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1. Imig i nazwisko
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Wydzial Rolnictwa i Biologii
Katedra Fizjologii Roslin
ul. Nowoursynowska 159, budynek 37
02-776 Warszawa

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2009 - Doktor nauk rolniczych w zakresie agronomii, stopien naukowy uzyskany na Wydziale
Rolnictwa i Biologii Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Praca
doktorska realizowana w Katedrze Fizjologii Roslin. Promotor pracy: prof. dr hab. Renata
Bogatek-Leszczyfiska. Praca doktorska pod tytulem: Wspoldziatanie cyjanowodoru i tlenku
azotu w przetamywaniu gi¢bokiego spoczynku nasion jabloni (Malus domestica Borkh.).

2003 - Magister nauk biologicznych. stopieni uzyskany na Wydziale Rolniczym Szkoly
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Praca magisterska realizowana w Katedrze
Biochemii Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie pod kierunkiem dr
Slawomira Orzechowskiego. Praca magisterska pod tytulem: Izolowanie biatek zwiazanych z
ziarnami skrobi,

2002 - uzyskanie uprawnien pedagogicznych do wykonywania zawodu nauczycielskiego po
ukoniczeniu Rocznego Réwnoleglego Studium Pedagogiczne realizowanego na Wydziale
Ekonomiczno-Rolniczym w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

12. 2010. - obecnie - stanowisko adiunkta w Katedrze Fizjologii Roslin, Wydzial
Rolnictwa i Biologii, Szkola Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul.
Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa.

28.12. 2009. - stanowisko asystenta w Katedrze Fizjologii Roslin Wydziat Rolnictwa i
Biologii, Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul.
Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa.

4. Wykazanie osiagnigcia wynikajacego z art.16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
I., 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U, nr 65, poz. 595 ze zm.):

A) Tytul osiggniecia naukowego

Reaktywne formy azotu i poliaminy - niezb¢dne zwiazki regulatorowe uczestniczace w
kielkowaniu zarodkéw jabloni i wzroscie siewek pomidora



B) Publikacje wehodzqcee w sklad osiggnigcia naukowego
IF zgodny z rokiem opublikowania; punkty MNiSW (wg wykazu z dn. 9.12.2016r. )

I. Krasuska U., Ciacka K., Bogatek R., Gniazdowska A. (2014) Polyamines and nitric
oxide link in regulation of dormancy removal and germination of apple (Malus
domestica Borkh.) embryos. Journal of Plant Growth Regulation 33: 590-601,
doi:10.1007/s00344-013-9408-7 IF- 2,23, IF V- 2,64, 35 punktéw MNiSW. Udziat -
45%.

2. Krasuska U., Debska K., Otulak K., Bogatek R., Gniazdowska A. (2015) Switch
from heterotrophy to autotrophy of apple cotyledons depends on NO signal. Planta
242: 1221-1236, doi: 10.1007/s00425-015-2361-x IF- 3,23, IF V — 3,69, 35 punktow
MNiSW. Udzial — 70%.

3. Krasuska U., Andrzejczak O., Staszek P., Borucki W., Gniazdowska A. (2016)
Toxicity of canavanine in tomato (Solanum lycopersicum L.) roots is due to
alterations in RNS, ROS and auxin levels. Plant Physiology and Biochemistry 103:
84-95, doi:10.1016/j.plaphy.2016.03.005 IF- 3,36, IF V — 3,09, 35 punktoéw MNiSW.
Udzial — 60%.

4. Krasuska U., Andrzejczak O., Staszek P., Bogatek R., Gniazdowska A. (2016)
Canavanine alters ROS/RNS level and leads to posttranslational modification of
proteins in roots of tomato seedlings. Frontiers in Plant Science 7: 840. doi:
10.3389/fpls.2016.00840 IF - 4,29, IF V — 4,67, 40 punktéw MNiSW. Udzial — 60%.

5. Krasuska U., Ciacka K., Orzechowski S., Fettke J., Bogatek R., Gniazdowska A.
(2016) Modification of the endogenous NO level influences apple embryos dormancy
by alterations of nitrated and biotinylated protein patterns. Planta 244: 877-891, doi:
10.1007/500425-016-2553-z IF- 3,36 IF V — 3,69, 35 punktéw MNiSW. Udzial -
65%.

6. Krasuska U,, Ciacka K., Gniazdowska A. (2017) Nitric oxide-polyamines cross talk
during dormancy release and germination of apple embryos. Nitric oxide - Biology
and Chemistry 68: 38-50, doi: 10.1016/j.niox.2016.11.003 IF = 4,36, IF V - 3,72, 30
punktow MNiSW. Udzial - 70%.

Sumarycznie: IF = 20,7; punkty MNiSW = 210

C) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania,

WPROWADZENIE

Jedyng mobilng postacig w catym cyklu zyciowym roslin wyzszych sg nasiona, ktore
umozliwiajg rozprzestrzenianie sie gatunkéw w srodowisku naturalnym, a zatem zachowanie
bior6znorodnosei (Donohue i inni, 2010, Angelovici i inni, 2010, Footitt i inni, 2011).
Jednakze, dla zapewnienia niezakléconej kontynuaciji gatunku, zwlaszcza w warunkach
okresowo niesprzyjajgeych dla wzrostu i rozwoju (nieodpowiednia temperatura, ilos¢ wody
czy Swiatla) rosliny wyksztalcily pewne mechanizmy zwigzane z unikaniem czynnikow
stresowych, w tym spoczynek nasion (Finch-Savage i Leubner-Metzger, 2006, Nonogaki 1

inni, 2010). Stan ten jest przejsciowy i ustgpuje w odpowiednim czasie, tak by nasiona
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kietlkowaly w optymalnych warunkach $rodowiska. Stad, spoczynek powszechnie definiuje
si¢ jako okresowa niezdolno$¢ zywotnych nasion do kielkowania, wynikajaca z roznych
blokad fizycznych badz fizjologicznych (Nonogaki i inni, 2010, Footitt i inni, 2011,
Weitbrecht i inni, 2011). Z kolei za gleboki spoczynek nasion uwaza sie stan, w ktorym mimo
zapewnienia optymalnych warunkow do kielkowania (np. w kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych) proces ten nie zachodzi z powodu istnienia roznych barier np. grubej okrywy
nasiennej badz inhibitorow kielkowania. Glgboki spoczynek nasion w warunkach
laboratoryjnych mozna przerwa¢ stosujgc fitohormony np. gibereliny, czy inne regulatory
wzrostu i rozwoju roslin np. poliaminy (PA), reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS), czy reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species, RNS) (Lewak,
2011, Krasuska i inni, 2015b). Powszechnie stosowanym zabiegiem majgcym na celu
przerwanie glebokiego spoczynku nasion jest stratyfikacja np. w warunkach chlodu (Lewak,
2011).

Ustepowanie spoczynku wigze si¢ z inicjacja kietkowania. Kielkowanie nasion sensu
stricto rozpoczyna proces imbibicji, a konczy przebicie tupiny nasiennej przez korzen
zarodkowy (Nonogaki i inni, 2010, Lewak, 2011). Kolejnym etapem jest wzrost siewki, kiedy
mlody organizm wyksztalca autotrofig. Zdolnos¢ do przeprowadzania procesu fotosyntezy
umozliwia prawidlowy i réwnomiemy rozwdj, co z kolei sprzyja przetrwaniu w danym
Srodowisku. Na swietle w rozwijajacych si¢ siewkach chloroplasty powstajg z proplastydow
lub z etioplastéw (Pogson i Albrecht, 2011). Kluczowa w tym procesie jest zdolnosé¢ do
percepcji promieniowania $wietlnego jak i do dalszej transdukcji sygnalu. Dojrzewanie
chloroplastow jest zwiazane z transkrypcja genéw regulatorowych, ktorych produkty
wplywaja na syntezg chlorofilu jak i powstawanie komponentow aparatu fotosyntetycznego
(Waters 1 Langdale, 2009). Ponadto niezaklécony rozwdj chloroplastow umozliwia

metaboliczna aktywnosc szeregu czasteczek sygnalowych, wlaczajac w to RNS.

Reaktywne formy azotu (RNS)

Tlenek azotu (NO), zaliczany do RNS to mala czasteczka gazowa, ktorej obecnosé
notuje si¢ zarowno w organizmach zywych jak i srodowisku naturalnym (Corpas i Barroso,
2015, Keshavarz-Tohid i inni, 2016, Corpas i Palma, 2018). Wzrost zainteresowania RNS
szczegolnie notowano w ostatnich dekadach XX w., czego poklosiem bylo nazwanie NO
wczasteczka roku” w 1992 roku przez Science (Yu i inni, 2014). W przypadku roslin pierwsze

dane literaturowe dotyczgce udzialu NO w reakcji na stres siggaja 1998 r. (Delledonne i inni,



1998). Obecnie, powszechnie RNS zalicza si¢ do zwigzkéw regulatorowych uczestniczacych
w procesach wzrostu i rozwoju roslin (Corpas i Barroso, 2015, Corpas i Palma, 2018).

Do cech charakterystycznych NO nalezy lipofilnos¢ co ulatwia przenikanie przez
blony biologiczne, aczkolwiek wykazano, ze réwniez akwaporyny aktywnie uczestnicza w
transporcie tej czasteczki (Stamler i inni, 1992, Katusic, 1992, Herrera i inni, 2006). Wysoka
reaktywnos¢ NO wynika z obecnosci na atomie azotu jednego niesparowanego elektronu.
Wyrdznia sig trzy formy NO: rodnikowa (NO'), anionowa (NO’) oraz kationowa (NO)
(Stamler i inni, 1992, Szuba i Wojtaszek 2010). Ponadto do RNS sg zaliczane m.in.
czasteczki: dwutlenek azotu (NO»), nadtlenoazotyn (ONOQ") oraz trojtlenek dwuazotu (N,Os)
(Mur i inni, 2013, Ciacka i inni, 2015, Keshavarz-Tohid i inni, 2016). Obecnosé NO w
srodowisku naturalnym wynika z takich procesow jak denitryfikacja, nitryfikacja oraz
redukcja azotanéw (NO;') do jonow amonowych (NH;") (Mur i inni, 201 3). W wyniku reakcji
NO z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O;") powstaje szczegdlnie aktywna RNS - ONOO
(Izbianska i inni, 2018), ktéra uczestniczy m.in. w procesie nitracji aminokwasow, kwaséw
tuszezowych i kwaséw nukleinowych (Lozano-Juste i inni, 2011, Mata-Pérez i inni, 2017,
Izbianska i inni, 2018). Na dzien dzisiejszy nie udalo si¢ zidentyfikowaé receptoréw dla RNS,
ale wykazano, Ze transdukcja sygnatu zachodzi m.in, poprzez mechanizm powiazany z
degradacja specyficznych dla roslin regulatoréw transkrypcji w wyniku tzw. reguty N-konca
rozpadu bialek np. czynnikéw z grupy VII reakcji na etylen (Gibbs i inni, 2014). W ten
sposob czynniki te stanowia swoiste sensory NO. Ponadto jak wykazano na przykladzie
siewek rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana L.), krotkotrwale traktowanie NO powoduje
zmiang ekspresji gendéw, co z kolei umozliwito wyodrebnienie czynnikéw transkrypeyjnych
zwiazanych z transdukeja sygnalu etylenu, przekazywaniem sygnatu strigolaktonow jak i ich
biosyntezg., nagromadzaniem i produkcjg salicylanéw (Castillo i inni, 2018). NO zaréwno
pozytywnie jak i negatywnie regulowal funkcjonowanie receptoréw kwasu abscysynowego
(ABA) i transkryptow kodujacych komponenty sciezki sygnalowej brasinosteroidow (Castillo
1 inni, 2018). Sg to kolejne elementy zaangazowane w percepcje, przekazywanie lub nawet
wzmacnianie sygnatu NO.

Ogromne zainteresowanie biochemia i funkcjg RNS. réwniez u roélin sprzyja
prowadzeniu badan i stosowaniu réznych zwigzkéw chemicznych modyfikujacych stgzenie
tych czgsteczek. Dostgpnych w sprzedazy jest kilkadziesigt preparatow roznigcych sie¢ m.in.
kinetykg oraz rodzajem uwalnianych RNS. Z danych literaturowych, takimi powszechnie
uzywanymi ,,donorami” sq m.in. nitroprusydek sodu (SNP) - uwalniajacy NO", ale rowniez

jony cyjankowe (CN) (reakcja wymagajaca $wiatla) oraz S-nitrozo-N-acetylopenicyloamina
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(SNAP) - uwalniajacy NO" (reakcja wymagajaca $wiatla). SNP jest bardziej stabilnym
zwigzkiem od SNAP. Jego zastosowanie staje si¢ bardziej przydatne w przypadku kiedy
istnieje  potrzeba dluzszego czasu traktowania badanego materialu do$wiadczalnego
(Floryszak-Wieczorek i inni, 2006, Mur i inni, 2013, Keshavarz-Tohid i inni, 2016). Stosujac
SNP powinno sig jednoczesnie przeprowadza¢ proby ze zwigzkiem, ktéry nie wyzwala NO,
aby wykluczy¢ ewentualne dziatanie CN'. RNS sa uwalniane z soli azotynowych w obecnosci
reduktantow, w kwasnym pH. W tym przypadku reakcja rowniez przebiega w ciemnoscei (co
bywa czasem ogromng zaletg) (Yamasaki, 2000). Ponadto material badawczy moze by¢
poddany krétkotrwalemu (kilka minut) dzialaniu NO, wstrzykiwanemu do ukladu
zamknigtego z butli (Castillo i inni, 2018). Innymi zwigzkami uwalniajacymi NO sa diolany
diazoniowe, zwane NONOatami (np. spermino-NONO), powszechnie wykorzystywane w
testach klinicznych dotyczacych chorob ukladu krazenia (Keefer, 2011). Zatem wybierajac
konkretny donor NO do badan nalezy uwzgledni¢ mechanizm oraz kinetyke uwalniania NO,
ktore zaleza od warunkéw reakcji (Floryszak-Wieczorek i inni, 2006). W celu regulacji
stgzenia RNS w danym ukladzie doswiadczalnym stosuje sie¢ nie tylko ..donory” NO ale
rowniez  ,zmiatacze” np.  3-N-tlenek 2-[4-karboksyfenylo]-4,4,5,5-tetrametylo-1-
oksyimidazolu (cPTIO), ester metylowy L-NG-nitroargininy (L-NAME) czy kanawaning
(Can) (Szuba i Wojtaszek, 2010, Mur i inni, 2013, Krasuska i inni, 2016 — publikacja nr 5
osiggnigcia naukowego). Wymienione wyzej zwiazki nie do konca eliminuja kazda forme
RNS. Ich dzialanie tez jest rozne np. w przypadku L-NAME czy Can nie tyle uzyskuje sie
efekt eliminacji NO w badanym obiekcie, co hamuje aktywnoéé enzymu odpowiedzialnego za
biosynteze tego zwigzku. Na dzien dzisiejszy jest to jednak dosy¢ dyskusyjna metoda
zmniejszania stgzenia NO u roélin wyzszych jako materialu doswiadczalnego, co zostalo
wyjasnione ponizej.

W przypadku roslin NO jest syntetyzowany w takich organellach komoérkowych jak
mitochondria, peroksysomy, chloroplasty ale réwniez na terenie cytoplazmy i w apoplascie
(Mur 1 inni, 2013, Keshavarz-Tohid i inni, 2016). Szlaki syntezy tej czasteczki dzieli si¢ na
enzymatyczne i nieenzymatyczne (Astier i inni, 2018). Enzymami zaangazowanymi w
biosyntezg sg m.in.: reduktaza azotanowa (NR), enzym homologiczny do ssaczych syntaz NO
(NOS), reduktaza azotyny: tlenek azotu (Ni-NOR) oraz oksydoreduktaza ksantynowa (XOR)
(Yu 1inni, 2014, Krasuska i inni, 2015b, Astier i inni, 2018). Niekwestionowanym enzymem
bioragcym udzial w syntezie NO jest NR, ktérego obecnosé wykazano w cytozolu (Rockel i
inni, 2002, Yu i inni, 2014). Enzym ten katalizuje reakcje redukcji NO; do azotynéw (NO; )
przy udziale dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD(P)H) jako donora elektrondw.
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Przy niedoborze tlenu i w ciemnosci NR bierze udzial w przemianie NO, do NO, a aktywnosé
ta jest stosunkowo wysoka i moze 0siggng¢ wartos¢ nawet 150 nmol g'$.m. h™'. Wytwarzanie
NO w reakcji katalizowanej przez NR potwierdzono m.in. u kukurydzy (Zea mays L.) i
stonecznika (Helianthus annuus L.) (Rockel i inni. 2002. Mur i inni, 2013). U zwierzat, w tym
ludzi za syntez¢ NO odpowiada NOS (EC 1.14.13.39), enzym wystepujacy w trzech
podstawowych izoformach: indukowana NOS (iNOS), srédblonkowa (ang. endothelial) NOS
(eNOS) oraz neuronowa NOS (nNOS) (Forstermann i Sessa, 2012). Wszystkie izoformy
zuzywajg L-argining (Arg) jako substrat reakcji, a jako kosubstraty - tlen i NADPH.
Kofaktorami sa: dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD), mononukleotyd flawinowy (FMN) i
(6R-)5,6,7,8-tetrahydro-L-biopteryna (BH4). Wszystkie izoformy NOS wigza kalmoduling,
Jjednakze INOS posiada inng w stosunku do eNOS i nNOS strukturg aminokwaséw w
domenie wigzacej kalmoduline. Kalmodulina wigze si¢ z iINOS przy bardzo niskim stezeniu
jondéw wapnia (Ca’"), ktérych obecnos$¢ nie ma wplywu na aktywnos¢ tej izoformy. W
dwuetapowej reakcji NOS z Arg powstaje cytrulina i NO (Férstermann i Sessa, 2012). Do
dnia dzisigjszego jedynymi organizmami fotosyntetyzujgcymi, u ktérych potwierdzono
obecnodé i aktywno$é enzymu wykazujacego w 45% podobienstwo do ssaczych NOS sa
zielenice Ostreococcus tauri (Foresi i inni, 2010). Stad biora si¢ pewne kontrowersje w
przypadku oznaczania aktywnosci NOS-podobnej w tkankach roglin wyzszych. Mimo to
potwierdzono, ze w peroksysomach, chloroplastach czy mitochondriach réznych gatunkow
roslin zachodzi reakcja wymagajaca obecnosci tych samych substratow i kofaktoréw jakie
wykorzystuja ssacze NOS do przeprowadzenia reakeji (Mur i inni, 2013, Yu i inni, 2014,
Corpas i Barroso, 2015). Ponadto podobnie jak u zwierzgt, wykazano, ze NOS-podobna
reakcja ulega hamowaniu po zastosowaniu analogbw Arg m.in. L-NAME. Poszukiwania
enzymu i genu kodujacego to bialko nadal trwajg. Rowniez dyskusyjna jest obecnodé w
tkankach rodlin jednego z kofaktoréw ssaczych NOS — BH,. Z drugiej strony rosliny
produkujg inne pteryny m.in. tetrahydrofoliany oraz ich pochodne i jak wykazano, zwiazki te
mogg zastgpowa¢ BHs w reakeji analogicznej do NOS (Corpas i inni, 2009b, Foresi i inni,
20015). Innymi enzymami, ktore sa badane pod katem zdolnosci do syntezy NO sa:
peroksydazy klasy 11, katalizujace reakcje syntezy NO z hydroksymocznika, cytochrom P450
utleniajacy N-hydroksyarginine w obecnosci NADPH i 02 do NO, enzymy mitochondrialnego
transportu elektronow - oksydazy cytochromu ¢ (COX) i alternatywna oksydaza (AOX) (Mur
1inni, 2013, Yu i inni, 2014).



Nieenzymatyczna synteza NO jest przede wszystkim zwigzana z NO,, szczegdlnie w
kwasnym pH i w obecnoéci reduktanta np. kwasu askorbinowego. Reakcja zachodzi u roslin
w apoplascie, cytozolu, peroksysomach i chloroplastach (Yu i inni, 2014).

Uwaza sig, ze RNS w zaleznosci od stezenia sq czasteczkami regulatorowymi badz
stanowia toksyczne zwiazki prowadzace ostatecznie do $mierci komoérek (Krasuska i inni,
2015b). Wysokie (patofizjologiczne) stezenie RNS odpowiada za uszkadzanie blon
plazmatycznych (nitracja lub utlenianie elementéw skladowych blon) jak rowniez za zmiang
struktury i funkcji bialek oraz kwasow nukleinowych. Uszkadzanie lub radykalne
modyfikowanie podstawowych skladnikéw komérkowych nieuchronnie wiedzie do obnizania
wydajnosci procesow fizjologicznych takich jak fotosynteza czy oddychanie mitochondrialne.
RNS obecne w nizszych stgzeniach (fizjologicznych) pelnia role czgsteczek sygnalowych,
regulatorowych, uczestniczacych w reakeji roslin na czynniki stresowe, w fotosyntezie,
oddychaniu mitochondrialnym, w przelamywaniu spoczynku i kielkowaniu nasion, ruchach
aparatow szparkowych, kwitnieniu, dojrzewaniu i rozwoju owocow (Yu i inni, 2014, Castillo
| inni, 2018). Wyniki licznych badan wykazaly znaczacy udzial RNS w stymulacji
kietkowania nasion réznych gatunkéw roslin (Sirova i inni, 2011, Arc i inni, 2013, Krasuska i
inni, 2015b). w tym wrazliwych na swiatlo, np. NO zastepuje sygnal $wiatla czerwonego u
nasion fotoblastycznie dodatnich (Beligni i Lamattina, 2000). Czasteczka ta stymuluje
powstawanie akwaporyn, ulatwiajac w ten spos6b pobierania wody (Liu i inni, 2007).
Ponadto w trakcie przelamywaniu spoczynku oraz stymulacji kielkowania nasion RNS
wspoldzialaja z ROS (Krasuska i inni, 2015a) i takimi hormonami jak gibereliny (GA),
etylen czy ABA (Bethke i inni, 2007, Gniazdowska i inni, 2007, 2010, Liu i inni, 2009, Arc i
inni, 2013). Wykazano, ze krotkotrwale traktowanie zarodkow jabloni (Malus domestica
Borkh.) donorami NO powoduje wzrost emisji etylenu (Gniazdowska i inni, 2010) oraz
obniza wrazliwosci tkanek na ABA (Gniazdowska i inni, 2007). Jednoczesnie udowodniono,
ze NO moze bezposrednio reagowa¢ z kwasem l-aminocyklopropano-1-karboksylowym
(ACC) - prekursorem etylenu (Gniazdowska i inni, 2010). Wzrost stezenia NO stymuluje
ekspresj¢ genow kodujgcych oksydaze GA;, ktéra z kolei katalizuje przeksztalcanie
nieaktywnych form GA w aktywne (Bethke i inni, 2007). Ponadto NO reguluje metabolizm
ABA. Obnizone stezenie ABA, wzrost ekspresji CYP70742 i stezenia biatka CYP707A2,
odpowiadajgcego za degradacje tego hormonu wykazano w nasionach rzodkiewnika
traktowanych NO (Liu i inni, 2009, Matakiadis i inni, 2009). Opisujac dzialanie RNS w
regulacji spoczynku i kielkowania nasion zaproponowano model tzw. ..drzwi nitrozacyjnych”

(Krasuska 1 Gniazdowska, 2012). Koncepcja ta uwzglednia podwdjng nature czasteczek RNS,
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ktorych ,kluczowe” stezenie, odpowiednie dla konkretnego gatunku rosliny pozwala
wotworzy¢ drzwi” czyli zainicjowaé kielkowanie. Stymulacyjng role NO w kielkowaniu
nasion potwierdzaja wyniki badan prowadzonych na transgenicznym rzodkiewniku
posiadajacym zdolnos¢ do syntezy biatka NOS z O. tauri, Wykazano, ze roélina ta produkuje
nasiona o wyzszej zdolnosci do kietkowania, ktére charakteryzuje zwiekszona zawartosé NO
(Foresi i inni, 2015).

Istotnym wydarzeniem fizjologicznym podczas rozwoju siewki jest uzyskanie
autotrofii, czyli uruchomienie procesu fotosyntezy w chloroplastach. Niezaklécony wzrost i
rozwoj wymagaja precyzyjnego mechanizmu komunikacji pomiedzy jadrem komérkowym, a
chloroplastem i mitochondrium (Kleine i Leister 2016, de Souza i inni. 2017). Transdukcja
sygnalu z jadra komérkowego do organelli nosi nazwe sygnalu anterogradowego, a sygnal
retrogradowy obejmuje rézne czasteczki sygnalowe pochodzenia chloroplastowego czy
mitochondrialnego, ktére sa kierowane do jadra komérkowego. Koordynacja ekspresji genow
zachodzi za pomocg réznych zwiazkéw, ktére na dziefi dzisiejszy nie zostaly w pelni
poznane. Uwaza si¢ jednak, ze moga w tym procesie bra¢ udzial ROS, bezposrednio lub
posrednio (Kleine i Leister 2016, de Souza i inni. 2017). Przeksztalcenie etioplastow w
dojrzate chloroplasty na $wietle jest zwigzane z wspoldziataniem NO, etylenu i auksyn, co
zademonstrowano na przykladzie siewek pomidora (Selanum lycopersicum L.) (Melo i inni,
2016). Autorzy wykazali, ze NO bral udzial w zazielenianiu poprzez hamowanie biosyntezy
etylenu oraz nagromadzanie auksyn w liscieniach siewek., Z drugiej strony, wyniki
przedstawione przez Gniazdowska i innych (2010), wykazaly, ze krotkotrwale traktowanie
NO spoczynkowych zarodkéw jabloni prowadzilo do wzrostu emisji etylenu z prawidlowo
rozwijajacych sie siewek o rGwnomiernie zazielenionych liscieniach.

Udzial NO w procesie biosyntezy chlorofilu wykazano na przykladzie etiolowanych
siewek pszenicy (Triticum aestivum L.) (Beligni i Lamattina, 2000), a w fotomorfogenezie
potwierdzono stosujac mutanty rzodkiewnika, ktére charakteryzowaly si¢ obnizona badz
zwigkszong zdolnoscia do syntezy tej czgsteczki (Lozano-Juste i Le6n, 2011). Nizsze stezenie
NO bylo powigzane ze zmniejszona zawartoscig fitochromu B w warunkach dzialania
swiatlem czerwonym. Proces ten (fotomorfogeneza) znajduije sie pod kontrola czynnikéw PIF
(ang. phytochrome-interacting factors). U mutantéw siewek rzodkiewnika o obnizonej
zdolnosci do syntezy NO mierzono zwigkszong ekspresje genéw kodujacych PIF3, PIF] i
PIF4 (Lozano-Juste i Leén, 2011). Hamowanie wzrostu korzeni siewek rzodkiewnika poprzez

obnizenie ekspresji PIF3 rowniez bylo efektem dzialania NO (Bai i inni, 2014). Ponadto



traktowanie NO bylo przyczyng przejsciowego zmniejszania wydajnosci fosforylacji
fotosyntetycznej (Takahashi i Yamasaki, 2002).

Kluczowym enzymem w procesie fotosyntetycznej asymilacji CO; jest
karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanowa RuBisCO (EC 4.1.1.39). U roélin
wyzszych enzym ten sklada si¢ z 8 mniejszych podjednostek (kodowanych przez rodzine
genow RBCS jadrowych) i 8 wigkszych podjednostek (kodowanych przez pojedynczy gen
plastydowy rbel) (Suzuki i inni, 2010). Wykazano, ze NO moduluje transkrypcje genow
kodujacych wigksza podjednostke¢ RubisCO u kukurydzy (Graziano i inni, 2002). Z kolei u
zyworddki pierzastej (Kalanchoe pinnata Lam.) traktowanej NO obie podjednostki tego
enzymu ulegaly S-nitrozylacji (modyfikacji potranslacyjnej). Odwracalna na $wietle S-
nitrozylacja RuBisCO jest przyczyna hamowania aktywnosci tego enzymu (Abat i inni,
2008). Jak wykazano, NO wiagze si¢ do kilku réznych miejsc w fotosystemie 1T (PSII) i
spowalnia transport elektronow (Wodala i inni, 2008). Hamowanie reakcji fotosyntezy
bezposrednio zaleznych od $wiatla mozna badaé stosujac m.in. pomiar fluorescenciji
chlorofilu a. Analizie poddaje si¢ parametry fluorescencji takie jak: stosunek fluorescencji
zmienne;j i fluorescencji maksymalnej po adaptacji (badanego materialu) w ciemnosci: Fv/Fm
oraz fluorescencji zmiennej do fluorescencji poczatkowej po adaptacji (badanego materiatu)
w ciemnosci: Fv/FO. Warto§¢ parametru Fv/Fm okreéla maksymalng fotochemiczna
wydajnos¢ PSII, a wskaznik Fv/FO efektywnosé kompleksu wydzielania O». Jakiekolwiek
zmiany (obnizenie wartosci) parametru Fv/Fm $wiadcza o negatywnych zmianach w PSII
(Baker, 2008). Inkubacja lisci grochu (Pisum sativum L.) w 1 mM roztworze S-
nitrozoglutationu (GSNO) przez 2 h spowodowala obnizenie wartosci Fv/Fm (Wodala i inni,
2008). Z drugiej strony w przypadku izolowanych chloroplastéw traktowanych SNAP
wartos¢ Fv/Fm nie ulegala zmianom (Takahashi i Yamasaki, 2002). Ostatni przyklad
wskazuje, ze udzial RNS w procesie fotosyntezy nie jest zawsze jednoznacznie negatywny.

Uniwersalnym oddzialywaniem RNS na czasteczki biologiczne w komorkach roslin i
zwierzat jest zdolno$¢ do reagowania z resztami aminokwasowymi w bialkach/peptydach. W
ten sposob dochodzi do potranslacyjnych modyfikacji biatek (Szuba i Wojtaszek, 2010).
Powszechnie wyréznia si¢ trzy podstawowe rodzaje modyfikacji bialek, w ktérych
uczestnicza RNS: modyfikacja zwigzana z oddzialywaniem RNS z metaloproteinami, reakcja
RNS z grupa tiolowa cysteiny (S-nitrozylacja) oraz reakcja nitracji gléwnie reszt
tyrozynowych (Tyr), ale réwniez tryptofanu (Ciacka i inni, 2015).

Nitracja Tyr, w wyniku ktorej powstaje 3-nitroTyr (3-NT) polega na przylaczeniu do
pierscienia aromatycznego grupy nitrowej (-NO,), w pozycji orfo grupy hydroksylowej fenolu
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(Corpas i inni, 2009a, Leitner i inni, 2009; Mata-Pérez i inni, 2016), Reakcja przebiega m.in.
W obecnosci ONOO', ktéry w warunkach fizjologicznych moze reagowaé z CO; i nastepnie
ulega¢ dekompozycji do CO;5™ i NO,, bedacego silnym czynnikiem nitrujgcym. Ponadto w
nitracji Tyr uczestnicza: O,”, nadtlenek wodoru (H;0,) i NO5 (Bayden i inni, 2011, Radi,
2012). Jak wykazano nitracja Tyr zachodzi zaréwno w warunkach in vivo jak i in vitro, nie
bezposrednio w reakcji z ONOQO;, ale dwuetapowo. Najpierw z Tyr powstaje nietrwaly rodnik
tyrozylowy w wyniku utlenienia pierscienia fenolowego, nastgpnie czynnik nitrujacy
umozliwia wprowadzenie *NO, do czgsteczki aminokwasu i w ten sposob powstaje 3-NT
(Bayden i inni, 2011; Radi, 2012, Cigcka i inni, 2015, Mata-Pérez i inni, 2016). Wyniki
licznych badan wykazaly, ze nitracji ulegajg najczesciej biatka metabolizmu podstawowego,
izolowane z tkanek rolin poddanych dzialaniu czynnikow stresowych o charakterze
biotycznym i abiotycznym.(Lozano-Juste i inni, 2011, Ciagéka i inni, 2015, Mata-Pérez i inni,
2016). Corpas i inni (2009a) wykazali, Zze nawet w warunkach optymalnych dla wzrostu
zachodzi proces nitracji, zatem modyfikacja ta ma znaczenie fizjologiczne, a nie tylko
patofizjologiczne. Identyfikacja bialek nitrowanych izolowanych z 2 tygodniowych siewek
rzodkiewnika pozwolila oszacowa¢, ze ponad 60% z analizowanych préb stanowig bialka
Zaangazowane w podstawowy metabolizm (Lozano-Juste i inni, 2011). Nitracja Znaczaco
modyfikuje funkcje bialka, poniewaz wlaczenie NO, do pierscienia aromatycznego Tyr
obniza pK, grupy fenolowej, a to z kolei wplywa na utrzymanie konformacji przestrzennej
czasteczki (Corpas i inni, 2009a, Ciacka i inni, 2015). W poréwnaniu do Tyr, 3-NT jest
hydrofilowa i ujemnie naladowana. Zatem bialka zawierajace 3-NT moga utraci¢
dotychczasowe funkcje, ale i naby¢ nowe (Corpas i inni, 2009a, Lozano-Juste i inni, 2011).
Wyniki badan dotyczacych tkanek zwierzat wykazaly, Ze nitracja moze regulowaé
fosforylacje/defosforylacje reszt Tyr, co ma znaczenie w sygnalizacji komérkowej (Corpas i
inni, 2009a, Szuba i Wojtaszek 2010, Kolbert i inni, 2017). Modulacje fosforylacji Tyr jak i
nitrowanie tego aminokwasu powoduja zaklocenia w organizacji mikrotubuli morfologii
wlognikéw, co wskazuje na zwigzek migdzy fosforylacja Tyr i nitrowaniem a-tubuliny
(Kolbert i inni, 2017). Wydaje sig, ze nitracja konkuruje z fosforylacjg o miejsca wigzania w
resztach Tyr o-tubuliny. Wyniki badarn prowadzonych przez Galetsky i innych (2011)
wykazaly, ze w warunkach intensywnego oswietlenia stopien fosforylacji i/badz nitracji
bialek ma zdecydowany wplyw na stabilnoéé kompleksow fotosyntetycznych. Zatem nitracja
kluczowych enzyméw i pozniejsze zmiany ich wlasciwosci katalitycznych moga stanowi¢
istotny spos6b regulacii pierwotnego metabolizmu komérki, Z kolei wedhug Lozano-Juste i

innych (2011) nitrowanie biatek to sposob na modulowanie reakcji obronnych organizmu.
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Poliaminy (PA)

Pierwsze badania dotyczace poliamin (PA) siegaja XVII wieku, ale dopiero w 1878
roku zostaly zidentyfikowane i opisane jako jedne z podstawowych zwiazkéw organicznych
(Bachrach, 2010). W przypadku tkanek roélinnych w 1911 roku wykazano obecnosé
putrescyny (Put) w bieluniu dziedzierzawie (Datura stramonium L.). Kolejne wyniki badan
potwierdzily, ze spermina (Spm), spermidyna (Spd) i agmatyna naleza do zwigzkow
organicznych powszechnie wystepujacych w roslinach wyzszych (Kusano i inni, 2008,
Takahashi i Kakehi, 2010, Handa i inni, 2018).

PA to drobnoczasteczkowe zwigzki alifatyczne posiadajace grupy aminowe - NHa,
ktére umozliwiajg laczenie si¢ z innymi skladnikami komérkowymi. Wykazano, ze w tkance
roslinnej stezenie tych regulatoréw wynosi od okoto 5 pug g éw. m. do okoto 500 pg g éw.
m. i zalezy od jej rodzaju, etapu rozwojowego, a takze rodzaju i natezenia dzialania czynnika
stresowego na jaki roslina jest narazona (Krasuska i inni, 2012, Handa i inni, 2018).
Komérkowa lokalizacja PA obejmuje: jaderko i jadro komorkowe, chloroplasty,
chromoplasty, mitochondria, wakuolg, cytoplazme, a takze w $ciang komdrkowa (Kumar i
inni, 1997, Handa i inni, 2018). Okolo 90% PA obecnych w komérce wystepuje w postaci
zwiazanej np. z pochodnymi kwasu cynamonowego takimi jak kwas p-kumarowy czy kwas
ferulowy (Bagni i Tassoni, 2001, Martin-Tanguy, 2001). W neutralnym pH zwiazki te
przyjmujg posta¢ (poli)kationéw (posiadajg pozytywny ladunek), stad moga reagowaé z
czasteczkami posiadajgcymi ujemny ladunek, takimi jak RNA, DNA, chromatyna,
fosfolipidy, a takze z niektorymi biatkami (Kumar i inni, 1997). Wytworzenie wigzania
elektrostatycznego migdzy PA, a wyzej wymienionymi czasteczkami moze je albo
stabilizowa¢ albo destabilizowaé np. hamowaniu ulega aktywnos$é¢ endonukleaz (Kusano i
inni, 2008). W przypadku tkanek roslinnych najwyzsze stezenie osiggaja: Put — 1,4-
diaminobutan, Spd — N-(3-aminopropylo)-1,4-diaminobutan i Spm - NN’-bis-(3-
aminopropylo)-1,4-diaminobutan (Kusano i inni, 2008, Handa i inni, 2018). Ponadto
wykazano obecnos¢ termosperminy (T-Spm) strukturalnego izomeru Spm, szczegdlnie
istotnej w przypadku reakcji roslin na stresy (Takano i inni, 2012).

Put pod wzgledem budowy jest najprostsza PA. Powstaje w wyniku dekarboksylacji
L-ornityny (Omn) z udzialem dekarboksylazy Om (ODC; EC 4.1.1.17). Te reakcje poprzedza
odlgczenie mocznika od czasteczki Arg, a enzymem katalizujacym jest arginaza (EC 3.5.3.1).
Put moze powstawa¢ z Arg rowniez na innej drodze metabolicznej, ktérej produktami
posrednimi sa agmatyna i N-karbamoiloputrescyna. Enzymami zaangazowanymi w

przemiany sg kolejno dekarboksylaza argininy (ADC; EC 4.1.1.19), iminohydrolaza
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agmatyny (AIH, EC 3.5.3.12) i aminohydrolaza N-karbamoiloputrescyny (CPA, EC 3.5.1.53)
(Fuell i inni, 2010). Z kolei Spd i Spm sg syntetyzowane poprzez przylaczanie do Put grup
aminopropylowych pochodzacych od dekarboksylowanej S-adenozylometioniny (dSAM).
Spd powstaje w reakcji katalizowanej przez syntaze Spd (SPDS, EC 2.5.1.16), nastepnie Spd
ulega przeksztalceniu do Spm z udzialem syntazy Spm (SPMS, EC 2.5.1.22). Szlak
biosyntezy PA laczy si¢ ze szlakiem biosyntezy etylenu poprzez dSAM (Kusano i inni, 2008,
Fuell i inni, 2010; Krasuska i inni, 2012).

Degradacja PA zachodzi w wyniku aktywnosci oksydaz aminowych, w tym oksydaz
diaminowych (DAO, EC 1.4.3.6) w procesie oksydatywnej deaminacji. Katabolizm Put, ktéra
Jest diamina, przeprowadza DAO zawierajaca jony miedzi. Produktami tej reakcji sg pirolina,
H20; i amoniak (NH3) (Kusano i inni, 2008, Wimalasekera i inni, 2011b). Spd i Spm,
posiadajgce wigcej niz dwie grupy -NH, stanowig substrat dla oksydaz poliaminowych (PAO;
EC 1.5.3.11), enzymow zawierajacych jako grupe prostetyczng flawing (Kusano i inni, 2008).
W tym przypadku hydroliza przebiega wielofazowo, w konsekwencji CZEgo powstajg rozne
produkty posrednie, m.in. pirolina lub amylopropylpirolina przeksztalcana dalej do
dwuazobicyclononanu lub dwuaminopropanu i H>O,. Nast¢pnie, dwuaminopropan moze by¢
przeksztatcany do p-alaniny, a pirolina do kwasu y-aminomastowego (GABA) (Kusano i inni,
2008).

PA s3 zaangazowane w rozne procesy komorkowe muin. transkrypeje, replikacije,
kondensacje chromatyny, stabilizacj¢ blon komérkowych, pomp protonowych w blonach
komérkowych, czy modulacje aktywnosci enzymatycznej (Kusano i inni, 2008, Takahashi i
Kakehi, 2010). Regulujg kietkowanie nasion i wzrost siewki, kwitnienie, dojrzewanie
owocow oraz starzenie (Sobieszezuk-Nowicka i Legocka, 2007, Krasuska i inni, 2012).
Nagromadzanie PA jest obserwowane jako reakcja roslin na czynniki stresowe (Kumar i inni,
1997). Poprzez zastosowanie inhibitora enzymu uczestniczacego w biosyntezie PA —
dekarboksylazy ornityny (ODC) wykazano, ze zwigzki te uczestnicza w ryzogenezie
eksplantantow lisci tytoniu (Nicotiana tabacum L.) i korzeni grochu (Sobieszczuk- Nowicka i
Legocka, 2007). Ponadto Put shuzy jako prekursor w biosyntezie pirydyny i niektorych
alkaloidow tropanowych (Takahashi i Kakehi, 2010). Put wraz z Spd reguluja proces
fosforylacji Tyr (Bachrach i inni, 2001) i sa niezbedne dla zachowania witalnosci komérek
eukariotycznych. Ponadto, gléwnie Spm wplywa na wzrost aktownosci blonowych H'-ATPaz
poprzez wzmocnienie oddziatywan enzymu z bialkami 14-3-3 (Kusano i inni, 2008).

W nasionach obecnos¢ PA zostala potwierdzona wynikami licznych badan. Jednakze

zardwno stgzenie catkowitych PA jak i osobno kazdej z nich jest uzaleznione od stopnia
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dojrzatosci nasion jak i gatunku roéliny macierzystej. PA reguluja zaréwno spoczynek jak i
kielkowanie nasion. Ten ostatni proces stymuluja nawet w warunkach stresowych (Krasuska i
inni, 2012, Ciacka i Krasuska, 2014). Stymulacja kietkowania nasion poprzez wprowadzenie
PA do kultury zalezy od gatunku roéliny i stanu materialu dos$wiadczalnego (Khan i inni,
2012). W przypadku nasion ostrej papryki (Capsicum annuum L.) zaréwno Spd, Spm jak i Put
stymulowaty kietkowanie. Ostatnia z wymienionych PA byla najbardziej efektywna i dzialata
nawet w stosunkowo niskich st¢zeniach (Khan i inni, 2012). Wyniki badan pozwolily
wykaza¢, ze oddzialywanie PA na proces kielkowania nasion zalezy od stosunku Put do Spd.
Jezeli stosunek ten przewyzsza warto$¢ 1, to obserwuje sie¢ efektywny wzrost wydluzeniowy
komorek, natomiast stosunek Put/Spd  wynoszacy ponizej 1 charakteryzuje tkanki
merystematyczne, w ktorych intensywnie zachodza podzialy komoérkowe (Krasuska i inni.
2012). PA w nasionach mogg stanowi¢ znacznik wigoru (Ciaéka i Krasuska, 2014).
Egzogenne PA podnosza wigor nasion, a zatem poprawiajg jako$¢ i zdolnosé do kietkowania
(Khan i inni, 2012).

Poréwnujac wyniki badan dotyczacych udzialu PA jak i NO w réznych procesach
fizjologicznych wykazano istnienie zaleznosci i wspoldzialania tych czasteczek tzw. ,.cross-
talk” (Yamasaki i Cohen, 2006, Wimalasekera i inni, 2011a). Dotyczy to m.in. rozwoju
korzeni, oddzialywan podczas reakcji na stresy takie jak: susza, zasolenie, niedobor
mineralow, obecno$¢ metali cigzkich, promieniowanie, zmienna temperatura czy uszkodzenia
mechaniczne (Arasimowicz-Jelonek i inni, 2009, Wimalasekera i inni, 2011a). Udzial NO i
PA wykazano réwniez w procesie embriogenezy (Galston i inni, 1997). Wykazano wzmozong
emisjg NO z siewek rzodkiewnika oraz kultury komérkowej tytoniu traktowanych Spm, Spd i
Put (Tun 1 inni, 2006). U mutantéw rzodkiewnika pozbawionych oksydazy aminowej CudQJ
obserwowano obnizong emisj¢ NO, szczegélnie z wierzcholkéw korzeni gléwnych
(Wimalasekera i inni, 2011b), co wskazuje, ze enzymy katabolizmu PA moga bra¢ udzial w
syntezie RNS. Wyniki licznych badan wykazaly udzial obu czasteczek regulatorowych w
modulacji spoczynku i kielkowania nasion. Mutanty rzodkiewnika niezdolne do syntezy
oksydazy aminowej CuAOl charakteryzowaly si¢ zwigkszona zdolnoscia do kielkowania w
obecnosci ABA. Autorzy sugeruja, ze oksydaza aminowa oddziatujac na szlak sygnalowy NO
moze stanowi¢ istotny regulator kietkowania (Wimalasekera i inni, 2011b). Z kolei mutacje
genéw kodujgcych arginaze u rzodkiewnika skutkowaly wzrostem zdolnosci do tworzenia
korzeni bocznych i przybyszowych oraz nagromadzaniem NO w tkankach (Flores i inni,
2008). Powigzanie metabolizmu Arg, PA i NO wykazano dla korzeni i lisci jabloni (badano

rosliny trzy letnie) (Gao i inni, 2009). Mlodsze korzenie jak i liscie charakteryzowalo wyzsze
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stgZenie Arg, wyzsza aktywnosé arginazy oraz enzymu uznanego za NOS-podobny.

Wspéldzialanie PA i NO moze wynikaé z tego, ze prekursorem w biosyntezie obu
regulatorow jest Arg, przy Jednoczesnym zalozeniu istnienia u roslin wyzszych enzymu
homologicznego do ssaczych NOS. Zatem stosujgc Can w badaniach mozna liczy¢ sig z
wplywem tego zwiazku na metabolizm zaréwno PA jak i NO.

Kanawanina (Can)

Can (kwas 2-amino-4-(guanidynooksy)-mastowy) nalezy do alifatycznych,
niebialkowych aminokwaséw (Vranova i inni. 2011, Staszek i inni, 2017). Naturalnie
wystepuje w roslinach straczkowych takich Jjak wyka kosmata (Vicia villosa Roth.) czy
robinia pseudoakacja (Robinia pesudoacacia L.). Gromadzi si¢ gléwnie w nasionach, w
ktorych pelni wazng funkcje jako forma zapasowa azotu (Huang i inni, 2011). Stezenie Can w
nasionach waha si¢ od 6 do 13% suchej masy (Rosenthal, 2001). Kanawalia mieczykowata
(Canavalia ensiformis L.) to roslina. z ktorej nasion po raz pierwszy wyizolowano Can
stanowigca az do 13% suchej masy i do 90% azotu przypadajacego na wolne aminokwasy
(Huang i inni, 2011, Rosnethal, 1990). Z kolei w przypadku pﬂ!udniowcafrykaﬁskiej
suderlandii (Sutherlandia frutescens L.) obecnos¢ tego aminokwasu potwierdzono w liéciach
w ilosciach nawet do 14,5 mg g'! suchej masy (Colling i inni, 2010). Poza funkcjg zapasowa,
Can odgrywa rol¢ w reakcjach obronnych roélin przed roslinozercami (Vranova i inni, 2011).

Wyniki badan prowadzonych na kulturach tkankowych kanawalii (Canavalia lineata
Thunb.) wskazaly na pozytywna korelacj¢ pomigdzy synteza Can a tworzeniem chlorofilu,
zalem zasugerowano, ze komérkowym organellum, w ktorym powstaje ten aminokwas sa
wlasnie chloroplasty (Hwang i inni, 1996). Stosujgc substraty enzymow cyklu Krebs-
Henseleit (cyklu ornitynowo-mocznikowego) obserwowano wzrost syntezy Can w tkankach
roslin zdolnych do produkciji tego zwigzku, a metabolitami posrednimi reakcji byly ureido-L-
homoseryna i kwas kanawaninobursztynowy (Hwang i inni, 1996).

Rosenthal (1990) wykazal, 7ze enzymem katalizujgcym hydrolityczny rozpad Can do
kanaliny i mocznika jest arginaza. Ponadto sugeruje si¢ rowniez udzial w tym procesie ureazy
(EC 3.5.1.5.). Z kolei kanalina (kolejny niebialkowy aminokwas) to toksyczny analog
ornityny (Rosenthal, 1990). Kamo i inni (2015) potwierdzili, ze w tkankach ro$lin Can moze
by¢ przeksztalcana do cyjanamidu, uwazanego za zwiazek allelopatyczny (Soltys i inni,
2011). Can jest obecna w siewkach lucerny (Medicago sativa L.), ktére sa skladnikiem diety
zarowno zwierzgt jak i ludzi. Konsumpcja nasion lub siewek lucerny wigZe si¢ z rozwojem

choroby autoimmunologicznej — tocznia rumieniowatego ukladowego oraz z anemia,
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leukopenia i pancytopenia (Staszek i inni, 2017). Obserwacje dotyczace naturalnych
ekosystemow kanawalii mieczykowatej umozliwily wykazanie hamujacego dzialania tej
rosliny na wzrost innych roslin (oddzialywanie o charakterze allelopatycznym) zwigzanego z
uwalnianiem Can (Nakajima i inni, 2001). Aminokwas ten dodawany w stezeniach
milimolarnych do kultury siewek ryzu (Oryza sativa L.) hamowal wzrost elongacyjny drugie;
pochwy lisciowej. Dzialanie to bylo odwracalne po podaniu Arg (Nakajima i inni, 2001).
Sugeruje sig, ze ze wzgledu na swoje wlasciwosci Can moglaby by¢ skladnikiem naturalnych
herbicydow (Staszek i inni, 2017). Aminokwas ten wchodzi w sklad zachodnioafrykanskich
fitofarmaceutykow przygotowywanych z suderlandii wykorzystywanej w terapii nowotwordow
oraz wspomagajaco w zwalczaniu objawow goraczki, cukrzycy czy przy gojeniu ran (Colling
i inni, 2010). Bierze si¢ pod uwage korzystny wplyw Can w walce z symptomami zespohu
nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) (Colling i inni, 2010).

Can to strukturalny analog bialkowego aminokwasu Arg (Hwang i inni, 1996,
Rosenthal, 2001, Nakajima i inni, 2001, Huang i inni, 2011), w ktérym grupa metylenowa (-
CH3) zostala zastapiona atomem tlenu. Obecnosé dodatkowego atomu tlenu w sgsiedztwie
grupy guanidynowej ostabia zasadowy charakter aminokwasu i istotnie wplywa na tworzenie
wigzan jonowych (Rosenthal, 2001). Jako antymetabolit Can jest zwigzkiem toksycznym
(Bass i inni, 1995, Nakajima i inni, 2001, Huang i inni, 2011), a mechanizm dzialania wiaze
si¢ m.in. ze wspolzawodnictwem z Arg podczas syntezy bialek (Huang i inni, 2011).
Wiaczanie Can w strukturg bialek zachodzi przy udziale syntetazy arginylo-tRNA, enzymu
zaangazowanego w proces translacji (Rosenthal, 2001). To z kolei wiaze si¢ z powstawaniem
dysfunkeyjnych bialek, tzw. bialek kanawanylowych (Rosenthal, 2001, Staszek i inni, 2017).
Wykazano, e u wirusow, bakterii i grzybow traktowanych Can dochodzi do zaklécenia
syntezy kwasow nukleinowych (Ekanayake i inni, 2007). Na przykiadzie linii komorkowych
uzyskanych z nerek noworodka chomika udowodniono, ze aminokwas ten odpowiada za
obnizenie catkowitej ilosci bialka i DNA (Wallace i Keir, 1986).

Can sluzy jako substrat w reakcjach, w ktérych biora udzial enzymy ,.standardowo™
wykorzystujace Arg (Rosenthal, 2001). Hamowanie aktywnosci dekarboksylazy Arg, a
poprzez to modyfikowanie zawartosci PA w wyniku dzialania tego niebiatkowego
aminokwasu wykazano dla korzeni fasoli (Phaseolus vulgaris L.) (Palavan-Unsal, 1987) jak i
siewek kukurydzy (Schwartz i inni, 1997). W tych ostatnich Can dodatkowo hamowala
aktywnos¢ dekarboksylazy ornityny, a w konsekwencji powodowala obnizenie zawartosci
Spd (Schwartz i inni, 1997). Can ma wplyw na enzymy, ktorych aktywnosé jest zwigzana z

metabolizmem NO, zaréwno u ludzi jak i u roslin. W badaniach klinicznych prowadzonych
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na tkankach zwierzecych Can wykorzystuje si¢ jako inhibitor NOS (gléwnie iNOS) (Abd El-
Gawad i Khalifa 2001, Lj i inni, 2001, Luzzi i Marletta, 2005). U kukurydzy traktowanej tym
aminokwasem obnizenie aktywnosci NR obserwowano w wierzchotkach korzeni (Aslam i
inni, 1987),

Wprowadzajac Can do ukladu badawczego (materiatu roslinnego) moduluje si¢ nie
tylko sciezke syntezy RNS ale réwniez PA. Biorac pod uwage fakt, ze istnieje niewiele
opublikowanych danych dotyczacych wspéldzialania PA-NO w aspekcie ustepowania
spoczynku, stymulacji kielkowania nasion oraz wzrostu miodej siewki wydaje sie
koniecznym uzupelnienie tej luki. Ponadto, jak wspomnialam obecnosé i aktywnosé¢ enzymu
homologicznego do ssaczych NOS u roglin wyzszych budzi wiele kontrowersji. Zatem kazda
obserwacja wskazujgca na istnienie reakcji, w ktérej Arg ulegalaby przeksztalceniu do
cytruliny z uwolnieniem NO w obecnosci tlenu, moze przyczynié sie do ostatecznego
wykazania obecnosci tego enzymu (lub enzymu o podobnej budowie i funkcji). Réwniez
mimo licznych badan mechanizm dzialania RNS nie jest do korica poznany. Brakuje
informacji o wspéldzialaniu PA-NO w metabolicznych szlakach sterujacych fizjologia nasion.
Stad jako temat moich badan wybratam funkcje NO i PA w regulacji kielkowania zarodkéw i
podczas wezesnego wzrostu siewek. Publikacje, ktére wehodza w sklad mojego osiggniecia

naukowego skupiaja si¢ wokol wyzej przedstawionej problematyki.

CEL BADAN

Liczne dane literaturowe dostarczajg coraz wigcej informacji na temat mechanizméw
dzialania zaréwno NO jak i PA, regulatoréw zaangazowanych w roznych procesach
fizjologicznych (m.in. w regulacj¢ spoczynku i kietkowania nasion). Jednak wiedza ta, dalej
nickompletna, pozostawia pytania bez odpowiedzi. Nadal toczg sie spory i dyskusje dotyczace
syntezy NO w warunkach tlenowych, z udzialem enzymu wykorzystujacego jako substrat
Arg, w tkankach roslin wyzszych. Na dzien dzisiejszy, u tych organizméw obecnosé enzymu
analogicznego do ssaczych NOS nie zostala potwierdzona. Réwniez istnieje wiele pytan
zwigzanych z udzialem RNS jako czasteczek sygnalowych w komunikacji miedzy
organellami  komérkowymi, procesu o fundamentalnym znaczeniu fizjologicznym,
szczegolnie na wezesnych etapach rozwoju siewki, podczas dojrzewania chloroplastow.

Wyniki badan prowadzonych w Katedrze Fizjologii SGGW w Warszawie pozwolily
wykaza¢ istotng role RNS w stymulacji kietkowania zarodkéw jabloni, ktére charakteryzuje
gleboki spoczynek. Jednakze. dane z przeprowadzonych eksperymentow caly czas prowokuja

do stawiania kolejnych pytan z zakresu biochemii tych regulatoréw. Ponadto projektowanie
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doswiadczen zwigzanych z RNS wymusza stosowanie odpowiednich donoréow jak i
~zmiataczy”, ktérych skutecznosé musi byé¢ potwierdzona kolejnymi badaniami. Zwiazkiem,
ktéry stanowi potencjalny inhibitor roélinnego odpowiednika ssaczych NOS, a zatem
modyfikuje endogenne stgzenie RNS w tkankach jest m.in. Can. Aminokwas ten stanowi
tacznik w badaniach dotyczacych NO i PA.

NO 1 PA czgsto pelnig podobne funkcje w roslinach, jednak niewiele wiadomo o ich
wzajemnym wspoldzialaniu m.in. podczas ustgpowania spoczynku (szczegdlnie glebokiego),
kielkowania nasion oraz wzrostu siewek. Z tego powodu wybralam te czasteczki
regulatorowe w projektowaniu zadan badawczych. a przedstawione ponizej pytania
umozliwity mi okreslenie celu badan i jego eksperymentalng weryfikacje.

I. Czy kazda z podstawowych PA lub/i Arg w takim samym stopniu stymuluja
emisj¢ RNS z tkanek osi zarodkowych i korzeni mlodych siewek?

Czy suplementacja PA moze catkowicie zastapi¢ dzialanie NO?

W jaki sposob NO modyfikuje zawartosé podstawowych PA?

Czy PA moga wptywa¢ na metabolizm NO, a NO na metabolizm PA?
Czy Can hamuje kielkowanie nasion i wzrost siewki?

Czy Can modyfikuje zawartos¢ RNS, w tym aktywno$é¢ NOS-podobna?

Czy NO jako czgsteczka sygnalowa bierze udzial w przejsciu siewki na autotrofie?

el B O S

Czy zmienna ilos¢ bialek nitrowanych moze mie¢ zastosowanie praktyczne np. w

ocenie ustgpienia spoczynku na wezesnych etapach kietkowania?

Celem moich badan bylo wykazanie mechanizméw dzialania NO i PA, jako czasteczek

biorgcych udzial w regulacji spoczynku nasion oraz wzroécie mlodej siewki.

MODEL EKSPERYMENTALNY

W celu weryfikacji pytan jako material doswiadczalny zastosowalam zarodki jabloni
(Malus domestica Borkh.) odmiana Antonéwka i siewki pomidora (Solanum lycopersicum 1..)
odmiana Malinowy Ozarowski. Wybor zarodkéw jabloni byl podyktowany dobra
znajomoscig tego materiatu (Lewak, 2011). Badania zwigzane z ustgpowaniem spoczynku
zarodkow jabloni pod wplywem dzialania NO sg prowadzone w Katedrze Fizjologii Roélin od
ponad 10 lat, a kolejne uzyskane wyniki pozwalaja na doglebne studiowanie problemu.
Nasiona jabloni naleza do typu ortodoksyjnego. zapadajg w gleboki, embrionalny spoczynek
oraz charakteryzujg si¢ niewrazliwoscia na desykacj¢ podczas dojrzewania. Pozbawienie

nasion jabloni lupiny nasiennej i obielma nie przyspiesza kielkowania, ktére nawet w
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optymalnych warunkach laboratoryjnych jest powolne. Siewki rozwijajace si¢ z takich
zarodkéw charakteryzuje obecnosé licznych anomalii rozwojowych, w tym zazielenianie
tylko jednego liscienia oraz skrocenie hypokotyla i korzenia zarodkowego. Do badan
wykorzystywano osie zarodkowe/korzenie zarodkowe lub liscienie miodych siewek.
Wigkszos¢ eksperymentow prowadzono na swiezym materiale, ale jezeli procedura badawcza
tego wymagala material mrozono w cieklym azocie, a nastgpnie przechowywano w -70°C do
dalszych analiz.

W' przypadku nasion pomidora, material ten wybrano ze wzgledu na szybkie i
rownomierne kietkowanie. Pod uwage brano réwniez dostgpnos¢ materialu i sposéb jego
uzyskania. Do badan wykorzystywano korzenie miodych siewek, najczesciej pracowano na
Swiezym materiale, ale jesli procedura tego wymagala material mrozono w cieklym azocie.

Nasiona jabloni po izolacji z owocéw, suszono powietrznie i przechowywano w
szklanych slojach w temperaturze 4°C do dalszych analiz. Kontrole stanowily zarodki jabloni
izolowane z nasion, ktérych kulture prowadzono w szklanych szalkach Petriego na bibule
filtracyjnej zwilzonej woda destylowang. Dokladny opis traktowania zarodkéw jabloni
donorami NO, zmiataczami NO lub roztworami PA i Arg oraz warunki prowadzonej kultury
zarodkéw zostal umieszczony w pracach skladajacych si¢ na moje osiagniecie naukowe.

Stosowane przeze mnie donory NO to m.in. azotyn sodu. ktory pod wplywem
dzialania kwasu uwalnia rézne formy RNS (Yamasaki, 2000), ktére dzialaly na na zarodki
Jabloni umieszczone w szklanej, szczelnie zamknigtej kamerze, na bibule filtracyjnej
nasgczonej buforem fosforanowym pH 7.0. Traktowanie mozna prowadzi¢ zaréwno na
Swietle jak i w ciemnogci. Po inkubacji zarodki przeptukiwano woda destylowang i
przenoszono do szalek Petriego na bibule filtracyjna zwilzong woda destylowana. Czesé
eksperymentow byla prowadzona na zarodkach krétkotrwale (3h) traktowanych SNAP
(traktowanie na swietle).

W przypadku PA stosowano wodne roztwory Put, Spd i Spm o stezeniach ustalonych
eksperymentalnie (testy kietkowania). Poza tym w niektorych przypadkach stosowano Can,
Arg lub cPTIO, ktérych stezenie réwniez wybrano na podstawie wynikéw testéw
kietkowania.

Kielkowanie nasion pomidora prowadzono w wodzie w szalkach Petriego wylozonych
bibutg filtracyjng. Do dalszych analiz wybierano siewki, ktérych korzenie osiggnely dhugoéé
okolo 5 mm. Kulture siewek prowadzono dalej na bibule filtracyjnej zwilzonej woda

(kontrola) lub wodnymi roztworami Can. Wybrane stezenia Can okreslono eksperymentalnie.
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Realizacja celu badan byla mozliwa dzieki zastosowaniu réznych technik
laboratoryjnych (dokladny opis poszczegolnych metod znajduje sie w pracach skladajacych
si¢ na osiggnigcie naukowe) np. rozdzialow elektroferetycznych, immunotechnik (Western
blot i ELISA), wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), technik mikroskopowych,
analizy transkrypcji gendw czy identyfikacji bialek technika spektometrii masowej (technika
MALDI TOF).

OPIS UZYSKANYCH WYNIKOW

Opis uzyskanych wynikéw — publikacja nr 1 wchodzgca w sklad osiggniecia naukowego.

PA stanowig wazne czasteczki regulatorowe, ktore rowniez biorg udzial w modulacji
spoczynku i kielkowania nasion, w tym zarodkow jabloni, co zostalo przedstawione w pracy
Sinskiej i Lewandowskiej (1991).

Weryfikujac pierwsze z wyzej przedstawionych pytan wykazalam, ze Arg, Put i Spd
stymulowaly emisj¢ RNS z osi zarodkowych (doswiadczenie z wykorzystaniem znacznikow
fluorescencyjnych dla NO — DAF-FM DA a dla ONOO™ - APF). Z kolei Spm hamowala
emisj¢ ONOO', a emisj¢ NO utrzymywala na poziomie uzyskanym dla kontroli. Wyniki te
wskazujg na istnienie zaleznosci PA-NO w aspekcie regulacji spoczynku i kielkowania
zarodkow jabloni oraz na to, ze Arg jest istotnym metabolitem w tym wspoéldzialaniu,
zwlaszcza, ze dodana do kultury dziala stymulujaco na proces kielkowania.
Najprawdopodobniej Arg stanowi element laczacy PA i NO m.in. na poziomie zazebiania si¢
ich szlakow biosyntezy.

Kietkowanie zarodkow jabloni w obecnosci Can ulega catkowitemu zahamowaniu, a
przedluzona kultura prowadzi wrecz do ich obumarcia (weryfikacja pytania nr 5.). Ponadto
badajac wptyw NO i Arg (krotkotrwale traktowanie zarodkéw NO i wprowadzenie Arg do
podioza prowadzonej kultury) uzyskalam wynik wskazujgcy na addytywne dzialanie tych
zwigzkéw w czasie kietkowania zarodkow jabloni (stymulacja wyniosta 20%).

W pracy skladajgcej si¢ na moje osiagni¢cie naukowe wykazalam, ze hamujace
dzialanie Spm jak i Can w stosunku do kielkowania zarodkéw jabloni jest odwracalne jezeli
zostang one krotkotrwale potraktowane NO na poczatku doswiadczenia. W tym przypadku
uzyskalam ponad trzykrotng stymulacj¢ kietkowania, co z kolei wskazuje na udzial RNS w
katabolizmie Spm. Ponadto odwrécenie dzialania Can poprzez krétkotrwale dzialanie NO
ponownie wskazuje na Arg, jako metabolit zaangazowany w biosynteze tego regulatora.

Stymulacje¢ katabolizmu Spm (mierzona jako aktywnos$¢ PAO) obserwowalam w ekstraktach
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enzymatycznych uzyskanych z osi zarodkowych jabloni krétkotrwale traktowanych NO na
roznych etapach ich kietkowania. Z kolei w celu weryfikacji pytania nr 2 do kultury
zarodkow wprowadzitam jednoczesnie PA, ktére stymulujg kielkowanie (Put lub Spd) oraz
zmiatacz NO — c¢PTIO. Obnizenie kietkowania wynioslo okolo 80-90 % w stosunku do tego,
ktore uzyskatam stosujac same wyzej wymienione PA. Zatem PA nie moga zastapi¢ dzialania

RNS w procesie kietkowania zarodkow jabloni,

Opis uzyskanych wynikéw — publikacja nr 6 wehodzaca w sklad osiggniecia naukowego.

Kontynuujgec badania dotyczace wspéldziatania PA-NO kolejno weryfikowatam
pytania nr 3 i 4. Sygnalowa aplikacja NO zarodkéw jabloni tuz po ich izolacji sprzyja
obnizaniu st¢zenia wolnej Arg (metoda badawcza wykorzystujaca technike HPLC) w osiach
zarodkowych. Z kolei aminokwas ten ulegal nagromadzaniu jezeli do kultury zarodkéw
wprowadzono Put lub Spd. Widoczne réznice dotyczace stgzenia Arg w osiach zarodkowych
zarodkow  traktowanych NO lub kietkujacych w  obecnosci wybranych PA
najprawdopodobniej wynikaja ze zmian w szlakach metabolicznych tego aminokwasu pod
wplywem dzialajgcych bodZcow i czasu ekspozycji. Z drugiej strony, w osiach zarodkéw
traktowanych Spm, mimo widocznych oznak utrzymania spoczynku réwniez odnotowano
wzrost stgzenia Arg. Zatem zawartos¢ tego aminokwasu w tkankach nie jest wystarczajacym
wyznacznikiem aktywnosci metabolicznej na wezesnych etapach kietkowania. Wyniki badan
opublikowanych wezesniej (publikacja nr 5 wchodzaca w sklad osiggniecia naukowego)
wskazaly, ze w ekstraktach bialkowych uzyskanych z osi zarodkéw jabloni zachodzi reakcja z
udzialem enzymu, ktéry przeksztalca Arg do NO w warunkach tlenowych i w obecnosci
kofaktorow niezbgdnych dla aktywnosci ssaczych NOS (metoda spektrofotometryczna z
wykorzystaniem utlenionej hemoglobiny oraz L-NAME, dodawanego zamiast Arg, w celu
uzyskania kontroli negatywnej). W dalszej czg¢sci opisu wynikéw, dla uproszezenia stosuje
termin NOS-podobna reakcja lub NOS-podobny enzym. Tak jak NOS-podobny enzym,
arginaza rowniez wykorzystuje Arg jako substrat, a oba enzymy podlegaja kontroli poprzez
stgzenie metabolitow posrednich (ujemne sprzeZenie zwrotne). Te dwa enzymy stanowia
lgcznik metaboliczny szlakow syntezy PA i NO. Weryfikujac pytanie nr 4 wykazalam, ze
obecnos¢ Put lub Spd w kulturze zarodkéw jabloni dziala stymulujaco na aktywnoéé NOS-
podobna oznaczong w ekstraktach biatkowych izolowanych z osi zarodkowych. Ponadto obie
PA stymulowaly aktywnos$¢ arginazy. Nizsza aktywnoscig arginazy charakteryzowaly sie osie
zarodkowe traktowane Spm. Krotkotrwale traktowanie NO zarodkéw jabtoni wplywalo

stymulujgco na aktywnos¢ arginazy mierzonej w trakcie trwania kultury. Co wiecej.
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analogicznie jak ma to miejsce w przypadku tkanek zwierzecych aktywnosé NOS-podobna
byta 1000 krotnie nizsza w stosunku do aktywnosci arginazy.

Stgzenie wolnych PA (Put i Spd) zalezalo od krotkotrwalego traktowania zarodkow
Jabloni izolowanych z nasion tuz po ich 24 h imbibicji w wodzie NO. Ponadto dzialanie tej
reaktywnej czasteczki sprzyjalo wzrostowi stosunkow Put:Spd oraz Put:Spm, ktore osiagaty
wartosci charakterystyczne dla wzrostu elongacyjnego komorek osi zarodkowej. Zarowno NO
jak i Put lub Spd wprowadzone do kultury powodowaly wzrost stezenia mocznika. Obnizeniu
stezenia NO;" w korzeniach zarodkowych miodych siewek kietkujacych w obecnosci Put lub
Spd towarzyszylo obniZenie zawartosci calkowitych. rozpuszezalnych bialek z grupami 3-NT.
Z kolei mniejsza ilos¢ bialek nitrowanych byla powiazana ze wzrostem ilosci bialek
znakowanych ubikwityna, zwlaszcza na etapie zakorczenia kietkowania sensu stricto
zarodkow jabloni. Wyniki te wskazuja na regulacyjne dzialanie PA i NO w procesie
degradacji bialek na drodze zaleznej od proteasomu. Modulowanie zawartosci NO w
zarodkach jabloni wplywa na ekspresje¢ genéw kodujagcych SAMDC (enzym sluzacy jako
lacznik szlaku biosyntezy etylenu i PA): MdSAMDCI (wzrost ekspresji) 1 MdSAMDC?
(obnizenie ekspresji). Wyniki wezesniej opublikowanych prac potwierdzajg udzial NO jako
czasteczki regulujacej biosynteze etylenu podczas kielkowania zarodkow jabloni. Z kolei
dane zaprezentowane w publikacji nr 6 osiggnigcia naukowego wskazujg nie tylko na
wspoéldziatanie PA i NO ale istnienie $cislej relacji etylen-PA-NO w czasie ustepowania

spoczynku zarodkdw jabloni.

Opis uzyskanych wynikéw — publikacja nr 3 wchodzgca w sklad osiggnigcia naukowego.

Can wykazuje wlasciwosci antymetaboliczne m.in. w stosunku do roslinozercow,
zatem rozwaza si¢ jej] zastosowanie w bioherbicydach. W przypadku moich badan
wykorzystanie tego niebiatkowego aminokwasu wiazalo si¢ z analizg wzajemnych
oddziatywan PA-NO. Zadalam sobie pytanie, czy poza hamowaniem kietkowania zarodkéw
(na przykladzie zarodkow jabloni) mozna rowniez spodziewacé sie negatywnego dzialania Can
na siewk¢, w tym wzrost i rozwdj korzenia. Okazalo sig, ze Can wprowadzona do kultury
nasion pomidora nie miata tak negatywnego wplywu na ich kietkowanie, co
najprawdopodobniej wigze si¢ z obecnoscia tupiny nasiennej. Z kolei u 4 dniowych siewek
pomidora umieszczonych w roztworze tego aminokwasu obserwowano hamowanie wzrostu
korzenia, ktérego intensywnos¢ zalezala od zastosowanego stezenia. Co wiecej efekt ten byt
nieodwracalny, nawet jesli siewki przenoszono na roztwor Arg. Negatywny efekt dzialania

Can nie byl letalny, co potwierdzity wyniki uzyskane po konduktometrycznym pomiarze
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integralnosci blon komérkowych korzeni i barwieniu z wykorzystaniem blekitu Evans’a.
Ponadto Can powodowala tylko niewielkg degradacje DNA, wzrost catkowitej zawartosci
RNA i bialek rozpuszczalnych. Wykazalam, ze w korzeniach siewek pomidora, ktére rosng w
obecnosci Can modyfikacjom ulegala emisia. NO i ONOO". Potwierdzily to zaréwno
wizualizacja preparatéw z wykorzystaniem konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej
(CLSM) jak i pomiar spektrofluorescencyjny. Wykazalam, ze Can hamuje emisje NO jak i
przejsciowo zwigksza emisje ONOO™. W przypadku NO obnizona emisja dotyczyla korzenia,
ale komorki graniczne charakteryzowaly sie wzrostem emisji tej czasteczki w stosunku do
kontroli. Krétkotrwale traktowanie NO korzeni pomidora nie odwracalo negatywnego
dzialania Can, ktore bylo przetamane dopiero po ponawianym krétkotrwalym traktowaniu.
Wynik ten wskazuje, ze Can pobierana z podloza stale modulowala zawartos¢ RNS w
tkankach. Z drugiej strony aminokwas ten nie wplywal na ilos¢ NO;" w korzeniach siewek,
Zatem, najprawdopodobniej negatywne dzialanie Can wiaze si¢ z enzymatycznym szlakiem
biosyntezy NO. W niewielkim stopniu moze to potwierdzi¢ obnizona aktywnogé oddychania

mitochondrialnego. ktére odnotowatam w przypadku korzeni traktowanych Can.

Opis uzyskanych wynikéw — publikacja nr 4 wehodzgca w sklad osiggniecia naukowego.

Kontynuujac badania dotyczace wplywu Can na wzrost korzeni siewek pomidora
potwierdzilam wczesniej otrzymany wynik dotyczaey przejéciowego wzrostu emisji ONOO",
Ta forma RNS powstaje w obecnosci zaréwno NO jak i ROS. Wzrost ROS bardzo czesto
wigze si¢ z utlenianiem biatek — m.in. ich karbonylacja. Wykazalam, ze Can powoduje wzrost
stezenia calkowitych, rozpuszczalnych bialek karbonylowanych (zastosowanie metody
ELISA), zwlaszcza po dluzszym okresie ekspozycji siewek na ten aminokwas. Ponadto
uwidoczniony, pogrubiony prazek na membranie nitrocelulozowej na poziomie frontu zelu
poliakrylamidowego (wykorzystanie techniki Western blot) najprawdopodobniej swiadezy o
tym, Ze karbonylacji ulegajg biatka o niskiej masie czasteczkowej lub peptydy powstale z
rozpadu bialek tak zmodyfikowanych. Z drugiej strony obserwowalam obecnos¢ duzych
agregatow bialkowych, ktére rowniez ulegajg karbonylacji pod wplywem przediuzonego
dziatania Can.

Wykazalam. ze obecno$¢ Can w kulturze siewek pomidora modyfikuje zawartosé
bialek z grupami 3-NT. Wyzsze stezenie bialek nitrowanych obserwowano po krétszym
czasie dziatania Can, co wiaze si¢ z wezesnie] uzyskanymi wynikami dotyczacymi emisji
ONOO" (publikacja nr 3). Z kolei dluzszy czas traktowania siewek pomidora tym

aminokwasem powodowal obnizenie st¢zenia bialek nitrowanych, co z kolei pokrywa sie z
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wynikami dotyczgcymi emisji NO (publikacja nr 3). Jak wspomnialam wyzej, Corpas i inni
(2009) wykazali, ze proces nitracji obejmuje prawidlowe (fizjologiczne) funkcjonowanie
komorek, zatem wplyw Can na metabolizm NO i obniZenie zawartosci bialek nitrowanych
moze by¢ kolejnym, waznym mechanizmem dzialania tego aminokwasu.

Traktowanie siewek pomidora Can stymulowalo aktywnos¢ PAO w ekstraktach
bialkowych izolowanych z korzeni, zatem aktywacji ulegal katabolizm PA. Wynik ten
ponownie potwierdza powigzanie Sciezek PA-NO, takze na etapie wzrostu korzenia mlodej
siewki.

Opis uzyskanych wynikéw — publikacja nr 2 wchodzaca w sklad osiggni¢cia naukowego.

Weryfikujac pytanie nr 7 wykorzystalam prawidlowo rozwinigte siewki jabloni oraz
atypowe siewki kontrolne (z jednym biatym liscieniem). W przypadku realizacji tych badan
stworzylam nowy model doswiadczalny obejmujacy rozny czas traktowania badanego
materialu NO. Kontrole stanowily zarodki nietraktowane i siewki z nich wyrastajace. Ponadto
wykorzystalam siewki rozwiniete z zarodkow krotkotrwale traktowanych NO. Do badan
bralam rowniez 5 dniowe kontrolne siewki, ktore poddawatam krotkotrwalemu traktowaniu
NO, a nastgpnie po trzech dniach wykonywatam dalsze analizy.

Stymulacja rownomiernego zazieleniania liscieni (znacznego wzrostu zawartosci chlorofilu,
szczegllnie w liscieniu, ktéry pozostawal bialy) po traktowaniu NO byla powigzana ze
wzrostem zawartosci HO;. Ta forma ROS oraz metabolity bedace produktami utleniania
moga bra¢ udzial w komunikacji chloroplast-jadro komérkowe (sygnal retrogradowy).
Wykazano, ze potencjal sygnalowy maja m.in. cykliczne oksylipiny, ktére moga indukowaéd
ekspresi¢ genoéw jadrowych (Galvez-Valdivieso i Mullineaux, 2010). Biatka/peptydy
karbonylowane, ktorych obecnosé potwierdzilam w zarodkach i siewkach jabloni (Krasuska i
inni, 2014 - praca, ktora stanowi dodatkowe osiagniecie naukowo-badawcze) moglyby by¢
zgodnie z koncepcja Meller’a i Sweetlove’a (2010) organellowo-specyficznymi czasteczkami
sygnalowymi transportowanymi do jadra komoérkowego, majacymi wplyw na metabolizm.
Niektore enzymy cyklu Calvina, czy zwiazane z biosynteza skrobi znajdujg sie pod wplywem
regulacji redoks (Stenback and Jensen 2010). Wykazatam, ze krotkotrwale traktowanie NO
anormalnych siewek jabloni nie wplywa negatywnie na wydajnosé¢ procesu fotosyntezy
(aktywnosé fotosyntezy w czasie rzeczywistym byla mierzona elektrodg Clark'a) w liscieniu,
ktory si¢ rozwijal i zazielenial. Ponadto uzyskane wyniki potwierdzilam dokonujac analizy
fluorescencji chlorofilu a, obejmujacej podstawowe parametry jak Fv/Fm i Fv/FO. Wartos¢
Fv/Fm wzrosta w liscieniach siewek, ktore byly krétkotrwale traktowane NO po 5 dniach

kielkowania w wodzie (siewki traktowane 5 dnia kultury). Wyniki te wskazuja. ze
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krotkotrwale aplikowanie NO ma korzystne dzialanie na przebieg procesu fotosyntezy w
liscieniach siewek, dzieki czemu ulatwia przejécie z heterotrofii na autotrofi¢. Wykazalam
rowniez, ze krotkotrwale traktowanie NO zarodkéw lub anormalnych siewek jabloni
powodowalo wzrost nagromadzania mniejszej podjednostki RuBisCO w rozwijajacym sie
liscieniu w poréwnaniu z kontrola (analiza Western blot). Biale liscienie, izolowane z
kontrolnych siewek, charakteryzowal brak mniejszej podjednostki RuBisCO do momentu
catkowitego odblokowania (zazieleniania). Ponadto pojawienie si¢ mniejszej podjednostki
RuBisCO odnotowano réwniez w liscieniach siewek kontrolnych (5 dniowych) poddanych
krotkotrwalemu traktowaniu NO. Te wyniki wyraznie wskazujg na udzial NO w percepcji
swiatla, zatem w biogenezie chloroplastéw. W procesie tym uczestniczg m.in. geny zwiazane
z fotosynteza kodowane przez genom Jjadrowy (ang. photosynthesis-associated nuclear genes
— PhANGs), np. geny kodujace mniejsza podjednostke RuBisCO. W tym przypadku NO
stanowi istotny regulator sygnalu retrogradowego. Udzial NO w stabilizacji autotrofii
mlodych siewek moze rowniez zachodzié¢ poprzez dziatanie na metabolizm cukrow, o czym
swiadczg uzyskane wyniki tej pracy. Krétkotrwale traktowanie NO powodowalo wzrost
zawartosci  cukrow redukujacych (metoda spektrofotometryczna) w obu licieniach.
Obserwacje mikroskopowe (mikroskopia elektronowa) rowniez potwierdzily udzial NO w
biogenezie chloroplastéw. Od momentu krotkotrwalego (sygnalowego) potraktowania
zarodkow czy siewek NO ultrastruktura plastydéw ulegata modyfikacjom - od proplastydow

do chloroplastéw z dobrze rozwinietym systemem lamelarnym.

Opis uzyskanych wynikéw — publikacja nr 5 wchodzgea w sklad osiggni¢cia naukowego.
Weryfikujac pytania nr 1, 6 i 8 wykazalam, ze efekt dzialania Can na proces kietkowania
zarodkow jabloni jest podobny do uzyskanego po zastosowaniu L-NAME (inhibitor ssaczych
NOS). Wykazalam, Ze oba inhibitory obnizaly emisje zaréwno NO jak i ONOO™ z osi
zarodkow kielkujacych w obecnodci tych zwigzkow. Z drugiej strony suplementacja
zarodkow Arg (wprowadzenie tego aminokwasu do kultury) powodowala wzrost emisji obu
form RNS. Krétkotrwale traktowanie zarodkéw jabloni NO lub podanie roztworu Arg
stymulowalo aktywnos¢é NOS-podobng oznaczana w ekstrakiach biatkowych uzyskanych z
osi zarodkowych. Co wiecej kielkowanie zarodkéw w obecnodci Arg wigzalo si¢ ze
zwigkszong aktywnoscia tego enzymu przez caly czas trwania kultury. Can lub L-NAME
obecne w kulturze zarodkéw powodowaly obnizenie lub catkowity brak aktywnosci NOS-
podobnej mierzonej w ekstrakcie biatkowym uzyskanym z osi/korzeni zarodkowych.

Jednoczesnie wykazalam, ze wraz z postepem kielkowania zarodkéw jabloni krotkotrwale
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traktowanych NO lub poddanych suplementacji Arg obnizeniu ulegalo stezenie NO, w osiach
lub korzeniach zarodkowych. Z kolei traktowanie zarodkéw Can lub L-NAME utrzymywalo
stezenie tego metabolitu na poziomie poréwnywalnym dla spoczynkowej kontroli.
Wykazalam, ze ilos¢ bialek z grupami 3-NT zalezy przede wszystkim od stopnia
spoczynku. Obnizenie zawartosci bialek nitrowanych bylo charakterystyczne dla korzeni
zarodkowych milodych siewek wyrastajacych z zarodkéw krotkotrwale traktowanych
donorami NO lub rosnacych w obecnosci Arg. Najwicksza réznica w grubosci prazka
biatkowego uzyskanego po wizualizacji stosowanej w technice Western blot dotyczyla tego o
masie czgsteczkowej okolo 95 kDa. Jednoczesnie wykazalam, ze prazek ten odpowiada
obecnosci bialek zawierajacych biotyng, stanowigcych bialka zapasowe (zastosowanie
techniki Western blot). Dokladniejsza analiza prazkéw bialkowych izolowanych z zelu
poliakrylamidowego, odpowiadajacych masie czasteczkowej 95 kDa (technika MALDI-TOF)
potwierdzila obecnos¢ pewnych bialek zapasowych takich jak: leguminy czy wiasnie bialka
zawierajgce biotyng. Ponadto w prazkach poddanych identyfikacji zostala potwierdzona
obecnos¢ syntetazy metioniny, ktora bierze udzial w przeniesieniu grupy metylowej z 5-
metylo-TFA, z ktorego uwalnia wolny TFA. Metabolit ten moze stanowié¢ substrat w reakcji
NOS-podobnej zastgpujac BHy. Przedstawiony wynik jest unikatowy i szczegolnie wazny w
aspekcie wykazania obecnosci roslinnych odpowiednikow ssaczych NOS jak i mozliwosci

przeprowadzania reakcji NOS-podobnej.

PODSUMOWANIE

Realizujgc cel moich badan wykazalam znaczacy udzial RNS jak i PA oraz ich
wzajemne wspoldzialanie w regulacji ustepowania spoczynku zarodkow, kielkowania
zarodkow i wzrostu miodej siewki. Uzyskane i opisane wyzej dane eksperymentalne
pozwolily zweryfikowa¢ postawione wczesniej pytania,

1. Nie kazda z podstawowych PA w jednakowym stopniu stymuluje emisje RNS z
komérek. Do PA, ktorych wprowadzenie do kultury sprzyja wzrostowi emisji z
tkanek nalezg Put i Spd, natomiast Spm ma dzialanie odwrotne. Traktowanie
zarodkéw jabloni Arg rowniez powoduje wzrost emisji RNS z tkanek. co wskazuje
na jej udzial w syntezie NO.

2. Traktowanie PA (Put lub Spd) zarodkéw jabloni mimo, ze dziala stymulujaco na
ich kielkowanie, nie moze jednak calkowicie zastgpi¢ dzialania NO.
Najprawdopodobniej suplementacja Put lub Spd wplywa korzystnie na wzrost

endogennego stezenia RNS np. poprzez ograniczenie zuzycia Arg.
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- Krotkotrwale traktowanie NO spoczynkowych zarodkéw Jabloni modyfikuje
zawartos¢ Put i Spd oraz zmienia stosunek Put:Spd i Put:Spm. $wiadezy to o
wspoldzialaniu PA-NO.

. Wzajemne oddziatywanie PA-NO najprawdopodobniej dotyczy gléwnie Arg, ale
takze zmian aktywnosci enzyméw i ckspresji genéw kodujacych enzymy
metabolizmu PA. Put i Spd wplywaja korzystnie na aktywno$é enzymu
uczestniczgcego w syntezie NO — NOS-podobnego. a Spm ja obniza.

- Can hamuje kielkowanie zarodkéw jabloni i wzrost elongacyjny korzenia siewek
pomidora. Obecnos¢ lupiny nasiennej ogranicza dostep Can do tkanek i w
rezultacie nie obserwuje si¢ negatywnego efektu dzialania tego aminokwasu,

. Can obniza emisje RNS zaréwno z osi zarodkowych jak i korzeni mlodych siewek.
Aminokwas ten radyklanie obniza aktywnosé NOS-podobng badana w ekstrakcie
biatkowym izolowanym z tkanek osi lub korzeni zarodkowych, a dzialanie to jest
porownywalne do dziatania L.-NAME.

. NO jako -czasteczka sygnalowa uczestniczy w procesie przeksztalcania
proplastydow w dojrzale chloroplasty na $wietle, zatem umozliwia przejscie
mlodej siewki na autotrofie. Najprawdopodobniej czasteczka ta bezposrednio lub
posrednio stanowi istotny element sygnatu retrogradowego. W przypadku
krotkotrwalego traktowania zarodkéw lub siewek Jabloni NO nie obserwuje sie
negatywnego (trwalego) efektu tej czasteczki na wydajnosé PSII w liscieniach
miodych siewek.

- Zmienna ilos¢ bialek nitrowanych moze stanowié znacznik nie tylko glebokosci
spoczynku nasion, ale takze statusu potencjatu redoks. Jednakze obecnogé biatek
zawierajgcych biotyne réwniez ulega obnizeniu w miare postepowania procesu
kietkowania, a oznaczenie ich jest tansze i szybsze, zatem bialka te docelowo
moga stuzy¢ w ocenie stopnia ustapienia spoczynku szczegblnie na poczatku
procesu imbibicji. Bialka zawierajace biotyne sq potencjalnym celem nitracji co

sprzyja ich utylizacji podezas kielkowania nasion.

WYKORZYSTANIE OTRZYMANYCH WYNIKOW
Uzyskane wyniki badan przede wszystkim uzupelniajg wiedz¢ dotyczaca udziatu PA i NO

w regulacji procesu kielkowania nasion jak i wzrostu mlodej siewki. Ponadto, niewiele

istnieje danych literaturowych dotyczacych Can, szczegélnie innych mechanizméw dziatania

tego aminokwasu, poza zdolnoscia do wlgczania w strukture biatek w miejsce Arg.
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Porownywalne dzialanie Can i L-NAME jako inhibitorow aktywnosci (hipotetycznego)
enzymu NOS-podobnego moze by¢ przydatne w badaniach dotyczacych wykazania obecnosci
tego bialka w tkankach roslin wyzszych. Ponadto jezeli Can mialaby byé¢ zastosowana w
preparatach typu ,.bio” (np. bioherbicydy) do zwalczania chwastow czy szkodnikow to wyniki
uzyskane przeze mnie wskazuja, ze najbardziej wrazliwe na ten aminokwas sa mtode siewki,
szczegoOlnie ich korzenie. Lupina nasienna ogranicza pobieranie Can z podloza.

Dzigki wynikom dotyczacym dzialania NO w procesie kielkowania zarodkéw jabloni oraz
podczas niezakloconego wzrostu siewki moglam stawia¢ kolejne pytania dotyczace tej
czasteczki, To z kolei umozliwilo mi pozyskanie srodkéw finansowych z Narodowego
Centrum Nauki w ramach konkursu OPUS na projekt pt.: .Rola tlenku azotu jako czasteczki
poprawiajgcej zdolnos¢ do kietkowania zarodkow izolowanych z nasion jabloni poddanych
stratyfikacji w cieple” (Nr DEC-2016/23/B/NZ9/03462). Jak wykazaly wyniki badan NO
moze dziala¢ korzystnie (odwracajac blokady kielkowania) na réznym etapie ustepowania
spoczynku. Sprzyja to poprawie jakosci siewek stymulujac ich przejscie na autotrofie.

Proste immunotechniki laboratoryjne oparte o dzialanie przeciwcial pozwalaja na
przeprowadzanie latwych testow okreslajacych stopien zaawansowania procesu kielkowania
nasion m.in. na podstawie analizy obnizania ilosci bialek zawierajacych biotyne czy bialek z

grupami 3-NT,

5. Omdwienie pozostalych osiagnigé naukowo-badawcezych

M¢) dorobek naukowy obejmuje publikacje, ktorych tematyka posrednio lub
bezposrednio jest powigzana z glownym osiagnigciem naukowo-badawczym, Jestem
wspolautorkg dwoch prac, ktére dotycza zmian w zawartosci bialek karbonylowanych
izolowanych z zarodkow jabloni (Debska i inni, 2013, Krasuska i inni, 2014).

Karbonylacja bialek jest to potranslacyjna modyfikacja powstajaca w wyniku
obecnosci czynnikéw utleniajacych w tym ROS. Nie ma obecnie danych literaturowych,
ktére jednoznacznie potwierdzilyby odwracalnos¢é tego procesu. Bialka z grupami
karbonylowanymi najczesciej charakteryzuje zmieniona struktura i funkcja oraz podlegaja
one przyspieszonej proteolizie (Meller i inni, 2007, 2011, Ambrozewicz i Bielawska,
2016). Bezposrednie utlenianie takich aminokwaséw jak Arg, lizyna, treonina czy prolina
oraz posrednie (z udzialem reaktywnych lipidow czy weglowodanéw) - cysteiny, lizyny
czy histydyny prowadzi do powstania grup karbonylowych (C=0). Najczgsciej
karbonylacji sprzyja obecno$é jonéw metali przejéciowych np. Fe** lub Cu’, ktére
reagujgc z H,O» (reakcja Fentona) powoduja powstawanie rodnikéow hydroksylowych
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(Meller i inni, 2011). Rodnik ten uczestniczy w modyfikacji reszt lancucha
polipeptydowego. Z kolei rodnik alkoksylowy na drodze «-amidacji umozliwia
wprowadzenie grup C=0 do bialka (Ambrozewicz i Bielawska, 2016). Bialka
karbonylowane sg obecne w tkankach zywych organizmoéw réwniez w warunkach
fizjologicznych, ale ich wzrost stanowi dobry znacznik stresu oksydacyjnego. Wykazalam
(Krasuska i inni, 2014), ze krétkotrwale traktowanie spoczynkowych zarodkéw jabloni
NO, podobnie jak cyjanowodorem (HCN), powoduje obnizanie zawartosci biatek
karbonylowanych w osiach zarodkowych i korzeniach zarodkowych podczas kielkowania.
Przejsciowy, niewielki wzrost zawartosci bialek z grupami C=0 obserwowano w
pierwszych 24 h kultury w ekstraktach bialkowych uzyskanych z osi zarodkowych i
liscieni zarodkéw. Obnizenie ilosci bialek (lub peptydow) karbonylowanych, szczegélnie
0 masie czasteczkowej okolo 24 kDa najprawdopodobniej wiaze si¢ ze wzrostem
aktywnosci proteolitycznej, szczegolnie proteaz aktywnych w kwasnym pH. Z drugiej
strony wykazalam, ze w liscieniu, ktorego wzrost i rozwoj sg zablokowane aktywnogdé
kwasnych proteaz ulegla obnizeniu. Z kolei. pod koniec kielkowania sensu stricto, w
siewkach wyrastajacych z zarodkéw krétkotrwale traktowanych NO lub HCN
obserwowatam wzrost aktywnosci proteaz w alkalicznym pH. Szczegélnie waznym
wynikiem, kt6ry udato mi si¢ przedstawi¢ w niniejszej pracy bylo wykazanie udzialu NO
w karbonylacji biatka izolowanego z osocza krwi wolu (BSA) w reakcji in vitro.
Najintensywniejsza plame na nitrocelulozie po wizualizacji z wykorzystaniem alkalicznej
fosfatazy (technika dot blot) uzyskalam w przypadku zastosowania zakwaszonego
azotynu sodu, stabsza po traktowaniu SNAP lub SNP. W przypadku cyjanku potasu
uzyskalam plame na nitrocelulozie o niewielkiej intensywnosci po wybarwieniu. Sugeruje
to mniejszy udziat HCN w bezposrednie] karbonylacji biatek. HCN najprawdopodobnie;
sprzyja wzrostowi stezenia bialek karbonylowanych poprzez stymulacje powstawania
ROS i RNS.

Ponadto jestem rowniez wspélautorkg prac, w ktorych badam mechanizmy dzialania
zwigzkow fitotoksycznych takich Jak: m-Tyr (Krasuska i inni, 2017, 2018), citral (Grafia i
inni, 2013) oraz farmezan (Araniti i inni. 2016) pod katem dziatania stresu
nitrooksydacyjnego. Poza Can, ktérej zaréwno metabolizm Jak dzialanie nie tylko w
tkankach roélin przedstawilam w pracy przegladowej Staszek i inni (2017), ktorej to
jestem autorem korespondencyjnym, zajmuje si¢ rowniez meta-tyrozyna (m-Tyr).
Zwiazek ten, bedaey strukturalnym analogiem fenyloalaniny (Phe) zostal wyizolowany z

eksudatow korzeniowych traw z rodzaju kostrzewy (Festuca) m.in. kostrzewy zwyczajnej
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(Festuca rubra L. ssp. commuata) (Bertin i inni, 2007). Aminokwas ten jest fitotoksyczny
w stosunku do wielu gatunkéw roslin akceptorowych (Bertin i inni, 2007) w tym do
pomidora (Krasuska i inni, 2016). Jednym z podstawowych mechanizméw dzialania m-
Tyr jest jej zdolnos¢ do inkorporacji w strukturg bialek w miejsce Phe, co potwierdzily
wyniki badan prowadzone m.in. przez Bertin i innych (2007). Uniwersalnym sposobem
powstawania tego niebialkowego aminokwasu w tkankach zwierzat i rodlin jest
nieenzymatyczne utlenianie Phe np. w obecnosci ONOO", ktore prowadzi do
nagromadzania m-Tyr i jest uwazane za jeden ze wskaznikow proceséw starzenia (Ipson i
Fisher, 2016). W pracy Krasuska i inni (2017) wykazatam, ze w korzeniach siewek
pomidora traktowanych m-Tyr dochodzi do zmian w emisji NO i ONOO", zaleznych od
stgzenia tego aminokwasu jak i czasu jego dzialania. Wzrost emisji dotyczyl glownie
nizszego stgzenia m-Tyr i komoérek granicznych oraz komoérek epidermy korzenia. Oprocz
tego przediuzajgce si¢ dzialanie m-Tyr o stezeniu, ktore calkowicie hamuje wzrost
wydtuzeniowy komorek wiazato si¢ z nagromadzaniem bialek z grupami 3-NT, wskazujac
na stan stresu nitrooksydacyjnego w badanym materiale. Roéwniez zmianom podlegata
aktywnos¢ reduktazy GSNO (GSNOR), enzymu regulujacego komorkowa zawartosé
RNS, ktéra to wzrastala w miare przedtuzania kultury siewek pomidora w obecnosci m-
Tyr. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze m-Tyr choé¢ nie jest bezposrednim
inhibitorem NOS, jak Can to ewidentnie ma wplyw na metabolizm RNS. Na podstawie
tych danych oraz wynikow dotyczacych udzialu RNS w regulacji kielkowania zarodkow
jabloni zlozylam projekt pt.: ,,Rola tlenku azotu jako czasteczki poprawiajacej zdolnosé
do kietkowania zarodkéw izolowanych z nasion jabloni poddanych stratyfikacji w cieple™
do Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu OPUS i otrzymalam srodki
finansowe na jego realizacjg¢ (Nr DEC-2016/23/B/NZ9/03462). Stratyfikacja w cieple
zarodkow jabloni prowadzi do ich starzenia (Dgbska i inni, 2013). Jednym z zadan
badawczych bedzie wykazanie obecnosci i zmian stezenia m-Tyr w zarodkach
kontrolnych (izolowanych z nasion poddanych stratyfikacji w cieple) i zarodkach
izolowanych z nasion stratyfikowanych w cieple krotkotrwale traktowanych NO. Na dzien
dzisiejszy nie ma danych literaturowych, ktére dotyczylyby potencjalnego nagromadzania
si¢ tego aminokwasu w nasionach, réwniez tych wykorzystywanych przez czlowieka jako
pokarm. W projekcie opisalam potencjalne wykorzystanie uzyskanych wynikow,

Jestem réwniez zaangazowana w badania dotyczace udzialu RNS w procesie trawienia
zachodzgcego w cieczy trawiennej dzbanecznika brzusznego (Nepenthes ventrata) —

rosliny migsozernej. Wstgpne wyniki zostaly przedstawione w formie plakatu na zjezdzie
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0 charakterze migedzynarodowym w 2014 roku: Dzierzynska A., Gniazdowska A..
Urbanski D., Krasuska U. (2014) Modification of RNS content in pitcher plant
(Nepenthes ventrata) fluid during digestion. 5™ Plant NO Club International Meeting,
Monachium, Niemcy, Book of abstracts p. 63. Wyniki te sa obecnie uzupelniane i
przygotowywane do publikacji. Ponadto jestem wspolautorka prac przegladowych
dotyczacych roélin migsozernych (1) Krasuska U., Glinka A., Gniazdowska A. (2012)
Menu roslin migsozernych. Kosmos 61: 635-646 oraz (2) Krasuska U., Dzierzyniska A.,
Ciacka K., Andrzejczak O., Staszek P., Gniazdowska A. (2015) Rosliny migsozerne jako
przyklad adaptacji do niesprzyjajacych warunkéw srodowiska naturalnego. W: Ciereszko
L, Bajguz A. (red.), Réinorodnosé biologiczna — od komérki do ekosystemu.
Funkcjonowanie roslin i grzybow. Srodowisko-cksperyment-edukacja.  Polskie
Towarzystwo Botaniczne, Bialystok str. 77-88.

Poza publikacjami. ktore maja charakter cksperymentalny jestem wspolautorka
rozdzialéw w monografiach jak i w publikacjach o charakterze edukacyjnym (publikacje
przegladowe, dolaczony dorobek publikacyjny). W rozdziale autorstwa Krasuska i
Gniazdowska (2015) pt.: ,,ROS - RNS - phytohormones network in root response
strategy™ zebratam informacje zwigzane z udzialem RNS w procesach wzrostu i rozwoju
korzenia. Publikacja ta ukazala sie w: Reactive Oxygen and Nitrogen Species Signaling
and Communication in Plants, Seria: Signaling and Communication in Plants 23, red:
Gupta KJ, Igamberdiev AU, Springer International Publishing Switzerland. W tej samej
ksigzce przedstawitam koncepcje ,.drzwi nitrozacyjnych” w aspekcie udzialu RNS w
regulacji spoczynku i kietkowania nasion (Krasuska i inni, 2015),

Przedstawiony opis mojego osiggnigcia habilitacyjnego jak i dorobku naukowego stanowig
podsumowanie aktywnoséci naukowej. Zamiescilam rowniez wykaz opublikowanych prac
naukowych i wskaznikéw dokonai naukowych, przedstawionych szczegolowo w zalaczniku

nr 3.
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