Streszczenie rozprawy doktorskiej
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2. Wprowadzenie

Rosliny w $rodowisku naturalnym narazone sg na oddziatywanie wielu czynnikoéw
stresowych, czgsto dziatajacych w tym samym czasie, badz bezposrednio po sobie. Taki wptyw
dwoch lub wigcej czynnikow stresowych moze modyfikowa¢ odpowiedz rosliny na ich
dziatanie. Istotne znaczenie w dostosowywaniu si¢ organizmow roslinnych do warunkéw
stresowych ma zjawisko interakcji krzyzowych polegajace na zwigkszeniu wrazliwo$ci lub
odpornosci na czynnik stresowy w wyniku rownoczesnego lub wczesniejszego dziatania innego
czynnika (Lukaszewicz i Politycka 2020).

Jedna z uniwersalnych reakcji komorek, zaréwno roslinnych jak i zwierzgcych, na
dziatanie czynnikow stresowych jest indukcja stresu oksydacyjnego, wyrazajaca si¢
w gwaltownym generowaniu reaktywnych form tlenu (RFT), takich jak m. in. nadtlenek
wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy i rodnik hydroksylowy. Nadmierny wzrost poziomu
RFT powoduje zachwianie rownowagi miedzy generowaniem a degradacja RFT i moze
prowadzi¢ do uszkodzen struktur wewnatrzkomérkowych. W celu minimalizowania, badz
niedopuszczania do powstawania uszkodzen, rosliny wykorzystuja system antyoksydacyjny
sktadajacy si¢ z matoczasteczkowych antyoksydantow takich jak askorbinian, glutation,
karotenoidy czy antocyjany oraz enzymow antyoksydacyjnych (m.in. dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy, peroksydaz), ktore usuwajg nadmiar RFT.

Oddzialywanie selenu na zywe organizmy zalezne jest od jego koncentracji. Selen
w niewielkiej koncentracji moze wptywaé korzystnie na utrzymanie homeostazy, jednakze
w wigksze] moze by¢ toksyczny. Rosliny roznig si¢ zdolno$cig do pobierania selenu z roztworu
glebowego, jak rowniez stopniem akumulacji tego pierwiastka w tkankach. W prezentowanych
badaniach zastosowano dwie formy chemiczne selenu, rdéznigce si¢ szlakami transportu oraz
stopniem akumulacji w roslinach. Selen w formie seleninu metabolizowany jest glownie
w korzeniu i w mniejszej czgsci transportowany jest do czesci nadziemnej, w odrdznieniu od
selenianu, ktory nie ulegajac przemianom metabolicznym transportowany jest z korzenia do
czesci nadziemnej, gdzie odbywa si¢ jego asymilacja. Selen nie jest pierwiastkiem niezbednym
dla roslin wyzszych, jednakze wykazano, iz w niewielkich stezeniach wykazuje korzystne
dziatanie w ros$linach narazonych na dziatanie czynnikow stresowych. W licznych pracach
udowodniono, iz selen moze przeciwdziata¢ negatywnym skutkom dzialania czynnikow
stresowych na rosliny, poprzez wplyw na zwigkszanie aktywnosci systemu antyoksydacyjnego,
proces generowania oraz usuwania reaktywnych form tlenu. Traktowanie roslin zwigzkami

selenu zwigksza aktywno$¢ enzymow usuwajgcych nadtlenek wodoru takich jak dysmutaza



ponadtlenkowa czy peroksydazy. Obserwuje si¢ rowniez pod wptywem traktowania ro$lin
selenem wzrost zawartoSci nieenzymatycznych antyoksydantow m. in. glutationu,
karotenoidow, antocyjanow i askorbinianu. O ile jednak funkcja antyoksydacyjna selenu
zostala dobrze udokumentowana dla streséw wywotanych przez czynniki abiotyczne, niewiele
jest prac dotyczacych czynnikow biotycznych, a zwtaszcza zerowania fitofagicznych owadow.
Wykazano, ze akumulowanie przez niektore gatunki roslin pierwiastkow §ladowych takich
jak As, Cd, Ni, Zn oraz Se do pozioméw o kilka rzedéw wielkosci wyzszych niz u innych
gatunkow rosngcych na tym samym stanowisku, bez wykazania objawow toksycznosci, chroni
te rosliny przed fitofagami. Poglad popularyzujacy ten specyficzny rodzaj obrony nazwano
Elemental Defense Hypothesis. Zjawisko to zaobserwowano gtéwnie u hiperakumulatorow, do
ktorych zalicza si¢ Okoto 450 gatunkow roslin okrytozalazkowych. Ponadto stwierdzono, iz
ro§liny bedace hiperakumulatorami selenu posiadaja wigksza ekspresje  genow
zaangazowanych w procesy antyoksydacyjne oraz zwigkszanie odpornos$ci na stres biotyczny.
Akumulowanie selenu przez rosliny moze dziata¢ deterentnie, zniechecajac fitofagi do
zerowania, jak rowniez wplywac toksycznie na ich bionomi¢. Wykazano, iz pobrany z roslin
selen moze powodowac ograniczenie reprodukcji i przezywalnosci larw, utrudnia¢
przepoczwarczanie, a nawet prowadzi¢ do $mierci fitofaga (Lukaszewicz i Politycka 2020).
Sposréd roéznych owadow zerujacych na ro$linach straczkowych mszyce wykazuja
szczegollnie duzg szkodliwos¢. Niekorzystny wptyw tych fitofagdw na rosling zywicielska jest
wielokierunkowy. Owady te posiadaja klujaco-ssacy narzad gebowy, dzigki ktoremu moga
wkluwac si¢ w tkanki roslin i zywi¢ sokiem floemowym, tym samym pozbawiajac rosliny
asymilatow. Zerowanie mszyc prowadzi do deformacji zaatakowanych organéw, powstawania
nekroz, a nawet zahamowanie wzrostu roslin, co moze skutkowac obnizeniem plonu. Specjalna
budowa uktadu pokarmowego mszyc i wprowadzanie do tkanek roslinnych $liny zawierajace;j
enzymy rozkladajace biatka, pozwala pozyska¢ aminokwasy z soku floemowego. Natomiast
pobrane weglowodany sa wydalane w postaci rosy miodowej, ktora osadza si¢ na organach
roslin. Wydzielina ta stanowi pozywke dla grzybow sadzakowych, ktore zasiedlajac liscie
ograniczaja dostep $wiatla do powierzchni asymilacyjnej roslin. Poza szkodliwos$cia
bezposrednia, mszyce moga by¢ rowniez wektorami wielu groznych dla roslin wirusow.
Mszyce rozmnazaja si¢ gldwnie partenogenetycznie i charakteryzuja si¢ wysoka rozrodczoscia,
dzigki czemu bardzo szybko zwigcksza si¢ ich liczebno$¢. Daje im to mozliwosé
przystosowywania si¢ do zmieniajgcych si¢ warunkow srodowiska. W przypadku nadmiernego
zageszczenia osobnikow w kolonii powstaja formy uskrzydlone, ktore zasiedlaja kolejne

rosliny. Mszyca grochowa (Acyrthosiphon pisum Harris) jest jednodomnym, oligofagicznym
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gatunkiem atakujgcym rosliny z rodziny bobowatych. Gatunek ten zaliczany jest do najbardziej

niebezpiecznych fitofagow wystepujacych w uprawach tej grupy roslin.

3. Cel pracy i hipoteza robocza
Glownym celem podjetych badan byta ocena udziatu selenu w reagowaniu grochu siewnego
na zerowanie mszycy grochowej. Stres oksydacyjny spowodowany traktowaniem siewek
grochu zwigzkami selenu w niskim st¢zeniu (wczesniej dzialajacy czynnik stresowy) moze
stanowi¢ przyczyne ograniczenia zerowania mszycy (p6zniej dziatajacy czynnik stresowy) oraz
populacji tego fitofaga.
Hipoteza robocza niniejszej pracy zakladata, ze selen pobrany przez rosliny bedzie
indukowat system antyoksydacyjny grochu i tagodzil stres wywotlany zerowaniem mszyc.

Ponadto przyjeto zatozenie, ze selen moze dziata¢ deterentnie lub toksycznie wzgledem mszyc.

4. Badania

Postepowanie metodyczne wspoélne dla wszystkich etapow badan:

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych na siewkach grochu siewnego (Pisum
sativum L.) odmiany Akord. Podkietkowane nasiona przenoszono do pojemnikéw z pozywka
Hoaglanda, ktore umieszczano w komorach wzrostowych w temperaturze 23-25°C, wilgotnosci
65%, $wietle o gestosci strumienia fotonéw 130-150 umol m?s? i fotoperiodzie 14 h /10 h
(dzien/noc). Po 7 dniach wzrostu, siewki przenoszono na pozywke z dodatkiem seleninu sodu
lub selenianu sodu w wybranych stezeniach. Kontrole stanowity siewki rosngce na pozywce
bez dodatku selenu.

Wyznaczony cel realizowano w kolejnych etapach badan.

Pierwszym etapem badan byto okre$lenie tolerancji grochu na zroéznicowane dawki
selenu oraz wykazanie réznic w poziomie akumulacji tego pierwiastka w czgéci nadziemne;,
hypokotylu 1 korzeniu siewek w zalezno$ci od formy chemicznej pierwiastka (Lukaszewicz
i in. 2018, 2019). W tym celu zastosowano selen w formie seleninu oraz selenianu. Schemat
doswiadczen przedstawiono na ryc. 1. Testowano wplyw selenu w formie seleninu i selenianu
sodu w stezeniach 10, 20, 50 i 100 uM na wzrost ro$lin oraz poziom akumulacji selenu
W poszczegolnych czesciach siewek. Przeanalizowano rowniez wptyw selenu na pobieranie
przez korzen makrosktadnikow (K, P, Ca, S, Mg) oraz na pobieranie i transport z korzeni do
pedéw kofaktorow enzymdw antyoksydacyjnych takich jak Cu, Fe, Mo, Mn 1 Zn. Na podstawie
uzyskanych wynikow w kolejnych etapach badan zastosowano selenin i selenian sodu

w stezeniu 10120 uM.



Kielkowanie nasion Wzrost roslin na pozywce Hoaglanda Wzrost roslin na pozywce z selenem

4 dni

-ﬂ-ﬂ-ﬂ-ﬂﬂﬂﬂﬂ

Pobieranie materiatu roslumego

Ryc. 1. Schemat do$wiadczen pierwszego etapu badan

W drugim etapie badan po 4 dniach od potraktowania siewek grochu 10 i 20 uM
seleninem lub selenianem sodu, na kazdg ro$ling nanoszono 20 bezskrzydtych samic mszycy
grochowej. Dla celow porownawczych potowg siewek grochu nie zasiedlano mszycami.
Materiat roslinny do analiz pobierano w dniu natozenia mszyc (czas 0) oraz po 24,481 72 h od
zasiedlenia siewek przez mszyce (ryc. 2). Celem tego etapu badan byto okreslenie w lisciach
siewek grochu wptywu selenu oraz zerowania mszycy na generowanie reaktywnych form tlenu:
anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego Badano
réwniez wplyw selenu i zerowania mszycy na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych —
dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy askorbinianowej oraz oznaczono poziom
nieenzymatycznych antyoksydantow, tj. flawonoli i karotenoidow. Ponadto analizowano

w lisciach grochu catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng zalezng od szybkich antyoksydantow.

Kielkowanie nasion ‘Wzrost roslin na pozywce Hoaglanda Wzrost rolin na poZywce z selenem

4 dni
-ﬂﬂﬂﬂﬂlnﬂﬂﬂﬂ 5 | s |1 7] 0

Wprowadzenie mszyc

Pobieranie materlalu roslinnego do analiz
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Ryec. 2. Schemat do§wiadczen drugiego etapu badan

Trzecim etapem (ryc. 3) bylo okreslenie wptywu selenu na zachowania zywieniowe,
przezywalnos$¢ larw oraz na parametry demograficzne populacji mszycy grochowej, takie jak

ptodnosé, dhugos¢ poszezegodlnych faz rozwojowych, czy catkowitg dtugos¢ zycia. Po 7 dniach



wzrostu na pozywce Hoaglanda i nastepnie po 4 dniach wzrostu roslin na pozywce z dodatkiem
zwigzkow selenu prowadzono pomiary elektronicznego zapisu zerowania mszyc (EPG). Na
pojedyncze rosliny umieszczone w proboéwkach z pozywka nanoszono jedng bezskrzydia
samic¢ mszycy. Przed rozpoczgciem doswiadczenia mszyce pozbawione byty pokarmu przez
1 godzing. Analizowano 8-godzinny zapis zerowania 16 mszyc.

Parametry demograficzne obliczono dla bezskrzydtych samic A. pisum naniesionych
pojedynczo na odizolowane od siebie rosliny. Kazdego dnia liczono i usuwano nowo narodzone
larwy. Obserwacje prowadzono do naturalnej $mierci mszyc. Przez caly czas trwania
doswiadczenia rosliny rosty na pozywkach zawierajacych selen.

Ponadto badano wptyw traktowania siewek grochu selenem na aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy), detoksykacyjnych (S-transferazy
glutationowej i B-glukozydazy) oraz oksydoredukcyjnych (peroksydazy i oksydazy
polifenolowej) w tkankach mszycy.
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Ryc. 3. Schemat do$wiadczen trzeciego etapu badan



Zestawienie wykonanych oznaczen

Wskaznik Metoda
Pisum sativum
koncentracja selenu spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem
oraz makro- i mikrosktadnikow plazmowym (ICP-OES)
akty_wnosc dysmutazy po_na}dtlenkqwej spektrofotometryczna
i peroksydazy askorbinianowej
poziom nieenzymatycznych
antyoksydantow: flawonoli i karotenoidow spektrofotometryczna
poziom anionorodnika ponadtlenkowego,
nadtlenku wodoru i rodnika spektrofotometryczna
hydroksylowego
catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna spektrofotometryczna
Acyrthosiphon pisum
proces zerowania Mszycy elektroniczny zapis zerowania (EPG)

wg metody Bircha i formuty Watt’a

parametry demograficzne populacji mszyc . White’a

aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy, S-transferazy glutationowej, -
glukozydazy, peroksydazy i oksydazy
polifenolowej w tkankach mszycy

spektrofotometryczna

5. Wyniki i ich omowienie

W pierwszym etapie badan zastosowano selenian i selenian sodu w stezeniach 10, 20, 50,
1 100 uM, aby wybra¢ stezenia, w ktorych selen bedzie powodowat w siewkach grochu stres o
stabym nasileniu (Lukaszewicz i in. 2019). Rosliny rosngce na pozywkach z dodatkiem
selenianu gromadzity znaczaco wyzsze ilo$ci selenu, niz w przypadku zastosowania seleninu.
Wigkszg akumulacje selenu obserwowano w korzeniach niz w pgdach. Selenin juz w stezeniu
20 uM istotnie ograniczat wzrost korzeni, natomiast w przypadku dzialania selenianu efekt ten
obserwowano dopiero w stezeniu 100 pM. Pomiar dtugos$ci korzeni wykorzystano do
wyznaczenia wspotczynnika tolerancji wzgledem selenu. Na tej podstawie wykazano wyzsza
tolerancj¢ grochu na selen w formie selenianu, ktora byta dodatnio skorelowana z zawarto$cia
potasu 1 wapnia w korzeniach i pedach. Pozniejsze badania prowadzone z zastosowaniem
wybranych stezen selenu (10 uM i 20 uM) wykazaty, ze dodatek selenu w obydwu formach
powodowat dehydratacje korzeni, a ponadto w st¢zeniu 20 uM dodany do pozywki powodowat

ograniczenie wzrostu suchej masy pedow (Lukaszewicz i in. 2018). Wykazano rowniez, iz



selen wplywa na pobieranie kofaktorow niektorych enzymow antyoksydacyjnych takich jak
Cu, Fe, Mo, Mn i Zn. Pod wptywem Se stwierdzono zmniejszenie akumulacji i translokacji do
pedow Fe, Zn, Mn, B i Cu w siewkach grochu. Nie zaobserwowano tego jednak w przypadku

Mo.

Wyniki drugiego etapu badan przedstawiono w publikacji Lukaszewicz i in. (2021 a) oraz
Lukaszewicziin. (2021 b). Stwierdzono w nich, ze selen wptywatl na generowanie reaktywnych
form tlenu, mogacych bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatu w odpowiedzi obronnej roslin na
zerowanie mszyc, jak i oddziatywa¢ negatywnie na fitofagi.

Zasiedlenie przez mszyce powodowalo stres oksydacyjny w lisciach grochu, ktory objawiat
si¢ zwickszonym generowaniem nadtlenku wodoru w 24 h i anionorodnika ponadtlenkowego
w 48 h. Na og6t wstepne traktowanie Se byto skuteczne w tagodzeniu stresu oksydacyjnego
poprzez zmniejszenie poziomu tych reaktywnych form tlenu, zwickszenie aktywnosci
enzymow przeciwutleniajacych — dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy askorbinianowej
oraz zwigkszenie catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej zaleznej od szybko dziatajacych
antyoksydantow. Efekt zalezal od formy selenu, jego stezenia oraz czasu, jaki uptynat od
zasiedlenia siewek przez mszyce. Nie stwierdzono wptywu zasiedlenia przez mszyce ani
wplywu selenu na zmiany poziomu rodnika hydroksylowego. Efekt Se nie zawsze byt
korzystny. Traktowanie seleninem wplywato prooksydacyjnie, powodujac zwigkszone
generowanie anionorodnika ponadtlenkowego, zarowno u roslin zasiedlonych przez mszyce,
jak i niezasiedlonych. Nizsza aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej wykazano w roslinach

traktowanych seleninem w poréwnaniu do kontrolnych nietraktowanych.

Zbadano rowniez wptyw zerowania mszyc na poziom metabolitéw wtdrnych zwigzanych z
reagowaniem ro$lin na stres biotyczny, ktore moga petli¢ funkcje antyoksydantow,
a dodatkowo moga wplywac toksycznie, badz deterentnie zniechgcajac owady do Zerowania
(Lukaszewicz 1 in. 2021 b). Zaobserwowano, iz traktowanie siewek grochu seleninem
zwickszato zawartoéé flawonoli w poréwnaniu do kontroli. Zerowanie mszyc na ro$linach
traktowanych 20 uM seleninem powodowalo wyzszg akumulacj¢ flawonoli w poréwnaniu do
ro$lin niezasiedlonych przez mszyce. Natomiast selenian powodowat zmniejszenie zawarto$ci
flawonoli. Moze to sugerowac, iz selenin jako czynnik stresowy spowodowal mobilizacje
systemOw antyoksydacyjnych roslin. Selen powodowal roéwniez wzrost zawartosci

karotenoidow, ktorych produkty utleniania moga pelni¢ funkcje czasteczek sygnatowych



w warunkach stresu oksydacyjnego. Podwyzszong zawarto$¢ karotenoidéw obserwowano

niezaleznie od zasiedlenia ro$lin przez mszyce.

Najwazniejsze wyniki trzeciego etapu badan przedstawiono w publikacji Lukaszewicz i in.
(2021 b). Analiza o$miogodzinnych zapiséw modeli zerowania mszyc zarejestrowanych przy
uzyciu metody elektronicznego zapisu zerowania (EPG) wykazata, iz traktowanie siewek
grochu zwigzkami selenu wptywato na czas sondowania i zachowania zywieniowe Mszycy
grochowej. Akumulacja selenu w siewkach grochu powodowala zmniejszenie aktywnoSci
mszyc zwigzanych z faza floemowsg oraz powodowata wydtuzenie czasu braku sondowania
I skrocenie czasu trwania penetracji. Mszyce zerujace na roslinach traktowanych 20 uM
seleninem oraz 10 uM i 20 uM selenianem dwukrotnie dtuzej penetrowaty tkanki obwodowe
(epiderme¢ i mezofil) oraz krocej penetrowaty tkanki floemu niz mszyce na ro$linach
nietraktowanych selenem. Zaobserwowano rowniez skrocenie catkowitego czasu pobierania
soku floemowego.

Ponadto wykazano, ze akumulacja selenu w siewkach grochu wptywata na rozwo6j mszycy
grochowej, czas trwania poszczegdlnych faz rozwojowych oraz ptodno$¢ owadow. Reakcja
zalezna byta zarowno od formy selenu jak i od zastosowanego st¢zenia. Selenian w stezeniu 20
uM powodowat catkowita $miertelnos¢ larw juz po 11 dniach trwania eksperymentu.
Wykazano rowniez, iz 20 uM selenin 1 10 uM selenian powodowat wydluzenie okresu
prereprodukcyjnego oraz skrocenie okresu reprodukcyjnego u mszyc. Selen w obydwu formach
w stezeniu 20 uM powodowat zmniejszenie wrodzonego tempa wzrostu populacji (rm), tempa
reprodukcji netto (Ro), tempa zwielokrotnienia liczebnosci populacji w czasie (A) oraz skracat
$redni czas rozwoju pokolenia (T). Ponadto wykazano nizsze wartosci Ro w wariantach z 20
uM seleninem 1 10 uM selenianem, co wskazuje na redukcje¢ potencjatu biotycznego mszyc
przez selen.

Wyniki analiz spektrofotometrycznych wykazaty wzrost aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy w tkankach mszyc zerujacych na siewkach grochu traktowanych
zwigzkami selenu w poréwnaniu do kontroli nietraktowanej. Stopien zwigkszenia aktywnosci
enzyméw zalezat od formy i stezenia Selenu oraz czasu zerowania. Najwyzsza aktywnosé
dysmutazy ponadtlenkowej zaobserwowano u mszyc zerujacych na roslinach traktowanych 10
uM selenianem sodu w 24 i 48 godzinie zerowania, natomiast silny wzrost aktywnosci katalazy
obserwowano w tej kombinacji w 24 h. Wykazano rowniez zmiany aktywnosci peroksydazy

I oksydazy polifenolowej w tkankach mszyc. Po rozpoczeciu zerowania aktywnosc
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peroksydazy wzrosta istotnie we wszystkich kombinacjach. Wykazano rowniez, iz selen

stymulowal aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej i f-glukozydazy w tkankach mszyc.

6. Whnioski i podsumowanie

« Akumulacja selenu w siewkach grochu byta zalezna od zastosowanej dawki i formy
chemicznej tego pierwiastka. Wieksza akumulacje selenu obserwowano w korzeniach
niz w czgséci nadziemnej oraz gdy selen byt aplikowany w formie selenianu.

« Traktowanie selenem oraz zerowanie mszycy wplywalo na wzrost poziomu
anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru w lisciach grochu.

» Selen oraz zerowanie mszycy zwigkszaty w liSciach grochu aktywnos$¢ enzymow
antyoksydacyjnych — dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy askorbinianowej oraz
poziom nieenzymatycznych antyoksydantow, tj. flawonoli i karotenoidow.

» Selen zwigkszat calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna w lisciach grochu zalezng od
szybko dzialajacych antyoksydantow.

« Akumulacja selenu w siewkach grochu zmieniata zachowania zywieniowe Zerujacych
mszyc — skrocenie fazy floemowej, natomiast wydtuzenie fazy $ciezki od momentu
wktucia do przejscia w faze ksylemowa. Negatywny wplyw selenianu na profil
zerowania i parametry demograficzne mszyc byt silniejszy niz seleninu.

« U mszyc zerujacych na siewkach traktowanych selenem stwierdzono obnizenie
parametrow demograficznych, zwigkszenie $§miertelnosci larw, ograniczenie ptodnosci
samic, skrocenie okresu reprodukcyjnego oraz catkowitej dtugosci zycia.

« Zerowanie na ro$linach grochu traktowanych selenem powodowato w tkankach mszyc
zwigkszenie aktywnos$ci enzymoéw antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej
I katalazy), detoksykujacych (B-glukozydazy i S-transferazy glutationowej) oraz
oksydoredukcyjnych (peroksydazy i oksydazy polifenolowej).

Przedstawione badania wykazaty, iz selen wplywa na reagowanie grochu na zerowanie
mszycy, jak rowniez zaobserwowano jego wplyw na zerowanie i rozwoj tego fitofaga. Wptyw
selenu zalezny byl zaréwno od zastosowanej formy jak i od stezenia. Traktowanie ro$lin
zwigzkami selenu w niskim stezeniu powodowalo stres oksydacyjny wyrazajacy sie
wzmozonym generowaniem reaktywnych form tlenu (RFT). Ponadto selen w obu formach
stymulowal aktywno$¢ systemow antyoksydacyjnych zaleznych od nieenzymatycznych
antyoksydantow zwiekszajac koncentracje karotenoidow 1 flawonoli oraz zwigkszat catkowita
zdolnos¢ antyoksydacyjng zalezng od szybkich antyoksydantow. Karotenoidy i flawonole
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moga by¢ syntetyzowane przez rosliny w odpowiedzi na dzialanie czynnikéw stresowych.
Roéwniez u roslin traktowanych selenem i zasiedlonych przez mszyce zaobserwowano wzrost
poziomu tych metabolitow. Produkowane w odpowiedzi na zerowanie owaddéw flawonole
moga rowniez oddziatywac deterentnie i toksycznie na fitofagi. Obnizenie poziomu nadtlenku
wodoru pod wptywem selenu u roslin zasiedlonych przez mszyce moze wskazywac na wptyw
tego pierwiastka na tagodzenie skutkéw stresu wywolanego zerowaniem mszycy grochowe;.
Ponadto wykazano rowniez wyzszg aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych, dysmutazy
ponadtlenkoweji, peroksydazy askorbinianowej, u ro$lin nietraktowanych w poréwnaniu do
roslin traktowanych zwigzkami selenu.

Odpowiedzig obronng rosliny na uszkodzenie spowodowane zerowaniem mszyc jest
generowanie RFT, ktére sg dla owadow toksyczne. Owady roslinozerne posiadaja uktad
enzymatyczny sktadajacy si¢ z enzymoéw obnizajagcych poziom RFT, tym samym
ograniczajacych niekorzystne oddziatywanie na ich organizmy. Generowanie u roslinozercéw
RFT jest powodowane przez wytwarzane w roslinach metabolity wtérne 0 charakterze
obronnym. W tkankach mszyc zerujgcych na siewkach grochu traktowanych zwigzkami selenu,
w poréwnaniu do Zerujacych na siewkach nietraktowanych, wykazano wzrost aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy), detoksykujacych (B-
glukozydazy i S-transferazy glutationowej) oraz oksydoredukcyjnych (peroksydazy i oksydazy
polifenolowej).

Wykazano, ze zerowanie mszycy grochowej na siewkach grochu traktowanych selenem
wplywalo na rozwoj tego fitofaga zmieniajac czas trwania poszczegélnych faz rozwojowych
oraz redukujac ptodnos¢ owadow. Najbardziej toksyczny efekt wywieral selenian w st¢zeniu
20 uM, ktéry powodowal catkowitg $miertelno$¢ larw po 11 dniach od zasiedlenia siewek
grochu przez mszyce. Wyzsze stezenia selenu powodowaly zmniejszenie potencjatu
rozrodczego owada, co moze wskazywa¢ na antybioze lub antyksenoze skutkujaca
ograniczeniem przezywalnosci oraz reprodukcji mszyc. U mszyc zerujacych na roslinach
traktowanych selenem obserwowano rowniez wyzsza $miertelno$ci larw. Stwierdzono
réwniez, ze selen wplywal na zachowania Zywieniowe mszycy wyraznie ograniczajac czas
trwania fazy floemowej i wydluzajac czas penetracji tkanek obwodowych (epidermy
i mezofilu). Skrocenie czasu pobierania pokarmu przez mszyce wskazuje na deterentny wplyw
selenu na tego fitofaga. Uzyskane wyniki wskazuja, ze selen obecny w tkankach grochu

oddziatywat na zerujace mszyce zardbwno toksycznie jak i deterentnie.
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