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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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STRESZCZENIE

Nalezgcy do auksyn kwas indolilo-3-octowy (IAA) wystepuje w roslinie w wiekszo$ci
pod postacig koniugatéw, ktore stanowig forme¢ zwigzang tego fitohormonu. Wyroznia si¢
koniugaty estrowe IAA, ktére posiadaja przytaczong do fitohormonu czgsteczke cukru, alko-
holu myo-inozytolu lub glikoproteiny oraz koniugaty amidowe IAA z dotaczong do auksyny
czagsteczkg aminokwasu, peptydu lub biatka. W tkankach grochu (Pisum sativum L.) dominu-
jacym koniugatem amidowym jest indolilo-3-acetylo-asparaginian (IAA-Asp), ktory powstaje
w zaleznej od ATP reakcji katalizowanej przez amidosyntetazy z rodziny Gretchen Hagen 3
(GH3). W przeciwienstwie do wigkszosci koniugatow amidowych IAA, ktore stuza jako zro-
dto wolnej auksyny, IAA-Asp uczestniczy przede wszystkim w oksydacyjnej degradacji tego
fitohormonu. Z drugiej strony koniugat ten wykazuje rowniez swoiste, niezalezne od IAA
dziatanie w odpowiedzi roslin na stres abiotyczny, mi¢dzy innymi na stres termiczny, solny
oraz metali cigzkich, i biotyczny wywotany przez patogeny grzybowe i bakteryjne. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze wiedza na temat dzialania IAA-Asp jako czasteczki aktywnej biologicz-
nie jest wcigz mata. W ramach niniejszej pracy badano wptyw egzogennego IAA-Asp na od-
powiedz siewek grochu (Pisum sativum L.) na szok osmotyczny wywotany 3-godzinng inku-
bacja roslin z NaCl lub 48-godzinng inkubacjg z glikolem polietylenowym (PEG). W pierw-
szym etapie badan zaobserwowano, ze IAA-Asp nie podlega hydrolizie do IAA, co 0znacza,
ze zmiany zachodzace w siewkach po podaniu TAA-Asp sa efektem dzialania koniugatu, nie
za$ wzrostu stgzenia auksyny. Nastgpnie wykazano, ze IAA-Asp nie wywotuje zmian w po-
ziomie antyoksydantow, proliny i askorbinianu, peroksydacji lipidow oraz zawartosci mety-
loglioksalu w siewkach grochu narazonych na szok osmotyczny. Egzogenny IAA-Asp w wa-
runkach szoku osmotycznego wywotanego dziataniem PEG wptywa jednak na aktywnosé
enzymow regulujacych zawarto$§¢ glutationu (reduktazy glutationowej (GR) oraz
S-transferazy glutationowej (GST)) oraz na S-glutationylacj¢ biatek, w konsekwencji modulu-
jac status tiolowy w siewkach grochu. Natomiast u roslin traktowanych NaCl koniugat wy-
wiera efekt na status grup tiolowych poprzez zmian¢ aktywnosci GR oraz indukuje karbony-
lacje biatek. IAA-Asp reguluje takze poziom fitohormonéw (kwasu jasmonowego (JA), kwa-
su abscysynowego (ABA) oraz kwasu salicylowego (SA)) w siewkach grochu. Wptywa on na
zawartos¢ ABA 1 SA w optymalnych warunkach wzrostu, a takze JA u roslin inkubowanych z
chlorkiem sodu oraz nienarazonych na dziatanie szoku osmotycznego. Badany koniugat nie

moduluje natomiast poziomu IAA, pomimo wptywu na ekspresj¢ 1 aktywnos$¢ amidosyntetazy
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IAA-Asp w siewkach grochu traktowanych NaCl oraz na aktywno$§¢ amidosyntetazy
IAA-Asp i syntazy IAGlc, enzymu katalizujacego pierwszy etap tworzenia koniugatéw es-

trowych, u roslin inkubowanych w roztworze PEG. Przedstawione badania poszerzaja do-

tychczasowa wiedz¢ na temat biologicznego dziatania TAA-Asp.
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ABSTRACT

Indole-3-acetic acid (IAA), a member of auxins, mostly occurs in plants as conjugates
which are the bound form of this phytohormone. We can distinguish IAA ester conjugates
with a sugar, myo-inositol, alcohol or glycoprotein molecule attached to the phytohormone,
and 1AA amide conjugates with an amino acid, peptide or protein molecule linked to auxin.
The main amide conjugate in pea (Pisum sativum L.) tissues is indole-3-acetyl-aspartate
(IAA-Asp) which is formed in an ATP-dependent reaction catalyzed by amidosynthetases
from the Gretchen Hagen 3 (GH3) family. IAA-Asp, unlike most amide conjugates serving as
a source of free auxin, mainly participates in the oxidative degradation of this phytohormone.
On the other hand, this conjugate also has a specific, IAA-independent effect on plant re-
sponse to abiotic stress, including thermal, salt and heavy metal stress, and biotic stress
caused by fungal and bacterial pathogens. However, it should be noted that knowledge about
the effect of IAA-Asp as a biologically active molecule is still limited. This study investigated
the effect of exogenous IAA-Asp on the response of pea (Pisum sativum L.) seedlings to os-
motic shock caused by a three-hour incubation of plants with NaCl or a 48-hour incubation
with polyethylene glycol (PEG). In the first stage of the study, the lack of IAA-Asp hydroly-
sis to IAA was observed which proves that the changes occurring in seedlings after IAA-Asp
administration are the effect of the conjugate and not the increase in auxin concentration.
Next, it was demonstrated that IAA-Asp does not affect the level of antioxidants, proline and
ascorbate, lipid peroxidation and methylglyoxal content in pea seedlings exposed to osmotic
shock. However, exogenous IAA-Asp, under osmotic shock conditions caused by PEG,
changes the activity of enzymes regulating glutathione content (glutathione reductase (GR)
and glutathione S-transferase (GST) and S-glutathionylation of proteins and as a consequence
modulates the thiol status in pea seedlings. Moreover, in plants treated with NaCl, the conju-
gate has an effect on the thiol group status by changing GR activity and induces protein car-
bonylation. IAA-Asp also regulates the level of phytohormones (jasmonic acid (JA), abscisic
acid (ABA) and salicylic acid (SA)) in pea seedlings. It affects ABA and SA content under
optimal growth conditions, as well as JA in plants incubated with sodium chloride and not
exposed to osmotic shock. However, the tested conjugate does not modulate the 1AA level,
despite its effect on the expression and activity of IAA-Asp amidosynthetase in NaCl-treated
pea seedlings and the activity of the IAA-Asp amidosynthetase and IAGIc synthase, the en-

zyme catalyzing the first step in the formation of ester conjugates, in plants incubated in PEG
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solution. The presented research broadens the current knowledge about the biological effects
of IAA-Asp.
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WSTEP

1. Auksyny

Hormony roslinne jako strukturalnie zréznicowane czasteczki o niewielkiej masie czga-
steczkowej sg kluczowe dla wzrostu oraz rozwoju roslin (Santner i Estelle 2009). Do grupy tej
zaliczane sg auksyny, pierwsze odkryte fitohormony, ktore kontroluja szereg procesow, takich
jak elongacja i roznicowanie komorek, tworzenie organdéw, odpowiedz rosliny na biotyczne i
abiotyczne czynniki stresowe, regulacja procesu starzenia si¢ rosliny oraz inne (Sauer i wsp.
2013). Auksyny pod wzgledem chemicznym naleza do organicznych kwasdéw zawierajacych
pierscien indolowy (kwas indolilo-3-octowy (IAA) oraz kwas indolilo-3-mastowy (IBA)) lub
pierscien fenolowy (kwas 2-fenylooctowy (PAA)) (Ryc. 1). Oprécz naturalnych auksyn wy-
roznia si¢ rowniez auksyny syntetyczne, np. kwas naftylo-1-octowy (NAA) czy tez nalezacy
do  herbicydow = kwas  2.4-dichlorofenoksyoctowy  (2,4-D), kwas  4-(2,4-
dichlorofenoksy)mastowy (2,4-DB) oraz dikamba. Wsrod auksyn najlepiej poznang, po-
wszechnie wystepujaca w roslinach czasteczka jest [AA.

Molekularny mechanizm dziatania auksyny opiera si¢ na szybkiej regulacji ekspresji
gendéw zaleznej od poziomu hormonu w komorce (Lavy i Estelle 2016). W procesie tym
gtownie uczestniczg dzialajace na terenie jadra komorkowego trzy rodziny biatek: receptory
auksyny TIR1/AFB (ang. F-box Transport Inhibitor Response 1/Auxin signaling F-Box prote-
in) wchodzace w sktad kompleksu ligazy ubikwitynowej SCF (ang. Skp1-Cullin-F-box prote-
in) typu E3, czynniki transkrypcyjne ARF (ang. Auxin Response Factor) oraz represory tran-
skrypcji  Aux/IAA (ang. Auxin/Indole-3-Acetic Acid). Przy niskim poziomie auksyny
Aux/IAA oddziatuja poprzez C-konicowa domeng PB1 (ang. I/l Phox and Bem1l) z biatkami
ARF. Aux/TAA 1aczac si¢ z ARF, prowadza do hamowania ich aktywnosci, a w konsekwencji
do represji transkrypcji genow (Lavy 1 Estelle 2016; Leyser 2018). Aux/IAA oddziatujg row-
niez z korepresorami transkrypcji TPL (ang. Topless) oraz TPR (ang. TPL-Related), co skut-
kuje kondensacja DNA wptywajaca na zahamowanie transkrypcji. Zwigkszenie poziomu auk-
syny w komodrce powoduje, ze hormon ten dziala jak ,,molekularny klej” taczac ze soba
TIR1/AFB oraz Aux/IAA. Nastepnie dochodzi do poliubikwitynacji Aux/IAA przez kom-
pleks ligazy ubikwitynowej E3 SCF i do degradacji represora na drodze proteasomalnej. W
tych warunkach wolne biatka ARF wigza si¢ do elementow odpowiedzi auksynowej AuxRE
(ang. Auxin Response Elements) promotorow gendow regulowanych przez auksyne i moduluja

transkrypcje. W sklad kompleksu ligazy ubikwitynowej E3 SCF oprocz podjednostki
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TIR1/AFB wchodza rowniez: biatko rusztowania CULI1 (ang. Cullin 1), biatko RBX1 (ang.
Ring-Box protein 1) umozliwiajace transfer ubikwityny na czasteczke substratu oraz biatko
ASK1 (ang. Arabidopsis SKP1 homolog 1) (Lavy i Estelle 2016).

Auksyny naturalne

COOH COOH
\ \
NH NH
kwas indolilo-3-octowy (IAA) kwas indolilo-3-mastowy (IBA)

©/\COOH

kwas 2-fenylooctowy (PAA)

Auksyny syntetyczne
COOH

Cl Cl

kwas naftylo-1-octowy (NAA) kwas 2.4-dichlorofenoksyoctowy (2.4-D)

Cl
COOH

/@;O\/\/COOH
cl Cl OCH,

Cl
kwas 4-(2.4-dichlorofenoksy)mastowy (2,4-DB) dikamba

Ryc. 1. Budowa auksyn naturalnych oraz syntetycznych.
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2. Biosynteza auksyn

0
f OH
OH l
T OH A ol N o
N NH, — > NH e NH
TAALTAR YUCCA
tryptofan indolilo-3-pirogronian (IPyA) kwas indolilo-3-octowy (IAA)

Ryec. 2. Szlak IPyA jako glowny szlak biosyntezy auksyn.

Utrzymywanie odpowiedniego poziomu IAA wewnatrz komoérek roslinnych jest Klu-
czowe dla regulacji wzrostu i rozwoju rosliny. Wérdd procesow niezbgdnych dla zachowania
homeostazy auksynowej wymienia si¢: biosyntezg oraz degradacje 1AA, jego ukierunkowany
transport oraz tworzenie koniugatéw (Casanova-Saez i wsp. 2021). Biosynteza IAA moze
zachodzi¢ na drodze zaleznej od tryptofanu lub tez niezaleznej od tego aminokwasu aroma-
tycznego (Korasick i wsp. 2013; Sauer i wsp. 2013). Obecnie zdecydowanie lepiej poznana
jest droga tworzenia IAA zalezna od Trp, gdzie wyrdznia si¢ cztery podstawowe szlaki, kto-
rych nazwy pochodza od gléwnych zwigzkow posrednich tworzacych si¢ w tych szlakach:
IPyA (indolilo-3-pirogronian), IAOx (indolilo-3-acetaldoksym), TAM (tryptamina) oraz IAM
(indolilo-3-acetamid). Najlepiej poznany szlak IPyA, bedacy gtdéwnym zrédiem wolnego
IAA, jest dwuetapowg przemiang, gdzie w pierwszym etapie dochodzi do przeksztalcenia Trp
do indolilo-3-pirogronianu dzigki aktywnos$ci aminotransferazy tryptofanu 1 pochodzacej z
Arabidopsis (TAA1) lub biatek spokrewnionych z TAAT1, tzw. TAR (ang. TAA1-Related pro-
teins) (Ryc. 2) (Korasick i wsp. 2013; Casanova-Saez i wsp. 2021). Nastepnie IPyA ulega
dekarboksylacji do IAA w reakcji katalizowanej przez monooksygenaze flawinowa z rodziny
YUCCA (YUC).

3. Koniugaty auksyn

Tworzenie koniugatow, czyli przylaczanie za pomocg wigzania kowalencyjnego
zwiazkow nisko- oraz wysokoczasteczkowych do fitohormondow, jest procesem powszechnie
wystepujacym u roslin (Sembdner i wsp. 1994). Wsrod auksyn wyrdznia si¢ miedzy innymi
koniugaty IAA, ktore wystepuja w ilosci przekraczajacej pule wolnego IAA obecnego w ro-
slinach (Bajguz i Piotrowska 2009). Do grupy karboksylowej TAA moga przytaczaé si¢ za
pomocg wigzan estrowych cukry (zarowno monosacharydy, jak i polisacharydy), alkohole
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(gtdéwnie myo-inozytol) lub glikoproteiny, tworzac koniugaty estrowe. Druga grupa koniuga-
tow IAA to koniugaty amidowe, gdzie poprzez utworzenie wigzania amidowego katalizowa-
nego przez amidosyntetazy Gretchen Hagen 3 (GH3) nastepuje przyltaczenie aminokwaséw,
peptydow lub biatek do auksyny. W wyniku powstawania koniugatow IAA dochodzi do utra-
ty aktywnosci auksynowej tego fitohormonu. Nalezy podkresli¢, ze zaréwno ilos¢, jak i rodzaj
koniugatéw IAA sa odmienne u réznych gatunkéw roslin, w réznym stadium ich rozwoju,
czy tez w zaleznosci od rodzaju badanej tkanki (Ludwig-Miiller 2011; Korasick i wsp. 2013).
Jednakze z przeprowadzonych badan wynika, ze rosliny jednoliScienne charakteryzuja si¢
wigksza pulg koniugatéw estrowych, natomiast u roslin dwulisciennych dominujaca forma sa

koniugaty amidowe (Korasick i wsp. 2013).

3.1. Koniugaty estrowe

Koniugaty estrowe IAA obecne u roslin naczyniowych oraz mchow petnig glownie
funkcje magazynu tego fitohormonu uwalnianego podczas hydrolizy koniugatow oraz uczest-
nicza w jego odwracalnej inaktywacji (Ludwig-Miiller i wsp. 2009; Korasick i wsp. 2013).
Szczegolnie wysoka ilos¢ koniugatow estrowych wystepuje migdzy innymi u nasion kukury-
dzy (Zea mays) oraz ryzu (Oryza sativa) (Hall 1980; Cohen i Bandurski 1982). Przeciwnie, u
nalezacej do roslin dwulisciennych Arabidopsis thaliana tylko 10% IAA wystgpuje w postaci
koniugatéw estrowych (Woodward i Bartel 2005). Tworzenie wigzan estrowych pomigdzy
cukrowcami lub myo-inozytolem a czasteczka IAA wymaga w pierwszej kolejnosci aktywacji
fitohormonu (Ryc. 3) (Michalczuk i Bandurski 1982; LeZnicki i Bandurski 1988a). Proces ten
katalizowany jest przez glukozylotransferaze IAA (syntazg IAGlc) zalezng od urydynodifos-
foglukozy (UDPG) i prowadzi do utworzenia 1-O-indolilo-3-acetylo-B-D-glukozy
(1-O-1A-glukozy). Do tej pory udato si¢ oczysci¢ syntaze IAGlc miedzy innymi z kukurydzy i
grochu (Pisum sativum L.) (Leznicki i Bandurski 1988a; Jakubowska i Kowalczyk 2004), a
biatko rekombinowane tego enzymu uzyskano z rzodkiewnika, ryzu oraz kukurydzy (Jin i
wsp. 2013; Liu i wsp. 2019; Ciarkowska i wsp. 2021). W drugim etapie reakcja katalizowana
jest przez specyficzne acylotransferazy indolowe nalezace do rodziny acylotransferaz podob-
nych do karboksypeptydaz serynowych (SCPL) (Kowalczyk i wsp. 2003). U kukurydzy acy-
lotransferaza 1-O-indolilo-3-acetylo-p-D-glukoza : myo-inozytol (syntaza IAInos) katalizuje
przytaczenie reszty IAA z 1-O-l1A-glukozy do czasteczki myo-inozytolu (Michalczuk i Ban-
durski 1982). Energia potrzebna do tej reakcji jest uwalniana z nietrwalego potaczenia

1-O-1A-glukozy. Kowalczyk i wsp. (2003) zaobserwowali rowniez, ze syntaza [AInos moze
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przenosi¢ reszt¢ IAA z IA-myo-inozytolu na czasteczki monosacharydéw, takie jak glukoza,
galaktoza, mannoza czy arabinoza. Ponadto enzym ten oprocz aktywnosci acylotransferazo-
wej uczestniczy takze w hydrolizie wytworzonego przez siebie produktu, prowadzac do
zwickszenia ilo$ci wolnego TAA. Zostata rowniez odkryta u kukurydzy acylotransferaza cu-
krowcowa, ktora katalizuje przytaczanie grupy indoliloacetylowej z 1-O-1A-glukozy do mo-
nosacharydéw (glukozy, galaktozy, mannozy), disacharydow (melibiozy, gentobiozy) lub
trisacharydow (rafinozy) (Starzynska i Kowalczyk 2012).

_—

IAA + UDPG — > 1-0-lA-glukoza + UDP
syntaza IAGIc

1-O-1A-glukoza + myo-inozytol » |A-myo-inozytol + glukoza
syntaza lAlnos

Ryc. 3. Reakcje prowadzace do utworzenia koniugatéw estrowych na przykladzie syntezy IA-myo-
inozytolu u kukurydzy.

3.2. Koniugaty amidowe

3.2.1. Charakterystyka koniugatéw amidowych

Wsrod koniugatow amidowych TAA licznie wystepujacych, jak wspomniano wcze-
$niej, u roslin dwulisciennych wyrdznia si¢ przede wszystkim polaczenia z aminokwasami,
migdzy innymi Leu, Gly, Val, Ala (Bajguz i Piotrowska 2009). Jednakze szczegdlnie wysoka
zawartos¢ u roslin dwulisciennych stanowiag indolilo-3-acetylo-asparaginian (IAA-Asp) oraz
indolilo-3-acetylo-glutaminian (IAA-Glu) (Ryc. 4) (Casanova-Saez i wsp. 2021). Przyktadem
moga by¢ rosliny straczkowe a wsrod nich soja, u ktorej w nasionach dominujg te dwa rodza-
je koniugatoéw TAA (Cohen 1982; Epstein i wsp. 1986). Natomiast w tkankach grochu odkryto
w przewazajacej ilosci IAA-Asp (Andrea i Good 1955; Sidi 1964). Bandurski i Schulze
(1977) wykazali, ze w nasionach grochu koniugaty amidowe, w tym przede wszystkim
IAA-Asp, dominujg ponad 2-krotnie pod wzgledem ilo$ci w poréwnaniu do wolnego TAA.

Koniugaty amidowe IAA moga stuzy¢ jako zrédto wolnego IAA powstajacego w wy-
niku hydrolizy tych zwigzkéw (Ludwig-Miller 2011). Dotyczy to migdzy innymi
IAA-Ala, IAA-Phe, IAA-Leu, IAA-Gly oraz IAA-lle (Bajguz i Piotrowska 2009; Ludwig-
Miiller 2011). Z drugiej strony IAA-Asp oraz IAA-Glu uczestnicza w oksydacyjnej degrada-

cji IAA katalizowanej w pierwszym etapie przez dioksygenaze DAO (ang. Dioxygenase for
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Auxin Oxidation) (Ryc. 5) (Hayashi i wsp. 2021; Miiller i wsp. 2021). W przypadku IAA-Asp
enzym ten katalizuje jego utlenianie do 2-oksyindolilo-3-acetylo-asparaginianu (0xXIAA-Asp)
u A. thaliana. Nastepnie oxIAA-Asp ulega hydrolizie do kwasu 2-oksyindolilo-3-octowego
(oxIAA) dzieki aktywnosci amidohydrolazy ILR1 (ang. IAA-Leu-Resistantl) (Hayashi i wsp.
2021). Proces ten moze by¢ odwracalny w wyniku dziatania GH3, enzymu ktéry zmniejsza
poziom oxIAA poprzez jego koniugacj¢ z aminokwasami (Brunoni i wsp. 2023). Przez dtugi
okres uwazano, ze IAA-Asp oraz IAA-Glu, w przeciwienstwie do innych koniugatoéw amido-
wych, nie podlegaja hydrolizie do IAA. Z czasem jednak zaczety pojawia¢ si¢ doniesienia o
wystepowaniu tego procesu u kapusty chinskiej (Brassica rapa), lucerny (Medicago truncatu-
la) oraz poziomki (Fragaria vesca) (Ludwig-Miiller i wsp. 1996; Campanella i wsp. 2008;
Tang i wsp. 2019). Natomiast w 2021 roku Hayashi i wsp. opisali hydrolize IAA-ASp i
IAA-Glu u A. thaliana katalizowang przez amidohydrolazy ILRI/ILL (ang. IAA-Leu-
Resistantl/Arabidopsis ILR1-Like).

Q 0
- /
OH
o] O
Y |
NH OH NH OH
| A\ |\
N N
H H
indolilo-3-acetylo-asparaginian (TAA-Asp) mmdolilo-3-acetylo-glutaminian (IAA-Glu)

Ryc. 4. Struktura IAA-Asp oraz IAA-Glu nalezacych do koniugatéw amidowych.
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Ryc. 5. Szlak oksydacyjnej degradacji IAA z udzialem IAA-Asp.

3.2.2. Rola koniugatow auksyn

W poprzednich podrozdziatach opisano role¢ koniugatow auksyn jako zwigzkow od-
powiedzialnych za utrzymanie homeostazy IAA (Ludwig-Miiller 2011). Jednakze istnieja
rowniez doniesienia o roli tych koniugatow w procesach fizjologicznych ro$lin, jak i w ich
odpowiedzi na stres abiotyczny lub biotyczny (Gonzalez-Lamothe i wsp. 2012; Béttcher i
wsp. 2013). W 2009 roku Staswick opublikowat badania, ktore wskazujg na udziat indolilo-3-
acetylo-tryptofanu (IAA-Trp) w hamowaniu odpowiedzi grawitropicznej oraz w hamowaniu
rozwoju korzeni bocznych u A. thaliana. Natomiast badania Pavlovi¢ i wsp. (2018) przepro-
wadzone na siewkach B. rapa przedstawiaja zmniejszony poziom koniugatu 1-O-1A-glukozy
w warunkach stresu solnego w poroéwnaniu do kontroli. W ostatnim czasie zostal takze
sprawdzony wptyw IA-myo-inozytolu na markery stresu oksydacyjnego, takie jak peroksyda-
cja lipidow, karbonylacja biatek czy poziom askorbinianu w siewkach Z. mays (Ciarkowska i
wsp. 2022). W zaleznosci od tego, czy badany byt koleoptyl, czy korzenie siewek, podawany
do roslin koniugat nie powodowat zmian w wymienionych markerach lub tez wywotywat
poréwnywalny efekt jak aplikowany IAA czy myo-inozytol, co mogto wynika¢ z jego hydro-
lizy. Uzyskane wyniki $§wiadcza o braku niezaleznej od TAA roli IA-myo-inozytolu w odpo-
wiedzi kukurydzy na stres. Nalezy podkresli¢, ze najwigcej do tej pory badan powstalo na
temat roli IAA-Asp w rozwoju i odpowiedzi ro$lin na stres (Bottcher i wsp. 2013; Ostrowski i
wsp. 2016a).

3.2.3. Rola IAA-Asp

Pierwsze informacje o niezaleznej od IAA roli IAA-Asp opublikowali Oetiker i Ae-
schbacher w 1997 roku, gdzie badano wplyw wysokiej temperatury na hodowle komérek lul-
ka (Hyoscyamus muticus L.). Potraktowanie komoérek wrazliwych na temperature IAA-Asp

19



powodowato pojawienie si¢ u nich tolerancji na stres termiczny. Wptyw IAA-Asp na odpo-
wiedz ro$liny na stres abiotyczny, a doktadniej na stres solny i stres metali cigzkich, zostat
réwniez przedstawiony w pracy opublikowanej przez Ostrowskiego i wsp. (2016a). W tym
celu zbadano efekt, jaki wywieralt IAA-Asp na aktywno$¢ enzymow uczestniczgcych w stre-
sie oksydacyjnym (peroksydazy gwajakolowej, peroksydazy askorbinianowej oraz katalazy),
poziom nadtlenku wodoru oraz karbonylacj¢ biatek. IAA-Asp powodowal migedzy innymi
zwigkszenie poziomu karbonylowanych biatek, zwigkszenie aktywnos$ci Katalazy oraz obni-
zenie aktywnos$ci peroksydazy askorbinianowej w siewkach grochu traktowanych chlorkiem
kadmu. W przypadku stresu solnego 1AA-Asp wptywal na obnizenie poziomu nadtlenku wo-
doru, zmniejszenie aktywnosci katalazy oraz peroksydazy gwajakolowej czy podwyzszenie
aktywnosci peroksydazy askorbinianowej w siewkach grochu. W badaniach tych sprawdzono
rowniez efekt IAA-ASp na parametry morfologiczne rosliny. Podawany koniugat powodowat
migdzy innymi wzrost korzenia, ale zahamowanie wzrostu pgdu, co moze $wiadczy¢ o jego
roli w regulacji wzrostu rosliny. Natomiast Bottcher i wsp. (2013) zasugerowali na podstawie
wykonanych badan wptyw IAA-Asp na proces dojrzewania owocéw winorosli. Istniejg row-
niez doniesienia opisujace negatywny efekt, jaki moze wywiera¢ IAA-Asp na odpowiedz A.
thaliana zwigzang z pojawieniem si¢ patogenéw grzybowych oraz bakteryjnych (Gonzalez-
Lamothe i wsp. 2012). IAA-Asp promuje rozwoj choroby wywotanej przez Botrytis cinerea
oraz Pseudomonas syringae poprzez indukcje transkrypcji ich genéw wirulencji. Jednym z
elementow regulujacych ten proces u rzodkiewnika jest czynnik transkrypcyjny RPL (ang.
Replumless), zwiekszajacy opornos¢ rosliny na atak patogenow (Xu i wsp. 2022). Czynnik
ten moze wigzaé si¢ bezposrednio do promotorow genow GH3 i wplywac negatywnie na ich
ekspresje, w konsekwencji prowadzac do powstawania zmniejszonej ilosci IAA-Asp w reak-

cji katalizowanej przez amidosyntetaze¢ GH3.

3.2.4. GH3 - enzymy katalizujace biosynteze¢ koniugatéw amidowych IAA

Gen GH3 po raz pierwszy odkryto w siewkach soi (Glycine max), co zapoczatkowato
seri¢ badan nad tg rodzing genéw (Hagen i wsp. 1984; Wojtaczka i wsp. 2022). Po podaniu
kwasu 2,4-D, ktory nalezy do auksyn syntetycznych, w ciaggu 5 minut zaobserwowano wyste-
powanie w ro$linie transkryptow GH3, pomimo jednoczesnego dziatania cykloheksymidu
(inhibitora syntezy biatek) (Hagen i wsp. 1984; Hagen i Guilfoyle 1985). Na podstawie tych
obserwacji wickszos¢ genéw GH3, podobnie jak Aux/IAA oraz SAUR, zostata sklasyfikowana
do rodziny genow wczesnej/pierwotnej odpowiedzi na auksyng (Hagen i Guilfoyle 2002).

Cztonkowie tej rodziny ulegaja ekspresji natychmiast po potraktowaniu ro$liny auksyna, po-
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przez aktywacj¢ juz obecnych w komorce elementdw systemu transkrypcyjnego. Transkryp-
cja genow GH3 jest tkankowo specyficzna i moze by¢ indukowana zar6wno poprzez natural-
ne, jak i syntetyczne auksyny (Roux i Perrot-Rechenmann 1997; Staswick i wsp. 2005). Eks-
presja tych gendw jest rowniez regulowana przez inne oprocz auksyn fitohormony oraz réz-
norodne czynniki biotyczne czy abiotyczne, takie jak susza, zimno, $wiatlo, metale cigzkie i
inne (Takase i wsp. 2003; Zhang i wsp. 2007; Zhang i wsp. 2009; Wang i wsp. 2010). Przy-
ktadowo transkrypcja genu GH3 z grochu jest indukowana przez fitohormony (IAA, kwas
jasmonowy (JA), kwas abscysynowy (ABA), kinetyny oraz gibereliny (GA)), $wiatto (czer-
wone, biate, niebieskie), oraz herbicydy (2,4-D, dikamba oraz pikloram) (Ostrowski i Jaku-
bowska 2013). U wielu gatunkow roslin jednoliSciennych oraz dwulisciennych odkryto do
chwili obecnej liczne geny GH3 (Hagen i Guilfoyle 2002; Terol i wsp. 2006; Jain i Khurana
2009; Feng 1 wsp. 2015). Co wiecej, wystepuja one réwniez u roslin nienaczyniowych, mie-
dzy innymi u mchu Physcomitrella patens (Ludwig-Miiller i wsp. 2009).

Badania nad amidosyntetazami GH3 rozpoczgly sie¢ w 2002 roku od odkrycia roli
GH3.11, jednego z genéw GH3 u A. thaliana, ktory koduje enzym strukturalnie podobny do
lucyferazy swietlika (Staswick i wsp. 2002). W tym samym roku zostala réwniez zapropono-
wana klasyfikacja biatek GH3 na trzy grupy w oparciu o ich specyficzno$¢ substratowg oraz
homologi¢ sekwencji. W grupie pierwszej znajduje si¢ migdzy innymi AtGH3.11 katalizujacy
syntezg¢ jasmonylo-izoleucyny (JA-lle), aktywnej formy hormonu z grupy jasmonianow (Sta-
swick i wsp. 2002; Thines i wsp. 2007). W grupie drugiej najliczniej wystepuja biatka odpo-
wiedzialne za tworzenie koniugatéw pomigdzy IAA a aminokwasami, takimi jak: Glu, Ala,
Asp, Gly, Val, Leu oraz inne (Staswick i wsp. 2002). Wyjatek stanowi AtGH3.5, ktory akcep-
tuje jako substrat nie tylko auksyny, ale rowniez benzoesany (Staswick i wsp. 2005; Westfall i
wsp. 2016). Grupa trzecia zawiera AtGH3.12 modulujacy stezenie kwasu salicylowego (SA)
poprzez koniugacje prekursora tego zwiazku, izochoryzmianu (Staswick i wsp. 2002; Rekhter
1 wsp. 2019). Oprocz wspomnianej powyzej klasyfikacji istnieje rowniez klasyfikacja genow 1
biatek GH3 oparta na analizie podobienstwa genomow, powigzan filogenetycznych, ekspresji
gendéw oraz funkcji bialek (Okrent i Wildermuth 2011), czy tez klasyfikacja stworzona na
podstawie roznic sekwencji w miejscach wigzania donora grupy acylowej przez GH3 (West-
fall 1 wsp. 2012). Najnowsze badania nad rodzing biatek GH3 z ros$lin drzewiastych odkryty
ich nows, czwartg podrodzing o nieznanych jeszcze preferencjach substratowych (Vielba
2019). Analiza filogenetyczna wykazata, ze czlonkowie tej grupy posiadaja specyficzne se-

kwencje i sg nie tylko obecni u gatunkéw drzewiastych, ale rowniez u r6znych roslin jednoli-
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$ciennych, jak i dwuli$ciennych. Jednakze nowoodkryta podrodzina nie wystgpuje u organi-
zmo6w modelowych: rzodkiewnika pospolitego, kukurydzy, ziemniaka i tytoniu.

Przeprowadzone do tej pory badania wskazujg jednoznacznie na lokalizacj¢ biatka
GH3 w cytoplazmie komorki roslinnej. W 1987 roku Wright i wsp. zaobserwowali w wyniku
przeprowadzonych analiz immunochemicznych obecno$¢ prazka odpowiadajgcego biatku
GH3 we frakcji zawierajacej rozpuszczalne biatka cytozolowe soi. Dzigki obserwacjom mi-
kroskopowym lokalizacj¢ cytoplazmatyczng potwierdzono u PpGH3.1 z P. patens oraz
GUS-GH3.11 (Hsieh i wsp. 2000; Ludwig-Miiller i wsp. 2009). Réwniez w czeSci cytopla-
zmatycznej komorek pedu grochu wykryto sygnat immunofluorescencyjny dla GH3 oraz ak-
tywno$¢ enzymatyczng prowadzacg do syntezy IAA-Asp (Ostrowski i wsp. 2014).

Badania nad oczyszczong z nasion grochu amidosyntetazg GH3 dotyczace specyficz-
nosci substratowej tego enzymu wykazaty jego wyrazne preferencje wobec IAA jako donora
reszty acylowej (Ostrowski i Jakubowska 2011). Ujawnit on réwniez stosunkowo silne powi-
nowactwo wobec NAA nalezagcego do auksyn syntetycznych. Natomiast pozostale badane
auksyny (PAA, IBA, 2,4-D) byly stabymi akceptorami reszty aminoacylowej. W przypadku
aminokwasow amidosyntetaza GH3 silnie preferowata jako substrat asparaginian. Aktywno$¢
enzymu byta bardzo niska przy pozostatych 13 badanych aminokwasach. Odmiennie przed-
stawiajg si¢ wyniki dotyczace specyficzno$ci substratowej u rekombinowanego enzymu
PsGH3 (Ostrowski i wsp. 2016b). Wykazywat on, podobnie jak natywna syntetaza IAA-Asp,
najwyzsza aktywnos$¢ wobec IAA oraz Asp. Natomiast w przeciwienstwie do natywnego en-
zymu, PsGH3 akceptowat rowniez jako substraty aminokwasy Met, Trp, Phe oraz Tyr. Wyni-
ki te, jak rowniez niewielkie roznice w sekwencji aminokwasowej obu enzymow, wskazuja,
ze rekombinowany PsGH3 nie jest tym samym biatkiem co natywna syntetaza IAA-Asp, cO

wskazuje na wystgpowanie przynajmniej dwoch enzyméw z rodziny GH3 w grochu.

3.2.5. Mechanizm syntezy koniugatow amidowych IAA

Nadrodzina enzymow ANL, do ktorej zaliczamy amidosyntetazy GH3, charakteryzuje
si¢ dwuetapowym, tzw. Bi Uni Uni Bi Ping Pong, mechanizmem reakcji (Ryc. 6) (Gulick
2009; Chen i wsp. 2010; Wojtaczka i wsp. 2022). W pierwszym etapie dochodzi do tworzenia
acylo-AMP w wyniku reakcji ATP z grupa karboksylowa substratu acylowego. Nastepnie
energia produktu posredniego jest wykorzystywana do utworzenia tioestru, migdzy innymi w
przypadku syntetaz acylo-CoA, lub do uwolnienia fotonu $wiatta po dekarboksylacji oksyda-

cyjnej katalizowanej przez lucyferaze swietlika.
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Jak przedstawiono na Ryc. 6, reakcja syntezy koniugatow amidowych IAA przez GH3
rozpoczyna si¢ od przylaczania ATP, a nastepnie IAA do enzymu (Chen i wsp. 2010). Prowa-
dzi to do powstania przejsciowego trojsktadnikowego kompleksu, ktory jest w dalszej kolej-
nosci modyfikowany przez hydrolize ATP prowadzaca do uwolnienia nieorganicznego difos-
foranu (PP1i) i utworzenia zwigzku posredniego GH3-AMP-IAA. Nastgpnie Z enzymem wigze
si¢ kolejny substrat, aminokwas, i powstaje wigzanie amidowe pomigdzy nim a IAA. W
ostatnim etapie reakcji AMP oraz koniugat amidowy odtaczajg si¢ od miejsc wigzacych w

amidosyntetazie GH3.

bi
/d\ uni
ATP IAA a8

GH3 —> GH3-ATP — GH3-AMP-IAA —= GH3-AMP-lAA-aa T"' GH3-AMP T"‘ GH3

PP IAA-aa AMP

~—
uni

bi

Ryc. 6. Mechanizm reakcji GH3 na przykladzie syntezy koniugatow amidowych IAA.

W 2012 roku Westfall i wsp. po raz pierwszy opisali trojwymiarowg strukture GH3
wyjasniajacg jego mechanizm reakcji na przyktadzie AtGH3.11 katalizujgcego potaczenie JA
z lle oraz AtGH3.12 preferujacego jako substrat pochodne benzoesanu. Biatka te posiadaja
dwie domeny: wigksza domene na N-koncu zbudowang z B-barytki oraz podwdjnej p-kartki
otoczonej przez a-helisy, oraz mniejszg domeng na C-koncu z czteroniciowg B-kartkg oflan-
kowang przez dwie a-helisy (Ryc. 7). Obie domeny potaczone sg elastyczng petla zawiasowa
(od B15 do al5), ktora odpowiedzialna jest za obracanie C-koncowej domeny (Westfall i wsp.
2012; Round i wsp. 2013). Podobng struktur¢ wykazuje VVGH3.1 z Vitis vinifera katalizujacy
reakcj¢ tworzenia koniugatéw amidowych TAA (Peat i wsp. 2012). Ze wzgledu na obecnos¢
miejsca aktywnego wigzgcego substraty pomiedzy dwiema domenami biatka, zmiany kon-
formacyjne wywotane przez petle zawiasowa sg kluczowe dla aktywnosci enzymu i umozli-
wiajg mu przejécie ze stanu otwartego do zamknigtego (Round i wsp. 2013). Otwarta konfor-
macja GH3 powoduje inicjacje reakcji poprzez wigzanie niezbednych dla etapu adenylacji
ATP oraz jonéw Mg?* do trzech konserwatywnych miejsc wigzania ATP/AMP. Pierwszy
motyw odpowiedzialny za wigzanie grupy fosforanowej to pe¢tla z resztami Ser 95 oraz Ser
96. Drugi motyw wigzania ATP/AMP zawiera strukture B-zwrot-f z dwiema kluczowymi

resztami: Ser 328 wigzaca a-fosforan oraz Tyr 325, ktorej pierscien aromatyczny oddziatuje z
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pierscieniem aromatycznym adeniny poprzez interakcje hydrofobowe (Westfall i wsp. 2012;
Round i wsp. 2013). Istotng funkcj¢ petni rowniez reszta Glu 329, zapewniajac odpowiednie
utozenie ATP podczas reakcji oraz umozliwiajac przytaczenie jonow magnezu (Westfall i
wsp. 2012). Ostatni, trzeci motyw zawiera konserwatywna reszte Asp 398 odpowiedzialng za
wigzanie cukru rybozy w czasteczce ATP. W Kkolejnym etapie reakcji nastgpuje wigzanie [AA
lub innego donora reszty acylowej poprzez kieszen obecng w domenie, potozong blisko dru-
giego motywu wigzania ATP/AMP. Specyficzno$¢ substratowa GH3 okreslona jest przez
rozne reszty aminokwasowe zlokalizowane w pozycjach a5, a6, B8 oraz B9, ktore tworza
miejsce wigzania kwasu bedacego donorem reszty acylowej. Na przyktad IAA wiaze si¢ z
miejscem aktywnym biatka VvGH3.1 zawierajgcym mig¢dzy innymi reszty Val 172, Leu 173,
Ala 337 i Tyr 342, podczas gdy JA, substrat specyficzny dla AtGH3.11/JAR1, oddziatuje z
resztami takimi jak Leu 117, Thr 121, Phe 125, Thr 166, Val 169 i inne (Peat i wsp. 2012;
Westfall i wsp. 2012).

Ryec. 7. Struktura AtGH3.12 (konformacja zamknie¢ta w miejscu aktywnym) z dolaczonym salicylanem i
AMPCPP (nieulegajacym hydrolizie analogiem ATP). To monomeryczne biatko sktada si¢ z wigkszej dome-
ny N-koncowej (kolor niebieski) i mniejszej domeny C-koncowej (kolor zielony), ktore sa polaczone elastyczna
petla zawiasowa (kolor czerwony) (na podstawie Round i wsp. 2013, zmieniono).
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W wyniku hydrolizy ATP zachodzacej po pierwszym etapie reakcji powstaje nieorga-
niczny pirofosforan, ktéry moze zosta¢ uwolniony przez otwarty kanat, co w konsekwencji
prowadzi do rotacji C-koncowej domeny (Westfall i wsp. 2012). Jednakze pdzniejsze badania
wykazaly, ze zamknigta konformacja miejsca aktywnego AtGH3.12 pojawia si¢ przed, a nie
po etapie adenylacji reakcji, w wyniku umiejscowienia ogona fosforanowego ATP w innym
miejscu (Round i wsp. 2013). Hydroliza uwolnionego pirofosforanu napedza tworzenie wig-
zania amidowego migdzy donorem reszty acylowej a aminokwasem i czyni ten etap nieod-
wracalnym.

Jak przedstawiono na Ryc. 6, podczas drugiej potowy reakcji aminokwas wigze si¢ z
kompleksem GH3-AMP-donor reszty acylowej. Podobnie jak miejsce wigzania kwasu beda-
cego donorem reszty acylowej, motyw wigzacy aminokwas charakteryzuje si¢ zréznicowa-
niem reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za specyficzno$¢ substratowa. W przypadku
AtGH3.12 reszta Lys 146 umozliwia przylaczenie kwasowego L-glutaminianu (Westfall i
wsp. 2012). Przeciwnie, u AtGH3.11 zamiast reszty lizyny obecna jest Ser 151, powodujac
zmian¢ w preferowanym substracie na aminokwas L-izoleucyng. Wykazano, ze AtGH3.11
wigze rowniez inne aminokwasy hydrofobowe w miejscu aktywnym. Zaleznos$¢ preferencji
substratu aminokwasowego od sekwencji biatka jest rowniez widoczna w przypadku innych
amidosyntetaz GH3. U V. vinifera cztery enzymy GH3 (VvGH3.1, VVGH3.2, VVGH3.3,
VvGH3.5) posiadaja w motywie wigzagcym aminokwas zasadowg reszte Arg 115 umozliwia-
jaca przylaczanie kwasu asparaginowego (Peat 1 wsp. 2012). Natomiast dwa kolejne GH3
(VvGH3.4, VvGH3.6) preferuja inny aminokwas rowniez o kwasowym charakterze — kwas

glutaminowy, co uwarunkowane jest obecnoscig niepolarnej proliny zamiast Arg 115.

3.2.6. Rola GH3 w odpowiedzi na stres abiotyczny oraz biotyczny

Biatka GH3, jako regulatory poziomu fitohormonéw, maja kluczowe znaczenie dla
prawidlowego rozwoju roslin, a takze dla ich odpowiedzi obronnej na rézne abiotyczne oraz
biotyczne czynniki stresowe (Wojtaczka i wsp. 2022). Jest to miedzy innymi widoczne w
przypadku reakcji O. sativa na stres suszy, w ktorej udziat bierze OSGH3.13/TLD1 (Zhang i
wsp. 2009). Zwigkszona ekspresja tego genu, kodujacego syntetaze IAA-Asp, wzmacnia tole-
rancj¢ ryzu na podany stres, powodujac zmniejszong utrate wody oraz poprawe przezywalno-
$ci rosliny. Moze to wynika¢ z pozytywnego wptywu nadekspresji OsGH3.13/TLD1 na tran-
skrypcje genow LEA kodujacych biatka chronigce przed suszg. Z kolei nadekspresja OsGH3.2

ma negatywny wptyw na odpowiedz obronng ryzu na stres suszy, ale zwigksza jego tolerancje
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na stres zimna (Du i wsp. 2012). Pomimo tego ekspresja OsGH3.2 jest aktywowana nie tylko
w wyniku pojawienia si¢ stresu zimna, ale rOwniez po wystapieniu stresu suszy. Zaobserwo-
wano takze u ryzu zwigkszong ekspresje genow OsGH3.1 oraz OsGH3.8, ale zmniejszong
genu OsGH3.5 po potraktowaniu rosliny stresem solnym (Jain i Khurana 2009). Udziat GH3
w odpowiedzi na stres abiotyczny jest rowniez widoczny u A. thaliana, u ktérego nadekspre-
sja AtGH3.5/GH3a/WES1 wystgpujaca u mutanta wesl-D ma pozytywny wptyw na obrong
ro$liny przed stresem solnym, suszy oraz termicznym (Park i wsp. 2007). Ponadto zaobser-
wowano takze u wesl-D zwigkszong ilo$¢ transkryptow gendéw powigzanych ze stresem, ta-
kich jak CBF (ang. C-repeat/dehydration-responsive element-Binding Factor) oraz RD (ang.
Response to Dehydration), ktore nalezg do szlaku odpowiedzi na stres, w ktorym istotng rolg
odgrywa ABA. Odkryto rowniez, ze ABA, SA oraz rézne abiotyczne warunki stresowe
wplywaja na zwigkszenie ekspresji genu AtGH3.5. Zmiany w ekspresji gendéw GH3 po po-
traktowaniu r6znymi stresami abiotycznymi wystepujg rowniez u kukurydzy (Z. mays), jabt-
ka (Malus sieversii), ciecierzycy (Cicer arietinum) czy pszenicy (Triticum aestivum) (Yuan i
wsp. 2013; Feng i wsp. 2015; Singh i wsp. 2015; Jiang i wsp. 2020).

Istnieja rowniez liczne doniesienia dotyczace roli GH3 w reakcji obronnej roslin na
stres biotyczny. Przyktadem moze by¢ tu AtGH3.5, ktory nie tylko jest zaangazowany w od-
powiedz rzodkiewnika na stres abiotyczny, ale prawdopodobnie reguluje takze obrone rosliny
przed patogenami (Westfall 2016). Park i wsp. (2007) podczas badan nad mutantem wes1-D
odkryli, Zze nadekspresja AtGH3.5 pozytywnie wplywa na reakcje¢ rosliny na zakazenie Pseu-
domonas syringae. Po ataku bakteryjnym wesl-D wykazywat dtuzej trwajaca nadekspresje
genu PR-1 (ang. Pathogenesis Related-1), ktory uczestniczy w nabytej odporno$ci systemicz-
nej SAR (ang. Systemic Acquired Resistance), w porownaniu do ro$lin typu dzikiego. Zwigk-
szona ekspresja GH3.5 wystepuje takze u innego mutanta rzodkiewnika, gh3.5-1D (Zhang i
wsp. 2007). Roslina ta, podobnie jak wes1-D, posiada podwyzszony poziom SA podczas in-
fekcji wywotanej przez P. syringae. Ponadto gh3.5-1D w odpowiedzi na patogeny wykazuje
nadekspresje gendw odpowiedzialnych za obrong przed stresem. Odkryto réwniez, ze rosliny
z mutacja skutkujacag utratg funkcji GH3.5 (gh3.5-1 oraz gh3.5-2), w przeciwienstwie do
gh3.5-1D, maja czgsciowo zaburzong obrong systemiczng. Oprocz wywolywania pozytyw-
nych zmian w sygnalizacji SA podczas interakcji patogen-roslina, GH3.5 bierze takze udziat
w szlaku auksyny promujgcym podatnos¢ rosliny na infekcje. Rosliny gh3.5-1D zakazone
P. syringae wykazuja zar6wno podwyzszony poziom IAA, jak rowniez nadekspresje genow
odpowiedzialnych za ten stan. Prawdopodobnie prowadzi to do uposledzonej lokalnej odpor-

no$ci uwarunkowanej obecnoscig czynnikow R oraz nie dochodzi do zwigkszenia odporno$ci
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typu SAR w porownaniu do roslin typu dzikiego. Dalsze badania nad rola GH3.5 w sygnali-
zacji SA potwierdzily, ze gen ten reguluje odpowiedz obronng roslin na atak bakterii poprzez
szlak zalezny od SA (Zhang i wsp. 2008). Co wiecej, szlak ten wyst¢puje U mutanta gh3.5-1D
zarowno w sposoOb zalezny, jak i niezalezny od genow NPR1 (ang. Nonexpressor of Pathoge-
nesis-Related genes 1), ktore sg wazne do aktywowania odpornosci typu SAR. Nalezy row-
niez wspomnie¢, ze u gh3.5-1D po infekcji P. syringae zaobserwowano podwyzszony poziom
kamaleksyny, ktora uczestniczy w skutecznej odpowiedzi roslin na patogeny (Wang i wsp.
2012). Zwigkszona ilos¢ tej fitoaleksyny prawdopodobnie jest konsekwencja jej biosyntezy
odbywajacej si¢ za posrednictwem GH3.5.

Na obron¢ roslin przed stresem biotycznym ma rowniez wplyw gen
AtPBS3/GH3.12/GDG1, ktory jest kolejnym regulatorem stezenia SA (Nobuta i wsp. 2007).
Bialko kodowane przez ten gen katalizuje tworzenie wigzania amidowego pomig¢dzy izocho-
ryzmianem a kwasem glutaminowym (Rekhter i wsp. 2019). Utworzony koniugat stanowi
nastepnie prekursor kwasu salicylowego. Badanie mutanta pbs3 (ang. avrPphB Susceptible 3),
charakteryzujacego si¢ nokautem genu GH3.12, wykazato obnizony poziom SA-glukozydoéw
oraz transkryptu PR-1 po zakazeniu P. syringae w poréwnaniu do roslin typu dzikiego (Nobu-
ta i wsp. 2007). Podobne negatywne zmiany po ataku bakteryjnym wystgpity u mutanta gdgl
(ang. GH3-like Defense Gene 1) posiadajacego GH3.12 z mutacjg utraty funkcji (Jagadeeswa-
ran i wsp. 2007). Wptyw genow GH3 na obrong przed stresem biotycznym obserwuje si¢
réwniez miedzy innymi u ryzu (O. sativa), tytoniu (Nicotiana attenuata) czy lucerny (M.
truncatula) (Wang i wsp. 2007; Yang i wsp. 2015b; Hui i wsp. 2019).

4. Stres oksydacyjny

Rosliny zyjac w swoim naturalnym $rodowisku moga by¢ nieustannie narazone na
abiotyczne oraz biotyczne czynniki stresowe, ktore powodujg generowanie stresu oksydacyj-
nego prowadzacego do silnych zaburzen w ich funkcjonowaniu (Demidchik 2015). Wsrod
abiotycznych czynnikdw wywolujacych stres oksydacyjny wyrdznia si¢ migdzy innymi meta-
le ciezkie, herbicydy, zasolenie czy susz¢. Dwa ostatnie z nich moga powodowac¢ w poczat-
kowym okresie ich dziatania na ro$liny stres osmotyczny lub tez szok osmotyczny (Shavru-
kov 2013). Stres osmotyczny wywolywany jest przez stopniowg ekspozycj¢ roslin na rosngcy
poziom czynnika abiotycznego, przez ekspozycje roslin na niski poziom czynnika abiotycz-
nego lub tez w wyniku potaczenia obu tych elementow. Natomiast szok osmotyczny powstaje

w wyniku naglego dziatania na rosliny wysokiego st¢zenia czynnika abiotycznego. W porow-

27



naniu do zjawiska stresu osmotycznego szok osmotyczny rzadziej zachodzi w naturalnym
srodowisku. Zarowno stres, jak i szok osmotyczny charakteryzuja si¢ wzrostem komoérkowe-
go stezenia osmolitow, ale w drugim przypadku ten wzrost jest zdecydowanie bardziej gwat-
towny. Do chwili obecnej w wielu artykutach definicje stresu oraz szoku osmotycznego sto-
sowane sg zamiennie (Chen i Fluhr 2018; Merlaen i wsp. 2019).

W czasie stresu oksydacyjnego dochodzi do nadmiernego kumulowania si¢ reaktyw-
nych form tlenu (RFT), jako konsekwencji zaburzonej rownowagi pomi¢dzy generowaniem a
usuwaniem z komorek RFT wynikajgcej z nieprawidtowego funkcjonowania komorkowych
procesow fizjologicznych. Jednoczesénie, tworzace si¢ de novo RFT, jako czasteczki sygnali-
zacyjne, uczestnicza w odpowiedzi obronnej roslin na negatywne czynniki srodowiskowe
(Considine i wsp. 2015; Demidchik 2015). Nalezy podkresli¢, ze RFT regulujg rowniez pro-
cesy odpowiedzialne za wzrost oraz rozwoj rosliny (Das i Roychoudhury 2014).

Do reaktywnych form tlenu zalicza si¢ miedzy innymi anionorodnik ponadtlenkowy
(027), rodnik hydroksylowy (OH"), tlen singletowy (*O,) czy nadtlenek wodoru (H202), ktore
przede wszystkim powstaja w chloroplastach, mitochondriach oraz peroksysomach (Ryc. 8)
(Das i Roychoudhury 2014; Demidchik 2015). Konsekwencjg wywotywanego przez nie stre-
su oksydacyjnego sa powazne uszkodzenia wewnatrz komorek roslinnych obejmujace degra-
dacje¢ lipidow, DNA, biatek czy weglowodandw, cO moze prowadzi¢ w ostatecznosci do

$mierci komorek.

L 1 J L L J L L J
*0O:0: *OsH
o0 L L J L L J
anionorodnik ponadtienkowy rodnik hydroksylowy
O3 OH'
oo o» 90
O tO:O2H
oo oo L L J L L J
tlen singletowy nadtlenek wodoru
'0, H,O;

Ryc. 8. Struktury elektronowe reaktywnych form tlenu. Na czerwono zaznaczono niesparowane elektrony.

Powszechnym, bardzo negatywnym procesem zachodzacym podczas stresu oksyda-
cyjnego jest peroksydacja lipidow, ktora obejmuje trzy kolejne etapy: inicjacje, propagacje

oraz terminacj¢. Etap inicjacji rozpoczyna si¢ od oderwania atoméw wodoru z wielonienasy-
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conych reszt kwasoéw tluszczowych budujacych lipidy w wyniku aktywnos$ci rodnikéw hy-
droksylowych, nadtlenkowych lub alkoksylowych. Prowadzi to do powstania rodnikéw lipi-
dowych L, ktore podczas etapu propagacji reaguja z czasteczka tlenu formujgc rodniki nad-
tlenkowe LOO’. Nastepnie atakujg one sgsiednie czgsteczki kwasow thuszczowych tworzgc
wodoronadtlenki lipidowe (LOOH) oraz kolejne rodniki lipidowe (L"). Koncowymi produk-
tami peroksydacji lipidow tworzacymi si¢ z rozpadu kwasow ttuszczowych sg aldehydy oraz
hydroksyaldehydy, mi¢gdzy innymi dialdehyd malonowy (MDA), akroleina czy 4-hydroksy-2-
heksenal (Demidchik 2015). Efektem peroksydacji lipidow jest rowniez powstawanie reak-
tywnych zwigzkow dikarbonylowych, takich jak metyloglioksal, glioksal czy
3-deoksyglukozon (Shumilina i wsp. 2019). Uszkodzenia lipidow zachodzgce w wyniku ich
peroksydacji prowadza w konsekwencji do uszkodzenia bton komorkowych, ktore przestaja
peti¢ funkcje barierowa. Nastepnie dochodzi do rozpadu organelli oraz dysfunkcji biatek,
DNA oraz RNA (Demidchik 2015).

W czasie stresu oksydacyjnego moga pojawiaé si¢ rowniez uszkodzenia roslinnego
materialu genetycznego, ktére dotykaja przede wszystkim chloroplastowego i mitochondrial-
nego DNA (Das i Roychoudhury 2014). Wynika to z braku obecnos$ci otaczajacych DNA
histonéw oraz z bliskiego potozenia enzymow produkujacych RFT. Dziatanie RFT, a szcze-
gblnie rodnikow hydroksylowych, powoduje migdzy innymi modyfikacje zasad azotowych
nukleotyddw, utlenianie cukru deoksyrybozy, niedopasowanie nukleotydow, pekanie nici czy
sieciowanie DNA 1 bialka (Sharma i wsp. 2012; Das i Roychoudhury 2014; Demidchik 2015).
Rodniki hydroksylowe atakujg wszystkie zasady purynowe i pirymidynowe najczesciej po-
przez przytaczanie OH’ do wigzan podwoéjnych zasad. Natomiast wywotywane przez OH’
utlenianie deoksyrybozy zachodzi w wyniku odrywania z tej czasteczki wodoru. Oprocz dzia-
fania rodnikéw hydroksylowych obserwuje si¢ rowniez wptyw tlenu singletowego na modyfi-
kacj¢ guaniny (Sharma i wsp. 2012). Nadmierne zmiany w strukturze DNA spowodowane
przez RFT nie moga by¢ naprawione przez przeznaczone do tego systemy naprawy DNA, co
skutkuje jego trwalym uszkodzeniem.

Kolejnymi makroczasteczkami modyfikowanymi w wyniku dziatania stresu oksyda-
cyjnego sg biatka. Wyroznia si¢ modyfikacje bezposrednie bialek obejmujace procesy takie
jak karbonylacja, S-nitrozylacja czy S-glutationylacja oraz modyfikacje posrednie bialek wy-
wotane chocby przez koncowe produkty peroksydacji lipidow (Sharma 1 wsp. 2012; Das i

Roychoudhury 2014).
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4.1. Karbonylacja bialek

Karbonylacja biatek, nalezaca do nieodwracalnych modyfikacji potranslacyjnych
(PTM), prowadzi do utworzenia aldehydowej lub ketonowej grupy karbonylowej w bocznym
tancuchu aminokwasu (Lounifi i wsp. 2013; Tola i wsp. 2021). Ze wzgledu na sposob, w jaki
dochodzi do tej modyfikacji wyroznia si¢ dwa podstawowe rodzaje karbonylacji biatek (Tola
i wsp. 2021). Pierwszy z nich, nazywany pierwotng karbonylacjg biatek, powstaje jako kon-
sekwencja procesu utleniania katalizowanego metalami (ang. Metal-Catalyzed Oxidation)
(Mpller i wsp. 2017; Tola i wsp. 2021). W wyniku reakcji Fentona, w ktorej zredukowane
jony metali, np. Cu* lub Fe?*, reaguja z nadtlenkiem wodoru, dochodzi do powstania rodni-
koéw hydroksylowych. Nastepnie nowo powstate reaktywne formy tlenu powodujg tworzenie
grup karbonylowych poprzez utlenianie tahcuchow bocznych aminokwasow proliny, treoniny
czy lizyny lub tez fragmentacj¢ tancucha biatkowego. Drugi rodzaj karbonylacji biatek, okre-
$lany jako wtorna karbonylacja, zachodzi zdecydowanie rzadziej (Tola i wsp. 2021). Konse-
kwencja peroksydacji lipidéw jest powstawanie reaktywnych form karbonylowych, tzw. RCS
(ang. Reactive Carbonyl Species), ktore jako zwigzki elektrofilowe przytaczane sg do tancu-
cha bocznego histydyny, cysteiny czy lizyny. Wsrod koncowych produktow peroksydaciji
lipidow zaangazowanych w formowanie grup karbonylowych w czasteczkach biatek wymie-
nia si¢ MDA, akroleing oraz 4-hydroksynonenal.

Bialka, ktore ulegly karbonylacji zazwyczaj traca swoja funkcje i sa kierowane na
droge degradacji w proteasomach 20S (Tola i wsp. 2021). Zaburzony proces usuwania tych
biatek moze prowadzi¢ do tworzenia agregatow, ktore sg toksyczne dla komorki. Ze wzgledu
na $cisle powigzany z nadmierng kumulacja RFT wzrost karbonylacji biatek w warunkach
stresowych, proces ten uznaje si¢ za wskaznik stresu oksydacyjnego w organizmie ro$linnym.
Podwyzszony poziom karbonylowanych bialek jest charakterystyczny zaré6wno dla réznych
stresow abiotycznych, jak i biotycznych. Jednakze nalezy podkresli¢, ze karbonylowane biat-
ka sg rowniez obecne u roslin niepoddanych stresowi, co wskazuje na role tej modyfikacji
potranslacyjnej w prawidtowym wzroscie i rozwoju rosliny. Odkryto miedzy innymi wptyw
karbonylowanych biatek na przemiany fizjologiczne nasion, takie jak ich spoczynek, kietko-

wanie czy starzenie (Lounifi i wsp. 2013).

4.2. S-nitrozylacja bialek
S-nitrozylacja jest kolejna modyfikacja potranslacyjng biatek charakterystyczng dla

stresu oksydacyjnego (Romero-Puertas i wsp. 2013). Polega ona na kowalencyjnym wigzaniu
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ugrupowania nitrozowego (-NO) do grupy tiolowej (-SH) cysteiny prowadzac do utworzenia
S-nitrozotiolu (-SNO) (Ryc. 9). Tlenek azotu (NO) nalezacy do reaktywnych form azotu
(RFA) to zwigzek odpowiedzialny za S-nitrozylacje biatek, ktory wystepuje powszechnie w
komorkach roslinnych funkcjonujgc jako czgsteczka sygnalizacyjna (Romero-Puertas i wsp.
2013; Saddhe i wsp. 2019). Oprocz wplywania na aktywno$¢ biatek w wyniku ich
S-nitrozylacji, tlenek azotu powoduje rowniez inne modyfikacje, obejmujace nitrowanie reszt
tyrozyny poprzez dotgczenie grupy nitrowej nadtlenoazotynu (-ONOQ) do pier$cienia aroma-
tycznego i powstanie 3-nitrotyrozyny (Feng i wsp. 2019). W tworzeniu S-nitrozotioli podczas
S-nitrozylacji biatek uczestnicza: bezposrednio - tlenek azotu pod postacig jonu nitrozonio-
wego NO™ lub rodnika NO*, oraz posrednio - tlenki azotu na wyzszych stopniach utlenienia
(migdzy innymi N203), kompleksy metal-NO utworzone w wyniku reakcji tlenku azotu z
przejsciowymi metalami, czy tez nadtlenoazotyn (Lindermayr i Durner 2009; Feng i wsp.
2019). Moze rowniez zachodzi¢ proces transnitrozylacji polegajacy na przeniesieniu ugrupo-
wania nitrozowego z biatka, ktore ulegto wczesniej S-nitrozylacji, na kolejng czasteczke bial-
ka (Feng i wsp. 2019). Biatka z grupa -SNO nitrozylujace sasiednie czasteczki biatek nazy-
wane s3 transnitrozylazami. Odkryto ich obecno$¢ miedzy innymi w komorkach zwierzecych
oraz bakteryjnych. Jednakze w komorkach roslinnych sg one wcigz poszukiwane.

W poréownaniu do karbonylacji bialek, proces S-nitrozylacji jest odwracalny. Katali-
zowane przez tioredoksyny (TRX) odtgczanie grup nitrozowych z biatek nazywane jest deni-
trozylacja (Ryc. 9). Tioredoksyna denitrozyluje ugrupowania -SNO obecne w biatkach dzieki
obecnosci wlasnej grupy ditiolowej, ktora utlenia si¢ poprzez przyjecie grupy nitrozowej. Na-
stepnie utleniona TRX jest redukowana w wyniku aktywnosci reduktazy tioredoksyny zalez-

nej od NADPH (NTR).

31



NADP+

NADPH

Ryc. 9. S-nitrozylacja oraz denitrozylacja bialka. W procesie S-nitrozylacji ugrupowanie nitrozowe (-NO)
przylacza si¢ do grupy tiolowej (-SH) cysteiny prowadzac do utworzenia S-nitrozotiolu (-SNO). W procesie
denitrozylacji tioredoksyna przenosi grupe -NO z biatka na swoja grupe ditiolowa (-SH SH-), co prowadzi do jej
utlenienia (-S-S-). Nastepnie utleniona TRX jest redukowana w wyniku aktywnosci reduktazy tioredoksyny
zaleznej od NADPH (NTR) (na podstawie Feng i wsp. 2019, zmieniono).

Do chwili obecnej opisano zachodzenie procesu S-nitrozylacji u wielu biatek roslin-
nych. Odkryto miedzy innymi tworzenie si¢ S-nitrozotioli w receptorze auksyny TIR1 w po-
zycji Cys 140 oraz w pozycjach Cys 37 oraz Cys 118 u biatka ASK1, ktore tak jak TIR1
wchodzi w sktad kompleksu ligazy ubikwitynowej E3 SCF (Iglesias 1 wsp. 2018).
S-nitrozylacja tych biatek nasila tworzenie kompleksu pomigdzy TIR1/AFB oraz represorem
Aux/IAA utatwiajac degradacj¢ represora na drodze proteasomalnej, a w konsekwencji pozy-
tywnie regulujgc sygnalizacje auksyny. Przeciwnie, S-nitrozylacja cysteiny 115 w biatku
AHP1, nalezacym do szlaku sygnalizacji cytokinin, hamuje przenoszenie przez to biatko gru-
py fosforanowej prowadzac do zablokowania przekazywanego sygnatu (Feng i wsp. 2013).
Proces S-nitrozylacji odgrywa réwniez istotng rol¢ w modulowaniu odpowiedzi rosliny na
zarowno stres abiotyczny, jak i biotyczny (Romero-Puertas i wsp. 2007; Feng i wsp. 2019).
Modyfikacja ta pojawia si¢ u bialek zaangazowanych w przemiany RFT, migdzy innymi u
peroksyredoksyny Il E, peroksydazy askorbinianowej 1 czy RbohD (ang. Respiratory burst
oxidase homolog D) nalezacej do oksydaz NADPH, wptywajac na homeostaze RFT (Romero-
Puertas i wsp. 2007; Yun i wsp. 2011; Yang i wsp. 2015a). Réwniez poziom NO ulegajacy
znacznym zmianom w komorkach roslinnych w warunkach stresowych jest regulowany po-
przez proces S-nitrozylacji reduktazy nitrozoglutationowej (GSNOR) powodujacy zmiang jej
aktywnosci (Guerra i wsp. 2016). Enzym ten katalizuje redukcje nitrozoglutationu (GSNO),

ktory stanowi glowny magazyn NO, do glutationu utlenionego (GSSG) oraz amoniaku.
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S-nitrozylacja pojawia si¢ rowniez u biatek zaangazowanych w proces fotosyntezy, metabo-

lizm chlorofilu czy réznicowanie komorek ksylemu (Feng i wsp. 2019).

4.3. S-glutationylacja bialek

S-glutationylacja biatek, podobnie jak S-nitrozylacja, jest odwracalng modyfikacja po-
translacyjna grup tiolowych cysteiny (Zaffagnini i wsp. 2012). Polega ona na przylaczaniu
czasteczki glutationu do reaktywnej cysteiny poprzez wigzanie disiarczkowe (Bergara-
Morales i wsp. 2016). Glutation jest powszechnie wyst¢pujagcym w komorce roslinnej tripep-
tydem tiolowym (y-glutamylocysteinyloglicyna) o matej masie czasteczkowej (Zaffagnini i
wsp. 2012). Czasteczka ta, wystepujaca w dwoch formach — zredukowanej (GSH) lub utle-
nionej, pelni wiele funkcji w komoérce, migdzy innymi utrzymuje srodowisko wewnagtrzko-
morkowe w stanie zredukowanym, uczestniczy w degradacji RFT, bierze udzial w syntezie
fitochelatyn, czy reguluje wzrost i rozwoj roslin (Zaffagnini i wsp. 2012; Noctor i wsp. 2012).
Proces S-glutationylacji biatek moze by¢ katalizowany przez enzymy lub tez zachodzi¢ spon-
tanicznie (Zaffagnini i wsp. 2012). Pierwszy mechanizm jest stabo poznany u roslin, bez
scharakteryzowanych enzyméw w nim uczestniczacych, w poréwnaniu do lepiej poznanej
spontanicznej S-glutationylacji, w ktorej bierze udziat GSSG ulegajacy redukcji do GSH w
wyniku tworzenia mieszanego disiarczku pomigdzy biatkiem a glutationem (Ryc. 10). Proces
S-glutationylacji moze by¢ poprzedzony utlenieniem przez RFT grupy tiolowej biatka do
kwasu sulfenowego (-SOH), a nastepnie przytaczeniem GSH. Moze rowniez dochodzi¢ do
reakcji pomiedzy utworzonym w procesie S-nitrozylacji nitrozotiolem biatkowym a glutatio-
nem zredukowanym lub tez pomigdzy GSNO a grupg tiolowa biatka. Natomiast w wyniku
deglutationylacji katalizowanej przez glutaredoksyny (GRX) dochodzi do odigczenia cza-
steczki glutationu od reszty cysteinowej biatka. GRX moga dziata¢ poprzez mechanizm mo-
notiolowy, gdzie odtaczony od biatka glutation utlenia grupe tiolowa enzymu. Nastepnie ko-
lejna czasteczka GSH redukuje nowo powstaty zwigzek posredni GRX-SSG prowadzac do
utworzenia GSSG i zredukowanej GRX. W mechanizmie ditiolowym, ktory rowniez wyko-
rzystuja glutaredoksyny, nietrwale potaczenie enzymu z glutationem jest atakowane przez

sasiednig cysteine biatka powodujac powstanie utlenionej GRX oraz czasteczki GSH.
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Ryc. 10. Mechanizmy spontanicznej S-glutationylacji bialka. W proces S-glutationylacji moze by¢ zaanga-
zowany GSSG, GSH lub tez GSNO (na podstawie Musaogullari i Chai 2020, zmieniono).

Wiele doniesien wskazuje na ochronng role S-glutationylacji biatek przed stresem ok-
sydacyjnym (Bergara-Morales i wsp. 2016). Jednakze modyfikacja ta jest rowniez zaangazo-
wana w mechanizmy sygnalizacyjne majace na celu zmiang funkcji ich bialek docelowych,
szczegblnie w warunkach stresowych. Odnosi si¢ to migdzy innymi do chloroplastowej dehy-
drogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) z A. thaliana uczestniczacej w cyklu
Calvina. S-glutationylacja Cys 149 powoduje zahamowanie aktywnos$ci tego enzymu, dzigki
czemu nie jest on narazony na negatywne, utleniajace dzialanie nadtlenku wodoru. Wsrod
bialek, ktore ulegaja S-glutationylacji wymienia si¢ réwniez S-transferaze glutationowa
(GST), peroksyredoksyny, biatka szoku cieplnego oraz inne biatka, gtownie zwigzane ze stre-
sem oksydacyjnym, ale réwniez uczestniczagce w fotosyntezie, biosyntezie aminokwasow czy

metabolizmie lipidow (Zaffagnini i wsp. 2012; Bergara-Morales i wsp. 2016).

4.4. Mechanizmy obronne roslin przed stresem oksydacyjnym
Bardzo istotne w przypadku stresu oksydacyjnego sa mechanizmy antyoksydacyjne
rosliny chronigce ja przed powaznymi uszkodzeniami wywolanymi przez pojawienie si¢

nadmiernej ilosci RFT (Das i Roychoudhury 2014). W obronie antyoksydacyjnej uczestnicza
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zarOwno rdéznorodne enzymy, jak i nieenzymatyczne przeciwutleniacze. Wsrdd enzymow
zaangazowanych w mechanizmy antyoksydacyjne wyrdznia si¢ miedzy innymi reduktaze
glutationowa (GR), peroksydaze glutationowg (GPX), S-transferaz¢ glutationowg oraz wiele
innych. GR, nalezaca do oksydoreduktaz, redukuje GSSG do GSH wykorzystujac w reakcji
NADPH, ktory jednocze$nie ulega utlenieniu do NADP* (Ryc. 11). Enzym ten, podobnie jak
peroksydaza askorbinianowa, reduktaza dehydroaskorbinianowa oraz reduktaza monodehy-
droaskorbinianowa, nalezy do cyklu askorbinian-GSH (Hasanuzzaman i wsp. 2019). W
zwiazku z tym, powstaly w reakcji katalizowanej przez reduktaze glutationowg GSH stuzy do
regeneracji askorbinianu z dehydroaskorbinianu (Hasanuzzaman i wsp. 2019; Das i Roychou-
dhury 2014). Zredukowany glutation moze by¢ rowniez bezposrednio zaangazowany w reak-
cje detoksykacji RFT Iub ksenobiotykéw dzieki aktywnosci enzymatycznej GPX czy GST
(Ryc. 11) (Hasanuzzaman i wsp. 2017). GPX redukuje szkodliwy H2O; z jednoczesnym utle-
nieniem GSH do GSSG. Natomiast GST unieszkodliwia w komodrkach roslinnych ksenobio-
tyki, miedzy innymi pestycydy czy herbicydy, poprzez katalizowanie wigzania si¢ GSH z
tymi zwiazkami. Jednakze podobnie jak GPX moze rowniez bra¢ udzial w detoksykacji RFT.
Do nieenzymatycznych przeciwutleniaczy mozna zaliczy¢, np. glutation, askorbinian,
aminokwas proling, flawonoidy, karotenoidy, fenole czy a-tokoferol (Das i Roychoudhury
2014). Wsrod zwigzkéw uczestniczacych w obronie przed stresem oksydacyjnym wymienia
si¢ takze biatka metalotioneiny, oligomery glutationu (tzw. fitochelatyny), biatka strukturalne
oraz polisacharydy $ciany komorkowej (Demidchik 2015). Wplywaja one na zmniejszanie

aktywnosci katalitycznej metali przejsciowych.

NADPH i GSSG GPX H20

NADP+ GSH H202

GST
koniugat GSH

Ryc. 11. Enzymy zaangazowane w metabolizm glutationu pelnigcego funkcje przeciwutleniacza.
GPX - peroksydaza glutationowa, GR - reduktaza glutationowa, GST — S-transferaza glutationowa
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CEL PRACY

IAA-Asp jest glownym koniugatem amidowym auksyny obecnym w tkankach grochu
(P. sativum L.) (Bandurski i Schulze 1977). Powstaje on, podobnie jak pozostale koniugaty
amidowe, w zaleznej od ATP, dwuetapowej reakcji katalizowanej przez amidosyntetazy z
rodziny GH3 (Staswick i wsp. 2005). W przeciwienstwic do IAA-Ala, IAA-Leu czy
IAA-Gly, ktore stuza jako zroédto wolnego IAA, IAA-Asp oraz IAA-Glu uczestnicza przede
wszystkim w oksydacyjnej degradacji auksyny (Ludwig-Miiller 2011). Z drugiej strony poja-
wiajace si¢ doniesienia o hydrolizie IAA-Asp oraz IAA-Glu moga wskazywa¢ rowniez na ich
role jako magazynéw IAA (Ludwig-Miiller i wsp. 1996; Tang i wsp. 2019; Hayashi i wsp.
2021). Nalezy jednak podkresli¢, ze proces hydrolizy tych koniugatow zostat do chwili obec-
nej opisany tylko u kilku gatunkéw roslin, do ktérych nie zalicza si¢ groch.

IAA-Asp, oprocz utrzymywania homeostazy IAA, wykazuje rowniez swoiste dziata-
nie, niezalezne od tego fitohormonu. Koniugat ten wptywa migedzy innymi na proces dojrze-
wania owocOw winorosli (Bottcher 1 wsp. 2013). TAA-ASp jest takze zaangazowany w odpo-
wiedz A. thaliana na stres biotyczny wywotany przez patogeny grzybowe oraz bakteryjne
(Gonzélez-Lamothe 1 wsp. 2012). Ponadto opisywany zwigzek wywiera efekt na rosliny pod-
dane dziataniu stresu abiotycznego: termicznego (Oetiker i Aeschbacher 1997) oraz solnego i
metali cigzkich (Ostrowski 1 wsp. 2016a).

Nalezy podkresli¢, ze wiedza na temat dziatania IAA-Asp jako czasteczki aktywne;j
biologicznie jest wcigz mala. Szczegolnie interesujacym wydaje si¢ zagadnienie wplywu ko-
niugatu na odpowiedz roslin na stresy abiotyczne oraz biotyczne. Ostrowski i wsp. (2016a) po
raz pierwszy wskazali na udziat IAA-Asp w odpowiedzi grochu na niekorzystne czynniki
srodowiskowe. Przedstawione przez autorow badania byly jednak wstgpne 1 wymagaly dal-
szej kontynuacji. W zwigzku z powyzszym, celem prowadzonych w ramach niniejszej pracy
badan bylo szczegdtowe poznanie wptywu IAA-Asp na migdzy innymi poziom przeciwutle-
niaczy, aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych oraz na modyfikacje potranslacyjne biatek w
siewkach grochu traktowanych NaCl lub glikolem polietylenowym (PEG). Sprawdzano row-
niez, w jaki sposob koniugat moze wywolywaé zmiany w wymienionych czynnikach. W
zwigzku z tym zbadano, czy podawany IAA-Asp moduluje poziom fitohormonow w siew-
kach grochu. Analizowano takze, jak koniugat wptywa na aktywno$¢ enzymow odpowie-
dzialnych za koniugacj¢ TAA. Nalezy doda¢, ze w niniejszej pracy po raz pierwszy poddano

weryfikacji teze o biologicznej, niezaleznej od wolnej auksyny, roli [AA-asparaginianu.
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Do realizacji zamierzonego celu wyznaczono nastepujace zadania:

. Analiza hydrolizy IAA-Asp do IAA w siewkach grochu.

Badanie wptywu IAA-Asp na poziom przeciwutleniaczy, peroksydacj¢ lipidow oraz
aktywno$¢ enzymow regulujacych poziom glutationu u siewek grochu poddanych
dziataniu szoku osmotycznego.

. Badanie wptywu IAA-Asp na S-glutationylacje oraz karbonylacje biatek grochu nara-
zonego na dziatanie szoku osmotycznego.

Oznaczanie poziomu fitohormondéw w siewkach grochu potraktowanych koniugatem
oraz NaCl lub PEG.

. Analiza ekspresji i aktywno$ci amidosyntetazy IAA-Asp oraz aktywnos$ci syntazy

IAGlc w siewkach grochu poddanych dziataniu IAA-Asp oraz szoku osmotycznego.
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MATERIALY I METODY

1. Materialy

1.1. Material roslinny i warunki wzrostu

W badaniach wykorzystano 7-dniowe lub 9-dniowe siewki grochu. Nasiona grochu
siewnego cukrowego (P. sativum L.) odmiany Itowiecki (W. Legutko) inkubowano w wodzie
destylowanej przez 4 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie nasiona umieszczano w
plastikowych pojemnikach wypetionych wysterylizowanymi trocinami i hodowano w ciem-
nos$ci w temperaturze 23-25°C przez 7 dni. Dla sprawdzenia wptywu szoku osmotycznego
wywolanego dziataniem NaCl, etiolowane siewki grochu przenoszono na szalki Petriego wy-
tozone bibutg filtracyjng i inkubowano przez 3 godziny w ciemnosci w wodzie destylowanej
(kontrola), 200 uM IAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 pM IAA-Asp w polaczeniu z
150 mM NaCl. Dla zbadania wpltywu szoku osmotycznego wywotanego dziataniem PEG,
etiolowane siewki grochu przenoszono do szklanych zlewek wylozonych na dnie bibulg fil-
tracyjng i inkubowano przez 48 godzin w ciemnosci w wodzie destylowanej (kontrola),
200 uM TAA-Asp, 20% (w/v) PEG 6000 Iub 200 pM IAA-Asp w polaczeniu z
20% (w/v) PEG 6000. W celu sprawdzenia, czy wystepuje hydroliza IAA-Asp etiolowane
siewki grochu przenoszono na szalki Petriego wytozone bibulg filtracyjng i inkubowano przez
3, 16, 24 oraz 48 godzin w ciemnosci w mieszaninie zawierajacej 1 pM IAA-[?Hs, 1*N]JAsp
oraz 199 uM TAA-Asp.

1.2. Odczynniki
W badaniach stosowano odczynniki o stopniu czystosci cz. d. a. oraz przeznaczone do
HPLC lub analiz LC-MS z nastgpujacych firm:
Bio-Rad - ReadyPrep™ 2-D Starter Kit, ReadyStrip IPG Strips, pH 3-10, 7 cm
EURX — GeneMATRIX Universal RNA/miRNA Purification Kit, RNA Extracol
Hartmann Analytic GmbH - [**C]IAA (50 mCi mmol?)
ICN — ptyn scyntylacyjny EcoLite (+)
Macherey-Nagel - kolumienki ekstrakcyjne Chromabond SPE
OIChemIm — [2Hs]ABA, [3Cs]IAA, [2Hs]IAA, IAA-Asp, IAA-[?Hs, 15N]Asp, [2H4]SA
Roche - tabletki NBT/BCIP, zestaw LightCycler 480 SYBR Green Master |
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Serva - membrana nitrocelulozowa NC 2

Sigma-Aldrich — antykozie przeciwciata krdlicze skoniugowane z alkaliczng fosfataza, an-
tymysie przeciwciata kozie skoniugowane z alkaliczng fosfatazg, Immobilon Signal Enhancer,
[°Hs)JA, kozie przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko dinitrofenolowi, mysie prze-
ciwciala pierwotne skierowane przeciwko glutationowi, rekombinowana reduktaza glutatio-
nowa z drozdzy S. cerevisiae, trypsyna,

Merck - ptytki TLC Silica Gel F2so

Thermo Scientific — DNaza I, marker mas czasteczkowych Spectra™ multicolor broad range
protein ladder (10-260 kDa), zestaw RevertAid First Strand Synthesis Kit

2. Metody

2.1. Badanie hydrolizy IAA-Asp w siewkach grochu

Poziom [?Hs]IAA, jako produktu ewentualnej hydrolizy IAA-[?Hs, ®’N]Asp pobranego
podczas inkubacji siewek grochu w mieszaninie zawierajacej 1 pM IAA-[?Hs, *®N]Asp oraz
199 uM IAA-Asp, wyznaczano wedlug zmodyfikowanej metody QuEChERS (ang. Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) (Perestrelo i wsp. 2019) stosujac do oznaczen
chromatografi¢ cieczowg z tandemowsg spektrometrig mas, tzw. LC-MS/MS (ang. Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry). Okoto 100 mg zamrozonych w -80°C pedow
siewek grochu homogenizowano w mozdzierzu w ciektym azocie. Nastgpnie do utartych prob
dodawano 1,7 ml 80% (v/v) acetonitrylu (ACN) zawierajacego 1 mM 2,6-di-tert-butylo-4-
metylofenol (BHT) oraz 5% (v/v) kwas mrowkowy. Po dodaniu do homogenatow
4 ng [**Ce]IAA prowadzono catonocne wytrzasanie prob (170 rpm) w temperaturze 4°C. W
kolejnym etapie dodawano do proéb 60 mg MgSO4 1 20 mg NaCl, a nastgpnie ponownie je
wytrzasano (170 rpm) przez 30 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie homogenaty
wirowano przez 10 min przy 20 000 x g w temperaturze 4°C w celu rozdzielenia fazy wodne;j
1 acetonitrylowej. Gorng fazg acetonitrylowa przenoszono do nowych probowek, a nastgpnie
dodawano do nich 80 mg Na,SO4, aby usunaé pozostala w fazie acetonitrylowej wodg. Ho-
mogenaty ponownie wytrzasano oraz wirowano jak opisano powyzej, po czym caly superna-
tant przenoszono do nowych probowek. Po tym etapie faze acetonitrylowg odparowywano do
sucha w strumieniu azotu w temperaturze 45°C, a powstaly osad zawieszano w
1 ml 1 M kwasu mrowkowego 1 nanoszono na wczesniej zrownowazong (1 ml 100% metano-

lui2ml1 M kwasu mrowkowego) kolumienke ekstrakcyjng Chromabond SPE. Po natozeniu
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prob, kolumienki przemywano 2 ml 1 M kwasu mrowkowego, a nastgpnie prowadzono elucje
zwigzanych ze ztozem zwigzkoéw stosujac 0,5 ml 80% (v/v) metanolu. Otrzymane eluaty liofi-
lizowano przy uzyciu koncentratora prézniowego typu SpeedVac i zawieszano w 100 ul
35% (v/v) metanolu zawierajacego 0,1% (v/v) kwas mrowkowy. Nastepnie proby analizowa-
no metodg LC-MS/MS.

Analizy przeprowadzano w aparacie Nexera X2 UHPC sprzezonym z LCMS-8045
(Shimadzu), ktory wyposazony jest w potrojny kwadrupol z jonizacjg przez elektrorozpylanie.
Rozdziat chromatograficzny prowadzono na kolumnie Ascentis Express C-18 (2,7 um,
100 x 2,1 mm, Supelco) utrzymywanej w temperaturze 35°C. Faza ruchoma sktadata si¢ z
(solwentu A) 0,1% (v/v) kwasu mréwkowego i (solwentu B) 100% metanolu z 0,1% (v/v)
kwasem mréwkowym przeptywajacych z szybkoscig 0,35 ml min w gradiencie binarnym.
Gradient zaczynat si¢ od 35% solwentu B, po czym wzrastat liniowo do 90% solwentu B w
ciggu 4 minut. Nastepnie w ciggu kolejnych 2 minut osiggal 100% solwentu B. Identyfikacje
zwigzkdéw prowadzono poprzez monitorowanie reakcji rozpadu jonow, tzw. MRM (ang. Mul-
tiple Reaction Monitoring), w jonizacji dodatniej dla IAA-[?Hs, NJAsp
(m/z 296,15>133,15), [Hs]IAA (m/z 178,20>132,30) oraz [**Cs]IAA (m/z 182,20>136,15).
Powierzchnie pikow badanych jonéw potomnych i jondw macierzystych wykorzystywano do
oznaczen ilosciowych stosujac do odczytu danych oprogramowanie LabSolutions 5.8 (Shi-

madzu).

2.2. Oznaczanie zawartosci proliny oraz askorbinianu

Badanie poziomu proliny

Poziom proliny wyznaczano spektrofotometrycznie wedtug zmodyfikowanej metody,
ktora opisali Bates 1 wsp. (1973). 500 mg pedow siewek grochu homogenizowano w moz-
dzierzu w ciekltym azocie, a nast¢pnie dodawano do mozdzierza 2,5 ml 3% (w/v) kwasu sul-
fosalicylowego. Homogenaty wirowano przez 10 minut przy 10 000 x g w temperaturze po-
kojowej, a otrzymane supernatanty wykorzystywano do badania. Do oznaczenia poziomu
proliny przygotowywano mieszaning reakcyjng zawierajaca 100 pl supernatantu,
100 pul 3% (w/v) kwasu sulfosalicylowego, 200 pl 99% kwasu octowego oraz
200 pl kwasnego roztworu ninhydryny (140 mM ninhydryna w 60% (v/v) kwasie octowym
oraz 2,4 M kwasie ortofosforowym). Proby po wymieszaniu inkubowano przez 30 minut w
95°C, a nastgpnie przez 3 minuty w lodzie. W kolejnym etapie prowadzono ekstrakcje tolue-

nem. Do prob dodawano po 1 ml toluenu, wytrzasano je przez 20 sekund, po czym inkubo-
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wano proby przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po rozdziale mieszaniny na dwie fazy
przenoszono faz¢ wodna do nowych probowek, a nastepnie mierzono ich absorbancje przy
A = 520 nm na spektrofotometrze Vis SP-830Plus (Metertech). Proba kontrolna zawierata sam
toluen. Stezenie proliny obliczano na podstawie wspotczynnika kalibracji. Do wyznaczenia
krzywej kalibracyjnej mieszanina reakcyjna zamiast homogenatu zawierata 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350 ug ml? proliny. Zawarto$¢ proliny wyrazano w miligramach na gram $wiezej

masy (mg g $wiezej masy).

Badanie poziomu askorbinianu

Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 5% (w/v) kwasie
tréjchlorooctowym (TCA), w stosunku 1 g tkanki : 1 ml TCA. Homogenaty wirowano przez
20 minut przy 14000 x g w temperaturze 4°C, a otrzymane supernatanty rozcienczano
10-krotnie 5% (w/v) TCA. Do oznaczenia poziomu askorbinianu przygotowywano mieszani-
n¢ reakcyjng zawierajaca 0,135 ml supernatantu, 0,685 ml roztworu fenantroliny
(0,075% (w/v) fenantrolina rozpuszczona w 4,8% (w/v) octanie sodu oraz 0,85% (v/v) kwasie
octowym) oraz 0,140 ml $wiezo przygotowanego 1% (w/v) FeClz. Proba kontrolna zawierata
5% (w/v) TCA zamiast homogenatu. Przygotowane proby wytrzasano, a nast¢pnie inkubowa-
no przez godzing w temperaturze pokojowej. Absorbancje mierzono przy A = 512 nm na spek-
trofotometrze Vis SP-830Plus (Metertech). Stezenie askorbinianu obliczano na podstawie
wspoélczynnika kalibracji. Do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej mieszanina reakcyjna za-
miast homogenatu zawierata 30, 50, 60, 70, 80, 90 lub 100 uM askorbinian. Poziom askorbi-

nianu wyrazano w mikromolach na gram $wiezej masy (umole g §wiezej masy).

2.3. Badanie peroksydacji lipidow oraz zawartosci metyloglioksalu

Oznaczanie peroksydacji lipidow

W celu oznaczenia peroksydacji lipidow mierzono zawarto$¢ dialdehydu malonowego
(MDA) powstajacego jako produkt peroksydacji wystepujacych w blonach komorkowych
kwasow ttuszczowych (Demidchik 2015). Poziom MDA wyznaczano spektrofotometrycznie
wedhug zmodyfikowanej metody, ktora opisali Heath i Packer (1968). Pedy siewek grochu
homogenizowano w mozdzierzu w 5% (w/v) TCA, w stosunku 1 g tkanki : 2 ml TCA. Ho-
mogenaty wirowano przez 15 minut przy 18 000 x g w 4°C, a otrzymane supernatanty wyko-
rzystywano do badania. Do oznaczenia poziomu MDA przygotowywano mieszaning reakcyj-

ng zawierajacg 0,25 ml supernatantu, 0,25 ml 15% (w/v) TCA w 0,25 M HCI oraz
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0,25 ml 0,37% (w/v) kwasu tiobarbiturowego (TBA) w 0,25 M HCI. Proba kontrolna zamiast
TBA zawierala wode¢ destylowang. Proby po wymieszaniu inkubowano przez 10 minut w
95°C, a nastepnie wstawiono je do lodu na kilka minut w celu ich ochtodzenia. Proby ponow-
nie wirowano przez 3 minuty przy 5000 x g w temperaturze pokojowej, po czym mierzono
ich absorbancj¢ przy A = 535 nm na spektrofotometrze Vis SP-830Plus (Metertech). Poziom
MDA obliczano stosujgc wspotczynnik absorpcji € = 156 mMtecm™ i wyrazano w nanomo-

lach na gram $wiezej masy (nmole g §wiezej masy).

Oznaczanie zawartosci metyloglioksalu

Poziom metyloglioksalu wyznaczano spektrofotometrycznie wedlug zmodyfikowanej
metody, ktorg opisali Gilbert i Brandt (1975). Pedy siewek grochu homogenizowano w moz-
dzierzu w 10% (w/v) TCA, w stosunku 0,5 g tkanki : 1 ml TCA. Homogenaty wirowano
przez 10 minut przy 10 000 x g w 4°C, a otrzymane supernatanty wykorzystywano do bada-
nia. Do oznaczenia poziomu metyloglioksalu przygotowywano mieszaning reakcyjng zawie-
rajacg 20 pl supernatantu oraz 180 ul 0,2 mM 2.4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH) w
2 mM HCI. Do proby kontrolnej zamiast supernatantu dodawano 10% (w/v) TCA. Proby in-
kubowano przez 45 minut w temperaturze 37°C, a nast¢pnie mierzono ich absorbancj¢ na
ptytkach 96-dotkowych przy A = 432 nm (mikroptytkowy spektrofotometr Epoch™, BioTek).
Zawarto$é metyloglioksalu obliczano stosujac wspotczynnik absorpcji € = 14 189 Mtem™? i

wyrazano w nanomolach na gram $wiezej masy (nmole g $wiezej masy).

2.4. Badanie stosunku GSH/GSSG oraz stosunku bialkowych grup -SH do

calkowitej zawartosci grup -SH

Wyznaczanie stosunku GSH/GSSG

Stosunek GSH/GSSG wyznaczano wedlug zmodyfikowanej metody opisanej przez
Gietler 1 wsp. (2016). Pedy siewek grochu homogenizowano w mozdzierzu w 3% (w/v) zim-
nym TCA, w stosunku 0,3 g tkanki : 1 ml TCA. Homogenaty trzymano przez 30 minut w
temperaturze 4°C, a nastgpnie wirowano przez 15 minut przy 18 000 x g w 4°C. Do oznacze-
nia GSSG 0,2 ml supernatantu dodawano do 0,2 ml 10 mM N-etylomaleimidu (NEM) roz-
puszczonego w 125 mM buforze fosforanowym pH 7.5 zawierajacym 5 mM EDTA. Po
70-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, z prob usuwano NEM przez pigciokrotng
ekstrakcje eterem dietylowym. W celu oznaczenia catkowitej puli glutationu (GSH oraz

GSSG) do supernatantu nie dodawano NEM. Mieszanina reakcyjna o calkowitej objetosci
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200 pl zawierata 100 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 0,5 mM NADPH, 0,02 U reduktazy
glutationowej, 0,6 mM kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy) (DTNB) oraz 10 pul superna-
tantu. Absorbancj¢ mierzono na plytkach 96-dotkowych przy A = 412 nm (mikroptytkowy
spektrofotometr Epoch™, BioTek). Zawarto$¢ GSH obliczano poprzez odjecie od calkowitej

puli glutationu zawartosci GSSG.

Wyznaczanie stosunku bialkowych grup -SH do calkowitej zawartosci grup -SH
Stosunek biatkowych grup —SH do catkowitej zawartosci grup —SH wyznaczano spek-
trofotometrycznie wedtug zmodyfikowanej metody, ktérg opisali De Kok i Kuiper (1986).
Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 0,15% (w/v) askorbinianie
sodu, w stosunku 0,2 g tkanki : 3,3 ml askorbinianu sodu. Nastepnie otrzymane homogenaty
wirowano przez 15 minut przy 18 000 x g w 4°C. W celu wyznaczenia catkowitej zawarto$ci
grup tiolowych 0,5 ml supernatantu dodawano do mieszaniny zawierajacej 0,5 ml 8% (w/v)
SDS, 1 ml 0,2 M Tris-HCI pH 8,0 oraz 0,1 ml $wiezo przygotowanego 10 mM DTNB, po
czym cato$¢ inkubowano przez 15 minut w temperaturze 30°C. Proba kontrolna zamiast su-
pernatantu zawierata 0,15% (w/v) askorbinian sodu. Absorbancj¢ mierzono przy A = 415 nm
na spektrofotometrze UVmini-1240 UV-vis (Shimadzu). W celu wyznaczenia zawartosci nie-
biatkowych grup tiolowych 0,5 ml supernatantu odbiatczano poprzez ogrzewanie w tempera-
turze 100°C przez 5 minut. Nastgpnie 0,5 ml potraktowanego wysokg temperaturg homogena-
tu inkubowano w mieszaninie opisanej powyzej. Ilo$¢ tiolowych grup biatkowych obliczano

poprzez odjecie niebiatkowej ilosci grup tiolowych od catkowitej ilosci grup tiolowych.

2.5. Oznaczanie aktywnosci enzyméw regulujacych poziom glutationu

Badanie aktywnosci reduktazy glutationowej (GR, EC 1.6.4.2)

Aktywno$¢ reduktazy glutationowej wyznaczano wedtug zmodyfikowanej metody,
ktoéra opisali Schaedle i Bassham (1977). Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym
mozdzierzu w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,5 zawierajgcym 1 mM EDTA, w stosunku
0,5 g tkanki : 1 ml buforu. Homogenaty wirowano przez 15 minut przy 18 000 x g w 4°C, a
otrzymane supernatanty wykorzystywano do badania. Aktywno$¢ reduktazy glutationowej
oznaczano w catkowitej objetosci 220 ul zawierajacej 34 mM bufor fosforanowy pH 7,5,
3,41 mM MgCls, 0,29 mM NADPH oraz 15 ul supernatantu. Reakcje rozpoczynano dodajgc
80 ul 10 mM GSSG. Absorbancje mierzono na ptytkach 96-dotkowych przy A = 340 nm

przez 5 minut w temperaturze pokojowej (mikroptytkowy spektrofotometr Epoch™, BioTek).
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Szybko§¢  reakcji  enzymatycznej obliczano  stosujac  wspdtczynnik  absorpcji
& = 3,73 mMtcm™? i wyrazano jako liczbe nmoli GSSG zredukowanych w ciggu 1 minuty na

1 mg catkowitego biatka.

Wykrywanie aktywnosci izoform reduktazy glutationowej (GR, EC 1.6.4.2)

W celu oznaczenia aktywnosci izoform reduktazy glutationowej pedy siewek grochu
homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,5 zawieraja-
cym 2 mM EDTA, w stosunku 1 g tkanki : 1 ml buforu. Nastepnie homogenaty wirowano
przez 15 minut przy 18 000 x g w temperaturze 4°C. Okre$long objetos¢ homogenatu zawie-
rajacg 30 pg biatka nanoszono na zel (10% (w/v) zel rozdzielajacy 1 4% (w/v) zel zageszcza-
jacy). Po elektroforezie w warunkach natywnych (Ogita i Markert 1979) aktywnos$¢ izoform
GR analizowano w zelu wedlug metody opisanej przez Ye 1 wsp. (1997) 1 zmodyfikowanej
przez Romero-Puertas i wsp. (2006). Zel przemywano woda destylowana, a nastepnie inku-
bowano przez 15 minut w ciemno$ci w roztworze zawierajagcym 0,6 mM DTNB w
50 mM buforze fosforanowym pH 8,0. Po tym czasie zel przenoszono na 30 minut do mie-
szaniny zawierajacej 1,2 mM GSSG 1 0,35 mM NADPH w 50 mM buforze fosforanowym
pH 8,0. W ostatnim etapie zel inkubowano 4 godziny w ciemno$ci w mieszaninie 1 mM ble-
Kitu nitrotetrazoliowego (NBT) oraz 0,04 mM 2,6-dichloroindofenolu (DCIP) w 50 mM bufo-
rze fosforanowym pH 8,0. W celu uwidocznienia wszystkich biatek zel po elektroforezie w
warunkach natywnych krotko barwiono w mieszaninie zawierajacej 0,4% (w/v) btekit brylan-
towy Coomassie G-250, 4,5% (v/v) kwas nadchlorowy oraz 20% (v/v) etanol (Blakesley i
Boezi 1977).

Badanie aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPX, EC 1.11.1.9)

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej wyznaczano wedtug zmodyfikowanej metody,
ktora opisali Gaber 1 wsp. (2012). Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym mozdzie-
rzu w 125 mM buforze fosforanowym pH 8,2, w stosunku 0,1 g tkanki : 1 ml buforu. Homo-
genaty wirowano przez 15 minut przy 18 000 x g w 4°C, a otrzymane supernatanty wykorzy-
stywano do badania. Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej oznaczano w catkowitej objetosci
1 ml zawierajacej 50 mM bufor fosforanowy pH 8,2, 1 mM EDTA, 1 mM GSH,
0,25 mM NADPH, 0,25 mM H;0; oraz 50 pl supernatantu. Reakcje rozpoczynano dodajac
350 pl 2 U/ml reduktazy glutationowej w 50 mM buforze fosforanowym pH 8,2. Absorbancje
mierzono przy A = 340 nm przez 5 minut w temperaturze pokojowej (spektrofotometr UVmi-

ni-1240 UV-Vis, Shimadzu). Szybkos¢ reakcji enzymatycznej obliczano stosujac wspotczyn-
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nik absorpcji &€ = 6,62 mM*cm™ i wyrazano jako liczbe nmoli NADPH utlenionych W ciggu

1 minuty na 1 mg catkowitego biatka.

Wykrywanie aktywnosci izoform peroksydazy glutationowej (GPX, EC 1.11.1.9)

W celu oznaczenia aktywnosci izoform peroksydazy glutationowej pedy siewek gro-
chu homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,5, w
stosunku 1 g tkanki : 1 ml buforu. Po elektroforezie w warunkach natywnych wykonanej we-
dhug procedury stosowanej do oznaczenia izoform reduktazy glutationowej (Ogita i Markert
1979), zel przemywano wodg destylowana, a nast¢pnie inkubowano 15 minut w mieszaninie
zawierajacej 13 mM GSH 1 0,004% (v/v) H202 w 50 mM buforze fosforanowym pH 8,2 (Lin
1 wsp. 2002). Po tym czasie zel przenoszono na 10 minut do mieszaniny zawierajace]
1,2 mM bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT) oraz
1,6 mM metosiarczan fenazyny (PMS).

Badanie aktywnosci S-transferazy glutationowej (GST, EC 2.5.1.18)

Aktywnos¢ S-transferazy glutationowej wyznaczano wedlug zmodyfikowanej metody,
ktorg opisali Rice-Evans i wsp. (1991). Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym
mozdzierzu w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,0, w stosunku 0,5 g tkanki : 1 ml buforu.
Homogenaty wirowano przez 15 minut przy 18 000 x g w 4°C, a otrzymane supernatanty Wy-
korzystywano do badania. Aktywnos¢ S-transferazy glutationowej oznaczano w mieszaninie
o objetosci 200 pl zawierajacej 85 mM bufor fosforanowy pH 7,0, 1 mM GSH oraz
1 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB). Reakcj¢ rozpoczynano od dodania 10 pl superna-
tantu zawierajagcego S-transferaz¢ glutationowg. Absorbancje¢ mierzono na ptytkach
96-dotkowych przy A = 340 nm przez 5 minut w temperaturze pokojowej (mikroptytkowy
spektrofotometr Epoch™, BioTek). Szybkos$¢ reakcji enzymatycznej obliczano stosujac
wspolczynnik absorpcji € = 5,76 mMcm™ i wyrazano jako liczbe nmoli GSH przylaczonych

do CDNB w ciaggu 1 minuty na 1 mg catkowitego biatka.

Wykrywanie aktywnosci izoform S-transferazy glutationowej (GST, EC 2.5.1.18)

W celu oznaczenia aktywnos$ci izoform S-transferazy glutationowej pedy siewek gro-
chu homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,5, w
stosunku 1 g tkanki : 1 ml buforu. Po elektroforezie w warunkach natywnych wykonanej we-
dhug procedury stosowanej do oznaczenia izoform reduktazy glutationowej (Ogita 1 Markert
1979), zel przemywano woda destylowang, a nastepnie inkubowano przez 10 minut z wytrza-

saniem w mieszaninie zawierajacej 4,5 mM GSH, 1 mM CDNB oraz 1 mM NBT w
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0,1 M buforze fosforanowym pH 7,0 (Contreras-Vergara i wsp. 2007). Po tym czasie ponow-
nie przemyty woda destylowang zel przenoszono do roztworu 3 mM PMS w 0,1 M buforze

fosforanowym pH 7,0.

2.6. Badanie S-glutationylacji bialek grochu

Elektroforeza denaturujaca bialek w zZelu poliakrylamidowym SDS-PAGE

Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 50 mM buforze fos-
foranowym pH 7,5, w stosunku 1 g tkanki : 1 ml buforu. Homogenaty wirowano przez
15 minut przy 18000 x g w 4°C, a otrzymane supernatanty nanoszono na dwa zele
(30 pg biatka na $ciezkg) przeznaczone do elektroforezy SDS-PAGE w warunkach nieredu-
kujacych (10% (w/v) zel rozdzielajacy i 4% (w/v) zel zageszczajacy) (Ogita i Markert 1979).
Po rozdziale elektroforetycznym jeden z zeli barwiono w mieszaninie zawierajacej
0,1% (w/v) bigkit brylantowy Coomassie R-250, 10% (v/v) kwas octowy oraz 40% (v/v) me-
tanol, aby zobrazowa¢ prazki z biatkami. Drugi zel natomiast przeznaczono do wykonania
procedury Western blot w celu detekcji biatek glutationylowanych. Jako markera mas cza-

steczkowych uzywano Spectra™ multicolor broad range protein ladder (10-260 kDa).

Western blot

Biatka z Zelu przenoszono na membrang nitrocelulozowg NC 2 podczas mokrego elek-
trotransferu prowadzonego przez godzing w temperaturze 4°C pod napigciem 90 V w
10 mM buforze CAPS/NaOH pH 11,0 zawierajacym 10% (v/v) etanol. Nastgpnie przez noc
blokowano wolne miejsca na membranie uzywajac odczynnika Immobilon Signal Enhancer.
W kolejnym etapie membrang inkubowano przez godzing w roztworze przeciwcial pierwot-
nych (mysie przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko glutationowi) rozcienczonych
w stosunku 1 : 1000 odczynnikiem Immobilon Signal Enhancer. Membrang, po trzykrotnym
plukaniu przez 5 minut buforem TBS (137 mM NacCl oraz 2,7 mM KCI w 25 mM Tris-HCI
pH 8,0), inkubowano przez godzing w roztworze przeciwcial wtérnych (antymysie przeciw-
ciata kozie skoniugowane z alkaliczng fosfatazg) rozcienczonych w stosunku 1 : 10 000 od-
czynnikiem Immobilon Signal Enhancer. W ostatnim etapie uzyto tabletek NBT/BCIP do
zlokalizowania  kompleksow  antygen-przeciwciato.  Prazki  biatlek  odpowiadajace
S-glutationylowanym biatkom wykrytym poprzez wykonanie Western blot wycinano z zelu

po elektroforezie SDS-PAGE, a nastepnie identyfikowano metodg spektrometrii mas.
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Identyfikacja bialek metodg spektrometrii mas (we wspolpracy z grupa badawczg pod
kierunkiem prof. Joerga Fettke z Instytutu Biochemii i Biologii Uniwersytetu w Pocz-
damie, w Niemczech)

Prazki biatek wycigte z zelu odbarwiano poprzez ich inkubacj¢ przez 15 minut w mie-
szaninie o objetosci 100 ul zawierajacej 50% (v/v) ACN oraz 50 mM wodoroweglan amonu.
Nastepnie do fragmentow zelu dodawano 50 pl 100% ACN w celu ich dehydratacji. Po
5-minutowej inkubacji usuwano ACN 1 suszono wyci¢te kawatki zelu w koncentratorze proz-
niowym typu SpeedVac przez 15 minut w temperaturze 37°C. W kolejnym etapie dodawano
15 pl roztworu trypsyny (3 pg trypsyny rozpuszczano w 100 pl schtodzonego 50 mM wodo-
roweglanu amonu) i prowadzono przez 15 minut rehydratacje¢ fragmentéw zelu na lodzie. Po
dodaniu 10 pl 50 mM wodoroweglanu amonu proby inkubowano przez cata noc w temperatu-
rze 37°C. Po procesie trawienia bialek przez trypsyne do prob dodawano 20 ul wody desty-
lowanej i inkubowano je przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie prowadzo-
no ekstrakcje peptydow z fragmentéw zelu poprzez S5-minutowa inkubacje prob w
20 ul ACN. W kolejnym etapie dodawano 20 pl 5% (v/v) kwasu mréwkowego 1 proby inku-
bowano przez 15 minut. Nastepnie wykonywano ponownie ekstrakcje peptydéw uzywajac
ACN jak opisano powyzej. Proby z dwoch ekstrakeji taczono ze sobg i odparowywano do
sucha w koncentratorze préozniowym typu SpeedVac. W ostatnim etapie osady zawierajace
peptydy zawieszano w od 5 do 10 pul 0,1% (v/v) kwasu trifluorooctowego (TFA).

Peptydy analizowano metoda spektrometrii mas typu MALDI-TOF (ang. Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight) (Microflex 11, Bruker) oraz MS/MS
MALDI-LTQ XL (Thermo Scientific). Naktadano 0,35 pl proby z peptydami na metalowa
ptytke, a nastepnie na proby nanoszono takg samg objetos$¢ stuzacego jako matryca roztworu
kwasu a-cyjano-4-hydroksy-cynamonowego (HCCA) przygotowanego poprzez rozpuszcze-
nie 3,5 mg HCCA w 84% (v/v) ACN, 13% (v/v) etanolu oraz w wodzie. Widma masowe pep-
tydow (m/z 500 - 3500 Da) rejestrowano w trybie jonow dodatnich. Biatka identyfikowano
porownujac uzyskane wartosci do bazy danych SwissProt przy uzyciu oprogramowania Ma-
scot (http://matrixscience.com). Jako enzym trawigcy wybrano trypsyne, a tolerancje dla pep-

tydu ustawiono na 0,6 Da.

47



2.7. Badanie karbonylacji bialek grochu

Przygotowanie prob do elektroforezy dwukierunkowej, tzw. 2-DE (ang. Two-
Dimensional gel Electrophoresis)

Oznaczanie karbonylowanych biatek wykonano wedtug zmodyfikowanej metody opi-
sanej przez Colombo i wsp. (2016). Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym moz-
dzierzu w 50 mM buforze Tris-HC1 pH 7,5 zawierajgcym 2 mM EDTA, w stosunku
1 g tkanki : 1 ml buforu. Homogenaty wirowano przez 15 minut przy 20 000 x g w 4°C, a
otrzymane supernatanty wykorzystywano do badania. Do prob zawierajacych 1 ml superna-
tantu dodawano 0,2 ml 10 mM DNPH w 2 M HCI, a nastepnie proby wytrzasano przez go-
dzing w ciemno$ci w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie dodawano do préb 1,2 ml
schtodzonego 20% (w/v) TCA. Po wymieszaniu proby wstawiano na 15 minut do lodéwki, po
czym wirowano je przez 5 minut przy 10 000 x g w 4°C. Nastgpnie odrzucano supernatanty i
powtarzano procedure z TCA. W kolejnym etapie otrzymane osady przemywano 1 ml mie-
szaniny zawierajacej 50% (v/v) etanol oraz 50% (v/v) octan etylu, po czym wirowano proby
przez minute przy 5 000 x g w 4°C. Po odrzuceniu supernatantdéw powtarzano 4-krotnie pro-
cedure z octanem etylu. W koncowym etapie osady rozpuszczano w 1 ml mieszaniny zawie-
rajacej 7 M mocznik, 2 M tiomocznik oraz 4% (w/v) CHAPS, a nastgpnie oznaczano w pro-

bach stezenie biatka.

Elektroforeza dwukierunkowa

W kolejnym etapie wyekstrahowane biatka rozdzielano metoda dwukierunkowej elek-
troforezy korzystajac z zestawu ReadyPrep™ 2-D Starter Kit. Proby przeznaczone do dwu-
kierunkowej elektroforezy polaczonej z Western blot zawieraly 20 pug biatka. Natomiast pro-
by poddawane dwukierunkowej elektroforezie potaczonej z wycinaniem z Zeli biatek do iden-
tyfikacji zawieraty 100 pg bialka. Przygotowane proby bialek dopetniano do objetosci
125 pul mieszaning zawierajagca 8 M mocznik, 2% (w/v) CHAPS, 50 mM ditiotreitol (DTT),
0,2% (w/v) mieszaning amfolitoéw o pH w zakresie 3-10 oraz 0,001% (w/v) btekit bromofeno-
lowy. Nastepnie wymieszane proby naktadano na plastikowg tacke z rynienkami, po czym na
kazda probe rozprowadzong po calej dlugosci rynienki kladziony byt pasek zelowy Rea-
dyStrip IPG Strips, pH 3-10 o dtugosci 7 cm. Po 20 minutach od potozenia paskéw ich po-
wierzchni¢ pokrywano olejem mineralnym. W kolejnym etapie prowadzono catonocng inku-
bacje paskow w temperaturze pokojowej w celu ich rehydratacji oraz absorpcji prob. Ogni-
skowanie izoelektryczne biatek, tzw. IEF (ang. Isoelectric Focusing), odbywato si¢ w 20°C w

aparacie Protean i12™ IEF System (Bio-Rad) zgodnie z parametrami opisanymi w Tabeli 1.

48



Po zakonczonym ogniskowaniu zabezpieczone paski

wktadano na calg noc

-80°C, a nastgpnego dnia wykonywano elektroforeze SDS-PAGE oraz Western blot.

Tabela 1. Parametry ogniskowania izoelektrycznego dla bialek z pedéw siewek grochu.

do

Maksymalna Maksymalna wartos¢ _
Rodzaj napiecia | warto$é napiecia natezenia (uA) Czas trwania (h) Vh
V)
Gradientowy
(wzrost liniowy) 250 50 0:20 -
Gradientowy '
(wzrost liniowy) 4000 50 2:00 -
Staly 4000 50 - 10 000

Przed wykonaniem elektroforezy SDS-PAGE paski byty inkubowane przez 10 minut
w mieszaninie zawierajacej 6 M mocznik, 2% (w/v) SDS, 0,375 M Tris-HCI pH 8,8,
20% (v/v) glicerol oraz 2% (w/v) DTT. Nastepnie prowadzona byta 10-minutowa inkubacja
paskéw w mieszaninie sktadajacej si¢ z 6 M mocznika, 2% (w/v) SDS, 0,375 M Tris-HCI
pH 8.8, 20% (v/v) glicerolu oraz 1,5% (w/v) jodoacetamidu. Przemywanie paskow w opisa-
nych roztworach miato na celu zredukowanie powstatych po ogniskowaniu izoelektrycznym
wigzan disiarczkowych, alkilacj¢ wolnych grup -SH oraz utworzenie kompleksow pomigdzy
biatkami a SDS. W kolejnym etapie paski zanurzano na kilka sekund w buforze do elektrofo-
rezy SDS-PAGE, po czym kladziono je na wcze$niej spolimeryzowane Zele do elektroforezy
(10% (w/v) zele rozdzielajace). Na powierzchnig paskéw wlewano 0,5% (w/v) agaroze roz-
puszczong w roztworze o sktadzie: 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1% (w/v) SDS oraz
0,001% (w/v) blekit bromofenolowy, ktéra po spolimeryzowaniu umozliwiala przyleganie
paskow do powierzchni zelu rozdzielajacego. Elektroforeza prowadzona byta do momentu, az
czolo niebieskiego barwnika pojawito si¢ na wysokosci 1 cm do konca zelu. Dla kazdego po-
wtdrzenia biologicznego jeden z zeli po zakonczeniu elektroforezy barwiono w mieszaninie
zawierajacej 0,1% (w/v) blekit brylantowy Coomassie R-250, 10% (v/v) kwas octowy oraz

40% (v/v) metanol, aby zobrazowa¢ plamki z biatkami. Drugi Zel natomiast przeznaczano do
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wykonania procedury Western blot. Jako markera mas czasteczkowych uzywano Spectra™

multicolor broad range protein ladder (10-260 kDa).

Western blot oraz identyfikacja bialek metoda spektrometrii mas (we wspolpracy z gru-
pa badawcza pod Kierunkiem prof. Joerga Fettke z Instytutu Biochemii i Biologii Uni-
wersytetu w Poczdamie, w Niemczech)

W celu wykrycia karbonylowanych biatek znakowanych DNPH, po elektroforezie
SDS-PAGE wykonywano analize¢ Western blot wedlug procedury opisanej w podrozdziale
2.6. Przez noc blokowano wolne miejsca na membranach uzywajac odczynnika Immobilon
Signal Enhancer. W kolejnym etapie membrany inkubowano przez godzing w roztworze
przeciwcial pierwotnych (kozie przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko dinitrofeno-
lowi (DNP)) rozcienczonych w stosunku 1 : 5 000 odczynnikiem Immobilon Signal Enhan-
cer. Membrany, po trzykrotnym plukaniu przez 5 minut buforem TBS, inkubowano przez
godzing w roztworze przeciwcial wtdérnych (antykozie przeciwciala krolicze skoniugowane z
alkaliczng fosfataza) rozcienczonych w stosunku 1 : 20 000 odczynnikiem Immobilon Signal
Enhancer. W ostatnim etapie uzyto tabletek NBT/BCIP do zlokalizowania kompleksow anty-
gen-przeciwciato. Nastgpnie membrany z wykrytymi karbonylowanymi biatkami zeskanowa-
no, po czym analizowano w programie SameSpots (TotalLab) przeznaczonym do analizy zeli
2-DE. Na podstawie wykonanej analizy karbonylowane biatka wykazujace réznice pomiedzy
wariantami wycinano z zeli po elektroforezie dwukierunkowej, a nast¢pnie identyfikowano

metodg spektrometrii mas zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 2.6.

2.8. Oznaczanie poziomu IAA-Asp oraz fitohormonow

Oznaczanie poziomu IAA-Asp oraz fitohormonéw metoda LC-MS/MS

Przygotowanie prob oraz ich analiza metodg LC-MS/MS byta wykonywana jak opisa-
no w podrozdziale 2.1 Metod. Do homogenatow dodawano mieszaning standardow we-
wnetrznych zawierajaca: 4 ng [Hg]JABA, 4 ng [*Hs]IAA, 4 ng IAA-[?Hs, °N]Asp,
10 ng [?Hs]JA oraz 10 ng [?H4]SA. Identyfikacje zwigzkéw prowadzono poprzez monitoro-
wanie ich MRM (Tabela 2).
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Tabela 2. Warto$ci MRM oraz rodzaj jonizacji dla badanych fitohormonéw w pedach siewek grochu.

Hormon Typ jonizacji Wartosci MRM
[2Hs] ABA ) 269,20>159,05
ABA ) 263,0>153,0
[2Hs]IAA (+) 178,20>132,30
IAA (+) 176,20>130,30
IAA-[*Hs, °N]Asp (+) 296,15>133,15
IAA-Asp (+) 291,10>130,20
[2H5]JA (+) 214,10>134,30
IA (+) 211,10>133,30
[PH4]SA ) 141,40>97,10
SA ) 137,30>93,0

2.9. Badanie ekspresji oraz aktywnosci amidosyntetazy IAA-Asp

Oznaczanie ekspresji genu amidosyntetazy IAA-Asp z siewek grochu

W celu zbadania ekspresji genu amidosyntetazy 1AA-Asp (PsGH3) wykonano reakcje
PCR w czasie rzeczywistym oparta na odwrotnej transkrypcji, tzw. RT-qPCR (ang. Reverse
Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction). W pierwszym etapie izolowano cal-
kowity RNA ze 100 mg pedoéw siewek grochu, ktoére homogenizowano w mozdzierzu w
1 ml roztworu RNA Extracol. Nastepnie proby wirowano przez 10 minut przy 12 000 x g w
temperaturze 4°C, a uzyskany supernatant pobierano do nowych probowek. Po 5-minutowej
inkubacji prob w temperaturze pokojowej dodawano do nich 100 ul 99% 1-bromo-3-
chloropropanu, po czym proby mieszano i ponownie inkubowano jak podano powyzej. W
kolejnym etapie proby wirowano przez 15 minut przy 12 000 X g w temperaturze 4°C w celu
rozdzialu faz. Nastepnie ostroznie pobierano gorng faze do nowych probowek. Do préob po-

chodzacych od siewek traktowanych przez 3 godziny woda, 200 uM IAA-Asp, 150 mM NaCl
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lub 200 uM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl dodawano 0,5 ml 100% izopropanolu. W
kolejnym etapie prowadzono 10-minutowg inkubacj¢ prob w temperaturze pokojowej oraz ich
wirowanie przez 10 minut przy 12 000 x g w temperaturze 4°C. Uzyskane osady przemywano
1 ml 75% (v/v) etanolu, a nast¢gpnie proby ponownie wirowano przez 5 minut przy 10 000 x ¢
w temperaturze 4°C. W ostatnim etapie osad po zwirowaniu zawieszano w 50 pl wody wolnej
od RNaz. W przypadku prob pochodzacych od siewek traktowanych przez 48 godzin woda,
200 uM I1AA-Asp, 20% (w/v) PEG 6000 lub 200 pM IAA-Asp w polaczeniu z
20% (w/v) PEG 6000 do pobranej gornej fazy dodawano 300 pl 100% etanolu. Nastgpnie
korzystano z zestawu GeneMATRIX Universal RNA/miRNA Purification Kit postepujac
zgodnie z instrukcja od producenta.

W celu usunigcia pozostalo$ci genomowego DNA z wyizolowanego z siewek grochu
RNA przeprowadzano reakcje trawienia prob z wykorzystaniem wolnej do RNaz DNazy 1.
Nastepnie wykonywano reakcje odwrotnej transkrypcji z uzyciem zestawu RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit. Mieszanina reakcyjna, oprocz odczynnikow z kitu, zawierata
rowniez 1 ng RNA. Reakcje przeprowadzano zgodnie z instrukcjg zataczong przez producen-
ta. Mieszanina reakcyjna do qPCR o objetosci 20 pl sktadata si¢ ze sktadnikow zestawu Li-
ghtCycler 480 SYBR Green Master I oraz z 50 ng cDNA. Sekwencje starterow stosowanych
do analizy ekspresji genu PsGH3 oraz genu referencyjnego Ps18S rRNA przedstawiono w
Tabeli 3. Reakcj¢ wykonywano w termocyklerze LightCycler 480 (Roche) wedtug warunkéw
podanych w Tabeli 4. Specyficzno$¢ kazdej reakcji potwierdzano na podstawie krzywej top-
nienia. Wzgledng ekspresje analizowanego genu obliczano za pomocg oprogramowania Li-
ghtCycler 480 SW 1.5.1 (Roche) wobec Ps18S rRNA jako genu referencyjnego (Saha i Van-
demark 2012).

Tabela 3. Sekwencje zaprojektowanych starteré6w uzywanych w reakcji PCR.

Dhugos¢
Badany gen | Numer dostepu Sekwencja startera produktu

(nt)

PsGH3 SKU310549 1 L: 5°- AGCCCAAACGAAGCCATCTT-3 25

P: 5’- CATGATGAGCCCACAGAGCA-3’

L: 5°- CGGGTGACGGAGAATTAGGG-3’
Ps18SrRNA | >AH001723.2 73
P: 5°- CTGCCTTCCTTGGATGTGGT-3’
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Tabela 4. Warunki reakcji gPCR stosowane do badania ekspresji genu amidosyntetazy 1AA-Asp z gro-
chu.

Etap Czas Temperatura Hos$¢ cykli
Denaturacja wstepna matrycy 5 min 95°C 1
Denaturacja matrycy 10s 95°C
Przylaczanie starterow 20s 57°C 45
Elongacja 15s 72°C

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej amidosyntetazy IAA-Asp z siewek grochu

Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 50 mM buforze
Tris-HC1 pH 7,6 zawierajgcym 2 mM EDTA oraz 5 mM [B-merkaptoetanol, w stosunku
1 g tkanki : 1 ml buforu. Homogenaty wirowano przez 15 minut przy 18 000 x g w 4°C, a
otrzymane supernatanty stosowano do reakcji. Aktywno$¢ enzymatyczng amidosyntetazy
IAA-Asp oznaczano metoda izotopowa z wykorzystaniem rozdziatu substratéw i produktow
reakcji metodg chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (Ostrowski i Jakubowska 2011).
Mieszanina reakcyjna o objetosci 8 pl zawierata 2 mM IAA, 5 mM ATP, 50 mM Tris-HCI
pH 8,5, 10 mM L-Asp, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT, 0,05 pCi [**C]IAA oraz 3 ul homogenatu.
Mieszaning inkubowano przez 2 h w temperaturze 30°C, a nastepnie reakcj¢ zahamowywano
poprzez naniesienie 4 pl mieszaniny na pltytke TLC Silica Gel Fz60. Miejsca naniesienia proby
suszono w strumieniu goracego powietrza. Chromatografi¢ cienkowarstwowa prowadzono w
uktadzie rozwijajacym o sktadzie chloroform : octan etylu : kwas mrowkowy zmieszanych w
stosunku objetosciowym 35 : 55 : 10 (Staswick 1 wsp. 2005). Nastepnie ptytke suszono i za-
nurzano w odczynniku Van Urk-Salkowskiego (Ehmann 1977), w celu wizualizacji sktadni-
koéw zawierajacych pierScien indolowy (IAA, IAA-Asp). Do naczynka scyntylacyjnego wkta-
dano wyciety obszar ptytki odpowiadajacy IAA-Asp, po czym dodawano po 2 ml ptynu scyn-
tylacyjnego EcoLite (+). Radioaktywnos$¢ prob zmierzono w liczniku scyntylacyjnym Wallac
1409. Radioaktywnos$¢ catkowita oznaczono nanoszac 4 ul mieszaniny reakcyjnej na frag-

ment plytki bez przeprowadzania chromatografii.
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2.10. Oznaczanie aktywnosci syntazy IAGlc

Pedy siewek grochu homogenizowano w zimnym mozdzierzu w 50 mM buforze
Tris-HCI pH 7,5 zawierajacym 2 mM EDTA, w stosunku 1 g tkanki : 1 ml buforu. Homoge-
naty wirowano przez 15 minut przy 10 000 x g w 4°C, a otrzymane supernatanty stosowano
do reakcji. Aktywnos$¢ enzymatyczng syntazy IAGlc oznaczano metoda izotopowa z wyko-
rzystaniem rozdziatu substratow i produktow reakcji metodg TLC jak opisano w podrozdziale
2.9. Mieszanina reakcyjna o objetosci 24 ul (15 ul srodowiska reakcji oraz 9 pl homogenatu)
zawierata 4 mM IAA, 0,05 pCi [**C]IAA, 50 mM HEPES-NaOH pH 7,6, 7,5 mM UDPG,
2,5 mM MgCl; oraz 5 mM lakton kwasu D-glukonowego (Ostrowski i wsp. 2015). Chroma-
tografi¢ cienkowarstwowa prowadzono w ukladzie rozwijajacym zlozonym @z
octanu etylu : 2-butanonu : etanolu : wody zmieszanych w stosunku obje¢toSciowym
5:3:1: 1. Plytki TLC barwiono jak opisano wyzej. Fragment ptytki zawierajacej produkt
reakcji odpowiadajacy retencji 1-O-1A-glukozy wycinano i umieszczano w naczynku scynty-

lacyjnym. Radioaktywnos$¢ zmierzono jak opisano wyzej.

2.11. Inne metody analityczne

Oznaczanie stezenia bialka
Stezenie biatka oznaczano spektrofotometrycznie metodg Bradforda (1976) uzywajac

albuminy surowicy wotowej jako standardu.

Analizy statystyczne
Wszystkie dane przedstawione sg jako srednia + odchylenie standardowe (SD). Dane

zostaly poddane analizie statystycznej ANOVA wraz z testem post-hoc Tukeya.
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WYNIKI

1. Analiza hydrolizy IAA-Asp do IAA w siewkach P. sativum

Biorgc pod uwagg doniesienia o hydrolizie IAA-Asp u B. rapa, F. vesca czy A. thalia-
na (Ludwig-Miiller i wsp. 1996; Tang i wsp. 2019; Hayashi i wsp. 2021), w pierwszym etapie
badan sprawdzili$my, czy proces ten zachodzi rowniez w siewkach P. sativum. W tym celu
inkubowano siewki w obecnosci radioaktywnie znakowanego koniugatu IAA-[?Hs, °N]Asp
przez 3, 16, 24 i 48 godzin. Pobieranie znakowanego koniugatu przez rosliny zostalo zaob-
serwowane w przypadku kazdego z analizowanych czasow inkubacji siewek z mieszaning
zawierajaca IAA-[?Hs, N]Asp (Ryc. 12a). Jednakze nie wykryto [?Hs]IAA w siewkach
P. sativum, co $§wiadczy o braku u tych roslin hydrolizy IAA-Asp we wszystkich badanych
warunkach (Ryc. 12b).
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Ryc. 12. Analiza hydrolizy IAA-Asp w pedach siewek grochu. (a) Chromatogram LC-MS/MS przedstawiaja-
cy MRM dla IAA-[?Hs, ®N]Asp ekstrahowanego z homogenatu, potwierdzajacy pobieranie znakowanego IAA-
Asp przez siewki grochu inkubowane przez 3 godziny. (b) Chromatogram przedstawiajacy brak piku dla
[?Hs]IAA w siewkach grochu traktowanych IAA-[?Hs, *N]Asp, co potwierdza brak hydrolizy IAA-Asp do IAA

u tych roélin.
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2. Poziom proliny oraz askorbinianu w siewkach grochu
traktowanych 1AA-Asp oraz czynnikami powodujacymi szok

osmotyczny

Ze wzgledu na wczesniejsze doniesienia dotyczace efektu, jaki wywiera IAA-ASp na
aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych, jak i na poziom nadtlenku wodoru w siewkach gro-
chu w warunkach stresu abiotycznego, zbadano wplyw samego koniugatu oraz w potaczeniu z
NaCl lub PEG na poziom przeciwutleniaczy, proliny oraz askorbinianu (Ostrowski i wsp.
2016a). Po 3-godzinnej inkubacji siewek z woda, IAA-Asp, NaCl lub IAA-Asp razem z NaCl
nie zaobserwowano zadnych zmian w zawartosci badanych przeciwutleniaczy (nie pokazano).

Jak przedstawiono na Ryc. 13a, poziom proliny wzrdst po potraktowaniu rosliny PEG
(0,98 mg g! $wiezej masy) w poréwnaniu do kontroli (0,73 mg g §wiezej masy). Nie zaob-
serwowano natomiast réznic w poziomie proliny pomie¢dzy siewkami inkubowanymi w roz-
tworze |AA-Asp a kontrolg. Podobnie rosliny traktowane PEG oraz IAA-Asp w potaczeniu z
PEG nie wykazywaty migdzy sobg zmian w zawarto$ci proliny.

Poziom askorbinianu byt okoto 1,2-krotnie podwyzszony po inkubacji siewek z
IAA-Asp w porownaniu do kontroli (Ryc. 13b). Réwniez rosliny potraktowane PEG wyka-
zywaly zwickszong zawarto$é askorbinianu (1,58 pmoli g7 $wiezej masy) w stosunku do
kontroli (0,71 pmoli g $wiezej masy). Nie zaobserwowano natomiast réznic w poziomie
askorbinianu pomigdzy siewkami grochu traktowanymi samym PEG a inkubowanymi w roz-

tworze IAA-Asp oraz PEG.
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Ryc. 13. Wplyw TAA-Asp oraz szoku osmotycznego na poziom proliny (a) oraz askorbinianu (b) w pedach
siewek grochu. Rosliny byty inkubowane w 200 uM TAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TAA-Asp w pota-
czeniu z 20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci §redniej + odchylenie standardowe
dla 3 powtdrzen biologicznych kazdego wariantu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja
pomiedzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.

3. Wplyw TAA-Asp oraz szoku osmotycznego na peroksydacje

lipidéw oraz zawarto$¢ metyloglioksalu

W kolejnym etapie badan sprawdzono, czy w warunkach szoku osmotycznego
IAA-Asp wptywa na peroksydacje lipidow poprzez zmierzenie zawartosci MDA powstajace-
go jako produkt peroksydacji kwasow thuszczowych, wystepujacych w blonach komoérkowych
(Demidchik 2015; Shumilina i wsp. 2019). Badano rowniez poziom metyloglioksalu, naleza-
cego, podobnie jak MDA, do zwigzkow dikarbonylowych, ktory rowniez moze by¢ wytwa-
rzany na drodze peroksydacji lipidow (Shumilina i wsp. 2019). Po 3-godzinnej inkubacji sie-
wek z wodg, TAA-Asp, NaCl lub IAA-Asp razem z NaCl nie zaobserwowano zadnych zmian
w poziomie MDA i metyloglioksalu (nie pokazano).

Jak przedstawiono na Ryc. 14a, poziom MDA zwigkszyt si¢ okoto 2,4-krotnie po in-
kubacji siewek grochu w roztworze PEG w stosunku do kontroli. Nie wykryto natomiast r6z-
nic w zawartosci MDA pomigdzy roslinami traktowanymi PEG a inkubowanymi w roztworze
IAA-Asp w polaczeniu z PEG. Podobnie podawany koniugat nie wptynal na zmiang w po-
ziomie MDA w poréwnaniu do roslin kontrolnych.

W przypadku zawartosci metyloglioksalu nie zaobserwowano zmian w jego poziomie

pomigdzy wariantem kontrolnym a siewkami traktowanymi IAA-Asp (Ryc. 14b). Natomiast
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siewki poddane dziataniu PEG mialy zwigkszony poziom metyloglioksalu
(168,26 nmoli g §wiezej masy) w stosunku do kontroli (45,49 nmoli g §wiezej masy). Nie
wykryto jednakze réznic pomigdzy roslinami traktowanymi PEG a inkubowanymi w roztwo-

rze IAA-Asp oraz PEG.
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Ryc. 14. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na poziom MDA (a) oraz metyloglioksalu (b) w pe-
dach siewek grochu. Rosliny byty inkubowane w 200 pM TAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TAA-Asp w
potaczeniu z 20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej = odchylenie standar-
dowe dla 3 powtdrzen biologicznych kazdego wariantu. Rdznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya)
wystepuja pomiedzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.

4. Stosunek GSH/GSSG oraz stosunek bialkowych grup -SH do
calkowitej zawartos$ci grup -SH w siewkach grochu traktowanych

IAA-Asp oraz czynnikami wywolujacymi szok osmotyczny

Glutation, nalezacy do grupy antyoksydantéw, odgrywa wazng rolg¢ w obronie komo-
rek roslinnych przed stresem oksydacyjnym (Hasanuzzaman i wsp. 2019). Jedng z jego funk-
cji jest utrzymywanie srodowiska wewnatrzkomorkowego w stanie zredukowanym. Réwno-
waga stanu redoks jest kontrolowana przez stosunek GSH do GSSG. W zwigzku z tym zba-
dano w siewkach grochu, czy I1AA-Asp moze modulowac ten stosunek. Sprawdzono réwniez,
czy IAA-Asp wptywa na stosunek biatkowych grup -SH do catkowitej zawartosci grup -SH,
ktory jest Scisle zalezny od wystepujacego w komorkach stanu redoks.

Jak pokazano na Ryc. 15a, stosunek GSH/GSSG wzrést okoto 2,2-krotnie u siewek
grochu poddanych dziataniu IAA-Asp przez 3 godziny w stosunku do kontroli. Odmienne
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wyniki wystepuja u roslin traktowanych samym NaCl lub tez w potaczeniu z IAA-Asp. Opi-
sywane warianty nie wykazywaly réznic w stosunku GSH/GSSG w pordéwnaniu do kontroli.
Badany stosunek nie ulegt rowniez zmianie u roslin inkubowanych w roztworze PEG, nato-
miast zmniejszyt si¢ okoto 1,5-krotnie u siewek traktowanych IAA-Asp przez 48 godzin po-
réwnujac wyniki z kontrolg (Ryc. 15b). Brak jest takze réznic w stosunku GSH/GSSG po-
migdzy siewkami poddanymi dziataniu PEG a inkubowanymi w roztworze IAA-Asp oraz
PEG.

Na Ryc. 16 widoczne sg wykresy przedstawiajace stosunek grup -SH w biatkach do
catkowitej zawarto$ci grup -SH w siewkach grochu. W wyniku traktowania roslin solg badany
stosunek ulegt zmniejszeniu (0,63) w porownaniu do kontroli (0,72) (Ryc. 16a). Jeszcze
wickszy spadek stosunku grup -SH w biatkach do catkowitej zawartosci grup -SH zaobser-
wowano u siewek poddanych dziataniu IAA-Asp (spadek 1,7-krotny) lub IAA-Asp w pota-
czeniu z NaCl (spadek 1,9-krotny). Natomiast nie ma r6znic w stosunku grup tiolowych po-

migdzy czterema wariantami inkubowanymi przez 48 godzin (Ryc. 16b).

(@) (b)

25 10
b a
ab
2,0 A 8
b b

3 151 3 6
72} 0
g g
o 107 @ 4

051 21

0,0 - 0-

kontrola IAA-Asp NaCl  |AA-Asp+NaCl kontrola IAA-Asp PEG  IAA-Asp+PEG

Ryc. 15. Wplyw TAA-Asp oraz szoku osmotycznego na stosunek GSH/GSSG w pedach siewek grochu.
(a) Roéliny byty inkubowane w 200 uM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 puM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM
NaCl przez 3 godziny. (b) Rosliny byty inkubowane w 200 uM TAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM IAA-Asp
w polaczeniu z 20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej = odchylenie stan-
dardowe dla 3 powtorzen biologicznych kazdego wariantu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya)
wystepuja pomigdzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.
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Ryc. 16. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na stosunek grup -SH w bialkach do calkowitej za-
warto$ci grup -SH w pedach siewek grochu. (a) Rosliny byty inkubowane w 200 uM TAA-Asp, 150 mM NaCl
lub 200 pM TAA-Asp w polaczeniu z 150 mM NaCl przez 3 godziny. (b) Rosliny byly inkubowane w
200 uM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TAA-Asp w polaczeniu z 20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wy-
niki przedstawiono w postaci Sredniej + odchylenie standardowe dla 3 powtorzen biologicznych kazdego warian-
tu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja pomigdzy wynikami oznaczonymi réznymi
literami.

5. Zmiana aktywnosci enzyméw regulujacych poziom glutationu
pod wplywem dzialania IAA-Asp oraz czynnikow powodujacych

szok osmotyczny

Enzymy takie jak reduktaza glutationowa, peroksydaza glutationowa czy
S-transferaza glutationowa regulujac poziom glutationu, w konsekwencji wptywaja na stosu-
nek GSH/GSSG (Hasanuzzaman i wsp. 2019). W zwiazku z opisanymi w rozdziale 4 Wyni-
kow zmianami w stosunku GSH/GSSG pod wplywem dziatania IAA-Asp oraz szoku osmo-
tycznego, przeanalizowano rowniez wptyw tych czynnikéw na aktywno$¢ enzyméw modulu-
jacych poziom glutationu. Aktywno$¢ GR, GPX oraz GST analizowano spektrofotometrycz-
nie w sposob ilosciowy, a takze wykonano elektroforez¢ w warunkach natywnych w celu wi-
zualizacji izoform tych enzymow.

Jak przedstawiono na Ryc. 18a, siewki grochu traktowane przez 3 godziny IAA-Asp,
jak réwniez samym NaCl, miaty podwyzszong aktywno$¢ reduktazy glutationowej w pordw-
naniu z kontrolg. Nie zaobserwowano natomiast réznic w aktywnosci GR pomig¢dzy roslinami
poddanymi dziataniu IAA-Asp a inkubowanymi w roztworze chlorku sodu. Z drugiej strony
siewki traktowane IAA-Asp w potaczeniu z NaCl mialy zmniejszong aktywno$¢ reduktazy
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glutationowej (70,4 nmoli mint mg? biatka) w poréwnaniu do ro$lin eksponowanych na
dziatanie samej soli (90,7 nmoli min mg? bialka). W przypadku 48-godzinnej inkubacii,
tylko u siewek traktowanych PEG zaobserwowano zmiang aktywnos$ci GR (wzrost okoto
1,4-krotny) w stosunku do kontroli (Ryc. 18c). Pozostatle dwa warianty miaty wartosci po-
réwnywalne do wariantu kontrolnego. Na Ryc. 17a i 17b widoczne sg zele po barwieniu big-
kitem Coomassie G-250, wykonanym w celu przedstawienia catkowitej iloéci biatka uzytego
do analiz izoform enzymow. Natomiast na Ryc. 18b 1 18d pokazano zele z izoformami GR po
3 lub 48 godzinach inkubacji siewek grochu. Pojedynczy prazek reduktazy glutationowej za-
obserwowano w kontroli, jak rowniez w wariantach z siewkami traktowanymi przez 3 godzi-
ny 1AA-Asp, NaCl lub IAA-Asp w potaczeniu z NaCl (Ryc. 18b). Natomiast homogenaty z
ro$lin inkubowanych przez 48 godzin w roztworze samego IAA-Asp, PEG lub IAA-Asp ra-
zem z PEG ujawnily drugi, dodatkowy prazek wykazujacy aktywnos¢ GR (Ryc. 18d). Pola-
czenie IAA-Asp z PEG zmienito intensywnos$¢ prazkow reduktazy glutationowej (wzrost in-
tensywnosci dla prazka 2 i zmniejszenie intensywnosci dla prazka 1) w poréwnaniu z innymi
testowanymi wariantami.

Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej byla zmniejszona okoto 1,4-krotnie w siew-
kach grochu poddanych dziataniu soli w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 19a). Podobny spadek
aktywnos$ci zaobserwowano u ro$lin traktowanych IAA-Asp w potaczeniu z NaCl. Nie wyka-
zano natomiast roznic pomiedzy wariantem z TAA-Asp a wariantem kontrolnym. Odmienne
wyniki uzyskano po 48-godzinnej inkubacji siewek, gdzie aktywno$¢ GPX wzrosta po trak-
towaniu roslin IAA-Asp (111,42 nmoli min® mg?! biatka) w stosunku do kontroli
(58,63 nmoli mint mg? biatka) (Ryc. 19¢). Nie zaobserwowano jednakze zmian w aktywno-
$ci peroksydazy glutationowej pomig¢dzy roslinami inkubowanymi z woda a poddanymi dzia-
faniu PEG lub IAA-Asp razem z PEG. Na Ryc. 19 widoczne sg réwniez izoformy GPX wy-
kryte po inkubacji Zeli z substratami GSH oraz H202. Dwa prazki o aktywnosci peroksydazy
glutationowej zaobserwowano w przypadku wszystkich czterech wariantéw siewek inkubo-
wanych przez 3 godziny (Ryc. 19b). Natomiast dodatkowa izoforma enzymu pojawita si¢ po
dhuzszym, 48-godzinnym traktowaniu siewek IAA-Asp, PEG oraz IAA-Asp w potaczeniu z
PEG (Ryc. 19d).

W przypadku S-transferazy glutationowej nie wykryto réznic w aktywnosci tego en-
zymu pomiedzy roslinami inkubowanymi z woda a poddanymi 3-godzinnemu dziataniu
IAA-Asp, NaCl lub IAA-Asp razem z NaCl (Ryc. 20a). Jednak po 48-godzinnej inkubaciji,
siewki grochu traktowane 1AA-Asp w potaczeniu z PEG wykazywaty zwickszong aktywno$¢

GST w poréwnaniu do pozostatych wariantow (Ryc. 20c). Liczba izoform S-transferazy glu-
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tationowej byla taka sama (dwie) dla wszystkich czterech wariantoéw siewek inkubowanych
przez 3 godziny (Ryc. 20b), natomiast po 48 godzinach inkubacji pojawita si¢ dodatkowa

izoforma enzymu we wszystkich wariantach badawczych (Ryc. 20d).

Ryc. 17. Proteinogramy przedstawiajace calkowita ilo§¢ bialka uzyta do analiz izoform enzymoéw.
(@) 1 — kontrola, 2 — 200 uM TAA-Asp, 3 — 150 mM NaCl, 4 — 200 uM TAA-Asp oraz 150 mM NacCl.
(b) 1 — kontrola, 2 — 200 uM TIAA-Asp, 3 — 20% (w/v) PEG, 4 — 200 uM TAA-Asp oraz 20% (w/v) PEG.
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Ryec. 18. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na aktywno$é reduktazy glutationowej w pedach sie-
wek grochu. Analizy spektrofotometryczne (a, ¢) oraz zymogramy z izoformami enzymu (b, d). (a, b) Ro-
$liny byty inkubowane w wodzie (1), 200 pM IAA-Asp (2), 150 mM NacCl (3) lub 200 pM IAA-Asp w polacze-
niu z 150 mM NaCl (4) przez 3 godziny. (c, d) Rosliny byly inkubowane w wodzie (1), 200 uM TIAA-Asp (2),
20% (w/v) PEG (3) lub 200 uM TAA-Asp w polaczeniu z 20% (w/v) PEG (4) przez 48 godzin. (a, ¢) Wyniki
przedstawiono w postaci $redniej + odchylenie standardowe dla 3 powtdrzen biologicznych kazdego wariantu.
Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja pomigdzy wynikami oznaczonymi réznymi lite-
rami. (b, d) Strzatki wskazujg izoformy enzymu.
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Ryc. 19. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej w pedach
siewek grochu. Analizy spektrofotometryczne (a, c¢) oraz zymogramy z izoformami enzymu (b, d).
(a, b) Rosliny byty inkubowane w wodzie (1), 200 uM TAA-Asp (2), 150 mM NaCl (3) lub 200 uM TAA-Asp w
potaczeniu z 150 mM NaCl (4) przez 3 godziny. (c, d) Rosliny byly inkubowane w wodzie (1), 200 pM IAA-
Asp (2), 20% (w/v) PEG (3) lub 200 puM TAA-Asp w potaczeniu z 20% (w/v) PEG (4) przez 48 godzin. (a, c)
Wyniki przedstawiono w postaci $redniej + odchylenie standardowe dla 3 powtdrzen biologicznych kazdego
wariantu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja pomiedzy wynikami oznaczonymi roz-
nymi literami. (b, d) Strzatki wskazuja izoformy enzymu.
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Ryc. 20. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej w pedach
siewek grochu. Analizy spektrofotometryczne (a, c¢) oraz zymogramy z izoformami enzymu (b, d).
(a, b) Rosliny byty inkubowane w wodzie (1), 200 uM TAA-Asp (2), 150 mM NaCl (3) lub 200 uM TAA-Asp w
potaczeniu z 150 mM NaCl (4) przez 3 godziny. (¢, d) Ro$liny byty inkubowane w wodzie (1), 200 uM TAA-
Asp (2), 20% (w/v) PEG (3) lub 200 uM TAA-Asp w potaczeniu z 20% (w/v) PEG (4) przez 48 godzin. (a, c)
Wyniki przedstawiono w postaci $redniej + odchylenie standardowe dla 3 powtdrzen biologicznych kazdego
wariantu. Réznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja pomiedzy wynikami oznaczonymi r6z-
nymi literami. (b, d) Strzatki wskazuja izoformy enzymu.
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6. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na S-glutationylacje
bialek grochu

Wyniki badan nad stosunkiem grup tiolowych oraz stosunkiem GSH/GSSG pozwolity
na sformutowanie przypuszczenia, ze IAA-Asp moze by¢ zaangazowany w modulacje
S-glutationylacji bialek grochu. W zwiazku z tym przeprowadzono analizy Western blot, aby
sprawdzi¢, czy IAA-Asp wptywa na S-glutationylacje biatek w siewkach grochu poddanych
dziataniu NaCl lub PEG. Nastepnie S-glutationylowane biatka wykazujace roznice pomiedzy
wariantami identyfikowano metoda spektrometrii mas.

Na Ryc. 21a i ¢ widoczne sg membrany po analizie Western blot z uzyciem przeciw-
cial wykrywajacych S-glutationylacj¢ bialek. Na membranie zaobserwowano zmniejszong
intensywno$¢ prazka odpowiadajacego biatkom o masie okoto 50 kDa dla siewek traktowa-
nych samym NaCl oraz 1AA-Asp w polaczeniu z NaCl w pordwnaniu do kontroli i roslin
poddanych dziataniu koniugatu (Ryc. 21a). Prazek na wysokos$ci okoto 50 kDa zostal zidenty-
fikowany jako przypuszczalny czynnik elongacyjny 1-alfa, tzw. EFla (ang. Elongation Fac-
tor l-alpha), ktory uczestniczy w procesie translacji biatka (Tabela 5) (Jakobsson i wsp.
2018). Podobnie prazek o masie okoto 97 kDa (Ryc. 21¢), zidentyfikowany z duzym prawdo-
podobienstwem jako lipooksygenaza (LOX) (Tabela 5), jest wyraznie widoczny w kontroli 1
w wariancie z siewkami inkubowanymi w roztworze IAA-Asp, w przeciwienstwie do roslin
traktowanych samym PEG. Najstabszy sygnat dla tego biatka wystepuje u roslin poddanych
dzialaniu IAA-Asp w potaczeniu z PEG. Rdéznice widoczne sg rowniez dla prazka zidentyfi-
kowanego jako przypuszczalne biatko szoku cieplnego o masie 70 kDa (ang. Heat Shock Pro-
tein 70, HSP70). Intensywny sygnat S-glutationylacji tego biatka zaobserwowano u siewek
grochu traktowanych IAA-Asp, PEG lub IAA-Asp w potaczeniu z PEG.
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Ryc. 21. Analiza S-glutationylacji bialek. Analiza Western blot (a, ¢) oraz rozdzial SDS-PAGE (b, d)
S-glutationylowanych bialek z pedoéw siewek grochu traktowanych NaCl (a, b) lub PEG (c, d). Strzatki
wskazuja prazki biatek w Zelu, ktore odpowiadaja S-glutationylowanym bialkom na membranie. Numeracja nad
strzatka odpowiada danym z Tabeli 5. Wskazane biatka zidentyfikowano za pomoca spektrometrii mas. Dla a, b:
M — marker, 1 — kontrola, 2 — 200 uM IAA-Asp, 3 — 150 mM NaCl, 4 — 200 uM TAA-Asp oraz 150 mM NaCl.
Dla ¢, d: M — marker, 1 — kontrola, 2 — 200 uM TAA-Asp, 3 — 20% (w/v) PEG, 4 — 200 uM TAA-Asp oraz
20% (w/v) PEG.
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Tabela 5. S-glutationylowane bialka z pedéw siewek grochu zidentyfikowane metodg spektrometrii mas.

Numer
biatka (na Nazwa biatka Numer Masa Liczba Pokrycie
podstawie identyfikacyjny czasteczkowa | zidentyfikowanych | sekwencji
Ryc. 21)2 (kDa) peptydow (%)
czynnik
1 elongacyjny 1-alfa EF1A1 DAUCA 49,27 9 20
(Daucus carota)
2 lipooksygenaza B7Z177_PEA 96,77 19 27
(Pisum sativum)
3 70 kDa biatko Q40980_PEA 71,17 10 21
szoku cieplnego -
(Pisum sativum)

@ Numer biatka odpowiada numerowi nad strzatka wskazujaca prazek bialka na membranie po analizie Western
blot i na zelu po elektroforezie SDS-PAGE (Ryc. 21).

/. Karbonylacja bialek w siewkach grochu traktowanych

IAA-Asp oraz czynnikami wywolujacymi szok osmotyczny

Karbonylacja bialek jest kolejna, po S-glutationylacji, modyfikacja potranslacyjna
biatek charakterystyczng dla stresu oksydacyjnego (Tola 1 wsp. 2021). Ze wzgledu na wcze-
$niejsze doniesienia dotyczace wpltywu IAA-Asp oraz stresu abiotycznego na poziom karbo-
nylowanych biatek (Ostrowski i wsp. 2016a) sprawdzono jak zmienia si¢ profil karbonylowa-
nych biatek w siewkach grochu inkubowanych przez 3 godziny w wodzie, IAA-Asp, NaCl
lub IAA-Asp w potaczeniu z NaCl. W tym celu wykonano dwukierunkowy rozdziat elektro-
foretyczny (IEF/SDS-PAGE) potaczony z detekcja karbonylowanych biatek metodg Western
blot oraz ich identyfikacja metodg spektrometrii mas.

Na Ryc. 22 przedstawione sg reprezentatywne membrany po analizie Western blot z
zaznaczonymi 17 karbonylowanymi biatkami, ktore wykazywaty rdéznice w intensywnoSci
sygnatu pomiedzy badanymi wariantami. Z siedemnastu karbonylowanych bialek udato si¢
zidentyfikowac¢ tylko pie¢ (Tabela 6). W wyniku analiz statystycznych poréwnujacych biatka
wariantu kontrolnego z wariantem, gdzie siewki traktowane byly przez 3 godziny IAA-Asp,
dwa biatka o numerach 194 (zwigkszona intensywnos$¢ plamki dla kontroli) 1 99 (zwigkszona
intensywno$¢ plamki dla wariantu z IAA-Asp) wykazywaly rdéznice w karbonylacji (Ryc. 22).

Z kolei poréwnujac dziatanie NaCl w stosunku do kontroli, zaobserwowano cztery biatka (32,
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36, 163, 420), ktore charakteryzowaly si¢ zwickszona karbonylacja w wariancie kontrolnym,
natomiast trzy polipeptydy (122, 210, 267) prezentowaty silniejszg intensywno$¢ sygnatu w
probach traktowanych NaCl, niz w kontroli. Biatko o numerze 267 zostato zidentyfikowane
jako potencjalny homolog reduktazy izoflawonowej (Tabela 6). W przypadku grochu inku-
bowanego w roztworze 1AA-Asp w potaczeniu z NaCl, trzy karbonylowane biatka (267, 270,
307) charakteryzowaly si¢ zwigkszong intensywnoscig sygnatu, a dwa, zmniejszong (96, 449)
w stosunku do kontroli (Ryc. 22). Biatko o numerze 96 zostato zidentyfikowane przypusz-
czalnie jako biatko 1 pokrewne z bialkiem retinoblastomg (RB), a biatko o numerze 307 jako
aktyna 1 (Tabela 6). Wariant z siewkami traktowanymi IAA-Asp razem z NaCl wykazywat
réwniez zwigkszong karbonylacj¢ trzech biatek (68, 152, 194), a zmniejszong jednego biatka
(99) w poréwnaniu z siewkami poddanymi dziataniu samego koniugatu (Ryc. 22). Natomiast
groch inkubowany w roztworze NaCl miat trzy karbonylowane biatka (152, 249, 405) o
zwigkszonym sygnale oraz inne trzy (32, 36, 99) o zmniejszonym sygnale w stosunku do wa-
riantu z IAA-Asp. Numer 249 zostat zidentyfikowany jako izoforma cytoplazmatyczna dehy-
drogenazy jabtczanowej, a numer 405 prawdopodobnie jako syntetaza glutaminy (Tabela 6).
Zestawiajac ze soba siewki traktowane NaCl i poddane dziataniu IAA-Asp razem z NaCl,
tylko jedno biatko (270) wykazywato réznice w Kkarbonylacji (zwigkszona intensywnos$¢
plamki dla wariantu z IAA-Asp i NaCl) (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Elektroforeza dwukierunkowa 2-DE (IEF/SDS-PAGE) oraz analiza Western blot karbonylowa-
nych bialek. Ekstrakty biatkowe pochodzity z pedow siewek grochu traktowanych przez 3 godziny wodg (kon-
trola), 200 pM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 pM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl. Plamki z przypi-
sang numeracja wskazuja karbonylowane bialka, ktore roznity si¢ intensywnoscig sygnatu pomiedzy badanymi
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wariantami. Dla kazdego wariantu wykonano 3 powtdrzenia biologiczne.
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Tabela 6. Karbonylowane bialka z pedow siewek grochu zidentyfikowane metoda spektrometrii mas.

Numer Nazwa bialka Réznice pomie¢dzy Numer Masa Liczba Pokrycie
bialka® wariantami® identyfikacyjny | czasteczkowa | zidentyfikowanych | sekwencji
(kDa) peptydéw (%)
96 biatko 1 pokrewne z biatkiem | H>O : IAA-Asp + NaCl | RBR1_PEA 114,48 1 2

RB (Pisum sativum)

cytoplazmatyczna
249 dehydrogenazajab}czanowa IAA-Asp : NaCl ) MDHC_M EDSA 35,52 1 3

(Medicago sativa)

homolog reduktazy

. . H20 : NaCl 1
IFRH_SOLTU 33,85 1 4
267 izoflawonowej H,0 : IAA-Asp + NaCl 1 _
(Solanum tuberosum)
307 aktyna 1 (Pisum sativum) H.0 : IAA-Asp + NaCl 1 ACT1_PEA 41,70 5 22

syntetaza glutaminy, izoenzym
405 obecny w brodawkach IAA-Asp : NaCl 1 GLNAL1_PEA 38,93 2 9

korzeniowych (Pisum sativum)

@ Numer biatka odpowiada numerowi plamki zaznaczonej na membranie po analizie Western blot polaczonej z dwukierunkows elektroforeza (Ryc. 22).

b Cztery warianty analizowano mi¢dzy soba pod wzgledem réznic w karbonylacji biatek. 1 - wzrost karbonylacji biatka, | - spadek karbonylacji biatka,
strzatka potozona jest przy wariancie, w ktorym wystepuje wzrost lub spadek karbonylacji biatka w poréwnaniu do wariantu po lewej stronie.
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8. Poziom fitohormonow w siewkach grochu traktowanych

IAA-Asp oraz czynnikami wywolujacymi szok osmotyczny

W nastepnym etapie badan sprawdzono, czy IAA-Asp wplywa na zawarto$¢ fitohor-
monow JA, SA oraz ABA. Poziom JA zmniejszyt si¢ okoto 2,8-krotnie u siewek poddanych
3-godzinnemu dziataniu IAA-Asp w poréownaniu do kontroli (Ryc. 23a). Podobny spadek
zaobserwowano u roslin traktowanych koniugatem w potaczeniu z NaCl (27,79 ng g §wiezej
masy) w stosunku do wariantu z samym NaCl (70,6 ng g $wiezej masy). W przypadku dwu-
dniowej inkubacji grochu najwyzszy poziom JA wystepowat w kontroli (155,64 ng g™ $wie-
zej masy) (Ryc. 23b). U pozostatych trzech wariantow zawarto$¢ JA byta zdecydowanie niz-
sza w poréwnaniu do siewek traktowanych woda. Brak byto tez r6znic pomiedzy siewkami

traktowanymi 1AA-Asp, PEG lub IAA-Asp w potaczeniu z PEG.
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Ryc. 23. Poziom JA w pedach siewek grochu oznaczony metoda LC-MS/MS. (a) Rosliny byly inkubowane
w 200 puM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 pM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl przez 3 godziny.
(b) Rosliny byly inkubowane w 200 pM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM IAA-Asp w potaczeniu z
20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej £ odchylenie standardowe dla 3
powtdrzen biologicznych kazdego wariantu. Réznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja po-
migdzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.

Siewki grochu inkubowane przez 3 godziny w roztworze IAA-Asp wykazywaty obni-
zony okoto 1,3-krotnie poziom SA w stosunku do kontroli (Ryc. 24a). Natomiast zawarto$¢
SA byla poréwnywalna u roslin poddanych dziataniu NaCl oraz u grochu traktowanego
IAA-Asp w polaczeniu z NaCl, ktore to warianty rOwniez posiadaly zmniejszony poziom SA

w poréwnaniu do kontroli. Podobnie przedstawiaja si¢ wyniki dla czterech wariantow siewek
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inkubowanych przez 48 godzin (Ryc. 24b). Poziom SA byl najwyzszy u roslin traktowanych
wodg (106,82 ng g §wiezej masy). Natomiast siewki poddane dziataniu IAA-Asp, PEG lub
IAA-Asp w potaczeniu z PEG nie r6znity si¢ migdzy sobg zawartoscig SA, ale wykazywaty
obnizony poziom tego fitohormonu w stosunku do kontroli.

Na Ryc. 25 przedstawiono wykresy z poziomem ABA w siewkach grochu traktowa-
nych samym IAA-Asp oraz w polaczeniu z NaCl lub PEG. Najwyzsza zawartos¢ ABA zaob-
serwowano u roslin poddanych 3-godzinnemu dziataniu soli (wzrost okoto 2,2-krotny w po-
rownaniu do kontroli) (Ryc. 25a). Zwiekszony poziom ABA w stosunku do wariantu kontrol-
nego wystapil rowniez u siewek inkubowanych w roztworze IAA-Asp, jak rowniez podda-
nych dziataniu IAA-Asp razem z NaCl. Natomiast brak byto réznic w poziomie tego fitohor-
monu u roslin traktowanych samym IAA-Asp, NaCl lub IAA-Asp w potaczeniu z NaCl.
Siewki grochu inkubowane w roztworze PEG posiadaly okoto 16,8-krotnie zwigkszong za-
warto$¢ ABA porownujac wyniki do kontroli (Ryc. 25b). Nie wystapity jednak roznice po-
miedzy wariantem z samym PEG a wariantem z IAA-Asp i PEG. Podobnie nie zaobserwo-

wano zmian w poziomie ABA u grochu traktowanego samym IAA-Asp w stosunku do kon-

troli.
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Ryc. 24. Poziom SA w pedach siewek grochu oznaczony metoda LC-MS/MS. (a) Rosliny byly inkubowane
w 200 uM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 pM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl przez 3 godziny.
(b) Rosliny byly inkubowane w 200 uM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TAA-Asp w polaczeniu z
20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci §redniej + odchylenie standardowe dla 3
powtodrzen biologicznych kazdego wariantu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja po-
migdzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.
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Ryc. 25. Poziom ABA w pedach siewek grochu oznaczony metodg LC-MS/MS. (a) Roéliny byly inkubowa-
ne w 200 uM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 uM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl przez 3 godziny.
(b) Rosliny byly inkubowane w 200 uM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TAA-Asp w polaczeniu z
20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej £ odchylenie standardowe dla 3
powtorzen biologicznych kazdego wariantu. Réznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja po-
mig¢dzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.

9. Wplyw IAA-Asp i szoku osmotycznego na poziom badanego
koniugatu i IAA oraz na ekspresje i aktywnos¢ amidosyntetazy
IAA-Asp

W kolejnym etapie badan sprawdzono, jak zmienia si¢ poziom IAA-Asp u siewek
traktowanych tym koniugatem, a takze sprobowano odpowiedzie¢ na pytanie, czy jego zawar-
to$¢ jest modulowana w wyniku dziatania NaCl lub PEG. Zbadano takze, czy IAA-Asp, po-
mimo braku jego hydrolizy w siewkach grochu, moze wplywac u tych roslin na poziom IAA.
Sprawdzono réwniez, czy poziom IAA lub IAA-Asp koreluje z aktywno$cig amidosyntetazy
IAA-Asp odpowiedzialnej za tworzenie wspomnianego koniugatu.

Poziom IAA-Asp byl najwyzszy u siewek inkubowanych przez 3 godziny w roztworze
IAA-Asp (1 056,62 ng gt $wiezej masy) (Ryc. 26a). Zawarto$é IAA-Asp byla wyzsza u tego
wariantu okoto 46,6-krotnie w porownaniu do kontroli. Natomiast rosliny poddane dziataniu
koniugatu w potaczeniu z NaCl wykazywaly zmniejszony okoto 2,2-krotnie poziom IAA-Asp
w poréwnaniu do siewek traktowanych samym [AA-Asp oraz zwigkszony okoto 3,8-krotnie
w stosunku do grochu inkubowanego w roztworze samego NaCl. Rowniez w przypadku
48-godzinnej inkubacji siewek, zawartos¢ IAA-Asp byla najwyzsza dla wariantu poddanego

dziataniu koniugatu (277,14 ng g $wiezej masy) (Ryc. 26b). Poziom IAA-Asp byt okoto
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20-krotnie wyzszy u tego wariantu w poréwnaniu do kontroli. Natomiast rosliny poddane
dziataniu koniugatu w polaczeniu z PEG wykazywaly zmniejszony okoto 6-krotnie poziom
IAA-Asp w poréwnaniu do wariantu z samym IAA-Asp oraz zwigkszony okoto 2,6-krotnie w
stosunku do grochu inkubowanego w roztworze samego PEG.

Na Ryc. 27 przedstawiono wykresy z poziomem IAA w siewkach grochu traktowa-
nych samym IAA-Asp oraz w potaczeniu z NaCl lub PEG. Nie zaobserwowano réznic w za-
wartosci IAA pomiedzy wszystkimi czterema wariantami siewek inkubowanymi przez 3 go-
dziny (Ryc. 27a). W przypadku inkubacji trwajgcej 48 godzin, tylko ro$liny poddane dziata-
niu PEG miaty okoto 1,6-krotnie obnizony poziom IAA w poréwnaniu do kontroli (Ryc.
27b). Zarébwno siewki traktowane samym koniugatem, jak i koniugatem w potaczeniu z PEG

nie wykazywaty r6éznic mi¢dzy soba ani w stosunku do kontroli 1 wariantu z PEG.
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Ryc. 26. Poziom IAA-Asp w pedach siewek grochu oznaczony metoda LC-MS/MS. (a) Roéliny byty inku-
bowane w 200 uM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 uM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl przez 3 godzi-
ny. (b) Rosliny byly inkubowane w 200 uM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TAA-Asp w polaczeniu z
20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej £ odchylenie standardowe dla 3
powtodrzen biologicznych kazdego wariantu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystgpuja po-
migdzy wynikami oznaczonymi réoznymi literami.
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Ryc. 27. Poziom IAA w pedach siewek grochu oznaczony metoda LC-MS/MS. (a) Rosliny byly inkubowane
w 200 pM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 uM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl przez 3 godziny.
(b) Rosliny byly inkubowane w 200 pM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM IAA-Asp w potaczeniu z
20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej + odchylenie standardowe dla 3
powtorzen biologicznych kazdego wariantu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya) wystepuja po-
miedzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.

Na Ryc. 28 widoczne sg wykresy przedstawiajace wzgledny poziom ekspresji genu
PsGHS3 kodujacego amidosyntetazg IAA-Asp. [lo$¢ transkryptéw PSGH3 zwigkszyla sie oko-
to 2,5-krotnie u siewek traktowanych przez 3 godziny IAA-Asp w porownaniu do kontroli
(Ryc. 28a). Jeszcze wigkszy wzrost zaobserwowano u roslin poddanych dziataniu IAA-Asp w
potaczeniu z NaCl w stosunku do samego NaCl (okoto 11,6-krotny), do IAA-Asp (okoto
2,6-krotny) lub do kontroli (okoto 6,6-krotny). Podobnie w przypadku siewek grochu inku-
bowanych przez 48 godzin w roztworze IAA-Asp wystapit wzrost okoto 2,7-krotny wzgled-
nego poziomu ekspresji PSGH3 w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 28b). Zwigkszong ekspresje
tego genu zaobserwowano rowniez u wariantu z grochem poddanym dzialaniu PEG w sto-
sunku do kontroli oraz samego IAA-Asp. Brak jest natomiast roznic pomi¢dzy wariantem z
samym PEG a wariantem z IAA-Asp w potaczeniu z PEG.

W przypadku amidosyntetazy IAA-Asp najwyzsza aktywnos¢ tego enzymu wystapita
u siewek grochu traktowanych NaCl (6,86 nmoli min mg? biatka) (Ryc. 29a). Natomiast
dodanie IAA-Asp do wariantu z siewkami inkubowanymi z NaCl spowodowato obnizenie
aktywnoS$ci amidosyntetazy okoto 1,3-krotnie. Nie ma natomiast roznic pomi¢dzy kontrolg a
wariantem z IAA-Asp. Odmiennie przedstawiajg si¢ wyniki dla siewek traktowanych przez
48 godzin koniugatem, gdzie zaobserwowano nieznaczny wzrost aktywno$ci amidosyntetazy

IAA-Asp w poréwnaniu z kontrolg (Ryc. 29b). Przeciwnie, spadek aktywno$ci enzymu wy-
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stapit u grochu inkubowanego w roztworze PEG w stosunku do pozostalych wariantow, w

tym do roslin poddanych dziataniu IAA-Asp w potaczeniu z PEG.
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Ryc. 28. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na ekspresje PSGH3 w pedach siewek grochu. (a) Ro-
$liny byty inkubowane w 200 uM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 uM TAA-Asp w potaczeniu z 150 mM NaCl
przez 3 godziny. (b) Ro$liny byly inkubowane w 200 uM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TAA-Asp w
potaczeniu z 20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej + odchylenie standar-
dowe dla 3 powtdrzen biologicznych kazdego wariantu. Rdznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya)
wystepuja pomiedzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.
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Ryc. 29. Wplyw TAA-Asp oraz szoku osmotycznego na aktywnos$¢ amidosyntetazy IAA-Asp w pedach
siewek grochu. (a) Rosliny byty inkubowane w 200 pM IAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 uM TAA-Asp w potg-
czeniu z 150 mM NaCl przez 3 godziny. (b) Rosliny byty inkubowane w 200 pM IAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub
200 uM TAA-Asp w polaczeniu z 20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci §redniej +
odchylenie standardowe dla 3 powtorzen biologicznych kazdego wariantu. Réznice istotne statystycznie
(p<0,05; test Tukeya) wystepuja pomigdzy wynikami oznaczonymi réznymi literami.



10. Aktywnos¢ syntazy IAGlc w siewkach grochu traktowanych

IAA-Asp oraz czynnikami wywolujacymi szok osmotyczny

Syntaza IAGIc jest jednym z enzymow zaangazowanym w tworzenie koniugatow es-
trowych 1AA (Michalczuk i Bandurski 1982; Leznicki i Bandurski 1988). Majac to na uwa-
dze, sprawdzono, czy IAA-Asp jako koniugat amidowy moze modulowaé aktywnos¢ syntazy
IAGlc, a w konsekwencji wptywac¢ na powstawanie koniugatow estrowych TAA.

U siewek grochu traktowanych przez 3 godziny tylko rosliny poddane dzialaniu
IAA-Asp wykazywaty aktywno$¢ syntazy IAGlc (0,36 nmoli min™t mg™? biatka) (Ryc. 30a). U
pozostalych wariantéw nie zaobserwowano aktywnosci tego enzymu. W przypadku
48-godzinnej inkubacji najwyzsza aktywnoS$cia syntazy IAGlc charakteryzowaty si¢ siewki
poddane dzialaniu PEG (8,9 nmoli min? mg? biatka) (Ryc. 30b). Wariant ten wykazywat
zwigkszong okoto 9,8-krotnie aktywnos¢ enzymu wzgledem kontroli. Duzy spadek aktywno-
sci syntazy IAGlc widoczny byt u siewek traktowanych IAA-Asp w potaczeniu z PEG w po-
réwnaniu do wariantu z samym [AA-Asp lub z samym PEG. Najnizsza aktywno$¢ syntazy

IAGIc zaobserwowano natomiast u wariantu kontrolnego (0,91 nmoli min"t mg? biatka).
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Ryc. 30. Wplyw IAA-Asp oraz szoku osmotycznego na aktywnos$¢ syntazy IAGlc w pedach siewek grochu.
(a) Rosliny byty inkubowane w 200 uM TAA-Asp, 150 mM NaCl lub 200 uM TAA-Asp w polaczeniu z 150 mM
NaCl przez 3 godziny. (b) Rosliny byty inkubowane w 200 uM TAA-Asp, 20% (w/v) PEG lub 200 uM TIAA-Asp
w potaczeniu z 20% (w/v) PEG przez 48 godzin. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej = odchylenie stan-
dardowe dla 3 powtorzen biologicznych kazdego wariantu. Roznice istotne statystycznie (p<0,05; test Tukeya)
wystepuja pomigdzy wynikami oznaczonymi réznymi literami. Brak stupka na wykresie oznacza brak aktywno-
$ci syntazy IAGlc u badanego wariantu.
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DYSKUSJA

Groch (P. satuvm), nalezacy do roslin straczkowych, jest bogatym zrodtem biatka ro-
$linnego stanowigcego od 20 do 30% zawartosci w roslinie (Ceyhan i Avci 2015; Powers i
Thavarajah 2019). Ros$lina ta zawiera rowniez weglowodany, duzg ilo$¢ fosforu, zelaza i cyn-
ku oraz witaminy. Wysoki poziom zwigzkéw odzywczych, a przede wszystkim biatka, w gro-
chu klasyfikuje go jako rosling uzytkowa cenng pod wzgledem gospodarczym. Ze wzgledu na
postepujacag zmiang klimatu rosliny uprawne, w tym groch, narazone sa coraz czesciej na ne-
gatywny wplyw roéznych stresow abiotycznych i biotycznych, prowadzacy do zmniejszenia
si¢ ich plonow. W zwigzku z tym badania dotyczace dziatania czynnikéw srodowiskowych na
rézne aspekty wzrostu i rozwoju roslin oraz poszukiwania zwigzkow, ktore moga wywierac
pozytywny wptyw na odpowiedz rosliny podczas dziatania stresu, sa niezmiernie wazne.

Homeostaza hormonalna jest kluczowa dla prawidtowego wzrostu oraz rozwoju rosli-
ny (Bajguz i Piotrowska 2009). Jednym z procesow zaangazowanych w utrzymanie odpo-
wiedniego poziomu auksyny jest tworzenie koniugatéw IAA. Nalezy podkresli¢, ze w tkan-
kach grochu IAA-Asp jest dominujaca forma koniugatéw amidowych (Andrea i Good 1955;
Siidi 1964; Bandurski i Schulze 1977). Wskazuje to na wazng role, jakg proces jego syntezy
pehi u tej rosliny. Nie ulega watpliwosci, ze tworzenie IAA-Asp jest istotne ze wzgledu na
regulacje poziomu IAA u grochu. Z drugiej strony, moze by¢ rowniez wazne ze wzgledu na
dzialanie samego koniugatu jako czasteczki aktywnej biologicznie (Oetiker i Aeschbacher

1997; Gonzalez-Lamothe i wsp. 2012; Ostrowski i wsp. 2016a).

1. IAA-Asp nie jest zrodlem wolnego IAA w siewkach P. sativum
Koniugaty amidowe auksyn mogg stuzy¢ jako Zrédlo aktywnego biologicznie fito-
hormonu w wyniku ich hydrolizy enzymatycznej. W przeciwienstwie do koniugatow takich
jak 1AA-Ala, IAA-Leu, IAA-Phe, IAA-Tyr, IAA-Ser IAA-Met oraz IAA-Gly dla ktorych
zidentyfikowano amidohydrolazy, kwestia uwalniania IAA z IAA-Asp byla przez dtugi czas
otwarta (LeClere i wsp. 2002; Campanella i wsp 2003). Pierwsze doniesienia o hydrolizie
IAA-Asp do TAA zostaty opisane w 1996 roku przez Ludwig-Miiller i wsp., ktdrzy zaobser-
wowali ten proces u kapusty chinskiej. Hydroliza koniugatu zachodzita w korzeniach rosliny
zaatakowanej przez Plasmodiophora brassicae, powodujac znaczne zwigkszenie sie puli wol-

nego IAA. Natomiast wyizolowana z bakterii Enterobacter agglomerans amidohydrolaza
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IAA-Asp (IAASPH) wplywala hamujaco na kietkowanie nasion fasoli ztotej (Vigna radiata)
(Liu 1 wsp. 2007). Ten negatywny efekt, po wprowadzeniu biatka do nasion, mégt wynikac z
obserwowanego w efekcie hydrolizy IAA-Asp wzrostu poziomu IAA prowadzgcego do zabu-
rzonej homeostazy auksyny. Badania nad hydrolazami koniugatow amidowych IAA z lucerny
(M. truncatula), nalezacej podobnie jak groch do rodziny bobowatych, pozwolity wykry¢ 4
biatka, MtIAR-31, 32, 33 oraz 34 (ang. IAA-Ala Resistance), wykazujace aktywno$¢ wobec
IAA-Asp (Campanella i wsp. 2008). Odkryto réwniez, ze ekspresja genu kodujacego
MtIAR-33, biatko o najwyzszej aktywnos$ci hydrolitycznej wobec IAA-Asp, wzrastala w ko-
rzeniach lucerny zainfekowanych przez bakterie symbiotyczne Sinorhizobium meliloti oraz
Glomus intraradices. Natomiast u pomidora (Solanum lycopersicum) zadna z siedmiu ziden-
tyfikowanych amidohydrolaz IAA-aminokwasow nie wykazywata specyficznosci substrato-
wej wobec IAA-Asp (Fu i wsp. 2019). Ponadto wspomniany koniugat miat niewielki efekt na
odcinanie szyputek kwiatu pomidora w porownaniu do ulegajacego hydrolizie IAA-Ile, ktory
powodowat zahamowanie tego procesu. Z kolei badania Tang i wsp. (2019) wskazaly na za-
chodzenie hydrolizy IAA-Asp w rozwijajacych si¢ siewkach poziomki. Powstata w tym pro-
cesie auksyna regulowata nastepnie wzrost rosliny. Rowniez u rzodkiewnika pospolitego za-
obserwowano katalizowang przez amidohydrolazg ILR1/ILL hydrolize IAA-Asp podawanego
do rosliny w postaci niepolarnego estru dimetylowego (IAA-Asp-DM), ktéry tatwo dyfunduje
przez blong komdrkowa (Hayashi 1 wsp. 2021). Uwolniony w konsekwencji IAA wywotywat
u rosliny charakterystyczne dla nadmiaru auksyny efekty, takie jak hamowanie wzrostu wy-
dluzeniowego korzeni oraz promowanie tworzenia si¢ korzeni bocznych. Zahamowany
wzrost korzeni widoczny byt rowniez u ryzu oraz ktosownicy dwukloskowej (Brachypodium
distachyon) traktowanych IAA-Asp-DM.

Przedstawione w rozprawie wyniki badan wskazuja na brak hydrolizy IAA-Asp w
mtodych siewkach grochu. Juz po 3 godzinach traktowania ro$lin egzogennym
IAA-[?Hs, ®N]Asp zaobserwowano obecnosé¢ tego izotopu w tkankach grochu. Nie wykryto
natomiast [?Hs]IAA, produktu hydrolizy IAA-[?Hs, ©®N]Asp, nie tylko po 3 godzinach, ale
réwniez po dtuzszej (16, 24 1 48 godzin) inkubacji ze znakowanym koniugatem. Sprawdzono
réwniez poziom IAA w siewkach grochu traktowanych przez 3 lub 48 godzin samym koniu-
gatem jak i koniugatem w potaczeniu z NaCl lub PEG. Poziom auksyny u tych wariantow nie
roznit si¢ od kontroli, co potwierdza brak hydrolizy IAA-Asp w mtodych siewkach grochu.
Uzyskane wyniki wskazuja réwniez, ze IAA-Asp nie jest zrodtem IAA w siewkach grochu

poddanych dziataniu czynnikéw wywotujacych szok osmotyczny. Przeprowadzone badania
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sugeruja, ze hydroliza TAA-Asp wystepuje tylko u okreslonych gatunkéw roslin i by¢ moze w

okreslonych organach lub stadium rozwojowym.

2. |AA-Asp moduluje odpowiedz grochu na szok osmotyczny

Stres oksydacyjny, bgdacy nastepstwem dzialania na rosliny abiotycznych oraz bio-
tycznych czynnikéw stresowych, charakteryzuje si¢ generowaniem nadmiernej ilosci reak-
tywnych form tlenu, ktére mogg powodowac¢ powazne uszkodzenia wewnatrz komorek ro-
slinnych (Demidchik 2015). Rosliny bronigc si¢ przed negatywnym wptywem RFT urucha-
miajg mechanizmy antyoksydacyjne, w tym dzialanie r6znorodnych enzymow, miedzy inny-
mi GR, GPX, GST, oraz nieenzymatycznych przeciwutleniaczy, takich jak prolina, askorbi-
nian, glutation oraz innych (Das i Roychoudhury 2014). Bardzo wazng rolg¢ w przypadku wy-
stapienia stresu oksydacyjnego odgrywaja réwniez hormony roslinne, ktére wptywaja na
szlaki sygnalizacyjne zalezne od RFT (Souza i wsp. 2017).

Istnieja doniesienia wskazujgce na rol¢ IAA-Asp jako czasteczki aktywnej biologicz-
nie, wykazujacej dziatanie niezalezne od IAA. IAA-asparaginian jest zaangazowany w odpo-
wiedz H. muticus na stres termiczny (Oetiker i Aeschbacher 1997) oraz A. thaliana na stres
biotyczny (Gonzalez-Lamothe i wsp. 2012). Uczestniczy takze w procesie dojrzewania owo-
céw winorosli (Bottcher 1 wsp. 2013). Nalezy podkresli¢, ze w tkankach grochu wystepuje
wysoki poziom IAA-Asp, ktory nie ulega hydrolizie do IAA, co moze sugerowaé role
IAA-Asp jako modulatora procesow wzrostu i rozwoju lub odpowiedzi roslin na stres.
Ostrowski 1 wsp. (2016a) przedstawili wstepne badania dotyczace wplywu wspomnianego
koniugatu na odpowiedz grochu na stres oksydacyjny wywotany dziataniem abiotycznych

czynnikow stresowych. Wyniki przedstawione w rozprawie poglebiaja ten temat.

2.1. Wplyw TAA-Asp na poziom przeciwutleniaczy oraz peroksydacje

lipidow w siewkach grochu

Prolina, jako wielofunkcyjny aminokwas, w warunkach stresu oksydacyjnego oprocz
wychwytywania RFT odpowiada rowniez za regulacj¢ cisnienia osmotycznego (Kaur 1 Asthir
2015). Bierze takze udziat w aktywacji bialek chronigcych przed stresem, czy moduluje funk-
cje mitochondridéw, co przyczynia si¢ do uzyskania przez rosling tolerancji na stres. Podobnie
askorbinian wykazuje wielorakie dziatanie w odpowiedzi na stres. Oprocz dziatania antyok-

sydacyjnego, uczestniczy takze w utrzymywaniu homeostazy redoks, moduluje synteze i me-
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tabolizm fitohormonow (etylenu, ABA i GA) oraz reguluje funkcjonowanie szlakow sygna-
towych RFT (Xiao i wsp. 2021). Zaréwno prolina jak i askorbinian wpltywaja réwniez na
prawidlowy wzrost i rozw6j roslin (Mattioli i wsp. 2009; Ortiz-Espin i wsp. 2017). Na pod-
stawie wynikéw przedstawionych w pracy mozna zauwazy¢, ze W siewkach grochu podda-
nych dziataniu szoku osmotycznego |IAA-Asp nie wptywal na zawarto$¢ proliny ani askorbi-
nianu. Jednakze sam IAA-Asp, bez potaczenia z czynnikiem wywotujacym szok osmotyczny,
powodowat u ro$lin inkubowanych przez 48 godzin wzrost st¢zenia askorbinianu w poréwna-
niu do kontroli. Koreluje to z wynikami przedstawionymi w pracy Ostrowskiego i wsp.
(2016a), gdzie zaobserwowano w analogicznych warunkach spadek aktywnos$ci peroksydazy
askorbinianowej, enzymu katalizujacego utlenianie askorbinianu do dehydroaskorbinianu z
jednoczesng redukcja H202 do wody. W tym samym artykule opisano rowniez pozytywny
wplyw IAA-Asp na wzrost korzeni siewek grochu. Nalezy podkresli¢, Ze istniejg doniesienia
na temat promowania wzrostu korzeni roslin przez askorbinian (Kka i wsp. 2018). W zwiazku
Z tym mozna przypuszczaé, ze |AA-Asp, dziatajac posrednio poprzez zwickszenie poziomu
askorbinianu, moze w konsekwencji indukowa¢ wzrost wydtuzeniowy korzeni siewek grochu.

W wyniku stresu oksydacyjnego w komorkach roslinnych, oprocz uszkodzen biatek,
DNA czy weglowodanow, dochodzi réwniez do degradacji lipidéw na skutek ich peroksyda-
cji wywotanej przez RFT (Demidchik 2015). Jednym z efektéw peroksydacji lipidow jest
powstawanie MDA czy metyloglioksalu (Demidchik 2015; Shumilina i wsp. 2019), przy
czym drugi z tych zwigzkéw moze by¢ rowniez produktem wywolanych stresem przemian
weglowodanow oraz biatek (Hoque 1 wsp. 2016). Wyniki przedstawione w niniejszej pracy
wskazuja na brak wpltywu [AA-Asp na poziom MDA oraz metyloglioksalu zarbwno w siew-
kach grochu poddanych dziataniu PEG, jak i nietraktowanych tym zwiagzkiem. Sugeruje to, ze
potencjalna rola IAA-Asp w odpowiedzi na szok osmotyczny nie jest bezposrednio zwigzana

z peroksydacja lipidow.

2.2. IAA-Asp moduluje status tiolowy w siewkach grochu

Jak juz wczesniej wspomniano enzymy GR, GPX oraz GST uczestniczag w obronie
antyoksydacyjnej roslin oraz reguluja stosunek GSH/GSSG (Das i Roychoudhury 2014). Ich
aktywno$¢ zmienia si¢ rowniez w czasie wzrostu 1 rozwoju roslin (Bela 1 wsp. 2015; Estévez i
wsp. 2020; Madhu 1 wsp. 2022). Badania przedstawione w pracy wskazujg na wpltyw poda-
wanego IAA-Asp na aktywno$¢ GR w siewkach grochu. Rosliny traktowane koniugatem

przez 3 godziny wykazywaty podwyzszong aktywnos¢ tego enzymu, co korelowato z wyso-
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kim stosunkiem GSH do GSSG. By¢ moze rola IAA-Asp jest przygotowanie rosliny na nie-
korzystne warunki srodowiskowe (np. szok, stres), dlatego nagly wzrost stezenia koniugatu
podnosi poziom zredukowanego glutationu, bedgcego czynnikiem antyoksydacyjnym. Nalezy
rowniez podkresli¢, ze aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych moze by¢ modulowana przez
fitohormony (Szalai i wsp. 2009). Przykladem moga by¢ badania przeprowadzone przez
Kellds 1 wsp. 2008, gdzie po podaniu ABA oraz SA obserwowany byl wzrost aktywnosci GR
u kukurydzy. Ponadto zwigkszeniu ulegt stosunek GSH/GSSG, co moze sugerowac, ze fito-
hormony w sposob posredni, poprzez wpltyw na aktywnos$¢ enzyméw regulujgcych poziom
glutationu, modulujg stosunek GSH do GSSG. Nawigzujac do opisanych badan, przedstawio-
ny w rozprawie wzrost aktywnos$ci reduktazy glutationowej po trzygodzinnym traktowaniu
siewek IAA-Asp, a co za tym idzie zwigkszony stosunek GSH/GSSG, moze by¢ powigzany z
podwyzszonym poziomem kwasu abscysynowego. Z drugiej strony obnizony poziom SA nie
koreluje ze zwigkszong aktywnoscia GR w badanych warunkach. Z kolei dtuzsza inkubacja
grochu z koniugatem nie spowodowata zmian w aktywnosci reduktazy glutationowej, ale
zwigkszyla aktywno$s¢ GPX prawdopodobnie przyczyniajac si¢ do nizszego stosunku
GSH/GSSG w poréwnaniu z kontrola. Porownywalna do kontroli aktywno$¢ GR u siewek
traktowanych koniugatem przez 48 godzin moze by¢ powigzana z brakiem u tych roslin
zmian w poziomie ABA. Badania Ostrowskiego i wsp. (2016a) wykazaly, ze inkubacja przez
dwie doby siewek grochu z IAA-Asp obniza poziom H20., ale nie zwigksza aktywnosci kata-
lazy, peroksydazy askorbinianowej oraz peroksydazy gwajakolowej, enzyméw bioracych
udzial w degradacji H2O2. W zwiazku z tym podwyzszona aktywno$¢ GPX wywotana trak-
towaniem rosliny wspomnianym koniugatem, moze sugerowac istotny udzial tego enzymu w
detoksykacji H20s.

IAA-Asp powodowal obnizenie aktywnos$ci reduktazy glutationowej, ale nie wywierat
efektu na aktywno$¢ peroksydazy glutationowej u siewek grochu inkubowanych w roztworze
NaCl. Natomiast zawarto§¢ SA oraz ABA u tych roélin byta na podobnym poziomie, co u
siewek traktowanych samym chlorkiem sodu. Pod wplywem koniugatu zmniejszyta sie jed-
nak zawarto$¢ JA, o ktorym wiadomo, Ze pozytywnie wplywa na odpowiedz roslin, migdzy
innymi pszenicy oraz jeczmienia, na stres solny (Qiu i wsp. 2014; Pakar i wsp. 2016). By¢
moze aktywno$¢ GR jest regulowana w odpowiedzi na JA i obnizony poziom tego fitohor-
monu obserwowany w warunkach inkubacji siewek grochu z IAA-Asp w potaczeniu z NaCl,
jest dla rosliny sygnalem do zmniejszenia aktywno$ci wspomnianego enzymu. Pomimo spad-
ku aktywnosci reduktazy glutationowej, stosunek GSH/GSSG nie ulegl zmianie, co moze

oznaczaé, ze inne enzymy, takie jak antyoksydacyjne, czy uczestniczagce w biosyntezie lub
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degradacji glutationu, kompensuja obnizong aktywnos¢ GR poprzez zwigkszenie poziomu
GSH lub spadek zawartosci GSSG. W przypadku szoku osmotycznego wywolanego u siewek
grochu dziataniem PEG, IAA-Asp nie wplywal na aktywno$¢ GR ani GPX, co koreluje z bra-
kiem zmian w stosunku GSH/GSSG. Réwniez zawartos¢ JA, ABA oraz SA byla na podob-
nym poziomie, jak u siewek traktowanych samym PEG.

Zymogram wykonany dla GR wskazuje, ze u grochu poddanego dziataniu PEG IAA-
Asp wplywa na zrdéznicowanie aktywnos$ci izoform tego enzymu. Przeciwstawny efekt koniu-
gatu na aktywno$¢ dwoéch izoform reduktazy glutationowej moze prowadzi¢ w konsekwencji
do tego, ze aktywnos¢ catkowitej puli enzymu utrzymuje si¢ na stalym poziomie. Jest to
zgodne z opisanymi powyzej badaniami ilosciowymi. Co wigcej, 48-godzinna inkubacja sie-
wek z koniugatem aktywuje dodatkowe izoformy GR i GPX, ktorych brak w kontroli. Jed-
nakze koreluje to z wynikami uzyskanymi w badaniach spektrofotometrycznych jedynie dla
peroksydazy glutationowej. Nalezy zaznaczy¢, ze te dwie wykorzystane metody (ilo§ciowe
badania spektrofotometryczne oraz jako$ciowe analizy zymogramow) moga si¢ rézni¢ czulo-
$cig, co moze wplywac na rozbieznosci w uzyskanych wynikach.

Utrzymywanie odpowiedniego stosunku GSH/GSSG w komorkach ma istotny wptyw
na odpowiedz rosliny na stres oksydacyjny (Szalai i wsp. 2009). W wyniku dzialania nieko-
rzystnych czynnikoéw srodowiskowych odmiany roslin tolerancyjne na stres wykazuja wyzszy
stosunek glutationu zredukowanego do utlenionego w poréwnaniu do odmian wrazliwych na
dziatanie stresu. Wskazuje to, ze wysoka warto$¢ tego parametru ma pozytywny efekt na
obrong roslin przed stresem. Zmiany w stosunku GSH/GSSG obserwuje si¢ nie tylko w wa-
runkach stresu, ale rowniez w czasie wzrostu i1 rozwoju rosliny. Zarowno glutation zreduko-
wany, jak 1 utleniony moga modyfikowac aktywnos$¢ enzymdéw oraz bialek regulatorowych
poprzez odpowiednio redukcj¢ wigzan disiarczkowych albo utlenianie grup tiolowych.

Wyniki przedstawione w pracy sugeruja, ze IAA-Asp moze modulowa¢ stosunek
GSH/GSSG u siewek grochu na wezesnym etapie ich rozwoju. Rosliny wykazywaty podwyz-
szony stosunek glutationu zredukowanego do utlenionego po krotszej (3-godzinnej) inkubacji
z koniugatem. Z kolei dtuzsza (48-godzinna) inkubacja siewek grochu z IAA-Asp powodowa-
fa zmniejszenie stosunku GSH do GSSG. Roéznice we wspomnianym stosunku pomiedzy 3 a
48-godzinnym traktowaniem roslin IAA-Asp moga sugerowac, ze koniugat ten uczestniczy w
zaleznych od czasu odrebnych procesach na poziomie molekularnym. IAA-Asp nie wywoly-
wal natomiast zmian w stosunku GSH/GSSG u roslin, ktore byly poddane jednoczesnemu
dziataniu NaCl lub PEG. Bashandy i wsp. (2010) wykazali, ze glutation jest istotny dla regu-

lacji transportu oraz metabolizmu auksyny. Niski poziom auksyny zaobserwowano w mutan-
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cie A. thaliana ntra ntrb cad2, ktory charakteryzowat si¢ zaburzong biosynteza glutationu.
Ponadto Pasternak i wsp. (2020) podali, ze rzodkiewnik traktowany IAA oraz sulfoksyiming
butioniny (BSO), ktora stuzy jako inhibitor biosyntezy GSH, posiadatl wyzszy poziomu gluta-
tionu zredukowanego w poréwnaniu z roslinami traktowanymi samym BSO. W zwigzku z
tym by¢ moze IAA-Asp poprzez regulacje poziomu glutationu wplywa na homeostaze auksy-
ny. Glutation w postaci zredukowanej, jako gléwny przedstawiciel niskoczasteczkowych tioli,
ma duzy wplyw na catkowitg zawarto$¢ grup -SH u roslin (Zaffagnini i wsp. 2012). Stosunek
grup tiolowych w biatkach do catkowitej zawartosci grup -SH byt zmniejszony w poréwnaniu
do kontroli u grochu inkubowanego przez 3 godziny z IAA-Asp, co koreluje ze zwigkszonym
stosunkiem GSH/GSSG u tych siewek.

Spadek stosunku GSH/GSSG wystepujacy podczas stresu oksydacyjnego moze pro-
mowac S-glutationylacje biatek (Dalle-Donne i wsp. 2007). S-glutationylacja biatek, nalezaca
do odwracalnych modyfikacji potranslacyjnych, polega na przylaczaniu czasteczki glutationu
poprzez wigzanie disiarczkowe do reaktywnej cysteiny (Bergara-Morales i wsp. 2016). W
procesie tym zdecydowanie czg$ciej uczestniczy glutation w postaci zredukowanej w poréw-
naniu do glutationu utlenionego.

Wyniki przedstawione w rozprawie wykazaly u siewek grochu obnizong pod wpty-
wem dziatania NaCl S-glutationylacj¢ czynnika elongacyjnego 1-alfa, biatka uczestniczacego
w procesie translacji (Jakobsson i wsp. 2018). By¢ moze wynika to z procesu deglutationyla-
cji dotykajacego jednej lub wielu grup tiolowych EFla. Shin i wsp. (2009) zaobserwowali w
swoich badaniach pozytywny wptyw tego czynnika elongacyjnego na odpowiedz A. thaliana
na stres solny. Bioragc pod uwage, ze EFla jest potencjalnym biatkiem opiekunczym, proces
jego S-glutationylacji/deglutationylacji moze odgrywac¢ wazng role w odpowiedzi rosliny na
zasolenie.

Z kolet w siewkach grochu traktowanych PEG zaobserwowano obnizona
S-glutationylacje lipooksygenazy, enzymu, ktdry uczestniczy w szlaku biosyntezy oksylipin,
miedzy innymi kwasu jasmonowego (Singh 1 wsp. 2022). Ponadto obecno$¢ IAA-ASp spo-
wodowala jeszcze wigksze obnizenie poziomu S-glutationylacji tego biatka w badanych wa-
runkach. Nalezy wspomnie¢, ze aktywno$¢ LOX zmienia si¢ u ros$lin w warunkach stresu
suszy (Sofo i wsp. 2004; Rezayian i wsp. 2018). Nie mozna w zwiazku z tym wykluczy¢, ze
S-glutationylacja lipooksygenazy wptywa na aktywnos¢ tego enzymu, a w konsekwencji na
poziom JA, zwlaszcza ze siewki grochu traktowane PEG lub IAA-Asp w polaczeniu z PEG
charakteryzowaly si¢ zmniejszong zawartoscig kwasu jasmonowego w porownaniu do kontro-

li. By¢ moze aktywnos$¢ lipooksygenazy jest hamowana przez obnizenie poziomu jej
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S-glutationylacji, co przyczynia si¢ do zmniejszonej zawartosci JA. Z drugiej strony nie zaob-
serwowano roznic w poziomie kwasu jasmonowego u roslin poddanych dziataniu IAA-Asp i
PEG w poréwnaniu do siewek inkubowanych w roztworze samego PEG. Ponadto zawartos$¢
JA, pomimo braku zmian w S-glutationylacji LOX, zmniejszyta si¢ u grochu traktowanego
samym koniugatem przez 3 lub 48 godzin oraz w polaczeniu z NaCl w poréwnaniu do kontro-
li. Wyniki te sugeruja wptyw rowniez innych szlakow metabolicznych na poziom JA w poda-
nych warunkach.

Zaobserwowano rowniez zwiekszong S-glutationylacj¢ biatka szoku cieplnego o masie
70 kDa u roslin poddanych 48-godzinnemu dzialaniu samego IAA-Asp, PEG oraz
IAA-Asp w potaczeniu z PEG. Wczesniejsze badania Gietler i wsp. (2016) pokazaly, ze u
siewek pszenicy narazonych na stres suszy takze wystgpita podwyzszona S-glutationylacja
obecnego w blonie chloroplastow biatka pokrewnego z HSP70. Klasa biatek szoku cieplnego
o masie 70 kDa odgrywa wazng role w tolerancji roslin na stres suszy (Aghaie and Tafreshi
2020). Zwigkszona S-glutationylacja cztonka tej klasy biatek wywotana przez dzialanie
IAA-Asp moze sugerowac, ze dtuzsza ekspozycja na koniugat wywiera zmiany w aktywnosci

biatek szoku cieplnego.

2.3. Wplyw IAA-Asp na karbonylacje bialek w siewkach grochu

Karbonylacja biatek, w przeciwienstwie do S-glutationylacji, jest nieodwracalng mo-
dyfikacja potranslacyjng prowadzaca do utworzenia grupy karbonylowej w tancuchu bocz-
nym niektérych aminokwasow, migdzy innymi lizyny, proliny, treoniny, histydyny, czy tez
cysteiny (Moller 1 wsp. 2017; Tola i wsp. 2021). Proces ten zachodzi przede wszystkim w
warunkach stresu oksydacyjnego i wywiera negatywny efekt na funkcje biatek (Tola i wsp.
2021). Z drugiej strony karbonylowane biatka obecne sa rowniez u roslin nienarazonych na
stres, co moze wskazywac¢ na wptyw tej modyfikacji na procesy fizjologiczne, ktorym podle-
gajq rosliny.

Wyniki analizy Western blot biatek poprzedzone rozdziatem polipeptydéw metoda
elektroforezy dwukierunkowej wskazuja 17 karbonylowanych biatek, ktére wykazywaty roz-
nice w intensywnosci sygnalu pomiedzy kontrola, siewkami traktowanymi przez 3 godziny
IAA-Asp, NaCl lub IAA-Asp w potaczeniu z NaCl. Niestety ze wzgledu na niskg wydajno$¢
ekstrakcji biatek z zelu spowodowang trudno$ciami w wycinaniu fragmentow zeli zawierajg-
cych okre$lone biatka, udato si¢ zidentyfikowac¢ tylko 5 z nich. Siewki grochu inkubowane w

roztworze |IAA-Asp wykazywaty roznice w karbonylacji dwoch biatek (jedno o zwigkszonym
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sygnale, a drugie o zmniejszonym) w pordwnaniu do kontroli. Natomiast rosliny traktowane
koniugatem wraz z NaCl posiadaly jedno biatko o zwigkszonej karbonylacji, poréwnujac z
grochem poddanym dzialaniu samej soli. Wyniki te moga wskazywac, ze IAA-Asp po
3-godzinnej inkubacji nieznacznie indukuje karbonylacj¢ biatek grochu w warunkach fizjolo-
gicznych oraz w warunkach szoku osmotycznego. Wplyw koniugatu na poziom karbonylo-
wanych biatek zostal rowniez zaobserwowany w badaniach Ostrowskiego i wsp. (2016a).
IAA-Asp zwigkszal zawarto$¢ karbonylowanych biatek u siewek grochu traktowanych tylko
tym zwigzkiem lub tez poddanych jednoczesnemu dziataniu IAA-Asp z CdCls. U roélin inku-
bowanych w roztworze koniugatu z chlorkiem sodu zidentyfikowano 3 karbonylowane biatka
réznigce si¢ intensywnoscig sygnatu w pordwnaniu do wariantu kontrolnego. Zwigkszong
karbonylacje zaobserwowano miedzy innymi u homologa reduktazy izoflawonowej, ktora
zaangazowana jest w metabolizm wtorny roslin (Wang 1 wsp. 2006). Badania innych autorow
wykazaly, ze nadekspresja gendow kodujacych te biatka wptywa pozytywnie na odpowiedz
roslin na stres abiotyczny lub biotyczny (Kim i wsp. 2010; Cheng i wsp. 2015; Shokat i wsp.
2021). Zwigkszona karbonylacja wystapita rowniez u aktyny 1, bialtka cytoszkieletu niezbed-
nego dla prawidtowego wzrostu 1 rozwoju rosliny (McCurdy 1 wsp. 2001). Karbonylacja ak-
tyny zostata takze wykryta u A. thaliana po podaniu 2,4-D i prowadzita do degradacji fila-
mentow aktynowych budujacych cytoszkielet komoérki (Rodriguez-Serrano i wsp. 2014). Na-
tomiast wsrdd biatek ze zmniejszong karbonylacja zostato zidentyfikowane biatko 1 pokrew-
ne z bialkiem retinoblastoma, ktore uczestniczy w regulacji cyklu komérkowego (Gutzat 1
wsp. 2012). Podwyzszona karbonylacja homologa reduktazy izoflawonowej byta rowniez
widoczna u siewek traktowanych samym NaCl w poréwnaniu do kontroli. Wariant z sola,
porownujac z grochem inkubowanym w roztworze IAA-Asp, charakteryzowat si¢ natomiast
zwigkszong karbonylacja cytoplazmatycznej dehydrogenazy jablczanowej katalizujacej jedna
z reakcji cyklu Krebsa (Musrati 1 wsp. 1998) oraz syntetazy glutaminy uczestniczacej w me-
tabolizmie aminokwasow (Valderrama-Martin i wsp. 2022). Podwyzszona karbonylacja syn-
tetazy glutaminy wystepowata rowniez u pomaranczy gorzkiej (Citrus aurantium L.) narazo-
nej na stres solny (Tanou i wsp. 2012). Zidentyfikowane w niniejszej pracy biatka wzbogacaja
dotychczasowa wiedze na temat warunkowanej dziataniem chlorku sodu karbonylacji biatek

grochu.
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3. IAA-Asp moduluje poziom fitohormonow w siewkach grochu

Fitohormony, jako czasteczki regulatorowe, dzigki pelnej wspotpracy miedzy soba
reguluja prawidtowy wzrost i rozwdj roslin oraz moduluja ich odpowiedz na pojawiajace si¢
warunki stresowe (Santner i Estelle 2009). Nalezy podkresli¢, ze $cista regulacja poziomu
tych zwigzkoéw jest konieczna do petnienia przez nie kluczowych dla roslin funkcji. W zwiaz-
ku z tym sprawdzono, czy egzogenny IAA-Asp, bedacy produktem koniugacji IAA, moze
modulowa¢ poziom fitohormonéw: JA, ABA oraz SA u siewek grochu.

IAA-Asp wptywal negatywnie na zawarto$¢ JA u siewek grochu inkubowanych w
roztworze koniugatu. Rosliny traktowane 1AA-AsSp przez 3 lub 48 godzin wykazywaty, po-
réwnujac z kontrola, zmniejszony poziom badanego fitohormonu. Nalezy wspomnie¢, ze ist-
nieja doniesienia o negatywnym wplywie kwasu jasmonowego na wzrost korzeni ro$lin (Corti
Monzén i wsp. 2012; Ghorbel i wsp. 2021). Natomiast Ostrowski i wsp. (2016a) zaobserwo-
wali, ze siewki grochu traktowane IAA-Asp przez 48 godzin charakteryzowaly si¢ dtuzszymi
korzeniami niz rosliny kontrolne. By¢ moze obnizony poziom JA wywotany podaniem
IAA-Asp jest powigzany z indukcja wzrostu korzeni grochu. Badany koniugat powodowat
obnizenie zawarto$ci kwasu jasmonowego rowniez u siewek inkubowanych w roztworze
NaCl. Nalezy podkresli¢, ze kwas jasmonowy jest prohormonem, ktory ulega przemianie do
aktywnego hormonu JA-lle podczas reakcji enzymatycznej Kkatalizowanej przez
AtGH3.11/JARI (Staswick 1 wsp. 2005; Thines 1 wsp. 2007). Nie mozna zatem wykluczy¢, ze
IAA-Asp, jako produkt podobnej reakcji zaleznej od GH3, jest w stanie modulowac stezenie
JA poprzez regulacje tworzenia JA-lle.

Fitohormony ABA oraz SA odgrywaja istotng role¢ w odpowiedzi roslin na stres abio-
tyczny (Verma i wsp. 2016). Siewki grochu traktowane IAA-Asp przez 3 oraz 48 godzin wy-
kazywaty obnizony poziom kwasu salicylowego w porownaniu do kontroli. Jednakze w przy-
padku kwasu abscysynowego koniugat, w warunkach krotszej inkubacji, powodowat wzrost
zawarto$ci tego hormonu. Nalezy zauwazy¢, ze zmiany w poziomach ABA i SA wywotane
podaniem IAA-Asp byly podobne do tych wystepujacych u roslin w warunkach szoku osmo-
tycznego. Moze to §wiadczy¢ o negatywnym wptywie koniugatu na siewki grochu. Mimo, ze
zardwno stosowanie warunkow szoku osmotycznego, jak 1 IAA-Asp skutkowalo zwieksze-
niem stezenia ABA oraz zmniejszeniem stezenia SA w siewkach grochu, potaczenie obu
czynnikow nie poglebiato tego efektu. Zapewne ro$liny uruchomity dodatkowe mechanizmy
wplywajace na zawarto§¢ obu fitohormondw, aby zapobiec nadmiernemu wzrosto-

wi/obnizeniu ich poziomu.
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4. Wplyw IAA-Asp na homeostaze auksynowg w siewkach grochu

Auksyny, w tym IAA, kontroluja liczne procesy u roslin, poczawszy od elongacji i
réznicowania komorek do rozwoju organdw, a konczac na regulacji procesu starzenia si¢
(Sauer 1 wsp. 2013). Jednym z proceséw warunkujacych utrzymanie IAA na odpowiednim
poziomie, co jest kluczowe dla petienia przez ten fitohormon wspomnianych funkcji, jest
tworzenie koniugatow IAA. Badania nad ekspresja genow GH3 wykazaty wptyw wielu czyn-
nikéw, takich jak fitohormony, herbicydy oraz stresy abiotyczne i biotyczne, na proces ich
transkrypcji, (Takase i wsp. 2003; Zhang i wsp. 2007; Zhang i wsp. 2009; Wang i wsp. 2010).
Wymienione elementy mogg rowniez modulowa¢ aktywnos$¢ amidosyntetaz GH3 odpowie-
dzialnych za tworzenie koniugatéw amidowych (Elobeid 1 wsp. 2012; Ostrowski 1 Jakubow-
ska 2013). Podobnie jest w przypadku syntezy koniugatow estrowych, gdzie aktywnos¢ en-
zymoOw katalizujacych ten proces moze by¢ regulowana przez wiele czynnikow. Jako przy-
ktad mozna poda¢ syntaze IAInos z ryzu, ktorej aktywnos$¢ zmienia si¢ pod wplywem dziala-
nia IAA, ABA, SA, 2,4-D oraz stresu suszy i solnego (Ciarkowska i wsp. 2016). Fitohormony
moga rowniez modulowaé aktywno$¢ syntazy IAGlc z kukurydzy (Leznicki i Bandurski
1988b; Kowalczyk i wsp. 2002). W kolejnym etapie badan wykonywanych w ramach dokto-
ratu sprawdzono, czy IAA-Asp wpltywa na homeostaze auksynowa w siewkach grochu. W
zwigzku z tym zbadano u tych roélin poziom [IAA po podaniu [AA-Asp. Analizowano réw-
niez, jak w siewkach grochu traktowanych TAA-Asp zmienia si¢ zawartos¢ wspomnianego
koniugatu. Sprawdzono takze, czy IAA-Asp, podobnie jak wymienione wyzej czynniki, regu-
luje ekspresj¢ oraz aktywnos$¢ syntetazy IAA-Asp oraz aktywno$¢ syntazy IAGlc, dwoch en-
zymow modulujacych poziom auksyny.

W siewkach grochu inkubowanych z IAA-Asp przez 3 godziny zaobserwowano naj-
wyzszg zawarto$¢ IAA-Asp wynikajacg prawdopodobnie z akumulacji koniugatu pobranego z
roztworu. Natomiast znaczny spadek poziomu IAA-Asp w poréwnaniu do opisanego warian-
tu wystapit po 48-godzinnym traktowaniu roslin koniugatem. Obnizona zawarto$¢ koniugatu
w badanych warunkach przypuszczalnie jest konsekwencja oksydacyjnej degradacji, ktorej
podlega ten zwigzek, jak wczesniej] bowiem wspomniano, nie zaobserwowano w siewkach
grochu hydrolizy IAA-Asp (Hayashi i wsp. 2021; Miiller i wsp. 2021). Ro$lina, chcac sobie
poradzi¢ z naglym naplywem duzej ilosci IAA-Asp, prawdopodobnie uruchamia proces jego
degradacji, czego koncowym efektem jest powstanie oxIAA. Poziom IAA-Asp jest rOwniez
zmniejszony w siewkach traktowanych koniugatem w potaczeniu z chlorkiem sodu w porow-

naniu do grochu poddanego dziataniu samego koniugatu. Podobnie jest w przypadku dluzszej
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inkubacji ros$lin, gdzie PEG spowodowat spadek poziomu [AA-Asp u roslin traktowanych
jednoczes$nie koniugatem oraz glikolem polietylenowym. By¢ moze wynika to z negatywnego
wptywu zarowno soli, jak 1 PEG na pobieranie koniugatu.

Egzogenny IAA-Asp nie wplynat na zmian¢ poziomu IAA u siewek grochu, co moze
wskazywaé, ze badany koniugat nie zaburza homeostazy auksynowej u tych roslin. Brak
zmian w zawartos$ci [AA u siewek traktowanych IAA-ASp przez 3 godziny koreluje z poréw-
nywalng do kontroli aktywno$cig syntetazy IAA-Asp. Z drugiej strony w badanych warun-
kach nastgpit wzrost aktywnosci syntazy IAGlc. Nalezy jednak zauwazy¢, ze aktywnos¢ tego
enzymu nadal byta bardzo niska, co moze przektadac si¢ na brak zauwazalnych zmian w po-
ziomie IAA. Réwniez u grochu traktowanego jednocze$nie IAA-Asp oraz NaCl nie zaobser-
wowano roéznic w zawartosci IAA, pomimo obnizonej aktywnosci syntetazy IAA-Asp. Takze
1 w tym przypadku brak zmian w poziomie badanej auksyny moze wynika¢ z nieznacznego
spadku aktywnos$ci opisywanego enzymu. Tylko rosliny poddane dziataniu PEG wykazywaty
zmniejszony poziom IAA w poréwnaniu do kontroli, co koreluje z wysokim wzrostem ak-
tywnosci syntazy IAGlc w badanych warunkach. Nizszy wzrost aktywno$ci wspomnianego
enzymu u siewek traktowanych przez 48 godzin samym IAA-Asp lub tez w potaczeniu z PEG
nie wywotat juz zmian w zawartosci IAA. Niezmieniony poziom [IAA u grochu inkubowane-
go w roztworze 1AA-Asp, pomimo wystepujacych zmian w aktywnos$ci syntetazy IAA-Asp
czy tez syntazy IAGlc, moze wskazywac na jednoczesne dzialanie innych enzymow reguluja-
cych zawartos¢ tej auksyny.

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wskazujg na pozytywny wplyw
IAA-Asp na ekspresje kodujacego syntetazg IAA-Asp genu PSGH3 w siewkach grochu trak-
towanych koniugatem przez 3 lub 48 godzin. Badania Ostrowskiego i Jakubowskiej (2013)
wskazuja, ze ekspresja PSGH3.5, kolejnego genu nalezacego do rodziny GH3 grochu, jest
regulowana przez dziatanie fitohormonoéw, herbicydow auksynowych oraz §wiatta. Najwyz-
szg zawartos¢ transkryptéw tego genu zaobserwowano po traktowaniu grochu [AA lub GAs.
Natomiast mniejszy wzrost ekspresji PsGH3.5 wystapil u siewek inkubowanych w roztworze
ABA, kinetyny lub JA. Z badanych fitohormonéw tylko SA nie aktywowat ekspresji
PsGH3.5. Nalezy zauwazy¢, ze siewki grochu traktowane IAA-Asp przez 3 godziny wyka-
zywaly podwyzszong zawartos¢ ABA. By¢ moze, tak jak w przypadku PSGH3.5, zwigckszony
poziom tego fitohormonu wptywa pozytywnie na ekspresje PSGH3. Z drugiej strony siewki
grochu poddane 48-godzinnemu dziataniu TAA-Asp pomimo wzrostu ekspresji PsGH3 nie
mialy podwyzszonego poziomu ABA w porownaniu do kontroli. Nalezy podkresli¢, ze

PsGH3.5 i PsGH3, chociaz oba kodujg biatka GH3, sg dwoma réznymi genami, wiec fito-
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hormony aktywujace transkrypcje PSGH3.5 moga wywotywaé inny efekt na ekspresje
PsGH3. Jako przyktad mozna tutaj poda¢ odmienny wpltyw fitohormonoéw na transkrypcje
réznych genéw GH3 z kukurydzy (Z. mays) (Feng i wsp. 2015). W pedach badanej rosliny
ZmGH3-1 wykazywat nadekspresje w wyniku dziatania ABA oraz JA, podczas gdy ZmGH3-
2 charakteryzowat si¢ zmniejszong ekspresja po podaniu kwasu abscysynowego lub brakiem
jej zmian pod wplywem kwasu jasmonowego. Pomimo podwyzszonego poziomu transkryp-
tow PSGH3, aktywno$¢ syntetazy IAA-Asp nie ulegla zmianie u siewek grochu traktowanych
IAA-Asp przez 3 godziny w porownaniu do kontroli. Jednakze okres trzech godzin jest zbyt
krotki, aby oprdocz procesu transkrypcji mogta rowniez zaj$¢ translacja syntetazy TAA-ASp
prowadzaca do wzrostu poziomu tego biatka, co moze thumaczy¢ brak zmian aktywnos$ci en-
zymatycznej. Ponadto u siewek inkubowanych przez krotszy czas w roztworze
IAA-Asp wystepuje bardzo wysoki poziom wspomnianego koniugatu, ktory jako produkt
reakcji katalizowanej przez syntetaze IAA-Asp moze wplywa¢ hamujaco na aktywnos$¢ tego
enzymu. Warto rOwniez zaznaczy¢, ze podobnie jak w przypadku ekspresji PSGH3.5, rowniez
aktywnos¢ syntetazy IAA-Asp z grochu jest regulowana przez fitohormony, herbicydy auksy-
nowe oraz $wiatlo (Ostrowski i Jakubowska 2013). Najwyzszy wzrost aktywnosci enzymu
pojawit si¢ po podaniu IAA oraz SA. Natomiast stabsze dziatanie indukujace wykazywaty
ABA, GAg3, kinetyna lub JA. Wyniki te moga sugerowac, ze wywotane przez IAA-Asp zmia-
ny w poziomie fitohormonéw moga w konsekwencji wplywac nie tylko na ekspresje PSGH3,
ale rowniez na aktywno$¢ syntetazy IAA-Asp. Siewki grochu traktowane koniugatem przez
48 godzin charakteryzowaty si¢ nieznacznie podwyzszong aktywnoscig tego enzymu. Moze
by¢ to powigzane z jednoczesnym wzrostem ilosci transkryptow PSGH3, ktore moga nastep-
nie podlega¢ translacji. Z drugiej strony omawiane ro$liny miaty nizszy poziom IAA-Asp w
poréwnaniu do grochu inkubowanego przez 3 godziny w roztworze koniugatu. Jego nizsza
zawarto$¢ mogla przyczyni¢ si¢ do zmniejszonego hamowania aktywnosci syntetazy [AA-
Asp.

W przypadku siewek grochu traktowanych NaCl podawany koniugat powodowat
wzrost ekspresji PSGH3, ale spadek aktywnosci syntetazy IAA-Asp. By¢ moze zwigkszona w
tych warunkach transkrypcja PSGH3 jest odpowiedzig na obnizong aktywnos$¢ syntetazy
IAA-Asp. Nalezy zauwazy¢, ze poziom IAA-Asp w siewkach inkubowanych w roztworze
NaCl w polaczeniu z koniugatem byt wyzszy w poréwnaniu do wariantu z samym NaCl.
Mozliwe, ze podwyzszona zawarto$¢ IAA-Asp mogla spowodowaé spadek aktywnos$ci synte-
tazy IAA-Asp u tych roslin. Z kolei badany koniugat nie wptywat na ekspresje PSGH3 u gro-

chu poddanego dziataniu PEG. Jednak w tych warunkach obserwowany byt niewielki wzrost
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aktywnosci syntetazy IAA-Asp. Uzyskane wyniki §wiadcza o odmiennym dziataniu koniuga-
tu na ekspresj¢ oraz aktywnos¢ syntetazy IAA-Asp w warunkach szoku osmotycznego w po-
rownaniu do warunkow fizjologicznych rosliny.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej badano réwniez wptyw IAA-Asp na aktywnos$¢
syntazy IAGlc, ktéra katalizuje pierwszy etap tworzenia koniugatéw estrowych.
IAA-Asp po 3 lub 48-godzinnej inkubacji powodowal wzrost aktywnosci tego enzymu u sie-
wek grochu. Zaobserwowano takze pozytywne dziatanie badanego koniugatu na aktywno$¢
rekombinowanej syntazy 1AGIc z kukurydzy (Ciarkowska i wsp. 2021). Na podstawie wyko-
nanej analizy kinetycznej enzymu autorzy artykulu zasugerowali, ze IAA-Asp moze konku-
rowa¢ z IAA o jego miejsce aktywne i zmniejsza¢ powinowactwo enzymu do IAA. Natomiast
w pracy Yin i wsp. (2021) zostala zidentyfikowana N-glukozylotransferaza z mitorzebu
(Ginkgo biloba), ktora katalizuje tworzenie glukozydow IAA-Asp. Nawigzujac do opisanych
badan, IAA-AsSp moze by¢ substratem syntazy IAGlc, co thumaczytoby zwigkszong aktyw-
no$¢ tego enzymu po podaniu koniugatu przy jednoczesnym braku zmian w poziomie I1AA. Z
drugiej strony IAA-Asp powodowal obnizenie aktywnosci wspomnianej glukozylotransferazy
u siewek traktowanych PEG. Przedstawione wyniki wskazujg, ze IAA-Asp reguluje aktyw-
no$¢ syntazy IAGlc obecnej w grochu. Wplyw tego zwiazku, podobnie jak w przypadku syn-
tetazy IAA-Asp, zalezny jest od jednoczesnego dziatania na rosling czynnika stresowego lub
tez jego braku.

Koniugaty fitohormonow uczestnicza w metabolizmie tych zwigzkow oraz stanowia
ich magazyn (Bajguz i Piotrowska 2009). Mogg rowniez wykazywac aktywnos$¢ biologiczng
istotng dla wzrostu 1 rozwoju ro$lin lub ich funkcjonowania w warunkach stresowych (Gon-
zalez-Lamothe i wsp. 2012; Boéttcher i wsp. 2013). Koniugat amidowy JA-lle jest aktywnym
hormonem, ktory jako czasteczka sygnatowa oddzialuje z kompleksem receptorowym
SCFCO.JAZ (Thines i wsp. 2007). Odkryto takze, ze jasmonylo-walina (JA-Val) oraz jasmo-
nylo-leucyna (JA-Leu) rowniez promuja interakcje pomiedzy biatkiem COIl a represorem
transkrypcji JAZ w ryzu, a w konsekwencji wpltywaja pozytywnie na odpowiedz rosliny na
atak szkodnikow (Fu i wsp. 2022). Badania przedstawione w rozprawie potwierdzaja, ze po-
dobnie jak wspomniane koniugaty kwasu jasmonowego, rowniez IAA-Asp moze wykazywac
aktywno$¢ biologiczna, niezalezng od IAA. Ponadto uzyskane wyniki poszerzaja dotychcza-
sowg wiedz¢ dotyczacg wptywu IAA-Asp na mechanizmy antyoksydacyjne u roslin narazo-
nych na dziatanie czynnikow abiotycznych. W celu przyblizenia si¢ do odpowiedzi, w jaki
sposOb moze dziata¢ wspomniany koniugat, po raz pierwszy sprawdzono jego wplyw na po-

ziom IAA oraz innych fitohormonow oraz na ekspresje i/lub aktywno$¢ enzymow zaangazo-
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wanych w tworzenie koniugatéw auksyny. Badania te stanowig jednak poczatek do poznania

mechanizmu dziatania TAA-Asp, nad ktérym nalezaloby si¢ pochyli¢ w przysztosci.
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PODSUMOWANIE

IAA-Asp nie stanowi zrodta wolnego IAA w siewkach grochu nienarazonych na dziata-
nie warunkow stresowych, jak 1 poddanych dziataniu szoku osmotycznego. W zwigzku
z tym obserwowane wyniki sg efektem dziatania samego [AA-Asp, nie za§ wzrostu ste-
zenia IAA spowodowanego hydroliza koniugatu.

IAA-Asp nie wptywa na poziom antyoksydantow, proliny i askorbinianu, peroksydacje
lipidow oraz zawarto$¢ metyloglioksalu u siewek narazonych na szok osmotyczny.

W warunkach szoku osmotycznego egzogenny IAA-Asp wptywa na aktywnos$¢ enzy-
moéw regulujacych zawarto$¢ glutationu (GR oraz GST) oraz na S-glutationylacje bia-
tek, dzigki czemu moduluje status tiolowy w siewkach grochu.

IAA-Asp nieznacznie indukuje karbonylacje biatek w siewkach grochu poddanych dzia-
faniu szoku osmotycznego.

Badany koniugat reguluje zawarto$¢ fitohormonéw ABA 1 SA w optymalnych warun-
kach wzrostu, a takze JA w siewkach grochu nienarazonych na dzialanie warunkow
stresowych, jak 1 poddanych dzialaniu szoku osmotycznego.

IAA-Asp nie wywoluje zmian w poziomie IAA, pomimo wplywu na ekspresje 1 aktyw-
no$¢ amidosyntetazy IAA-Asp oraz aktywnos¢ syntazy IAGlc w siewkach grochu nie-
narazonych na dzialanie warunkéw stresowych, jak 1 poddanych dziataniu szoku osmo-

tycznego.
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