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»Rola i mechanizm regulacji ekspresji genow kodujgcych dioksygenazy
w adaptacji roslin do wzrostu i rogwoju w warunkach panujgcych na lgdzie”

mgr Izabela Perkowska

Kolonizacja ladu przez rosliny byla jednym z najbardziej przelomowych wydarzen w historii zycia
na Ziemi, wymagajagcym glebokich przemian w funkcjonowaniu ich szlakéw biochemicznych
i regulacyjnych. W odpowiedzi na nowe czynniki srodowiskowe, takie jak deficyt wody czy zwigkszone
promieniowanie UV, w tkankach ro$lin zaszly liczne adaptacyjne przeksztalcenia, obejmujace
m. in. regulacje mechanizmoéw biosyntezy metabolitow wtornych.

W ramach przedstawianej pracy doktorskiej przeanalizowalam wzajemne zalezno$ci pomig¢dzy
genotypami rosliny modelowej Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity), abiotycznymi i biotycznym
stresami $rodowiskowymi, a metabolizmem wtormym. Szczegélng uwage poswigcitam kumarynom
— metabolitom wtoérnym, syntetyzowanym w szlaku fenylopropanoidow, ktore odgrywaja istotng role
w strategiach adaptacyjnych roslin do niekorzystnych warunkow $rodowiskowych. Kumaryny wykazuja
wlasciwosci  chelatujace  jony zelaza (Fe), a takze majg dzialanie antyoksydacyjne
i przeciwdrobnoustrojowe. L.aczac metabolomike, transkryptomike, filogenetyke oraz odwrotng genetyke,
przedstawiona praca przyczynia si¢ do poglebienia wiedzy na temat odpowiedzi roslin na niekorzystne
warunki §rodowiskowe w kontekscie biosyntezy kumaryn 1 regulacji szlaku biosyntezy
fenylopropanoidow.

Badania przedstawiono w postaci cyklu pigciu tematycznie powigzanych publikacji, z ktorych trzy
zostaly opublikowane w recenzowanych migdzynarodowych czasopismach, natomiast dwie kolejne
przedstawiono w postaci manuskryptow bedacych na etapie przygotowania. Pierwsze trzy prace,
odpowiednio publikacje nr 1, 2 i 3, dotycza pierwszego celu badawczego, ktérym byto zbadanie korelacji
miedzy poziomem akumulacji kumaryn, zréznicowaniem genotypowym ro$lin (naturalne akcesje
1 mutanty), a oddzialywaniem wybranych czynnikow stresowych — w szczego6lnosci dostgpnoscia Fe,
oraz infekcja Dickeya spp. Badania mialy na celu zrozumienie, w jaki sposob A. thaliana dostosowuje
metabolizm kumaryn w odpowiedzi na zmienne warunki srodowiskowe, z uwzglednieniem rdznic
genotypowych ro$lin i rodzaju czynnika stresowego.

W pierwszej publikacji opisano zmienno$¢ naturalng w zakresie akumulacji wybranych prostych
kumaryn (skopoletyny, umbeliferonu i eskuletyny) i ich glikozylowanych form w 28 naturalnych akcesjach
A.  thaliana.  Profilowanie metaboliczne (UHPLC-MS) wykazalo istotne zrdéznicowanie
wewnatrzgatunkowe zawarto$ci kumaryn, na ktore wplywaja genotyp i srodowiskowe warunki wzrostu
(Perkowska et al., 2021a). W kolejnej publikacji wykazano, ze akumulacja kumaryn koreluje z niedoborem

Fe ijest powigzana z odpornoscia roslin na Dickeya spp. — nekrotroficzne patogeny bakteryjne o znaczeniu
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agronomicznym, wybrane ze wzgledu na ich wysoka wirulencje i zdolno$¢ do wychwytywania Fe
ze $rodowiska. Uzyskane wyniki wskazuja, ze kumaryny mogg utatwia¢ pozyskiwanie Fe, jak i wspiera¢
indukowane stresem biotycznym mechanizmy obronne (Perkowska et al, 2021b). Badania opisane
w trzeciej publikacji skupialy si¢ na powigzaniu dynamiki ekspresji genow z akumulacjg wybranych
kumaryn w roznych tkankach ro$linnych, w wybranych warunkach s$rodowiskowych. Bazujac
na wcezesniejszej analizie akumulacji kumaryn wybrano trzy genetycznie zroznicowane, naturalne akcesje
A. thaliana (Col-0, Est-1 1 Tsu-1), dla ktéorych wykazano zréznicowang akumulacje¢ tych zwigzkow.
Aby symulowaé kontrastujace warunki srodowiskowe, rosliny uprawiano w hodowli ptynnej in vitro,
jak i w glebie. Korzenie i pedy zbierano w celu rownoleglego profilowania metabolitow (UHPLC-MS)
oraz analizy ekspresji genow (qQRT-PCR) ze szlaku biosyntezy fenylopropanoidéw. Re-sekwencjonowanie
wybranych gendéw pozwolito na identyfikacj¢ polimorfizméw, ktore moga wyjasnia¢ zréznicowanie
zawarto$ci kumaryn miedzy badanymi akcesjami (Ihnatowicz et al., 2024).

W trzech pierwszych publikacjach przedstawiono, jak zmienno$¢ genotypowa i warunki srodowiskowe
wplywaja na biosynteze kumaryn w tkankach A. thaliana, ujawniajac zalezno$ci miedzy poziomem
metabolitow wtornych, ekspresja genow szlaku fenylopropanoidow i potencjalem adaptacyjnym akcesji.
Czwarta publikacja dotyczy charakterystyki genow DOXC21-A4, jego antysensownego transkryptu (NAT)
oraz paralogu DOXC21-B. DOXC21-A 1 DOXC2I-B koduja dioksygenazy (20GD) o nieznanej funkcji
biologicznej. Analiza filogenetyczna potwierdzita ich wysoki stopien konserwacji u roslin ladowych,
co sugeruje ewolucyjnie zachowana rolg oraz podkresla potencjalne znaczenie biologiczne. Rosliny
hodowano w warunkach niskiego pH (4,5) i stresu osmotycznego (3% PEQG), a nastgpnie przeprowadzono
analizy transkryptomiczne, metabolomiczne i fenotypowe. Uzyskane wyniki pozwolity zaproponowac
model, w ktorym DOXC21-A i NAT tworza jednostk¢ regulacyjng, mogaca koordynowaé z udziatem
hormonéw przekierowanie szlaku fenylopropanoidowego z lignin w stron¢ flawonoidow. Stwierdzono
takze obecnos¢ konserwowanej sekwencji homologicznej do regionow prekursorowych miRNA u ro$lin
ladowych, co moze sugerowac udzial w regulacji posttranskrypcyjnej. Odmienne fenotypy mutantow
doxc21-a 1 nat sugeruja, ze chociaz obydwa elementy przyczyniaja si¢ do reakcji na stres abiotyczny, moga
dziata¢ poprzez naktadajace sig¢, ale nieredundantne szlaki molekularne.

Ostatnie badania skupiaja si¢ na charakterystyce funkcjonalnej UGT79B9 (AT3G53990),
UDP-glukozyltransferazie potencjalnie zaangazowanej w glikozylacje zwigzkéw indukowanych stresem.
Badania przeprowadzone na mutantach ugt79b9 typu knockout i nadekspresorach UGT79B9 pozwolily
na wykazanie, ze UGT79B9 wplywa na profile eksudatéw korzeniowych i poziom glikozylacji
metabolitéw, gromadzonych na skutek wystapienia stresu $rodowiskowego (niedobor Fe, stres

osmotyczny, susza). Nieukierunkowana analiza metabolomiczna ujawnila szereg dotad
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niezidentyfikowanych sygnatéw m/z zwigzanych z wystgpowaniem mutacji w badanym genie UGT79B9
i odpowiedzig na stres osmotyczny indukowany PEG.

Podsumowujac, wyniki badan przedstawionych w pieciu publikacjach sktadajacych si¢ na niniejsza
rozprawe doktorska poszerzaja wiedze o tym, jak A. thaliana integruje sygnaty srodowiskowe z regulacja
metabolizmu wtornego, ze szczegdlnym uwzglednieniem biosyntezy kumaryn. Uzyskane rezultaty,
podkreslajac znaczenie zmiennos$ci genetycznej i plastycznos$ci regulacyjnej w odpornosci roslin na stres
abiotyczny 1 biotyczny, wspieraja tez¢ o zlozonej sieci interakcji pomiedzy 20GD, UGT i NAT,

ktore wspdlnie uczestnicza w adaptacyjnym przeprogramowaniu szlakéw metabolicznych.
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