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WPLYW SILDENAFILU
| KWASU GIBERELINOWEGO
NA KIELKOWANIE ZIARNIAKOW
JECZMIENIA ZWYCZAIJNEGO
(HORDEUM VULGAREL.)

Jan Bereda (Torun)

niu 5 - 10 mol - dm3.

mi sildenafilu 0,2 uM i 10 pM.

Celem badan byto przeanalizowanie wptywu sildenafilu na kietkowanie ziarnikéw jeczmienia zwy-
czajnego (Hordeum vulgare L.) W przeprowadzonym eksperymencie analizowano wptyw 0,12 uM
i 10 pM roztworu sildenafilu i kwasu giberelinowego — na site i Sredni czas kietkowania ziarniakdw
jeczmienia zwyczajnego. Ziarniaki umieszczono na pozywkach ¥2 MS (Murashige & Skoog), za-
wierajgcych roztwory sildenafilu w DMSO (dimetylosulfotlenku) oraz kwas giberelinowy w steze-

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zastosowanie sildenafilu w stezeniu 0,12 pM
znacznie zwieksza site kietkowania oraz skraca sredni czas kietkowania. Jednakze nie wykazano
istotnej statystycznie réznicy w srednim czasie kietkowania, pomiedzy zastosowanymi stezenia-

Wstep

Sildenafil jest substancja czynng wielu lekow sto-
sowanych w leczeniu zaburzen erekcji. Zostal on od-
kryty w 1989 roku w trakcie badan, prowadzonych
przez koncern Pfizer, nad lekiem na dlawice piersio-
wa [5]. Sildenafil w organizmie ludzkim powoduje
rozkurcz migs$ni gladkich, dlatego znalazl rowniez
zastosowanie w leczeniu nadcis$nienia ptucnego [16].
Jego mechanizm dzialania oparty jest o inhibicje¢
fosfodiesterazy typu 5, enzymu metabolizujacego
cGMP (cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan)
[4]. cGMP jest waznym przekaznikiem wtérnym spo-
tykanym w szlakach transdukcji sygnatu zarowno w
komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych
[12]. Dlugos¢ oraz sita odpowiedzi na cGMP jest
zalezna od jego stezenia w komorce zwierzgcej, kto-
re regulowane jest przez dziatanie dwoch enzymow
cyklazy guanylanowej oraz fosfodiesterazy. Cyklaza
guanylanowa katalizuje syntez¢ cGMP z GTP (gu-
anozyno-5’-trifosforanu), a fosfodiesteraza odpowia-
da za rozktad cGMP do GMP (guanozyno-5’-mono-
fosforanu).

W odréznieniu od modelu zwierzecego, mecha-
nizm terminacji sygnatu ¢cGMP u roslin nie zostat
w pelni poznany. Pomimo tego, ze aktywnos¢
analogicznej do zwierzecej fosfodiesterazy zosta-
ta w komorkach roslinnych dostrzezona, nie ziden-
tyfikowano konkretnych bialek odpowiedzialnych
za t¢ funkcje [8]. Jednakze na obecnos$¢ fosfodie-
sterazy u ro$lin moze wskazywac to, ze po dodaniu
jej inhibitoréw uzywanych u innych eukariontow
nastepuje akumulacja cGMP [7,14].

W ostatnich dekadach wykazano istotne znaczenie
c¢GMP w wielu procesach fizjologicznych roslin. Jest
on glownie zaangazowany w procesy regulowane
przez fitohormony. Co ciekawe, cGMP jest zaanga-
zZowany w procesy przeciwstawne sobie, takie jak:
indukowane auksynami otwieranie aparatow szpar-
kowych i1 indukowane kwasem abscysynowym za-
mykanie szparek [1,3]. Reguluje rowniez aktywnos¢
kanatéw jonowych i proces kwitnienia [13]. Udo-
wodniono, ze cGMP jest niezb¢dny do prawidlowe-
go kielkowania nasion [14]. Wykazano ponadto, ze
c¢GMP jest obecny w szlakach transdukeji zaleznych
od kwasu giberelinowego prowadzacych do syntezy
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a-amylazy w obrgbie warstwy aleuronowej ziarnia-
kow jeczmienia zwyczajnego [11]. Enzym ten jest
odpowiedzialny, za katalizowanie hydrolizy skrobi w
obrebie bielma, co umozliwia nasionom kietkowanie.

Wykorzystanie medyczne na duza skale sildena-
filu powoduje jego znaczng akumulacje w Srodowi-
sku. Substancja ta badana pod katem fitotoksyczno$ci
powodowata niejednakowy wplyw na organizm ro-
$linny. Efekt jej dziatania byt inny dla r6znych gatun-
kow roslin, jednakze z danych literaturowych mozna
wnioskowacé, ze hamuje ona kietkowanie w wyzszych
stezeniach, a w nizszych indukuje [2].

Jako obiekt badan wybrano ziarniaki jeczmie-
nia zwyczajnego (H. vulgare L.), poniewaz znacz-
na czg$¢ dotychczasowych badan dotyczacych roli
cGMP w szlakach zaleznych od kwasu giberelinowe-
go zostata przeprowadzona na ziarniakach tej rosliny
uprawnej [11, 6].

Celem eksperymentu byto zbadanie wptywu silde-
nafilu na indukowane kwasem giberelinowym kiet-
kowanie nasion. Zatozono, ze w zwiazku z inhibi-
cja fosfodiesterazy rozklad cGMP, zsyntezowanego
w wyniku dziatania kwasu giberelinowego [11], ule-
gnie zahamowaniu, co spowoduje reakcje ziarniakow
na kwas giberelinowy i w konsekwencji przyspieszy
kietkowanie.

Zmienng niezalezng stanowilo stgzenie sildena-
filu w pozywce zawierajacej kwas giberelinowy,
a zmienng zalezng liczba wykielkowanych ziarnia-
koéw. Jako hipoteze obrano stwierdzenie: sildenafil w
obecnosci kwasu giberelinowego wplywa stymuluja-
co na kietkowanie ziarniakow jeczmienia zwyczajne-
g0, poprzez skrocenie ich sredniego czasu kietkowa-
nia i zwigkszenie sily kietkowania.

Materialy i metody

Eksperyment przeprowadzono na ziarniakach jecz-
mienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) (pozyska-
nych od Rolnas sp. z 0.0.). Aby zapobiec infekcji grzy-
bowej, ziarniaki wysterylizowano za pomoca 0,25%
roztworu podchlorynu sodu (producent Chempur)
10,02% roztworu Tritonu (R) X-100 (Chempur) przez
15 min. Nastepnie przeptukano 3-krotnie uzywajac
wody destylowanej. Po sterylizacji ziarniaki umiesz-
czono na 16 szalkach Petriego, na pozywce 2 MS
(Murashige & Skoog) [10] (East Syntex) o objetosci
40 ml, bez sacharozy, pH 5,8, agar w stezeniu 8%. Ze
wzgledu na brak dostepu do autoklawu, pozywka zo-
stata wysterylizowana w kuchence mikrofalowej (fir-
my Zelmer 292022) 900 W/ 200 ml pozywki przez
4 min [15]. Szalki uszczelniono przylepcem wtokni-
nowym przepuszczalnym dla gazéw i umieszczono

w temperaturze 21°C, w warunkach o§wietlenia 16 h
$wiatta/ 8 godz. ciemnosci.

Sildenafil (Glentham Life Sciences Ltd) rozpusz-
czono w DMSO (Biomus) w celu otrzymania roz-
tworu bazowego o stezeniu 1 - 107 mol - dm?. Do
pozywki dodawano odpowiednie objgtosci roztworu
bazowego, aby uzyska¢ pozadane stezenia sildena-
filu w poszczegdlnej probie. Pozywki, na ktorych
umieszczono ziarniaki wchodzace w sktad prob ba-
dawczych, zawieraty sildenafil w stezeniach 1 - 10°
mol - dm? (10 uM) i 1 - 107 mol - dm? (0,1 pM)
oraz kwas giberelinowy w stezeniu 5 - 10° mol -
dm? (East Syntex). Aby osiagna¢ dwa rozne steze-
nia sildenafilu, do pozywki dodano rézne objetosci
roztworu bazowego, co spowodowalo odmienng
zawartos¢ DMSO (w ktorym sildenafil byt rozpusz-
czony) w podtozu. Zastosowano wiec dwie proby
kontrolne zawierajace: 0,01% i 1% (procent obje¢to-
sciowy) DMSO w pozywce, co odpowiadato ilosci
DMSO znajdujacej si¢ w odpowiadajacych probach
badawczych, oraz kwas giberelinowy w stezeniu 5 -
10° mol - dm™. Kazda z préb liczyta 25 ziarniakow.
Na jednej szalce znajdowaly si¢ ziarniaki wchodzace
w sktad jednej proby. Eksperyment przeprowadzono
w czterech rownolegtych powtorzeniach (n=4).

Wykietkowane ziarniaki zliczano co 12 godz. przez
7 dni. Kietkowanie zdefiniowano jako wylonienie si¢
koleoptylu nie krotszego od dlugosci ziarniaka.

Analizg statystyczng wykonano z wykorzystaniem
oprogramowania Microsoft Excel 2016 oraz R 3.6.1.
Obliczono srednig arytmetyczna, odchylenie standar-
dowe, przeprowadzono test Shapiro-Wilka oraz test
homogenicznosci wariancji Levene’a. W zwigzku
z niespetnieniem wymagan do przeprowadzenia jed-
noczynnikowej analizy wariancji ANOVA, przepro-
wadzono test nieparametrycznej analizy wariancji
Kruskala-Wallisa oraz test post-hoc Dunna [9]. Przy-
jeto poziom istotnosci 0=0,05.

Uzyskane wyniki standaryzowano do dwoch
wskaznikow: $redniego czasu kielkowania (ang. ave-
rage germination time, AGT) oraz sity kietkowania
(ang. germination capacity, GC) opisanych wzorami:

GC[%]=) - 100%

n, — liczba ziarniakow, ktore wykietkowaty w i-tej
godzinie, N — liczba ziarniakdw w probie,
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Ryc. 1. Sita kietkowania ziarniakow (GC) jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) w zaleznosSci od zastosowanych stezen
DMSO (kontrola) i sildenafilu, w pozywce zawierajacej kwas giberelinowy o stezeniu 5 - 10-5 mol - dm-3. Na figurze zaznaczono
odchylenie standardowe. Brak istotnosci statystycznej (test Dunna) pomiedzy probami oznaczono tg sama litera. n=4
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Ryc. 2. Sredni czas kietkowania ziarniakéw (AGT) jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) w zaleznosci od zastosowanych
stezen DMSO (kontrola) i sildenafilu, w pozywce zawierajacej kwas giberelinowy o stezeniu 5 - 20-5 mol - dm-3. Na figurze za-
znaczono odchylenie standardowe. Brak istotnosci statystycznej (test Dunna) pomiedzy probami oznaczono tg sama literg. n=4

Wyniki

Wartosci GC przedstawiono na Ryc. 1. Test nie-
parametrycznej analizy wariancji Kruskala-Walli-
sa wykazatl istotno$¢ statystyczng réznic pomigdzy
prébami (p = 0,0146, df = 3). Przeprowadzony test
post-hoc Dunna, wskazat istotne roznice w sile kiet-
kowania pomig¢dzy ziarniakami znajdujacymi si¢ na

pozywce zawierajacej sildenafil w stezeniu 0,1 uM
i kwas giberelinowy, a pozostatymi probami.

Na Ryc. 2. przedstawiono wartosci $redniego
czasu kietkowania. Przeprowadzony test Kruskala-
-Wallisa wykazat istotne statystycznie rdéznice po-
migdzy proébami (p = 0,00365, df = 3). Test Dunna,
wskazat istotne roznice AGT pomigdzy ziarniakami
znajdujgcymi si¢ na pozywce zawierajacej sildenafil
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Ryc. 3. Srednia liczba wykietkowanych ziarniakéw jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) w kolejnych godzinach obser-
wacji w zaleznosci od zastosowanych stezert DMSO (préby kontrolne) i sildenafilu (préby badawcze), w pozywce zawierajacej

kwas giberelinowy o stezeniu 5 - 10-5 mol - dm-3. n=4

w stezeniu 0,1 uM i kwas giberelinowy, a prébami
kontrolnymi.

Dyskusja

Zastosowanie wigkszego stezenia sildenafilu (10
uM) powoduje zmniejszenie sity kietkowania, w po-
réwnaniu do mniejszego stezenia (0,1 uM) (Fig. 1).
Jednakze, nie odnotowano istotnej statystycznie roz-
nicy pomiedzy proba obejmujaca ziarniaki umiesz-
czone na pozywce zawierajacej kwas giberelinowy,
z dodatkiem sildenafilu (w stezeniu 10 uM), a pro-
bg kontrolng. Na podstawie otrzymanych wynikow
mozna wnioskowac, ze sildenafil w stezeniu 0,1 uM
w obecnosci kwasu giberelinowego znacznie zwigk-
sza sit¢ kietkowania ziarniakéw jeczmienia zwyczaj-
nego (Ryc. 1). Podobng zalezno$¢ mozna dostrzec
we wspomnianej juz publikacji D’Abrosca i wspot-
pracownikow [2], gdzie wykazano, ze w nizszych
stezeniach sildenafil powoduje zwigkszenie sity kiet-
kowania, zas§ w wyzszych powoduje zmniejszenie
tej wartosci. Mozna jedynie nakreslic ogdlng ten-
dencj¢. Nie ma mozliwos$ci wskazania doktadnych
stezen, poniewaz efekt, ktory powodowat sildenafil
w danym stezeniu byt odmienny dla réznych gatun-
kow badanych roslin. Nalezy pamigtac, ze przepro-
wadzone eksperymenty dotyczyty wptywu roztworoéw
sildenafilu i kwasu giberelinowego na kietkowanie,
dlatego nie mozna doktadnie porownywac otrzyma-

nych wynikéw z opublikowanymi w cytowanej pra-
cy, ktore dotycza jedynie wptywu samego sildenafilu
(w postaci cytrynianu sildenafilu).

Nie odnaleziono w dostepnej literaturze jakiego-
kolwiek wytlumaczenia tej zaleznosci. Wydaje si¢
prawdopodobne, ze odpowiedzialne za spadek sity
kietkowania przy zastosowaniu wyzszych stgzen sil-
denafilu moga by¢ jego metabolity, ktérych poziom
ro$nie wraz ze zwigkszaniem stezenia sildenafilu.
By¢ moze dokladne poznanie mechanizmu meta-
bolizmu sildenafilu u roslin i zbadanie fitotoksycz-
nos$ci jego metabolitow moze okazaé¢ si¢ kluczowe
w wytlumaczeniu tego problemu.

Otrzymane warto$ci $redniego czasu kietkowania
w odniesieniu do wynikow sity kietkowania, wyda-
ja sie by¢ bardzo interesujgce. Nie wykazano istot-
nej statystycznie réznicy wartosci AGT pomiedzy
probami badawczymi (Ryc. 2). Zalezno$¢ tg dobrze
obrazuje Ryc. 3. przedstawiajaca $rednig liczbe wy-
kietkowanych ziarniakéw w danych prébach w prze-
dziatach czasowych. Mozna zauwazy¢, ze w obu
probach badawczych, okolo polowa skietkowanych
ziarniakéw wykietkowata do 72 h obserwacji, co thu-
maczy tak zblizone wartosci AGT. Na figurze tej wi-
doczne sg rowniez znaczne réznice w Sredniej liczbie
wykietkowanych ziarniakow po 132 godzinach, co
thumaczy tak odmienne wartosci GC. Jednakze, po-
mimo braku istotnej statystycznie roéznicy wartoSci
AGT pomiedzy probami badawczymi, wystepuje
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ona pomiedzy proba badawcza zawierajacg sildena-
fil w mniejszym stezeniu, a proba kontrolna, dlate-
go uprawniony jest wniosek, ze sildenafil w stezeniu
0,1 uM w obecnosci kwasu giberelinowego skra-
ca $redni czas kietkowania ziarniakéw jeczmienia
ZWYyczajnego.

Z przeprowadzonego eksperymentu wynika, ze
w odpowiednim stezeniu sildenafil w obecnosci kwa-
su giberelinowego stymuluje kietkowanie, poprzez
znaczne zwigkszenie sity kietkowania ziarniakow
oraz skrocenie jego $redniego czasu. Badana metoda
zwigkszenia wydajnosci kietkowania mogtaby zna-
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lez¢ zastosowanie praktyczne tam, gdzie mamy do
czynienia z cennym materiatlem nasiennym o matej
sile kietkowania, jednakze musiatoby to zosta¢ po-
przedzone badaniami w celu dobrania optymalnego
stezenia sildenafilu dla kazdego gatunku uprawianej
ro$liny, poniewaz moze ono si¢ rézni¢. Nalezy row-
niez przeprowadzi¢ badania, w celu doktadnego po-
znania produktéw metabolizmu sildenafilu u roslin.
Potencjalnie mogtyby one wywolywa¢ dziatanie
fitotoksyczne. Poprzez $Sciekanie wraz z woda z pdl,
mogtoby dochodzi¢ do ich akumulacji, co stworzytoby
zagrozenie dla srodowiska naturalnego.
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