STRESZCZENIE

Kwas indolilo-3-octowy (IAA) reguluje wiele procesow zwigzanych ze wzrostem
1 rozwojem rosliny. Biologicznie aktywng forme¢ fitohormonu stanowi wolna auksyna, jed-
nakze w catkowitej puli IAA dominuja jego zwigzane formy, nazywane koniugatami. W za-
leznosci od rodzaju czgsteczki, do ktérej przylaczony jest IAA oraz wytwarzanego migdzy
nimi wigzania wyr6znia si¢ koniugaty estrowe i amidowe. Przyjmuje si¢, ze koniugaty estro-
we stanowig przewazajaca forme¢ auksyny u roélin jednolisciennych, natomiast rosliny dwuli-
Scienne gromadza gléwnie koniugaty amidowe IAA. Jednym z enzyméw szlaku biosyntezy
koniugatéw estrowych TAA jest acylotransferaza 1-O-indolilo-3-acetylo-B-D-glukoza (1-O-
IAGIc) : myo-inozytol (syntaza [Alnos), ktora katalizuje reakcj¢ przeniesienia reszty IAA
z 1-O-IAGlc na czasteczke myo-inozytolu. W wyniku tej reakcji powstaje IA-myo-inozytol
(IAInos), ktory u ryzu stanowi okolo 10% calkowitej puli koniugatéw estrowych. Na podsta-
wie analizy czesciowe) sekwencji aminokwasowej syntazy IAlnos z kukurydzy, enzym ten
zostal zaklasyfikowany do rodziny acylotransferaz podobnych do karboksypeptydaz seryno-
wych, SCPL. W ramach badan przedstawionych w niniejszej pracy sklonowano gen kodujacy
syntaze 1AlInos z ryzu i przeprowadzono jego ekspresj¢ w bakteryjnym i drozdzowym syste-
mie ekspresyjnym. Wiasciwosci otrzymanych w ten sposéb rekombinowanych bialek poréw-
nano z czg$ciowo oczyszczonym preparatem natywnej syntazy IAlnos wyizolowanej
z 6-dniowych siewek ryzu. Wszystkie trzy formy enzymu wykazuja identyczne optimum pH
wynoszace 7,4 oraz bardzo zblizone wartosci Ky dla myo-inozytolu, a ich aktywno$c jest ha-
mowana przez fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) — znany nieodwracalny inhibitor kar-
boksypeptydaz serynowych. Natywna syntaza [AlInos z ryzu wyrdznia si¢ zdecydowanie niz-
sza wartoscig szybkosci maksymalnej w porownaniu do obu rekombinowanych form, jest tez
mniej wrazliwa na dziatanie PMSF. Analiza wplywu czasu prowadzenia reakcji na aktywnos¢
syntazy [Alnos z ryzu sugeruje, ze enzym ten oprocz podstawowej aktywnosci acylotransfe-
razowej moze wykazywaé rowniez aktywnos¢ hydrolityczng wzgledem IAInos. Tempo zmian
aktywnosci katalitycznej jest rozne dla natywnej syntazy [Alnos i obu biatek rekombinowa-
nych, mozliwe wigc, ze zalezy od poziomu ich glikozylacji. Na tej podstawie mozna przy-
puszczaé, ze aktywnos¢ syntazy [Alnos jest regulowana poprzez glikozylacj¢ tego enzymu. W
ramach niniejszej pracy zbadano rowniez wplyw warunkéw stresu abiotycznego (stres solny i
susza) oraz fitohormonéw (IAA, 2,4-D, SA i ABA) na ekspresj¢ i aktywnos¢ syntazy [AlInos
w 6-dniowych siewkach ryzu. Warunki stresowe oraz ABA powodowatly spadek aktywnosci
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enzymu, natomiast IAA, 2,4-D i SA stymulowaly jego aktywno$¢. Badane warunki praktycz-

nie nie mialy wplywu na ekspresj¢ syntazy IAlnos, co sugeruje ze regulujg aktywnos¢ tego
biatka na poziomie posttranslacyjnym.
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