
Streszczenie 

Cykliczny 3',5" - guanozynomonofosforan (cGMP) to czqsteczka sygnalna, ktorapelni istotn^ 
rol^ zarowno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Enzymami 
odpowiedzialnymi za syntez^ cGMP cyklazy guanylanowe (GC). Roslinne GC 
charakteryzuj^ si^ znacz^co rozn^ budow^ od lepiej poznanych i scharakteryzowanych cyklaz 
zwierz^cych. Do tej pory opisano enzymy te u kilku gatunkow roslin oraz zbadano rol^ GC 
i cGMP w procesach wzrostu, rozwoju i w odpowiedzi na zewn^trzne czynniki stresowe. 

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka dwoch cyklaz guanylanowych u Brachypodium 
distachyon, transmembranowej BdPepR2 i cytozolowej (rozpuszczalnej) BdGUCDl , oraz 
odpowiedz na pytanie o rol^ cyklaz guanylanowych w reakcjach uruchamianych w komorkach 
roslin jednolisciennych w nast^pstwie biotycznych czynnikow stresowych wywolanych 
infekcj^ Fusariiim pseudograminearum. okreslenie funkcji cyklicznych nukleotydow 
w procesach zachodz^cych w komorkach roslinnych pod wptywem infekcji i ustalenie 
zaleznosci przyczynowo - skutkowych pomi^dzy cyklazami, cyklicznymi nukleotydami 
i wybranymi hormonami stresowymi. 

W toku prac dowiodlam, iz rekombinowane bialka BdPepR2 i BdGUCDl charakteryzuj^ si? 
aktywnosci^ enzymatyczn^ cyklazy guanylanowej in vitro. Ponadto, potwierdzilam aktywnosc 
kinazy serynowo/treoninowej u BdPepR2, ktora jest regulowana przez cGMP. Powyzsze 
doswiadczenia biochemiczne uzupetnilam analizami in silico, ktore wykazaly, ze BdPepR2 
zawiera 14-aminokwasowe centrum katalityczne charakterystyczne dla roslinnych GC. Jednak 
wprzypadku BdPepR2 wjednej z funkcjonalnie istotnych pozycji wyst^puje metionina, nigdy 
wczesniej nie analizowana jako potencjalny aminokwas wchodz^cy w sklad centrum 
aktywnego. Modelowanie struktury pol^czone z dokowaniem substratu sugeruje, 
ze w przypadku BdPepR2 metionina moze wykazywac dodatnie powinowactwo wzgl^dem 
GTP w centrum GC, dane te wymagaly jednak weryfikacji poprzez wykonanie serii 
doswiadczeh. Wykorzystuj^c mutagenez? kierunkow^ zaprojektowalam bialka z roznymi 
mutacjami w centrum GC. a nast^pnie potwierdzilam, ze metionina jest aminokwasem 
najbardziej preferowanym sposrod analizowanych. Jej obecnosc wicjzala si? z najwyzsz^ 
aktywnosciq GC in vitro, co moze bye unikaln^ cech^ cyklaz guanylanowych roslin 
jednolisciennych. Kolejno. testowalam czy cyklazy guanylanowe, BdGUCDl i BdPepR2, oraz 
cGMP uczestnicz^ w odpowiedzi Brachypodium distachyon na infekcj? Fusarium 
pseudograminearum oraz analizowalam czy istniej^ zaleznosci przyczynowo skutkowe 
pomi?dzy cGMP. a jasmonianami. kwasem salicylowym i kwasem abscysynowym, 
wnast?pstwie infekcji. W wyniku przeprowadzonych analiz wykazalam, ze wzrost poziomu 
cGMP inicjowany jest infekcji F. pseudograminearum, a analizy poziomu transkryptu ukazaiy 
dynamiczne zmiany ekspresji genow BdGUCDl i BdPepRl. wykazuj^c, ze podlegaj^ one 
regulacji przez infekcj? grzybow^. Ponadto. odnotowalam. ze w pierwszej dobie po inokulacji 
F. pseudograminearum w komorkach B. distachyon dochodzi do znacz^cego wzrostu poziomu 
kwasu jasmonowego . natomiast st?zenie kwasu abscysynowego wzrasta tylko trzeciego dnia. 
Ponadto, dzi?ki zastosowaniu inhibitora cyklaz guanylanowych przed inokulacji 
F. pseudograminearum. wykazalam. ze istnieje zaleznosc pomi?dzy cGMP. a szlakiem 
jasmonowym gdyz zahamowanie syntezy cGMP modulowalo poziom tylko jednego 



z analizowanych hormonow. kwasu jasmonowego. Opisane wyniki pozwolily na 
wkomponowanie dokonanych odkryc do istniejcjcego stanu wiedzy o metabolizmie cyklicznych 
nukleotydow u roslin oraz uzupelnily dotychczasowa wiedz? na temat odpowiedzi 
B. distachyon na biotyczny czynnik stresowy. 

I 

I 
I " « 


