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1. DANE OSOBOWE

1.1. Imig¢ i nazwisko:

Edyta Zdunek-Zastocka

1.2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

1996  tytul magistra biologii, specjalnos¢ biochemia
Zaktad Biochemii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie—
Sktodowskiej w Lublinie
Tytul pracy magisterskiej: ,,Badanie wptywu chlorochiny na profile
wewnatrzkomorkowych aktywnosci proteolitycznych u Trametes versicolor w
warunkach idiofazy wymuszonej ograniczeniem zrodta azotu lub wegla” (ocena
bardzo dobra)

Promotor: prof. dr hab. Andrzej Leonowicz

2002  stopien doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii
Katedra Biochemii, Wydziat Rolnictwa i Biologii, Szkota Gtowna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Mo-enzymes from leaves and roots of pea plants
(Pisum sativum L.) as affected by salinity and different N-source” (z
wyroznieniem), praca doktorska napisana w jezyku angielskim

Promotor: prof. dr hab. Wiestaw Bielawski

1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych

01.10.1996 - 30.09.2002 asystent, Katedra Biochemii, Szkota Gtowna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie
01.10.2002 — obecnie adiunkt, Katedra Biochemii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie
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2. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze
zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

2.1. Tytul osiagnie¢cia naukowego

Udziat wybranych gendéw metabolizmu kwasu abscysynowego w utrzymaniu homeostazy
tego fitohormonu w odpowiedzi roslin na czynniki stresowe oraz podczas wyksztatcania i

kietkowania nasion

2.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

Przedstawione osiggniecie naukowe stanowi cykl 5 publikacji, w tym 4 oryginalnych
publikacji naukowych oraz jednej pracy przegladowej. Prace badawcze wchodzace w sktad
osiggnigcia naukowego byly czg¢sciowo finansowane ze $rodkéw uzyskanych w ramach
grantu KBN PO6A 022 30 (rola habilitanta — kierownik) oraz grantu wewngtrznego SGGW
(rola habilitanta - gtowny wykonawca). W obu projektach opracowatam koncepcje badan

oraz wykonatam ponad 95% dos$wiadczen i analiz.

1. Zdunek-Zastocka EE, Grabowska A (2019) The interplay of PSABAUGT1 with
other abscisic acid metabolic genes in the regulation of ABA homeostasis during the
development of pea seeds and germination in the presence of H,0O,. Plant Science
(praca po pozytywnych recenzjach) (IF = 3,712, pktunisw’ = 35)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegalt na opracowaniu koncepcji badan,
przeprowadzeniu wszystkich doswiadczen i analiz, interpretacji uzyskanych wynikow,
napisaniu manuskryptu oraz przygotowaniu go do druku. Jestem autorem

korespondencyjnym tej publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na 95%.

2. Fidler J, Zdunek-Zastocka EX, Bielawski W (2015) Regulation of abscisic acid
metabolism in relation to the dormancy and germination of cereal grains. Acta
Societatis Botanicorum Poloniae 84: 3-11 (IF= 1,213, pktunisw® = 20, pktwnisw” = 20)
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Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji pracy,
zgromadzeniu i dokonaniu przeglgdu czesci literatury, napisaniu wigkszosci
manuskryptu, odpowiedzi na recenzje. Jestem autorem korespondencyjnym. Mo

wkitad w powstanie tej publikacji oceniam na 60%.

3. Zdunek-Zastocka EE, Sobczak M (2013) Expression of Pisum sativum PSAO3 gene,
which encodes an aldehyde oxidase utilizing abscisic aldehyde, is induced under
progressively but not rapidly imposed drought stress. Plant Physiology and
Biochemistry 71:57-66 (1F=2,352, pktunisw® = 35, pktunisw” = 35)

Moj udzial w tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan,
przeprowadzeniu wszystkich doswiadczen i analiz, interpretacji uzyskanych wynikow,
napisaniu manuskryptu oraz przygotowaniu go do druku. Jestem autorem

korespondencyjnym. Méj wktad w powstanie tej publikacji oceniam na 95%.

4. Zdunek-Zastocka EE (2010) The activity pattern and gene expression profile of
aldehyde oxidase during the development of Pisum sativum seeds. Plant Science
179:543-54 (IF= 2,481, pktmnisw® = 27, pktunisw” = 35)

Moj wkitad w powstanie tej publikacji to 100%.

5. Zdunek-Zastocka EX (2008) Molecular cloning, characterization and expression
analysis of three aldehyde oxidase genes from Pisum sativum L. Plant Physiology and
Biochemistry 46:19-28 (IF= 1,905, pktmnisw® = 20, pktmnisw® = 35)

Moj wkitad w powstanie tej publikacji to 100%.

&4 autor korespondencyjny
& pktunisw - punkty MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania

o pktmnisw - punkty MNiSW wedtug ujednoliconego wykazu czasopism zataczonego

do komunikatu z dnia 26.01.2017

Oswiadczenia okre$lajace indywidualny wktad wspotautoréw w powstanie

poszczegdlnych publikacji stanowig zatgcznik 6.
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Sumaryczne wskazniki bibliometryczne dla publikacji wchodzacych w sktad
osiggnigcia haukowego:

e Impact Factor (IF) = 11,663 (zgodnie z rokiem opublikowania)

e punkty mnisw® = 137

e punkty mnisw’ = 160

e liczba cytowan wg Web of Science = 46.

2.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

2.3.1. Wprowadzenie

Kwas abscysynowy (ABA) to hormon roslinny zaangazowany w regulacje wielu
procesOw zwigzanych z wzrostem 1 rozwojem ro$lin, jak réwniez adaptacja do
zmieniajacych si¢ warunkow Srodowiska. Wzrost jego st¢zenia obserwuje si¢ w tkankach
oraz w soku ksylemowym w odpowiedzi na deficyt wody, zasolenie, anoksje czy chtod
(Nambara i Marion-Poll, 2005; Ma i wsp., 2018). W warunkach stresu, ABA uczestniczy
w regulacji ekspresji genéw 1 utrzymaniu homeostazy osmotycznej, ktora w wyniku
dziatania wymienionych czynnikéw ulega zaburzeniu (Tuteja, 2007). Podczas rozwoju
nasion, ABA pochodzenia matecznego jest niezbedny do prawidtowego wzrostu i rozwoju
zarodka we wczesnych etapach wyksztatcania nasion (Finkelstein 1 wsp., 2002; Frey i1
wsp., 2004; Kermode, 2005), podczas gdy ABA pochodzenia zarodkowego
odpowiedzialny jest za indukcje 1 utrzymanie spoczynku podczas dojrzewania nasion
(Karssen 1 wsp., 1983). Spadek zawartoSci ABA obserwowany w nasionach poddanych
imbibicji, skorelowany jest natomiast z ustgpowaniem spoczynku i w konsekwencji
prowadzi do kietkowania (Millar i wsp., 2006). Procesy, w ktorych posredniczy ABA
korelujg ze zmianami zawarto$ci tego fitohormonu, ktore z kolei sg wynikiem rownowagi
pomiedzy dwoma dziatajacymi réwnolegle procesami, biosyntezg i rozktadem (Nambara i
Marion-Poll, 2005; Rodriguez-Gacio i wsp., 2009; Finkelstein, 2013; Frankowski i wsp.,
2013).
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Biosynteza ABA de novo w komorkach roslinnych odbywa si¢ poprzez rozktad 40-
weglowych  karotenoidow. Pierwszg specyficzng dla szlaku syntezy ABA reakcje
katalizuje  dioksygenza  9-cis-epoksykarotenoidowa (NCED, ang. nine-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase; EC 1.13.11.51). Przyjmuje si¢ ze, reakcja katalizowana
przez NCED decyduje o tempie biosyntezy ABA w odpowiedzi na czynniki stresowe
(Nambara i Marion-Poll, 2005). Enzymem katalizujacym ostatni etap szlaku syntezy ABA
de novo, czyli utlenienie aldehydu abscysynowego (ABAId) do ABA, jest
prawdopodobnie oksydaza aldehydowa (AO, ang. aldehyde oxidase; EC 1.2.3.1) (Seo i
wsp., 2000a).

Oksydaza aldehydowa nalezy do hydroksylaz molibdenowych, a podstawowa
reakcja katalizowang przez ten enzym jest oksydacyjna hydroksylacja aldehydow do
odpowiednich kwasoéw karboksylowych. Informacje dotyczace funkcji AO u roslin sa
nieliczne i ograniczajg si¢ jedynie do mozliwego zaangazowania t€go enzymu w syntezg
ABA (Seo i wsp., 2000a, 2000b). Poznane dotychczas biatka AO charakteryzuja si¢
szerokg specyficzno$cig substratows, zard6wno w stosunku do alifatycznych jak i
aromatycznych aldehydow, jednak izoformy AO utleniajace ABAld do ABA wykryto
tylko u Arabidopsis (AAOS; Seo i wsp., 2000a) i grochu (PsAOy; Zdunek-Zastocka i
wsp., 2004). W tkankach grochu stwierdzono obecnos¢ trzech izoform AO (PsAOa, -B, -
Y), przy czym wszystkie trzy wystgpuja w liSciach, a jedna w korzeniach (PsAOQy).
Zdolno$¢ do utleniania ABAIld wykazuje tylko izoforma o najwickszej mobilnosci
elektroforetycznej (PsAOy). Izoforma PsAOy jest homodimerem sktadajacym si¢ z
podjednostek o masie okoto 150 kDa (Zdunek-Zastocka i wsp., 2004). Aktywno$¢ oraz
poziom biatka PsAOy rosty znaczaco zaré6wno w liSciach, jak rowniez w korzeniach
grochu, podczas wzrostu na pozywkach zawierajacych czynnik stresowy (Zdunek-
Zastocka i wsp., 2004). Obserwowany u grochu wzrost aktywnosci PsAOy wobec
ABAId w odpowiedzi na czynniki stresowe, jest jak dotad jedynym cytowanym w
literaturze. Oksydaza aldehydowa jest jednym =z najstabiej poznanych i
scharakteryzowanych enzymoéw szlaku biosyntezy ABA (Zdunek-Zastocka i wsp., 2004).
Oczyszczono i scharakteryzowano pod wzgledem wlasciwosci biochemicznych tylko
jedno bialkko AO zdolne do utleniania ABAId, tj. rekombinowane biatko AAQOS
Arabidopsis (Seo i wsp., 2000a). Niewiele rowniez wiadomo na temat ekspresji genéw
kodujacych izoformy AO utleniajace ABAId, szczegélnie w odpowiedzi na niekorzystne
zmiany warunkow $rodowiska. Wprawdzie w warunkach stresu wodnego stwierdzono

wzrost poziomu transkryptu AAO3, genu kodujacego podjednostki AAOS w liSciach

7
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Arabidopsis (Seo 1 wsp., 2000a; Ikegami i wsp., 2009), to jednak wzrostowi poziomu
mRNA nie towarzyszyt wzrost aktywnosci AAOS (Seo 1 wsp., 2000a). Brak jest takze
informacji dotyczacych zmian aktywno$ci oraz ekspresji gendw kodujacych AO w
poszczegbdlnych stadiach wyksztatcania 1 dojrzewania nasion. Jedyng informacja na ten
temat, jest potwierdzenie obecnos$ci transkryptu AAO3 w nasionach Arabidopsis zebranych
dziesig¢ dni po zapyleniu (Lefebvre i wsp., 2006). Réwniez informacje dotyczace
lokalizacji tkankowej AO zdolnej do utleniania ABAId ograniczajg si¢ jedynie do AOJ u
Arabidopsis (Koiwai i wsp., 2004; Endo i wsp., 2008). Ta niewielka wiedza na temat AO,
jak réwniez szeroki wachlarz procesow, w ktorych uczestniczy ABA, czynig oksydaze
aldehydowa interesujacym obiektem dalszych badan.

Przyjmuje sie, ze obnizenie zawartosci ABA w koncowych etapach dojrzewania
nasion oraz w nasionach poddanych imbibicji jest wynikiem wzmozonego
katabolizmu tego fitohormonu (Nambara i Marion-Poll, 2005; Rodriguez-Gacio i wsp.,
2009). Przeksztatcenie ABA w forme nieaktywng moze zachodzi¢ poprzez hydroksylacje
grupy metylowej w pozycji C-8°, w reakcji katalizowanej przez 8’-hydroksylaze¢ ABA
(ABA8’OH, ang. ABA 8'-hydroxylase; EC 1.14.14.137), lub koniugacj¢ z glukoza, w
reakcji katalizowanej przez UDP-glukozylotransferaze¢ ABA (ABAUGT, ang. ABA
UDP-glucosyltransferase; EC 2.4.1.263) (Xu i wsp., 2002; Kushiro i wsp., 2004). Analiza
ro$lin transgenicznych w potaczeniu z charakterystyka biochemiczng rekombinowanych
biatek potwierdzily udzial ABA8’OH w regulacji zawartosci ABA w dojrzewajacych i
kieltkujacych nasionach (Okamoto i wsp., 2006), jednak rola ABAUGT w tym procesie
nie jest do konca wyjasniona, a wiedza na ten temat bardzo ograniczona. Wprawdzie
badania biochemiczne potwierdzity zdolnos$¢ tego enzymu do glikozylacji ABA in vitro, to
jednak nadekspresja czy wyciszenie pojedynczych gendéw kodujacych ABAUGT nie
wpltywaly zasadniczo na tempo kietkowania nasion ro$lin transgenicznych (Lim 1 wsp.,
2005; Dong 1 wsp., 2014). Ponadto, wciaz nie znajdziemy w publikacjach kompleksowej
analizy ekspresji genéw ABAUGT w polaczeniu ze zmianami zawartoSci ABA
zachodzacymi podczas rozwoju nasion, jak rowniez w trakcie ich imbibicji. Jak wykazaly
najnowsze badania, w odréznieniu od oksydacyjnej inaktywacji ABA, tworzenie
nieaktywnych koniugatow ABA z glukoza jest procesem odwracalnym. Mozliwa jest
bowiem hydroliza estrow glukozowych ABA (ABA-GE) przez B-glukozydaze (BG, ang.
beta-glucosidase; EC 3.2.1.175) specyficzng wzgledem ABA-GE. Hydroliza ABA-GE
nastepuje jednoetapowo i w porownaniu z biosynteza ABA de novo moze znacznie
szybciej prowadzi¢ do lokalnego zwigkszenia stg¢zenia tego fitohormonu (Han i wsp.,

8
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2012; Xu i wsp., 2013). Stad tez, stosunkowo niedawno odkryta mozliwo$¢ przemian ABA
z udzialem enzymow ABAUGT oraz BG, moze odgrywaé znacznie wazniejszg role W
regulacji zawartoSci ABA na poszczegolnych etapach rozwoju 0sobniczego roslin, jak i w
odpowiedzi na =zmieniajgce si¢ warunki S$rodowiska zewnetrznego, niz obecnie
przypuszcza si¢.

Badania ostatnich lat pokazuja, ze tempo syntezy jak i rozkladu ABA regulowane
jest gléwnie na poziomie transkrypcji gendw kodujacych enzymy zaangazowane w
metabolizm tego fitohormonu. Jednak wigkszo$¢ informacji dotyczacych regulacji
metabolizmu ABA, zaré6wno ekspresji genow kodujacych enzymy zaangazowane w
biosyntez¢ i rozklad ABA, jak rowniez czynnikdw wplywajacych na ta ekspresje,
uzyskano z badan na Arabidopsis. Wciaz niewiele wiadomo na temat metabolizmu ABA
i czynnikéw regulujacych ten metabolizm u roslin uprawnych, szczegélnie w
kontekscie regulacji spoczynku nasion. Spoczynek nasion wielu gatunkéw roslin
uprawnych ma bowiem bezposredni wptyw na jako$¢ plonow. Zbyt gieboki spoczynek nie
jest zjawiskiem pozadanym, gdyz moze powodowaé nierdéwnomierne wschody oraz
op6znia¢ kietkowanie, natomiast zbyt plytki spoczynek, jakim charakteryzuja si¢ liczne
odmiany gospodarczo istotnych gatunkéw zbdz, prowadzi do niekorzystnego zjawiska,
jakim jest przedzniwne porastanie (Gerjets 1 wsp., 2009; Gao 1 wsp., 2013). Stad tez w
pracy przegladowej (Fidler i wsp., 2015), wchodzacej w sktad osiagniecia naukowego,
usystematyzowano 1 skonfrontowano ze soba najnowsze informacje dotyczace
identyfikacji genow bioracych udzial w biosyntezie i katabolizmie ABA w ziarniakow
zb6z. W pracy tej opisano rowniez wplyw czynnikow, takich jak pozniwne
przechowywanie, $wiatto, temperatura, tlenek azotu oraz reaktywne formy tlenu (ROS), na
zawarto§¢ ABA 1 jego metabolizm w suchych ziarniakach oraz ziarniakach poddanych
imbibicji. W $wietle dostepnej literatury, wymienione czynniki wydaja si¢ wplywaé na
spoczynek 1 kietkowanie ziarniakdw poprzez regulacj¢ ekspresji genoéw biorgcych udziat w
biosyntezie i katabolizmie ABA, glownie genéw kodujacych NCED oraz ABAS’OH.
Reakcje katalizowane przez AO i ABAUGT moga stanowi¢ kolejne wazne ogniwa w
regulacji spoczynku zaréwno ziarniakéw zboéz, jak réwniez nasion innych gatunkow
roslin uprawnych, jednak rola obu enzyméw w tym procesie pozostaje nadal do

wyjasnienia.
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2.3.2. Cel naukowy

Niewielka wiedza na temat oksydazy aldehydowej (AO) zdolnej do utleniania
aldehydu abscysynowego do ABA, oraz UDP-glukozylotransferazy ABA (ABAUGT)
katalizujacej jednoctapowsg inaktywacje ABA, w potaczeniu z obiecujacymi wynikami
wstepnymi (Zdunek i Lips, 2001; Zdunek-Zastocka i wsp., 2004; Fidler i wsp., 2016),
czynig je interesujacym obiektem dalszych badan.

Stad tez, celem prezentowanego osiagniecia bylo wyjasnienie roli genoéw
kodujacych oksydaze aldehydowa oraz UDP-glukozylotransferaz¢ ABA w regulacji
zawarto$ci ABA u grochu podczas wyksztalcania i kietkowania nasion oraz w odpowiedzi
ro$lin na czynniki stresowe. Badania te przyczynig si¢ nie tylko do poznania miejsc
syntezy ABA jako, ze AO jest uwazana za enzym katalizujacy ostatni etap w biosyntezie
ABA, ale rowniez umozliwig zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje

metabolizmu tego fitohormonu, jak i procesow w ktorych bierze on udziat.

Cel ten zostal osiagniety w wyniku realizacji nastepujacych zadan badawczych:

1. Poznanie sekwencji nukleotydowych genow kodujacych enzymy potencjalnie
zaangazowane w biosynteze i rozktad ABA u grochu, czyli odpowiednio genéw z
rodziny oksydazy aldehydowej oraz UDP-glukozylotransferazy ABA (Zdunek-
Zastocka, 2008; Zdunek-Zastocka i Grabowska, 2019)

2. Zbadanie profili ekspresji sklonowanych genéow PSAO podczas rozwoju nasion grochu
oraz w odpowiedzi ro$lin grochu na czynniki stresowe, takie jak zasolenie, deficyt
wody czy obecno$¢ jonéow amonowych jako jedynego zrodta azotu w pozywce
(Zdunek-Zastocka, 2008; Zdunek-Zastocka, 2010; Zdunek-Zastocka i Sobczak,
2013)

3. Otrzymanie, oczyszczenie oraz biochemiczna charakterystyki rekombinowanego

biatka PSAO3 grochu zdolnego do utleniania aldehydu abscysynowego do ABA
(Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013)
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4. Zbadanie profili ekspresji genow PSABAUGT podczas dojrzewania nasion grochu oraz
w trakcie imbibicji nasion w wodzie oraz roztworach H,O,, w warunkach tlenowych i
anoksji (Zdunek-Zastocka i Grabowska, 2019)

5. Analiza poréwnawcza profili ekspresji genéw PSAO oraz PSABAUGT z ekspresja
genéw o ugruntowanej roli w syntezie i1 rozktadzie ABA, czyli odpowiednio
dioksygenzy 9-cis-epoksykarotenoidowej (PSNCED) oraz 8’-hydroksylazy ABA
(PsABA8’OH), podczas wyksztatcania i kietkowania nasion oraz w odpowiedzi roslin
grochu na czynniki stresowe (Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013; Zdunek-Zastocka
I Grabowska, 2019)

6. Analiza funkcjonalna genu PSABAUGTL1 grochu poprzez nadekspresje w roslinach
rzodkiewnika (Zdunek-Zastocka i Grabowska, 2019).

2.3.3. Omoéwienie wynikow badan oraz dyskusja

Molekularna charakterystyka oksydazy aldehydowej grochu

W tkankach grochu zidentyfikowano trzy pelnej dlugosci sekwencje ¢cDNA
oksydazy aldehydowej, ktore nazwano: PSAO1, PSAO2 oraz PsAO3, a nast¢pnie
zarejestrowano je w bazie GeneBank NCBI pod nastgpujacymi numerami akcesyjnymi:
EF491598, EF491599 oraz EF491600. Sekwencja PsAO1 sktada si¢ z 4630 pz, z czego
sekwencje¢ kodujaca (ORF, ang. open reading frame) stanowi 4122 pz, sekwencja PSAO2
sktada si¢ z 4348 pz z czego ORF stanowi 4104 pz, natomiast sekwencja PSAO3 sktada si¢
z 4333 pz z czego ORF stanowi 4104 pz (Zdunek-Zastocka, 2008). Stosujac narzedzia
bioinformatyczne stwierdzono, ze sekwencja PSAOL jest w 90% identyczna z PSAO2 oraz
w 78% z PsAO3, natomiast PSAO2 jest w 80% identyczna z PSAO3, zar6wno na poziomie
sekwencji nukleotydowych, jak réwniez aminokwasowych. Sekwencje aminokwasowe
kodowane przez geny PsSAO wykazuja 55% identyczno$ci z sekwencjami AO roslin
jednolisciennych oraz 60% identycznosci z sekwencjami AO dwuli$ciennych.
Poréwnawcza analiza sekwencji aminokwasowych pozwolita takze na identyfikacje w

obrebie sekwencji grochu, trzech charakterystycznych dla AO domen wigzacych
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kofaktory: N-koncowa domen¢ wigzaca dwa centra zelazo-siarkowe, centralnie potozong

domeng wigzaca FAD oraz C-koncowa domene wiazacg kofaktor molibdenowy.

Organospecyficzna ekspresja genéw kodujacych AO grochu

Poziom mRNA wszystkich trzech genéw PSAO badano w liSciach i korzeniach
siewek oraz ro$lin dorostych grochu stosujac metodg potilosciowego RT-PCR (Zdunek-
Zastocka, 2008). Liscie roslin dorostych podzielono na: A- najmtodsze, nierozwinigte; B-
dojrzate, rozwinigte; C- najstarsze, starzejace si¢. W organach wegetatywnych profile
ekspresji PSAOL1 oraz PsAO2 byty zblizone. Poziomy transkryptow obu gendéw byly
najwyzsze w liSciach siewek oraz mlodych liSciach roslin dorostych, a najnizsze w
korzeniach oraz w starzejacych si¢ lisciach. PSAO3 ulegal ckspresji we wszystkich
badanych organach, przy czym najwyzszy poziom trankryptu PSAO3 zaobserwowano w
korzeniach i starzejacych si¢ liSciach roslin dorostych, a najnizszy w siewkach i
miodych lisciach roslin dorostych. Profil ekspresji genu PSAO3 korelowat z opisanym
wczesniej profilem aktywnosci i poziomu biatka izoformy PsAOy (Zdunek-Zastocka i
wsp., 2004).

Analiza ekspresji genow oksydazy aldehydowej w odpowiedzi na czynniki stresowe

Czynnikami stresowymi, ktore zastosowano w doswiadczeniach bylo zasolenie (100 mM
NaCl), stopniowo (3- 14 dni) lub gwaltownie (1- 24 h) wprowadzany deficyt wody, oraz obecnos$é
jonéw amonowych (4 mM NHy") w pozywce jako jedynego zrodta azotu.

W warunkach zasolenia, stopniowo wprowadzanego stresu wodnego oraz obecnosci
jonow NH;" w pozywce, poziom transkryptu PSAO1 oraz PsAO2 nie ulegal zmianie w
zadnej z badanych tkanek. Natomiast poziom mRNA PSAO3 wzrést znacznie, zarbwno w
liSciach jak rowniez w korzeniach grochu, przy czym zmiany te byly wigksze w lisciach
(Zdunek-Zastocka, 2008; Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013). Sposrod lisci rd6znigcych
si¢ wiekiem, najwyzszy wzrost ekspresji PSAO3 widoczny byl w starych li§ciach, niewiele
mniejszy w dojrzatych, w pelni rozwinigtych liciach, podczas gdy w milodych,
nierozwinig¢tych lisciach poziom transkryptu PSAO3 nie ulegal zmianie (Zdunek-
Zastocka, 2008). W odpowiedzi na czynniki stresowe, profile ekspresji genu PsAO3

koreluja z obserwowanymi we wczeSniejszych badaniach oraz w prezentowanym
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osiagnieciu naukowym zmianami aktywnosci oraz poziomu bialka izoformy PsAOy
(Zdunek-Zastocka i wsp., 2004; Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013).

W warunkach stopniowo wprowadzanego deficytu wody, indukcji ekspresji PSAO3
towarzyszyl wzrost poziomu transkryptu PSNCED3 w lisciach grochu, natomiast w
korzeniach wzrost ekspresji PSNCED2, sugerujac mozliwos¢ syntezy ABA w obu badanych
organach. Jednak analiza zawartosci ABA wykazata, ze w odpowiedzi na stopniowo wprowadzany
stres wodny, hormon ten akumulowany jest tylko w lisciach (Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013).
Brak wzrostu zawartosci ABA w korzeniach w odpowiedzi na zasolenie, deficyt azotu czy obecnos¢
NH;" w pozywce, obserwowano takze w poprzednich doswiadczeniach prowadzonych na grochu
(Zdunek i Lips, 2001). Zaobserwowano wéwczas wzmozony transport ABA (pmol x g™ FW root x
h™) w sokach ksylemu, co w polaczeniu z prezentowanymi powyzej wynikami wskazuje, ze u
grochu w odpowiedzi na czynniki stresowe ma miejsce synteza de novo ABA zaréwno w lisciach jak
I korzeniach, jednak ABA syntetyzowany w korzeniach nie jest w tych organach akumulowany, a
transportowany do lisci. Stad tez, czes¢ ABA akumulowanego w lisciach w odpowiedzi na stres

wodny, moze pochodzi¢ z korzeni.

Analiza ekspresji genow oraz aktywnoSci oksydazy aldehydowej podczas

wyksztalcania i dojrzewania nasion grochu

Przedstawione ponizej badania opisuja zmiany aktywnosci poszczegdlnych izoform
AOQO oraz zmiany w ekspresji genow kodujacych podjednostki AO podczas wyksztatcania 1
dojrzewania nasion grochu, osobno w cze$ci pochodzenia matecznego (okrywa
nasienna) oraz w zarodku (0§ zarodkowa, liscienie) (Zdunek-Zastocka, 2010).
Badaniom poddano takze owocni¢ (perykarp). Nasiona grochu sa doskonalym modelem
do badania lokalizacji proceséw zachodzacych podczas rozwoju nasion, ze wzgledu na ich
morfologie 1 duze rozmiary. Okres wyksztalcania 1 dojrzewania nasion grochu odmiany
Little Marvel wynosit okoto 40-43 dni, liczac od pierwszego dnia po zapyleniu (DAP).

W rozwijajacych si¢ nasionach grochu wykryto pig¢ izoform AO, z ktorych
wszystkie pie¢ byly zdolne do utleniania aldehydu indolowego (PsAOa, -3, -y, -0, -x), @
tylko trzy izoformy utlenialy aldehyd abscysynowy (PsAOy, -8, -k). W poczatkowych
etapach wyksztalcania nasion (do okoto 13 DAP), stwierdzono obecno$¢ tylko izoform
PsAOaq, -B, -y, ktorych mobilno$¢ elektroforetyczna pokrywata si¢ z mobilnoscig biatek
AO obecnych w organach wegetatywnych grochu (Zdunek-Zastocka i wsp., 2004). Na tym
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etapie wyksztalcania nasion, wystgpowanie izoform PsAO, jak rowniez ekspresja gendéw je
kodujacych (PsAO1, PsAO2, PsAO3), ograniczata si¢ jedynie do cze$ci pochodzenia
matecznego, tj. okrywy nasiennej oraz owochi (Zdunek-Zastocka, 2010).
Przeprowadzone wczesniej badania na mutantach sugerowaty, ze ABA, ktéry niezbedny
jest do prawidlowego wzrostu i rozwoju zarodka, jak rowniez stymuluje zmiany
zachodzace w owocni w poczatkowych etapach embriogenezy, transportowany jest z
organéw wegetatywnych rosliny matecznej (Frey i wsp., 2004). Jednak przeprowadzone
na nasionach grochu badania po raz pierwszy wskazuja, ze w poczatkowych etapach
wyksztalcania nasion ABA moze by¢ syntetyzowany w okrywie nasiennej oraz owocni
(Zdunek-Zastocka, 2010).

Po zakonczeniu podziatéw komorkowych oraz wzrostu wydhuzeniowego komorek,
aktywno$¢ izoformy PsAO-a oraz - zanika (izoformy nie utleniajgce ABAId), sugerujac
udzial w syntezie innego hormonu roslinnego — kwasu indolio-3-octowego (dyskusja w
Zdunek-Zastocka, 2010), natomiast aktywno$¢ PsAQOy (utleniajaca ABAId) utrzymuje si¢
do osiagnigcia przez nasiona dojrzatosci petnej. Podczas dojrzewania nasion, aktywno$¢
izoformy PSAOy wystepuje nadal na wysokim poziomie w okrywie nasiennej oraz od 25
DAP pojawia si¢ takze w osi zarodkowej, sugerujac jej udzial w syntezie ABA nie tylko
pochodzenia matecznego, ale rowniez zarodkowego. Zmiany aktywnosci jak réwniez
lokalizacja izoformy PsAOy korelowata z ekspresja genu PSAO3, po raz kolejny sugerujac
ze podjednostki tej izoformy sa kodowane wilasnie przez PSAO3. Pod koniec okresu
syntezy substancji zapasowych, tuz przed intensywnym odwodnieniem nasion,
zaobserwowano pojawienie si¢ wylgcznie w liscieniach dwoch nowych izoform AO,
PsAOS oraz PsAOx. Wysoka aktywno$¢ tych izoform, zdolnych do utleniania ABAId,
koreluje ze szczytem akumulacji ABA w zarodkach (pomigdzy 26 a 30 DAP), sugerujac
udzial obu izoform w syntezie ABA pochodzenia zarodkowego. Badania molekularne w
polaczeniu z analiza mutantow, wykazaty, ze ABA pochodzenia zarodkowego jest
kluczowy dla indukcji i utrzymania spoczynku pierwotnego nasion (Karssen i wsp., 1983).
Poniewaz pojawieniu si¢ izoform PSAOS oraz -k towarzyszyl wzrost ekspresji genu
PsAO2, sugeruje si¢, ze przynajmniej jedna z tych izoform jest kodowana przez PSAO2. W
dojrzatych nasionach, obecne byly tylko izoformy PsAOxk oraz -y, ktorych lokalizacja jak
réwniez ekspresja genéw je kodujacych ograniczata si¢ wylacznie do zarodka (Zdunek-

Zastocka, 2010).
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Biorac pod uwagg lokalizacj¢ izoform zdolnych do utleniania ABAIld sugeruje sig, ze
w poczatkowych etapach wyksztalcania nasion synteza ABA mozliwa jest gtownie w
czesciach pochodzenia matecznego, podczas dehydratacji nasion w cze$ciach pochodzenia
matecznego oraz zarodku, natomiast w dojrzatych nasionach tylko w zarodku. W $wietle
wcigz niepotwierdzonej syntezy ABA w czeSciach owocu pochodzenia matecznego,
powyzsze badania uzupelniaja badania genetyczne w wyjasnianiu pochodzenia ABA

akumulowanego w wyksztatcajacych 1 dojrzewajacych nasionach.

Biochemiczna charakterystyka rekombinowanego biatka PsAO3

Na podstawie analizy ekspresji genéw kodujacych PSAO u grochu sformutowano hipoteze,
wedlug ktorej podjednostki izoformy PsAOy (homodimer), utleniajacej aldehyd
abscysynowy do ABA, sa kodowane przez gen PSAO3. W celu potwierdzenia postawionej
hipotezy, gen PSAO3 grochu poddano heterologicznej ekspresji w komorkach drozdzy, a
otrzymane rekombinowane biatko scharakteryzowano, szczegélnie pod katem zdolnosci do
utleniania aldehydu abscysynowego oraz wrazliwos$ci na inhibitory (Zdunek-Zastocka i
Sobczak, 2013). Aldehyd abscysynowy nie jest komercyjnie dost¢pny, zas ten
wykorzystany w prezentowanych badaniach zostat zsyntetyzowany i udostepniony dzieki
uprzejmosci profesora Jana Zeevaart’a (Department of Plant Biology, Michigan State
University, USA).

W pierwszym etapie do§wiadczenia, sekwencj¢ kodujaca PSAO3 subklonowano do
wektora ekspresyjnego pPICZB pod kontrolg promotora genu oksydazy alkoholowej, a
otrzymany konstrukt genetyczny wprowadzono na drodze elektroporacji do komorek
metylotroficznych drozdzy Pichia pastoris szczepu KM71H. Otrzymane w komorkach
drozdzy biatko PsAO3 grochu oczyszczono wykorzystujac chromatografi¢ jonowymienng na
ztozu DEAE-cellulose, chromatografi¢ sita molekularnego na ztozu Superdex 200 oraz
chromatografie powinowactwa na ztozu Ni-IDA (a nickel-iminodiacetic acid resin)
(Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013). Stosujac chromatografi¢ sita molekularnego jak
réwniez elektroforez¢ w Zelu poliakryloamidowym z SDS stwierdzono, ze rekombinowane
biatko PSAO3 jest homodimerem o masie okolo 300 kDa. Analiza biatka PsAQO3 z
zastosowaniem spektrometrii mas pozwolita na zidentyfikowanie sekwencji czternastu
peptydow 1 potwierdzita, ze oczyszczone biatko bylo rzeczywiscie kodowane przez gen

PsAQO3.
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Analizy biochemiczne wykazaty, ze rekombinowane bialko PsAO3 charakteryzuje
si¢ podobna specyficznoscig substratowa w stosunku do izoformy PsAQy obecnej w
ekstraktach z grochu. Obydwa bialka preferuja aldehyd 3-indolowy oraz aldehyd
naftoesowy jako substraty, chociaz wysoka aktywno$¢ wykazuja takze wobec aldehydu
abscysynowego oraz cytralu. PSAOy i PsSAO3 sa rowniez zdolne do utleniania aldehydu
cynamonowego i benzoesowego, lecz ze znacznie nizsza wydajnoscig. Obydwa biatka nie
utleniajg natomiast aldehydu octowego. Bialko PsAO3 wykazalo najnizsze wartosci Km
wobec aldehydu naftoesowego (4,6 nM) i aldehydu abscysynowego (5,1 pM).
Podobnymi wlasciwosciami kinetycznymi charakteryzowalo si¢ rekombinowane biatko
AAO3 Arabidopsis (Seo i wsp., 2000a), otrzymane poprzez heterologiczng ekspresje genu
AAO3 w drozdzach. Gen AAO3 Arabidopsis koduje podjednostki homodimerycznej
izoformy AAOJ, utleniajacej ABAId do ABA u Arabidopsis. Obydwa rekombinowane
biatka, PsAO3 oraz AAO3, charakteryzowaty si¢ ponadto podobng wrazliwoscia na
zastosowane inhibitory. Inhibitorami niemal catkowicie hamujgcymi aktywno$¢ obu biatek
okazaly si¢ cyjanek potasu, N,N'-difenylo-p-fenylenodiamina oraz kwas p-
hydroksyrteciobenzoesowy (Seo i wsp., 2000a; Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013).

Molekularna charakterystyka UDP-glukozylotransferazy ABA oraz 8’-hydroksylazy
ABA grochu

Geny kodujace enzymy bioragce udzial w inaktywacji ABA, podobnie jak i
biosyntezy ABA, naleza do duzych rodzin genow, ktore ulegaja ekspresji w roznych
tkankach, pod wptywem réznych czynnikow, petlnigc réznorakie funkcje (Nambara i1
Marion-Poll, 2005). Dalego tez, pierwszym etapem badan bylo poznanie sekwencji genow
potencjalnie nalezacych do rodziny UDP-glukozylotransferazy ABA oraz rodziny 8’-
hydroksylazy ABA, a nastepnie na podstawie analizy profili ekspresji, wytypowanie tych
gendw, ktore biorg udziatl w regulacji zawarto$ci ABA w nasionach (Zdunek-Zastocka i
Grabowska, 2019).

W tkankach grochu zidentyfikowano i scharakteryzowano dwie pelnej dlugosci
sekwencje cDNA UDP-glukozylotransferazy ABA (PSABAUGT1, PSABAUGT?2) oraz
dwie sekwencje c¢DNA 8’-hydroksylazy ABA (PsABA8'OH1, PsABA8'OH2).
Sekwencje te zarejestrowano w bazie GeneBank NCBI pod nastgpujacymi numerami

akcesyjnymi: MF034884, MF034881, MF034882 oraz MF034883. Sekwencje kodujace
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(ORF) wymienionych gendéw sktadaty si¢ odpowiednio z 1443 pz, 1431 pz, 1395 pz, oraz
1398 pz. Bioinformatyczna analiza sekwencji aminokwasowych wykazata, ze
PSABAUGT1 oraz PsSABAUGT?2 naleza do 73-ciej rodziny glukozylotransferaz oraz sg w
64% identyczne z sekwencja biatka PVABAGT. UDP-glukozylotranferaza ABA z fasoli
(PvABAGT) charakteryzuje si¢ wysoka specyficznoscia wobec ABA jako substratu
(Palaniyandi i wsp., 2015), co sugeruje udzial obu enzymow PSABAUGT grochu w
metabolizmie tego hormonu. Natomiast bioinformatyczna analiza sekwencji
aminokwasowych PsABA8’OHI1 i PsABA8’OH2 wykazata, ze naleza one do rodziny
cytochromow P450 (CYP), doktadnie do podrodziny CYP707A.

Ekspresja PSABAUGT, PSABA8'OH oraz PsNCED podczas rozwoju i imbibicji nasion
grochu

Ekspresje sklonowanych genow badano w nasionach grochu w trakcie ich
wyksztatcania 1 dojrzewania, a nastgpnie w dojrzatych, niespoczynkowych nasionach (ang.
nondormant seeds) poddanych imbibicji w wodzie lub roztworach H,O,, w warunkach
tlenowych i anoksji. Profile ekspresji genow PSABAUGT i PSABA8'OH skorelowano
nastgpnie ze zmianami zwartoSci ABA oraz z ekspresja gendéw zaangazowanych w
biosyntezg¢ tego fitohormonu, czyli genéw PSNCED.

W czasie rozwoju nasion grochu, trwajacego okoto 40-43 dni, szczyt akumulacji
ABA w zarodkach miat miejsce okoto 26 dnia po zapyleniu 1 byt poprzedzony wzrostem
ekspresji PSNCED2 i PsNCED3. Rowniez w nasionach poddanych imbibicji, poziom
transkryptu obu PSNCED wzrost znaczaco sugerujac, ze pomimo obserwowanego spadku
zawartosci ABA podczas imbibicji, ma miejsce synteza de novo tego fitohormonu
(Zdunek-Zastocka i Grabowska, 2019). Wczesniejsze badania sugerowaly, ze synteza
ABA de novo jest niezb¢dna do podtrzymania spoczynku w trakcie imbibicji dojrzatych
nasion spoczynkowych (ang. dormant seeds) (Ali-Rachedi i wsp., 2004). Natomiast,
badania przeprowadzone u grochu po raz pierwszy wskazuja, ze synteza ABA de
novo w pierwszych godzinach imbibicji ma miejsce takze w nasionach, w ktérych
spoczynek pierwotny juz ustgpil (w nasionach niespoczynkowych).

Uwaza sig, ze spadek zawartosci ABA, obserwowany w fazie pdznego dojrzewania
nasion i w nasionach poddanych imbibicji, wynika z wzmozonego katabolizmu tego

fitohormonu na skutek hydroksylacji ABA katalizowanej przez 8’-hydroksylaz¢ ABA
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(Nambara i wp., 2010). Rzeczywiscie, wzrost poziomu transkryptu Ps4BA8’OHI
towarzyszyl obnizeniu zawartosci ABA w zarodkach nasion grochu w okresie
intensywnego odwodnienia nasion (22-34 DPA) oraz w nasionach poddanych imbibicji
(pomigdzy 12 a 24h). Jednak ekspresja tego genu malata tuz przed osiggnigciem
dojrzatosci pelnej nasion oraz byla nadal niska w pierwszych godzinach po rozpoczeciu
imbibicji sugerujac, ze w utrzymaniu niskiego st¢zenia ABA bierze wowczas udziat inny
enzym. Z badan przeprowadzonych na nasionach grochu wynika, Ze enzymem
koniecznym dla utrzymania niskiego stezenia ABA w koncowych etapach
dojrzewania nasion oraz w pierwszych godzinach imbibicji jest PSABAUGTL.
Obserwowany bowiem wzrost poziomu transkryptu PSABAUGTL1 korelowat ze spadkiem
zawarto$ci ABA zaréwno w dojrzewajacych nasionach grochu, w fazie intensywnego
odwodnienia nasion pomig¢dzy 30 a 43 DAP, jak rowniez w nasionach poddanych
imbibicji, w pierwszych 12-tu godzinach od rozpoczgcia imbibicji w wodzie (Zdunek-
Zastocka i Grabowska, 2019).

Dane literaturowe wskazuja, ze imbibicja nasion w roztworach H,0O, przed
wysiewem przyspiesza kietkowanie oraz prowadzi do wigkszej tolerancji na zasolenie
(Kong i wsp., 2017). W ostatnich latach zaproponowano takze, ze H,O, moze wpltywac na
rownowage hormonalng powodujac wzrost st¢zenia giberelin (GA) oraz spadek zawarto$ci
ABA. Rzeczywiscie w wyniku potraktowania nasion tytoniu roztworami H2O;
obserwowano wzrost zawartosci giberelin oraz indukcj¢ ekspresji gendw kodujacych
enzymy zaangazowane w biosynteze giberelin, czyli 3-oksydaze GA oraz 20-oksydaze GA
(Li i wsp., 2018). Natomiast informacje na temat wpltywu H,O, na zawarto§¢ ABA i
ekspresje genow zaangazowanych w jego metabolizm w nasionach poddanych imbibicji sa
ograniczone i czesto sprzeczne (Bahin i wsp., 2011; El-Maarouf-Bouteau i wsp., 2015).
Zawartos¢ ABA badano jedynie w nasionach dopiero po 24 godzinach od rozpoczgcia
imbibicji w H,O, lub w siewkach juz po zakonczeniu kietkowania. Brak jest natomiast
informacji na temat wptywu H,O, na zawarto§¢ ABA 1 ekspresje gendéw zaangazowanych
w jego metabolizm w pierwszych 24 godzinach imbibicji. Dlatego tez badania
przeprowadzone na nasionach grochu sa pierwszymi, w ktorych przeanalizowano
zmiany w zawartosci ABA oraz w ekspresji genow zaangazowanych w jego
metabolizm podczas pierwszych 24 godzin imbibicji nasion w roztworach H,O, w
warunkach tlenowych i anoksji (Zdunek-Zastocka i Grabowska, 2019). Zaréwno w
warunkach tlenowych, jak réwniez anoksji, zaobserwowano wyzszg zawartos¢ ABA w

zarodkach nasion imbibowanych w roztworach H,O, (40 mM) w poréwnaniu z nasionami
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imbibowanymi w wodzie juz w 6-te] godzinie imbibicji. Wzrostowi zwartosci ABA
towarzyszyl wzrost poziomu transkryptu PSNCED2 oraz spadek poziomu transkryptu
PSABAUGT]1, zarowno w warunkach tlenowych jak i anoksji. Natomiast ekspresja genu
PsABA8’OHI korelowata ze zmianami zawartosci ABA tylko w warunkach tlenowych
sugerujac, ze to jednak PSABAUGT1 odgrywa kluczowa role w regulacji zawartosci ABA
podczas imbibicji nasion grochu.

Analiza funkcjonalna PSABAUGT1 grochu poprzez nadekspresj¢ w roslinach

rzodkiewnika

W celu potwierdzenia zaangazowania PSABAUGT1 w regulacj¢ zawarto$ci ABA,
przeprowadzono analize¢ funkcjonalnag PSABAUGT1 poprzez nadekspresje w
Arabidopsis thaliana. W wyniku transformacji roslin rzodkiewnika konstruktem
genetycznym PsSABAUGT1 pCAMBIA (sekwencje PSABAUGT1 wprowadzono do
wektora pCAMBIA pod promotorem CaMV35S) otrzymano kilkanascie linii
homozygotycznych. Nasiona transgenicznych roslin Arabidopsis (pokolenie T4)
kielkowaly szybciej niz nasiona roslin dzikich oraz charakteryzowaly si¢ obnizong
zawartoScia endogennego ABA oraz mniejsza wrazliwoscia na ABA podany
egzogennie (Zdunek-Zastocka i Grabowska, 2019). Otrzymane wyniki po raz
pierwszy dowodza, ze PSABAUGT1 odgrywa kluczowa role w katabolizmie ABA,
obnizajac zawartosci ABA w dojrzewajacych nasionach, jak rowniez w nasionach

poddanych imbibicji, zaré6wno w wodzie jak i w roztworach H,O,.

2.3.4. Podsumowanie wynikéw badan

1. Otrzymano 1 scharakteryzowano trzy petnej dlugosci sekwencje cDNA oksydazy
aldehydowej grochu (PsAO1, PsAO2, PsAO3), enzymu katalizujacego ostatni etap
szlaku biosyntezy kwasu abscysynowego (ABA).

2. W organach wegetatywnych, profil ekspresji genu PsAO3 korelowal z profilem

aktywnos$ci 1 poziomem biatka PsAOy, izoformy AO grochu zdolnej do utleniania
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aldehydu abscysynowego (ABAId) do ABA, zar6wno w warunkach kontrolnych, jak
réwniez w warunkach stresu abiotycznego. Poziom mRNA PSAO3 oraz aktywnos$¢
PsAOy znaczaco wzrosty w warunkach zasolenia, obecnosci jonow amonowych oraz
stopniowo wprowadzanego deficytu wody, zaréwno w korzeniach jak i liSciach
grochu. Sposrod lisci roznych wiekiem, wzrost ten byt najwyzszy w starzejacych si¢
lisciach, podczas gdy w mtodych lisciach poziom mRNA PsSAO3 nie ulegat zmianie.
Uzyskane wyniki, po raz pierwszy przedstawiaja pozytywng zalezno$¢ pomig¢dzy
poziomem transkryptu oraz poziomem aktywnosci izoformy AO, zdolnej do
utleniania ABAId, w odpowiedzi na wybrane czynniki stresowe. Ponadto, profil
ekspresji genu PSAO3 korelowat z ekspresja genu PSNCED oraz zawarto$ciag ABA w
tkankach, zar6wno w warunkach kontrolnych, jak réwniez w odpowiedzi na czynniki
stresowe. Otrzymane wyniki sugeruja, ze PSAO3 bierze udziat w wzmozonej w
warunkach stresu syntezie ABA, jak réwniez jest posrednio zaangazowany w procesy

starzenia majace miejsce w lisciach.

3. Z badan przeprowadzonych u grochu po raz pierwszy wynika, ze w poczatkowych
etapach wyksztalcania nasion mozliwa jest synteza ABA w cze$ciach owocu
pochodzenia matecznego, tj. okrywie nasiennej oraz owocni. Wskazujg na to nie tylko
wysoka aktywno$¢ izoformy PsAOy, ale rowniez wysoki poziom MRNA PsAO3 oraz
PsSNCED3. Uzyskane wyniki sugeruja takze, ze w syntezie ABA pochodzenia
zarodkowego, odpowiedzialnego za indukcj¢ spoczynku nasion podczas dojrzewania,
bierze udziat nie tylko izoforma PsAOy (zlokalizowana w osi zarodka), ale takze

wystepujace w liscieniach izofroma PSAOS oraz PSAOk.

4. W wyniki heterologicznej ekspresji genu PsAO3 w komorkach Pichia pastoris,
otrzymano rekombinowane biatko, ktére bylo zdolne do utleniania aldehydu
abscysynowego i charakteryzowato si¢ bardzo zblizong specyficznos$cig substratowa
oraz wrazliwoécig na inhibitory w poroéwnaniu do izoformy PsAOy. Analizy
molekularne 1 biochemiczne potwierdzity, ze PSAO3 koduje podjednostki

homodimeru PsAOy.

5. W tkankach grochu zidentyfikowano 1 scharakteryzowano dwie peinej dlugosci

sekwencje cDNA UDP-glukozylotransferazy ABA (PSABAUGT1, PsSABAUGT?2) oraz
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dwie sekwencje c¢DNA 8’-hydroksylazy ABA (PSsABA8'OH1, PsABA8'OH1),

enzyméw zaangazowanych w katabolizm ABA.

6. Z badan przeprowadzonych na nasionach grochu wynika, ze enzymem koniecznym
dla utrzymania niskiego stezenia ABA w koncowych etapach dojrzewania nasion oraz
w pierwszych godzinach imbibicji, jest PSABAUGT1. Badania te sa pierwszymi, w
ktorych przeanalizowano zmiany zawartoSci ABA oraz ekspresji  genow
zaangazowanych w jego metabolizm podczas pierwszych 24 godzin imbibicji nasion
w roztworach H,0O,, w warunkach tlenowych jak i anoksji. Wyzsza zawarto$¢ ABA w
zarodkach nasion grochu, obserwowana byta podczas imbibicji w roztworach H,0,
niz w wodzie, a towarzyszy! jej_wzrost poziomu transkryptu PSNCED2 oraz spadek

poziomu transkryptu PSABAUGT1, zar6wno w warunkach tlenowych jak i anoksji.

7. W wyniku nadekspresji PSABAUGT1 w ro$linach Arabidopsis, potwierdzono udziat
tego genu w katabolizmie ABA, a tym samym w regulacji jego zawarto$ci, w
dojrzewajacych 1 kietkujacych nasionach. Nasiona transgenicznych roslin (pokolenie
T4) kietkowaly szybciej niz nasiona roslin dzikich, charakteryzowaty si¢ nizsza
zawartoscig endogennego ABA oraz obnizong wrazliwo$cig na egzogennie podany

ABA.
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3. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-
BADAWCZYCH

3.1. Praca naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

W latach 1991-1996 bytam studentka kierunku Biologia na Wydziale Biologii i Nauk
0 Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Prac¢ magisterskg pt.:
»Badanie wptywu chlorochiny na profile wewnatrzkomérkowych —aktywnosci
proteolitycznych u Trametes versicolor w warunkach idiofazy wymuszonej ograniczeniem
zrodta azotu lub wegla”, wykonang pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Leonowicza
oraz dr hab. Magdaleny Staszczak obronitam w czerwcu 1996 roku. Wyniki doswiadczen
prowadzonych przeze mnie w trakcie przygotowywania pracy magisterskiej staty sig

czegscig nastepujacych opracowan naukowych:

Staszczak M, Zdunek E, Leonowicz A (2000) Studies on the role of proteases in the
white-rot fungus Trametes versicolor: Effect of PMSF and chloroquine on ligninolytic
enzymes activity. Journal of Basic Microbiology 40:51-63 (IF = 1,051, pktunisw® = 9,
pktvnisw” = 20)

Staszczak M, Zdunek E, Leonowicz A (1999) Intracellular proteolysis. Postepy
Biochemii 45, 32-41 (IF = 0, pktvnisw® = 6, pktwnisw’ = 5)

W pazdzierniku 1996 roku podjetam prace w zespole badawczym kierowanym przez
prof. dr hab. Wiestawa Bielawskiego w Katedrze Biochemii Szkoty Gléwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Prowadzone wéwczas w Katedrze Biochemii
badania koncentrowaty si¢ miedzy innymi wokot hydrolizy substancji zapasowych w
ziarniakach pszenzyta odmian roéznigcych si¢ wrazliwos$cig na przedzniwne porastanie. W
swojej pracy skupitam si¢ glownie na identyfikacji, oczyszczaniu i charakterystyce
biochemicznej aminopeptydaz zaangazowanych w hydrolize¢ biatek podczas kietkowania
ziarniakOw pszenzyta. Rozpoczete przeze mnie badania byly nastepnie kontynuowane
przez kolejnych doktorantéw prof. dr hab. Wiestawa Bielawskiego oraz przeze mnie po
powrocie z Izraela. W marcu 1998 wyjechalam na 3-letni staz naukowy do Biostress
Research Laboratory, the Blaustein Institute for Desert Research, Ben-Gurion University

of Negev, Sede Boger, Izrael. W Izraelu wigczytam si¢ w badania ukierunkowane na
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poznanie mechanizméw warunkujacych tolerancj¢ oraz adaptacj¢ roslin do niekorzystnych
warunkow $rodowiska tj. susza, zasolenie, czy wysoka temperatura. Prac¢ w laboratorium
kierowanym przez prof. Herman Lipsa rozpocz¢tam od badania wymiany sygnatow
pomiedzy organami grochu w odpowiedzi na czynniki stresowe. Otrzymane wyniki
sugerowaly, ze role czasteczki sygnatowej przesytanej sokami ksylemu z korzeni do pedu
w warunkach zasolenia pelni kwas abscysynowy. Natomiast w warunkach deficytu azotu
lub obecnosci jondw amonowych jako jedynego zrddta azotu, informacja o stresie moze
by¢ przekazywana w postaci obnizonego stezenia cytokinin badz obnizonej wartosci
ilorazu st¢zen NO3 /Nzreq (Nzreg=aminokwasy plus ureidy) w soku ksylemowym. W swojej
pracy badatam takze udziat oksydazy aldehydowej oraz innych molibdenoenzymow, takich
jak reduktaza azotanowa oraz dehydrogenazay ksantynowa, w odpowiedzi grochu na
czynniki stresowe. Zaangazowanie oraz obiecujagce wyniki moich badan, skutkowaty
mozliwos$cig wyjazdu do laboratorium kierowanym przez prof. Tomokazu Koshiba w
Tokio (Laboratory of Hormonal Cellular Mechanism, Tokyo Metropolitan University,
Japonia), gdzie zapoznatam si¢ z metodami biologii molekularnej oraz wykonatam cze¢$é

badan dotyczacych oczyszczania biatka oksydazy aldehydowej grochu.

Wyniki badan prowadzonych w Izraelu oraz Japonii staly sie treScig zarowno mojej
pracy doktorskiej, ktorg obronitam w 2002 roku, jak rowniez kilku, wymienionych ponize;j
publikacji:

Zdunek EX, Falik O, Folop K, Gersani M, Lips SH (2000) Interchange of shoot and
root signals during competition and limiting nitrogen. W: Nitrogen in a sustainable
ecosystem: from the cell to the plant. M. A. Martins- Louc¢ao and S. H. Lips (eds.).
Backhuys Publishers, Leiden, Holandia, 205-210, ISBN 90-5782-063-3 (IF=0,
pktmnisw’=5)

Zdunek EE3, Lips SH (2001) Transport and accumulation rates of abscisic acid and
aldehyde oxidase activity in Pisum sativum L. in response to suboptimal growth
conditions. Journal of Experimental Botany 52:1269-1276 (IF= 2,433, pktunisw® = 13,
pktvnisw’ = 45)

Lips SH, Omarov RT, Sagi M, Zdunek E (2002) The role of inorganic N ions on
plant growth adaptation to changing environmental conditions. W: Avances en el
metabolismo del nitrégeno: de la biologia molecular a la agronomia. P. A. Tejo (ed.).
Universidad Publica de Navarra, Hiszpania, 401-409. ISBN 84-95075-88-1 (IF=0,
pktmnisw® = 5)
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Zdunek-Zastocka EB, Lips SH (2003) Is xanthine dehydrogenase involved in
response of pea plants (Pisum sativum L.) to salinity or ammonium treatment? Acta
Physiologiae Plantarum 25:395-401 (IF= 0,438, pktunisw® = 7, pKtvnisw’ = 25)

Zdunek-Zastocka EE, Lips SH (2003) Plant molybdoenzymes and their response
to stress. Acta Physiologiae Plantarum 25:437-452 (1F=0,438, pktynisw® =7, Pktumnisw"=25)

Zdunek-Zastocka EX, Omarov RT, Koshiba T, Lips SH (2004) Activity and
protein level of AO isoforms in pea plants (Pisum sativum L.) during vegetative
development and in response to stress growth conditions. Journal of Experimental Botany
55:1361-1369 (IF = 3,366, pktmnisw® = 13, pkivnisw” = 45)

& autor korespondencyjny
% pktmnisw - punkty MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania

b pktmnisw - punkty MNiSW wedtug ujednoliconego wykazu czasopism zataczonego do
komunikatu z dnia 26.01.2017

3.2. Praca naukowa po uzyskaniu stopnia doktora oraz aktualnie

realizowane zadania badawcze

Po uzyskaniu stopnia doktora, réwnolegle do badan stanowigcych opisane powyzej
osiggnigcie naukowe, uczestniczytam w kilku innych zadaniach badawczych, ktore zostaty

przedstawione ponize;.

Molekularna, biochemiczna i funkcjonalna charakterystyka aminopeptydazy

prolinowej pszenzyta

Aminopeptydaza prolinowa (PAP; EC 3.4.11.5) jest enzymem Kkatalizujgcym
reakcj¢ odiaczenia aminokwasu proliny lub hydroksyproliny z N-konca krotkich
peptydow. Wiedza na temat wiasciwosci biochemicznych, a przede wszystkim funkcji
PAP u roslin jest bardzo ograniczona. Ze wzgledu na wlasciwosci osmoprotekcyjne

proliny, sugeruje si¢ udziat PAP w odpowiedzi roslin na czynniki stresowe. W siewkach
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pszenzyta zaobserwowano bowiem wzrost aktywnosci iminopeptydazowej w odpowiedzi
na suszg, zasolenie, oraz obecno$¢ jonéw metali w pozywce. Biatko PAP z siewek
pszenzyta poddanych stresowi suszy wyizolowano, oczyszczono z zastosowaniem metod
chromatograficznych oraz zbadano jego wilasciwo$ci biochemiczne. Wysokie
powinowactwo enzymu do substratéw z proling na N-koncu oraz optimum pH okoto 7,5
pozwolito zaklasyfikowa¢ ten enzym do grupy aminopeptydaz neutralnych, podgrupy
aminopeptydaz prolinowych. Aminopeptydaza prolinowa z siewek pszenzyta okazala si¢
tetrametrem o masie czasteczkowej 216 kDa, zbudowanym z czterech podjednostek o
masie 54 kDa.

Wyniki powyzszych badan opisano i przedyskutowano w nastepujacej publikacji:

Szawlowska U, Zdunek-Zastocka EE, Bielawski W (2011) Biochemical
characterization of prolyl aminopeptidase from shoots of triticale seedlings and its activity
changes in response to suboptimal growth conditions. Plant Physiology and Biochemistry
49:1342-1349 (IF = 2,838, pktynisw® = 35, pKtmnisw’ = 35)

Bialka PAP wyizolowano wprawdzie z kilku gatunkow roslin, to jednak nadal nie
poznano sekwencji aminokwasowych scharakteryzowanych biochemicznie biatek. Stad
tez, celem kolejnego etapu badan bylo poznanie sekwencji cDNA aminopeptydazy
prolinowe] z pszenzyta. Otrzymang sekwencj¢ nukleotydowa z pszenzyta nazwano
TsSPAP1 i zarejestrowano w bazie GeneBank NCBI pod nastgpujacym numerem
akcesyjnym: JN808306. Pelnej dlugosci cDNA TsPAPL sktada si¢ z 1387 pz, gdzie ORF
stanowi 1173 pz i koduje biatko o dlugosci 390 aminokwaséw i1 masie 43,9 kDa.
Sekwencja TsPAP1 z pszenzyta okazala si¢ by¢ wyjatkowa, gdyz w przettumaczonej
sekwencji aminokwasowej posiada regiony charakterystyczne dla bakteryjnych,
monomerycznych form tego enzymu. Interesujacym wigc bylo poznanie funkcji tego
enzymu w organizmach ro$linnych, jak rowniez jego wtasciwosci biochemicznych.

W wyniku nadekspresji genu TsPAP1 w Arabidopsis thaliana otrzymano
transgeniczne linie charakteryzujace si¢ kilkanascie razy wyzsza, w stosunku do roslin
dzikich, aktywnosciag iminopeptydazowa oraz trzykrotnie wyzsza zawartoscig proliny.
Transgeniczne linie kwitlty o 4 dni wcze$niej niz ro$liny dzikie, wyksztatcity o 20-30%
wiecej tuszezyn, a pedy gldéwne byty srednio o okoto 3,5 cm krétsze. Wyniki wskazuja, ze
TsPAPI1 moze bra¢ udzial w regulacji zawartosci proliny w roslinach, a tym samym moze

wptywac na procesy uzaleznione od st¢zenia proliny w tkankach. Moze tym samym brac
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udziat w regulacji zawartosci proliny w odpowiedzi na czynniki stresowe. Hipotezg t¢
potwierdzat obserwowany wzrost proliny w siewkach pszenzyta w odpowiedzi na
zasolenie, susz¢ czy obecnos¢ kadmu, ktéremu towarzyszyt wzrost poziomu transkryptu
TsPAP1.

W celu potwierdzenia, ze TSPAP1 koduje biatko o aktywno$ci iminopeptydazowe;,
gen ten poddano heterologicznej ekspresji w Escherichia coli, a otrzymane biatko
rekombinowane  oczyszczono z zastosowaniem chromatografii powinowactwa i
scharakteryzowano. Chromatografia sita molekularnego w potaczeniu z elektroforezg SDS
wykazaly, ze TsPAPl jest monomerem o masie czasteczkowej 37,5 kDa. Tak wigc,
scharakteryzowane we wczesniejszych badaniach biatko PAP pszenzyta (tetramer)
(Szawtowska i wsp., 2011), nie jest kodowane przez TsSPAP1. Dalsze badania wykazaty, ze
rekombinowane biatko TsPAP1 preferuje substraty z proling na N-koncu (Kn=7,75x10
M), ale jest takze zdolne do hydrolizowania B-naftyloamidéw hydroksyproliny i alaniny
(Kn=2,8%10*M). Wrod testowanych peptydow najefektywniej hydrolizowane byly di- i
tripeptydy, zwlaszcza te z glicyng w pozycji Y. Zastosowanie inhibitoréw diagnostycznych
wykazalo, ze TsPAPI jest peptydaza serynowa, a dalsza charakterystyka ujawnila, ze
kluczowe dla utrzymania aktywnej katalitycznie konformacji biatka TsPAP1 sa reszty SH.
W badaniach tych po raz pierwszy otrzymano i scharakteryzowano pod wzgledem
biochemicznym oraz funkcjonalnym monomeryczne, roslinne biatko aminopeptydazy

prolinowej.

Wyniki powyzszych badan opisano i przedyskutowano w nastepujacej publikacjach:

Szawlowska U, Grabowska A, Zdunek-Zastocka EE, Bielawski W (2012) TsPAP1
encodes a novel plant prolyl aminopeptidase whose expression is induced in response to
suboptimal growth conditions. Biochemical and Biophysical Research Communications
419:104-109 (IF = 2,406, pktvnisw® = 25, pktunisw” = 20)

Zdunek-Zastocka EB®, Grabowska A, Branicki T, Michniewska B  (2017)
Biochemical characterization of the triticale TsPAP1, a new type of plant prolyl
aminopeptidase, and its impact on proline content and flowering time in transgenic
Arabidopsis plants. Plant Physiology and Biochemistry 116:18-26 (IF = 2,718, pktmnisw’
=35)
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Biochemiczna charakterystyka aminopeptydazy fenyloalanylowej grochu

Pomimo szeregu publikacji potwierdzajacych istnienie aminopeptydaz specyficznie
odtaczajacych aminokwasy aromatyczne z N-konca tancuchow polipeptydowych, do tej
pory nikt nie podjal si¢ wyodrgbnienia aminopeptydaz aromatycznych jako oddzielnej
grupy, czego skutkiem bylo wecielenie opisanych enzyméw do grupy aminopeptydaz
leucynowych (LAP). Dlatego tez, celem kolejnej pracy bylo oczyszczenie oraz
molekularna i biochemiczna charakterystyka aminopeptydazy fenyloalanylowej z lisci
grochu. W przeprowadzonych badaniach nie tylko opisano budowg oraz wiasciwosci
biochemiczne aminopeptydazy fenyloalanylowej grochu, ale przede wszystkim starano si¢
podkresli¢ jej odrebnos¢ w stosunku do aminopeptydaz leucynowych, a w szczegdlnosci

wobec aminopeptydaz typu LAP-N.

Wyniki powyzszych badan opisano i przedyskutowano w nastepujacej publikacji:

Pyrzyna M, Szawlowska U, Bielawski W, Zdunek-Zastocka EB (2011)
Purification, biochemical characterisation, and mass spectrometry analysis of
phenylalanine aminopeptidase from the shoots of pea plants. Acta Physiologiae Plantarum
33:609-617 (IF = 1,639, pktvnisw® = 25, pktmnisw” = 25)

Rola dioksygenazy 9-cis-epoksykarotenoidowej oraz 8'-hydroksylazy ABA w

regulacji spoczynku nasion pszenzyta

Badania zostaty zrealizowane w ramach grantu NCN 2012/07/B/NZ9/01765,
ktorego bytam kierownikiem (2013-2017). Opracowalam koncepcje badan,
przygotowatam wniosek, bytam wykonawca duzej czesci dos§wiadczen i analiz (analiza
ziarniakow pszenzyta pochodzacego z doswiadczenia polowego, analiza transgenicznych
roslin Arabidopsis).

Jak wczesniej wspomniatam, w Katedrze Biochemii prowadzone sg od wielu lat
badania nad przedzniwnym porastaniem (PHS) ziarniakéw pszenzyta, zjawiskiem
przynoszacym corocznie wymierne straty gospodarcze. Przedzniwne porastanie polega na
kietkowaniu ziarniakow jeszcze przed oddzieleniem od rosliny matecznej i1 jest wynikiem
przetamania spoczynku przed osiggnieciem przez ziarniaki dojrzato$ci petlnej. Mimo

intensywnych badan prowadzonych w obrgbie réznych dziedzin nauki (m. in. fizjologia,
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genetyka molekularna, biochemia) mechanizm ustgpowania spoczynku pozostaje nadal
niewyjasniony. Wydaje si¢, ze jedynie badania interdyscyplinarne, obejmujace wszystkie
wspomniane dziedziny, sg w stanie przyblizy¢ nas do jego poznania. Stad tez powstat
pomysl, aby potaczy¢ i wykorzysta¢ wiedzg oraz doswiadczenie pracownikow Katedry
Biochemii i stworzy¢ projekt, ktory moglby przyblizy¢é nas do wyjasnienia powyzszego
problemu. Do udziatlu w projekcie zaprositam réwniez naukowcow Zaktadu Biochemii
Roslin, Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, dr hab.
Anng¢ Goéra-Sochacka oraz dr Anet¢ Wiesyk.

Wiadomo, ze spoczynek pierwotny indukowany jest w trakcie dojrzewania nasion, a
istotng role w tym procesie odgrywa kwas abscysynowy (ABA). Spadek zawartosci ABA
w nasionach poddanych imbibicji skorelowany jest z ustgpieniem spoczynku i w
konsekwencji prowadzi do kietkowania. Przyjmuje si¢, ze spadek zawartosci ABA podczas
kietkowania moze by¢ wynikiem wzmozonego katabolizmu tego fitohormonu. Z drugiej
strony wiadomo, ze w nasionach poddanych imbibicji zachodzi rowniez synteza ABA de
novo. Zatem roéznice w glebokosci spoczynku wystepujace pomiedzy gatunkami i
odmianami roslin uprawnych moga by¢ wynikiem m.in. réznic w réwnowadze pomigdzy
tymi procesami. Stad tez jednym z czynnikéw decydujacych o glebokosci spoczynku, a
tym samym wrazliwosci ziarniakow zbdz na przedzniwne porastanie, moze by¢
zroznicowana zdolno$¢ ziarniakow do biosyntezy i katabolizmu ABA.

Dlatego tez celem projektu byto okreslenie udziatu gendéw kodujacych enzymy
regulatorowe szlaku biosyntezy i katabolizmu ABA, czyli dioksygenaze 9-Cis-
epoksykarotenoidowg (NCED) oraz 8'-hydroksylazg ABA (ABA8’OH), w regulacji
spoczynku ziarniakow pszenzyta. Material badawczy stanowily ziarniaki pszenzyta
ozimego (x Triticosecale Wittm.) dwodch odmian roznigcych si¢ odpornoscig na
przedzniwne porastanie Odmiana Leontino charakteryzuje si¢ $rednig odporno$cia na
porastanie ziaren w klosie, natomiast Fredro jest odmiang o wysokiej odpornosci na to
niekorzystne zjawisko. Ziarniaki obu odmian zostaty zebrane z ro$lin uprawianych w
wazonach (szklarnie SGGW), jak rowniez w warunkach polowych (Laski k/Warki).

W ramach projektu otrzymano dwie pelnej dtugosci sekwencje cDNA dioksygenazy
9-cis-epoksykarotenoidowej pszenzyta (TSNCED1, TsNCED2), enzymu z szlaku
biosyntezy ABA, oraz dwie pelnej dlugosci sekwencje cDNA 8’-hydroksylazy ABA
pszenzyta (TsABA8'OHI, TsABA8 OH?2), enzymu z szlaku katabolizmu ABA. Sekwencje
aminokwasowe TSNCED1 oraz TsSNCED2 zawieraly motywy silnie konserwowane W

biatkach nalezacych do rodziny dioksygenaz karotenoidow oraz aminokwasy istotne dla
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specyficznosci substratowej wzgledem 9-cis-karotenoidéw. Natomiast, w sekwencjach
aminokwasowych obu TsABA8’OH stwierdzono obecno$¢ motywow charakterystycznych
dla biatek z rodziny cytochroméw P450.

W trakcie dojrzewania ziarniakow pszenzyta, zarbwno w warunkach kontrolnych jak
réwniez W warunkach sprzyjajacych porastaniu, wyzsza zawartos¢ ABA obserwowano w
ziarniakach odmiany Fredro niz Leontino. Dwukrotnie wyzsza zawarto$¢ ABA w
ziarniakach odmiany Fredro byla skorelowana z bardziej intensywng syntezg tego
fitohormonu. Ekspresja TSNCED1 i TSNCED2 byta bowiem znacznie wyzsza w odmianie Fredro
niz Leontiono przez caly okres dojrzewania ziarniakdw, osiggajac najwyzszy poziom w okresie
poprzedzajacym szczyt akumulacji ABA oraz w trakcie tego szczytu. Otrzymane wyniki wskazuja
na udziat obu TSNCED w regulacji zawartosci ABA w tym okresie rozwoju ziarniakow.

W koncowych etapach dojrzewania ziarniakow, wigkszy spadek zawartosci ABA
obserwowano w odmianie Leontino niz Fredro, co korelowalo z wyzszym poziomem
transkryptu TsSUGT1. Wyniki te wskazuja na wazng role glikozylacji w regulacji
zawarto$ci ABA na tym etapie rozwoju ziarniakow. Dalsze obnizenie zawartosci ABA,
obserwowane po imbibicji ziarniakow odmiany Leontino, skutkowalo ustgpieniem
spoczynku i wynikato z wzmozonego katabolizmu ABA, bedacego udzialem enzymow
kodowanych przez Ts4BA8'OHI oraz TSABA8 OH2. Po imbibicji ziarniakow odmiany
Fredro, zawarto§¢ ABA utrzymywala si¢ nadal na wysokim poziomie, ktory wydaje si¢
by¢ wynikiem intensywne] biosyntezy bedacej udzialem enzymu kodowanego przez
TsNCEDL1.

Pozniwne przechowanie nie powodowato zmian w zawartosci ABA w suchych
ziarniakach, jednak miato wplyw na tempo metabolizmu tego hormonu po imbibicji,
szczegolnie w ziarniakach odmiany Fredro. Obserwowano bowiem w ziarniakach tej
odmiany, zaréwno intensywniejszy katabolizm ABA, wynikajacy z wzrostu ekspresji obu
TsABAS8’OH, jak rowniez ostabiong syntez¢ ABA, wynikajaca z spadku poziomu
transkryptu TSNCED1. Zmiany te skutkowaly ustgpieniem spoczynku ziarniakow tej
odmiany.

W wyniku analizy funkcjonalnej, potwierdzono udziat TSNCED1 w regulacji syntezy
kwasu abscysynowego. Nasiona transgenicznych roslin Arabidopsis oraz tytoniu z
nadekspresjg tego genu cechowaly sie¢ wyzszg zawartoSciag ABA niz nasiona roslin typu
dzikiego. Ponadto potwierdzono udziat TSNCED1 w regulacji spoczynku nasion, bowiem
nasiona ros$lin transgenicznych kietkowaty pdzniej w poréwnaniu do nasion roslin typu

dzikiego.
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Analiza funkcjonalna w potaczeniu z analiza profili ekspresji, potwierdzita udziat
obu Ts4ABA8’OH w obnizaniu zawarto$ci ABA podczas imbibicji nasion. Ponadto, analiza
transgenicznych siewek tytoniu z nadekspresjg genu Ts4BA8 OH?2, sugeruje na udziat tego
genu w regulacji zawartosci ABA takze po zakonczeniu procesu kietkowania.

Otrzymane w ramach niniejszego projektu wyniki wskazuja, ze jednym z czynnikdéw
warunkujacych glebokos$¢ spoczynku ziarniakow pszenzyta jest zréznicowana zdolnos¢
ziarniakow do biosyntezy i katabolizmu ABA, zarowno podczas dojrzewania ziarniakow,
jak réwniez po imbibicji. Zréznicowana zdolnosci ziarniakow do metabolizmu ABA moze
by¢ wiec jednym z czynnikéw determinujacych podatnos$¢ na przedzniwne porastanie, a
ekspresja genow TSNCED1, TsABA8'OHI oraz TsABA8’OH2 moze stanowi¢ marker
molekularny, znajdujacy zastosowanie w selekcji odmian zbdz o zwigkszonej odpornosci

na to niekorzystne zjawisko.

Wyniki powyzszych badan opisano i przedyskutowano w nastepujacych publikacjach:

Fidler J, Zdunek-Zastocka EE, Prabucka B, Bielawski W (2016) Abscisic acid
content and the expression of genes related to its metabolism during maturation of triticale
grains of cultivars differing in pre-harvest sprouting susceptibility. Journal of Plant
Physiology 207:1-9 (IF = 3,121, pktunisw® = 35, pktunisw” = 35).

Fidler J, Grabowska A, Prabucka B, Wigsyk A, Goéra-Sochacka A, Bielawski W,
Pojmaj M, Zdunek-Zastocka EE (2018) The varied ability of grains to synthesize and
catabolize ABA is one of the factors affecting dormancy and its release by after-ripening in
imbibed triticale grains of cultivars with different pre-harvest sprouting susceptibilities.
Journal of Plant Physiology 226:48-55 (IF = 2,833, pktunisw’ = 35).

Wrazliwos¢ na kwas abscysynowy zarodkow pszenzyta odmian rozniacych si¢

podatnoscia na przedzniwne porastanie

Badania przeprowadzone na pszenzycie wykazaly, ze zarodki ziarniakoéw odmian
roéznigeych si¢ podatnos$ciag na przedzniwne porastanie charakteryzowaly sie nie tylko
zroznicowang zawartoscig ABA, ale takze wrazliwos$cig na ten fitohormon. Zarodki obu
badanych odmian pszenzyta ozimego, Leontino i Fredro, byly najbardziej wrazliwe na
ABA we wczesnym etapie dojrzewania ziarniakdw. Wrazliwo§¢ na ABA spadala

stopniowo podczas dojrzewania ziarniakdbw odmiany Leontino (jednej z najbardziej
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wrazliwych odmian na PHS), co korelowato z ustepowaniem spoczynku ziarniakow tej
odmiany, podczas gdy w zarodkach odmiany Fredro (jednej z najbardziej odpornych
odmian na PHS) pozostawata nadal wysoka, az do pelnej dojrzatosci. Ustapienie
spoczynku ziarniakow odmiany Fredro miato miejsce dopiero po okresie pozniwnego
przechowywania, czemu towarzyszyta utrata wrazliwosci na ABA.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze nie tylko zawartos¢ ABA, ale rowniez wrazliwo$¢ na
ten fitohormon odgrywa istotng rol¢ w regulacji spoczynku nasion i wptywa na ich
podatno$¢ na PHS. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czym uwarunkowana jest zréznicowana
wrazliwos¢ zarodkéw ziarniakéw zbdz na ABA, celem badan obecnie prowadzonych jest
poznanie sekwencji nukleotydowej oraz ekspresji receptorow PYR/PYL, bedacych

gléwnym komponentem $ciezki sygnatowej ABA.

Wyniki powyzszych badan opisano i przedyskutowano w nastepujacej publikacji:

Zdunek-Zastocka EE, Fidler J, Prabucka B, Pojmaj M (2016) Wrazliwo$¢ na kwas
abscysynowy zarodkow pszenzyta odmian rdznigcych si¢ podatnoscig na porastanie. W:
»Rolnictwo XXI wieku — problemy 1 wyzwania 2016 pod redakcja Dety Luczyckie;.
Wydawnictwo Idea Knowledge Future, Wroctaw, 367-377, ISBN 978-83-945311-0-2
(IF=0, pktmnisw® = 5)

Molekularna charakterystyka fitocystatyn wystepujacych w wyksztalcajacych i

kielkujacych ziarniakach pszenzyta

Uczestniczylam takze w badaniach nad regulacja proteolizy w ziarniakach pszenzyta
odmian rdéznigcych sie¢ podatno$cia na przedzniwne porastanie. W  wyniku
przeprowadzonych badan wykazano, ze w kontrole aktywnosci endopeptydaz
cysteinowych, w tym tych wspotodpowiedzialnych za przedwczesng hydrolize biatek
zapasowych w ziarniakach pszenzyta, zaangazowane sa fitocystatyny. Analiza ekspres;ji
gendow kodujacych te biatkowe inhibitory (Trc-1, Trc-4, TrcC-5), podczas wyksztatcania i
kietkowania ziarniakow pszenzyta, wykazata ich mozliwe zaangazowanie w kontrole

przedwczesnego kietkowania w ktosie, zwanego przedzniwnym porastaniem.

Wyniki powyzszych badan opisano i przedyskutowano w nastepujacej publikacji:
Szewinska J, Zdunek-Zastocka E, Pojmaj M, Bielawski W (2012) Molecular

cloning and expression analysis of triticale phytocystatins during development and
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germination of seeds. Plant Molecular Biology Reporter 30, 867-877 (IF = 5,319,
pktvnisw® = 20, pKtunisw” = 25)

Funkcjonalna analiza dehydrogenazy glutaminianowej pszenzyta

Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH, EC 1.4.1.2-3) jest enzymem katalizujagcym
redukcyjng aminacj¢ 2 -oksoglutaranu prowadzaca do powstania kwasu glutaminowego. U
wielu gatunkow roslin GDH jest heksametrem, ktory zbudowany jest z dwoch typow
podjednostek: a i B, ktore kodowane s3g przez oddzielne geny. U pszenzyta zostaty
sklonowane dwa geny kodujace podjednostki GDH: TsGDH1 (kodujacy podjednostke )
oraz TsGDH2 (kodujacy podjednostke a). W celu zbadania funkcji obu sklonowanych
genoéw, poddano analizie transgeniczne linie Arabidopsis, ktore otrzymano w wyniku
transformacji konstruktami genetycznymi 35S::TsGDH1s oraz 35S::TsGDH2s. Linie
transgeniczne fenotypowo nie réznity sie¢ od roslin typu dzikiego, kiedy uprawiane byly w
standardowych warunkach, chociaz charakteryzowaly si¢ zwigkszong aktywnoS$cig
aminacyjna 1 deaminacyjng dehydrogenazy glutaminianowej w pordwnaniu z ro$linami
dzikimi. Natomiast kiedy rosliny uprawiane byly w warunkach umiarkowanego zasolenia:
50 mM NaCl, w roslinach transgenicznych obserwowano wigkszg biomase, wyzsza
zawarto$¢ chlorofilu oraz aktywno§¢ GDH w poréwnaniu z roslinami dzikimi. Uzyskane
wyniki wskazuja na udziatl dehydrogenazy glutaminianowej pszenzyta w odpowiedzi na

stres solny.

Wyniki powyzszych badan opisano i przedyskutowano w nastgpujacej publikacji:

Grabowska A, Zdunek-Zastocka E, Kutryn E, Kwinta J (2017) Molecular cloning
and functional analysis of the second gene encoding glutamate dehydrogenase in triticale.
Acta Physiologiae Plantarum 39:24 (IF = 1,438, pktmnisw’ = 25).

B2 autor korespondencyjny
a pktmnisw - punkty MNISW zgodnie z rokiem opublikowania

b pkitvnisw - punkty MNiISW wedtug ujednoliconego wykazu czasopism zatgczonego do
komunikatu z dnia 26.01.2017

35



Edyta Zdunek-Zastocka Zatlqcznik 2
4. PODSUMOWANIE PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ
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