym przez Dhaubhadel i wsp. (1999, 2002) w badaniach szoku cieplnego.
Wedtug Dhaubhadel i wsp. (1999, 2002), 24-epibrasinolid ma zdolno$¢ do stymu-
lowania syntezy i utrzymania wysokiego poziomu biatek szoku cieplnego (HSP).
HSP sa powszechnie wystepujaca w roslinach klasg bialek, ktorych stezenie wzra-
sta w organizmie w warunkach dziatania ré6znych czynnikéw stresowych. Biatka te
majg za zadanie ochron¢ komdrkowych bialek strukturalnych i funkcjonalnych,
w tym enzyméw biatkowych, przed zniszczeniem struktury w wyniku dziatania
czynnikow stresowych. Po ustapieniu czynnika stresowego, rosliny poddane dzia-
taniu 24-epibrasinolidu znacznie szybciej regeneruja si¢ odzyskujgc sprawnosé
podstawowych systemow enzymatycznych. Interesujace sg takze badania Xia
1 wsp. (2009 b), w ktorych traktowanie roslin ogorka 24-epibrasinolidem stymuluje
przejsciowo produkcje H,O,, a to z kolei uodparnia rosling na stres oksydacyjny
towarzyszacy zwykle innym stresom.

Dziatanie BR uaktywnia ekspresj¢ genow kojarzonych z odpowiedzig roslin
na stresujace warunki srodowiskowe. Sa to geny kodujace wspomniane juz wcze-
$niej biatka HSP, biatka DNAJ (odpowiedzialne za formowanie 3-wymiarowych
struktur biatkowych), proteiny PR-1 (zwigzane z reakcjami na patogeny) oraz en-
zymy nalezace do grupy detoksyfikujacych i antyoksydacynych m.in. liazg wodo-
ronadtlenkowa (HPL), S-transferaze glutationu (GST), peroksydaze glutationu
(GPX), peroksydaze askorbinianu (cAPX), reduktaze¢ monodehydroaskorbinianu
(MDAR) i katalazg (CAT) (Xia i wsp. 2009 b).

BR wykazuja takze wiele innych wlasciwosci dzigki ktorym znalazty lub
znajdg zastosowanie w praktyce. Przyktadowo, BR stanowig regulatory stosowane
do stymulacji proceséw embriogenezy czy organogenezy roslin (Clouse 1998, Sa-
saki 2002, Azpeitia i wsp. 2003, Pullman i wsp. 2003, Divi i Krishna 2009). Brasi-
nosteroidy przyspieszajg takze metabolizm pestycyddéw stosowanych np. w upra-
wie ogorka, co wplywa na redukcje ich pozostatosci w tkankach roslin (Xia i wsp.
2009 a). Przeprowadzono badania nad wlasciwosciami BR na potrzeby farmacji
czy medycyny (Bajguz i wsp. 2013, praca przegladowa). Zwiazki te wykazuja np.
aktywnos$¢ antywirusowa m.in. przeciw wirusom ludzkiej opryszczki (Herpes sim-
plex HSV1) (Wachsman i1 wsp. 2000). W kulturze zawiesinowej Taxus chinensis
(Pilg.) Herder, BR stymuluja produkcje paklitakselu - alkaloidu stosowanego
w terapii nowotworow (Zang i wsp. 2001). Ponadto BR wykazujg takze dziatanie
przeciwnowotworowe/antyproliferacyjne (Malikova i wsp. 2008) i maja wlasciwo-
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$ci anaboliczne (Esposito i wsp. 2011). BR, z racji struktury zblizonej do steroli,
obnizajg takze poziom cholesterolu we krwi (Zhabinskii i wsp. 2015). Cze$¢ moz-
liwosci praktycznego zastosowania BR zostalo juz opatentowanych: US Patent
5.071.466. - poprawa walorow smakowych soku jabtkowego i1 cytrynowego
(zwigkszanie zawartosci cukrow) po opryskach drzew BR; US Patent 6.225.536 -
poprawa jakosci widkna bawelny przez oprysk plantacji BR.

OH

KASTASTERON

OH

OH

EKDYSON
OH

KUKURBITACYNA

HO

OH STEROIDOWE
o HORMONY
PROGESTERON SSAKOW

WITAFERYNA

Rycina 1. Struktura steranu oraz zwiazki steroidowe wystepujace w przyrodzie.

Poszczegolne BR rdznig sie miedzy sobg stopniem aktywnosci fizjologicz-
nej. Aktywnos¢ ta okresla si¢ umownie na podstawie testow biologicznych opar-
tych o pomiary stymulacji wzrostu tkanek lub organdéw ryzu, pomidora, rzodkwi
i fasoli (Adam i Marquardt 1986). W oparciu o wyniki testu ryzowego mozna
przyja¢, ze sposrod naturalnych BR najbardziej aktywny jest brasinolid
i 28-homobrasinolid, o polowe nizszag aktywno$¢ wykazuje kastasteron
1 28-homokastasteron a 24-epibrasinolid posiada aktywnos$¢ dziesieciokrotnie niz-
sza niz brasinolid (Adam i Marquardt 1986). Stabg aktywno$¢ biologiczng wykazu-
ja brasinosteroidy otwierajace szlak biosyntezy BR takie jak katasteron. Aktyw-
no$¢ BR ma bowiem zwigzek z budowa ich czasteczek. Warunkiem wysokiej ak-
tywnosci jest wystepowanie w czasteczce BR grup hydroksylowych w pozycji C-2
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i C-3 (konfiguracja a), grupy metylowej w pozycji C-24 (konfiguracja S) oraz
mostka tlenowego w pierscieniu B (Takatsuto i wsp. 1983, Adam i Marquardt
1986).
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Rycina 2. Wybrane modyfikacje strukturalne w czasteczce brasinosteroidow; na podstawie
Sasse (1997) - zmienione i uzupetnione. Numeracja szkieletu weglowego dla stigma-
stanu wg Chemical Abstracts Service (CAS).
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Rycina 3A. Uproszczony model biosyntezy wybranych brasinosteroidow z grup C,;, Cy i Cy
w ro$linach; na podstawie Takatsuto i wsp. 1999, Winter i wsp. 1999, Park i wsp.
2000, Schaller 2003, Kim i wsp. 2004, Kim i wsp. 2006 - zmodyfikowane. W prosto-
katach podano liczbe atoméw wegla w czgsteczce steroidu; kolorem zaznaczono ele-
ment struktury czasteczki charakterystyczny dla poszczegélnych grup.
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Rycina 3B. Szczegétowy model biosyntezy brasinosteroidow na przykladzie brasinolidu; na
podstawie Chung i Choe (2013). Kolorem czerwonym zaznaczono zmiany struktury
czasteczki w czasie procesu biosyntezy poprzez szlak poéznego utlenienia wegla C-6
(szlak lewy) i wezesnego utlenienia wegla C-6 (szlak prawy).
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Rycina 3C. Powigzania pomigdzy szlakami biosyntezy brasinosteroidow typu Cag i Cy9 (JoO
1 wsp. 2015).

H OH

O]
1B - HYDROKSYKASTASTERON 3p - GLIKOZYD TEASTERONU

HO...

HO™

OH 38 - MIRYSTYNIAN TEASTERONU
25-METYLODOLICHOSTERON o,

DOLICHOLID ™

“““ . R=C13H27
HO..
HO..,
HO" . R 0
HO™ \H/
o
Y 0

OH

SF-HCTS

BIOBRAS 6 % MH5 £~ BRASINAZOL o
o

¥o o HO ¢

Rycina 4. Struktura czasteczek brasinosteroidow rzadziej spotykanych w przyrodzie, niektorych
koniugatow BR (mirystynian, glikozyd), syntetycznych analogéw brasinosteroidow
(5F-HCTS, BIOBRAS 6, MH 5) oraz inhibitora biosyntezy brasinosteroidow (brasina-
zolu); na podstawie Asami i wsp. (2000), Schaefer i wsp. (2002), Zullo i Adam (2002),
Zullo i wsp. (2003), Zullo i Kohout (2004), Mazorra i wsp. (2004).
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2. WYSTEPOWANIE I TRANSPORT BRASINOSTEROIDOW
W ROSLINACH

2.1. Obecnos$é brasinosteroidow w roslinach

Brasinosteroidy wystepuja powszechnie w $wiecie roslin w bardzo niskich
stezeniach, co stato si¢ jednym z argumentow przemawiajacych za ich hormonalna
naturag. Obecnos¢ BR potwierdzono zaréwno w roslinach wyzszych jedno-
i dwulisciennych, jak i u nagozalazkowych, a takze w skrzypach i glonach (Bajguz
i Tretyn 2003). Wciaz jednak pojawiaja si¢ nowe doniesienia o odkryciach BR
w kolejnych gatunkach ro$lin lub o znalezieniu nowych brasinosteroidow o nie-
znanej dotad budowie. Uwaza si¢, ze BR w najwigkszej ilosci sg obecne
w czesciach generatywnych roslin np. w pytku, owocach i w nasionach (Bajguz
i Tretyn 2003, Symons i wsp. 2008), lecz w istocie ilo§¢ BR waha si¢ znacznie
i moze zaleze¢ m.in. od gatunku a nawet odmiany. Zdaniem Symons i wsp. (2008)
W pewnym uproszczeniu mozna przyjaé, ze zawartos¢ BR w pytku waha sig¢
w granicach 5-1000 ng g”' $wiezej masy (S.M.), a w nasionach moze dochodzi¢ do
1600 ng g'sy. Zawarto$¢ brasinosteroidow w todygach jest w granicach 0,12 —
2 ng g ¢m, a w korzeniach znajduja si¢ one w ilosci ponizej 0,05 ng g™ ¢ (Sy-
mons i wsp. 2008). Jak wspomniano, pomiedzy poszczegdlnymi rodzinami a takze
gatunkami roslin mogg wystepowac znaczne réznice w poziomie BR, co zostanie
pokazane na przyktadzie roslin z rodziny Poaceae 1 Fabaceae w dwoch kolejnych
rozdziatach.

2.1.1. Wystepowanie i zmiany zawartos$ci brasinosteroidéw w roslinach z ro-
dziny Poaceae (wiechlinowate)

U ro$lin z rodziny Poaceae brasinosteroidy znaleziono jak dotychczas u:
ryzu, kukurydzy, pszenicy, zycie, jeczmieniu a takze mozdze kanadyjskiej oraz
zycicy trwalej. W wiekszos$ci przypadkow wykonano oznaczenia jako$ciowe BR,
w kilku pracach dostgpna jest analiza ilosciowa. Ponizej przedstawiono zestawienie
chronologiczne oznaczen BR u wiechlinowatych.

1984
— ryz (Oryza sativa L. odm. Arborio J1) pedy: kastasteron (13,6 pg g su. ), doli-
chosteron (8,4 pg g sm) (Abe i wsp. 1984)
1986

— kukurydza pastewna (Zea mays L.) pylek: kastasteron (120 ng g su), ty-
fasterol (6,6 ng g’1 $M.), teasteron (4,1 ng g'1 ¢m.) (Suzuki i wsp. 1986)
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1990

kukurydza cukrowa (Zea mays L.) pylek: kastasteron (27,2 ng g' <m),
28-norkastasteron (18,3 ng g’1 ¢M.), dolichosteron (16,9 ng g'1 sm.) (Gamoh
i wsp. 1990)

1993

zycica trwala (Lolium perenne L.) pyfek: 25-metylkastasteron (Taylor i wsp.
1993)

1994

pszenica (Triticum aestivum L. odm. Chihoku) otreby: Kkastasteron,
3-dehydroteasteron, teasteron, tyfasterol, 6-deoksokastasteron; mgka: kas-
tasteron, teasteron, tyfasterol, 6-deoksokastasteron (Yokota i wsp. 1994)

ryz (Oryza sativa L. odm. Tongjinbyeo) nasiona w stadium dojrzatosci mlec-
znej: kastasteron, teasteron, 6-deoksokastasteron (Park i wsp. 1994 a)

1995

zyto (Secale cereale L.) nasiona: sekasteron, kastasteron, 28-homokastasteron,
28-norkastasteron, 6-deoksokastatsteron, tyfasterol, teasteron (Schmidt
i wsp. 1995)

ryz (Oryza sativa L. odm. Koshihikari) otreby: 28-homotyfasterol,
28-homoteasteron, 6-deoksokastasteron (Abe i wsp. 1995 a)

1996

mozga kanadyjska (Phalaris canariensis L.) nasiona: kastasteron (5 ng g’
nasion), teasteron (0,7 ng g”' nasion) (Shimada i wsp. 1996)

2003

Zyto (Secale cereale L. odm. Sorom) liscie 18-dniowych siewek: sekasteron
(52 pg g sm): 2,3-diepisekasteron (20 pg g sm); korzenie 18-dniowych
siewek: sekasteron (107 pg g ¢um), 2,3-diepisekasteron (32 pg g sm)
(Antonchick i wsp. 2003)

zyto (Secale cereale L. odm. Petka) [liscie [18-dniowych siewek:
2,3-diepisekasteron (102 pg g sm); korzenie 18-dniowych siewek:
2,3-diepisekasteron (22 pg g™ sm.) (Antonchick i wsp. 2003)

2005

zyto (Secale cereale L. odm. Sorom) nasiona: kastasteron (574 pg g nasion),
2-epikastasteron 201 pg g nasion), 3-epikastasteron (115 pg g nasion);
liscie z 14-dniowych siewek: kastasteron, 2-epikastasteron, 3-epikastasteron
(Antonchick i wsp. 2005)

kukurydza cukrowa (Zea mays L. odm. Golden Cross Bantam) korzenie pier-
wotne: 6-deoksokatasteron (0,1 ng g'1 $M.), 6-deoksoteasteron (1,0 ng g'1 $M.)>
6-deoksotyfasterol (9,0 ng g ¢ (Kim i wsp. 2005)
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2008
— ryz (Oryza sativa L., typ dziki) liscie flagowe zebrane po rozpoczeciu kwit-
nienia roslin: 6-deoksokatasteron (1,06 ng g'1 ¢M.), 3-epi-6-deoksokatasteron
(2,23 ng g'1 ¢Mm.), O-deoksoteasteron (0,18 ng g'1 ¢m), O-deokso-3-
dehydroteasteron (1,18 ng g' ¢u), 6-deoksotyfasterol (8,96 ng g ¢m),
6-deoksokastasteron (1,84 ng g'1 sM.), teasteron (0,027 ng g'1 sM.), tyfasterol
(1,47 ng g'1 $M.), kastasteron (0,68 ng g’1 §M.); hasiona 15 dni po za-
koriczeniu pylenia roslin: 6-deoksokatasteron (0,48 ng g’ ¢u), 3-epi-6-
deoksokatasteron (0,045 ng g'1 ¢Mm.), 6-deoksoteasteron (0,085 ng g’1 $M.)s
6-deokso-3-dehydroteasteron (0,075 ng g'1 ¢M.), 6-deoksotyfasterol (0,14 ng
g'1 sM.), 6-deoksokastasteron (0,115 ng g'1 sMm.), teasteron (0,040 ng g'l $M.),
tyfasterol (0,08 ng g ¢u), kastasteron (0,08 ng g" sm) (Wu i wsp. 2008).
Znane s3 juz takze rosliny transgeniczne ryzu produkujace brasinosteroidy
w wigkszej ilo$ci niz ich ”dzikie” odpowiedniki (Wu i wsp. 2008).
2010

— pszenica jara (Triticum aestivum L. odm. Cytra) 10-dniowe siewki (pierwszy +
drugi 1i$¢): brasinolid (303" pg g sm), 24-epibrasinolid (258 pg g <),
kastasteron (ilosci §ladowe™); trzeci lis¢ (21-dniowe siewki): brasinolid (885
pg g sam), kastasteron (785 pg g sm.) (Janeczko i Swaczynova 2010).

— pszenica jara (Triticum aestivum L. odm. Torka) dojrzale nasiona: brasinolid
(127 pg g sm), kastasteron (159 pg g sum), 24-epikastasteron (535 pg g
sm.) (Janeczko wsp. 2010).

2011

— jeczmien jary (Hordeum vulgare L. odm. Sezam) [is¢ podflagowy: brasinolid
(700 pg g' «m), kastasteron (930 pg g’ sm), 24-epibrasinolid (ilosci
sladowe) (Janeczko wsp. 2011 a).

2014

— jeczmien jary (Hordeum vulgare L. odm. Bowman) [4-dniowe siewki (czes¢
nadziemna): kastasteron (1245 pg g ) (Dockter i wsp. 2014)

— jeczmien jary (Hordeum vulgare L. mutant BW84 z zaburzong biosynteza BR)
14-dniowe siewki (czes¢ nadziemna): kastasteron (167 pg g sm.) (Dockter
i wsp. 2014).

" oryginalne dane z czesci publikacji, w tym Janeczko i Swaczynova (2010), Janeczko
i wsp. (2010, 2011, 2015), Dockter i wsp. (2014) i Asahina i wsp. (2014), przeliczono
z oryginalnych jednostek na pikogramy lub nanogramy na potrzeby niniejszego zestawienia.

™ limit detekcji dla BR na aparacie ACQUITY UPLC® I-Class System (Waters, Milford,
MA, USA) ze spektrometrem masowym Xevo™ TQ-S MS (Waters MS Technologies, Man-
chester, UK) wynosi okolo 0.01 pg g s (J. Oklestkova, informacja ustna).
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— jeczmien jary (Hordeum vulgare L. mutant BW312, zaburzenia w percepcji
BR przez receptor BR) [4-dniowe siewki (czes¢ nadziemna): kastasteron
(3434 pg g ) (Dockter i wsp. 2014).

— ryz (Oryza sativa L. odm. Koshihikari) 7-dniowe siewki (czes¢ nadziemna):
6-deoksokatasteron (605 pg g’1 $M.), 6-deoksoteasteron (177 pg g’1 $M.), tea-
steron (40 pg g’ sm), 6-deokso-3-dehydroteasteron (549 pg g sm)s
6-deoksotyfasterol (2897 pg g' sm), tyfasterol (463 pg g' sm),
6-deoksokastasteron (900 pg g ), kastasteron (329 pg g sum); korzenie
7-dniowych siewek: 6-deoksokatasteron (723 pg g'1 sMm.), 6-deoksoteasteron
(288 pg g sm), teasteron (248 pg g’ ¢m), 6-deokso-3-dehydroteasteron
(546 pg g su), 6-deoksotyfasterol (3904 pg g su), tyfasterol (780 pg g’
$M.), 6-deoksokastasteron (142 pg g'1 $M.), kastasteron (34 pg g'1 sm.) (Asahi-
na i wsp. 2014).

2015

— pszenica jara (Triticum aestivum L. odm. Katoda) 7-dniowe siewki (czegs¢ nad-
ziemna): brasinolid (4 ng g ¢u), kastasteron (0,08 ng g sm) (Janeczko
i wsp. 2015).

W roslinach wiechlinowatych brasinosteroidy oznaczano w wigkszoS$ci
przypadkow metodg chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig masowa
(GC-MS) (Abe 1 wsp. 1984, Suzuki i wsp. 1986, Yokota i wsp. 1994, Park 1 wsp.
1994 a, Schmidt i wsp. 1995, Abe i wsp. 1995 a, Antonchick 1 wsp. 2003, Kim
i wsp. 2005). Pojedyncze przypadki dotycza oznaczen metodg chromatografii cie-
czowej z detekcja fluorometryczng (Gamoh 1 wsp. 1990), a takze metodami immu-
nochemicznymi (Taylor i wsp. 1993). Metodg chromatografii cieczowej sprzgzone;j
ze spektrometrig masowa zastosowal Antonchick i wsp. (2005), a wysokosprawnej
oraz ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowym spektro-
metrem mas z jonizacjg przez rozpylanie w polu elektrycznym (HPLC lub
UHPLC-ESI-MS/MS) zastosowano w pracach Janeczko i Swaczynova (2010),
Janeczko i1 wsp. (2010, 2011, 2015) oraz Dockter i wsp. (2014). Metoda HPLC lub
UHPLC-ESI-MS/MS pozwolila na precyzyjne oznaczenia przy uzyciu matej 0,5 —
2 gramowej probki materialu, w odréznieniu od probek stosowanych przy GC-MS,
ktore moga wazy¢ nawet do kilkudziesieciu kilograméw (Grove i wsp. 1979).

Obserwowana w tej samej czesci rosliny obecnos$¢ brasinosteroidow naleza-
cych do réznych grup: Cy;, Cas czy Cy, tj. 0 odmiennej strukturze chemicznej
a takze innym szlaku biosyntezy (ryc. 3A), moze wskazywaé, ze w roslinie funk-
cjonuje rownoczesnie kilka drog biosyntezy tych zwigzkow lub tez swiadczy¢ mo-
ze o przemianach BR z jednej grupy strukturalnej w BR z innych grup (Joo i wsp.
2015; ryc. 3C).
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Analiza przedstawionych danych literaturowych pokazuje réznice w ilosci
akumulowanych BR pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami, odmianami, miodszy-
mi i starszymi lis$émi oraz organami ro$linnymi. Kolejnym czynnikiem powoduja-
cym zmiany zawarto$ci BR sg mutacje. Mutanty z zaburzong produkcja BR cha-
rakteryzuje obnizona zawarto§¢ BR, natomiast mutanty z zaburzeniami percepcji
BR akumulujg wigcej tych zwiazkow (Dockter i wsp. 2014). Ponadto
z prac Janeczko i Swaczynova (2010) oraz Janeczko i wsp. (2010) wynika, ze ilo$¢
i profil brasinosteroidéw naturalnie obecnych np. w pszenicy, moze ulega¢ zmia-
nom w zwigzku ze sposobem traktowania roslin matecznych oraz warunkéw sro-
dowiskowych kietkowania i wzrostu. Zjawisko to dotyczy zaréwno lisci jak
i nasion. Liscie 10-dniowych siewek pszenicy uzyskanych z nasion moczonych
przedsiewnie 24 godziny w roztworze wodnym (nastepnie kietkujacych
i rosnagcych w tym samym roztworze) zawieraly cztery brasinosteroidy:
24-epibrasinolid, brasinolid, kastasteron 1 28-homobrasinolid (Janeczko
i Swaczynova 2010). Natomiast, w przypadku, gdy podkietkowane na wodzie
3-dniowe siewki przeniesiono do §wiezego roztworu wodnego, gdzie kontynuowa-
ty wzrost przez kolejne 7 dni, analiza BR w li§ciach wykazata, Ze rodliny zawieraty
24-epibrasinolid, brasinolid oraz tylko $ladowe ilosci kastasteronu. Obecnosci
28-homobrasinolidu wowczas nie stwierdzono. Dodatkowo, zawarto$¢ brasinolidu
byla statystycznie istotnie nizsza w tych siewkach niz w pierwszym przypadku
(Janeczko i Swaczynova 2010).

Sposob traktowania nasion (materialu siewnego) lub rosnacych roslin moze
mie¢ takze dalekosi¢zne skutki i modyfikowaé profil BR w nowopowstajagcym
ziarnie (Janeczko i wsp. 2010). Zardwno przedsiewne moczenie nasion, jak
i oprysk roslin w fazie kloszenia roztworem wodnym zawierajagcym np. $ladowe
ilosci etanolu podwyzszaly zawarto$¢ 24-epikastasteronu a takze brasinolidu (przy
niezmienionej ilosci kastasteronu) w stosunku do zawartosci tych zwigzkow
w ziarnie roslin kontroli (ziarno z ro$lin niczym nietraktowanych). Wybrane dane
ilustrujace to zjawisko przedstawiono w tabeli 1.

Na ilos¢ 1 profil brasinosteroidow w ro$linie ma wptyw takze stosowanie eg-
zogennych brasinosteroidow (Janeczko i Swaczynova 2010, Janeczko i wsp. 2010).
W  liciach 10-dniowych siewek pszenicy uzyskanych 2z nasion po
24 godzinnym moczeniu w roztworach 24-epibrasinolidu nie stwierdzono - obec-
nego w kontroli - 28-homobrasinolidu, natomiast zawarto$¢ pozostalych BR nie
ulegata zmianom. Z kolei u siewek, ktore jako 3-dniowe byty podlane roztworem
24-epibrasinolidu, stwierdzono znaczny spadek ilosci brasinolidu oraz zanik kasta-
steronu  w poroéwnaniu do kontroli (Janeczko 1 Swaczynova 2010).
W doswiadczeniu poletkowym opisanym w pracy Janeczko i wsp. (2010) apliko-
wany egzogennie 24-epibrasinolid nie ulegat akumulacji w ziarnie. Niemniej jed-
nak podanie go w formie oprysku ro$lin czy przedsiewnego moczenia nasion miato
wplyw na zawarto$¢ niektorych brasinosteroidow w zebranym ziarnie. Przyktado-
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wo, w nasionach uzyskanych z ro$lin opryskanych w fazie ktoszenia roztworem
24-epibrasinolidu, zawarto$¢ kastasteronu nie zmienita si¢, natomiast zmniejszata
si¢ zawarto§¢ 24-epikastasteronu (tab. 1). Z kolei u jgczmienia stosowanie
24-epibrasinolidu nie miato wptywu na zawarto$¢ innych brasinosteroidow tj. bra-
sinolidu i kastasteronu w lisciach (Janeczko i wsp. 2011 a).

Wplyw egzogennego 24-epibrasinolidu na wahania zawarto$ci innych brasi-
nosteroidow w roslinie, mozna tlumaczy¢ przemianami tego zwigzku do innych
BR (np. brasinolidu) lub jego wptywem na szlaki biosyntezy BR (np. na zasadzie
sprzezenia  zwrotnego). Jednym z  mozliwych  szlakéw  powstania
24-epibrasinolidu w ro§linie jest jego synteza z prekursora 24-epikastasteronu.
Suplementacja roslin egzogennym 24-epibrasinolidem mogtaby zwrotnie wptywac
na ograniczenie biosyntezy jego prekursora (tab. 1).

Tabela 1.
Zmiany zawartosci kastasteronu i 24-epikastasteronu [pg g s ] W nasionach pszenicy jarej
opryskanej 24-epibrasinolidem w fazie ktoszenia w warunkach polowych (Janeczko i wsp.
2010). Wartosci srednie +SE oznaczone tymi samymi literami nie rozniq sie istotnie wg
testu Duncana (P < 0.05); kontrola etanolowa — rosliny opryskane wodqg z dodatkiem
Sladowej ilosci etanolu odpowiadajgcej zawartosci tego rozpuszczalnika w roztworze
24-epibrasinolidu.

Traktowanie kastasteron 24-epikastasteron
Rosliny niepryskane 159+3 ¢ 535+18°
Kontrola etanolowa 133438 * 631458 ¢
Rosliny pryskane

24-epibrasinolid

0,25 [mg dm™] 120+£37 355+37

Zmiany zawartosci BR w ro$linach moga zachodzi¢ takze pod wplywem
dzialania czynnikow stresowych. Przyktadowo, czynnik suszy powodowal zmiany
w ilo$ci poszczegdlnych brasinosteroidow u dwdch odmian pszenicy jarej — Mon-
sun 1 Katoda (Janeczko i Oklestkova, projekt 818/N-COST/2010/0). Pomiar BR
wykonany metoda UHPLC-ESI-MS/MS  wykazal, ze w przypadku
21-dniowych siewek, ktdre przeszty okres suszy, zar6wno u odmiany Monsun, jak
i u odmiany Katoda wzrosta ilos¢ 28-homokastasteronu (obecnego w formie wol-
nej i skoniugowanej z glikozydami) w poréwnaniu do kontroli podlewane;j.
Z kolei w lisciach flagowych roslin kloszacych sie poddanych stresowi suszy czte-
rokrotnie zmalata ilos¢ formy wolnej kastasteronu u obu badanych odmian (ryc. 5).
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Rycina 5. Zmiany zawartosci kastasteronu [ng g sy ] w lisciu flagowym pszenicy odmian
Katoda i Monsun optymalnie podlewanych i poddanych stresowi suszy (Janeczko
i Oklestkova, projekt 818/N-COST/2010/0). Wartosci Srednie oznaczone tymi samymi
literami nie rozniq sie istotnie wg testu Duncana (P <0.05).

Na zawarto$¢ BR w tkankach ma wptyw takze temperatura wzrostu roslin
(Dockter i wsp. 2014). Jeczmien (genotyp BW885) rosngcy w temperaturze 14°C
charakteryzuje si¢ zawarto$cig kastasteronu na poziomie 3,5 ng g . lisci. Pod-
wyzszenie temperatury wzrostu roélin do 26°C indukuje istotny wzrost poziomu
kastasteronu do 4,8 ng g ¢y liscia (Dockter i wsp. 2014). Takze w przypadku
zyta, w trakcie procesu hartowania w niskiej temperaturze (5°C) przez 3 tygodnie,
u dwoch badanych odmian (Dankowskie Zlote i Stach) zwarto$¢ kastasteronu
wzrasta (Pociecha i wsp. 2016).

Kolejnym czynnikiem modyfikujacym zawarto$¢ brasinosteroidow jest
obecno$¢ lub brak $wiatta oraz jego barwa (Asahina 1 wsp. 2014). Kierunki zmian
stezen BR pod dziataniem $wiatta o r6znej barwie sg odmienne dla roznych brasi-
nosteroidow. Przykladowo naswietlanie czesSci nadziemnej siewek ryzu $wiattem
niebieskim nie zmienia istotnie ilosci 6-deoksotyfasterolu w liSciach w poréwnaniu
do siewek rosngcych w $wietle bialym. Stezenie tego BR spada blisko o polowe
w siewkach rosngcych w warunkach czerwieni, dalekiej czerwieni lub w ciemno-
sci. Z kolei zawarto$¢ 6-deoksokatasteronu utrzymuje si¢ w lisciach na do$¢ zbli-
zonym poziomie, niezaleznie od barwy $wiatla, w ktorym rosng rosliny. W przy-
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padku korzeni badanych siewek, stwierdzono przyktadowo, ze zawartos¢
6-deoksotyfasterolu jest podobna w warunkach §wiatta biatego i ciemnosci lecz
podwyzszona, gdy siewki rosty na $wietle niebieskim, czerwonym i w dalekiej
czerwieni. Z kolei zawarto$¢ 6-deoksokatasteronu jest na podobnym poziomie
w korzeniach siewek rosnacych w warunkach §wiatla bialego, niebieskiego i czer-
wonego, natomiast w warunkach dalekiej czerwieni i ciemnosci jest istotnie pod-
wyzszona. Zjawiska te majg zwigzek z rola BR jako czynnikow regulujacych pro-
ces fotomorfogenezy. Asahina i wsp. (2014) podkre$laja ponadto, ze zmiany steze-
nia BR u ryzu powigzane byly z zalezna od $wiatta regulacjg ekspresji genow
enzymoOw odpowiedzialnych za biosynteze BR.

Omowione dotychczas zagadnienia na pewno wymagaja dalszych badan,
m.in. w celu glebszego zrozumienia mechanizmu tych zjawisk, i odpowiedzi na
pytanie czy sa one wynikiem wzrostu syntezy BR czy takze (np. w warunkach
stresu) zmian rownowagi wolnych BR i ich form skoniugowanych.

2.1.2. Wystepowanie i zmiany zawartoSci brasinosteroidéow w roSlinach
z rodziny Fabaceae (bobowate)

U rodlin z rodziny Fabaceae obecnos$¢ brasinosteroidow stwierdzono na
podstawie analizy jakosciowej i iloSciowej przeprowadzonej na kilku gatunkach:
w nasionach, pytku, pedach i lisciach. Ponizej zamieszczono przeglad literatury
dotyczacy tego zagadnienia (zestawienie chronologiczne, zgodnie z datami odkrycia).

1983/84

— fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris L. odm. Kentucky Wonder) niedojrzate
nasiona: 6-deoksokastasteron, 6-deoksodolichosteron, dolicholid, kastaste-
ron (Yokota i wsp. 1983 a)

— fasolnik egipski (Dolichos lablab L.) niedojrzate nasiona: dolichosteron
(147 ng g ' &m), 28-homodolichosteron (0,59 ng g' sm),
28-homodolicholid (0,35 ng gf1 ¢m.), dolicholid (4,71 ng g‘1 ¢Mm.) oraz kasta-
steron, brasinolid, 6-deoksokastasteron, 6-deoksodolichosteron (Baba
i wsp. 1983, Yokota i wsp. 1983 b, Yokota i wsp. 1984)

1987

bob (Vicia faba L.) niedojrzate nasiona: kastasteron, brasinolid (Park 1 wsp.
1987)

fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris L. odm. Kentucky Wonder) niedojrzate
nasiona: 25-metylodolichosteron (0,88 ng g ' ¢.) (Kim i wsp. 1987)

fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris L. odm. Kentucky Wonder) niedojrzate
nasiona: 6-deoksohomodolichosteron, dolichosteron, brasinolid,
6-deoksodolichosteron, 6-dekosokastasteron, kastasteron, dolicholid (Y okota
i wsp. 1987)



-26-

1988

béb (Vicia faba L.) pylek: brasinolid (190 ng g ' sm.), 24-epibrasinolid (5 ng g~
" ¢m.), kastasteron, 28-norkastasteron (brasinon) (Ikekawa i wsp. 1988)

1989

béb (Vicia faba L.) pylek: brasinolid (181 ng g ~' ¢u), kastasteron (134 ng g -
sm), 28-norkastasteron (628 ng g ' su), dolichosteron (537 ng g ' ¢um)
(Gamoh i wsp. 1989)

1

1993

seradela siewna (Ornithopus sativus Brot.) nasiona: Kkastasteron,
24-epikastasteron (Schmidt i wsp. 1993)
1994

lust glabigroszek (Psophocarpus tetragonolobus (Stickm.) nasiona: brasinolid,
kastasteron, 6-deoksokastasteron, 6-deoksodolichosteron (Takatsuto 1994)
béb kawowy (Cassia tora L.) niedojrzale nasiona: brasinolid (18 pg g ' sm),
kastasteron (160 pg g ' sm), tyfasterol (7 pg g ' sm), teasteron (40 pg g '
$M.), 28-norkastasteron (8 pg g - sm.) (Park 1 wsp. 1994 b)
1995

robinia akacjowa (Robinia pseudo-acacia L.) pylek: Kkastasteron,
6-deoksokastasteron, tyfasterol (Abe i wsp. 1995 b)
seradela siewna (Ornithopus sativus Brot.)) pedy 3-tygodniowych roslin:

6-deokso-24-epikastasteron, 6-deokso-28-norkastasteron, kastasteron,
24-epikastasteron, 6-deoksokastasteron (Spengler i wsp. 1995)
1996

groch siewny (Pisum sativum L. odm. Kurumeyutaka) niedojrzale (zielone)
nasiona:  2-deoksybrasinolid,  brasinolid,  kastasteron, tyfasterol,
6-deoksokastasteron (Yokota i wsp. 1996)
2000

fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris L. odm. Kentucky Wonder) niedojrzate
nasiona: 24-epikastasteron, 3,24-diepikastasteron (Park i wsp. 2000)

fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris L. odm. Kentucky Wonder) niedojrzate
nasiona: teasteron, tyfasterol (Kim i wsp. 2000)

2003

groch siewny (Pisum sativum L., odm. Torsdag, linia Horbat 107) czesé nad-
ziemna 7 dniowych siewek hodowanych w ciemnosci: 6-deoksokasta-steron
(0,82-1,12 ng g ' ¢u), kastasteron (0,12 ng g ' ¢m); czesé nadziemna
7-dniowych siewek hodowanych w ciemnosci po 96 godzinach deetiolacji:
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6-deoksokastasteron (2,52 ng g ' <m), kastasteron (0,11 ng g T sm) (Sy-
mons i Reid 2003)
2004

— groch siewny (Pisum sativum L., odm. Torsdag, linia Horbat 107) pgk wierz-
chotkowy: kastasteron (0,26 ng g ' ¢um), 6-deoksokastasteron (5,29 ng g '
¢m.), tyfasterol (0,09 ng g - sMm.); todyga: kastasteron (0,21 ng g ! $M.)s
6-deoksokastasteron (2,97 ng g = sMm.), tyfasterol (0,04 ng g - sMm); liscie:
kastasteron (0,17 ng g - ¢M.), 6-deoksokastasteron (2,06 ng g - sM.); korze-
nie: 6-deoksokastasteron (0,30 ng g ' su.) (Symons i Reid 2004). Znane sa
takze oznaczenia BR dla mutantow grochu wykazujacych zaburzenia w bio-
syntezie lub percepcji tych zwigzkéw, r6éznig si¢ one zazwyczaj poziomem
niektorych BR wzglgdem tzw. typodw dzikich (Symons i Reid 2004).

2008

— groch siewny (Pisum sativum L., odm. Torsdag, linia Horbat 107) trzy naj-
miodsze liscie okolo I-miesiecznych siewek: kastasteron (0,22-0,51 ng
g ' sa); trzy najmlodsze liscie okolo 1-miesiecznych siewek rosngce w warun-
kach deficytu wody: kastasteron (0,33-1,11 ng g ' ¢u.) (Jager i wsp. 2008)
2011

— soja (Glycine max L. odm. Aldana) dojrzale nasiona: brasinolid (163 pg g
sm.), kastasteron (591 pg g sm.) (Janeczko i wsp. 2011 b).

Podobnie jak w przypadku oznaczen wykonywanych u roslin wiechlinowa-
tych wigkszo$¢ analiz BR zostata wykonana metodami GC-MS z wykorzystaniem
duzych, nawet kilkudziesi¢ciokilogramowych prob materiatu, podczas gdy w pracy
Janeczko i wsp. (2011 b), dzigki zastosowaniu techniki UHPLC-ESI-MS/MS, za-
nalizowano okolo 1,5 gramowe probki nasion soi.

Analizy wykonane przez Janeczko i wsp. (2011 b) w dojrzatych nasionach
soi ‘Aldana’ pochodza z doswiadczen dotyczacych wptywu 24-epibrasinolidu na
plonowanie soi. Analizy te mialy na celu oceng akumulacji egzogennego
24-epibrasinolidu w nasionach produkowanych przez traktowang tym zwigzkiem
rosling. Obecnosci aplikowanego zwigzku w nasionach jednak nie stwierdzono.
Wykazano natomiast wystegpowanie dwoch innych istotnych brasinosteroidow —
brasinolidu 1 kastasteronu. Poréwnujac ilo$ci brasinolidu i kastasteronu
w nasionach z roslin kontrolnych i traktowanych 24-epibrasinolidem mozna jednak
zauwazyC roznicg¢ w ich zawarto$ci, cho¢ suma analizowanych brasinosteroidow
(ilos¢ brasinolidu + ilo$¢ kastasteronu) jest zblizona w obu obiektach - traktowa-
nym 24-epibrasinolidem i kontrolnym - i wynosi odpowiednio 846 i 754 pg g sum.
nasion. W nasionach pozostatych bobowatych, wspomniany kastasteron i brasino-
lid (obok innych BR) oznaczono w analizie jakosciowej u grochu siewnego, fasol-
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nika egipskiego, fasoli zwyczajnej, bobu, bobu kawowego i tustu glabigroszka
(Park 1 wsp. 1987, Yokota i wsp. 1987, Takatsuto 1994, Park i wsp. 1994 b, Y okota
1 wsp. 1996). Jezeli chodzi o analize ilosciowa tych dwoch zwigzkéw w nasionach
ro$lin z rodziny bobowatych, to stwierdzono ich obecno$¢ w niedojrzatych nasio-
nach bobu kawowego (Park i wsp. 1994 b). Oba te zwigzki wystepuja tam
w ilo$ci mniejszej niz w dojrzatych nasionach badanej soi; dotyczy to zwlaszcza brasi-
nolidu.

Zagadnienie zmian stg¢zenia BR w roslinach bobowatych w wyniku streséw
srodowiskowych jest bardzo stabo poznane. Stwierdzono jedynie, ze poziom tego
zwigzku (forma wolna) nie zmienia si¢ u grochu w warunkach stresu suszy (Jager
1 wsp. 2008).

2.2. Pobieranie i transport brasinosteroidow w roslinach
2.2.1. Receptory brasinosteroidéw

Dotychczas zlokalizowano i dos¢ dobrze scharakteryzowano receptory bra-
sinosteroidow w blonie zewnetrznej komorek (Wang i wsp. 2001; ryc. 6A). Szcze-
g6ly budowy takiego receptora BR za Hothorn i wsp. (2011) przedstawiono na
rycinie 6B. Jednak specyficzne wigzanie brasinosteroidow stwierdzono
w badaniach z zastosowaniem tzw. radioligandéw zaré6wno we frakcjach membra-
nowych komoérki jak i w cytozolu (Xu i wsp. 1994). Wiagzanie to byto zalezne od
temperatury (osiagajac maksimum przy 4°C) oraz ostabiane przez dziatanie trypsy-
ny, co wskazuje na bialkowy charakter struktur wigzacych.

BRI1 BRI1

BKI1 BKI1

Rycina 6A. Budowa ogoélna bialkowego receptora brasinosteroidéow zlokalizowanego w blonie
zewnetrznej komorki roslinnej; na podstawie Saini i wsp. (2015). Po lewej stronie nie-
aktywny receptor ztozony z biatka wigzacego ligand (brasinosteroid) - BRI1 i kinazy
biatkowej - BAK1, polaczony z inhibitorem kinazy - BKI1. Po prawej stronie aktywa-
cja receptora przez przylaczenie liganda (brasinosteroidu), czemu towarzyszy odtacze-
nie inhibitora BKI1. Aktywacja receptora uruchamia fancuch sygnatu prowadzacy do
ekspresji gendw regulowanych przez brasinosteroidy.
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Rycina 6B. Wybrane elementy receptora BR - szczegély budowy; na podstawie Hothorn i wsp.
(2011). (1) Brasinolid (zaznaczony na z6tto) wiaze si¢ z powierzchnig utworzong
przez domeng LRR (kolor niebieski) oraz czg$¢ tzw. domeny wyspowej (oznaczonej
kolorem zielonym) receptora brasinosteroidow. (2) Brasinolid w centrum superhelisy
BRII. (3) Interakcja biatko-hormon w miejscu wigzania brasinosteroidu (zaznaczo-
nego na z6tto) do BRI1. Przedruk za zgodg Nature Publishing Group, zmienione.
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W przypadku dobrze opisanego receptora BR w btonie zewngtrznej ko-
morki wiadomo, ze rozpoznanie i przytaczenie brasinosteroidu wymaga aktywnego
kompleksu BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1) i zwigzanej z BRII
kinazy (BAKI1) (Saini i wsp. 2015; ryc. 6A). Rozpoznawane przez zewnatrzko-
morkowa, bogata w leucyne domene BRI1 (LRR, ryc. 6B), brasinosteroidy induku-
ja za posrednictwem fosforylacji tzw. kaskady sygnatowe skutkujace ekspresja
genow regulowanych przez BR (ryc. 6C). Jest to odpowiedz genomowa. Hormony
steroidowe generuja takze odpowiedz niegenomowa, ktora nie wigze si¢ z koniecz-
no$cig ekspresji genow. Objawia si¢ ona szybkimi efektami, takimi jak zmiany
przepuszczalno$ci membran komorkowych wynikajace z oddziatywania steroidu
bezposrednio na kanaly wodne lub jonowe zlokalizowane w membranie. Efekty
niegenomowe powodowane przez hormony steroidowe sa u ssakow bardzo dobrze
rozpoznane. U roslin jednak, na obecnym etapie wiedzy, istnienie niegenomowych
efektow indukowanych przez BR nie jest jeszcze wyraznie formulowane, a zagad-
nienie wymaga badan, cho¢ wyniki niektorych prac sugeruja, ze zjawisko to moze
takze mie¢ miejsce (Morillon i wsp. 2001, Skoczowski i wsp. 2011).

2.2.2. Hipoteza transportu brasinosteroidéw wytwarzanych w roslinie

W zwiagzku z tym, ze receptory BR znajduja si¢ w membranach na zewnatrz
komorki, nalezy przyjac, ze w celu potaczenia ligand-receptor, zwigzki te musza
by¢ wytransportowane z miejsca syntezy, jakim jest komorka, w przestrzen mie-
dzykomorkowa (Symons i wsp. 2008). Jednoczesnie jednak nie ma przekonujacych
dowodow, iz endogenne BR sa transportowane na dtuzszych odleglosciach w ro-
slinie np. ze starszych organéw do nowo- wyksztatcanych (Symons i wsp. 2008).
W eksperymentach wykonanych na grochu, polegajacych na szczepieniu mutantow
kartowatych z zaburzong biosynteza BR i ro$lin typu dzikiego, wykazano, ze rosli-
ny karlowe pozostajg karlowe nawet po naszczepieniu na podktadke typu dzikiego.
Z kolei zrazy zaszczepione na podktadce karlowego mutanta rosng i rozwijajg si¢
prawidlowo (Symons i Reid 2004). Ponadto, u ro$lin grochu odcigcie wierzchotka
pedu (ktéry teoretycznie mogtby by¢ zrodtem BR — jak w przypadku auksyn) nie
zmienia zawarto$ci BR w todydze i liSciach. Zawartos¢ BR w todydze 1 w wierz-
chotku pozostaje takze taka sama u roslin po defoliacji (odcigciu lisci), jak przed
defoliacja (Symons i Reid 2004). Na podstawie przytoczonych danych, sformuto-
wano hipoteze krétkodystansowego, miedzykomorkowego transportu BR (Symons
i wsp. 2008; ryc. 6C). Wedlug tej hipotezy BR sa transportowane z komorki w
przestrzen miedzykomoérkowa, skad nastepnie oddziatuja na receptory blonowe
jedynie sasiednich, najblizej potozonych komorek. Na przedstawionym schemacie
nieznany pozostaje sposob przejscia BR z wnetrza komdrki przez membrang na
zewnatrz komorki. Mozna jedynie przypuszczaé, ze BR przenikaja przez btone
wskutek wolnej dyfuzji na podobnej zasadzie, jak hormony steroidowe u ssakoéw
(Oren 1 wsp. 2004).
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Ryc. 6C. Model migdzykomoérkowego transportu brasinosteroidow zaproponowany przez
Symons i wsp. (2008).

2.2.3. Pobieranie i transport egzogennych brasinosteroidéw

W eksperymentach rolniczych lub biologicznych, gdzie obserwuje si¢ efekty
dzialania BR, zwiazki te aplikowane sa zazwyczaj poprzez oprysk roslin (Xu i wsp.
1994 a, b, Ramraj i wsp. 1997, Vardhini i Rao 1999, Fariduddin i wsp. 2004, Upre-
ti 1 Murti 2004, Gomes i wsp. 2006, Hasan i wsp. 2008), poprzez system korzenio-
wy (Ali 1 wsp. 2006, 2008, Hayat i wsp. 2007) czy poprzez przedsiewne moczenie
nasion (Hayat i Ahmad 2003). Poznanie efektywnos$ci pobierania, a zwtaszcza
akumulacji BR w roznych cze$ciach rosliny, moze mie¢ znaczenie dla ekspery-
mentoéw rolniczych, w ktorych bierze si¢ pod uwage mozliwos¢ praktycznego za-
stosowania BR (Ramraj i wsp. 1997).
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2.2.3.1. Stosowanie brasinosteroidéw na powierzchnie lisci

Brasinosteroidy aplikowane w formie oprysku sa stabo transportowane lub
w ogoble niemobilne w roslinie. Znakowane '*C brasinosteroidy (24-epibrasinolid,
brasinolid i kastasteron), podane na 1i$¢ siewek ryzu, pszenicy i grochu, nie prze-
mieszczaty si¢ do innych lisci, cho¢ mogly wnika¢ do wnetrza tkanek w miejscu
podania lub nawet nieznacznie przemieszczac si¢ w obrebie liscia (Yokota i wsp.
1992, Nishikawa i wsp. 1994, Symons i Reid 2004). U ogorka, obserwowano po-
wolny transport do nowych lisci zaledwie kilku procent znakowanego
24-epibrasinolidu po 3-7 dniach od aplikacji (Nishikawa i wsp. 1994). Nishikawa
1 wsp. (1994) sugeruja, ze ewentualny transport BR moze odbywac si¢ przy udziale
floemu.

W badaniach przeprowadzonych przez Janeczko i Swaczynova (2010),
w przypadku opryskow pierwszego i drugiego liScia 10-dniowych siewek pszenicy
24-epibrasinolidem (0,1 M) nie stwierdzono obecnosci tego zwigzku w rozwijaja-
cym si¢ trzecim liciu. Dopiero po zastosowaniu wyzszego stezenia (2 pM)
24-epibrasinolid byt wykrywany w trzecim liSciu w ilo$ciach §ladowych. Wspo-
mniane wczesniej dane literaturowe mowig jedynie o aplikacji znakowanych brasi-
nosteroidow w postaci pojedynczych kropli na powierzchnig lisci bez podania ste-
zenia zwigzku (jedynie jego radioaktywnos$ci). Nie mozna wigc wykluczy¢, ze
transport pewnych ilosci BR przy aplikacji dolistnej moze by¢ uzalezniony od ich
stezenia w roztworze aplikacyjnym a podanie wigkszych stezen zwigzku sprzyja
wiekszej efektywno$ci transportu. Niemniej u pszenicy, przy omawianym sposobie
aplikacji, efektywnos$¢ transportu egzogennych BR na dalsze odlegtosci
wydaje si¢ znikoma. Dodatkowo, z innych analiz przeprowadzonych w ramach
pracy Janeczko i wsp. (2010) wynika, ze po oprysku lisci pszenicy (w fazie klosze-
nia) roztworem zawierajacym 24-epibrasinolid, nie stwierdza si¢ obecnosci tego
zwigzku w zebranym ziarnie.

2.2.3.2. Podawanie brasinosteroidéw do apoplastu

Istotne znaczenie dla wnikania BR aplikowanych przez oprysk moze mie¢
struktura powierzchni liScia. Problem ten, w badaniach transportu BR, pozwala
wyeliminowac zastosowanie tzw. infiltracji lici (Janeczko i wsp. 2011 a). Jest to
metoda czesto uzywana w doswiadczeniach wymagajacych zakazenia roslin bakte-
riami (Szatmari i wsp. 2006, Janeczko i wsp. 2007). Polega ona na wpompowaniu
roztworu pod ci$nieniem przez aparaty szparkowe do wnetrza lisScia. Roztwor do-
staje si¢ do przestrzeni migdzykomorkowych (apoplastu) w bezposrednie otoczenie
komorek. Metode ta do badania transportu BR zastosowano w pracy Janeczko
wsp. (2011 a). Do apoplastu 12-dniowych siewek jeczmienia posiadajacych dwa
liscie wprowadzano 24-epibrasinolid w stezeniu 0,005 i 0,25 mg dm™, co pozwoli-
o na uzyskanie w liSciu stezenia tego zwigzku odpowiadajacego okoto 2 ng i 100
ng g sm. (Janeczko wsp. 2011 a). Pomiar zawartosci BR przeprowadzono 30 dni
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po aplikacji w wyksztalconym siodmym lisciu. W lisciach ro$lin kontrolnych zna-
leziono jedynie ilosci $ladowe naturalnie wystepujacego 24-epibrasinolidu, nato-
miast zawartos¢ tego steroidu w lisciach roslin traktowanych tym zwigzkiem byta
podwyzszona do stezenia dwoch pozostatych wykrytych brasinosteroidow (Ja-
neczko wsp. 2011 a). Mozna zatem zatozy¢, ze nastepowal transport 24-
epibrasinolidu do nowych lisci. Poniewaz jednak stwierdzono podobng zawartos¢
24-epibrasinolidu w liSciach starszych roslin niezaleznie od st¢zenia roztworu, jaki
aplikowano wczesniej siewkom, wydaje si¢, ze transport BR odbywat si¢ pod kon-
trola wewnetrznych mechanizméw homeostazy. W wyniku dziatania tych mecha-
nizmoéw wystapito zjawisko transportu nieproporcjonalnego do podawanego steze-
nia uniemozliwiajgce przedostanie si¢ niefizjologicznych stezen BR do rozwijaja-
cych sig lisci.

2.2.3.3. Dokorzeniowa aplikacja brasinosteroidow

Dla pobierania brasinosteroidow najefektywniejsza wydaje si¢ aplikacja do-
korzeniowa tych zwigzkéw. Nishikawa 1 wsp. (1994) stwierdzili, ze u pszenicy
i ogorka po podaniu znakowanego 24-epibrasinolidu do korzeni radioaktywno$¢
byta wykrywana w todyzkach i liSciach. Z kolei Yokota i wsp. (1992) podaja, ze
u siewek ryzu znakowany brasinolid i kastasteron wnikaja przez korzenie
a nastepnie przemieszczaja si¢ do lisci. Juz po 6 godzinach od podania stwierdzono
radioaktywnos¢ w nadziemnej czgsci roslin, przy czym wykazano, ze przewazajaca
czg$¢ obecnej tam puli brasinosteroidow stanowity BR niezmetabolizowane (Yo-
kota i wsp. 1992). W kulturze pszenicy rosnacej na szalkach, siewki podlane jedno-
razowo (w trzecim dniu wegetacji) roztworem zawierajacym 24-epibrasinolid
akumulowaly w lisciach podwyzszong ilos¢ tego steroidu tak przy podanym niz-
szym (0,1 uM) jak i wyzszym (2 uM) stezeniu (Janeczko i Swaczynova 2010).
Podobnie jak w przypadku omawianej wyzej aplikacji BR do apoplastu, takze tu
stwierdzono nieproporcjonalny do podanego stezenia transport BR. Aplikacja do-
korzeniowa 24-epibrasinolidu w stezeniu 0,1 uM powodowata, ze ilos¢ wolnego
24-epibrasinolidu w lisciach wzrastata dwukrotnie w stosunku do kontroli. Nato-
miast, w przypadku dokorzeniowej aplikacji dwudziestokrotnie wigkszego steze-
nia, ilo§¢ 24-epibrasinolidu w liSciach wzrastala tylko trzykrotnie (Janeczko i Swa-
czynova 2010).

Efektywny transport BR po aplikacji dokorzeniowej dotyczy jednak kultur
hydroponicznych lub zblizonych do hydroponicznych, gdzie zapewniony jest bez-
posredni i staly kontakt roztworu z korzeniem. Nie jest pewne, czy podobnie sku-
tecznie brasinosteroidy bylyby pobierane np. z gleby podlewanej roztworami tych
zwigzkow.



-34-

2.2.3.4. Podawanie brasinosteroidow poprzez przedsiewne moczenie nasion

Efektywno$¢ pobierania i transportu brasinosteroidow w przypadku przed-
siewnego moczenia nasion (ang. seed priming) badana byla w pracach Janeczko
i Swaczynova (2010), Janeczko i wsp. (2010, 2011b). Przy nizszym st¢zeniu
24-epibrasinolidu (0,1 pM) stosowanym do 24 godzinnego przedsiewnego mocze-
nia nasion, brak jest zmian zawartosci tego steroidu w cze$ci nadziemnej
u 10-dniowych siewek pszenicy (Janeczko i Swaczynova 2010). W przypadku
zastosowania do przedsiewnego moczenia nasion Wyzszego  stezenia
24-epibrasinolidu (2 uM), stwierdzono podwyzszong okoto trzykrotnie zawartos§¢
tego zwigzku w cze$ciach nadziemnych pszenicy (Janeczko i Swaczynova 2010).
Taki sposob aplikacji 24-epibrasinolidu nie skutkuje akumulacjg tego zwiazku
w nasionach zawigzywanych przez rosliny pszenicy, a takze soi (Janeczko i wsp.
2010, 2011Db).

2.2.4. Znaczenie koniugatéw brasinosteroidéw

Omawiane wyzej prace dotyczyly wystepowania i transportu BR w formie
wolnej. Tymczasem BR sg obecne w ro$linie nie tylko jako forma wolna lecz takze
w koniugatach. Znane sa dwa gtowne rodzaje koniugatow — glikozydy i zwiazki
z kwasami tluszczowymi (Sembdner i wsp. 1994, Bajguz 2007; ryc. 4). Najpierw
udowodniono ich formowanie si¢ w kulturach zawiesin komorkowych a pozniej
wykazano naturalne wystepowanie w pytku (Kolbe i wsp. 1995, Asakawa i wsp.
1996, Bajguz 2007). Poza wymienionymi koniugatami teoretycznie moga wyste-
powaé¢ w roslinie koniugaty nietrwate — tj. niekowalencyjne zwiazki BR np.
z biatkiem. Zjawisko takie stwierdzono u organizméw zwierzgcych, gdzie zwiazki
hormonéw steroidowych z biatkami zwanymi SBP (ang. steroid binding proteins)
stanowig form¢ rezerwuaru i forme transportowa hormonu (Yang i wsp. 2005).
W roélinach jednak istnienie biatkowych koniugatow BR pozostaje obecnie
w sferze przypuszczen.

Formy skoniugowane brasinosteroidow mogg stanowi¢ rezerwuar tych stero-
idéw w roslinie i nie mozna wykluczy¢, ze moga by¢ dla nich forma transportowa.
Wiedza na ten temat jest jednak fragmentaryczna. Yokota i wsp. (1992) stwierdza-
ja, ze tylko znikoma cze$¢ BR po ich egzogennej aplikacji moze by¢ znaleziona
w izolowanej frakcji wodnej (najprawdopodobniej BR wystepuja tam jako gliko-
zydy). Przewazajaca cze$s¢ BR wystepuje jako brasinosteroidy niezmetabolizowa-
ne, obecne we frakcjach izolowanych przy pomocy rozpuszczalnikow organicz-
nych. Z drugiej strony, dane uzyskane przez Janeczko i Oklestkova (projekt 818/N-
COST/2010/0) wskazuja na obecnos¢ duzych ilosci glikozyddéw brasinosteroidow
w stosunku do frakeji wolnych BR w siewkach pszenicy. Analizowano ekstrakty
21-dniowych siewek pszenicy (odm. Katoda i Monsun) pod katem zawarto$ci bra-
sinosteroidow przed hydroliza enzymatyczng i po hydrolizie enzymatycznej
(z uzyciem enzymu glukuronidazy) metoda UHPLC-ESI-MS/MS. Stwierdzono
obecnos¢ kilku brasinosteroidow w tym 28-homokastasteronu. Zawarto$§¢ wolnego
28-homokastasteronu (w ekstraktach niehydrolizowanych) wynosita 9 ng g"' su.
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(Katoda) i 7 ng g' ¢m (Monsun). W ekstrakcie po hydrolizie ilo§¢
28-homokastasteronu wzrosta do 99 ng g su. (Katoda) i 95 ng g su. (Monsun).
Wskazuje to, ze glikozydy BR moga stanowi¢ nawet 90% catkowitej puli endo-
gennych brasinosteroidow u badanej pszenicy.

Podsumowujac rozwazania zawarte w rozdziale po$wigconym wystgpowa-
niu i transporcie BR oraz dane literaturowe (Fujioka i Yokota 2003, Bajguz 2007),
przygotowano pogladowy model przemian BR (ryc. 7).

TRANSPORT

Rycina 7. Pogladowy model przemian brasinosteroidéw w roslinach. Linig ciagla (czerwo-
na) zaznaczono szlaki przemian endogennych BR; linig przerywana (261ta) zaznaczono
przejscia mozliwe dla egzogennych BR
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3. AKTYWNOSC FIZJOLOGICZNA BRASINOSTEROIDOW
W ROSLINACH

3.1. Stosowanie brasinosteroidow a plonowanie roslin z rodziny
Poaceae oraz wazniejsze mechanizmy lezace u podstaw dzialania
tych zwiazkow

Sposrdd znanych brasinosteroidéw, w do$wiadczeniach rolniczych dotycza-
cych glownie plonowania roslin z rodziny Poaceae najcze$ciej wykorzystywany
byt 28-homobrasinolid i 24-epibrasinolid, rzadziej brasinolid i inne BR. Badania
wykonywano gléwnie dla pszenicy, kukurydzy, ryzu, ale takze jeczmienia czy
prosa afrykanskiego.

3.1.1. Pszenica

Brasinosteroidy wykazuja dziatanie stymulujace plonowanie pszenicy, choé
wystepuje tu zalezno$¢ tego efektu od odmiany, stosowanego stezenia oraz warun-
kéw wzrostu (w tym wplyw stresu).

28-Homobrasinolid stymulowal plonowanie pszenicy w doswiadczeniach
poletkowych i wazonowych, zarowno w warunkach dziatania czynnikow streso-
wych, jak i w warunkach przyjetych jako optymalne (Sairam 1994 a, b).

W dos$wiadczeniu poletkowym (Indie), gdzie prowadzono kulturg pszenicy
w sezonie, w ktorym zdarzajg si¢ czeste susze oraz rOwnoczesnie uprawiano rosli-
ny sztucznie nawadniane, stwierdzono w obu grupach roslin podwyzszenie liczby
nasion w klosie, liczby kloséw na m? i masy 1000 nasion (MTN) pod dziataniem
28-homobrasinolidu. Zwiazek aplikowano przez namaczanie nasion (6 godzin
przed siewem) i oprysk 25-dniowych siewek 28-homobrasinolidem (0,01 i 0,05
ppm) (Sairam 1994 a). W doswiadczeniu lepiej reagowata na 28-homobrasinolid
odmiana tolerancyjna na susz¢ C306 niz wrazliwa HD2329. U C306 w warunkach
sztucznego nawadniania liczba nasion zebranych z m* wynosita 328, podczas gdy
u roslin po oprysku 0,05 ppm steroidu uzyskano 456 nasion. Dla roslin rosnacych
w warunkach suszy byto to odpowiednio 262 i 374 nasion zebranych z m* (Sairam
1994 a).

W doswiadczeniu wazonowym, w ktorym badano odmiang C306, po opry-
skach 28-homobrasinolidem stosowanych na 30-dniowe ro§liny (st¢zenia 1 i 0,1
ppm, dwukrotny oprysk ro§lin - w dwudniowych odstepach) takze stwierdzono
wzrost plonu zaréwno u roslin podlewanych, jak i tych, ktore poddano
7-dniowemu stresowi suszy w okresie kloszenia (Sairam 1994 b). Wzrost plonu
zwigzany byl ze zwigkszeniem liczby klosow w przeliczeniu na rosling, liczby
nasion w ktosie i MTN.
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W szklarni, w warunkach zasolenia, oprysk 24-epibrasinolidem stymulowat
produkcje biomasy pszenicy i zwigkszal powierzchnie li§ci, lecz finalnie nie po-
wodowal wzrostu plonu zaréwno u odmiany S-24 odpornej na zasolenie, jak
i wrazliwej MH-97 (Shahbaz i wsp. 2008). Dopiero aplikacja tego BR poprzez
korzenie skutkowala wzrostem plonu ogdlnego (m.in. poprzez wzrost masy stu
nasion) u obu badanych odmian pszenicy (Ali i wsp. 2008). Rosliny prowadzono
w kulturze hydroponicznej w warunkach zasolenia i kontrolnych. Do roztworow
dodano 24-epibrasinolid w stezeniach 0,052, 0,104 1 0,156 uM, przy czym najefek-
tywniejsze dziatanie na plon uzyskano dla stezenia 0,104 i 0,052 uM (Ali i wsp.
2008).

W trzech kolejnych doswiadczeniach polowych (Indie) odmiana pszenicy
Lok-1 dawata wyzsze plony po zastosowaniu 28-homobrasinolidu (1 i 0,5 mg dm™)
(Ramraj i wsp. 1997). Stosowano jednorazowy oprysk w fazie krzewienia lub
w fazie kloszenia oraz oprysk dwukrotny w obu tych fazach. W kontroli zanotowa-
no $redni plon z 3 sezondéw 5,70 t/ha, a w przypadku najlepszej kombinacji
28-homobrasinolidu (oprysk w dwéch fazach rozwojowych; stezenie 0,5 mg dm™)
uzyskano $rednio 6,70 t/ha (Ramraj i wsp. 1997).

W doswiadczeniach prowadzonych w warunkach klimatycznych Europy
Srodkowo-Wschodniej (Polska) oceniono wplyw 24-epibrasinolidu na masg ziarna
i niektore parametry sktadu ziarna pszenicy jarej odm. Torka w kulturze wazono-
wej 1 polowej (Janeczko 1 wsp. 2010). 24-Epibrasinolid byt podawany poprzez 48
godzinne przedsiewne moczenie nasion (1 mg dm™) oraz oprysk roslin w fazie
kloszenia (0,25 mg dm™ ). W czasie prowadzenia uprawy poletkowej (rok 2006)
wystapity warunki naturalnej suszy, jak pokazano w tabeli warunkéw pogodowych
zamieszczonej w pracy Janeczko i wsp. (2010). Stwierdzono, ze hormon podnosit
plon roslin w uprawie poletkowej o okoto 20%. Podstawa podniesienia plonu byt
wzrost liczby nasion zawigzywanych przez ro§ling. Nie zanotowano natomiast
wzrostu plonowania u roslin w kulturze wazonowej (Janeczko i wsp. 2010).

Z kolei Hnilic¢ka i wsp. (2007) obserwowali niewielki wzrost plonu nasion i
stomy u stresowanych susza i poddanych dziataniu podwyzszonej temperatury
33°C (w poznej fazie wzrostu todygi), sze$ciu odmian pszenicy opryskanych
24-epibrasinolidem (stezenie 10 M, warunki szklarniowe).

Sktad chemiczny ziarna byt zmieniany przez 24-epibrasinolid u roslin w kul-
turze wazonowej (Janeczko i wsp. 2010). Stwierdzono wzrost zawartosci cukrow
rozpuszczalnych (o 25% po przedsiewnym moczeniu materiatu siewnego), obnize-
nie zawartosci thuszczow (o 34% po oprysku 24-epibrasinolidem) i obnizenie za-
wartosci wapnia (23-34%) wraz ze wzrostem ilosci magnezu (o 25% po oprysku
24-epibrasinolidem). Nie stwierdzono istotnych zmian w zawartosci skrobi 1 prote-
in rozpuszczalnych. Efekt hormonu zalezat od sposobu aplikacji i warunkéw wzro-
stu, w przypadku bowiem uprawy poletkowej wpltyw hormonu na zawarto$¢
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weglowodanow, biatek, lipidow 1 mineralow byt bardzo nieznaczny (Janeczko
1 wsp. 2010).

24-Epibrasinolid, stosowany w postaci oprysku w fazie kloszenia oraz apli-
kowany poprzez przedsiewne moczenie nasion w w/w stezeniach, nie oddziatywat
takze na poziom witaminy E, prowitaminy A, i sktad steroli nasion pszenicy (odm.
Torka oraz Cytra) rosngcej w warunkach polowych (Janeczko i wsp. 2009). Nie-
wielkim wahaniom pod wptywem hormonu podlegaty jedynie proporcje kwasow
thuszczowych (Janeczko i wsp. 2009).

Staby, ale w wiekszo$ci przypadkow pozytywny wplyw oprysku
24-epibrasinolidem (10 M) wykonanego z poczatkiem fazy kwitnienia, na zawar-
tos¢ biatka, lipidow i skrobi u szeSciu odmian pszenicy, poddanej suszy i tempera-
turze podwyzszonej do 33°C (w pdznej fazie wzrostu todygi), obserwowali w do-
$wiadczeniu wazonowym takze Hnilicka i wsp. (2009). Analiza kalorymetryczna
ilosci energii akumulowanej w ziarnie (oznaczenia na podstawie spalenia probki
ziarna w atmosferze tlenu w naczyniu kalorymetrycznym) wykazata, iz wigksze jej
zasoby zmagazynowaly ro$liny pozostajace pod dziataniem 24-epibrasinolidu.
Hnilicka i wsp. (2009) odnotowali wpltyw odmiany na efekty powodowane przez
BR.

Dziatanie BR u pszenicy opiera si¢ gldéwnie na regulacji proceséw zwigza-
nych z efektywnos$cig fotosyntezy i poprawag odpornosci na stres. Odzialywanie
brasinosteroidow na fotosyntez¢ u pszenicy przejawia si¢ podniesieniem zawarto-
$ci chlorofilu, co jest istotne z punktu widzenia efektywnos$ci absorpcji energii
stonecznej w ramach fazy jasnej fotosyntezy (Sairam 1994 a, b). W przypadku fazy
ciemnej notowano wzrost aktywnosci enzymu wigzacego CO, - Rubisco (karbok-
sylazy-oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu) i fotosyntezy netto (Braun i Wild
1984, Sairam 1994 a i b, Hnilicka i wsp. 2008, Janeczko i Pociecha, projekt 818/N-
COST/2010/0). Zalezng od stezenia 1 warunkéw wzrostu (brak stresu/stres suszy)
stymulacj¢ aktywnosci Rubisco, indukowang przez brasinolid, stwierdzono
w przypadku 21-dniowych siewek dwoch odmian pszenicy Monsun i Katoda
(oprysk ro$lin wykonano w 10 dniu wegetacji, stezenie 0,05 i 0,25 mg dm™; Ja-
neczko i Pociecha, projekt 818/N-COST/2010/0). W przypadku siewek podlewa-
nych optymalnie, w 21-dniu wegetacji efekt dziatania brasinolidu na Rubisco byt
mniej widoczny i bardziej zalezny od odmiany, a takze stosowanego stezenia
(np. u odmiany Monsun wigksze st¢zenie w warunkach optymalnego podlewania
wrgcz hamowato aktywnos$¢ Rubisco) (ryc. 8 A i C). Nawet ponad dwukrotne
zwigkszenie aktywnos$ci tego enzymu pod wptywem brasinolidu wystepowato
u 21-dniowych siewek pszenicy poddanych suszy (miedzy 11 a 21 dniem wegeta-
cji) w porownaniu do roslin nietraktowanych brasinolidem (ryc. 8 B i D). W innym
doswiadczeniu stwierdzono dodatkowo, ze dokorzeniowa aplikacja (w kulturze
hydroponicznej) inhibitora produkcji brasinosteroidéw (brasinazol, stezenie
0,25 mg dm™) u siewek odmiany Monsun, wysadzonych nastepnie do gleby i pod-
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danych suszy glebowej, obniza aktywno$¢ Rubisco (Janeczko i Pociecha, projekt
818/N-COST/2010/0; ryc. 8 E). Efekt ten jest jednak odwracany przez jednoczesne
uzupehnienie niedoboru BR podaniem brasinolidu (stezenie 0,125 mg dm™) (ryc.
8 E). Wyniki te $wiadcza o regulacyjnej roli brasinosteroidéw w przebiegu procesu
wigzania CO; u roslin pszenicy.

Na podstawie analizy akumulacji podjednostki wigkszej enzymu Rubisco
(ryc. 8F), mozna wnioskowaé, ze akumulacja biatka Rubisco jest stymulowana
przez brasinolid u obu odmian w warunkach optymalnego podlewania. W warun-
kach suszy brasinolid powoduje w li§ciach niewielki spadek ilosci Rubisco (ryc.

8F), co jednak jest zwigzane z wigksza aktywnosciag tego enzymu, jak pokazano na
ryc. 8 BiD.
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Rycina 8 A-E. Zmiany aktywnosci enzymu Rubisco w liciach optymalnie podlewanych i pod-
danych dziataniu suszy siewek pszenicy jarej (odm. Katoda i Monsun) pod wptywem
brasinolidu (A-D) (Janeczko i Pociecha, projekt 818/N-COST/2010/0). Hamowanie
aktywnos$ci Rubisco po zastosowaniu inhibitora produkcji brasinosteroidow (brasina-
zolu) oraz znoszenie tego efektu przez jednoczesne podanie brasinolidu (E)
(Janeczko i Pociecha, projekt 818/N-COST/2010/0). Wartosci oznaczone tymi samymi
literami nie rozniq sie istotnie wg testu Duncana (P <0.05).
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Reakcje fazy jasnej fotosyntezy, obok swej podstawowej funkcji polegajacej
na przemianach energii $wietlnej w energie wigzan chemicznych, sa rowniez jed-
nym ze zrodel reaktywnych form tlenu powstajacych np. w reakcji Mehlera - prze-
kazania elektronéw z PSI na tlen (Gururani i wsp. 2015). Czynniki stresowe dodat-
kowo wzmagaja zjawisko generowania reaktywnych form tlenu w komoérce (Guru-
rani i wsp. 2015). Powstajace w komoérce reaktywne formy tlenu, takie jak
anionorodnik ponadtlenkowy czy nadtlenek wodoru stanowig zagrozenie dla struk-
tury i funkcji komorkowych lipidow, biatek czy kwaséw nukleinowych, z ktérymi
mogg reagowac. Dezaktywacja reaktywnych form tlenu w komorce nastepuje po-
przez dziatanie enzymow antyoksydacyjnych takich jak katalaza, dysmutazy anio-
norodnika ponadtlenkowego (SOD) czy peroksydazy. Stymulacj¢ aktywnosci en-
zymoOw antyoksydacyjnych przez BR stwierdzono w badaniach na r6znych gatun-
kach. W przypadku pszenicy, badania byly prowadzone na poddanych stresowi
suszy i opryskanych brasinolidem (0,25 mg dm™) odmianach Monsun i Katoda.
W siewkach stwierdzono wzrost aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych, szcze-
golnie z grupy SOD i peroksydaz (nawet o 30-50%) w poroéwnaniu do roslin nie-
traktowanych brasinolidem (Janeczko i Pociecha, projekt 818/N-COST/2010/0;

ryc. 9).
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Rycina 8 F. Identyfikacja podjednostki wigkszej Rubisco (RbcL) w lisciach siewek pszenicy
odmiany Katoda i Monsun optymalnie podlewanych i poddanych dziataniu suszy —
wplyw oprysku roztworem brasinolidu w stezeniu 0,05 mg dm™ (Janeczko i Hura, pro-
jekt 818/N-COST/2010/0). Analiza wykonana metoda elektroforezy w warunkach de-
naturujgcych.
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Rycina 9. Wplyw brasinolidu na zmiany aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych (katalazy,
SOD, puli peroksydaz) w liSciach siewek pszenicy jarej odmiany Monsun poddanej
dziataniu suszy (Janeczko i Pociecha, projekt 818/N-COST/2010/0). Wartosci ozna-
czone tymi samymi literami nie rozniq sig istotnie wg testu Duncana (P <0.05).

Badania nad wybranymi mechanizmami dziatania BR u pszenicy prowadzili
rowniez (Sairam 1994 a, b). Autorzy ci stwierdzili, ze 28-homobrasinolid u pszeni-
cy stymulowat takze aktywnos$¢ enzymow zwiazanych z przemianami azotu: re-
duktazy azotanowej i syntetazy glutaminianowej. Zwigzek ten zmniejszat réwniez
powodowane stresem suszy zmiany przepuszczalnosci membran komoérkowych.

3.1.2. Kukurydza

Badania polowe dotyczace wplywu brasinosteroidow — 24-epibrasinolidu
oraz jednego z syntetycznych analogéw kastasteronu (2ct,3a,17p-trihydroksy-5a.-
androstan-6-onu) — zostaly przeprowadzone dla trzech linii kukurydzy w Stacji
Hodowli Kukurydzy w Czechach (Hola i wsp. 2010). BR stosowano w fazie
rozwojowej V3/4 oraz V6/7 (tj. 41 i 55 dni od wysiewu) w zakresie stezen
10® — 10"*M. BR nie wptynely istotnie na koncowa wysokos¢ rolin, lecz w krot-
kim czasie po zabiegach opryskow notowano przej$ciowe efekty zwickszenia dtu-
gosci lisci nr 7 do 10 (rosliny po opryskach w V3/4) lub zahamowaniem wzrostu
lisci (po opryskach w fazie V6/7). Oprysk w fazie V3/4 opdzniat dojrzewanie
1 wysypywanie si¢ pytku (anthesis) oraz moment pojawienia si¢ kwiatéw zenskich,
natomiast oprysk w fazie V6/7 dziatal na te procesy przyspieszajaco. Na margine-
sie warto podkresli¢, ze fakt udzialu BR w rozwoju i regulacji procesu determinacji
ptci stwierdzono w badaniach mutantow kukurydzy (Hartwig i wsp. 2011). W do-
swiadczeniach Hola i wsp. (2010) BR wplywaty takze korzystnie na liczbg wytwo-
rzonych kolb, ale tylko u roslin opryskanych w fazie V3/4 najnizszymi st¢zeniami
obu zwigzkéw. Rosliny opryskane w fazie V6/7 zawigzywaly mniej kolb w przeli-
czeniu na rosling. Prace przeprowadzone przez czeskich badaczy zwracaja uwage
na fakt, ze stosowanie BR w uprawie polowej kukurydzy wymaga doktadnego
rozpoznania nie tylko typu stosowanego BR i jego stezen, ale takze uwzglednienia
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specyfiki linii/odmiany i starannego wyboru najdogodniejszej do aplikacji fazy
rozwojowej rosliny.

Proby wykorzystania BR do tagodzenia u kukurydzy skutkéw stresow: chto-
dowego, solnego, zwigzanego z wysoka zawarto$cia manganu w podlozu oraz
z dziataniem Na,CO;, pozwolily opisa¢ niektére podstawy fizjologiczno-
biochemiczne dzialania BR.

U kukurydzy w warunkach optymalnych dla wzrostu nie zanotowano pozy-
tywnego dziatania opryskoéw 24-epibrasinolidem oraz analogiem kastasteronu na
wydajno$¢ PSI (Honnerova i wsp. 2010). Stwierdzono jednak korzystny wplyw
badanych BR na akumulacje barwnikéw fotosyntetycznych i efektywnos¢ PSII
w tym dziatanie centrow rozktadu wody (tzw. OEC) (Honnerova i wsp. 2010,
Rothova i wsp. 2014). Jednoczesnie badane BR nie wpltywaly na intensywnos¢
wymiany gazowej kukurydzy w warunkach optymalnych dla wzrostu (Rothova
i wsp. 2014). U ro$lin poddanych stresowi chtodu analog kastasteronu (stezenie
10"* M) zwigkszat u kukurydzy zawartos¢ chlorofilu, nie zanotowano jednak pozy-
tywnego dziatania ani tego steroidu, ani 24-epibrasinolidu na wydajno$¢ PSI
(Honnerova i wsp. 2010).

Inny brasinosteroid (28-homobrasinolid) aplikowany poprzez przedsiewne
moczenie nasion (12h, stezenie 10*-10" M) zwigkszat w lisciach 30-dniowej kuku-
rydzy (odmiana Partap-1) rosnacej w warunkach polowych (Indie, sezon czerwiec-
sierpien) aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (m.in. SOD, katalazy, peroksy-
dazy askorbinianowej), a takze zawarto$¢ biatka, zmniejszajac jednoczesnie
stopien peroksydacji lipidow komorkowych (mierzony wskaznikiem MDA) (Arora
1 wsp. 2008). U roslin podlewanych roztworem NaCl (25, 50 i 75 mM) obserwo-
wano dalsze poglebienie wymienionych zmian i zwigkszenie tolerancji roslin na
zasolenie w porownaniu do kontroli nietraktowanej BR.

Obok zmian w wydajnosci systemu antyoksydacyjnego, BR reguluja gospo-
darke hormonalng kukurydzy w warunkach stresu zasolenia. Brasinolid stosowany
do moczenia nasion i oprysku roslin (0,25 ppm) znosit niekorzystny wptyw zasole-
nia na produkcje hormondéw roslinnych (IAA, GA;, zeatyny) (El-Khallal i wsp.
2009).

U ro$lin kukurydzy poddanych dziataniu stresu zwigzanego z wysoka kon-
centracjg manganu w glebie (150-750 mg kg™, zjawisko szczegélnie niebezpieczne
na glebach kwasnych) oprysk roztworem 24-epibrasinolidu o stezeniu 0,1 mg dm™
redukowat niekorzystne zmiany fizjologiczne wywolane przez nadmiar manganu
(Wang i wsp. 2009). Objawiato si¢ to wzrostem akumulacji suchej masy, inten-
sywno$ci fotosyntezy netto i zawartosci chlorofilu. U roslin zaobserwowano
zmniejszong akumulacj¢ H,O, przy zwigkszonej aktywnosci enzymow antyoksy-
dacyjnych (m.in. SOD, katalazy, peroksydazy askorbinianowej i reduktazy gluta-
tionowej).
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Dos$wiadczenia przeprowadzone przez Zhang i wsp. (2010, 2011, 2013), Zhu
1 wsp. (2013), oraz Yan i wsp. (2015) przyblizaja niektore mechanizmy molekular-
ne omdéwionych zmian. Analiza transkryptomu kukurydzy na wczesnym etapie
stresu spowodowanego dziataniem Na,CO; (bedacego kombinacija stresu Na', wy-
sokiego pH i CO3?) wskazuje na zwigkszong ekspresje genow zwigzanych z bio-
syntezg brasinosteroidow (Zhang i wsp. 2013). Wedlug Yan i wsp. (2015) trakto-
wanie kukurydzy BR prowadzi do wzrostu koncentracji cytozolowego Ca™ oraz
indukuje wzrost ekspresji ZmCCaMK 1 zwigksza aktywnos$¢ biatka ZmCCaMK
(obecna w kukurydzy kinaza biatkowa zalezna od wapnia i kalmoduliny). To
wspoldziatanie kinazy oraz Ca™ potrzebne jest do indukcji systemu antyoksydacyj-
nego przez BR u kukurydzy. Na potwierdzenie tej hipotezy, autorzy przytaczaja
wyniki z do$wiadczenia przeprowadzonego na mutantach ryzu z zaburzeniami
funkcji kinazy biatkowej zaleznej od wapnia i kalmoduliny. Traktowanie BR nie
indukowalo odpowiedzi antyoksydacyjnej u tych mutantow. Z kolei zdaniem
Zhang 1 wsp. (2010) indukowana przez BR akumulacja nadtlenku wodoru w apo-
plascie aktywuje ZmMPKS5 (kinaze biatkowa aktywowang mitogenem). Kinaza ta
jest zaangazowana w produkcje¢ i rozprzestrzenianie sygnatu H,O, poprzez regula-
cj¢ ekspresji oksydazy NADPH, a to wplywa na indukcje systemu antyoksydacyj-
nego. Zjawisko to, jesli wystepuje w warunkach bezstresowych (co obserwowat
np. Arora i wsp. 2008), sprzyja niejako uodpornieniu rosliny (przygotowaniu jej)
na nadchodzacy stres oksydacyjny. Wedlug Zhu i wsp. (2013) w indukowane;j bra-
sinosteroidami aktywacji systemu antyoksydacyjnego u kukurydzy udzial bierze
takze ZmMAP65-1a (biatko o masie 65kDa zwigzane z mikrotubulami u kukury-
dzy) uczestniczace w rozprzestrzenianiu H,O,. Model dzialania BR na system an-
tyoksydacyjny komorki, porzadkujacy niektére z omoéwionych mechanizméw,
przedstawiono syntetycznie na rycinie 10. Wedtug tego modelu aktywacja recepto-
ra BR prowadzi do produkcji reaktywnych form tlenu - RFT (np. H,0,), jednakze
czasowe 1 przestrzenne zmiany poziomu RFT zalezg od st¢zenia BR (Xia i wsp.
2015). Niski poziom BR wywotuje przejSciowy wzrost stezenia RFT, ktore stymu-
luja system antyutleniajacy komorki, co ostatecznie prowadzi do przesunigcia réw-
nowagi redoks komorki w strong proceséw redukujacych. Dziata to jako sygnat np.
dla stymulacji procesu fotosyntezy i regulacji proceséw wzrostowych. Wysoki
poziom BR powoduje natomiast dtugotrwatg akumulacje RFT, co z kolei wywotuje
kaskade fosforylacji kinazy aktywowanej miogenem. W tym przypadku RFT
i kinaza stymuluja biosynteze ABA, podstawowego hormonu zwigzanego z induk-
cja tolerancji na stres. Jeszcze inny mechanizm stymulacji biosyntezy ABA przez
BR u kukurydzy proponuja Zhang i wsp. (2011). Wedlug tych badaczy BR induku-
je produkcje tlenku azotu, i dopiero NO stymuluje biosynteze¢ ABA i tolerancj¢ na
stres (susza) u tego gatunku.
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i wsp. (2015), zmodyfikowane.

3.1.3. Pozostale gatunki

Sposréd innych rosdlin wiechlinowatych, egzogenne BR wykazuja dzialanie
takze u ryzu (Ramraj i wsp. 1997, Fujii i Saka 2001). Wzrost plonu stwierdzono
w doswiadczeniu polowym (Indie) po zastosowaniu 28-homobrasinolidu. Najefek-
tywniej dziatal dwukrotny oprysk tym BR w stezeniu 1 mg dm; w kontroli zebra-
no plon 4,90 t/ha, a z roslin po traktowaniu 28-homobrasinolidem 6,27 t/ha
(Ramraj i wsp. 1997). Jedna z podstaw wzrostu plonu bylo zwigkszenie liczby
wiech na metr kwadratowy.

U ryzu traktowanie BR poprawia gospodarke wodng lisci i asymilacje CO,,
co pozwala lepiej funkcjonowa¢ ro$linie w warunkach deficytu wody (Farooq
i wsp. 2009). Z kolei z badan Fujii i Saka (2001) wynika, ze brasinolid sprzyja
obnizaniu zawartosci skrobi w liSciach ryzu, a rownocze$nie zwigksza koncentracje
skrobi i sacharozy w formowanych nasionach (hodowla szklarniowa, rosliny pod-
dane stresowi chlodu). Zdaniem Fujii i Saka (2001) BR oddziatuje wigc na trans-
port i akumulacj¢ asymilatéw w ziarnie. U ryzu rosngcego w warunkach zasolenia
BR zapobiega redukcji chlorofilu i podnosi aktywnos¢ reduktazy azotanowej (Anu-
radha i Rao 2003). Zwiazek ten zwicksza ponadto zawartos¢ osmoprotektanta pro-
liny, biatek oraz aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych, jednoczesnie redukujac
uszkodzenia membran komoérkowych (Sharma i wsp. 2013). Zwickszenie aktywno-
sci enzymoéw antyoksydacyjnych u ryzu rosngcego w warunkach stresu solnego pod
wplywem jednego z analogow BR (BB-16) stwierdzili takze Nuiiez i wsp. (2003).
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W przypadku badan prowadzonych na jeczmieniu, nie stwierdzono korzyst-
nego wptywu BR na plonowanie (Janeczko i wsp. 2011 a). Nalezy to najprawdo-
podobniej przypisa¢ zastosowaniu do$¢ inwazyjnego sposobu aplikacji
24-epibrasinolidu, jakim byto wpompowanie do apoplastu lisci 12-dniowych sie-
wek roztworu tego steroidu w stezeniu 0,005 i 0,25 mg dm™ (Janeczko i wsp. 2011
a). Rosliny poddane byty nastepnie stresowi wysokotemperaturowemu. Mimo jed-
nak poczatkowo pozytywnego oddzialywania 24-epibrasinolidu na sprawnos¢ foto-
syntezy (wydajnos¢ PSII) mierzong tuz po zakonczeniu dzialania czynnika streso-
wego, jego nastepczy wplyw na metabolizm lisci starszych ro§lin a zwlaszcza na
plonowanie - byl niezauwazalny (dla stezenia 0.005 mg dm™) lub niekorzystny
(w przypadku stezenia 0,25 mg dm™).

Z mniej znanych ro$lin wiechlinowatych dziatanie BR przetestowano takze
u Eleusine coracana L. (proso afrykanskie). U roslin, ktorym przedsiewnie podano
BR poprzez 8 godzinne moczenie nasion (0,1 ppm) stwierdzono wzrost plonu
z 1636 kg/ha (kontrola) do 1990 kg/ha (Nithila i wsp. 2007).

Ogoblny schemat zmian fizjologiczno-biochemicznych, ktére moga stanowié
podstawe poprawy plonowania ro§lin wiechlinowatych przez brasinosteroidy,
przedstawia rycina 11. Wigkszo$¢ sposrod tych zmian metabolicznych ujawnia si¢
w szczegolnosci w warunkach, kiedy na rosling dziatajg czynniki stresowe.

44 Wozrost zawartosci
3 chlorofili
\ Wozrost aktywnosci
& enzymu Rubisco
Wzrost intensywnosci
fotosyntezy netto

Zwigkszenie transportu
cukrow z lisci do nasion

Zwigkszenie liczby nasion i/lub
MEBELT

Regulacja przepuszczalnosci
membran komérkowych

Wozrost aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych

Rycina 11. Wazniejsze zmiany fizjologiczno-biochemiczne indukowane po zastosowaniu brasi-
nosteroidéw u roslin z rodziny wiechlinowatych.
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3.2. Charakterystyka mutantow i roslin transgenicznych z rodziny
Poaceae o zréznicowanej akumulacji brasinosteroidow i z zabu-
rzeniami w percepcji tych zwiazkow

Oméwione w poprzednim rozdziale eksperymenty, w ktérych badano efekty
dziatania BR podawanych roslinom egzogennie daja ogoélny poglad na funkcje
fizjologiczne tych zwigzkéw. W ostatnim czasie znaczaco rosnie jednak liczba
prac, w ktérych stosowane sa modele badawcze z uzyciem mutantéw biosyntezy
i percepcji BR. Wykorzystanie ro§lin z zaburzeniami produkcji/percepcji BR
stanowi bowiem dogodniejsze narzgdzie w pracach badawczych majacych na celu
poznanie bardzo szczegdétowych mechanizmoéw dziatania BR. Jednoczesnie mutan-
ty te (w szczegdlnosci mutanty roslin uprawnych) mogg zosta¢ wykorzystane
w praktyce rolniczej np. bezposrednio do stworzenia nowych odmian lub posred-
nio do krzyzowan z innymi liniami. Do mutantéw brasinosteroidowych z grupy
jednolisciennych naleza obecnie mutanty ryzu (Bishop 2003, Wu i wsp. 2008),
jeczmienia (Chono i wsp. 2003; Gruszka i wsp. 2011a i b; Ali i wsp. 2014) i kuku-
rydzy (Makarevitch 1 wsp. 2012).

3.2.1. Ryz

Fenotyp kartowego mutanta ryzu d6/ wynika z utraty funkcji genu OsBRII
(mutacja receptora BR) (Morinaka i wsp. 2006). Zidentyfikowane allele tego genu
ponumerowano od 1 do 9. Z mutacja ta wigze si¢ wystgpowanie cechy karlowato-
$ci i wzniesionych pionowo lisci (ryc. 12), ktore to cechy sg pozadane w uprawie
ryzu. Karlowato$¢ zmniejsza mozliwo$¢ wylegania ro$lin a wzniesione li§cie maja
zwigksza¢ w tanie wychwytywanie $wiatta koniecznego dla fotosyntezy (Morinaka
i wsp. 2006). Autorzy poréwnali produkcje biomasy i ziaren typu dzikiego i mutan-
ta ryzu d61-7. Biomasa typu dzikiego byta 38% wyzsza niz d61-7 przy konwen-
cjonalnej gestosci sadzenia lecz biomasa d61-7 byta 35% wyzsza niz typu dzikiego
przy duzej gestosci sadzenia. Niestety maty rozmiar ziarna d6/-7 nie pozwalat na
uzyskanie plonu wyzszego niz w przypadku typu dzikiego. Autorzy stworzyli wigc
ryz transgeniczny z cz¢$ciowo ttumiong ekspresja endogennego OsBRI1 uzyskujac
fenotyp ze wzniesionymi li§¢mi bez straty plonu ziarna.

Z kolei zdaniem Wu i wsp. (2008) geny kontrolujace produkcj¢ brasinostero-
idow w roslinie mogg by¢ wykorzystane w celu podwyzszenia plonu ryzu. Autorzy
otrzymali transgeniczny ryz ze zwickszong ekspresja hydroksylazy C-22, ktora
kontroluje poziom brasinosteroidow uczestniczgc w hydroksylacji kampestanolu,
z ktorego powstaje 6-deoksokatasteron (ryc. 3B). Transgeniczne ro$liny produko-
waly w zwigzku z tym zwigkszone ilosci intermediatéw BR pojawiajacych si¢ na
szlaku biosyntezy BR (ryc. 3B), w tym samego kastasteronu. Te zmiany spowodo-
waty 15-44% wzrost plonu ziarna ryzu transgenicznego w stosunku do roslin typu
dzikiego zaré6wno w warunkach szklarniowych, jak i polowych. Zdaniem autorow
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ro§liny transgeniczne cechowata zwigkszona asymilacja CO,, zwigkszona ilos¢
glukozy w lisciach flagowych i zwigkszona przemiana glukozy na skrobi¢ w na-
sionach, co wskazuje na role BR w przeptywie asymilatéw w kierunku ziarna. Ba-
dania te potwierdzaja wszystkie wyniki uzyskiwane wczesniej w do§wiadczeniach
z zastosowaniem u ryzu egzogennych brasinosteroidéw przez Ramraj i wsp.
(1997), Farooq i wsp. (2009) oraz Fujii i Saka (2001).

Rycina 12. Pokrdj ryzu typu dzikiego (WT) oraz mutantéw typu d6/ z mutacjg receptora brasi-
nosteroidow (Morinaka i wsp. 2006). Przedruk zdjecia za zgodg autoréw oraz redakcji
Plant Physiology.

3.2.2. Jeczmien

U jeczmienia, jako pierwsze, znane byly pot-kartowe mutanty (uzu). Za fe-
notyp mutanta odpowiada jednogenowa, recesywna mutacja genu kodujacego
transmembranowy receptor BR HvBRII (Uzul). W ostatnim czasie zidentyfikowa-
no u mutantdéw jeczmienia indukowanych przez chemiczng i fizyczng mutagenezg
nowe allele genu Uzul, co pozwolito na bardziej szczegdétowe analizy funkcjonalne
genu i kodowanego receptora BR. Wszystkie mutacje sg mutacjami ‘zmiany sensu’
i skutkuja podstawieniami aminokwaséw w roéznych domenach receptora BR
(Gruszka i wsp. 2011a, Dockter i wsp. 2014).

Mutanty typu ‘uzu’ (Aka-uzu i Bow-uzu) maja (nieoczekiwanie) zwigkszong
odpornos$¢ na niektore patogeny (Pyrenophora teres f. sp. teres, Fusarium culmo-
rum; ryc. 13A), wynikajaca ze skomplikowanego mechanizmu regulacyjnego,
w ktorym uczestnicza elementy sktadowe tancucha transdukcji sygnatu z wadliwie
dziatajacego receptora BR (Ali i wsp. 2014, Goddard i wsp. 2014).

U jeczmienia uzyskano takze mutanty z zaburzeniami biosyntezy BR. W ba-
daniach Janeczko i wsp. (2016) wykorzystano jeczmien odmiany Delisa (typ dzi-
ki/forma wyjsciowa z prawidtowa biosynteza BR) i dwa indukowane chemicznie
pol-kartowe mutanty 522DK i 527DK ze zbioréw Uniwersytetu Slaskiego (Grusz-
ka i wsp. 2011b; ryc. 13B). Mutanty maja podstawienia zmiany sensu w réznych



-48-

fragmentach sekwencji HvDWARF (Gruszka i wsp. 2011b), ktore skutkujg obnizo-
ng zawartoscig brasinosteroidow (kastasteronu), wynikajaca z zaburzen aktywnosci
enzymu C6-oksydazy dzialajacego w szlaku biosyntezy BR. W pracy Janeczko
i wsp. (2016) wykonano fizjologiczno-biochemiczng charakterystyke obu wspo-
mnianych mutantéw na tle Delisy. Celem pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na
pytanie czy/jak zaburzenia w produkcji brasinosteroidéw u jeczmienia wplywaja
na metabolizm oraz rozwdj roslin w warunkach optymalnego podlewania i suszy.
Do analizy wybrano parametry fizjologiczno-biochemiczne wykorzystywane zwy-
kle do charakteryzowania reakcji ro§lin na susz¢ w eksperymentach z zastosowa-
niem egzogennych brasinosteroidéw. U ro§lin z zaburzong produkcjag BR wyste-
powato obok kartowatosci takze opdznienie rozwoju - potrzebny byt dluzszy czas
do wejscia roslin w faze kloszenia. Zar6wno w warunkach optymalnego podlewa-
nia jak 1 suszy zaburzeniom syntezy BR towarzyszyl spadek produkcji innych
hormonéw roslinnych (ABA oraz cytokinin), co wskazywatoby na udzial BR
w regulacji sieci hormonalnej rosliny. Efektu tego nie obserwowano jednak
w przypadku auksyn. Mutanty produkowaty ponadto mniej osmoprotektanta - pro-
liny, a efekt ten byt szczegolnie wyrazny w warunkach suszy.

Akashinriki
Bow - uzu
Bowman
Bow - uzu

=
=
=
=
]
o
e
<L

KONTROLA INFEKCJA KONTROLA INFEKCJA

Aka - uzu
Aka - uzu
Bowman

Rycina 13A. Formy dzikie jeczmienia (Akashinriki i Bowman) oraz ich mutanty typu ‘uzu’
infekowane Fusarium culmorum (Ali i wsp. 2014). Przedruk zdjecia z BMC Plant Bi-
ology na podstawie Creative Commons Attribution License.
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Delisa 522_ ]_)K_ 527 DK

Rycina 13B. Jeczmien odmiany Delisa (typ dziki) oraz dwa mutanty z obnizong produkcja
brasinosteroidéw 522 DK i 527 DK w réznych fazach rozwojowych. Fotografia roslin
w fazie dojrzatosci petnej dzigki uprzejmosci D. Gruszka z Uniwersytetu Slgskiego.

U mutantow zaréwno w warunkach optymalnego podlewania, jak i suszy,
obserwowano niekorzystne zmiany w asymilacji CO, oraz nizszg akumulacj¢ sa-
charozy towarzyszaca zaburzeniom produkcji innych cukréw rozpuszczalnych.
Obnizona akumulacja kestozy (jednego z fruktanow uwazanych za czynnik stabili-
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zujacy membrany komodrkowe), ujawniata si¢ u mutantow w warunkach suszy.
Ekspresja wybranych gendw zwigzanych z odpowiedzia na stres (np. ssp 90) byta
jednak wyrazniej obnizona u mutantéw w warunkach optymalnego podlewania niz
w warunkach suszy. Z kolei, jedynie w warunkach suszy wystepowata u mutantow
nizsza wydajnos¢ PSII, mimo, ze zawarto§¢ chlorofilu byta obnizona jedynie
w warunkach optymalnego podlewania. Praca Janeczko i wsp. (2016) przyczynia
si¢ wiec do wyjasniania znaczenia BR w metabolizmie roslin z rodziny Poaceae
z uwzglednieniem zaleznosci dziatania BR od warunkow srodowiskowych.

W eksperymencie przeprowadzanym réwnolegle do doswiadczenia z pu-
blikacji Janeczko 1 wsp. (2016), sprawdzono mozliwos¢ odwracania fizjologiczno-
biochemicznych skutkow niedoboru BR u mutantdéw jeczmienia przy pomocy su-
plementacji roslin BR. Zastosowano dokorzeniowo brasinolid, ktory w szlaku bio-
syntezy powstaje bezposrednio z deficytowego u mutantow kastasteronu (ryc. 3B).
Stopien odwracania skutkow deficytu BR z pewnoscia uzalezniony jest od stezenia
aplikowanego BR. W opisywanym doswiadczeniu zastosowano tylko jedno steze-
nie: 0,25mg dm™ (podlanie doniczki z 10 roslinami 0,25 dm’ roztworu). Potwier-
dzono jednak wzrost poziomu hormonéw, zwigkszenie akumulacji transkryptu
hsp90 i sprawnosci PSII przede wszystkim u mutantow poddanych stresowi suszy
(Janeczko i wsp., dane niepublikowane; ryc. 14).

akumulacja transkryptu =+Delisa
1 =527 DK

==527 DK-+brasinolid

. aktywnoéé enzymu

zawartos¢ ABA ¢ Rubisco

catkowita zawartosé:
cytokinin

‘;sprawnoéé Psll

Rycina 14. Odwracanie niektorych skutkow deficytu brasinosteroidéow u rosngcego w warun-
kach suszy mutanta jeczmienia 527 DK przez podanie brasinolidu; na podstawie Ja-
neczko i wsp. (2016) oraz Janeczko i wsp., dane niepublikowane. Warto$ci na wykre-
sie przedstawiono w procentach, przyjmujac za 100% wartos$ci chrakteryzujace ekspo-
nowane na susz¢ ros$liny odm. Delisa (typ dziki); sprawnos¢ PSII oszacowano
w oparciu o tzw. performance index (P.I./ABS).
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Wartosci tych parametrow zblizaly si¢ do wartosci notowanych u typu dzi-
kiego (Delisa). Na uwage zastuguje fakt, ze aktywno$¢ enzymu wigzacego CO,
(Rubisco), ktora nie byta w warunkach suszy zmniejszona u mutantéw w poréwna-
niu do kontrolnych roslin typu dzikiego (Janeczko i wsp. 2016), ulegla dodatkowe;j
stymulacji u mutantéw traktowanych brasinolidem (ryc. 14). Zjawisko to obser-
wowano wczesniej u innych roslin zbozowych (Braun i Wild 1984).

3.2.3. Kukurydza

Kukurydza z mutacja genu Brdl kodujacego oksydaze C-6, kluczowy enzym
odpowiedzialny za przemiany BR w koncowych etapach ich biosyntezy zostata
scharakteryzowana w pracy Makarevitch i wsp. (2012). Rosliny z mutacja tego
genu charakteryzujg si¢ bardzo silng kartfowato$cia oraz zaburzeniami w morfologii
lisci 1 kwiatoéw (ryc. 15).

Rycina 15. Kartowy mutant kukurydzy z niedobo-
rem brasinosteroidow (po prawej) obok typu dzikie-
go (Makarevitch i wsp. 2012). Przedruk zdjecia za
zgodg autorow oraz redakcji PLOS ONE.

W podsumowaniu rozdziatu po§wieconego badaniom na mutantach warto
podkresli¢, ze w przypadku roslin zbozowych badania te przyniosty potwierdzenie
przewazajacej czesci funkcji fizjologicznych BR uprzednio sygnalizowanych
w pracach, w ktorych wykorzystywano BR egzogenne. Wymieni¢ mozna chocby
udziat BR w regulacji asymilacji CO,, produkcji proliny i cukrow, ochronne dzia-
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fanie na kompleks PSII (w warunkach stresu), czy udziat w skomplikowanej sieci
powigzan z innymi hormonami ro$linnymi.

3.3. Stosowanie brasinosteroidéw a plonowanie roslin z rodziny Faba-
ceae oraz wazniejsze mechanizmy lezace u podstaw dzialania tych
zwigzkow

Podobnie jak w przypadku roslin wiechlinowatych, sposrdéd znanych brasi-
nosteroidow, w doswiadczeniach rolniczych na roslinach bobowatych, najczgsciej
wykorzystywano 28-homobrasinolid i 24-epibrasinolid, ale stosowano takze brasi-
nolid. Badano m.in. gatunki charakterystyczne dla strefy europejskiej (fasola,
groch) a takze gatunki bardziej egzotyczne (orzeszki ziemne).

24-Epibrasinolid i 28-homobrasinolid (oprysk w stezeniu 5 uM, kultura wa-
zonowa) podnosza plon fasoli (Phaseolus vulgaris L. odm. Arka Suvidha) zarowno
u roslin poddanych stresowi suszy (4-8 dni), jak i u rosngcych w warunkach opty-
malnego nawodnienia (Upreti i Murti 2004). W warunkach optymalnego nawod-
nienia wzrost plonu wynosi okoto 18% dla 24-epibrasinolidu i 8% dla
28-homobrasinolidu. U roslin poddanych stresowi suszy przez 4 dni w okresie
kwitnienia 24-epibrasinolid poprawia plonowanie o 62% a 28-homobrasinolid
0 41%. BR wptywaja u fasoli na zawiazywanie brodawek korzeniowych, powoduja
wzrost zawarto$ci cytokininy (rybozydu trans-zeatyny) oraz aktywno$ci enzymu
nitrogenazy, co taczy si¢ z poprawa wigzania azotu (Upreti i Murti 2004).

W do$wiadczeniu dwuletnim w uprawie polowej uzyskano wzrost plonu
orzeszkdéw ziemnych (Arachis hypogaea L. odm. JL24) z 1,67 t/ha do okoto 2 ton
po opryskach roslin 28-homobrasinolidem w okresie kwitnienia (Ramraj i wsp.
1997). Brasinolid i 24-epibrasinolid w uprawie szklarniowej takze wplywaja na
podwyzszenie plonu orzeszkow ziemnych (odm. ICG 87128), jednoczesnie zwigk-
szajac zawarto$¢ thuszczow 1 weglowodandw w nasionach (Vardhini i Rao 1998).
24-Epibrasinolid, 28-homobrasinolid i brasinolid w stezeniu 0,5 oraz
113 uM u orzeszkéw ziemnych zwigkszajg aktywno$¢ nitrogenazy (poprawiajac
wigzanie azotu) oraz zawigzywanie brodawek korzeniowych, zwigkszajac ich licz-
be z 8 do nawet 27 (Vardhini i Rao 1999).

W  uprawie polowej soczewicy (Lens culinaris L. odm. Pusa-6)
28-homobrasinolid aplikowany poprzez namaczanie nasion (4, 8 i 12 godz.; steze-
nia 10, 10® i 10"° M) powoduje wzrost plonu (Hayat i Ahmad 2003). Plon nasion
zebranych z hektara wzrasta z 1520 do 1702 kg po stosowaniu stezenia 10™ i czasu
namaczania materiatu siewnego 12 godzin. Zwyzkom plonu soczewicy towarzyszy
wzrost aktywnosci reduktazy azotanowej, lecz jednoczesnie akurat u tej odmiany
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obserwowano obnizenie dlugosci korzeni i liczby wytwarzanych brodawek korze-
niowych (Hayat i Ahmad 2003).

W kulturze wazonowej fasoli mung (Vigna radiata L. Wilczek odm. T-44)
przedsiewne moczenie nasion w roztworze 28-homobrasinolidu przez 4 do 12
godzin (stezenie 10, 10° 1 10™* M) poprawia plonowanie, podnoszac mase nasion z
3,8 do nawet 4,7 g na rosling w kulturze wazonowej (Fariduddin i wsp. 2003).
28-Homobrasinolid zwicksza intensywnos¢ fotosyntezy netto, podnosi zawarto$¢
chlorofilu i aktywno$¢ anhydrazy weglanowej katalizujacej odwracalng reakcje
przemian nieorganicznych form wegla (CO, i HCO™) w komérkach (Fariduddin i
wsp. 2003). Pozytywnie dziatajg takze opryski 28-homobrasinolidem u tej ro$liny
prowadzonej w kulturze wazonowej (Fariduddin i wsp. 2004, 2008) oraz podwojna
aplikacja poprzez namaczanie nasion 1 oprysk roslin (Fariduddin i wsp. 2008).
Podstawg wzrostu plonu fasoli mung jest wzrost liczby zawiazywanych przez ro-
sling strakéw (Fariduddin i wsp. 2004, 2008).

W kulturze wazonowej ciecierzycy (Cicer arietinum L. odm. Uday)
28-homobrasinolid stymuluje plonowanie nie tylko w warunkach optymalnych dla
wzrostu, ale takze w warunkach skazenia kadmem (Hasan i wsp. 2008).
28-Homobrasinolid podnosi m.in. aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych - kata-
lazy, peroksydazy i dysmutazy ponadtlenkowej a takze zawarto$¢ proliny.
Zaréwno u ro$lin kontrolnych traktowanych 28-homobrasinolidem, jak i u roslin
dodatkowo stresowanych zanotowano takze wzrost zawartosci chlorofilu w liSciach
oraz zwigkszong ilos¢ azotu w brodawkach korzeniowych towarzyszaca
zwigkszeniu aktywnos$ci nitrogenazy (enzymu katalizujagcego przemiang azotu
atmosferycznego do jonu amonowego (NH,")) i ilosci leghemoglobiny wiazace;
tlen i zapewniajacej warunki beztlenowe do pracy nitrogenazy (Hasan i wsp.
2008). Pod wplywem 28-homobrasinolidu zwicksza sie transport weglowodanow
do brodawek, co moze wzmaga¢ aktywnos¢ bakterii brodawkowych (Hasan i wsp.
2008). Wptyw BR na regulacj¢ transportu cukréw w roslinach Fabaceae potwier-
dzaja takze prace z zastosowaniem '“C-sachrozy (Petzold i wsp. 1992).

U robinii akacjowej, brasinolid po aplikacji dokorzeniowej - polegajacej na
moczeniu korzeni przed wysadzeniem siewek do gleby - stymuluje aktywnosé
enzymow antyoksydacyjnych, podnosi zawarto§¢ proliny i cukrow oraz sprzyja
zatrzymywaniu wody w lisciach w czasie suszy (Li i wsp. 2008). U siewek tego
gatunku obserwowano takze spadek transpiracji i przewodnictwa szparkowego
oraz obnizenie poziomu peroksydacji lipidéw (Li i wsp. 2008).

W doswiadczeniach prowadzonych w Polsce badano oddzialywanie
24-epibrasinolidu na plonowanie, sktad chemiczny nasion (zawarto$¢ bialek, cu-
krow, fitoestrogenow, sktadnikow mineralnych, witamin z grupy E, prowitaminy
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A, sktadu procentowego steroli i kwasow thuszczowych) oraz odpornos¢ na susze
uprawianej w Polsce soi odmiany Aldana i Augusta (Janeczko i wsp. 2009, Janecz-
ko i wsp. 2011 b). Eksperymenty wykonano w warunkach szklarniowych
i poletkowych. Brasinosteroid aplikowano poprzez przedsiewne moczenie nasion
(0,25 mg dm™) i oprysk ro§lin (I mg dm™). W doéwiadczeniu poletkowym
stwierdzono, ze 24-epibrasinolid wptywal na wzrost masy nasion w przeliczeniu na
jedna rosline (od 27-73%) ale efekt ten byt zalezny od odmiany oraz warunkow
wegetacji (wystapienie lub brak czynnika suszy w okresie zawigzywania nasion;
Janeczko i wsp. 2011 b). 24-Epibrasinolid nie wplywat na poziom bialek i cukrow
rozpuszczalnych w nasionach, ale zwigkszal zawarto$¢ fitoestrogenu genisteiny
(Aldana) oraz zmniejszal poziom potasu (Augusta) i wapnia (Aldana). Stwierdzono
niewielki, statystycznie nieistotny wzrost poziomu witamin z grupy E, ale znaczacy
wzrost ilosci prowitaminy A w nasionach soi (nawet do 50% w przypadku zasto-
sowania oprysku 24-epibrasinolidem; Janeczko i wsp. 2009). Stosowanie BR
zmieniato sklad procentowy steroli w sposob silnie zalezny od odmiany, lecz nie
od sposobu aplikacji 24-epibrasinolidu. U Aldany zmniejszat si¢ udziat procentowy
kampesterolu i sitosterolu w puli steroli a rost udziat stigmasterolu. Odwrotne
zjawisko wystepowato w nasionach Augusty. Niewielkie zmiany po zastosowaniu
24-epibrasinolidu obserwowano w przypadku sktadu procentowego kwasow thusz-
czowych u badanej soi (Janeczko i wsp. 2009). W doswiadczeniu przeprow-
adzonym w szklarni, 24-epibrasinolid wykazywat dzialanie na proces fotosyntezy
zachodzacy w lisciach soi odmiany Augusta rosngcej w warunkach suszy.
24-Epibrasinolid powodowal wzrost intensywno$ci asymilacji CO, i sprawnosci
PSII (Janeczko i wsp. 2011 b). Zjawiska tego nie zaobserwowano jednak dla od-
miany Aldana.

Dziatanie 24-epibrasinolidu testowano w warunkach polskich takze u grochu
i tubinu. Doswiadczenia przeprowadzono w sezonie wegetacyjnym 2011, podajac
24-epibrasinolid (0,25-0,5 mg dm™) poprzez przedsiewne moczenie nasion
(24 godziny) oraz oprysk roslin i podlewanie systemu korzeniowego w stadium
kwitnienia ro$lin. Doswiadczenia prowadzono w tunelu foliowym i na poletkach
doswiadczalnych. U grochu i tubinu wptyw 24-epibrasinolidu na wysoko$¢ plonu
byt stabo zaznaczony (dane niepublikowane) lecz istotnie zmieniat si¢ sktad che-
miczny nasion (Biesaga-Kos$cielniak i wsp. 2014, Janeczko i wsp. 2015).
Stwierdzono zmiany zawarto$ci biatka (zalezne od odmiany i warunkéw wzrostu
roslin) oraz wzrost ilo$ci tluszczow ogdlnych w nasionach. Udokumentowano
takze wzrost zawarto$ci witamin gtownie z grupy E, a takze witaminy C 1 prowi-
taminy A.
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W przypadku roslin bobowatych uwaza si¢, ze pozytywne efekty stosowania
regulatorow wzrostu dla osiggniecia poprawy plonowania ze wzgledu na ich
wielokierunkowy wpltyw na rosling oraz zaleznos¢ od gatunku a nawet odmiany
niekoniecznie sa powtarzalne w latach (Prusinski i Borowska 2002). Zaleza one
takze od wieku rosliny, jej stanu fizjologicznego, warunkow siedliskowych itd.
(Prusinski 1 Borowska 2002). Stanowisko to znajduje potwierdzenie takze
w przedstawionych wynikach badan dotyczacych soi, grochu i tubinu.

Ogoblny schemat zmian fizjologiczno-biochemicznych obserwowanych po
zastosowaniu brasinosteroidow u roslin bobowatych przedstawia rycina 16. Czg$¢
ze zmian metabolicznych ujawnia si¢ w szczegoélnosci w warunkach dziatania
czynnikoéw stresowych.

LISCIE
Wazrost zawartosci
chlorofili
Wzrost sprawnosci PSII
Wozrost intensywnosci
fotosyntezy netto
Wazrost aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych
~ Wazrost aktywnosci enzymu

reduktazy azotanowej
i anhydrazy weglanowej

Zwiekszona akumulacja proliny

Wozrost zawartosci cytokinin

ﬁ Wzrost aktywnosci nitrogenazy

Zwiekszenie biomasy czesci
nadziemnych

Zwiekszenie liczby nasion
wytwarzanych przez rosline

odzywczych nasion

Zwiekszenie dtugosci
i masy korzeni oraz liczby
brodawek korzeniowych

KORZEN

Rycina 16. Wazniejsze zmiany fizjologiczno-biochemiczne indukowane po zastosowaniu brasi-
nosteroidéw u roslin z rodziny bobowatych.
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3.4. Charakterystyka mutantow z rodziny Fabaceae o zrdéznicowanej
akumulacji brasinosteroidow i z zaburzeniami w percepcji tych
zwiazkow

Wsrod uprawnych roslin z rodziny bobowatych scharakteryzowano mutan-
ty grochu z zaburzong biosyntezg i percepcja brasinosteroidow (Bishop 2003) oraz
mutanty bobiku z zaburzeniami biosyntezy BR (Fukuta i wsp. 2006).

3.4.1. Groch

Mutanty grochu (/ka i lkb) charakteryzuja si¢ karlowato$cig. Mutant /ka jest
mutantem o zaburzonej percepcji BR i zwigkszonej w zwiagzku z tym akumulacji
kastasteronu (Nomura i wsp. 1999). Mutant /kb jest mutantem z zaburzong biosyn-
tezg brasinosteroidow (Nomura i wsp. 1999). Zaburzenie to wystepuje na bardzo
wczesnym etapie biosyntezy BR i jest zwiazane jeszcze z przemiang steroli tj. za-
blokowaniem przemiany 24-metylenecholesterolu do kampesterolu — gltéwnego
sterolowego prekursora BR (Vriet 1 wsp. 2013). U mutanta tego wystepuje jednak
takze rownolegle zablokowanie syntezy sitosterolu z izofukosterolu (Nomura
1 wsp. 1999). W pracy Nomura i wsp. (1999), przeprowadzono szczegdtowy anali-
z¢ sktadu sterolowego, celem ustalenia znaczenia badanych mutacji lka i lkb dla
metabolizmu steroli u grochu. Badano i porownywano z typem dzikim sktad stero-
lowy nasion, czeéci nadziemnej siewek oraz poszczego6lnych frakcji komorkowych
obu mutantow. Wykazano, ze mutant /ka ma sktad sterolowy, ktéry nie rdzni si¢ od
typu dzikiego. Drastyczne zmiany w sktadzie steroli wystepuja natomiast u mutan-
ta lkb. Zawarto$¢ glownych steroli u typu dzikiego i mutanta /ka (sitosterolu, stig-
masterolu i kampesterolu) jest u lkb zredukowana $rednio kilkadziesiat razy
a dominujacym sterolem w todygach i nasionach jest izofukosterol. Szczegdtowa
analiza dystrybucji steroli pomigdzy frakcje komorkowe (cytoplazmatyczng i
membranowa) wykazata, ze zjawisko to kumuluje si¢ w membranach komoérko-
wych,
a pozostaje niezauwazalne we frakcji cytoplazmatycznej. Fakt ten, zdaniem Nomu-
ra i wsp. (1999), moze mie¢ wplyw na funkcjonalno$¢ membran komorkowych,
zwlaszcza w warunkach stresu. Jednak oba mutanty i typ dziki nie r6znily si¢ zna-
czaco parametrami fizjologiczno-biochemicznymi w doswiadczeniach, w ktérych
poddano je stresowi suszy (Jager i wsp. 2008). Pod wplywem suszy parametry
wzrostowe (wysokos¢, dtugosc¢ lisci czy obwdd todygi) i stgzenie hormonu stresu
(ABA) zmienialy si¢ w podobny sposob u mutantéw i typu dzikiego (Jager i wsp.
2008). Sklonito to Jager i wsp. do zakwestionowania znaczenia BR w procesach
zwiazanych z odpowiedzia na stres suszy u grochu. W powyzszej pracy nie anali-
zowano jednak wysoko$ci plonu omawianych mutantow.
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3.4.2. Bobik

Mutant bobiku z zaburzeniami w biosyntezie brasinosteroidow zostat pozy-
skany przez naswietlanie siewek promieniowaniem gamma. Jako punkt odniesienia
dla mutanta przyjeto ro§liny odmiany Mild Green (typ dziki) (Fukuta i wsp. 2000).
Zaburzenie w produkcji BR niekorzystnie wplyneto na plon nasion bobiku (Vicia
faba). Mutant (nazwany Rinrei) w stosunku do typu dzikiego tego gatunku charak-
teryzuje wystepowanie mniejszych nasion, co jest skorelowane z redukcja wielko-
$ci straka w przypadku stragkow zawierajacych 2-3 nasiona (ryc. 17). W przypadku
strakow z jednym nasionem efekt ten nie wystepuje, co sklonito autoréw do posta-
wienia hipotezy, ze utrudnieniem dla wypetniania nasion jest stabszy wzrost okry-
wy strakow i fizyczne ograniczenie przestrzeni wzrostowej dla nasion. Zjawisko to
jest czesciowo znoszone przez podanie egzogennego brasinolidu (Fukuta i wsp.
2000).

typ dziki mutant Rinrei

Rycina 17. Straki bobiku typu dzikiego oraz mutanta z zaburzeniami biosyntezy brasinosteroi-
dow (Fukuta i wsp. 2006). Przedruk zdjecia za zgodg Annals of Botany i Oxford
University Press.
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4. BRASINOSTEROIDY W PRAKTYCE ROLNICZEJ

Zastosowanie regulatorOw wzrostu i rozwoju w uprawie roslin jest rozpo-
wszechnione na catym $wiecie. Szczegélnie duze znaczenie zyskaly regulatory
przeciwdzialajace np. wyleganiu roslin wiechlinowatych czy regulatory stosowane
w ochronie ro$lin przed patogenami. Mimo znacznego postepu metod inzynierii
genetycznej 1 coraz czestszego wiaczania ich w programy hodowli nowych ulep-
szonych odmian, badania nad nowymi egzogennymi regulatorami wzrostu roslin,
ktoére moga mie¢ znaczenie dla rolnictwa, sa kontynuowane. Szczegolnie interesu-
jace moga by¢ regulatory tzw. ,.ekologiczne”, przez ktore nalezatoby rozumiec
zwigzki o naturalnym pochodzeniu, mogace znalez¢ zastosowanie w preparatach
do ochrony roslin przed stresem i poprawiajace plonowanie w uprawach narazo-
nych na niekorzystne/trudno przewidywalne zmiany §rodowiskowe w czasie wege-
tacji. Istotnymi czynnikami stresowymi obnizajacymi plonowanie roslin upraw-
nych sg coraz czg$ciej wystepujace susze, zasolenie gleb, nagle zmiany temperatu-
ry, czy lokalne podtopienia. W takich przypadkach mozliwo§¢ zastosowania w
uprawie regulatora wzrostu roslin o dzialaniu przeciwstresowym nabiera istotnego
znaczenia. Do tego typu zwigzkow, dos$¢ intensywnie badanych, nalezy od kilku lat
np. osmoprotektant glicyna-betaina (Ashraf i Foolad 2007, Igbal i wsp. 2009), zea-
ralenon (Koscielniak i wsp. 2009) czy hormony steroidowe - brasinosteroidy (Sas-
se 2003, Bajguz i Hayat 2009). Jest to tym istotniejsze, ze post¢p nauki w pracach
nad organizmami modyfikowanymi genetycznie (tzw. GMO), spowodowal, ze
cho¢ ro$liny te sg juz faktem we wspotczesnym rolnictwie, sg one jednoczesnie
przedmiotem publicznej debaty i wielu obaw.

4.1. Brasinosteroidy jako skladniki preparatow w rolnictwie na Swiecie

W wyniku postepu badan nad aktywno$cig brasinosteroidéw u ro$lin, zwiaz-
ki te dotaczyly do grupy regulatoréw o dzialaniu przeciwstresowym/plonotwor-
czym. Eksperymentalnie wykazano, ze egzogenna aplikacja BR indukuje odpor-
no$¢ na czynniki stresowe u wielu gatunkéw, sprzyjajac przyrostom biomasy
i plonowaniu. Powoduje to, ze zwiazki te staly si¢ atrakcyjne jako sktadniki agro-
chemikaliow i w niektorych regionach $wiata sa obecnie stosowane w uprawie.
Na Kubie wykorzystywane sg syntetyczne analogi brasinosteroidow (BIOBRAS-6,
ryc. 4; BIOBRAS-16). Sg one zalecane jako $rodki do zastosowania w uprawach
warzywnych, gdyz stymuluja plonowanie m.in. cebuli, pomidorow, sataty (Nufez
i wsp. 1998, Terry i wsp. 2001, Alfonso i wsp. 2011; ryc. 18).
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Rycina 18. Preparat BIOBRAS-16 jest stosowany na Kubie
w uprawach warzywnych.

Brasinosteroidy wprowadzono do uprawy takze na Biatorusi, w Rosji i
Chinach. Na Biatorusi i w Rosji od 1992 roku stosowany jest w praktyce rolniczej
preparat zawierajacy 24-epibrasinolid pod nazwg EPIN (Khripach i wsp. 2010).
Autorzy przedstawiajg wyniki pozytywnego dziatania tego preparatu na kilkunastu
gatunkach w tym zbozach. Do ciekawszych naleza wyniki $wiadczace o poprawie
plonowania ro$lin przy zmniejszonym nawozeniu NPK a takze zmniejszeniu
pobierania przez rosliny z gleby radioaktywnego cezu i strontu (Khripach i wsp.
2010). Z kolei w Chinach zarejestrowano nastepujace preparaty zawierajace jako
substancj¢ aktywng brasinosteroidy: BR-120 (zawiera 28-homobrasinolid), Nong
Le Li (zawiera 24-epibrasinolid), Bao Min Feng (zawiera syntetyczny analog BR —
TNZ303). Do ciekawszych przyktadow nalezy preparat Tian Feng Su zawierajacy
mieszaning 24-epibrasinolidu i 3-epibrasinolidu zarejestrowany przez Jiangmen
Agricultural Pesticide Chemical Industry Factory (Zhao i Chen 2010). Wiadomo
bowiem, ze brasinosteroidy wykazuja ochronne dzialanie na rosliny poddane opry-
skom pestycydami (Xia i wsp. 2009 a). Istnieje rOwniez szansa na wykorzystanie
BR do zapobiegania chorobom roslin. BR wzmagaja naturalne mechanizmy obrony
ro$lin przed choroba, a wigc dzialaja inaczej niz wigkszo§¢ znanych preparatow
majacych dzialanie stricte bakteriobdjcze lub grzybobojcze (Nakashita i wsp. 2003,
Skoczowski i wsp. 2011). Inne mozliwosci praktycznego wykorzystania BR m.in.
w sadownictwie zostaly omowione w ksigzce pt.: ,,Fizjologia Ro$lin Sadowniczych
Strefy Umiarkowanej” pod redakcja Jankiewicza (2011).
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4.2. Perspektywa zastosowania brasinosteroidow w Polsce

W Polsce najbardziej interesujgca wydaje si¢ perspektywa zastosowania BR
jako regulatorow minimalizujacych skutki wptywu stresow $rodowiskowych na
plon. Z doswiadczen polowych przeprowadzonych w polskich warunkach klima-
tycznych wynika, ze brasinosteroidy maja pozytywny wpltyw na wysoko$¢ plonu w
przypadkach wystgpienia suszy glebowej (Janeczko i wsp. 2010, Janeczko i wsp.
2011Db). Z kolei doswiadczenia szklarniowe pokazaty, ze brasinosteroidy poprawia-
ja przezywalno$¢ zb6z w warunkach niskiej temperatury (mro6z), regulujac gospo-
darke cukrami oraz wspomagajac postresowa regeneracje roslin (Pociecha 1 wsp.
2016, Janeczko - projekt NCN 2013/09/B/NZ9/01653; ryc. 19 A i B).

Stan badan nad BR w Polsce jest obecnie na takim etapie, ze stanowi punkt
wyj$cia do opracowania metod uprawy z uzyciem brasinosteroidow do zastosowa-
nia w praktyce. Konieczne sg jeszcze wieloletnie (3-5 letnie) eksperymenty polowe
z wykorzystaniem wigkszej liczby odmian danego gatunku w celu ustalenia zna-
czenia odmiany i jej interakcji ze zmieniajacymi si¢ rokrocznie warunkami $rodo-
wiska dla stabilno$ci wybranych efektéw wywolywanych przez BR. Ponadto
w przypadku tworzenia preparatow zawierajacych BR nalezy wzig¢ pod uwage
fakt niekorzystnych efektéw fizjologicznych wynikajacych z oddzialywania na
komérki rodlinne rozpuszczalnika BR, jakim w dotychczasowych do$wiadczeniach
zwykle byt etanol lub metanol (problem blizej oméwiony jest w pracy Janeczko
(2011)). Etanol powodujac uszkodzenia membran komorkowych, moze ostabia¢
odpornos¢ roslin na stres biotyczny lub niska temperature. W razie wprowadzania
preparatow zawierajacych BR nalezaloby wigc udowodni¢, ze korzysci wynikajace
z zastosowania BR niwelujg niekorzystne skutki dziatania rozpuszczalnika lub
podja¢ préby zastosowania innego rozpuszczalnika o mniejszym wplywie na pro-
cesy fizjologiczne rosliny. Trudno pomina¢ takze wzgledy ekonomiczne stosowa-
nia BR. Obecnie koszt zarowno dostgpnych komercyjnie brasinosteroidow jak
i synteza chemiczna BR prowadzona przez laboratoria zagraniczne jest wysoki
(10 mg BR to koszt okoto 1000 PLN). Mimo niewielkiej ilosci (np. 0,25mg * dm™)
w jakiej BR wykazuja udokumentowang aktywno$¢ fizjologiczng przy podaniu
egzogennym, opryskanie jednego hektara (roztwér w 300 dm® wody) pochtongtoby
75 mg zwigzku. Na rynku chinskim dostepne sa wprawdzie tanie preparaty sprze-
dawane pod nazwg brasinolidu lub brasinosteroidu, trudno jednak wypowiada¢ si¢
na temat ich sktadu chemicznego. Pozostaje mie¢ nadziej¢, ze w przysztosci uda
si¢ opracowac tansze metody produkcji BR.
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Rycina 19 A. Przezywalno$¢ zyta w temperaturze -17°C (24 godziny) po zastosowaniu jednego
z brasinosteroidow (Pociecha i wsp. 2016). Po lewej kontrola a po prawej zyto po
oprysku 24-epibrasinolidem, ktéry wykonano dzien przed ekspozycja na mroz. Zdjecie
dzigki uprzejmosci E. Pociecha, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie.

ARKADIA BATUTA \\ |
’ \ | ARKADIA BATUTA

Rycina 19 B. Przezywalno$¢ pszenicy ozimej w temperaturze -12°C (24 godziny) po zastoso-
waniu jednego z brasinosteroidéw (Janeczko, projekt NCN 2013/09/B/NZ9/01653). Po
lewej kontrola a po prawej pszenica po oprysku jednym z brasinosteroidow, ktory wy-
konano przed ekspozycja na mréz.
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4.2.1. Zagadnienie toksyczno$ci BR dla czlowieka i owadéw zapylaja-

cych

Zawsze w przypadku traktowania roélin uprawnych réznego typu egzogen-
nymi regulatorami pojawia si¢ pytanie o bezpieczenstwo konsumenta produktow
roslinnych. W przypadku BR nalezy przypomnie¢, ze zardéwno cztowiek jak i zwie-
rzeta (spozywajace produkty pochodzenia roslinnego) a takze owady zbierajace
pytek lub odzywiajace si¢ materialem roslinnym, stykajg si¢ z BR wystepujacymi
w naturze w bardzo réznych ilo$ciach zaleznych od gatunku, fazy rozwojowe;j ro-
$liny czy warunkow w jakich wyrosta itd..

Egzogennie stosowane brasinosteroidy nie powinny stanowi¢ zagrozenia dla
zdrowia czlowieka ze wzgledu na bardzo niskie dawki polowe oraz przemiany,
jakim podlegaja w roslinach po wilaczeniu w metabolizm (Ramraj i wsp. 1997,
Bajguz i Tretyn 2003). Specjalistyczne badania pokazuja, ze LDs, dla 24-
epibrasinolidu wynosi przy podaniu doustnym ponad 1000 mg na kilogram masy
ciata myszy i1 ponad 2000 mg na kilogram masy szczura Bajguz i wsp. (2013).
Tymczasem w przypadku aplikacji polowej dawka stosowanych BR bytaby rzgdu
75 mg na caty hektar. BR nie wykazuja dzialania mutagennego, nie wywotuja tak-
ze podraznienia oczu w testach na krélikach (24-epibrasinolid, 0,01%) i nie maja
dzialania teratogennego u szczuréw nawet w dawce 1000 mg na kilogram masy
ciala (Bajguz i wsp. 2013). Nalezy podkresli¢ ponadto ze, egzogenne BR nie sg
akumulowane w zawigzywanych nasionach (Janeczko i wsp. 2010; Janeczko 1 wsp.
2011b), a ich pobieranie/transport w roslinie po egzogennej aplikacji, jesli zacho-
dzi, to dotyczy ilosci pozostajacych w granicach norm fizjologicznych (Janeczko
i Swaczynova 2010, Janeczko i wsp. 2011a). Nie obserwowano pobiera-
nia/transportu egzogennych BR w ilosci np. 1000 razy przekraczajacych naturalny
poziom.

Sprawa szkodliwosci BR w przypadku ich egzogennego stosowania na rosli-
ny jest istotna takze dla owadoéw zapylajacych. W przypadku zbo6z nie ma to zna-
czenia, natomiast w przypadku obcopylnych roslin dwuliciennych by¢ moze warto
zwrdci¢ uwage na faze rozwojowa rosliny, w ktorej BR bylby stosowany. Oprysk
w fazie kwitnienia teoretycznie mogtby by¢ niekorzystny dla owadow zapylaja-
cych ze wzgledu na to, ze niektoérzy autorzy stwierdzili antyekdysteroiodowe (ek-
dysteroidy reguluja rozw6j owadow) dzialanie BR (Lehmann i wsp. 1988),
z drugiej jednak strony wedtug innych badan efekty takie nie wystepuja (Dinan
i wsp. 2001).
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4.3. Wykorzystanie w rolnictwie mutantéw oraz roslin transgenicz-
nych z zaburzeniami biosyntezy lub percepcji BR

Mimo korzystnych efektow stosowania BR w uprawie, niektorzy badacze
wyliczaja wady egzogennego stosowania tych zwigzkow, takie jak: zaleznos¢ efek-
tow od dawki, fazy rozwojowej rosliny, warunkow pogodowych czy sposobu apli-
kacji (Hola i wsp. 2010). Wielu badaczy dostrzega wigksze szanse wykorzystania
wlasciwosci brasinosteroidow w rolnictwie poprzez tworzenie odmian o zmo-
dyfikowanej (zwykle zwigkszonej) zawarto$ci tych steroidow lub odmian z
niewielkimi zaburzeniami percepcji BR (Divi i Kriszna 2009, Vriet i wsp. 2012,
Zhang i wsp. 2014).

. . o p:i;n-éwania
Manipulacja

; i odpornosci na stres
endogennymi BR

(tworzenie nowych odmian z
wykorzystaniem mutantéw
spontanicziych, indukowanych

i roslin transgenicznych) :
uzyskanie form
karlowych i form

BR w rolnictwie
i o zmienionym pokroju
wy

Zastosowanie
egzogennych BR

oraz jakosé plonu

Rycina 20. Kierunki dziatan zwiagzane z wykorzystaniem potencjatu brasinosteroidow w rolnic-
twie.

W Japonii i Korei pierwsze pot-kartowe mutanty jeczmienia (uzu) juz w la-
tach trzydziestych stanowity odpowiednio 70% i ponad 30% areatu uprawy jecz-
mienia (Saisho i wsp. 2004). Mutanty te charakteryzuja si¢ sztywna todyga i sa
nizsze od tzw. formy dzikiej o 20% (Saisho i wsp. 2004). W latach 1960-1970
jedna z linii uzu (Chibadamai) o wysokosci roslin nieprzekraczajacej 60 cm upra-
wiana byta na 200 000 ha w Chinach. Rozw¢j technik genetyki molekularnej po-
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zwolit stosunkowo niedawno ustali¢, ze mutanty wzu maja zaburzenia wlasnie
W percepcji brasinosteroidow.

Z kolei zdaniem Zhang i wsp. (2014), wykorzystanie metod inzynierii gene-
tycznej w celu modulowania poziomu brasinosteroidow w ro$linie lub zmian
w szlakach transdukcji sygnalu pochodzacego od receptora BR jest bardzo obiecu-
jace dla tzw. molekularnej hodowli ryzu. Mozna w ten sposdb uzyska¢ odmiany
chrakteryzujace si¢ zwigkszonym plonowaniem, korzystnymi z punktu widzenia
produkcji zmianami w pokroju ro$lin (kat ustawienia lisci) czy karlowatos$cia.

Na rycinie 20 przedstawiono mozliwe kierunki dzialan zwigzane z wykorzy-
staniem potencjatu brasinosteroidow w rolnictwie. Niezaleznie od tego, ktory
kierunek zwyciezy juz obecnie brasinosteroidy sa przez niektorych autorow
okreslane mianem regulatoréw 21 wieku (Khripach i wsp. 2000, Hayat i wsp.
2010).



-65-

5. SPIS LITERATURY

Abe H., Nakamura K., Morishita T., Uchiyama M., Takatsuto S., Ikekawa N. 1984. Endog-
enous brassinosteroids of the rice plant: castasterone and dolichosterone. Agric. Biol.
Chem. 48: 1103-1104.

Abe H., Takatsuto S., Nakayama M., Yokota T. 1995 a. 28-Homotyphasterol, a new natural
brassinosteroid from rice (Oryza sativa L.) bran. Biosci. Biotech. Biochem. 59:
176-178.

Abe H., Takatsuto S., Okuda R., Yokota T. 1995 b. Identification of castasterone, 6-
deoxocastasterone, and typhasterol in the pollen of Robinia pseudo-acacia L. Biosci.
Biotech. Biochem. 59: 309-310.

Adam G., Marquardt V. 1986. Brassinosteroids. Phytochemistry 25: 1787-1799.

Ali B, Hayat S., Hasan A.S., Ahmad A. 2006. Effect of root applied 28-homobrassinolide
on the performance of Lycopersicon esculentum. Sci. Hort. 110: 267-273.

Ali Q., Athar H., Ashraf M. 2008. Modulation of growth, photosynthetic capacity and water
relations in salt stressed wheat plants by exogenously applied 24-epibrassinolide. Plant
Growth Regul. 56: 107-116.

Ali S.S., Gunupuru L.R., Kumar G.B.S., Khan M., Scofield S., Nicholson P., Doohan F.M.
2014. Plant disease resistance is augmented in uzu barley lines modified in the brassi-
nosteroid receptor BRI1. BMC Plant Biol. 14: 227-241.

Alfonso, E.T., Padron J.R., Peraza T.T., Escobar L.R., Diaz de Armas M.M. 2011. Respu-
esta del cultivo de la lechuga (Lactuca sativa L.) a la aplicacion de diferentes produc-
tos bioactivos. Cult. Tropic.. 32: 77-82.

Antonchick A., Svatos A., Schneider B., Konstantinova O.V., Zhabinskii V.N., Khripach
V.A. 2005. 2,3-Epoxybrassinosteroids are intermediates in the biosynthesis of cas-
tasterone in seedlings of Secale cereale. Phytochemistry 66: 65-72.

Antonchick A.P., Schneider B., Zhabinskii V.N., Konstantinova O.V., Khripach V.A. 2003.
Biosynthesis of 2,3-epoxybrassinosteroids in seedlings of Secale cereale. Phytochemis-
try 63: 771-776.

Anuradha S., Rao S.S.R. 2003. Application of brassinosteroids to rice seeds (Oryza sativa
L.) reduced the impact of salt stress on growth, prevented photosynthetic pigment loss
and increased nitrate reductase activity. Plant Growth Reg. 40: 29-32.

Arora N., Bhardwaj R., Sharma P., Arora H.K. 2008. 28-Homobrassinolide alleviates oxi-
dative stress in salt treated maize (Zea mays L.) plants. Braz. J. Plant Physiol.,
20:153-157.

Asahina M., Tamaki Y., Sakamoto T., Shibata K., Nomura T., Yokota T. 2014. Blue light-
promoted rice leaf bending and unrolling are due to up-regulated brassinosteroid bio-
synthesis genes accompanied by accumulation of castasterone. Phytochemistry 104:
21-29.

Asakawa S., Abe H., Nishikawa N., Natsume M., Koshioka M. 1996. Purification and iden-
tification of new acyl-conjugated teasterones in lily pollen. Biosci. Biotech. Biochem.
60: 1416-1420.

Asami T., Yoshida S. 1999. Brassinosteroid biosynthesis inhibitors. Trends Plant Sci. 4:
348-353.



-66-

Asami T., Min Y.K., Nagata N., Yamagishi K., Takatsuto S., Fujioka S., Murofushi N.,
Yamaguchi 1., Yoshida S. 2000. Characterization of brassinazole, a triazole-type
brassinosteroid biosynthesis inhibitor. Plant Physiol. 123: 93-100.

Ashraf M., Foolad M.R. 2007. Roles of glycine betaine and proline in improving plant
abiotic stress resistance. Environ. Exp. Bot. 59: 206-216.

Azpeitia A., Chan J.L., Saenz L., Oropeza C. 2003. Effect of 22(S),23(S)-homobrassinolide
on somatic embryogenesis in plumule explants of Cocos nucifera (L.) cultured in vitro.
J. Hort. Sci. Biotech. 78: 591-596.

Baba J., Yokota T., Takahashi N. 1983. Brassinolide-related new bioactive steroids from
Dolichos lablab seed. Agric. Biol. Chem. 47: 659-661.

Bajguz A, Tretyn A. 2003. Brassinosteroidy — hormony roslinne. Wydawnictwo UMK
Torun 2003.

Bajguz A. 2007. Metabolism of brassinosteroids in plants. Plant Physiol. Biochem. 45:
95-107.

Bajguz A., Hayat S. 2009. Effects of brassinosteroids on the plant responses to environ-
mental stresses. Plant Physiol. Biochem. 47: 1-8.

Bajguz A., Bajguz A.J., Tryniszewska E.A. 2013. Recent advanced in medicinal applica-
tions of brassinosteroids, a group of plant hormones. Rozdzial w ksigzce “Studies in
Natural Products Chemistry” (ed. Atta-ur-Rahman F.R.S.), Wydawnictwo Elsevier.

Biesaga-Koscielniak J., Dziurka M., Ostrowska A., Mirek M., Koscielniak J., Janeczko. A.
2014. Brassinosteroid improves content of antioxidants in seeds of selected leguminous
plants. Austral. J. Crop Sci. 8: 378-388.

Bishop G.J. Brassinosteroid mutants of crops. 2003. J. Plant Growth Regul. 22: 325-335.

Braun P., Wild A. 1984. The influence of brassinosteroid on growth and parameters of
photosynthesis of wheat and mustard plants. J. Plant Physiol.116: 189-196.

Callow R.K., Young F.G. 1936. Relations between optical rotatory power and constitution
in the steroids. Proc. Royal Society A 157 (890): 194-212.

Chono M., Honda I., Zeniya H., Yoneyama K., Saisho D., Takeda K., Takatsuto S.,
Hoshino T., Watanabe Y. 2003. A semi-dwarf phenotype of barley uzu results from a
nucleotide substitution in the gene encoding a putative brassinosteroid receptor. Plant
Physiol. 133: 1209-1219.

Chung Y., Choe S. 2013. The regulation of brassinosteroid biosynthesis in Arabidopsis.
Critical Rev. Plant Sci. 32: 396-410.

Clouse S.D. 1998. Brassinosteroids: essential regulators of plant growth and development.
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 49: 427-451.

Dhaubhadel S., Browning K.S., Gallie D.R., Krishna P. 2002. Brassinosteroid functions to
protect the translational machinery and heat-shock protein synthesis following thermal
stress. Plant J. 29: 681-691.

Dhaubhadel S., Chaudhary S., Dobinson K. F., Krishna P. 1999. Treatment with 24-
epibrassinolide, a brassinosteroid, increases the basic thermotolerance of Brassica na-
pus and tomato seedlings. Plant Mol. Biol. 40: 333-342.

Dinan L., Bourne P.C., Meng Y., Sarker S.D., Tolentino R.B., Whiting P. 2001. Assess-
ment of natural products in the Drosophila melanogaster BII cell bioassay for ecdyster-
oid agonist and antagonist activities. Cel. Mol. Life Sci. 58: 321-342.

Divi U.K., Krishna P. 2009. Brassinosteroid: a biotechnological target for enhancing crop
yield and stress tolerance. New Biotechnol. 26: 131-136.



-67-

Dockter C., Gruszka D., Braumann 1., Druka A. Druka I., Franckowiak J., Gough S. P.,
Janeczko A., Kurowska M., Lundqvist J., Lundqvist U., Marzec M., Matyszczak I.,
Miiller A. H., Oklestkova J., Schulz B., Zakhrabekova S., Hansson M. 2014. Induced
variations in brassinosteroid genes define barley height and sturdiness, and expand the
“Green Revolution" genetic toolkit. Plant Physiol. 166: 1912-1927.

El-Khallal S.M., Hathout T.A., Ashour, A.R.A., Kerrit A.A. 2009. Brassinolide and salicyl-
ic acid induced growth, biochemical activities and productivity of maize plants grown
under salt stress. Res. J. Agric. Biol. Sci. 5: 380-390.

Esposito D., Komarnytsky S., Shapses S., Raskin I. 2011. Anabolic effect of plant brassino-
steroid. FASEB J. 25:3708-371.

Fariduddin Q., Ahmad A., Hayat S. 2003. Photosynthetic response of Vigna radiata to pre-
sowing seed treatment with 28-homobrassinolide. Photosynthetica 41: 307-310.

Fariduddin Q., Ahmad A., Hayat, S. 2004. Response of Vigna radiata to foliar application
of 28-homobrassinolide and kinetin. Biol. Plant. 48: 465-468.

Fariduddin Q., Hasan S.A., Ali B., Hayat S., Ahmad A. 2008. Effect of modes of applica-
tion of 28-homobrassinolide on mung bean. Turk. J. Biol. 32: 17-21.

Fariduddin Q., Khanam S., Hasan S.A., Ali B., Hayat S., Ahmad A. 2009. Effect of 28-
homobrassinolide on the drought stress-induced changes in photosynthesis and antiox-
idant system of Brassica juncea L. Acta Physiol. Plant 31: 889-897.

Farooq M., Wahid A., Basra S.M.A., Islam-ud-Din 2009. Improving water relations and
gas exchange with brassinosteroids in rice under drought stress. J. Agron. Crop Sci.
195: 262-269.

Fujii S., Saka H. 2001. Distribution of assimilates to each organ in rice plants exposed to a
low temperature at the ripening stage, and the effect of brassinolide on the distribution.
Plant Prod. Sci. 4: 136-144.

Fujioka S., Yokota T. 2003. Biosynthesis and metabolism of brassinosteroids. Annu. Rev.
Plant Biol. 54: 137-164.

Fukuta N., Fukuzono K., Kawaide H., Abe H., Nakayama M. 2006. Physical restriction of
pods causes seed size reduction of a brassinosteroid-deficient faba bean (Vicia faba).
Ann Bot. 97: 65-69.

Gamoh K., Okamoto N., Takatsuto, S. Tejima I. 1990. Determination of traces of natural
brassinosteroids as dansylaminophenylboro-nates by liquid chromatography with fluo-
rimetric detection. Anal. Chim. Acta 228: 101-105, za: Bajguz A., Tretyn A. 2003. The
chemical characteristic and distribution of brassinosteroids in plants. Phytochemistry
62: 1027-1046.

Gamoh K., Omote K., Okamoto N., Takatsuto S. 1989. High-performance liquid chroma-
tography of brassinosteroids in plants with derivatization using 9-phenanthreneboronic
acid. J. Chromatogr. 469: 424-428, za: Bajguz A., Tretyn A. 2003. The chemical char-
acteristic and distribution of brassinosteroids in plants. Phytochemistry 62: 1027-1046.

Goddard R., Peraldi A., Ridout C., Nicholson P. 2014. Enhanced disease resistance caused
by BRI1 mutation is conserved between Brachypodium distachyon and Barley (Horde-
um vulgare). Mol. Plant Microbe Interact. 27:1095-1106.

Gomes M.M.A., Campostrini E., Leal N.R., Viana A.P., Ferraz T.M., Siqueira L.N., Rosa
R.C.C,, Netto A. T., Nufiez-Vazquez M., Zullo M.A.T. 2006. Brassinosteroid analogue
effects on the yield of yellow passion fruit plants (Passiflora edulis f. flavicarpa). Sci.
Hort. 110: 235-240.



-68-

Grove M.D., Spencer G.F., Rohwedder W.K., Mandava N., Worley J.F., Warthen J.D.
Steffens G.L., Flippen-Anderson J.L., Cook J.C. 1979. Brassinolide, a plant growth-
promoting steroid isolated from Brassica napus pollen. Nature 281: 216-217.

Gruszka D., Maluszynski M. 2010. Brasinosteroidy — struktura chemiczna, genetyczne
podstawy biosyntezy i transdukcji sygnatu oraz funkcje fizjologiczne. Post. Biol. Kom.
37:381-407.

Gruszka D., Szarejko 1., Maluszynski M. 2011 a. New allele of HvBRI1 gene encoding
brassinosteroid receptor in barley. J. Appl. Gen. 52: 257-268.

Gruszka D., Szarejko 1., Maluszynski M. 2011 b. Identification of barley DWARF gene
involved in brassinosteroid synthesis. Plant Growth Regul. 65: 343-358.

Gururani M.A, Venkatesh J., Tran L.S.P. 2015. Regulation of photosynthesis during abiotic
stress-induced photoinhibition. Mol. Plant 8: 1304 - 1320.

Hartwig T., Chuck G.S., Fujioka S., Klempien A., Weizbauer R., Potluri D.P.V., Choe S.,
Johal G.S., Schulz B. 2011. Brassinosteroid control of sex determination in maize.
PNAS 108: 19814-19819.

Hasan S.A., Hayat S., Ali B., Ahmad A. 2008. 28-Homobrassinolide protects chickpea
(Cicer arietinum) from cadmium toxicity by stimulating antioxidants. Environ. Pollut.
151: 60-66.

Hayat S., Ahmad A. 2003. Soaking seeds of Lens culinaris with 28-homobrassinolide in-
creased nitrate reductase activity and grain yield in the field in India. Ann. Appl. Biol.
143: 121-124.

Hayat S., Ali B., Hasan S.A., Ahmad A. 2007. Effect of 28-homobrassinolide on salinity-
induced changes in Brassica juncea. Turk. J. Biol. 31: 141-146.

Hayat S., Ahmad A., Fariduddin Q. 2010. Brassinosteroids: a regulator of 21* century. IN:
Brassinosteroids — Bioactivity and Crop Productivity 2010 by Hayat S and Ahmad A.
Kluwer Academic Publishers Dordrecht/Boston/London; pp 189-230.

Hnilicka F., Hnilickova H., Martinkova J., Blaha L. 2007. The influence of drought and the
application of 24-epibrassinolide on the formation of dry matter and yield in wheat.
Cereal Res. Comm. 35: 457-460.

Hnili¢ka F., Hnili¢kova H., Blaha L. 2008. The effect of 24-epibrassinolide on gases ex-
change of wheat. Ital. J. Agron./Riv. Agron. 3 Suppl.:451-452.

Hnilicka F., Hnilickova H., Martinkova J., Blaha L., Kadlec P. 2009. Impact of 24-
epibrassinolide on chemical structure and energy content in wheat grain. ISSN 1648-
116X LZUU MOKSLO DARBAL. 83 (36) BIOMEDICINOS MOKSLAI pp: 17-22.

Hola D., Rothova O., Kocova M., Kohout L., Kvasnica M. 2010. The effect of brassino-
steroids on the morphology, development and yield of field-grown maize. Plant
Growth Regul. 61:29-43.

Honnerova J., Rothova O., Hold D., Kocova M., Kohout L., Kvasnica M. 2010. The Exog-
enous Application of Brassinosteroids to Zea mays (L.) Stressed by Long-Term
Chilling Does Not Affect the Activities of Photosystem 1 or 2. J Plant Growth Regul.
29: 500-505.

Hothorn M., Belkhadir Y., Dreux M., Dabi T., Noel J.P., Wilson I.A., Chory J. 2011. Struc-
tural basis of steroid hormone perception by the receptor kinase BRI1. Nature. 474:
467-471.

Ikekawa N., Nishiyama F., Fujimoto Y. 1988. Identification of 24-epibrassinolide in bee
pollen of the broad bean, Vicia faba L. Chem. Pharm. Bull. 36: 405-407.



-69-

Igbal N., Ashraf M., Ashraf M.Y. 2009. Influence of exogenous glycine betaine on gas
exchange and biomass production in sunflower (Helianthus annuus L.) under water
limited conditions. J. Agron. Crop Sci. 195: 420-426.

Jager C.E., Symons G.M., Ross J.J., Reid J.B. 2008. Do brassinosteroids mediate the water
stress response? Physiol. Plant. 133: 417-425.

Janeczko A. 2011. The significance of ethanol as a hormone solvent in experiments on the
physiological activity of brassinosteroids. W “Brassinosteroids: A Class of Plant Hor-
mone” (Hayat S., Ahmad A. (Ed)) Springer Science (Netherlands)+Business Media
B.V., chapter 13, pp.: 361-374.

Janeczko A., Biesaga-Koscielniak J., Dziurka M. 2009. 24-Epibrassinolide modifies seed
composition in soybean, oilseed rape and wheat. Seed Sci. Technol. 37: 625-637.

Janeczko A., Oklestkova J., Pociecha E., Koscielniak J., Mirek M. 2011 a. Physiological
effects and transport of 24-epibrassinolide in heat-stressed barley. Acta Physiol. Plant.
(33:1249-1259).

Janeczko A., Biesaga-Koscielniak J., Dziurka M., Oklestkova J., Kocurek M., Szarek-
Fukaszewska G., Janeczko Z. 2011 b. Response of Polish cultivars of soybean (Glycine
max (L.) Merr.) to brassinosteroid application. Acta Scient. Pol. (Agricultura) 10:
33-50.

Janeczko A., Biesaga-Koscielniak J., Oklestkova J., Filek M., Dziurka M., Szarek-
Lukaszewska G., Koscielniak J. 2010. Role of 24-epibrassinolide in wheat production:
physiological effects and uptake. J. Agron. Crop Sci. 196: 311-321.

Janeczko A., Filek W., Biesaga-Koscielniak J., Marcinska 1., Janeczko Z. 2003. The influ-
ence of animal sex hormones on the induction of flowering in Arabidopsis thaliana:
comparison with the effect of 24-epibrassinolide. Plant Cell Tiss. Org. Cult.. 72:
147-151.

Janeczko A., Gullner G., Skoczowski A., Dubert F., Barna B. 2007. Effects of brassinoster-
oid infiltration prior to cold treatment on ion leakage and pigment contents in rape
leaves. Biol. Plant. 51: 355-358.

Janeczko A., Koscielniak J., Pilipowicz M., Szarek-tukaszewska G., Skoczowski A. 2005.
Protection of winter rape photosystem II by 24 - epibrassinolide under cadmium stress.
Photosynthetica 43: 293-298.

Janeczko A., Swaczynova J. 2010. Endogenous brassinosteroids in wheat treated with 24-
epibrassinolide. Biologia Plant. 54: 477-482.

Janeczko A., Dziurka M., Ostrowska A., Biesaga-Koscielniak J., Koscielniak J. 2015. Im-
proving vitamin content and nutritional value of legume yield through water and hor-
monal seed priming. Legume Res. 38: 185-193.

Janeczko A., Gruszka D., Pociecha E., Dziurka M., Filek M., Jurczyk B., Kalaji H.M.,
Kocurek M., Waligorski P. 2016. Physiological and biochemical characterisation of
watered and drought-stressed barley mutants in the HYDWARF gene encoding C6-
oxidase involved in brassinosteroid biosynthesis. Plant Physiol. Biochem. 99: 126-141.

Jorgensen K., Rasmussen A.V., Morant M., Nielsen A.H., Bjarnholt N., Zagrobelny M.,
Bak S., Mgller B.L. 2005. Metabolon formation and metabolic channeling in the bio-
synthesis of plant natural products. Curr. Opin. Plant Biol. 8: 280-291.

Jankiewicz L.S, Lipecki J. 2011. Fizjologia Roslin Sadowniczych Strefy Umiarkowanej
PWN Warszawa 2011.



-70-

Joo S.H., Jang M.S., Kim M.K., Lee J.E., Kim S.K. 2015. Biosynthetic relationship be-
tween C,g-brassinosteroids and C,g9-brassinosteroids in rice (Oryza sativa) seedlings.
Phytochemistry 111:84-90.

Khripach N.B. 2010. New practical aspects of brassinosteroids and results of their ten-year
agricultural use in Russia and Belarus. IN: Brassinosteroids — Bioactivity and Crop
Productivity 2010 by Hayat S and Ahmad A. Kluwer Academic Publishers Dor-
drecht/Boston/London; pp 189-230

Khripach V.A., Zhabinskii V.N., De Groot A. 2000 Annals of Botany 86: 441-447, Twenty
years of brassinosteroids: steroidal plant hormones warrant better crops for the XXI
century.

Kim S.K., Yokota T., Takahashi N. 1987. 25-Methyldolichosterone, a new brassinosteroid
with a tertiary butyl group from immature seed of Phaseolus vulgaris. Agric. Biol.
Chem. 51: 2303-2305.

Kim T.W., Chang S.C., Lee J.S., Takatsuto S., Yokota T., Kim S.K. 2004. Novel biosyn-
thetic pathway of castasterone from cholesterol in tomato. Plant Physiol. 135: 1231-
1242.

Kim T.W., Park S.H., Han K.S., Choo J., Lee J.S., Hwang S., Kim S.K. 2000. Occurrence
of teasterone and typhasterol, and their enzymatic conversion in Phaseolus vulgaris.
Bull. Korean Chem. Soc. 21: 373-374.

Kim Y.S., Joo S.H., Hwang J.Y., Park C.H., Kim S.K. 2006. Characterization of C,y-
brassinosteroids and their biosynthetic precursors in immature seeds of Phaseolus vul-
garis. Bull. Korean Chem. Soc. 27: 1117-1118.

Kim Y.S., Kim T.W., Kim S.K. 2005. Brassinosteroids are inherently biosynthesized in the
primary roots of maize, Zea mays L. Phytochemistry 66: 1000-1006.

Kolbe A., Schneider B., Porzel A., Schmidt J., Adam G. 1995. Acyl-conjugated metabolites
of brassinosteroids in cell suspension cultures of Ornithopus sativus. Phytochemistry
38: 633-636.

Koscielniak J., Biesaga-Kos$cielniak J., Janeczko A., Filek W., Kalaji H.M. 2009. Can the
Giberella zeae toxin zearalenone affect the photosynthetic productivity and increase
yield formation in spring wheat and soybean plants? Photosynthetica 47: 586-594.

Krishna P. 2003. Brassinosteroid-mediated stress responses. J Plant Growth Regul. 22: 289-
297.

Lehmann M., Vorbrodt H-M, Adam G., Koolman J. 1988. Antiecdysteroid activity of
brassinosteroids. Experientia 44: 355-356

Li K.R., Wang H.H., Han G., Wang Q.J., Fan J. 2008. Effects of brassinolide on the surviv-
al, growth and drought resistance of Robinia pseudoacacia seedlings under water-
stress. New For. 35: 255-266.

Makarevitch 1., Thompson A., Muehlbauer G.J., Springer N.M. 2012. Brdl gene in maize
encodes a brassinosteroid C-6 oxidase. PLoS ONE 7: €30798.

Malikova J., Swaczynova J., Kolar Z., Strnad M. 2008. Anticancer and antiproliferative
activity of natural brassinosteroids. Phytochemistry 69: 418-426.

Mandava N.B. 1988. Plant growth-promoting brassinosteroids. Annu. Rev. Plant Physiol.
Plant Mol. Biol. 39: 23-52.

Mazorra L. M., Nunez M., Napoles M. C., Yoshida S., Robaina C., Coll F., Asami T. 2004.
Effects of structural analogs of brassinosteroids on the recovery of growth inhibition by
a specific brassinosteroids biosynthesis inhibitor. Plant Growth Regul. 44: 183—185.



-71-

Mitchell J.W., Mandava N. B., Worley J. F., Plimmer J. R., Smith M. V. 1970. Brassins - a
new family of plant hormones from rape pollen. Nature 225: 1065-1066.

Morillon R., Catterou M., Sangwan R.S., Sangwan B.S., Lassalles J.P. 2001. Brassinolide
may control aquaporin activities in Arabidopsis thaliana. Planta 212: 199-204.

Morinaka Y., Sakamoto T., Inukai Y., Agetsuma M., Kitano H., Ashikari M., Matsuoka M.
2006. Morphological alteration caused by brassinosteroid insensitivity increases the bi-
omass and grain production of rice. Plant Physiol. 141: 924-931.

Nakashita H., Yasuda M., Nitta T., Asami T., Fujioka S., Arai Y., Sekimata K., Takatsuto
S., Yamaguchi 1., Yoshida S. 2003. Brassinosteroid functions in a broad range of dis-
ease resistance in tobacco and rice. Plant J. 33: 887-898.

Nishikawa N., Toyama S., Shida A., Futatsuya F. 1994. The uptake and the transport of
"*C-labeled epibrassinolide in intact seedlings of cucumber and wheat. J. Plant Res.
107: 125-130.

Nithila S., Amutha R., Muthulaksmi S., Baby Rani W., Indira K., Mareeswari P. 2007.
Influence of seed treatment on growth and yield of finger millet (Eleusine coracana
L.). Res. J. Agric. Biol. Sci. 3: 252-254.

Nomura T., Kitasaka Y., Takatsuto S., Reid J.B., Fukami M., Yokota T. 1999. Brassino-
steroid/sterol synthesis and plant growth as affected by /ka and /kb mutations of pea.
Plant Physiol. 119: 1517-1526.

Nufiez M., Sosa J.L., Alfonso J.L., Coll F. 1998. Influencia de dos nuevos biorreguladores
cubanos en el rendimiento de plantas de cebolla (4//ium cepa) cv. Red Creaole. Cult.
Tropic. 19: 21-24.

Nuilez M., Mazzafera P., Mazorra L.M., Siqueira W.J., Zullo M.A.T. 2003. Influence of
a brassinosteroid analogue on antioxidant enzymes in rice grown in culture medium
with NaCl. Biol. Plant. 47: 67-70.

Oren 1., Fleishman S.J., Kessel A., Ben-Tal N. 2004. Free diffusion of steroid hormones
across biomembranes: a simplex search with implicit solvent model calculations.
Biophys. J. 87: 768-779.

Park K.H., Park J.D., Hyun K.H., Nakayama M., Yokota T. 1994 a. Brassinosteroids and
monoglycerides with brassinosteroidlike activity in immature seeds of Oryza sativa
and Perilla frutescens and in cultured cells of Nicotiana tabacum. Biosci. Biotech. Bi-
ochem. 58: 2241-2243.

Park K.H., Park J.D., Hyun K.H., Nakayama M., Yokota T. 1994 b. Brassinosteroids and
monoglycerides in immature seeds of Cassia fora as the active principles in the rice
lamina inclination bioassay. Biosci. Biotech. Biochem. 58: 1343-1344.

Park K.H., Yokota T., Sakurai A., Takahashi N. 1987. Occurrence of castasterone,
brassinolide and methyl 4-chloroindole 3-acetate in immature Vicia faba seeds. Agric.
Biol. Chem. 54: 3081-3086.

Park S.C., Kim T.W., Kim S.K. 2000. Identification of brassinosteroids with 24R-methyl in
immature seeds of Phaseolus vulgaris. Bull. Korean Chem. Soc. 21: 1274-1276.

Petzold U., Peschel S., Dahse 1., Adam G. 1992. Stimulation of source-applied '*C-sucrose
export in Vicia faba plants by brassinosteroids, GA; and IAA. Acta Bot. Neerl. 41:
469-479.

Pociecha E., Dziurka M., Oklestkova J., Janeczko A. 2016. Brassinosteroids increase win-
ter survival of winter rye (Secale cereale L.) by affecting photosynthetic capacity and



-72-

carbohydrate metabolism during the cold acclimation process. Plant Growth Regul., w
druku (DOI 10.1007/510725-016-0149-z).

Prusinski J., Borowska M. 2002. Potencjal biologiczny roslin straczkowych i jego wyko-
rzystanie. Cz. 1. Zastosowanie regulator6w wzrostu w uprawie roslin stragczkowych.
Hod. Rosl. i Nas. 2: 2-7.

Pullman G.S., Zhang Y., Phan B.H. 2003. Brassinolide improves embryogenic tissue initia-
tion in conifers and rice. Plant Cell Rep. 22: 96-104.

Pustovoitova T.N., Zhdanova N.E., Zholkevich V.N. 2001. Epibrassinolide increases plant
drought resistance. Dokl Biochem. Biophys. 376: 36-38.

Ramraj V.M., Vyas B.N., Godrej N.B., Mistry K.B., Swami B.N., Singh N. 1997. Effects
of 28-homobrassinolide on yields of wheat, rice, groundnut, mustard, potato and cot-
ton. J. Agricult. Sci. 128: 405-413.

Rothova O., Hola D., Kocova M., Timova L., Hnilicka F., Hnilickova H., Kamlar M.,
Macek T. 2014. 24-Epibrassinolide and 20-hydroxyecdysone affect photosynthesis dif-
ferently in maize and spinach. Steroids 85:44-57.

Saini S., Sharma 1., Pati P.K. 2015. Versatile roles of brassinosteroid in plants in the con-
text of its homoeostasis, signaling and crosstalks. Front. Plant Sci. 6:950.

Sairam R.K. 1994 a. Effects of homobrassinolide application on plant metabolism and grain
yield under irrigated and moisture-stress conditions of two wheat varieties. Plant
Growth Regul. 14: 173-181.

Sairam R.K. 1994 b. Effect of homobrassinolide application on metabolic activity and grain
yield of wheat under normal and water-stress condition. J. Agron. Crop Sci. 173:
11-16.

Saisho D., Tanno K., Chono M., Honda I., Kitano H., Takeda K. 2004. Spontaneous
brassinolide-insensitive barley mutants “uzu” adapted to East Asia. Breed. Sci. 54:
409-416.

Sasaki H. 2002. Brassinolide promotes adventitious shoot regeneration from cauliflower
hypocotyl segments. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 71: 111-116.

Sasse J.M. 1997. Recent progress in brassinosteroid research. Physiol. Plant. 100: 696-701.

Sasse J.M. 2003. Physiological actions of brassinosteroids: an update. J. Plant Growth Reg-
ul. 22: 276-288.

Schaefer S., Medeiro S. A., Ramirez J. A., Galagovsky L. R., Pereira-netto A. B. 2002.
Brassinosteroid-driven enhancement of the in vitro multiplication rate for the maruba-
kaido apple rootstock [Malus prunifolia (Willd.) Borkh]. Plant Cell Rep. 20: 1093—
1097.

Schaller H. 2003. The role of sterols in plant growth and development. Prog. Lipid Res. 42:
163-175.

Schmidt J., Spengler B., Yokota T., Adam G. 1993. The cooccurrence of 24-epi-
castasterone and castasterone in seeds of Ornithopus sativus. Phytochemistry 32: 1614-
1615.

Schmidt J., Spengler B., Yokota T., Nakayama M., Takatsuto S., Voigt B., Adam G. 1995.
Secasterone, the first naturally occurring 2,3-epoxybrassinosteroid from Secale cere-
ale. Phytochemistry 38: 1095-1097.

Sembdner G., Atzorn R., Schneider G. 1994. Plant hormone conjugation. Plant Mol. Biol.
26: 1459-1481.



-73-

Shahbaz M., Ashraf M., Athar H. 2008. Does exogenous application of 24-epibrassinolide
ameliorate salt induced growth inhibition in wheat (7riticum aestivum L.)? Plant
Growth Regul. 55: 51-64.

Sharma I., Ching E., Saini S., Bhardwaj R., Pati P.K. 2013. Exogenous application of
brassinosteroid offers tolerance to salinity by altering stress responses in rice variety
Pusa Basmati-1. Plant Physiol. Biochem. 69:17-26.

Shimada K., Abe H., Takatsuto S., Nakayama M., Yokota T. 1996. Identification of cas-
tasterone and teasterone from seeds of canary grass (Phalaris canariensis). Rec. Res.
Dev. Chem. Pharm. Sci. 1: 1-5, za: Bajguz A., Tretyn A. 2003. The chemical charac-
teristic and distribution of brassinosteroids in plants. Phytochemistry 62: 1027-1046.

Skoczowski A., Janeczko A., Gullner G., Tobias 1., Kornas A., Barna B. 2011. Response of
brassinosteroid-treated oilseed rape cotyledons to infection with the wild type and HR-
mutant of Pseudomonas syringae or with P. fluorescence. J Therm Anal Calorim
104:131-139.

Spengler B., Schmidt J., Voigt B., Adam G. 1995. 6-Deoxo-28-norcastasterone and 6-
deoxo-24-epicastasterone—two new brassinosteroids from Ornithopus sativus. Phyto-
chemistry 40: 907-910.

Suzuki Y., Yamaguchi 1., Yokota T., Takahashi N. 1986. Identification of castasterone,
typhasterol and teasterone from the pollen of Zea mays. Agric. Biol. Chem. 50: 3133-
3138.

Symons G.M., Davies C., Shavrukov Y., Dry 1.B., Reid J.B., Thomas M.R. 2006. Grapes
on steroids. Brassinosteroids are involved in grape berry ripening. Plant Physiol. 140:
150-158.

Symons G.M., Reid J.B. 2003. Hormone levels and response during de-etiolation in pea.
Planta 216: 422-431.

Symons G.M., Reid J.B. 2004. Brassinosteroids do not undergo long-distance transport in
pea. Implications for the regulation of endogenous brassinosteroid levels. Plant Phys-
iol. 135: 2196-2206.

Symons G.M., Ross J.J., Jager C.E., Reid J.B. 2008. Brassinosteroid transport. J. Exp. Bot.
59:17-24.

Szatmari A., Ott P.G., Varga G.J., Besenyei E., Czelleng A., Klement Z., Bozsé Z. 2006.
Characterisation of basal resistance (BR) by expression patterns of newly isolated rep-
resentative genes in tobacco. Plant Cell Rep. 25: 728-740.

Takatsuto S. 1994. Brassinosteroids: distribution in plants, bioassays and microanalysis by
gas chromatography—mass spectrometry. J. Chromatogr. A 658: 3—15, za: Bajguz A.,
Tretyn A. 2003. The chemical characteristic and distribution of brassinosteroids in
plants. Phytochemistry 62: 1027-1046.

Takatsuto S., Kosuga N., Abe B., Noguchi T., Fujioka S. Yokota T. 1999. Occurrence of
potential brassinosteroid precursor steroids in seeds of wheat and foxtail millet. J. Plant
Res. 112: 27-33.

Takatsuto S., Yazawa N., Ikekawa N., Takematsu T., Takeuchi Y., Koguchi M. 1983.
Structure-activity relationship of brassinosteroids. Phytochemistry 22: 2437-2441.

Taylor P.E., Spuck K., Smith P.M., Sasse J.M., Yokota T., Griffiths P.G., Cameron D.W.
1993. Detection of brassinosteroids in pollen of Lolium perenne L. by immunocyto-
chemistry. Planta 189: 91-100.



-74-

Terry E, Nufiez M, Pino M, Medina N. 2001. Efectividad de la combinacion biofertilizantes
analogo de brasinosteroides en la nutricion del tomate (Lycopersicon esculentum Mill).

Cult. Tropic. 22: 59-65.

Upreti K.K., Murti G.S.R. 2004. Effects of brassinosteroids on growth, nodulation, phyto-
hormone content and nitrogenase activity in French bean under water stress. Biol.
Plant. 48: 407-411.

Vardhini A.V., Rao S.S.R. 2003. Amelioration of osmotic stress by brassinosteroids on
seed germination and seedling growth of three varieties of sorghum. Plant Growth
Regul. 41:25-31.

Vardhini B.V., Rao S.S.R. 1998. Effect of brassinosteroids on growth, metabolite content
and yield of Arachis hypogaea. Phytochemistry 48: 927-930.

Vardhini B.V., Rao S.S.R. 1999. Effect of brassinosteroids on nodulation and nitrogenase
activity in groundnut (Arachis hypogea L.). Plant Growth Regul. 28: 165-167.

Vardhini B.V., Rao S.S.R. 2002. Acceleration of ripening of tomato pericarp discs by
brassinosteroids. Phytochemistry 61: 843-847.

Vriet C., Russinova E., Reuzeau C. 2012. The Plant Cell 24: 842-857 Boosting crop yields
with plant steroids.

Vriet C., Russinova E., Reuzeaua C. 2013. From squalene to brassinolide: the steroid meta-
bolic and signaling pathways across the plant kingdom. Mol. Plant 6: 1738-1757.

Wachsman M.B., Lopez E.M., Ramirez J.A., Galagovsky L.R., Coto C.E. 2000. Antiviral
effect of brassinosteroids against herpes virus and arenaviruses. Antivir. Chem.
Chemother. 11: 71-77.

Wang Z.Y ., Seto H., Fujioka S., Yoshida S., Chory J. 2001. BRI is a critical component of
a plasma-membrane receptor for plant steroids. Nature 410: 380-383.

Wang H., Feng T., Peng X., Yan M., Zhou P., Tang X. 2009. Ameliorative effects of
brassinosteroid on excess manganese-induced oxidative stress in Zea mays L. leaves.
Agric. Sci. China 8: 1063-1074.

Winter J., Schneider B., Meyenburg S., Starck D., Adam G. 1999. Monitoring brassinoster-
oid biosynthetic enzymes by fluorescent tagging and HPLC analysis of their sub-
sterates and products. Phytochemistry 51: 237-242.

Wu C,, Trieu A., Radhakrishnan P., Kwok S.F., Harris S., Zhang K., Wang J., Wan J., Zhai
H., Takatsuto S., Matsumoto S., Fujioka S., Feldmann K.A., Pennell R.I. 2008. Brassi-
nosteroids regulate grain filling in rice. Plant Cell 20: 2130-2145.

Zhabinskii V.N., Khripach N.B., Khripach V.A. 2015. Steroid plant hormones: effects
outside plant kingdom. Steroids 97:87-97.

Xia X.J., Zhang Y., Wu J.X., Wang J.T., Zhou Y.H., Shi K., Yu Y.L., Yu J.Q. 2009 a.
Brassinosteroids promote metabolism of pesticides in cucumber. J. Agric. Food Chem.
57: 8406-8413.

Xia X.J., Wang Y.J., Zhou Y .H., Tao Y., Mao W.H., Shi K., Asami T., Chen Z., Yu J.Q.
2009 b. Reactive oxygen species are involved in brassinosteroid-induced stress toler-
ance in cucumber. Plant Physiol. 150: 801-814.

Xia X-J., Zhou Y-H., Shi K., Zhou J., Foyer C.H., Yu J-Q. 2015. Interplay between reactive
oxygen species and hormones in the control of plant development and stress tolerance.
J. Exp. Bot. 66: 2839-2856.



-75-

Xu H.I., Shida A., Futatsuya F., Kumura A. 1994 a. Effects of epibrassinolide and abscisic
acid on sorgum plants growing under soil water deficit. I. Effects on growth and sur-
vival. Jpn. J. Crop Sci. 63: 671-675.

Xu H.I, Shida A., Futatsuya F., Kumura A. 1994 b. Effect of epibrassinolide and abscisic
acid on sorgum plants growing under soil water deficit. II. Physiological basis for
drought resistance induced by exogenous epibrassinolide and abscisic acid. Jpn. J.
Crop. Sci. 63: 676-681.

XuR.J., He Y.J., Wang Y.Q., Zhao Y.J. 1994. Preliminary study of brassinosterone binding
sites from mung bean epicotyls. Acta Phytophysiol. Sin. 20: 298-302.

YanJ.,,Guan L., Sun Y., Zhu Y., Liu L., Lu R., Jiang M., Tan M., Zhang A. 2015. Calcium
and ZmCCaMK are involved in brassinosteroid-induced antioxidant defense in maize
leaves. Plant Cell Physiol. 56: 883-896.

Yang X.H., Xu Z.H., Xue H.W. 2005. Arabidopsis membrane steroid binding protein 1 is
involved in inhibition of cell elongation. Plant Cell 17: 116-131.

Yokota T., Baba J., Koba S., Takahashi N. 1984. Purification and separation of eight ste-
roidal plant-growth regulators from Dolichos lablab seed. Agric. Biol. Chem. 48:
2529-2534.

Yokota T., Higuchi K., Kosaka Y., Takahashi N. 1992. Transport and metabolism of
brassinosteroids in rice. W: “Progress in plant growth regulation.”; Karssen C.M., van
Loon L.C., Vreugdenhil D. (edytorzy); Kluwer Academic Publishers, Nederlands, pp:
298-305.

Yokota T., Koba S., Kim S.K., Takatsuto S., Ikekawa N., Sakakibara M., Okada K., Mori
K., Takahashi N. 1987. Diverse structural variations of the brassinosteroids in
Phaseolus vulgaris seed. Agric. Biol. Chem. 51: 1625-1631.

Yokota T., Matsuoka T., Koarai T., Nakayama M. 1996. 2-Deoxybrassinolide, a brassino-
steroid from Pisum sativum seed. Phytochemistry 42: 509-511.

Yokota T., Morita M., Takahashi N. 1983 a. 6-Deoxocastasterone and 6-
deoxodolichosterone: putative precursors for brassinolide related steroids from
Phaseolus vulgaris. Agric. Biol. Chem. 47: 2149-2151.

Yokota T., Nakayama M., Wakisaka T., Schmidt J., Adam G. 1994. 3-Dehydroteasterone, a
3,6-diketobrassinosteroid as a possible biosynthetic intermediate of brassinolide from
wheat grain. Biosci. Biotech. Biochem. 58: 1183-1185.

Yokota T., Baba J., Takahashi N. 1983 b. Brassinolide-related bioactive sterols in Dolichos
lablab: brassinolide, castasterone and a new analog, homodolicholide. Agric. Biol.
Chem. 47: 1409-1411.

Zang X., Mei X.G., Zhang C.H., Lu C.T., Ke T. 2001. Improved paclitaxel accumulation in
cell suspension cultures of Taxus chinensis by brassinolide. Biotechnol. Lett. 23: 1047-
1049.

Zhao Y.J., Chen J. 2010. Studies on physiological action and application of 24-
epibrassinolide in agriculture. 2010. In: : Brassinosteroids — Bioactivity and Crop
Productivity 2010 by Hayat S and Ahmad A. Kluwer Academic Publishers Dor-
drecht/Boston/London; pp 159-170.

Zhang C., Bai M., Chong K. 2014. Brassinosteroid-mediated regulation of agronomic traits
in rice. Plant Cell Rep. 33:683-696



-76-

Zhang A., Zhang J., Ye N., Cao J., Tan M., Zhang J., Jiang M. 2010. ZmMPKS is required
for the NADPH oxidase-mediated self-propagation of apoplastic H202 in brassino-
steroid-induced antioxidant defence in leaves of maize. J. Exp. Bot. 61: 4399-4411.

Zhang A., Zhang J., Zhang J., Ye N., Zhang H., Tan M., Jiang M. 2011. Nitric oxide medi-
ates brassinosteroid-induced ABA biosynthesis involved in oxidative stress tolerance
in maize leaves. Plant Cell Physiol. 52:181-92.

Zhang L-M., Liu X-G., Qu X-N., Yu Y., Han S-P., Dou Y., Xu Y-Y., Jing H-C., Hao D-Y.
2013. Early transcriptomic adaptation to Na2CO3 stress altered the expression
of a quarter of the total genes in the maize genome and exhibited shared and distinctive
profiles with NaCl and high pH stresses. J. Int. Plant Biol. 55: 1147-1165.

Zhu Y., Zuo M., Liang Y., Jiang M., Zhang J., Scheller H.V., Tan M., Zhang A. 2013.
MAP65-1a positively regulates H,O, amplification and enhances brassinosteroid-
induced antioxidant defence in maize. J. Exp. Bot. 64: 3787-3802.

Zullo M.A.T., Adam G. 2002. Brassinosteroid phytohormones - structure, bioactivity and
applications. Braz. J. Plant Physiol. 14: 143-181.

Zullo M.A.T., Kohout L. 2004. Semisystematic nomenclature of brassinosteroids. Plant
Growth Regul. 42: 15-28.

Zullo M.A.T., Kohout L., DE Azevedo M. B. M. 2003. Some notes on the terminology of
brassinosteroids. Plant Growth Regul. 39: 1-11.

Cytowanie monografii:

- w literaturze polskojezycznej:

Janeczko A. (2016) Wystepowanie, transport i wybrane aspekty aktywnosci fizjologicz-
nej brasinosteroidow w roslinach uprawnych z rodzin Poaceae i Fabaceae. Monografia nr
17 Instytutu Fizjologii Roslin PAN w Krakowie, 1-75 stron.

- w literaturze anglojezycznej:

Janeczko A. (2016) Presence, transport and physiological activity of brassinosteroids in
crop plants from Poaceae and Fabaceae family. 17 Monograph published by Institute of
Plant Physiology Polish Academy of Sciences in Krakow, pp 1-75.



	okladka poprawiona
	2 STRONA
	00czwórka tytułowa AJ II
	01 AJ wys do drukarniII
	02 AJ wys do drukarniII

