Streszczenie

Cykliezny 3°,5° — guanozynomonofosforan (¢cGMP) to czasteczka sygnalna, ktora pelni istotng
rolg zarowno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Enzymami
odpowiedzialnymi za synteze ¢GMP sa cyklazy guanylanowe (GC). Roslinne GC
charakteryzujg sie znaczaco r6zng budowg od lepiej poznanych i scharakteryzowanych cyklaz
zwierzgeych. Do tej pory opisano enzymy te u kilku gatunkéw ro$lin oraz zbadano role GC
1 cGMP w procesach wzrostu, rozwoju i w odpowiedzi na zewnetrzne czynniki stresowe.

Celem niniejszej pracy byta charakterystyka dwoch cyklaz guanylanowych u Brachypodium
distachyon, transmembranowej BdPepR2 i cytozolowej (rozpuszczalnej) BAGUCDI, oraz
odpowiedz na pytanie o role cyklaz guanylanowych w reakcjach uruchamianych w komorkach
roslin jednolisciennych w nastgpstwie biotycznych czynnikow stresowych wywotanych
infekeja  Fusarium  pseudograminearum, —okreslenie funkcji cyklicznych nukleotydow
w procesach zachodzacych w komorkach roslinnych pod wplywem infekeji i ustalenie
zaleznosci przyczynowo - skutkowych pomiedzy cyklazami, cyklicznymi nukleotydami
i wybranymi hormonami stresowymi.

W toku prac dowiodlam. iz rekombinowane biatka BdPepR2 i BAGUCDI charakteryzujg sie
aktywnoscig enzymatyczng cyklazy guanylanowej in vitro. Ponadto, potwierdzitam aktywnos¢
kinazy serynowo/treoninowej u BdPepR2, ktéra jest regulowana przez ¢cGMP. Powyzsze
doswiadczenia biochemiczne uzupetnitam analizami in silico, ktore wykazaly, ze BdPepR2
zawiera 14-aminokwasowe centrum Katalityczne charakterystyczne dla roslinnych GC. Jednak
w przypadku BdPepR2 w jednej z funkcjonalnie istotnych pozycji wystepuje metionina, nigdy
wezesniej nie analizowana jako potencjalny aminokwas wchodzacy w skiad centrum
aktywnego. Modelowanie struktury potaczone z dokowaniem substratu sugeruje,
ze w przypadku BdPepR2 metionina moze wykazywa¢ dodatnie powinowactwo wzgledem
GTP w centrum GC. dane te wymagaly jednak weryfikacji poprzez wykonanie serii
doswiadczen. Wykorzystujagc mutagenezg kierunkowa zaprojektowalam biatka z roznymi
mutacjami w centrum GC. a nastgpnie potwierdzitam, ze metionina jest aminokwasem
najbardziej preferowanym sposrod analizowanych. Jej obecnos¢ wiazata sie z najwyzsza
aktywnoscia GC in vitro, co moze by¢ unikalng cechg cyklaz guanylanowych roglin
Jednolisciennych. Kolejno. testowalam czy cyklazy guanylanowe, BAGUCDI i BdPepR2, oraz
¢GMP uczestnicza w odpowiedzi Brachypodium  distachyon na infekcje Fusarium
pseudograminearum oraz analizowatam czy istniejg zaleznosci przyczynowo skutkowe
pomigdzy ¢GMP, a jasmonianami, kwasem salicylowym i kwasem abscysynowym,
w nastepstwie infekcji. W wyniku przeprowadzonych analiz wykazatam, ze wzrost poziomu
cGMP inicjowany jest infekcja F. pseudograminearum, a analizy poziomu transkryptu ukazaty
dynamiczne zmiany ekspresji genow BdGUCDI i BdPepR2, wykazujac, ze podlegaja one
regulacji przez infekcje grzybowa. Ponadto, odnotowatam, ze w pierwszej dobie po inokulacji
F. pseudograminearum w komorkach B. distachyon dochodzi do znaczacego wzrostu poziomu
kwasu jasmonowego ., natomiast stezenie kwasu abscysynowego wzrasta tylko trzeciego dnia.
Ponadto, dzigki zastosowaniu inhibitora cyklaz guanylanowych przed inokulacja
F. pseudograminearum. wykazatam, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy c¢GMP. a szlakiem
jasmonowym gdyz zahamowanie syntezy c¢GMP modulowalo poziom tylko jednego




zanalizowanych hormonow. kwasu jasmonowego. Opisane wyniki pozwolity na
wkomponowanie dokonanych odkry¢ do istniejgcego stanu wiedzy o metabolizmie cyklicznych
nukleotydow u rodlin oraz uzupehily dotychczasowa wiedze na temat odpowiedzi
B. distachyon na biotyczny czynnik stresowy.
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