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Wykaz skrotow i nazw zwyczajowych

ABA

Ala-pNA
APS
BBCH

cDNA
DMSO
DTT
E-64

EDTA
EGTA
FPLC

Gly-pNA
GUS
HIV
HVMAP
JA

LAP
LAP-A
LAP-N
Leu-pNA
MAP
MCA
MeJA
MES
Met-pNA
NATIVE-PAGE
NEM
p-NA
PAGE

kwas  (2Z,4E)-5-((S)-1-hydroksy-2,6,6-trimetylo-4-oksocycloheks-2-enylo)-3-
metylopenta-2,4-dienowy, (kwas abscysynowy)

p-nitroanilid alaniny

nadtlenodisiarczan diamonu

skala okreslania fitofizjologicznych faz wzrostu roslin (niem. Biologische
Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie)

komplementarny DNA

dimetylosulfotlenek

(2S,3S)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol (ditiotreitol)
L-trans-epoksysukcynylo-L-leucyloamino-(4-guanidyno) butan (inhibitor
proteaz cysteinowych)

kwas etylenodiaminotetraoctowy

kwas etylenoglikol-O-O*-bis(2-aminoetyl)-N,N,N,N*-tetraoctowy
$rednioci$nieniowa chromatografia cieczowa do rozdziatu biatek (ang. fast
protein liquid chromatography)

p-nitroanilid glicyny

Glowny Urzad Statystyczny

ludzki wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus)
aminopeptydaza metioninowa z jeczmienia

kwas (1R,2R)-3-0ks0-2-(2Z2)-2-pentenylocyklopentanooctowy, (kwas
jasmonowy)

aminopeptydaza leucynowa

kwasna aminopeptydaza leucynowa

neutralna aminopeptydaza leucynowa

p-nitroanilid leucyny

aminopeptydaza metioninowa

4-metylokumarylo-7-amid

jasmonian metylu
2-[4-(metylosulfonylo)-2-nitrobenzoilo]cykloheksano-1,3-dion, (mezotrion)
p-nitroanilid metioniny

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych
N-etylomaleimid

p-nitroanilina

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
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PAP
PCE

Phe-pNA
PMSF
Pro-pNA
PVP

RWC

SA

SDS
SDS-PAGE
SUL

TEMB

TEMED
TCA
TFA
THF
Tris
TsPAP
WWA

aminopeptydaza prolinowa

enzym hydrolizujacy MCA pochodng fenyloalaniny (phenylalanyl-MCA
cleaving enzyme)

p-nitroanilid fenyloalaniny

fluorek fenylometylosulfonylu (inhibitor proteaz serynowych)
p-nitroanilid proliny

poli-[1-(2-okso-1-pirolidynylo)etylen] (poliwinylopirolidon)
relatywna zawarto§¢ wody

kwas 2-hydroksybenzoesowy, (kwas salicylowy)

dodecylosiarczan (V1) sodu

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych

2-[2-chloro-4-(metylosulfonylo)benzoilo]-1,3-cykloheksanodion,

(sulkotrion)

2-[2-chloro-4-mesylo-3-[(2,2,2-trifluoroetylo)-metylo]-benzoilo] cykloheksano-
1,3-dion, (tembotrion)

N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina

kwas trichlorooctowy

kwas trifluorooctowy

tetrahydrofuran

2-amino-2-hydroksymetylopropan-1,3-diol

aminopeptydaza prolinowa z pszenzyta (Triticosecale prolyl aminopeptidase)

wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne



WPROWADZENIE

Rzepak ozimy stanowi najwazniejszy surowiec do produkcji oleju jadalnego, utwardzonych
thuszczow ro$linnych i margaryn, w strefie klimatu umiarkowanego. Swiatowa produkcja rzepaku
ciggle rosnie. W roku 2017 wyniosta ona ponad 76 min ton, z czego niemal 35% wyprodukowano
w Europie. Polska pod wzgledem produkcji rzepaku zajmuje siddme miejsce na §wiecie i trzecie
w Europie’. Uprawa rzepaku jest istotna, z uwagi na wykorzystanie rzepaku w przemysle
spozywczym, a takze ze wzgledu na mozliwos¢ stosowania odpadéw po produkcji oleju do produkcji
pasz. Olej rzepakowy stosuje si¢ rowniez do produkcji smarow biodegradowalnych, farb olejnych
i lakieréw, ekologicznych rozpuszczalnikow i plastyfikatorow, srodkéw powierzchniowo czynnych
i innych. Ponadto, olej rzepakowy jest surowcem do produkcji estrow metylowych kwasoéw
thuszczowych, ktore sa stosowane jako biokomponent oleju napedowego®. W przesztosci, ze wzgledu
na wysoka zawarto$¢ kwasu erukowego oraz glukozynolandéw, olej rzepakowy uwazano
za niskowarto$ciowy, o przeznaczeniu przede wszystkim do celéw technicznych. Wymienione
sktadniki byly niepozadane w diecie cztowieka i zwierzat, dlatego dazono do ich wyeliminowania
poprzez krzyzowanie odmian. W latach siedemdziesigtych ubieglego wieku udato si¢ otrzymaé
odmiany podwojnie ulepszone, pozbawione tych szkodliwych substancji, co przetozyto si¢ na obecng

popularnos¢ oleju rzepakowego.

Z uwagi na tak rozlegle zastosowanie rzepaku, oraz fakt, ze jest to najlepiej plonujaca roslina
oleista w klimacie umiarkowanym, wazne jest stosowanie odpowiedniej metody uprawy.
Na zréwnowazong upraweg rzepaku ozimego sktada si¢ nie tylko odpowiednio dobrany material
siewny czy jako$é gleby, ale tez ochrona przed réznego rodzaju czynnikami stresowymi®. Czynniki
te mozna podzieli¢ na abiotyczne 1 biotyczne. Do abiotycznych czynnikéw zalicza si¢
promieniowanie, zmiany temperatury, niedobor wody, nadmiar lub niedomiar mineratéw, zasolenie
czy obecno$¢ metali ciezkich. Ponadto czynnikiem abiotycznym moze by¢ rowniez zranienie
wywolane nieozywionymi sktadnikami natury (wiatr, $nieg, 16d). Stresowe czynniki biotyczne dzieli
si¢ ze wzgledu na ich pochodzenie na roslinne, zwierzgce, pochodzace od mikroorganizmow oraz
antropogeniczne (zanieczyszczenia, pestycydy, pozary)*. Do zjawisk powodujacych najwigksze straty
w uprawie rzepaku ozimego naleza: niekorzystne warunki atmosferyczne, chwasty, choroby
wywolywane przez grzyby i szkodniki®. Naturalnie, roslina posiada zdolno$¢ uruchomienia
mechanizmoéw obronnych majacych znosi¢ efekty dziatania tych czynnikow. W odpowiedzi na stres
czesto dochodzi do uruchomienia alternatywnych drég metabolicznych i pobudzenia procesow
naprawczych, prowadzacych do syntezy niektérych biatek i substancji obronnych®. Jednym z istotnych
aspektow zapewnienia wysokich plondéw jest poznanie zaréwno szlakow metabolicznych jak
i enzymoéw biorgcych udziat w tych szlakach. Dotyczy to zardwno warunkow standardowych jak

i stresowych. Badania na réznorodnych gatunkach ro$lin udowodnity, ze w wielu istotnych procesach
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fizjologicznych wazng role odgrywaja aminopeptydazy. Aminopeptydazy roslinne zaangazowane
s miedzy innymi w procesy zwigzane z dojrzewaniem degradacja biatek, transportem auksyn czy
mejoza. Ponadto, aminopeptydazy metioninowe zaangazowane sa w potranslacyjna obrobke biatek®.
Aminopeptydazy sa aktywne podczas catego okresu rozwoju i wzrostu ro$lin, a na niektérych etapach
nastepuje szczego6lny wzrost ekspresji genow kodujacych te enzymy. Do szczeg6lnej intensyfikacji
ekspresji genéw kodujgcych aminopeptydazy dochodzi podczas kietkowania roslin. Na tym etapie
wzrostu, dochodzi do wzmozonej hydrolizy bialek zapasowych katalizowanej przez aminopeptydazy,
co dostarcza roslinie niezbednej energii do kietkowania, nim rozpocznie si¢ proces fotosyntezy®.
Istotny wzrost aktywnos$ci aminopeptydaz obserwowano réwniez w starzejacych sig, wiednacych
ro$linach. Podczas tego ostatniego etapu zycia ro$liny, podwyzszona ekspresja/aktywnosc¢
aminopeptydaz opd6znia procesy wiedniecia, poprzez hydrolize (usuwanie) niepoprawnie
sfaldowanych badz uszkodzonych biatek’. Z doswiadczen przeprowadzonych na rdznorodnych
gatunkach ro$lin (pomidor, nikla indyjska, Arabidopsis thaliana) wynika, ze aminopeptydazy
zaangazowane sg rowniez w odpowiedz obronng roslin na szkodliwe czynniki $rodowiska’°. Dzicki
hydrolizie N-kofcowego aminokwasu, uwalniane sg aminokwasy bedace osmoprotektantami (prolina,

glicyna). Aminopeptydazy sa rowniez kluczowe w procesach potranslacyjnych modyfikacji biatek.

Ze wzgledu na tak kluczowa role aminopeptydaz w fizjologii roslin oraz znaczenie rzepaku
w przemyS$le spozywczym, szerokie poznanie tych enzymow w tej roSlinie jest bardzo wazne.
Istotnos¢ prowadzonych badan podwyzsza fakt, ze do tej pory ukazato si¢ niewiele publikacji z tego
zakresu. W niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke aminopeptydaz z nasion oraz siewek
rzepaku. Okreslono rowniez jak zmienia si¢ aktywno$¢ tych enzymoéw na roéznych etapach wzrostu
ro§liny. Szczegdlng uwage poswigcono badaniu wptywu réznorodnych czynnikow (biotycznych

i abiotycznych) na zmiany w aktywnosci aminopeptydaz.



CEL PRACY

Ogromne znaczenie rzepaku jako gldwnej rosliny oleistej w obszarze klimatu umiarkowanego
oraz fakt, ze aminopeptydazy pelnia wiele istotnych funkcji we wzroscie i rozwoju roslin, sprawia,
ze stanowig one niezwykle ciekawy obiekt badan. Okreslenie jak zmienia si¢ aktywno$¢ tych
enzymow podczas poszczegélnych etapow wzrostu oraz w jakim stopniu uczestnicza one
w odpowiedzi na rézne czynniki stresowe, jest bardzo wazne ze wzgledu na skalg upraw tej rosliny
w Polsce i zwigzang z tym iloSciag uzywanych $rodkéw ochrony roslin. Doglgbne poznanie roli
aminopeptydaz rzepaku, zarbwno w obrgbie organizmu roslinnego jak i w kontekscie oddziatywania
ro$lina - srodowisko, ma istotne znaczenie poznawcze i moze mie¢ zastosowanie praktyczne. Moze sig
to przyczyni¢ do zwigkszenia plonowania tej rosliny poprzez poprawg warunkow uprawy jak

i opracowania lepszej ochrony tych roslin przed szkodliwymi czynnikami $rodowiska.

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka aminopeptydaz rzepaku ozimego
na roznych etapach wzrostu jak i okre$lenie zmian ich aktywnosci pod wplywem roznych

czynnikow.

W tym celu dokonano izolacji i charakterystyki aminopeptydaz z rzepaku ozimego na réznych
etapach wzrostu rosliny, w tym ro$lin poddanych dziataniu r6znorodnych czynnikéw. Badania opisane

W ninigjszej pracy obejmowaty:

o Izolacje oraz charakterystyke oczyszczonej aminopeptydazy z suchych nasion rzepaku
(okres$lenie  specyficznosci  substratowej, parametrow  kinetycznych,  punktu
izoelektrycznego oraz masy molekularnej, okreslenie stabilno$ci termicznej, wpltyw
pH, temperatury i jondéw metali oraz badania z udziatem selektywnych inhibitoréw

proteaz).

e Okreslenie profilu zmian aktywnos$ci aminopeptydaz w siewkach rzepaku w pierwszych
godzinach kietkowania, poczawszy od suchego ziarna, poprzez imbibicje, pojawienie si¢
korzenia i todyzki z liscieniami, do 144 godziny uprawy. Etap ten wymagat opracowania
powtarzalnej metody uprawy rzepaku w warunkach laboratoryjnych oraz metody
przygotowania ekstraktow biatkowych z nasion i siewek. Na podstawie otrzymanego
profilu aktywno$ci wybrano do charakterystyki aminopeptydazy z ekstraktow z siewek
po 120 godzinach wzrostu. Badania te obejmowaty: o0szacowanie masy molekularnej,
wplyw pH, temperatury, jondw metali oraz wybranych herbicydow na aktywno$¢

badanych enzymow w ekstraktach.

e Okreslenie wplywu szeregu czynnikow stresowych na aktywno$¢ aminopeptydaz rzepaku
ozimego. Badania przeprowadzono stosujac zardéwno czynniki abiotyczne jak i biotyczne

roznego pochodzenia 1 na réznych etapach wzrostu rzepaku. W zaleznoSci
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od stosowanych czynnikow, uprawe rzepaku prowadzono warunkach laboratoryjnych,

w szklarni lub w warunkach polowych.

o W warunkach laboratoryjnych na milodych siewkach (144 godziny uprawy)
przeprowadzono badania wplywu przede wszystkim czynnikéw abiotycznych:
niskiej temperatury, ograniczenia dostgpu do S$wiatta, wplywu réznych stgzen
wybranych mikro- i makroelementow, wplywu metali cigzkich oraz hormonow

roslinnych (czynniki biotyczne).

o Na 14-dniowych roslinach (uprawa w laboratorium) przeprowadzono badania nad
wplywem zanieczyszczenia benzenem 1 wybranymi wielopier§cieniowymi
weglowodorami  aromatycznymi (WWA) oraz benzyng i olejem napgdowym

(czynniki abiotyczne pochodzenia antropogenicznego).

o W szklarni, na siewkach (33 i 47 dni) zbadano wptyw infekcji trzema gatunkami
grzybéw  chorobotworczych  (Pythium  Aristosporum, Rhizoctonia cerealis,

Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum) (czynniki biotyczne).

o W warunkach polowych, ze wzgledu na sugerowane przez producentow terminy
aplikacji, zbadano wptyw wybranych fungicydéw (Pictor 400 SC, Propulse 250 SE,
Symetra 325 SC) na aktywno$¢ aminopeptydaz rzepaku na etapie formowania si¢

tuszczyn.

Badania nad rzepakiem uprawianym w szklarni oraz w warunkach polowych byly realizowane
we wspolpracy z Instytutem Ochrony Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy, w zespole dr hab.
Marioli Gtazek, prof. nadzw. IOR.
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CZESC TEORETYCZNA

1. Aminopeptydazy — znaczenie i klasyfikacja

Aminopeptydazy (EC 3.4.11) nalezg do grupy enzyméw kluczowych w procesie modyfikacji
biatek w réznych organizmach. Podstawowa funkcjg tych enzymdéw jest hydroliza pojedynczego
aminokwasu z N-kofica lancucha peptydowego™. Aminopeptydazy w organizmach ssakow
zaangazowane sa m.in. w utrzymanie homeostazy ciazy'', regulacje ciénienia krwi'?, regulacje
dziatania komoérek neuronalnych®® czy biosynteze i degradacje enkefalin®*. Wzrost aktywnosci
aminopeptydaz czesto ma miejsce w odpowiedzi na czynniki szkodliwe czy stany patologiczne.
Na przyklad, w nastepstwie zranienia ros$nie aktywno$¢ aminopeptydazy leucynowej i alaninowe;j
u szczurdw™. Obserwuje si¢ rowniez wzrost aktywno$ci membranowej aminopeptydazy AP-N
w przypadku wystapienia nowotworu trzustki czy watroby oraz w sytuacji uszkodzenia watroby,
wynikajacego z nadmiernego spozywania alkoholu i przyjmowania narkotykow™*. Natomiast spadek
aktywnos$ci niektorych aminopeptydaz moze mie¢ negatywne skutki dla zdrowia. Udowodniono,
ze obnizona aktywno$¢ aminopeptydazy leucynowej z bydlecej soczewki, sprzyja powstawaniu
katarakty™. Aminopeptydazy pelnia rowniez interesujace i wazne funkcje w bakteriach i pasozytach.
W przecinkowcu cholery (Vibrio cholerae) zaangazowane sa one w produkcje toksyn cholery™,
w E. coli i pateczkach Salmonella, pepA (aminopeptydaza A) pelni funkcje represora
transkrypcyjnego, w regulacji biosyntezy pirymidyn®®. Odkryto réwniez, ze niektore bakteryjne
aminopeptydazy odpowiadaja za zwigkszong wrazliwo$¢ bakterii na wybrane antybiotyki.
Na przyktad, aminopeptydaza Xc z Xanthomonas citri, hydrolizujac N-koficowa alaning z czasteczki
askomycyny, umozliwia transport antybiotyku do wnetrza komorki bakterii®®. W Plasmodium
falciparum (pasozycie wywolujacym malari¢), LAP bierze udziat w trawieniu hemoglobiny
gospodarza®. Aminopeptydaza leucynowa odgrywa podobna role¢ w organizmach innych pasozytow,
na przyktad u Fasciola gigantica® (motylca olbrzymia, wywolujaca fascjolioze) czy Paragonimus
westermani® (pasozytnicza przywra, wywolujaca paragonimoze). Wedtug najnowszych doniesien
aminopeptydaza leucynowa odgrywa rowniez kluczowa rolg w odzywianiu pasozyta Echinococcus
granulosus (tasiemiec bablowcowy, odpowiedzialny za wystepowanie bagblowicy). Enzym ten obecny
jest w tkance parenchymatycznej, na hakach i na catej powloce robaka. Ponadto obecno$¢ tego
enzymu w serum zainfekowanych zwierzat (owiec), moze by¢ markerem diagnostycznym
wystepowania bablowicy®. Ze wzgledu na znaczenie aminopeptydaz w procesach fizjologicznych,
stanowig one cel molekularny opracowywanych lekow. Migdzy innymi enzymy te rozpatrywane
sa jako cele molekularne lekéw przeciwko wirusowi HIV? malarii®®® czy lekow
przeciwnowotworowych®. Sa one réwniez rozpatrywane jako indykatory chorob w analityce

medycznej (rak watroby, drég zétciowych i trzustki)®®. W poréwnaniu do ilosci doniesien opisujacych
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aminopeptydazy pochodzenia ludzkiego, zwierzgcego, bakteryjnego czy pasozytniczego, stosunkowo
niewiele jest informacji na temat aminopeptydaz ros$linnych. Nie zmienia to jednak faktu,
ze aminopeptydazy roslinne stanowig interesujacy 1 wazny obiekt badan, ze wzgledu
na powszechno$¢ ich wystgpowania i petnione funkcje, ktore szerzej zostang omowione w rozdziale

drugim.
1.1. Podzial aminopeptydaz

Istnieje co najmniej kilka kategorii, wedlug ktéorych mozna podzieli¢ aminopeptydazy.
Kryterium moze by¢ miejsce dziatania w komorce, specyficzno$¢ substratowa czy pH, w ktorym
enzym wykazuje najwyzsza aktywno$¢. Czgsto stosuje si¢ klasyfikacje na podstawie mechanizmu
katalizy. Ten rozdziat jest poswigcony omoéwieniu wymienionych kategorii podziatu aminopeptydaz.
Szczegblng uwage poswiecono przyporzadkowaniu aminopeptydaz ze wzgledu na mechanizm

katalizowanych reakgji.

1.1.1. Klasyfikacja ze wzgledu na mechanizm katalityczny

Ze wzgledu na mechanizm hydrolizy, w ktdrej uczestnicza proteazy, mozna je podzieli¢
na: proteazy cysteinowe, serynowe, aspartylowe i metaloproteazy®. Generalnie mechanizm hydrolizy
wigzan peptydowych katalizowany przez proteazy, wykorzystuje jako nukleofil albo reszty
aminokwasowe (protezy serynowe, cysteinowe) albo czasteczke wody (proteazy aspartylowe,
metaloproteazy). Odpowiednie grupy chemiczne znajdujace si¢ w centrum aktywnym enzymu
oddzialuja na atomy wegla, tlenu i azotu wigzania peptydowego, co przedstawiono na rysunku
nr 1. Grupa elektrofilowa (X*) polaryzuje wigzanie karbonylowe. Nukleofil (N:) atakuje wegiel
karbonylowy substrat, co prowadzi do powstania tetredrycznego produktu posredniego. Nast¢pnie
dochodzi do przeniesienia protonu z donora (XH) na grupe aminowa, czemu towarzyszy rozerwanie
wiazania®*'. Mechanizm katalizy z udzialem poszczegdlnych grup proteaz rézni si¢ nieco miedzy
sobg. Kazda grupa proteaz wykorzystuje inne aminokwasy centrum aktywnego do przeprowadzenia
katalizy. Z tego wzgledu, dla kazdej z grup proteaz stosuje si¢ odpowiednie inhibitory, ktére

pozwalajg na jednoznaczne przypisanie enzymu do danej klasy.
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Rys.1. Ogblny schemat oddziatywan grup Katalitycznych na wigzanie peptydowe
podczas hydrolizy katalizowanej przez peptydazy (N:-nuleofil, X*-elektrofil, XH-

grupa protonodonorowa)®
Proteazy cysteinowe

Proteazy cysteinowe nazywane sg tez tiolowymi lub sulthydrylowymi. Ich nazwa zwigzana
jest z mechanizmem hydrolizy bialek. W proteazach cysteinowych kluczowe dla przebiegu reakcji
katalitycznej sa dwa aminokwasy znajdujace si¢ w centrum aktywnym Cys i His. Podczas hydrolizy
reszta histydyny deprotonuje grupe tiolowa cysteiny, anion tiolanowy atakuje wegiel karbonylowy
wigzania peptydowego i powstaje pierwszy tatraedryczny produkt posredni. Dalej nastgpuje atak
nukleofilowy czasteczki wody na powstaty produkt posredni z utworzeniem drugiego produktu
posredniego. Dochodzi do hydrolizy, w wyniku ktorej uwolniony zostaje produkt (wolny aminokwas)

. . . 2
i nastepuje regeneracja enzymu®>*

. W roslinach wystgpuje ponad 140 proteaz cysteinowych
nalezacych do 15 rodzin i 5 roznych klanow®. Wsréd nich znajduja si¢ aminopeptydazy. W celu
okreslenia przynaleznos$ci aminopeptydazy do tej grupy proteaz stosuje si¢ nastepujace inhibitory
grupowe: N-etyloimid kwasu maleinowego (NEM), kwas p-chlororteciowobenzoesowy (pCMB)®,
kwas (1S,25)-2-(((S)-1-((4-guanidynobutylo)amino)-4-metylo-1-oksopentan-2-ylo)karbamoilo)cyklo-
propanokarboksylowy (E-64)* i jodoacetamid®’ (wzory strukturalne wybranych inhibitoréw podano w
tab. 1 umieszczonej na koncu tego rozdziatu). Przyktadem aminopeptydazy cysteinowej jest np. AP1

z liscieni pszenicy, ktora jest inhibowana przez NEM i pCMB®, AP z lisci owsa® oraz

aminopeptydaza Il z alg Chara australis™®.
Proteazy serynowe

Mechanizm Katalityczny proteaz serynowych jest podobny do mechanizmu proteaz
cysteinowych. W przebieg katalizy zaangazowane sg trzy aminokwasy: His, Ser i Asp (triada
katalityczna). Proteazy te wykorzystuja grupe hydroksylowa reszty seryny w ataku nukleofilowym
na wegiel karbonylowy wigzania peptydowego, co skutkuje powstaniem pierwszego tetraedrycznego
produktu posredniego. Jednoczesnie nastgpuje transfer protonu z grupy OH seryny na atom azotu
grupy imidazoliowej histydyny i powstania jonu imidazoliowego (odpowiednig orientacj¢ His wspiera
grupa karboksylanowa Asp, ktora dodatkowo stabilizuje powstaly jon). Dochodzi do rozerwania

wigzania peptydowego. Azot grupy odchodzacej wraz z histydyng tworzy przej$ciowy kompleks
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acyloenzymu (drugi tetraedryczny produkt posredni). W nastgpnym etapie, kompleks ten ulega
hydrolizie pod wptywem wody, po jego rozpadzie dochodzi do regeneracji enzymu i uwolnienia

341 Szacuje sie, ze w roslinach wystepuje okoto 200 proteaz

produktu (wolnego aminokwasu)
serynowych, nalezacych do 14 roéznych rodzin podzielonych na 9 klanéw®. W badaniach nad
aminopeptydazami serynowymi, czesto jako inhibitory wykorzystuje si¢ PMSF, DFP i zwigzki bedace
krotkimi peptydami, ktore przedstawiono w tabeli 1. Przyktadem takich oligopeptyddw jest antypaina,
ktora taczy si¢ wigzaniem kowalencyjnym z grupa hydroksylowa seryny w enzymie czy leupeptyna,
ktora jest inhibitorem trypsyno-podobnych proteaz serynowych. Stosuje si¢ takze chymostatyne, ktéra
jest najczesciej mieszaning trzech oligopeptydow roznigcych sie miedzy sobg jednym aminokwasem
(tabela 1)**. Wéréd roélinnych aminopeptydaz serynowych wyrézni¢é mozna, miedzy innymi,
aminopeptydaze z rzodkwi japoniskiej (Raphanus sativus),” katalizujaca preferencyjnie hydrolize
aromatycznych aminokwasow z N-konca lancucha biatkowego oraz aminopeptydaze prolinowa

1 z pszenzyta (Triticosecale)***. Cechy peptydaz serynowych posiada rowniez aminopeptydaza

z nasion jeczmienia (inhibitorem jest DFP)%*
Porteazy aspartylowe

W hydrolizie zachodzacej z udzialem proteaz aspartylowych, nukleofilem jest czgsteczka
wody. Woda oddziatuje z grupa karboksylowa tancucha bocznego jednej z dwodch czasteczek kwasu
asparaginowego, znajdujacych si¢ w centrum aktywnym. Reakcja zachodzi jednoetapowo. Jedna
czasteczka kwasu asparaginowego dziala jak zasada i aktywuje czasteczk¢ wody przez oderwanie
protonu, po czym zachodzi atak nukleofilowy na wegiel karbonylowy wigzania peptydowego
substratu. Natomiast druga czasteczka asparaginianu jest donorem protonu i umozliwia powstanie
tetraedrycznego produktu przejsciowego. Nastepnie dochodzi do protonacji azotu wigzania
peptydowego i do rozerwania tego wigzania®. W roélinach rozrézni¢ mozna proteazy aspartylowe
nalezace do czternastu roznych rodzin®. Enzymy te wykazuja najwyzsza aktywno$é w stosunkowo
niskim pH (ponizej 6). Natomiast wsrdd przedstawicieli proteaz aspartylowych o pochodzeniu innym
niz roslinne, wyr6zni¢ mozna rening czy proteaze HIV-1, ktore charakteryzuja sie¢ wyjatkowo niskim
optimum pH wynoszacym nawet 2-3*®. i W wiekszosci, proteazy aspartylowe inhibowane sa przez
pepstatyne (tabela 1). Sa to przede wszystkim endopeptydazy®, dlatego tez nie zidentyfikowano do tej
pory aminopeptydazy nalezacej do tej grupy.

Metaloproteazy

Metaloproteazy to proteazy, ktére wymagaja obecno$ci jonu metalu do swojej aktywnosci.
Najczesciej sa to dwuwartosciowe jony cynku, kobaltu lub manganu, rzadziej niklu czy miedzi. Jon
metalu jest skoordynowany z fancuchami bocznymi aminokwasow. Aminokwasami tymi najczesciej
sa: His, Asp, Glu lub Lys. Niektore z metaloproteaz posiadaja dwa jony metalu. Jon metalu

skoordynowany jest takze z labilng czasteczka wody, ktora po aktywacji przeprowadza atak
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nukleofilowy na wegiel karbonylowy wigzana peptydowego substratu. Powstaje tetraedryczny produkt
posredni, zwigzany koordynacyjnie z jonem metalu. Nastepnie reszta jednego z wymienionych
wczesniej aminokwasoéw (najczegsciej Glu) protonuje azot wigzania amidowego i dochodzi
do rozerwania wiazania peptydowego®® >2. W genomie Arabidopsis thaliana rozréznia si¢ 81 genow
kodujacych metaloproteazy, nalezace do 12 réznych rodzin. Do tej grupy enzymow naleza zaréwno

endo- jaki i egzopeptydazy, w tym aminopeptydazy>®**

. Inhibitorem metaloaminopeptydaz jest
bestatyna (zwiazek wyizolowany z Streptomyces olivoreticuli)®. Jako inhibitory tych enzymow
stosuje sie takze zwiazki chelatujace jony metali takie jak EDTA, kupferron czy 1,10-fenantroling®
(struktury w tabeli 1). Sposrod metaloaminopeptydaz roslinnych najszerzej opisane
sa aminopeptydazy leucynowe (LAP). Na szczegdlng uwage zashuguja aminopeptydazy leucynowe
wyizolowane z pomidora. W tej roslinie scharakteryzowano neutralng aminopeptydaze leucynowsa
(LAP-N), ekspresjonowang w komorkach roslinnych w sposob cigglty oraz kwasng aminopeptydaze
leucynowa (LAP-A) (okreslenia kwasna i neutralna aminopeptydaza odnoszg si¢ do warto$ci punktu
izoelektrycznego tych enzymow). Aminopepydazy leucynowe podobne do LAP-N z pomidora
wystepuja we wszystkich ro§linach®. W ogérku zidentyfikowano na przyklad metaloaminopeptydaze
o preferencji wobec alaniny®. W Arabidopsis thaliana wystepuja co najmniej cztery aminopeptydazy
bedace metaloproteazami (aminopeptydaza alanylowa z rodziny M1, aminopeptydaza aspartylowa

z rodziny M18 oraz aminopeptydaza metioninowa i aminopeptydaza P z rodziny M24).
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Tab.1. Typy proteaz i ich specyficzne inhibitory wraz ze wzorami strukturalnymi
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1.1.2. Klasyfikacja ze wzgledu na miejsce wystgpowania w komorce

Innym kryterium klasyfikacji jest miejsce wystepowania enzymu w komorce. Przyktadowo,
w Arabidopsis thaliana wystepuje co najmniej kilka aminopeptydaz o rdéznej specyficznosci
substratowej, zlokalizowanych w réznych czg$ciach komorki. Na przyklad, w cytozolu wystepuja
dwie aminopeptydazy metioninowe™. Natomiast z blonami komérkowymi zwiazane sa dwie
aminopeptydazy odpowiedzialne za transport auksyn®, a w jadrze komorkowym znajduje si¢ inna
aminopeptydaza zaangazowana w profaze mejozy™. Ponadto, w tej roslinie wystepuja
aminopeptydazy zwigzane z innymi organellami komoérkowymi np. mitochondriami czy
chloroplastami®®. Opisano roéwniez aminopeptydazy sekrecjonowane przez komorki roslinne.
Przykladem moze by¢ aminopeptydaza z maku lekarskiego, aktywna wobec trzech réznych
aminokwasow (alaniny, fenyloalaniny i tyrozyny),” czy aminopeptydaza z amsonii nadrenskiej
(bylina, roslina ozdobna o niebieskich kwiatach), hydrolizujaca substraty posiadajace na N-koncu Ala,
Arg i Tyr®. Zewnatrzkomérkowe aminopeptydazy roslinne moga w przysztoéci znalez¢ zastosowanie
w produkcji lekow, czy tez zosta¢ uzyte jako biokatalizatory, w przyjaznych dla $rodowiska

technologiach produkcji substancji chemicznych.

1.1.3. Klasyfikacja ze wzgledu na optimum pH

Kolejng kategoria klasyfikacji moze by¢ optimum pH, w ktéorym enzym wykazuje najwyzsza
aktywno$¢. Ze wzgledu na optimum pH aminopeptydazy dzieli si¢ na dwie glowne grupy:
aminopeptydazy neutralne oraz zasadowe (do tej pory nie zidentyfikowano aminopeptydaz o optimum

%82 Roslinne aminopeptydazy neutralne, o optimum pH 6,5-7,5, zazwyczaj

pH ponizej 6,0)
preferencyjnie hydrolizuja hydrofobowe aminokwasy z N-konca peptydow, ich masa molekularna
oscyluje miedzy 60-130 kDa i ulegajg inhibicji przez zwigzki zawierajace grupy tiolowe. Przyktadami
takich enzymow sa dwie aminopeptydazy z grochu zwyczajnego (optimum pH 6,8 i 7,0; masa
molekularna 58 i 74 kDa), aminopeptydaza z moreli, nazwana AP1, o optimum pH w zakresie 6,5-7,0
(masa molekularna 58 kDa), czy tez aminopeptydaza z nasion konopi siewnej (optimum
pH 7,0, masa molekularna 78 kDa)**®

Aminopeptydazy zasadowe, wykazujace zazwyczaj optimum pH w zakresie 8,0-10,5,
charakteryzuja si¢ stosunkowo duza masa molekularng (150-330 kDa) i s3 z reguly
metalopeptydazami, ulegajacymi inhibicji pod wptywem bestatyny, EDTA czy 1,10-fenatroliny®.
Do tego typu enzymoéw zaliczy¢ mozna co najmniej dwie aminopeptydazy z kukurydzy (nazwane
AMP2 i AMP3), o optimum pH 8,5 i 8,3, aminopeptydaze z lisci ogérka o optimum pH 8,0-9,0
i masie molekularnej 200 kDa, LAP z ziemniaka (pH 10,0), aminopeptydaze leucynowsg z jgczmienia
(optimum pH 8,5-10,5, masa 260 kDa) i wiele innych®**,
Ponadto funkcjonuje podzial aminopeptydaz ze wzgledu na punkt izoelektryczny (pl).

Najczesciej podziat ten stosowany jest przy charakterystyce aminopeptydaz leucynowych, ktore moga
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by¢ neutralne (o neutralnym pl) lub kwasne (o kwasnym pl). Sztandarowymi przyktadami tych
aminopeptydaz sg neutralna aminopeptydaza leucynowa z pomidora (LAP-N) (pl 6,29-7,8) oraz
kwasna aminopeptydaz z pomidora (LAP-A) (pl 5,6-5,9)**%. LAP-N jest enzymem konstytutywnie
wystepujacym w pomidorze. Natomiast gen kodujacy LAP-A (o kwasnym pl) jest ekspresjonowany

pod wplywem stresu biotycznego i abiotycznego™ .

1.1.4. Klasyfikacja ze wzgledu na specyficznosé substratowg

Czesto stosuje si¢ rowniez podziat aminopeptydaz ze wzgledu na specyficzno$¢ substratowa.
Podzial ten jest stosowany od dawna. Jego gtowna wada jest fakt, ze wiele aminopeptydaz znacznie
réznigcych si¢ od siebie otrzymato podobne nazwy35. Znane s3 zard6wno aminopeptydazy o waskiej
jak 1 szerokiej specyficzno$ci substratowej. Wsrod licznej grupy aminopeptydaz o stosunkowo
szerokiej specyficzno$ci substratowej, czesto spotyka si¢ enzymy o preferencji w stosunku do pewne;j
grupy aminokwaséw (np. z bocznymi grupami hydrofobowymi lub hydrofilowymi, duzymi lub
matymi). Wynika to z budowy tych enzymow (szczegdlnie budowy centrum aktywnego).
Na podstawie preferencji enzymu do substratu mozna wyrdzni¢ cztery gtowne grupy aminopeptydaz.

Pierwszg grupe stanowig najliczniejsze i najbardziej roznigce si¢ miedzy soba aminopeptydazy
leucynowe (LAP). Enzymy preferencyjnie katalizujace hydroliz¢ N-koncowej leucyny zostaty opisane
w wielu gatunkach ro$lin, w tym w pomidorze, tytoniu, jeczmieniu, nikli indyjskiej czy ziemniaku®*.
Przyktadowo, w lisciach nikli indyjskiej zidentyfikowano dwie aminopeptydazy leucynowe. Enzymy
te charakteryzowaty si¢ masg molekularng w zakresie 41-60 kDa, optimum pH 7,0 i byly inhibowane
przez 1,10-fenantroling i bestatyng. Co ciekawe, aktywnos$¢ jednego z tych enzymdéw znaczaco rosla
w odpowiedzi na czynniki stresowe®. Innym przyktadem aminopeptydazy leucynowej jest enzym
z fasoli zwyczajnej, o masie molekularnej 360 kDa i optimum pH przypadajagcym na 9,0, inhibowany
przez pCMB, bestatyne i 1,10-fenantroling™.

Druga grupe stanowia aminopeptydazy metioninowe, powszechnie wystepujace z uwagi
na udziat procesach potranslacyjnych (o funkcji tych enzyméw napisano szerzej w rozdziale 2.1.).
Przyktadem moze by¢ aminopeptydaza metioniowa z jeczmienia HVMAP, inhibowana przez EDTA
i zlokalizowana w jadrze komoérkowym, ktorej aktywno$¢ zmienia si¢ pod wptywem czynnikow
stresowych®. Natomiast w Arabidopsis thaliana wystepuje szes¢ genow kodujacych sze§é rdznych
aminopeptydaz metioninowych, rdzniagcych si¢ od siebie miedzy innymi lokalizacja w komorce, a ich
aktywnos¢ jest niezbedna do prawidtowego wzrostu rosliny>*®.

Aminopeptydazy prolinowe to inna grupa, ktora jest zaangazowana w mechanizmy chronigce
rosling przed skutkami suszy (np. aminopeptydaza prolinowa 1 z Arabidopsis thaliana’) (znaczenie
fizjologiczne tych aminopeptydaz w roslinach opisano szerzej w rozdziale 2.3). Innym przyktadem
aminopeptydazy prolinowej jest enzym z pszenzyta, bedagcy monomerem o masie molekularnej

43,9 kDa, o pl 7,73, inhibowany przez PMSF i DFP*™,
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Duza grupe stanowig aminopeptydazy o wysokim powinowactwie do aminokwasoéw
hydrofobowych takich ja fenyloalanina. Do tej grupy zalicza si¢ aminopeptydazg z licieni pszenicy,
ktora charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia wobec substratow zawierajacych N-koncowa
fenyloalaning, tryptofan czy tyrozyne. Enzym ten wykazuje optimum pH 7,6 i jest inhibowany migdzy
innymi przez pCMB®. Innym przyktadem jest enzym z liscieni rzodkwi japonskiej, bedacy
monomerem 0 masie molekularnej okoto 78 kDa, o wysokiej aktywnos$ci wobec substratow
z N-koncowa tyrozyna i fenyloalaning™.

Wybrane przyktady aminopeptydaz o réznej specyficznos$ci substratowej przedstawiono w tabeli 2.

Tab.2. Charakterystyka wybranych aminopeptydaz pochodzenia roslinnego

; > Masa .
) Nazwa Zrédio Typ Optimum Specyficznos¢ molekularna Lokallzgqaw Lit.
aminopeptydazy proteazy pH substratowa [kDa] komorce
Aminopeptydaza 1 liscienie chloroplasty, | 572
(AP1) pszenicy ¢ 16 Phe, Tryp, Tyr 57 cytoplazma
aminokwasy o duzej
Am‘mopeptydaz‘a z nasiona c 7580 hydrofqbowej gr,up!e 80 b.d. 73
nasion stonecznika stonecznika bocznej, szczegdlnie
Phe i Leu
Aminopeptydaza kietki . 2
tyrozynowa _ rzoc.:lkvyl _ S 75 Phe, Tyr 74-78 b.d.
japonskiej
aminokwasy o duzej
Aminopeptydaza z nasiona hydrofobowej grupie 36
Lo Lo . L S 75 . s 58 b.d.
nasion jgczmienia jeczmienia bocznej, szczegdlnie
Phei Leu
Prolinowa
Aminopeptydaz 1 z pszenzyto S 75 Pro, Ala, Hyp 37,5-40 b.d. ®
pszenzyta
LAP ziemniak M 10,3 Arg, Met, Leu 54 chloroplasty | *™
LAP-N pomidor M b.d. Met, Phe, Leu 55 cytoplazma o4
LAP-A pomidor M 8,5-9,5 Leu, Met, Arg 55 cytoplazma, = |
chloroplasty

C — proteaza cysteinowa; S — proteaza serynowa; M — metaloproteaza; b.d. — brak danych

2. Rola aminopeptydaz w organizmach roslinnych

Proteazy katalizuja hydroliz¢ wigzan peptydowych. Gtéwna funkcja proteaz jest degradacja
nieprawidlowych, uszkodzonych i zbgdnych bialek. Sa rowniez niezbedne do aktywacji biatek
poprzez specyficzng proteolize”. Do niedawna sadzono, Ze proteazom brakuje odpowiedniej
specyficznos$ci by mogly peni¢ bardziej ztozone funkcje regulatorowe. Przeczy temu jednak ilos¢
genow kodujacych proteazy i rdznorodno$¢ enzyméw proteolitycznych wystepujacych w roslinach.
W samym genomie Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity - gatunek modelowy w botanice

i genetyce roélin) zidentyfikowano ponad 600 genéw kodujacych rozne proteazy® ">

. Enzymy
proteolityczne odpowiedzialne sg za metabolizm, procesy fizjologiczne, wzrost i reakcje obronne

ro$lin. Jedng ze znaczacych podgrup proteaz stanowig aminopeptydazy. Enzymy te uczestnicza
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w podstawowych procesach zachodzacych w komoérkach takich jak np. modyfikacje potranslacyjne
biatek™ czy mejoza®. Aminopeptydazy sa niezbedne na niemal kazdym etapie rozwoju, poczynajac

od embriogenezy®, po wzrost siewek® az do okresu wigdnigcia poszczegolnych czesci rosliny”"”.

2.1. Udzial aminopeptydaz w rozwoju i wzroScie roslin

Najwazniejsza grupe, ze wzgledu na znaczenie dla czlowieka, stanowig zboza oraz inne
ros§liny uprawne, nalezace do roslin okrytonasiennych. Inne ro$liny z tej grupy wykorzystuje si¢
do produkcji tkanin (bawelna), drewna (np. buk, dab) czy substancji leczniczych (np. wyciagi z ziot).
Ze wzgledu na ogromne znaczenie tych roslin i fakt, ze wickszo$¢ badan nad roslinnymi
aminopeptydazami dotyczy wtlasnie tej grupy, w tym rozdziale omoOwiony zostanie udzial
aminopeptydaz w cyklu rozwojowym roslin okrytonasiennych’.

Cykl rozwojowy roélin zaczyna si¢ od embriogenezy. W trakcie embriogenezy z pojedynczej
komorki (zygoty) rozwija si¢ wielokomdrkowy organizm (zarodek), wyposazony we wszystkie typy
komoérek i tkanek, ktore sa niezbedne przysztej roslinie. W wyniku embriogenezy dochodzi
do wyksztatcenia merystemu wierzchotkowego pedu, liscieni, hipokotylu i korzenia. Powstajg takze
wszystkie tkanki pierwotne. Przebieg embriogenezy mozna podzieli¢ na kilka stadiow.
W poczatkowym etapie, po zaptodnieniu, pierwszy podzial jest asymetryczny (powstaje komorka
bazalna 1 apikalna). Po trzykrotnym podziale komodrki apikalnej nastepuje stadium
osmiokomorkowego prazarodka. W kolejnej fazie (stadium dermatogenu) nastgpuje tworzenie
zawiazkow przysztych tkanek. W wyniku dalszych podzialow zarodek uzyskuje wielko$¢ 62 komorek
i wchodzi w stadium globularne. Czg$¢ komorek zarodka globularnego tworzy zawiazki liscieni,
a zarodek przyjmuje ksztalt sercowaty, od ktérego pochodzi nazwa tej fazy (stadium sercowate).
W wyniku dalszego wydtuzania si¢ zarodka, przechodzi on w stadium torpedy, z zawigzkami li§cieni,
hipokotylu, epikotylu i korzenia zarodkowego. Ostatnie stadium nosi nazwe stadium odwroconej litery
,U”. Wynika to z ksztaltu liscieni, ktére intensywnie rosng i zwijaja si¢’. Badania dowodza,
ze aminopeptydazy odgrywaja istotng role w embriogenezie. Przykladowo, aminopeptydazy
leucynowa i alaninowa obecne sg w stadium globularnym, sercowatym i stadium odwrdcone;j litery
,U” zarodka nasturcji wigkszej (Tropaeolum majus). Wraz z postgpem embriogenezy ich aktywnos¢
roénie’”®. W Arabidopsis thaliana obserwuje si¢ natomiast wzrost ekspresji genéw kodujacych
aminopeptydaze M1 (APM1). Aminopeptydaza M1 odpowiada za prawidtowy podziat komérkowy
i zrbwnowazony rozwdj protoplasty merystemu wierzchotkowego korzenia. Udowodniono, Ze rosliny
z mutacjg w obrgbie genu APM1 wykazuja haploinsuficjencj¢ — jeden nieprawidlowy allel skutkuje
wystgpieniem szeregu zaburzen w procesach komorkowych. Skutkuje to wystapieniem
nieprawidlowosci w podziale komoérkowym podczas embriogenezy. W stadium sercowatym roslin
z nieprawidlowym genem kodujacym APMI1 liscienie sg niesymetryczne, a merystem wierzchotkowy

korzenia stabo wyksztalcony.
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Mimo, ze cykl zycia rosliny zaczyna si¢ od embriogenezy, przyjeto si¢ omawiac zycie rosliny
,»0d nasienia do nasienia”. Jest to miedzy innymi podyktowane tym, ze wilasnie od nasienia
rozpoczyna si¢ niezalezne zycie nowego pokolenia rosliny. Nasienie zbudowane jest z trzech
elementow: zarodka, tkanki spichrzowej i tupiny nasiennej. Ze wzgledu na sktad substancji
zapasowych nasiona dzieli si¢ na maczyste, oleiste i biatkowe. W rzepaku biatka stanowig 21% suche;j
masy nasienia. Nasiona bogate w bialko, zawieraja tez duze ilo$ci aminokwaséw egzogennych®.
Do tej pory scharakteryzowano wiele aminopeptydaz w nasionach ros$lin. Opisane zostaty miedzy
innymi aminopeptydazy ze zb6z (np. jeczmien®, owies®®), roslin oleistych (stonecznik’®, rzepak®)
i innych roslin uprawnych takich jak bob®.

Kietkowanie definiuje si¢ jako zespdt proceséw prowadzacych do aktywacji zarodka i wzrostu
siewki. Jest to proces zlozony, zalezny od wielu czynnikdéw, miedzy innymi warunkow pogodowych
1 wilgotnosci. Kietkowanie rozpoczyna si¢ od pobierania przez nasiona wody i pecznienia. Zjawisko
to nosi nazwe imbibicji’. Podstawowymi procesami skiadajacymi sie na prawidlowy przebieg
kietkowania sg przemiany prowadzace do generowania energii niezbednej komérkom rosnagcej siewki.
Fazie imbibicji towarzyszy gwalttowna intensyfikacja procesu oddychania komoérkowego. Substratami
niezbednymi w procesie oddychania, w poczatkowych etapach kietkowania nasion, sa nagromadzone
w nich substancje zapasowe. Ze wzgledu na to, ze sg to w wickszosci zwiazki wielkoczasteczkowe,
mobilizacja rezerw zaczyna si¢ od ich hydrolizy, katalizowanej przez enzymy. Niektore z enzymow
niezbednych do kietkowania sg syntetyzowane jeszcze podczas embriogenezy, a ich aktywacja
nastgpuje podczas imbibicji. Inne syntetyzowane sa juz w trakcie imbibicji. Podczas mobilizacji biatek

8384 Przyktadem mogg by¢

zapasowych nasion obserwuje si¢ wzmozong aktywno$¢ aminopeptydaz
aminopeptydazy nasion sataty siewnej. Wzrost aktywnos$ci tych enzymoéw zaczyna sie po 30
godzinach od rozpoczecia imbibicji i w ciagu kolejnych 20 godzin roénie okoto 3-krotnie®. Dla kilku
roélin opisano rowniez udzial aminopeptydaz w procesie kietkowania™®. Na przyklad, podczas
kietkowania fasoli zwyczajnej, zidentyfikowano 5 aminopeptydaz PVAP1-5 (od ang. Phaseolus
vulgaris aminopeptidase). Trzy z nich to metaloaminopeptydazy (PvAP1, PvAP2 i PvAP4), a dwie
pozostate to aminopeptydazy serynowe. Aktywnos¢ badanych aminopeptydaz zmieniata si¢ w lisciach
wraz z rozwojem ro$liny. Najwyzsza byta na poczatku kietkowania, a nastgpnie obserwowano spadek
aktywnos$ci w starszych siewkach (rozwinigty trzeci 1i$¢). Wyjatek od tej reguly stanowita PVAPS,
ktorej aktywno$é utrzymywata si¢ na wysokim poziomie, przez caly okres wzrostu®. Istotng role
aminopeptydaz (a szczegdlnie LAP) potwierdzono réowniez w innym rodzaju fasoli - Macrotyloma
unoflorum (uprawianej gtownie w Indiach). W suchych nasionach Macrotyloma unoflorum nie
obserwowano aktywnos$ci aminopeptydaz. Natomiast po 24 h od rozpoczecia kietkowania, aktywno$¢
LAP utrzymywata si¢ na podobnym poziomie (6-8 U/h/10 liscieni) przez kolejne 2 dni, po czym
spadta w 4 dobie (do ok. 2 U/h/10 liscieni). Co ciekawe, zmiany w aktywno$ci aminopeptydazy
leucynowej dobrze korelowaly z catkowita zawartoécia wolnych aminokwaséw w siewkach fasoli®’.

Omawiane powyzej przyktady dotyczyly roslin okrytonasiennych, ale aminopeptydazy biorg tez
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udzial w przebiegu kietkowania roslin nagonasiennych. Przykladem nagonasiennych jest sosna
zwyczajna. Od poczatku kietkowania, az do momentu, w ktorym siewka sosny osiaggneta dtugosc
6 cm, aktywno$¢ aminopeptydaz wobec substratow leucynowego i fenyloalanylowego wzrosta
okoto 6-8 krotnie®,

Duza rolg w dalszym rozwoju roslin (po okresie kietkowania) i wzroscie siewek odgrywaja
aminopeptydazy metioninowe. Przykladem sg enzymy MAP2A i MAP2B i MAP1A, znajdujace si¢
w cytoplazmie komorek roslinnych. Zahamowanie aktywnos$ci cytoplazmatycznych MAP (poprzez
znokautowanie genu kodujacego MAPIA i dodanie specyficznego wobec MAP2B inhibitora:
fumagiliny) prowadzito do zaburzen we wzroscie siewek Arabidopsis thaliana. Zaburzenia
te objawialy sic miedzy innymi ograniczeniem wzrostu czy odbarwieniem liscieni®. Inng
aminopeptydaza dla ktérej udowodniono zaangazowanie we wczesny rozwoj roslin jest AMPL.
Jest to aminopeptydaza nalezaca do rodziny M1, zwigzana z blong komorkows, wykazujaca
szczegOlng aktywno§¢ wobec substratdow z neutralnymi badz aromatycznymi aminokwasami
na N-koncu. W czasie dojrzewania tkanek drewna pierwotnego wyrézniono si¢ dwa okresy
wzmozonej ekspresji tego enzymu, podczas dojrzewania protoksylemu (3 doba) oraz metaksylemu
(5 doba). Enzym byt tez niezbedny do prawidtowego rozwoju merystemu korzeniowego. Siewki
z nieprawidtlowym genem kodujacym APM1 obumieraty srednio w piatej dobie kietkowania, wskutek
zahamowania rozwoju Kkorzeni, a ponadto, charakteryzowaty si¢ deformacja i redukcja liczby
liscieni’.

Kwitnienie to jeden z najwazniejszych etapéw rozwoju rosliny. Po zakonczeniu réznicowania
wegetatywnego nastepuje okres rozwoju generatywnego. Morfogeneza kwiatu polega na rozwoju
zawigzkoOw kwiatdw w merystemach wierzchotkowych. Zasadniczo, rozwdj kwiatu polega
na wyksztalceniu dna kwiatowego, okwiatu, precikowia i stupkowia. O kolejnosci wytworzenia tych
organow decyduja jeszcze nie do konca poznane mechanizmy réznicowania. Istnieje wiele teorii
dotyczacych czynnikow decydujacych o gotowosci rosliny do przejscia w faze kwitnienia. Wiadomo,
ze wplyw na ten proces maja zaréwno substancje hormonalne jak i czynniki §rodowiskowe”. Niektore
z roslin s3 wrazliwe na wzgledne zmiany w diugosci dnia i nocy, zwigzane ze zmiang poér roku
(fotoperiodyzm), u innych wigksze znaczenie w indukcji kwitnienia ma temperatura otoczenia.
Temperatura warunkuje kwitnienie zwlaszcza ro$lin ozimych, takich jak np. rzepak. RoSliny
te wymagajg minimum kilkutygodniowe]j ekspozycji na niskg temperature, w innym wypadku nie
zakwitng w ogole. Zjawisko pobudzania ro$lin do kwitniecia niska temperatura nosi nazwe

wernalizacji*™

. Wieloczynnikowy model kontroli kwitnienia zaktada, Zze wplyw na inicjacje
kwitnienia majg wzajemnie si¢ uzupetiajace szlaki rozwojowe oraz szereg innych czynnikow takich
jak asymilaty, substancje wzrostowe, promotory i inhibitory kwitnienia. Do wspomnianych szlakow
rozwojowych naleza: szlak fotoperiodyczny i autonomiczny (indukowany w wyniku wernalizacji),

4,89

a takze szlak giberelinowy (oparty na substancjach wzrostowych - giberelinach)™®. Mimo ztozonej

natury morfogenezy kwiatu wiadomo, ze obecnos$¢ wolnej proliny prowadzi do przedwczesnego
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kwitnienia®. Zawartosé wolnej proliny w komorkach roslinnych jest regulowana migdzy innymi
obecnoscia i hydrolityczng aktywnoscig specyficznych aminopeptydaz. W modyfikowanych roslinach
Arabidopsis thaliana, z nadekspresja genu kodujacego aminopeptydaze prolinowsg z pszenzyta
(TSPAP1), stwierdzono podwyzszony poziom wolnej proliny i wczesniejsze kwitnienie (okoto 3,5
dnia wcze$niej w porownaniu do dzikich ro$lin). Potwierdza to zaangazowanie aminopeptydazy
prolinowej w regulacj¢ zawartosci proliny w organach roslinnych podczas kwitnienia’*. Badano
réwniez zaangazowanie aminopeptydaz w proces kwitnienia pomidora®®®. LAP-A pomidora jest
konstytutywnie ekspresjonowana w platkach, pylnikach 1 dzialkach kielicha kwiatu. Wraz
ze starzeniem sie¢, ilo§¢ enzymu stopniowo maleje w dziatkach kielicha. Natomiast w starszych
kwiatach LAP-A obecna jest tylko w pylnikach®. Aminopeptydaza leucynowa obecna jest rowniez
w kwiatach liliowca, a jej aktywno$¢ rosnie wraz z poczatkiem kwitnienia, do ok. 6 godzin
po osiagnieciu przez rosling stadium pelnego rozkwitu. Nastgpnie aktywno$¢ aminopeptydazy
leucynowe;j stopniowo spada. Na podstawie zmian aktywnosci stwierdzono, ze stezenie tego enzymu
jest regulowane w zalezno$ci od stopnia rozwoju kwiatu. Aminopeptydaza uczestniczy w procesie
metabolizmu biatek zaréwno podczas otwierania si¢ kwiatu, jak i we wczesnych fazach wigdniecia
platkow’”.

Po zawigzaniu si¢ kwiatu dochodzi do powstania komodrek generatywnych. W wyniku mejozy
powstaja mikrospory i makrospory, z ktérych powstaja dalej komorka jajowa i ziarnka pytku. Mejoza
u roslin poprzedza gametofitogenezg, czyli powstawanie pokolenia haploidalnego. Przebieg mejozy
dzieli si¢ na nastgpujace etapy: profaze I, metafaze I, anafaze I, telofaze I, interkineze, metafaze II,
anafaze 11 i telofazg II*. Przykladem aminopeptydaz zaangazowanych w przebieg mejozy
sg aminopeptydazy wrazliwe na puromycyne (PSAs — puromycin-sensitive aminopeptidases). Enzymy
te obecne s w wielu organizmach zywych. PSAs biorg udziat w procesach proteolitycznych,
niezbednych do prawidtowego rozwoju komorek, ich zywotnosci i podziatu. U ro$lin (Arabidopsis
thaliana) z wyciszonym genem kodujacym PSA (mutant mpal), mejoza przebiega nieprawidtowo.
Co prawda etap profazy | przebiega normalnie, jednak pdzniej, w etapie metafazy I, wigkszos¢
chromosoméw homologicznych jest niezdolna do tworzenia kompleksu synaptonemalnego (ktory jest
niezbedny do wymiany materialu genetycznego w procesie crossing-over odpowiedzialnym
za roznorodno$é genetyczna®), co w konsekwencji prowadzi do nieprawidlowej segregacii
chromosoméw. Podobne zjawisko obserwuje si¢ u dzikich roslin, ktore poddano dziataniu inhibitorow
PSA. Swiadczy to o istotnym udziale tych aminopeptydaz w prawidlowym przebiegu mejozy.
Ponadto, wyeliminowanie aktywnos$ci wrazliwych na puromycyne aminopeptydaz, skutkuje obnizong
ptodnoscig i produkcjg mniejszych owocow, ktdre zawierajg ograniczong liczbe nasion®.

Zycie kazdej roéliny nieuchronnie prowadzi do $mierci. Zanim nastapi $émier¢ calej rosliny
wigdnieciu ulegaja jej poszczegédlne organy. U niektorych roslin obumieranie wybranych organdéw

ma charakter sezonowy (liscie drzew, nadziemne czgsci wieloletnich roslin zielnych). Krotkim czasem
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zycia charakteryzuja si¢ tez kwiaty i owoce®®. Badania dowodza, ze aminopeptydazy zaangazowane
sa w procesy wiedniecia kwiatow (np. liliowca, u ktorego sa najprawdopodobniej odpowiedzialne
s za hydrolizg protein zwigzanych z wiedni¢ciem p%atk()ww), owocow (np. grapefmitg3) i lisci. Udziat
aminopeptydaz w starzeniu i wig¢dnigciu lisci potwierdzono w badaniach nad LAP2 z Arabidopsis
thaliana. W przypadku tej rosliny aminopeptydaza leucynowa jest silnie ekspresjonowana w tkance
naczyniowej liscia’, a rosliny ze znokautowanym genem kodujacym LAP2 charakteryzuja sig
wczesniejszym starzeniem lisci 1 zwiekszona wrazliwo$cia rosliny na czynniki stresowe. W czasie
wiedniecia, z powodu mniejszej aktywno$ci niektéorych proteaz, obserwuje si¢ wzrost ilosci
uszkodzonych biatek. Aminopeptydazy hydrolizujac te nieprawidtowe i uszkodzone biatka, op6zniaja
procesy starzenia. Potwierdzono, ze zahamowanie aktywno$ci aminopeptydaz sprzyja szybszemu

wiednieciu i starzeniu sie roslin”*.

2.2. Inne funkcje aminopeptydaz w roslinach

Aminopeptydazy, oprocz zaangazowania w rozwdj i wzrost roslin, uczestnicza réwniez
w modyfikacjach potranslacyjnych biatek. Translacja mRNA zazwyczaj zaczyna si¢ od kodonu AUG,
ktory koduje metioning®. Pierwsza modyfikacja nowo powstalego biatka jest odszczepienie
N-koncowej metioniny. Proces ten czgsto okresla si¢ skrotem NME od ang. N-terminal Met Excision.
W wicekszosci przypadkow, NME nastgpuje we wcezesnych etapach translacji, przed prawidlowym
sfaldowaniem biatka. Proces ten jest katalizowany przez aminopeptydazy metioninowe (MAP).
W organizmach eukariotycznych znane sa dwa typy aminopeptydaz metioninowych: MAP1
i MAP2%% W roglinach, w mechanizm usuwania metioniny z konca laficucha biatkowego
zaangazowanych jest szes¢ aminopeptydaz (MAP1lA, MAP1B, MAP1C, MAP1D, MAP2A
i MAP2B), o roznej lokalizacji w komorce (cytoplazma, mitochondrium, chloroplasty)®.

Prawidlowe funkcjonowanie biatek w komorce =zalezy nie tylko od modyfikacji
potranslacyjnych, ale czesto jest zalezne od biatek opiekunczych (czaperonow — ang. chaperones).
Czaperony uczestniczg w faldowaniu, ponownym faldowaniu, translokacji, stabilizacji i degradacji
biatek. Wiele z nich to tzw. bialka szoku cieplnego, ktorych wzmozona ekspresje obserwuje sie
podczas zaistnienia niekorzystnych warunkéw np. promieniowania UV, chlodu, zranienia, a takze
podczas szoku cieplnego, od ktorego wywodzi si¢ ich nazwa. W roslinach funkcjonuje stosunkowo
liczna grupa biatek opiekunczych. Czaperony mozna podzieli¢ na pi¢¢ gtdownych klas (Hsp70, Hsp60,
Hsp90, Hsp100 i sHsp), ktore dalej dziela sie na podklasy i podgrupy™.

Do niedawna aminopeptydazy nie byly rozpatrywane jako bialka opiekuncze. Jednak najnowsze
badania in vitro nad LAP-A i LAP-N z pomidora oraz LAP1 i LAP2 z Arabidopsis thaliana wykazaty,
ze enzymy te mogg zachowywac si¢ jak czaperony. W celu udowodnienia cech biatek opiekunczych

tych aminopeptydaz, w eksperymentach wykorzystano nastepujace modelowe procesy:
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-ochrona przed denaturacja termiczng enzymu restrykcyjnego (endonukleazy z Neisseria

denitrificans - Ndel);

-ochrona przed termiczng agregacja syntazy cytrynianowej (CS);

-ponowne faldowanie termowrazliwej lucyferazy (Luc).

W przypadku Ndel stwierdzono dziatanie opiekuncze wszystkich czterech aminopeptydaz,
z czego LAP-N i LAP2 wykazywaty okoto pieciokrotnie wyzsza skuteczno$¢ w ochronie Ndel przed
termiczng inaktywacja niz LAP-A i LAP1. LAP-A i LAP-N rowniez wykazaly wlasciwosci chronigce
przed termiczng agregacja syntazy cytrynianowej. Aminopeptydazy te zapobiegly w 40% agregacji
CS, w poroéwnaniu do proby kontrolnej. Wykazano, ze LAP-A uczestniczy réwniez w ponownym
faldowaniu Luc. Obecno$¢ tego enzymu powodowala, ze okoto 35% lucyferazy ulegto ponownemu
faldowaniu. W przypadku pozostalych trzech badanych aminopeptydaz zaobserwowano ponowne
faldowanie jedynie okolo 17% badanego biatka. Udowodnione wlasciwosci opiekuncze czterech
badanych aminopeptydaz sugeruja istnienie w roslinach szostej klasy biatek opieckunczych®.

Aminopeptydazy s3a rowniez wykorzystywane jako markery polimorfizmu podczas
reprodukcji i krzyzowania®. 1zoenzymy aminopeptydaz to markery molekularne uzyteczne w badaniu
struktury genetycznej populacji roslin, wyznaczaniu stopnia heterozygotycznosci i polimorfizmu,
a takze potwierdzania czystosci genetycznej badz mieszancowosci badanych organizméw. Izoenzymy
aminopeptydazy leucynowej wykorzystuje sie miedzy innymi w genetycznych badaniach
poréwnawczych nad rzepakiem (Brassica napus), kapustg wiasciwg (B. campestris L.) i chinskim
jarmuzem (B. alboglabra)”. Izoenzymy LAP (E.C. 3.4.11.1) stanowia takze marker przy okre$laniu

czystosci populacii rzepaku linii androgenetycznych (powstatych z meskiego gametofitu)®.

2.3. Rola aminopeptydaz w reakcjach roslin na czynniki stresowe

Rosliny rosnace w warunkach naturalnych nieustannie narazone sg na dziatanie r6znego rodzaju
stresow. Dziatanie czynnika stresujacego (stresora) na rosling zawsze powoduje odpowiedz, czyli
reakcje stresowa, jak rowniez wynikajacy z niej proces dostosowania. Mozliwos¢ rozwoju roslin
w danym $rodowisku silnie zalezy od tego, w jakim stopniu rozpatrywany gatunek jest dostosowany
do funkcjonowania w danych warunkach i czy wykazuje odpornos¢ na stresory. Czynnik, ktory jest
stresujacy dla jednego gatunku ro$lin nie musi wptywac negatywnie na inng ro$ling. Przyktadowo,
okresowe wystepowanie temperatur powyzej 35°C nie jest szkodliwe dla ro$lin cieptolubnych, ale
szkodzi roslinom klimatu umiarkowanego. W wyniku dziatania stresora, w zaleznosci od jego
natgzenia oraz czasu dzialania, moze nastgpi¢ zahamowanie wzrostu ro§liny, zmiana w fazach
rozwojowych, lub nawet obumieranie rosliny®.

Odpowiedz rosliny na stres sktada si¢ z kilku etapow, ktore wspolnie nazywa si¢ syndromem
reakcji na stres. Pierwszym etapem jest faza alarmu, w ktorej dzialanie stresora wywoluje
destabilizacje warunkéw strukturalnych i funkcjonalnych w ro$linie. W reakcji na stres procesy

kataboliczne zaczynaja przewaza¢ nad anabolicznymi. Dochodzi do zaktocen w obrgbie organelli
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komoérkowych, gospodarki jonowej i funkcjonowaniu podstawowych $ciezek metabolicznych. Jezeli
dziatajacy czynnik nie jest zbyt intensywny, badz roslina posiada mechanizmy obrony na ten czynnik,
nastgpuje faza restytucji. W fazie tej uruchamiane zostaja procesy naprawcze lub obronne. W wyniku
tego rozpoczyna si¢ faza odpornosci, zwigkszona odpornos¢ komoérek na dziatanie stresu prowadzi
do tzw. hartowania, a roslina dostosowuje si¢ do warunkow stresowych. Co ciekawe, nagly powrot
do warunkéw normalnych zahartowanej rosliny, réwniez moze stanowic stres. Jesli jednak stan
stresowy trwa zbyt dlugo nastgpuje faza wyczerpania. W tej fazie ro$lina jest bardziej podatna
na infekcje i dziatanie patogenow. Moze dojs¢ do nieodwracalnych uszkodzen i w konsekwencji
do $mierci ro$liny. Jezeli natomiast czynnik stresujacy ustapi, roslina wchodzi w faze regeneracji.
Odpowiedz na dzialanie stresora moze by¢ lokalna, czyli dotyczy¢ tylko miejsca dziatania czynnika
lub tez systemiczna, gdy zaatakowana tkanka wysyta informacje do innych tkanek i organdéw, ktore
réwniez odpowiadaja na zaistniaty czynnik stresujacy”.

Organizmy roslinne szczegoOlnie negatywnie reaguja na stres abiotyczny (wywolany przez
czynniki fizykochemiczne czy ekologiczne). Takim rodzajem stresu jest np. dlugotrwata susza,
zasolenie gleby, czy brak sktadnikow odzywczych. Szacuje si¢, ze w wyniku dziatania abiotycznego
czynnika stresowego, plon ro$lin uprawnych moze by¢ nawet kilkanascie razy mniejszy, od plonu
uzyskanego z ro$lin niepoddanych dziataniu zadnego stresora. Rownie niekorzystny wptyw na rozwoj
ros§liny ma stres pochodzenia biotycznego. Stres tego rodzaju wywotany jest przez inne organizmy
zywe. Przyktadem moze by¢ zerowanie roslinozercéw, czy zacienienie jednej rosliny przez druga.
Do tej grupy stresorow zalicza si¢ rowniez dziatalno$¢ czlowieka np. roznego rodzaju
zanieczyszczenia. Badania prowadzone w ostatnich latach dostarczaja licznych dowodow na udziat

459 ponadto,

aminopeptydaz w reakcji ro$lin zardbwno na stres abiotyczny jak i biotyczny
udowodnione wlasciwosci opiekuncze LAP-A i LAP-N z pomidora oraz LAP1 i LAP2 z Arabidopsis
thaliana rzucaja nowe $wiatlo na role aminopeptydaz leucynowych w reakcjach obronnych rosliny
na stres zwiazany na przyktad z susza czy zasoleniem®™. W kolejnych podrozdziatach oméwione
zostang wybrane czynniki stresujace i ich wplyw na zmiany w aktywnosci roslinnych aminopeptydaz

oraz mozliwe funkcje aminopeptydaz w przezwyciezeniu stresu.

2.3.1. Niska temperatura

Niska temperatura to jeden z najczeSciej wystepujacych w Polsce stresow abiotycznych.
Przymrozki zdarzajg si¢ zar6wno w miesigcach wiosennych jak i jesiennych, przez co stanowig
zagrozenia zaré6wno dla upraw odmian jarych, jak i ozimych. Uszkodzenia wywotane chtodem
wystepujg przede wszystkim w btonach cytoplazmatycznych. Efektem tych uszkodzen sa zaburzenia
wystepujagce w procesach komorkowych. Jednym z mechanizméw obronnych rosliny jest
aklimatyzacja. Aklimatyzacja polega na indukcji gendéw odpowiedzialnych za synteze enzymow
antyoksydacyjnych, w wyniku czego w komérkach roslinnych dochodzi do wzrostu poziomu m.in.

glutationu i kwasu askorbinowego. W odpowiedzi na niskie temperatury, rosliny dokonujg tez
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modyfikacji sktadu bton komoérkowych, polegajacej na zwigkszeniu udzialu wielonienasyconych
kwasow thuszczowych i lipidow zawierajacych duze grupy polarne’. Wazna role odgrywaja takze
niskoczasteczkowe biatka i zwigzki petnigce funkcje osmoregulacyjne. W trakcie hartowania chtodem
zachodza zmiany w syntezie biatek, wytwarzane sg izoenzymy biatek, charakteryzujace si¢ wicksza
stabilno$cig w warunkach chtodu. Wskutek zaburzen metabolicznych dochodzi tez do akumulacji
toksyn np. kwas pirogronowy przeksztatcony zostaje do etanolu, na skutek zahamowania enzymow
mitochondrialnych. Ekspozycja na niskg temperature prowadzi tez do odwodnienia, Spowodowanego
naglym wzrostem stezenia jonow wapnia w cytozolu. Wysokie st¢zenie jonéw wapnia prowadzi
do otwierania aparatow szparkowych co w polaczeniu z ograniczonym pobieraniem wody przez
korzenie skutkuje szybszym wigdnigciem ro$liny.

Udzial aminopeptydaz w odpowiedzi ro$lin na stres zwigzany z niskga temperatura,
udowodniono badajac m.in. aminopeptydaze metioninowa z jeczmienia Hordeum vulgare (HVMAP).
Siewki jeczmienia poddano dziataniu niskiej temperatury (4 °C) w czasie 0,5-48 h. Gen kodujacy
HvMAP ulegat podwyzszonej ekspresji w odpowiedzi na chtéd juz po 0,5 h od zadzialania na siewki
niska temperaturg, wysoka ekspresja HYMAP utrzymywata si¢ do 12 h, nastgpnie nastepowat spadek
poziomu ekspresji. Ponadto zmieniata si¢ lokalizacja enzymu w komoérce. W warunkach normalnego
wzrostu, HYMAP byla zwigzana z DNA i znajdowata si¢ w jadrze komorkowym. Natomiast w czasie
stresu wywotlanego chtodem, HYMAP zmieniala lokalizacj¢ z jadra do cytoplazmy. W zwigzku z tym
wysnuto wniosek, ze aminopeptydaza ta, bierze udzial w procesie dostosowania si¢ do niskiej
temperatury w jeczmieniu, poprzez modyfikacje biatek®. Inng aminopeptydaza metioninowa, ktorej
zmiany aktywnosci zaobserwowano podczas stresu wywotanego niskg temperaturg byta
aminopeptydaza metinoninowa z petunii. Rosliny poddano dziataniu temperatury 2°C przez 5 dni.
Po tym czasie zaobserwowano obnizenie poziomu ekspresji aminopeptydazy metioninowej

w poréwnaniu do kontroli*®.

2.3.2. Deficyt wody

Do czynnikow abiotycznych nalezy takze niedobdr wody w srodowisku. Nawet tagodny
deficyt wody na poziomie RWC 8-10% (RWC - ang. Relative Water Content, wzgledna zawarto$é
wody), powoduje wzrost poziomu hormonéw stresu, te z kolei stymuluja aktywno$¢ enzymow
odpowiedzialnych za syntezg zwiazkdéw ochronnych, w tym niektorych aminokwas6éw np. alaniny,
glicyny, proliny czy seryny. Wickszo$¢ aminokwasoéw dostarczanych do komorki w trakcie stresu
osmotycznego, jest syntetyzowana de novo, ale ok. 15 % pochodzi z hydrolizy biatek. W przypadku
silnego deficytu wody (RWC>20%) nastgpuje wiele niekorzystnych zmian komérkowych, w tym
hamowanie aktywnosci reduktazy azotanowej, odpowiedzialnej za asymilacj¢ azotu mineralnego.
Nastepuje takze hamowanie ekspresji genow kodujgcych enzymy, dochodzi do uszkodzenia struktury
trzeciorzedowej biatek oraz hydrolizy biatek zapasowych i konstytutywnych katalizowanej przez

proteazy. Wszystkie te zjawiska mogg zachodzi¢ przy wspotudziale aminopeptydaz. Badania
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wykazaly, ze w reakcji na deficyt wody u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana), gen
kodujacy aminopeptydaze prolinowa AtPAP1 ulegal wzmozonej ekspresji (odnotowano okoto
2,5-krotny wzrost). Doswiadczenia przeprowadzono na czterotygodniowych siewkach, dla ktorych
wstrzymano podlewanie na 15 dni’®. Podobny eksperyment wykonano na trzytygodniowych siewkach
pomidora (Lycopersicon esculentum), u ktérych zaprzestano podlewania na 4,5 doby (do pierwszych
oznak wiednigcia). W wyniku reakcji na susz¢ zaobserwowano wzrost aktywnosci kwasnej
aminopeptydazy leucynowej (LAP-A), wzmozong ekspresj¢ tego biatka oraz kodujacego go RNA
(LapA)®. Wzrost aktywnosci aminopeptydazy prolinowej (PAP) zauwazono rowniez w przypadku
trzytygodniowych siewek pszenzyta (Triticosecale), specjalnie odwadnianych przez 24 h**. W fasoli
zwyczajnej (Phaseolus vulgaris) obserwowano zmiany w aktywno$ci az pigciu aminopeptydaz,
w wyniku narazenia tygodniowych siewek na susze. Enzymy te wyizolowano z lisci fasoli
i scharakteryzowano. Trzy aminopeptydazy (PvAPl, PvVAP2 i PvAP4) byly metaloproteazami,
o szerokiej specyficznos$ci substratowej i podwyzszonej aktywnos$ci wobec substratow zawierajacych
na N-koncu alaning i lizyne. Pozostale dwa enzymy PVAP3 i PVAP5 wykazywaty cechy
charakterystyczne dla aminopeptydaz serynowych, o waskiej specyficznosci substratowej. PVAP3
i PVAP5, preferowaty substraty zawierajace fenyloalaning i lizyng. Zmiany aktywnosci aminopeptydaz
zaleza od typu aminopeptydazy i fazy rozwoju rosliny. W wigkszosci przypadkoéw obserwowano
wzrost aktywnosci. Wyjatek stanowity PVAP5 i PVAP4, ktorych aktywno$é spadata®. W korzeniach
i lisciach siewek dwoch odmian pszenicy ozimej podlewanych regularnie (Yantar - odmiana odporna
na suszg, Miziya - odmiana wrazliwa na susz¢) nie obserwowano znaczacych roznic pomigdzy
aktywnos$cig aminopeptydaz. Dziatanie enzyméw badano stosujac osiem roéznych substratow (Ala-,
Arg-, Gly-, Leu-, Lys-, Met-, Phe- i Pro-pNA). Natomiast w warunkach suszy (zaprzestano
regularnego podlewania przez 7 dni dla 8-dniowych siewek obu odmian pszenicy ozimej) w liSciach
zaobserwowano wzrost aktywnosci aminopeptydaz w stosunku do prawie wszystkich substratow
($rednio o ok. 30%), za wyjatkiem Gly- i Phe-pNA w obu odmianach. Natomiast w korzeniach
aktywno$¢ aminopeptydaz w odmianie wrazliwej nie zmieniala si¢, a w odmianie odpornej na susze
rosta (nawet dwukrotnie) w stosunku do Ala-, Arg-, Gly-, Lys- i Pro-pNA. Prawdopodobnie
W pszenicy ozimej wystepuja dwie aminopeptydazy, jedna o szerokiej specyficznosci substratowe;j
i jedna o waskiej. Obie odpowiedzialne s za mobilizacj¢ aminokwaséw podczas suszy. Wzrost
aktywnos$ci aminopeptydaz moze wptywaé na podwyzszone stezenia osmoprotektantow np. proliny,
a takze prekursorow niezbednych do syntezy glutationu jak cysteina, glicyna czy kwas

glutaminowy'*".

2.3.3. Zasolenie

Zasolenie stanowi jedno z najwigkszych wyzwan wspotczesnego rolnictwa. W naturalnym
srodowisku moze by¢ zaréwno czynnikiem pochodzenia abiotycznego (strefy przybrzezne morz,

obrzeza pustyn $rodlagdowych), jak 1 biotycznego (np. s6l stosowana do posypywania drog,
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niewlasciwe nawozenie lub przedawkowanie nawozéw). Terminem tym okresla si¢ nie tylko
nadmierne stezenie jonéw chloru i sodu, ale i wysoka taczng zawartos¢ wszystkich jonéw w podtozu.
Jony sodu sa toksyczne dla wigkszosci roslin, w ktorych si¢ akumulujg, hamujac synteze biatek
1 aktywno$¢ wielu enzymoéw. W odpowiedzi obronnej roslin na =zasolenie udzial biora
niskoczgsteczkowe substancje kompatybilne w tym: prolina, kwas glutaminowy, alanina, kwas
asparaginowy, trehaloza, rafinoza i inne mono- i oligosacharydy, a takze betaina®.

W literaturze dostepnych jest kilka doniesien na temat wpltywu zasolenia na aktywno$¢
i ekspresje aminopeptydaz roslinnych. Jednym z przyktadow jest LAP-A (kwa$na aminopeptydaza
leucynowa) pomidora. Przeprowadzono eksperyment, w ktérym sadzonki pomidora przez trzy doby
podlewano roztworem chlorku sodu (300 lub 400 mM). W wyniku dziatania tego zwigzku ilo§¢ RNA
kodujacego LAP-A wzrosta 3-6-krotnie. Zaobserwowano réwniez wzrost aktywnosci enzymu o okoto
30%%. Wzrost aktywnosci aminopeptydaz (szczegélnie aminopeptydazy prolinowej, PAP)
odnotowano takze w pszenzycie. Trzytygodniowe siewki pszenzyta podlewano 50 mM roztworem
NaCl. Odnotowano nawet 11-krotny wzrost aktywnosci PAP, po 144 godzinach od momentu aplikacji
NaCI*®. Ostateczny dowod na udzial aminopeptydaz w reakcji na wysokie zasolenie, przyniosty
badania nad pszenicg samopszg (Triticum monococcum L). Pszenica samopsza, to gatunek zboza
uprawiany dzisiaj rzadko i jedynie na gorzystych terenach Zakaukazia. Mata popularnos¢ tego
gatunku wynika z jego niskiej plenno$ci. Siewki T. monococcum byty poddawane dziataniu réznych
stezen NaCl (80-320 mM), przez 48 h. Po tym czasie pozwolono roslinom na 48-godzinng
regeneracje. W wyniku prowadzonych badan wykryto 81 biatek odpowiedzialnych za reakcj¢ stresowa
w tej ro§linie. Wérdd nich znajdowata si¢ aminopeptydaza leucynowa 2, ktérej akumulacja byta

, . . . . Coqe . . ..102
znaczaca zardéwno w czasie dziatania chlorkiem sodu jaki i w okresie regeneracji'®.

2.3.4. Metale cigzkie

Obecno$¢ metali cigzkich jest czynnikiem najczgéciej pochodzenia biotycznego,
antropogenicznego i stanowi powazny problem ekologiczny na terenach rolniczych. Poprzez rosliny,
pierwiastki toksyczne sa wilaczane do tancucha pokarmowego. Niektore z metali ciezkich,
w niewielkich ilosciach sg niezb¢dne do prawidlowego funkcjonowania organizméw zywych. Okresla
si¢ je mianem metali funkcyjnych (Fe, Cu, Mn, Co, Zn, Se, Ni) i dopiero ich nadmiar jest szkodliwy.
Metale niefunkcyjne (Cd, Pb, Hg, Ag i Cr), sg natomiast toksyczne nawet w matych ilociach i naleza
do substancji ksenobiotycznych. W odpowiedzi na zwigekszone stezenie metali cigzkich w ro$linach,
uruchamiane sg systemy obronne: zewnetrzny, uniemozliwiajacy wnikanie metali do rosliny
1 wewngtrzny, polegajacy na neutralizacji (chelatowaniu) jonow metali. Badania wykazaty,
ze obecnos¢ metali ciezkich w $rodowisku, wptywa w rézny sposob na aktywno$¢ peptydaz
w roslinach. W literaturze, wiele jest doniesien na temat wptywu dwuwarto$ciowych jonow metali
na aktywno$¢ aminopeptydaz in vitro®****. Najczeéciej badania te dotycza metaloaminopeptydaz

i przeprowadza si¢ je w celu glebszej charakterystyki enzymu. Zazwyczaj w takich badaniach stosuje
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si¢ szeroki wachlarz joné6w metali np. Ca®', Cu®*, Co*, Cd*', Fe**, Mn?", Mg2+ czy zZn?*, Przyktadowo,
wigkszo§¢ aminopeptydaz leucynowych posiada w swym centrum aktywnym dwa jony metali.
Najczesciej jeden z nich stanowi silnie zwigzany jon cynku. Drugi jon natomiast jest labilny i moze
ulega¢ wymianie®. W niniejszym podrozdziale uwaga zostala skupiona gtdéwnie na badaniach in vivo,
tj. eksperymentach, w ktorych na calg rosling dzialano solami metali cigzkich (najczesciej
w roztworach do podlewania), a nastgpnie badano aktywnos$¢ aminopeptydaz w ekstraktach lub
ekspresje genow kodujacych aminopeptydazy. W literaturze mato jest doniesien na temat tego typu
eksperymentow, a najczgséciej stosowanymi w tych badaniach metalami sg np. kadm, arsen, glin lub
cynk.

Kadm nalezy do pierwiastkow toksycznych, powoduje migdzy innymi zaburzenia fotosyntezy,
zmiany struktury DNA czy zmiany w przepuszczalnosci bton komorkowych. Przy stezeniu 5-30
mg/kg gleby, obserwuje si¢ u roslin objawy toksycznosci, w postaci np. plam chlorotycznych,
skrecenia lisci i redukcji korzeni'®. Aktywnos¢ aminopeptydaz ro§linnych moze ulegaé zmianie
na skutek dziatania zwigzkéw kadmu. Przykladowo, zaobserwowano znaczny wzrost aktywnosci
dwach peroksysomalnych izoenzymow aminopeptydazy leucynowej (AP1 i AP2) w siewkach grochu
zwyczajnego (Pisum sativum), ktory po 14 dniach normalnego wzrostu zaczgto podlewac roztworem
chlorku kadmu (50 uM), przez 28 dni (wzrost aktywnosci o 55% dla AP1 i 0 31% dla AP2 w stosunku
do ro$lin kontrolnych). Jednoczesnie, obecnoé¢ kadmu sprzyjala przyspieszonemu wiednieciu lisci'®.
Badano rowniez wptyw kadmu na aminopeptydazg leucynowa znajdujacg si¢ w korzeniach pomidora.
Trzytygodniowe siewki poddano 10-dniowemu dziataniu roztworu CdCl,, o stezeniu od 0,3 do 300
uM. Aktywnos$¢ kwasnej aminopeptydazy leucynowej (LAP-A) rosta wraz ze wzrostem st¢zenia
kadmu (obserwowano nawet 4-krotny wzrost). Zaobserwowano réwniez wzrost aktywno$ci badanej
aminopeptydazy wobec czterech innych substratow (Met-, Lys-, Pro- i Arg-pNA). Nie zauwazono
takiego efektu wobec Phe-pNA'®. Obecnosé kadmu wplywata takze na aktywno$¢ aminopeptydaz
prolinowych. W wyniku dziatania 50 pM chlorku kadmu na trzytygodniowe siewki pszenzyta,
o$miokrotnie wzrosta aktywnos¢ aminopeptydazy prolinowej w badanych roslinach®.

Aktywno$¢ tej samej aminopeptydazy rosta rowniez w odpowiedzi na obecno$¢ chlorku glinu
(50 uM). Glin jest pierwiastkiem niezbednym dla roslin, jednak w wigkszych ilosciach ma dziatanie
toksyczne (wyjatek stanowi herbata, w ktorej obserwuje si¢ wysoka akumulacje glinu). Najbardziej

korzystne stezenie Al1**

w glebie to 0,5-5 mg/kg gleby, a zdolno$¢ do pobierania tego pierwiastka
zalezy silnie od odczynu gleby i gatunku rogliny™®.

Cynk z kolei odgrywa istotng rolg w metabolizmie roslin. Zar6wno niedobor, jak i nadmiar
tego pierwiastka ogranicza wzrost i rozw¢j roslin. Cynk wchodzi w sktad wielu enzymow
np. anhydrazy weglanowej, dehydrogenazy alkoholowej czy metaloproteaz, jest skladnikiem
rybosoméw i bton komérkowych. Niedobor cynku powoduje dezintegracje rybosomalnego RNA
i zaburzenia w metabolizmie cukrow, a charakterystycznym objawem jest zmniejszona powierzchnia

lisci®. Nadmiar cynku objawia si¢ natomiast zmianami chlorotycznymi i nekrotycznymi lisci i ich
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marszczeniem, co powoduje obnizenie fotosyntezy i zahamowanie wzrostu rosliny. Ponadto obecnosé

cynku sprzyja pobieraniu z gleby innego metalu cigzkiego - kadmu'®

. Wptyw cynku na aktywnos$¢
aminopeptydaz badano na przykladzie aminopeptydazy prolinowej z pszenzyta. Gen kodujacy PAP
pszenzyta zostal sklonowany 1 nadekspresjonowany w Arabidopsis thaliana. Nastepnie
dwutygodniowe siewki tej rosliny (typ dziki i mutant), poddano dzialaniu cynku w postaci ZnCl,,
o stezeniu 20 mM. W wyniku tego zabiegu nie tylko podniodst si¢ poziom transkrypcji genu
kodujacego PAP (TaPAP1), ale takze poziom wolnej proliny. Nadekspresja TaPAP1 przetozyla sie
na wzrost stezenia PAP w siewkach, szczegdlnie w korzeniach, a tym samym na aktywnos$¢ tego
enzymu. Zaobserwowano roOwniez, ze witalno$¢ mutantoéw byta wyzsza, niz w przypadku roslin typu
dzikiego poddanych dziataniu cynku. Roéliny transgeniczne odznaczaly si¢ wickszag masa
w poréwnaniu do kontroli. Wysnuto zatem wniosek, ze zwigkszenie odpornosci rosliny na dzialanie
jonow cynku (szczegolnie w wysokich stgzeniach) zwigzana jest z aktywnos$cig aminopeptydazy
prolinowej i podwyzszonym stezeniem proliny™®’.

Arsen jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnionym w §rodowisku, wchodzi w sktad ponad
200 mineratow. Za obecnos¢ w srodowisku arsenu odpowiedzialny jest tez cziowiek (odpady

108

produkcyjne, wytop rud i inne)™". Arsen na trzecim stopniu utlenienia jest akumulowany przez organy
ro§linne. Toksyczno$¢ zwigzkoéw arsenu wynika z mozliwosci reagowania z grupami funkcyjnymi
takimi jak grupa sulfhydrylowa w reszcie cysteiny, czy azot w pier$cieniu imidazolowym, w reszcie
histydyny’®. Badano wplyw tlenku arsenu(Ill) (arszeniku) na aktywno$¢ aminopeptydaz
w 20-dniowych siewkach ryzu (Oryza sativa), ktére od poczatku wzrostu byly suplementowane
tlenkiem arsenu w stezeniach 25 i 50 uM. W przypadku wyzszego stezenia As,Os, zaobserwowano
62-81% zmniejszenie aktywnosci aminopeptydazy leucynowej (LAP) w pedach i spadek aktywnosci
0 55-60% w korzeniach ryzu. Co ciekawe, stwierdzono réwniez zwigkszong akumulacje wolnej
proliny w siewkach ryzu™*°.

Podsumowujac, rosliny poddane dziataniu stresora (w tym metali ciezkich) akumuluja wolne
aminokwasy, ktore stuza jako osmoprotektanty. Aminopeptydazy moga po czgsci przyczynia sie
do wzrostu poziomu tych wolnych aminokwasow, szczegdlnie proliny. Dlatego tez, wzrost aktywnosci
aminopeptydaz prolinowych moze by¢ indykatorem wystapienia stresu w roslinie. Natomiast spadek
aktywnos$ci aminopeptydaz (np. LAP z ryzu) moze wynika¢ z oddzialtywania metali cigzkich

z grupami —SH w centrum aktywnym enzymu.

2.3.4. Makro i mikroelementy

Do makroelementow roslinnych zalicza si¢: azot, fosfor, potas, siarke, wapn, magnez i chlor.
Do mikroelementoéw naleza: zelazo, miedz, mangan, cynk, bor, chlor, molibden i nikiel. W literaturze
najczeéciej opisywane sa skutki niedoboru poszezegdlnych makro- i mikroelementow®. Pobieranie
pierwiastkow niezbednych jest zalezne od wielu czynnikéw, przede wszystkim od gatunku rosliny

i formy marko- i mikroelementu. Ponadto jego przyswajalno$¢ zalezy od pH gleby, jej nawodnienia,
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a takze obecnosci innych jondéw. Przedostawanie si¢ jonéw do tkanek korzenia ro$liny, zalezy
zarowno od wlasciwosci bton komorkowych, jondéw, jak 1 gradientow potencjatéw
elektrochemicznych. Pobieraniu tatwiej ulegaja kationy niz aniony, co wynika z tadunku ujemnego
bton i $cian komodrkowych korzeni. Ponadto wystepuje selektywne pobieranie jonow przez kanaty
jonowe. Dodatkowo wechianianie poszczegolnych jondw moze nastepowac na calej powierzchni
korzenia (potas, fosfor, azot) lub tylko przez wierzchotkowa cze$¢ wlonikow korzeni (wapn)®.

Ilo$¢ publikacji na temat wplywu poszczegdlnych pierwiastkéw na aktywnos¢ aminopeptydaz
jest stosunkowo niewielka. Wptyw zro6znicowanej suplementacji mikro- i makroelementami
na ekspresje/aktywno$¢ aminopeptydaz mozna okresli¢ na podstawie badan prowadzonych
na ro$linach podczas ich wzrostu.

Wptyw taki (suplementacja jonami miedzi, manganu, cynku, molibdenu i kobaltu), badano
migdzy innymi w siewkach kukurydzy. Siewki kukurydzy proby kontrolnej kietkowaly i rosty
na pozywce Knopa (stosunkowo uboga pozywka dedykowana do upraw hydroponicznych
1 kietkowania nasion), uzupetnionej o mikroelementy w ilo$ciach rekomendowanych przez Rinkis’a,
w publikacji na temat optymalizacji nawozenia roslin sktadnikami mineralnymi, (N 120 mg/l; P 60
mg/l; K 150 mg/I; Ca 200 mg/l; Mg 60 mg/l; S 50 mg/l; Fe 5 mg/l; Cu 0,3 mg/l; Zn 1 mg/l; Mn 2 mg/l;
Co 0,03 mg/l; Mo 0,02 mg/l; B 0,2 mg/l)lll*lls. Dla czgsci roslin zwigkszono 20-krotnie stezenie
poszczegbdlnych mikroelementow w pozywce, w innych probach rosliny pozbawiono jednego lub
wszystkich badanych mikroelementéw. Po 50 dniach wzrostu rosliny zebrano i oznaczono aktywno$¢
aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych. Pomiar aktywnosci prowadzono w trzech r6znych pH (3,5,
6,0 i 8,0), wobec substratu z N-koficowa lizyna'®. Zmiany w aktywno$ci aminopeptydaz siewek
kukurydzy przedstawiono na rysunku nr 2.
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Rys.2. Wplyw zréznicowanej suplementacji miedzi, manganu, cynku, molibdenu i kobaltu na aktywno$¢

aminopeptydaz z siewek kukurydzy w roznym pH'™
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Badania aktywnosci enzyméw w réznym pH ujawnily, ze zarowno niedobor jak i nadmiar
mikroelementow wptywal na wzrost aktywnosci aminopeptydaz zasadowych. Najwickszy wzrost
zaobserwowano, gdy siewki kukurydzy rosly na pozywce pozbawionej jondw miedzi, manganu,
cynku i kobaltu'®.

Wplyw intensywnego nawozenia makroelementami na aktywno$¢ aminopeptydaz badano
na siewkach ziemniaka. Aktywno$¢ aminopeptydazy leucynowej z lisci ziemniaka nie ulegata
znaczacym zmianom pod wplywem intensywnego nawozenia (dwukrotno$¢ rekomendowanych
dawek) azotem, fosforem, potasem, magnezem i wapniem™*,

Z uwagi na malg ilo$¢ doniesien literaturowych jak i faktu, ze dotycza one réznych gatunkéw
ro$lin oraz roznych aminopeptydaz, trudno jest wysnu¢ jednoznaczne wnioski na temat wptywu
nadmiaru lub deficytu mikro i makroelementow na te enzymy. Na podstawie przytoczonych danych
literaturowych mozna przypuszcza¢, ze na ekspresje aminopeptydaz silniej wplywaja zmiany
w suplementacji mikroelementow niz makroelementéw. Zapewne wynika to z funkcji jakie
poszczegdlne pierwiastki petnia w ro$linie. Wiele aminopeptydaz to metaloenzymy, ktorych
aktywno$¢ zalezy od obecnosci dwuwartoSciowych jonow magnezu, cynku czy manganu
(mikroelementy). Zaréwno ich niedobor jak i nadmiar moze zatem wpltywac na aktywnos$¢ tych

enzymow.

2.3.5. Fitohormony

Fitohormony, czyli zwigzki organiczne regulujace wzrost i rozwoj rosliny, mozna podzieli¢
na dwie grupy. Pierwsza grupg stanowia hormony stresu: kwas abscysynowy (ABA) i kwas
jasmonowy (JA) (rysunek nr 3), kwas salicylowy (SA) oraz etylen. Druga grupa, to zwigzki bedace
pozytywnymi regulatorami wzrostu roslin (auksyny, cytokiny, gibereliny oraz brassinosteroidy)*'™.
Znane sg rowniez specyficzne fitohormony, wystepujace tylko w wybranych gatunkach roélin,
np. systemina. Istnieje stosunkowo niewiele danych literaturowych dotyczacych bezposredniego
wptywu dodatku fitohormondéw na aktywno$¢ aminopeptydaz w roslinach. Najwigcej doniesien

dotyczy wptywu pochodnej kwasu jasmonowego na aktywno$¢ aminopeptydaz leucynowych.

ABA JA

Rys.3. Struktury chemiczne wybranych roslinnych hormonow stresu (ABA-kwas abscysynowy, JA-kwas

jasmonowy)
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Kwas jasmonowy jest zaangazowany w regulacje wzrostu, kietkowania, morfogenezy
i starzenia si¢ roslin. Posredniczy w reakcji rosliny na stres, np. w obronie przed patogenami czy
stresem zwiazanym z ozonem i zasoleniem®. Ponadto JA indukuje ekspresj¢ genéw odpowiedzi

na zranienie*®

. Za aktywng postaé tego fitohormonu uwaza si¢ jego lotny ester metylowy (MeJA)*.
Zwigzek ten jest wykorzystywany w badaniach nad wplywem jasmonidow na aktywnos$é
aminopeptydaz roslinnych. Przykladowo, jasmonian metylu powoduje az 57-krotny wzrost ilosci
transkryptu LapA (aminopeptydazy leucynowej) w pomidorze®. Ponadto, LAP-A w roslinach
pomidora poddanych dziataniu MeJA, akumuluje si¢ w wigkszoSci w cytozolu komorek lisci
i w niewielkim stopniu réwniez w plastydach'’’. W odpowiedzi na dziatanie JA indukcji ulega

rowniez mRNA kodujace LAP z ziemniaka''®

. Wykazano takze, ze aktywno$¢ aminopeptydazy
leucynowej z nikli indyjskiej (Cajanas cajan) rosnie nawet dwukrotnie (zaréwno lokalnie jak
i systemicznie) w odpowiedzi na dzialanie jasmonianu metylu®.

Jasmonidy jako ,,dlugodystansowe” czasteczki sygnatowe przenosza informacj¢ o zranieniu
do odleglych, niezranionych miejsc i wywotuja odpowiedz obronng. Natomiast systemina (peptyd
zbudowany z 18 aminokwasoéw), odkryta u niektorych roslin psiankowatych (pomidor, papryka,
wilcza jagoda, tyton)™, dziala wytacznie w miejscu zranienia. Co ciekawe, systemina stymuluje
synteze JA. Ponadto w pomidorze o podwyzszonym poziomie prosysteminy zachodzi konstytutywna
ekspresja genow odpowiedzi na zranienie, jak gdyby roslina byta permanentnie raniona. Natomiast
u ro§lin z wyciszonym genem obserwowano obnizona odpornoé¢ na atak szkodnikow''®. Kwas
abscysynowy - ABA (dawniej nazywany dorming), wplywa na hamowanie kietkowania, uczestniczy
w regulacji wzrostu i starzenia si¢ roélin oraz odpowiedzi na czynniki stresowe® takie jak susza,
zasolenie, niska temperatura czy wysokie stezenie otowiu'®. Etylen z kolei, odgrywa wazna role
w indukowaniu genow obronnych, odpowiada za opadanie lisci i owocOw oraz za programowang
smier¢ komorki. Etylen reguluje dojrzewanie owocow i podnosi odporno$¢ na stres zwigzany
z zasoleniem. Poziom tego zwigzku mozna podnie$¢ przez inkubacje rosliny z przejrzalymi owocami
(jabtkami lub bananami)'*. Zbadano wptyw trzech wymienionych wyzej fitohormonéw (systeminy,
kwasu abscysynowego oraz etylenu) na aktywno$¢ aminopeptydaz w pomidorze. W wyniku dziatania
wszystkich tych fitohormonéw zaobserwowano dwukrotny wzrost aktywnos$ci aminopeptydaz i ilo$ci
transkryptu LapA®. Indukcji (szczegdlnie pod wplywem ABA) ulega rowniez mRNA kodujace LAP

z ziemniaka®®,

2.3.6. Zranienie

Zranienie roslin moze wynika¢ z uszkodzen przy zabiegach rolniczych, niekorzystnej pogody
(silny wiatr, grad), czy tez by¢ efektem dziatania roslinozercow. Co ciekawe, roslina jest w stanie
rozpozna¢ roznice pomi¢dzy mechanicznym zranieniem, a atakiem insektow i odpowiednio dobraé
strategic obronng'>.W badaniach mechanizméw obronnych zaobserwowano, ze rosliny poddane

mechanicznym uszkodzeniom, cechuja sie podwyzszong aktywnoscia szeregu enzyméw i biatek'®.
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Ponadto, zranienie dziata stymulujaco na produkcje etylenu oraz kwasu jasmonowego'™, ktore, jak
wspomniano wezesniej, wptywaja na zwiekszenie aktywnosci LAP w pomidorze®. Zatem mozna sie
spodziewac¢, ze zranienie rowniez bgdzie mialo wptyw na ten enzym. Hipoteze te potwierdzajg badania
nad aktywnoscig aminopeptydazy leucynowej w nikli indyjskiej. Liscie rosliny poddano
mechanicznemu zranieniu za pomocg igly i zauwazono okoto dwukrotny wzrost aktywnosci
aminopeptydazy leucynowej, zarowno w przypadku lisci porazonych lokalnie, jak i systemicznie® .
Te samg tendencje zaobserwowano w przypadku LAP-A z pomidora. Enzym kodowany jest przez
dwa geny LapAl i LapA2, ktore ulegaja indukcji pod wplywem zranienia™’. Wykazano,
ze w pomidorze mRNA kodujace LAP-A, jak i sam enzym akumuluja si¢ w zranionych lisciach
(w cytozolu i plastydach)®. W odpowiedzi na zranienie, indukcji ulegato rowniez mRNA kodujace

LAP z ziemniaka®®.

2.3.7. Atak patogenow

Rosliny sa rowniez narazone na atak patogendow, czyli wirusow, bakterii i grzybow. Atak
mikroorganizméw skutkuje zazwyczaj spowolnieniem kietkowania i rozwoju roslin, a w sytuacjach
ekstremalnych prowadzi do $mierci rosliny”.

Wsréd najgrozniejszych bakteryjnych patogendéw roslinnych pierwsze miejsce zajmuja
bakterie Gram-ujemne z gatunku Pseudomonas syringae. P. syringae odpowiedzialna jest
za wystgpowanie szeregu chordob zwanych bakteriozami, do ktorych zaliczy¢é mozna: raka
bakteryjnego drzew owocowych, bakteryjng brazowa plamisto$¢ fasoli, bakteryjna kanciasta
plamisto§¢ ogorka, bakterioze lilaka, gnicie r6z kalafiora, bakteryjng cetkowato§¢ pomidora

i plamisto$¢ pochew lisci kukurydzy™.

Infekcja moze nastgpi¢ zarowno po mechanicznym
uszkodzeniu tkanek roslinnych, jak i po zranieniu wynikajacym z zerowania roslinozercow. Stres
wywotany przez infekcje bakteryjne moze mie¢ wptyw na aktywno$¢ aminopeptydaz roslinnych.
Udowodniono, ze c¢cDNA kodujace aminopeptydaze leucynowa w pomidorze, ulega indukcji
w odpowiedzi na infekcje P. syringae*®. Pozniejsze badania dowiodty, ze mechanizm indukcji LapA
jest w zasadzie odpowiedzia na zranienie wywotane przez koronatyne'?®. Koronatyna to toksyna
produkowana przez P. syringae, ktora zar6wno budowag jak i dziataniem nasladuje kwas

jasmonowy**®

. Oprocz aminopeptydaz leucynowych réwniez aminopeptydazy aspartylowe wydaja si¢
kluczowe w przypadku infekcji patogenami P. syringae. Przyktadowo, podczas infekcji tytoniu
patogenami P. syringae pv. Tomato, wyciszenie gendéw kodujacych aminopeptydazy aspartylowe
powoduje opdznienie rozwoju roslin oraz obnizona odpornoéé roslin na infekcje'?.

Podczas wczesnego rozwoju roslin, szczegdlnie niebezpieczne sa infekcje wywolane przez
grzyby chorobotwoércze. W pordéwnaniu do zakazen powodowanych przez wirusy i bakterie, przy
infekcjach grzybiczych nie musi dojs¢ do mechanicznego uszkodzenia tkanki roslinnej. Wiele

fitopatogenicznych gatunkow grzybow wypracowalo mechanizmy aktywnego transferu przez tkanki

roslinne (kutykule i epidermalng $ciang komérkowa). Grzyby produkujg w tym celu koktajl enzymow
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hydrolitycznych, w ktérych sktad wchodza: celulazy, pektynazy, proteazy i kutynazy'®. Zarodniki
grzybow sa wszechobecne w glebie, wigc aby doszto do infekcji wystarczy brak odpowiedniej
ochrony agrochemicznej i1 sprzyjajace warunki. W klimacie umiarkowanym, duza okresowa
wilgotno$¢ zwigksza prawdopodobienstwo wystapienia tego typu infekcji. Jednymi z najczesciej
wystepujacych grzybow chorobotworczych atakujacych rosliny sg Fusarium oxysporum i Aspergillus
Niger. Grzyby te odpowiadaja za znaczace straty w uprawach roélin'?®. Rosliny moga rozpozna¢ atak
grzybow na podstawie substancji produkowanych przez patogen, a nie wystgpujacych naturalne
w ro$linie. Dotyczy to zar6wno zwigzkow obecnych na powierzchni grzyba (np. chityna, fragmenty
glukanu), jak i sekrecjonowanych bialek. Sygnatem infekcji grzybiczej moga tez by¢ produkty
hydrolizy $ciany komoérkowej roslin (oligogalakturonidy) powstate w wyniku dzialania enzymow
pochodzacych od grzyba'®®. Infekcje grzybami czesto skutkuja zmianami w ekspresji i aktywnosci
enzymow proteolitycznych rosliny. Zmiany takie zostaly zaobserwowane po infekcji grzybami

121128 oraz korzeni ciecierzycy'®. Odkryto rowniez

z gatunku Fusarium nasion kukurydzy i pszenicy
zmiany w aktywnos$ci aminopeptydaz w siewkach nikli indyjskiej (Cajanas cajan), zainfekowanych
grzybami Fusarium oxysporum f.sp. ciceri i Aspergillus niger var. Niger. W wyniku infekcji siewek
tymi gatunkami grzyboéw zaobserwowano wyzsza aktywnos$¢ jednej z dwodch zidentyfikowanych
aminopeptydaz - APl. W normalnych warunkach, podczas kietkowania, aktywnos$¢ API
(aminopeptydaza o masie ~97 kDa) stopniowo obnizata si¢ (w 72 h kietkowania zanikata catkowicie),
natomiast obserwowano wzrost aktywnosci AP2 (o masie ~42,8 kDa). Wysnuto zatem wniosek,
ze aminopeptydaza API1, indukowana infekcjg grzybicza, zaangazowana byla w reakcje obronne
ro$liny na zaistnialy atak patogenéw. By¢ moze aminopeptydazy zaangazowane sa w hydrolize
sktadnikow $ciany komorkowej grzybow lub bialek wydzielanych przez patogeny™® . Postulat ten
zdaja si¢ potwierdza¢ badania nad aminopeptydazami z siewek kukurydzy. W tym przypadku,
wystarczajagcym czynnikiem powodujacym zmiany w aktywnosci aminopeptydaz, jest juz samo
spryskanie dwutygodniowych siewek kukurydzy roztworem zawierajacym karboksymetylo-chityno-
glukan (zwigzek wyizolowany ze $ciany komoérkowej Aspergillus niger). W wyniku tego zabiegu
aktywno$¢ aminopeptydaz w lisciach kukurydzy rosnie o 50%, mimo braku wiasciwej infekcji

patogenem®®.

2.3.8. Zwiqgzki ropopochodne i wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

Zwiazki ropopochodne i wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) sg szeroko
rozpowszechnionymi zanieczyszczeniami gleb. Wszystkie substancje ropopochodne sa zwigzkami
niepolarnymi, lipofilowymi i stabo- lub nierozpuszczalnymi w wodzie'®. WWA pojawiajg sie
w srodowisku w wyniku naturalnych proceséw takich jak pozary laséw czy aktywno$¢ wulkaniczna.
Jednak wspotczesnie glownym ich zrodlem jest dzialalno$¢ cztowieka (spalanie biomasy i paliw
kopalnych, transport i przemyst)'*. Skazeniu substancjami ropopochodnymi i WWA czesto ulegaja

gleby, szczegdlnie w okolicy duzych szlakow komunikacyjnych. Zanieczyszczenia te wplywaja
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na aktywnos$¢ aminopeptydaz w mikroorganizmach zasiedlajacych te gleby. Przyktadowo, wyciek
oleju napedowego do gleby wptywa na wzrost aktywnosci (nawet 10 krotny) zewnatrzkomorkowej
aminopeptydazy serynowej i alanylowej, pochodzacych od ogdétu mikroorganizméw bytujacych w tej

134

glebie Na aktywno$¢ aminopeptydaz mikroflory glebowej ma tez wplyw remediacja
i fitoremediacja, ktéra nastgpuje po wystapieniu skazenia*****. W przypadku roslin, zanieczyszczenie
gleby utrudnia, a nawet uniemozliwia pobieranie wody, soli mineralnych i uposledza oddychanie
przez system korzeniowy'? co z kolei wplywa na obniZenie zawarto$ci poszczegolnych
makroelementdéw w roslinie, np. moga powodowac spadek zawartosci azotu, potasu czy fosforu®®.
Jesli natomiast zanieczyszczenia ropopochodne pokryja nadziemne czgéci rosliny, wowczas wnikaja
do tkanek bogatych w substancje tluszczowe, zywicowe i olejki eteryczne (co wynika z ich
lipofilowosci). Nastgpnie moze dojs¢ do zaburzen w przewodzeniu wody, co skutkuje obumieraniem
wyzej polozonych czesci roslinnych*™*2. W wyniku akumulacji zwiazkéw ropopochodnych i WWA
w ro$linach, zwigzki te wlaczane sa w tancuch pokarmowy czlowieka. Skoro inne zanieczyszczenia,
takie jak zasolenie czy metale cigzkie, wptywaja na aktywno$¢ roslinnych aminopeptydaz, mozna
spodziewac sie, ze w przypadku zanieczyszczen substancjami ropopochodnymi efekt bedzie podobny.
Szczegblnie, ze wplywaja na aktywno$¢ enzyméw (w tym aminopeptydaz) ryzosfery™®. Niestety
niewiele jest doniesien na temat bezposredniego wplywu zwiazkéw ropopochodnych na aktywnosc¢
tych enzymow w roslinach. Znany jest jedynie wptyw WWA na aktywno$¢ aminopeptydazy
w siewkach owsa, poddanego roznym metodom remediacji. Otrzymane wyniki sugeruja, ze na wzrost
aktywnos$ci aminopeptydaz najwickszy wplyw ma metoda remediacji polegajaca na natlenianiu gleby

nadtlenkiem wodoru**,
2.3.9. Srodki ochrony roslin

Stosowanie §rodkow ochrony roslin ma na celu ochrong plonu przed niekorzystnym wptywem
chwastéw (herbicydy) ale tez ma przeciwdziala¢ zerowaniu owadow (insektycydy), infekcjom
grzybiczym (fungicydy) i innym zagrozeniom ros$lin uprawnych (np. zoocydy). Ponadto, do tej grupy
zalicza si¢ zwiazki stuzace do regulowania wzrostu roslin uprawnych, np. deflorianty, defolianty
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i desykanty . Desykanty to $rodki stosowane w celu wywotania obumierania i zasychania zielonych
czgsci ro$lin. Znajdujg zastosowanie w uprawie rzepaku. W latach wilgotnych zwigkszaja
wytrzymatos¢ tuszczyn na pekanie i przyczyniaja sie do zwickszenia plonu®. W literaturze brak jest
doniesien na temat wptywu srodkow ochrony roslin na dziatanie roslinnych aminopeptydaz. Proteazy
w tym aminopeptydazy sg enzymami szeroko rozpowszechnionymi we wszystkich organizmach
zywych. Proteazy odrywajg kluczowe role w reakcji na takie stresory jak pestycydy. Wykazano,
ze owady o podwyzszonej aktywnosci proteaz wykazuja wigkszg odporno$¢ na dziatanie
insektycydow™. Ponadto, niektore pestycydy wplywaja na aktywno$¢ aminopeptydaz leucynowych
w mikroorganizmach wystepujacych w glebie'®’, mozna si¢ spodziewa¢, ze substancje te beda

wplywaly rowniez na aktywno$¢ aminopeptydaz roslinnych. Dowiedziono rowniez, ze wybrane
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aminopeptydazy zaangazowane sa w obrone rosliny przed skutkami deficytu wody*™®, zatem

stosowanie desykantdéw moze wywotywaé podobne zmiany w aktywnosci aminopeptydaz co susza.

Podsumowujac, aktywno$¢ wybranych aminopeptydaz moze si¢ zmienia¢ pod wplywem
roznych stresorow. W wigkszosci badanych gatunkéw roslin zaobserwowano wzrost aktywnosci tych
enzyméw (tabela nr 3). Najprawdopodobniej, zmiany te sg zwigzane z uruchomieniem systemow
obronnych, majacych na celu walke z atakujgcym patogenem lub przystosowanie si¢

do niekorzystnych warunkow.

Tab.3. Przyktady roélin i wyst¢pujacych w nich aminopeptydaz, ktorych

aktywnos$é/ekspresja rosnie w odpowiedzi na dany czynnik stresujacy

Czynnik stresujacy Roslina (aminopeptydaza)

niska temperatura jeczmien (HYMAP)®
pomidor (LAP-A)®
pszenzyto (PAP)*
rzodkiewnik pospolity (PAP)™
fasola zwyczajna (PvAP1-5)%
pomidor (LAP-A)®
zasolenie pszenzyto (PAP)*

pszenica samopsza (aminopeptydaza leucynowa 2)
104

deficyt wody

102

groch zwyczajny (AP1, AP2)
metale cigzkie pomidor (LAP)'®
pszenzyto (PAP)*07

nikla indyjska (LAP)®

fitoh _
Honormony pomidor (LAP-A)%®

Zranienie nikla indyjska (LAP)®
pomidor (LAP-A)%

i i i 130
atak patogenow nikla indyjska (AP1)

pomidor (LAP-A)'%
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3. Rzepak — znaczenie

3.1. Rys historyczny i uprawa rzepaku

Rzepak (Brassica napus L.) nalezy do rodziny kapustowatych (Brassicaceae), dawniej
okreslanych jako krzyzowe (Cruciferae). Gatunek ten powstat w wyniku przekrzyzowania,
w warunkach naturalnych, kapusty (B. oleracea L.) i rzepiku (B. campestris L.). Wyr6znia si¢
zardwno rzepak ozimy jak i jary. Przewaza jednak uprawa odmiany ozimej, charakteryzujacej sie
wieksza odpornoscig i plonowaniem (nawet o 40% Wyzszym w pordwnaniu do odmiany jarej).
Protoplasta rzepaku jest rzepik, czyli kapusta polna. Rosliny te sa do siebie bardzo podobne, do tego
stopnia, ze w znaleziskach archeologicznych nie da si¢ odrézni¢ nasion rzepaku od nasion rzepiku.
Historia uprawy rzepaku sigga nawet 2000 p.n.e.. Prawdziwy rozkwit popularnosci rzepaku przypada
na druga potowe XX w. i dotyczy gtéwnie Kanady i Europy. Dzigki hodowli ulepszonych odmian,
uprawa rzepaku stata si¢ popularna rowniez w USA, Chinach i Australii**?,

Rzepak to wspotczesnie najwazniejsza roslina oleista w Polsce i w Europie. W 2016 roku,
swiatowa produkcja nasion tej rosliny osiaggngta poziom prawie 69 milionéw ton, z czego Europa
zapewnia okoto 33% $wiatowej produkcji. Co prawda gtdéwnymi producentami rzepaku sa Chiny,
Kanada i Indie, jednak wiele krajow europejskich (np. Francja, Niemcy, Wielka Brytania) znajduje si¢
w pierwszej dziesiatce, jesli chodzi o wysoko$¢ plonéw. W Polsce w 2016 roku produkcja wynosita
okoto. 2,2 mln ton, dzigki czemu nasz kraj zajat siodme miejsce w $wiatowej klasyfikacji'. W tym
samym roku, wedtug danych GUS, 866,8 tys. ha pol zostato przeznaczonych w Polsce pod uprawe
ro$lin oleistych, z tego rzepak stanowit 95,4%. Najwigcej upraw rzepaku znajduje si¢ w zachodnie;j
i potudniowej czesci kraju'®.

Nasiona wspotczesnych odmian rzepaku zwierajg ok. 40-50% tluszczu, 20-25% biatka, 6-7%
wtokna, 4-6% popiotu 1 18-22% bezazotowych zwigzkoéw wyciggowych w suchej masie. Na zwigzki
wyciggowe sktadaja si¢ gtdéwnie wielocukry zapasowe (skrobia, glikogen, inulina), dwucukry i cukry
proste®*>** Olej rzepakowy z nasion odmian ulepszonych jest olejem uniwersalnym, znajdujacym
zastosowanie zarowno spozywcze jak i przemystowe. W porownaniu do odmian tradycyjnych, olej ten
charakteryzuje si¢ zwigkszong iloscia kwasu oleinowego, linolowego i linolenowego, a takze
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zmniejszong zawartoscig kwasu erukowego™ ™. Porownanie zawarto$ci najwazniejszych kwasow

thuszczowych w oleju z odmian tradycyjnych i ulepszonych przedstawiono w tabeli 4.

-40 -



Tab. 4. Poréwnanie zawartosci poszczegdlnych kwasow tluszczowych w oleju

rzepakowym odmian tradycyjnych i ulepszonych*

Kwas tluszczowy Z_awartos’é w 9lej_u Z_awartoﬁc’ w ole_ju
odmiany tradycyjnej (%) odmiany ulepszonej (%)
erukowy 48-54 0-2
oleinowy 14-16 56-68
linolowy 13-15 18-22
linolenowy 9-11 10-13
eikozenowy 7-9 1-2
palmitynowy i stearynowy 3-4 4-6

Olej odmian tradycyjnych charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscia kwasu erukowego

i glukozynolanow. Obydwa te sktadniki wplywaja negatywie na zdrowie cziowieka i zwierzat

karmionych pasza na bazie $ruty rzepakowej*'*’. W oleju rzepakowym, obok wymienionych

wczesniej kwasow tluszczowych, znajduja si¢ takze inne substancje aktywne biologicznie,
wplywajace na warto§¢ oleju jako zywnosci funkcjonalnej (np. tokoferole, fitosterole
i karotenoidy)*'*2. Olej rzepakowy jest najpopularniejszym olejem spozywczym w Polsce. W 2014
produkcja wyniosta ponad 1,1 min ton, a dla poréwnania w tym samym roku w Polsce
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wyprodukowano tylko okoto 19 tys. ton oleju stonecznikowego ™. W przemysle produkt ten jest

wykorzystywany do produkcji estrow metylowych kwasow thuszczowych oleju rzepakowego (RME),
ktore stanowig cenny dodatek do oleju napedowego. Ponadto, stosowany jest takze w produkcji
srodkéw powierzchniowo czynnych, lakieréw, farb, rozpuszczalnikow, a nawet ekologicznych

wyktadzin podlogowych. Dodatkowo, $ruta rzepakowa stanowi cenne zrodilo biatka w produkcji

paSZl42,3,2

3.2. Fazy rozwoju rzepaku

Do okreslania fitofizjologicznych faz wzrostu roslin stosuje si¢ w krajach UE skal¢ BBCH
(niem. Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie). Skala ta dzieli rozwoj
rosliny na dziesi¢¢ faz gldéwnych (od 0 do 9), a te z kolei sktadaja si¢ z dziesigciu drugorzednych faz.

Pelnie danej fazy ro$lina osigga wtedy, gdy 50% ro$lin znajduje si¢ w danym stadium wzrostu.

Wedtug skali BBCH rozwdj rzepaku ozimego przebiega nastepujaco®***:

BBCH 0 — Kiefkowanie i wschody

00 nasiona suche

01 pgcznienie nasion

02 przemiany substancji zapasowych w nasieniu

03 ukazanie si¢ korzonka zarodkowego

04 formowanie przez zarodek todyzki podliscieniowej(hypokotylu)

05 todyzka podliscieniowa pojawia si¢ nad powierzchnig gleby w postaci zagigtego kolanka
06 prostowanie kolanka nad ziemig i rozwoj liscieni (poczatek wschodow)

07-09 wzrost liScieni
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BBCH 1 — Formowanie i rozwdj rozety lisciowej

10 liscienie catkowicie rozwinigte, migdzy nimi pojawia si¢ ogonek pierwszego liscia
11 faza 2. liscia

12 faza 3 lisci

13 faza 4 lisci

14-18 faza kolejnych lisci

19 ponad 9 lisci w rozecie

BBCH 2 — Okres zimowego spoczynku roslin

20 zakonczenie wzrostu roélin i tworzenia nowych lisci BBCH 20
21 przedzimie

23 pelnia zimy

26 po zimie

27 zaranie wiosny

29 przedwio$nie

BBCH 3 — Formowanie i wzrost pedu
30 ruszenie wegetacji wiosennej

31 odtwarzanie przemarznigtej rozety
32 poczatek wydtuzania pedu gtéwnego
33 widoczne 1. miedzywezle

34 widoczne 2. miedzywezle

35 widoczne 3. miedzywezle

36-38 widoczne kolejne miedzywezla
39 widoczne 7 1 wigcej migdzywezli

BBCH 5 — Pgkowanie

50 paki kwiatowe zamkniete w lisciach

51 zielony pak (paki kwiatowe widoczne z gory)

52 paki kwiatowe wydostajg si¢ z najmlodszych lisci

53 paki kwiatowe rozwinigte nad najmlodszymi lis¢mi

54 paki kwiatowe na pedzie gtownym catkowicie wyodrgbnione z okrywy lisciowej

55-58 paki kwiatowe na kolejnych rozgatezieniach bocznych catkowicie wyodrebnione z okrywy lisciowej
59 z6tty pak (widoczne pierwsze ptatki w pakach pedu gldwnego)

BBCH 6 — Kwitnienie

60 otwarte pierwsze kwiaty

61 poczatek kwitnienia (otwartych 10% kwiatow w kwiatostanie glownym)

62 otwartych 20% kwiatow w kwiatostanie gtdwnym

63 otwartych 30% kwiatow w kwiatostanie gtéwnym

64 otwartych 40% kwiatow w kwiatostanie glownym

65 pelnia kwitnienia: otwartych 50% kwiatow w kwiatostanie gtéwnym, starsze ptatki opadaja
66—67 koncowa faza kwitnienia

68 przekwitanie (wigkszos¢ ptatkow kwiatowych opadta)

69 pojedyncze ro$liny konczg kwitnienie — dokwitanie

BBCH 7 — Formowanie i rozwdj tuszczyn

70 pierwsze tuszczyny osiggaja typowa wielkosé
71 okoto 10% tuszczyn osiagneto typowa wielkosé
72 okoto 20% tuszczyn osiagneto typowa wielkose
73 okoto 30% luszczyn osiagneto typowa wielkose
74 okoto 40% tuszczyn osiagneto typowa wielkos¢
75 okoto 50% tuszczyn osiagneto typowa wielkosée
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76 okoto 60% tuszczyn osiagneto typowa wielkosé
77 okoto 70% tuszczyn osiagneto typowa wielkosé
78 okolo 80% luszczyn osiagneto typowa wielkose
79 prawie wszystkie luszczyny osiagnety typowa wielkosé

BBCH 8 — Wzrost i dojrzewanie nasion

80 poczatek dojrzewania

81 okoto 10% tuszczyn zawiera nasiona brazowe
82 okoto 20% tuszczyn zawiera nasiona brazowe
83 okoto 30% tuszczyn zawiera nasiona brazowe
84 okoto 40% tuszczyn zawiera nasiona brazowe
85 okoto 50% luszczyn zawiera nasiona brazowe
86 okoto 60% tuszczyn zawiera nasiona brazowe
87 okoto 70% tuszczyn zawiera nasiona brazowe
88 okoto 90% tuszczyn zawiera nasiona brazowe
89 dojrzatos¢ petna (nasiona we wszystkich prawie tuszczynach brazowo-czarne i twarde)

BBCH 9 — Zamieranie roslin
90-97 roliny stopniowo zamierajg i zasychaja
98 obumarte rosliny czernieja
99 okres spoczynku zebranych nasion?*##14

Brakujace numery kodu dziesietnego (4) oznaczaja, ze dana faza nie ma zastosowania dla
wzrostu rzepaku. Stosowanie kodu nie tylko utatwia wskazania technologiczne w nawozeniu rzepaku
i innych zabiegach agrochemicznych, ale tez jest przydatne w ocenie wczesnosci odmian. Ponadto

skala BBCH stosowana jest w literaturze i utatwia dyskusje naukowa?**2®,

3.3. Srodki uprawy roslin stosowane w produkcji rzepaku

Uprawy rzepaku narazone sg na dziatanie licznych owadéw, chwastow i mikroorganizméw,
ktoére niejednokrotnie wywotuja szereg chordb. Ponadto rzepak moze by¢ atakowany przez gryzonie,

§limaki oraz ptaki®*'’

. Ze wzgledu na liczne zagrozenia niezbg¢dna jest jego ochrona. Obecnie stosuje
si¢ tzw. integrowang ochrong rzepaku. Jest to koncepcja, majaca na celu catoSciowe spojrzenie
na ochron¢ danej uprawy i walke z agrofagami (niepozadane organizmy obnizajace plony roslin
uprawnych), uwzgledniajaca metody agrotechniczne, hodowlane i chemiczne. Wedlug FAO (ang.
Food and Agriculture Organization of the United Nations), integrowana ochrona uprawy
to: “wykorzystanie wszystkich dostepnych metod i technik, z zachowaniem ochrony $rodowiska,
w celu utrzymania populacji agrofaga na poziomie, ktoéry nie zagraza spowodowaniem
nieakceptowanych ekonomicznie uszkodzen lub strat.”>**,

Do najpopularniejszych metod ochrony rzepaku przed szkodliwymi organizmami zalicza si¢
stosowanie pestycydow. Rozroznia si¢: herbicydy (zwalczajace chwasty), fungicydy (Srodki
grzybobdjcze 1 grzybostatyczne), zoocydy (w tym: insektycydy, akarycydy, nematocydy i wiele
innych). Ponadto, w rolnictwie stosuje si¢ regulatory wzrostu ro$lin, synergetyki ($rodki potegujace
dziatanie innych substancji), defolianty (usuwajace liscie), defloranty (usuwajgce nadmierng ilo$¢

kwiatow) i desykanty (do wysuszania roglin)**#,
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Srodki ochrony ro$lin oprocz substancji czynnych zawieraja w swoim skladzie takze
adiuwanty, majace wspomaga¢ ich dziatanie. Stosuje si¢ miedzy innymi penetranty (zwigzki majace
utatwi¢ wnikanie substancji czynnej do tkanki agrofaga), preparaty zwigkszajace przyczepnos¢ cieczy,
obcigzacze 1 wiele innych. Stosuje si¢ tez zwigzki majace ulatwi¢ mieszalno§¢ preparatu
np. z nawozami*®. Srodki ochrony ro$lin moga mieé¢ rézne formy uzytkowe, np. zawiesiny, oleje,
emulsje czy areozole. Kazdy rodzaj formulacji ma swoj unikalny kod np. AL to ciecz
do bezposredniego uzycia, EC — koncentrat do sporzadzania emulsji wodnej, SC — koncentrat w
postaci stezonej zawiesiny, SE — zawiesino-emulsja i wiele innych™'. W tym rozdziale oméwione
zostang szczego6lnie fungicydy i herbicydy stosowane w ochronie rzepaku.

Wigkszos¢ chordb dotykajacych uprawy rzepaku powodowanych jest przez liczne gatunki
grzybow. Do najczestszych naleza: sucha zgnilizna kapustnych, zgnilizna twardzikowa, czern
krzyzowych, szara plesn, kita kapusty i inne (tabela nr 5)*°2, Straty w plonach rzepaku wywolane tymi

chorobami moga dochodzi¢ nawet do kilkunastu procent?.

Tab. 5. Najczestsze choroby rzepaku i mikroorganizmy odpowiedzialne za ich
3,152

wystapienie
Choroba Mikroorganizmy
sucha zgnilizna kapustnych Leptoifhl;zrlgatjgnszc?é?;;b()grzyb)
Sclerotinia sclerotiorum (grzyb)
zgnilizna twardzikowa Pythium debaryanum (grzyb)
Rhizoctonia solani (grzyb)
czerh krzyzowych Alternaria spp. (grzyb)
szara plesh Botryotinia fuckeliana (grzyb)
kita kapusty Plasmodiophora brassicae (pierwotniak)
werticilioza Verticillium dahliae (grzyb)
cylindrosporioza Pyrenopeziza brassicae (grzyb)
maczniak prawdziwy roslin kapustnych Erysiphe cruciferarum (grzyb)
mozaika rzepaku Turnip mosaic virus (wirus)

W celu ograniczenia strat wywotanych przez grzyby chorobotworcze stosuje si¢ fungicydy.
W uprawie rzepaku ozimego i jarego stosuje si¢ czesto zwigzki nalezgce do grupy triazoli
(np.: tebukonazol, metkonazol czy protiokonazol). Hamuja one 14-a-demetylazg lanosterolu, blokujac
w ten sposob biosynteze ergosterolu w komoérkach grzybow'®®. Ponadto stosuje si¢ benzimidazole,
(np.: karbendazym) oraz imidazole (np. prochloraz). Interesujaca grupg fungicydow sg strobiluryny
hamujace synteze ATP (np. dimoksystrobina i azoksystrobina). Ich nazwa pochodzi od gatunku
grzyba Strobilurus tenacellus, ktory wytwarza azoksystrobine®**. Strobiluryny wplywaja rowniez
na produkcje fitohormondéw i opdzniajg starzenie si¢ lisci oraz zmniejszaja przewodnictwo szparkowe
1 zuzycie wody, co powoduje zwickszenie aktywnosci fotosyntetycznej, zwigkszaja takze aktywnos¢
enzyméw antyoksydacyjnych'®. W ostatnich latach popularne staty si¢ inhibitory dehydrogenazy

kwasu bursztynowego. Zalicza si¢ do nich miedzy innymi boskalid, fluopyram i izopirazam'™.
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Fungicydy stosuje si¢ od razu po pojawieniu si¢ objawow chorobowych, a nawet wczesniej jezeli

wystepuja warunki sprzyjajace rozwojowi grzyboéw. Wybrane substancje czynne fungicydow wraz

ze strukturami chemicznymi oraz przyktadami chorob ktore zwalczaja przedstawiono w tabeli nr 6.

Tab. 6. Wykaz wybranych fungicydéw stosowanych w uprawie rzepaku oraz sposob dziatania na grzyby?***
Nazwa Grupa : . . X
2wyczajowa chemiczna Struktura chemiczna Dziatanie Przyktady zwalczanych chorob
Cl OH Inhibitor biosyntezy . Zkgorzel siewek (gdy stosom_/a_ny
' ergosterolu, dziatanie jako zaprawa nasienna), zgnilizna
tebukonazol triazol sanobie awcée lecznicze twardzikowa, cylindrosporioza,
N/N\ P ; Wg iszcz;' ce czern krzyzowych i sucha
& > yn Jace. zgnilizna kapustnych.
N
N Inhibitor mitozy i
N odzialow kom()rkgw ch Szara plesn, sucha zgnilizna
karbendazym benzimidazol />_NH podziai . yen, kapustnych, czera krzyzowych,
dziat b Y
X —0 ziatanie zapobiegawcze, cylindrosporioza.
—q lecznicze 1 wyniszczajace.
[j cl
~_0 Inhibitor 14-a-demetylazy , . .
L N . :
prochloraz imidazol lanosterolu — niszczenie Czerf kizyzowych, szara plest,
o~ ] zgnilizna twardzikowa.
N \/// N"No ¢ al bton komoérkowych.
\
_0
I
‘ N Inhibitor oddychania
dimoksystrobina | strobiluryna o komorkow_ego. D21a.%an1e Czemn k_rz_yzowych, szara plesn,
zapobiegawcze i zgnilizna twardzikowa.
o interwencyjne.
o
SR o CN Inhlbltor oddych'anlav Czern krzyzowych, szara plesn,
- - komorkowego. Dziatanie e
azoksystrobina strobiluryna o o zapobiegawcze i sucha_zgnlllzna kapustnych,
W interwencyjne zgnilizna twardzikowa.
N N '

Zachwaszczenie stanowi kolejny problem w uprawie rzepaku ozimego, ze wzgledu
na powolny jesienny wzrost. Czeste powtarzanie tych samych upraw na jednym polu, powoduje
nagromadzenie wybranych gatunkow. Przyktadami chwastow popularnych w uprawach rzepaku
zardwno ozimego jak i jarego sg: perz wlasciwy, maruna bezwonna, przytulina czepna, rumian polny

2317 W uprawie rzepaku ozimego herbicydy stosuje sie z reguly jesienia,

czy tobotki polne
doglebowo (przed wschodami) lub dolistnie (po wschodach). Jako substancje aktywne, uzywa si¢
szeregu zwigzkéw nalezagcych do roéznych grup chemicznych i o zrdéznicowanym dziataniu.
Przyktadowo, chlopyralid (pochodna kwasu pirydynokarboksylowego) jest regulatorem wzrostu
(syntetyczng auksyna) i stosuje si¢ go do zwalczania wielu gatunkow chwastow dwuli$ciennych. Duza
grupe uzywanych zwiazkéw stanowia tez inhibitory wzrostu siewek, do ktorych naleza acetamidy

i chloroacetamidy (np. dimetachlor, metazachlor, propachlor, napropamid, propyzamid) oraz
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pochodne dinitroaniliny (trifluralina)

2,154

Graminicydy (chizalofop,

kletodym,

cykloksydym,

fluazyfop, haloksyfop i propachizafop), to odrebna grupa substancji stosowanych w ochronie rzepaku

przed roslinami wieloletnimi, chwastami jednolisciennymi oraz samosiewami zboz>®. Struktury

chemiczne oraz sposéb dzialania niektorych z wymienionych substancji czynnych przedstawiono

w tabeli 7. Ponadto w uprawie rzepaku stosuje si¢ takze glifosat, ktory jest inhibitorem syntezy kwasu

5-endopirogrono-3-fosfoszikimowego (ESPS) i
i desykant

156

stosowany jest zarowno jako herbicyd, jak

. W niektdrych przypadkach to rzepak moze by¢ uznawany za chwast, a jego samosiewy

sa zagrozeniem dla upraw np. kukurydzy. W zwalczaniu samosiewow rzepaku stosuje sie herbicydy

z grupy trojketonéw (np. mezotrion, tembotrion), ktére inhibuja synteze karotenoidow.

Tab.7. Wykaz wybranych herbicydow stosowanych z w uprawie rzepaku wraz ze strukturami chemicznymi

i sposobie dziatania na chwasty

2,154,157

Nazwa Przyktady
- Grupa chemiczna Struktura chemiczna Dziatanie zwalczanych
zwyczajowa chwastow
o
pochodna kwasu a N Zaburzenie réwnowagi fni,t;ﬁr:?f C%t:\';?itta‘
chlopyralid pirydyno- | N OH hormonalnej, dziatanie podobne maruna bePZWgnnayy
karboksylowego _ do auksyn. S
al mlecze, rdesty i inne.
I Inhibicja enzymow Komosa biata, maruna
C|\/\N/\/O\ odpowiedzialnych za syntezg bezwonna, miotla
dimetachlor chloroacetamid kwasow thuszczowych o bardzo zbozowa,
dhugich tancuchach weglowych | niezapominajka polna,
- zahamowanie podziatow przetacznik perski,
komorkowych. rumian polny i inne
(o] .
Inhibicja enzymow .
1 PN odpowiedzialnych za syntezg .Chwasmlca
VN ) jednostronna,
kwasow thuszczowych o bardzo iazdni li
_ _ o K dhugich taficuchach weel L | 9wiazdnica pospolita,
ugich tancuchach weglowyc! . .
napropamid acetamid ~Jahamowanie podzialow miotta zbozowa,
, P mlecze, rumian polny,
komorkowych, ponadto . L
, . . . samosiewy zboz i
O uposledzenie wzrostu i rozwoju -
: inne.
korzeni.
Chwastnica
ochodna kwasu N0 jednostronna, miotta
chizalofop- P arviofenoks /@: /]/ \©\ /’ o Inhibitor karboksylazy acetylo- zbozowa, owies
P-etylowy rg ionowe yo cl N o [( ~ CoA. ghuchy, perz wlasciwy,
prop 9 o} samosiewy zboz i
inne.
cl
| Chwastnica
jednostronna, miotta
kletodym cykloheksanodion o % Inhibitor karl)ggzylazy acetylo- oo :}?;Zg;:;‘=‘s;;’;':wy
I | samosiewy zboz i
inne.
s OH
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CZESC EKSPERYMENTALNA

4. Materialy i metody

4.1. Stosowane odczynniki

Stosowano odczynniki i rozpuszczalniki 0 czystosci analitycznej. Ponizej (tabela 8)

przedstawiono zestawienie odczynnikoéw i substancji, ktore stosowano oraz zrdédha ich pochodzenia.

Tab.8. Wykaz odczynnikow i ich producentow

Odczynniki Producent/ Zrédlo
Tris, 2-merkaptoetanol, PVP, p-nitroanilina, 4- . .
metylomorfolina, chloromréwczan izobutylu, naftalen Acros Organics (Geel, Belgia)
antracen, DMSO, Starczan - amonu, ch_lorek sodu, Avantor Performance Materials (dawniej POCH,
fenantren, n-heksan, dichlorometan, pirydyna, 2- Gliwice, Polska)
propanol, THF, Triton X-100, TFA, TCA '
APS, SDS, TEMED, zele do ogniskowania

izoelektrycznego, standardy biatkowe do elektroforezy
SDS-PAGE (Precision Plus Protein Dual Xtra Standards)

Bio Rad (Hercules, CA, USA)

benzen, podchloryn sodu, etanol, metanol, octan etylu,
toluen

Chempur

Coomassie R-350

GE Healthcare (Upsala, Szwecja)

glicyna, albumina wotowa frakcja V, kwas ortofosforowy

Merck (Dramstadt, Niemcy)

Leu-pNA, Ala-pNA, bestatyna, 1,10-fenantrolina, EDTA,
EGTA, PMSF, E-64, Sephadex G-25, DTT, DEAE-
Sepharose, Sephacryl HR 300, standardy biatkowe do
ogniskowania izoelektrycznego, Coomassie G-250, HCI
(1 M) w octanie etylu, jasmonian metylu, kwas

abscysynowy

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)

Gly-Phe-pNA, Phe-Gly-pNA, Gly-Phe-Gly-Phe-pNA

Otrzymano dzigki uprzejmosci dr
Makowskiego z Uniwersytetu Opolskiego.

Macieja

herbicydy: benzobicykolon, sulkotrion i

tembotrion

mezotrion,

Zostaty udostepnione dzigki uprzejmosci dr inz.
Hanny Barchanskiej z Politechniki Slaskie;.

benzyna bezotowiowa 95 oraz olej napedowy

zakupiono na stacji benzynowej Lukoil w Rybniku.

fungicydy: Pictor 400 SC, Propulse 250 SE oraz Symetra
325

Zostaty udostgpnione dzigki uprzejmosci dr hab.
Marioli Gtazek prof. nadzw. Instytutu Ochrony
Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego oraz
dr Agnieszki Maczynskiej z Instytutu Ochrony
Roslin, Panstwowego Instytutu Badawczego —
Oddzial Sos$nicowice.

Niezaprawione nasiona

Bellevue

rzepaku ozimego odmiany

Zostaly nieodptatnie dostarczone przez firm¢ Bayer
CropScience Polska.

Pozostate sole i kwasy nieorganiczne

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) badZz Avantor
Performance Materials (Gliwice, Polska)
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4.2. Stosowany sprzet

Tab.9.Wykaz stosowanej aparatury

Sprzet Producent

Sprzet do $redniocisnieniowej chromatografii cieczowej do rozdziatu biatek FPLC
Pathfinder wyposazony w pH-metr, konduktometr, spektrofotometr i kolektor | Bio Rad
frakcji; zestaw do elektroforezy pionowej Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Spektrofotometr model V-650 Jasco

Czytnik mikroptytek SpectraMax i3x Molecular Devices
Spektrometr Direct Detect™ Quantitation System Merck Millipore
Spektrometr NMR MR-400 Varian
Wirowka 5084R Eppendorf
Homogenizator ErgoMix (750 W) Bosch

pH-metr CP411 Elmerton
Wytrzgsarka o ruchu drgajacym vortex PV-1 Grant-bio
Mieszaq%o magnetyczne z kontrola temperatury Hei-Standard; mieszadto Heidolph
mechaniczne RZR 2021, zaopatrzone w homogenizator Pottera

Elektroda EER-11 Hydromet
Waga analityczna WAA 160/C/2; waga techniczna WPS 510/C/1 Radwag

4.3. Ogoélna metodyka oznaczania aktywnoS$ci aminopeptydaz

Aktywno$¢ aminopeptydaz oznaczano wedlug zmodyfikowanej metody opisanej
w literaturze™®. Metoda ta polegata na spektrofotometrycznym pomiarze stezenia p-nitroaniliny
uwolnionej w wyniku enzymatycznej hydrolizy p-nitroanilidu wybranego aminokwasu. Reakcje
prowadzono przez 10 min. Pomiar wykonano przy diugosci fali 405 nm i w temperaturze
37°C. Wyznaczony molowy wspbtczynnik absorbancji p-nitroaniliny wynosit £=96207 cm™ mol’
L.dm®. Stosowano nastepujace substraty: Ala-pNA, Gly-pNA, Leu-pNA, Met-pNA, Phe-pNA
i Pro-pNA, rozpuszczone w DMSO, o stezeniu 40 mM. Objetos¢ substratu w probce nie przekraczata
2,5%. Stosowano bufor 50 mM PBS, o pH 7,0. W probie kontrolnej ekstrakt enzymatyczny lub
oczyszczone biatko zastgpiono buforem. Pomiary aktywnosci enzymatycznej wykonywano
w minimum 3 powtorzeniach. W zaleznosci od tego, czy analizowano oczyszczone biatko czy ekstrakt
biatkowy, stosowano rozne objetosci roztworu enzymdOw 1 stezenia substratow, ktore zostaty
szczegbtowo podane w dalszych rozdziatach.

Jedna jednostka enzymatyczna (U) katalizuje przeksztalcenie 1 pumola substratu w ciggu

1 minuty w temperaturze 37°C.
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Zawartos¢ biatka oznaczano metoda Bradforda™, przy dilugosci fali 595 nm, wykonujac

minimum 3 pomiary. Krzywa wzorcowa do tej metody wykonano stosujac albuming wolowa
(frakcja V).

Stezenie biatka w roztworach kontrolowano rowniez metoda spektrometrii w podczerwieni
(IR), korzystajac z czytnika Direct Detect™ Quantitation System. Metoda polegata na pomiarze
absorbcji promieniowania podczerwonego przez wigzania amidowe biatek. Wyznaczenie stgzenia
biatka zostalo przeprowadzone przy uzyciu testu Direct Detect™. Roztwory biatka 0 objetosci
2 wl aplikowano na membrany PTFE, otoczone hydrofobowym pierScieniem, znajdujace si¢
na specjalnej, jednorazowej karcie dedykowanej do tego czytnika. Po natozeniu biatka, odczekano
3 minuty na wyschniecie membran, a nastgpnie kart¢ umieszczono w czytniku i wykonano pomiar.
Wykonano roéwniez probe $lepa, ktora stanowit bufor 50 mM PBS, o pH 7,0. Stosowana metoda nie
wymaga dodatkowych kalibracji ani wyznaczania krzywych wzorcowych. Otrzymany wynik

to $rednia z minimum trzech pomiarow.

4.4, Nasiona rzepaku - izolacja aminopeptydaz oraz charakterystyka enzymow

200 g nasion rzepaku ozimego odmiany Bellevue, moczono przez 24 h w 750 ml, 50 mM
buforu Tris-HCI (pH 8,0), zawierajacego 50 mM NaCl i 1% PVP. Tak przygotowane nasiona
homogenizowano przez 10 min, z uzyciem homogenizatora marki Bosch, a nast¢pnie odwirowano
(4°C, 10 000 obr/min (12208 rcf), 30 min). Osad odrzucono, a supernatant zdekantowano. Nastepnie
supernatant trzykrotnie wytrzasano n-heksanem na zimno, w celu usunigcia frakcji olejowych. Tak
otrzymany ekstrakt wysolono siarczanem(VI1) amonu do 35%, a nastepnie odwirowano (4°C, 12208
rcf, 30 min). Ponownie odrzucono osad, a supernatant wysolono do 65% siarczanem(VI) amonu.
Optymalna ilo$¢ siarczanu(VI) amonu, uzyta do wysalania ekstraktéw, zostala wyznaczona
eksperymentalnie. We wstepnych badaniach stosowano rézne stopnie wysolenia ekstraktu, a nastepnie
badano aktywno$¢ aminopeptydaz w supernatancie i w rozpuszczonym osadzie. W przypadku
pierwszego wysolenia zastosowano maksymalng ilo$¢ soli, przy ktorej osad nie wykazywal
aktywno$ci aminopeptydaz. W przypadku drugiego wysolenia, dodawano siarczanu(VIl) amonu
do momentu, az supernatant nie wykazywat aktywnosci aminopeptydaz.

Po ponownym odwirowaniu (4°C, 12208 rcf, 30 min), supernatant zostal odrzucony, osad
rozpuszczono w 150 ml, 50 mM buforu Tris-HCI (pH 8,0), zawierajacego 50 mM NaCl i 10 mM
BME.

Otrzymany surowy ekstrakt oczyszczano metoda FPLC, z zastosowaniem nastepujacych
kolumn:

- Sephadex G-25 (2,5 x 30 cm), przeptyw: 2 ml/min, eluent: bufor 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
zawierajacy 50 mM NaCl i 10 mM BME; zbierano frakcje o objetosci 3 ml.
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- DEAE-Sepharose (1,5 x 20 cm), przeptyw: 1 ml/min, eluent: bufor Tris-HCI, pH 8,0; stosowano
gradient NaCl od 50 do 250 mM, przez 120 minut; zbierano frakcje o objetosci 1 ml. Frakcje
wykazujace aktywnos¢ aminopeptydaz eluowaty przy stezeniu soli 125-190 mM.

- Sephacryl HR 300 (1,5 x 50 cm), przeptyw: 0,2 ml/min, eluent: bufor 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
zawierajagcy 50 mM NaCl i 10 mM BME; zbierano frakcje o objetosci 1 ml.

- Macro Prep High Q (1,5 x 20 cm), przeptyw: 1 ml/min, eluent: bufor Tris-HCI o pH 8,0, stosowano
gradient NaCl od 0 do 300 mM, przez 200 minut; zbierano frakcje o objetosci 1 ml. Frakcje
wykazujace aktywnos¢ aminopeptydaz eluowatly przy stezeniu soli 130-165 mM.

Zebrane frakcje analizowano pod katem stezenia biatka (metoda Bradforda) i aktywno$ci
enzymatycznej. Oznaczenie aktywnosci przeprowadzono wedlug metody opisanej w podrozdziale
4.3, stosujac jako substrat Leu-pNA, o koncowym stezeniu w probee 1,3 mM (roztwor 40 mM, 25 pl)

oraz dodajac 25 pl analizowanej probki. Catkowita objeto$¢ analizowanej mieszaniny wynosita 1 ml.

4.4.1. Oszacowanie masy molekularnej otrzymanego biafka

Wyznaczenie masy molekularnej biatlek otrzymanych po poszczegolnych etapach
oczyszczania dokonano poprzez kombinacj¢ dwdoch metod elektroforetycznych: NATVE-PAGE
i barwienia enzymatycznego oraz SDS-PAGE. W pierwszym etapie przeprowadzono pionowsg
elektroforeze natywna (NATIVE-PAGE) w 7,5% zelu poliakrylamidowym. Dziesig¢ probek biatka
o stezeniu 2 mg/ml i objetosci 30 pl zaaplikowano do dziesieciu dotkow zelu. Elektroforezg
prowadzono przy stalym napigciu 60 V przez pierwsze 15 minut (wnikanie bialek do Zelu
zatezajacego), a nastepnie przy 120 V przez 1 h (migracja biatek w zelu rozdzielajagcym). W celu
uniknigcia temperaturowej denaturacji biatek, komore do elektroforezy umieszczono w tazni z woda
z lodem, utrzymujac temperatur¢ nieprzekraczajacg 5°C. Po elektroforezie zel pocigto wzdluz
na dziesig¢ paskow, odpowiadajacych porcjom natozonego biatka. Pasek nr 1 inkubowano w 50 mM
buforze Tris-HCI (pH 8,0), zawierajacym Leu-pNA, o stezeniu 5 mM. Pasek nr 2 inkubowano w tym
samym buforze zawierajacym Ala-pNA, o stezeniu 5 mM. Barwienie enzymatyczne prowadzono
przez 30 min, w temperaturze pokojowej. Trzeci pasek zelu barwiono z uzyciem roztworu Comassie
Brilliant Blue G-250 przez 1 h, w celu wykrycia wszystkich bialek. Odbarwienie paska
nr 3 przeprowadzono mieszaning metanol - kwas octowy - woda (10:7:83). Pozostate paski zelu (4-10)
pocigto na fragmenty odpowiadajace poszczegdlnym grupom prazkéw zwizualizowanych na pasku
nr 3. Dokonano ekstrakcji biatek z zZelu. Pocigte fragmenty zelu umieszczono w probdwkach
wirdéwkowych o objetosci 2 ml. Zalano 1 ml 50 mM buforu Tris-HCI (pH 8,0). Zawartos¢ probowek
mieszano przez noc w temperaturze pokojowej. Probki odwirowano, a supernatant zawierajacy biatka

zebrano. Zel przemywano jeszcze dwukrotnie §wiezymi porcjami buforu (po 0,5 ml). Supernatanty
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polaczono i zatezono do 100 pl, wykorzystujac probowki filtracyjne Amicon®Ultra4 (NMWL 30kDa)
firmy Merck.

Tak otrzymane biatka poddano elektroforezie pionowej w warunkach denaturujgcych (SDS-
PAGE), w 12% zelu poliakrylamidowym. W jednym z dolkéw umieszczono standard biatkowy
0 zakresie mas od 10-250 kDa, firmy Bio Rad. Elektroforez¢ prowadzono przy staltym napigciu
60 V przez pierwsze 15 minut (wnikanie bialek do zelu zatgzajacego), a nastgpnie przy 130 V przez
1,5 h (migracja bialek w zelu rozdzielajacym). Po elektroforezie, biatka wybarwiono, inkubujac zel
w roztworze Comassie Brilliant Blue G-250, przez 1 h. Nastepnie zel odbarwiano mieszaning metanol
- kwas octowy - woda (10:7:83). Na podstawie wspoOtczynnikow retencji i wzorca mas okre$lono masg

molekularng wyizolowanego enzymu.

4.4.2. Wyznaczanie punktu izoelektrycznego

Do oczyszczonego biatka dodano gliceryne (1:1 v/v), a nastepnie natozono na zel
do ogniskowania izoelektrycznego (pH 5-8), firmy BioRad, wraz ze standardem IEF zawierajacym
mieszaning dziewigciu protein o pl od 4,6 do 9,3, firmy Sigma-Aldrich. Bufor katodowy stanowit
50 mM roztwor NaOH, bufor anodowy: 7 mM roztwor H3PO,. Warunki elektroforezy: 100 V przez
1h, 250V przez 1 h, 500 V przez 30 min.

Do wybarwienia zelu stosowano nastgpujace roztwory:
A - 0,2% wodny r-r CuSQO,4+ 20% lodowatego kwasu octowego;
B - 60% roztwor metanolu w wodzie;
C - 0,4% roztwoér Coomassie Briliant Blue R-350 w roztworze B.
Procedura barwienia obejmowata kolejno:
1) Kondycjonowanie zelu w 20% roztworze kwasu trichlorooctowego w wodzie, przez 10 min.
2) Przemywanie roztworami A + B w proporcji 1:1, przez 2 min.
3) Barwienie w mieszaninie roztworow A i C (w stosunku 1:1) przez 15 min, w temperaturze
50°C.
4) Odbarwianie mieszaning A + B (1:1).
5) Utrwalanie w roztworze wodnym zawierajacym 5% glicerolu i 10% kwasu octowego.
Na podstawie wspolczynnikow ruchliwosci elektroforetycznej dla wzorcow (tabela 10) sporzadzono

wykres zaleznosci ruchliwosci biatek od logarytmu punktu izoelektrycznego (rysunek 4).
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Tab.10. Wspotczynniki ruchliwos$ci elektroforetycznej dla wzorcow biatkowych

Lektynaz | Lektynaz | Lektynaz Ludzka Wotowa
Biatko | Trypsynogen | soczewicy | soczewicy | soczewicy | Mioglobina | anhydraza | anhydraza
| 1 1 weglanowa | weglanowa

B- Inhibitor
lactoglobulina | trypsyny

pl 9,3 8,8 8,6 8,2 7,2 6,6 59 51 4.6
R¢ 0,02 0,17 0,26 0,40 0,62 0,72 0,81 0,86 0,97
2,5
‘\_"‘N_ y =-0,7175x + 2,3629
o
N 'y
£ 1,5
E- 1,0
g
0,5
0,0 r . . r :
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

ruchliwoéé elektroforetyczna

Rys.4. Wykres zalezno$ci ruchliwos$ci biatek wzorca od logarytmu punktu izoelektrycznego

4.4.3. Wyznaczanie Ky i Viax

Parametry kinetyczne zostaly wyznaczone dla aminopeptydaz z uzyciem substratu Leu-pNA
oraz Phe-pNA. Przygotowano osiem roztworéw Leu-pNA, o stezeniach od 0,026 do 1,30 mM oraz
osiem roztworéw Phe-pNA, o stezeniach od 0,026 do 0,780 mM. Aktywnos$¢ enzymatyczng mierzono
spektrofotometrycznie, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 4.3. W oznaczeniu uzyto
25 ul oczyszczonego biatka, 25 ul substratu rozpuszczonego w DMSO, catkowita objetos¢ probki
wynosita 1 ml. Na podstawie otrzymanych wynikéw absorbancji, obliczono warto$ci Km 1 Vmax

stosujac program Hyper32.

4.4.4. \Wyznaczanie stabilnosci termicznej enzymu oraz okreslenie zaleznosci

aktywnosci od temperatury

Stabilno$¢ termiczng badanego enzymu wyznaczono dla temperatur: 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50,
55°C. Enzym inkubowano w danej temperaturze przez 15, 30, 45 i 60 min, po czym okreslano jego
aktywnos¢, stosujgc 1,3 mM roztwdr Phe-pNA jako substrat, wedtug procedury opisanej w rozdziale
43. W celu wyznaczenia zalezno$ci aktywnos$ci badanego enzymu od temperatury, enzym
inkubowano przez 10 min w 50 mM buforze PBS, w okreslonej temperaturze (25-65°C), a nastgpnie
analizowano jego aktywnos¢ z zastosowaniem 1,3 mM roztworu Phe-pNA jako substratu, wedtug

procedury opisanej w rozdziale 4.3.
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4.45. Ofkreslenie zaleznosci aktywnosci aminopeptydaz od pH

Wptyw pH na aktywno$¢ aminopeptydaz badano stosujac nastepujace bufory: octanowo
sodowy (pH 5,01 5,5), PBS (pH 6,0, 6,51 7,0), Tris-HCI (pH 7,5, 8,0 i 8,5) oraz weglanowy (Na,CO; -
NaHCOs) (pH 9,0, 9,51 10,0). Aktywnos¢ hydrolityczng oznaczano w temperaturze 37°C, stosujac
jako substraty 1,3 mM roztwory Ala-pNA, Leu-pNA lub Phe-pNA, wedlug procedury opisanej
w rozdziale 4.3.

4.4.6. Badanie wptywu wybranych jonow metali

Zbadano wplyw nastepujacych jondéw metali: Al**, Ba®*, Ca®*, Cd**, Cu*, Fe*', Mg®*, Mn*,
Na®*, Ni*" i Zn?* na aktywno$¢ aminopeptydaz z nasion rzepaku. Stosowano roztwory wodne soli:
AICI;, BaCl,, CaCl,, CdCl,, CuCl,2H,0, FeSO, MgCl,, MnCl,-14H,0, NaCl, NiCl,, ZnCl,,
o koncowym stezeniu w analizowanej probce odpowiednio 0,1 i 1 mM. Enzym (stezenie biatka
w probce wynosito 0,02 mg/ml) byt inkubowany w 50 mM buforze PBS (pH 7,0), z dodatkiem dane;j
soli metalu przez 2 godziny, w temperaturze 4°C. Wykonano probe kontrolng w tych samych
warunkach, bez dodatku soli. Aktywnos$¢ aminopeptydaz oznaczono stosujac 1,3 mM Phe-pNA jako

substrat, wedtug procedury opisanej w rozdziale 4.3.

4.4.7. Okreslenie wplywu wybranych inhibitorow na aktywnos¢ aminopeptydaz

rzepaku

Enzym (stezenie biatka w probce wynosito 0,02 mg/ml) inkubowano w roztworach EDTA,
EGTA, 1,10-fenantroliny, bestatyny, E-64 i PMSF w 30°C, przez 30 min. Wykonano takze probe
kontrolng bez dodatku inhibitora. Stosowane st¢zenia inhibitorow (dobrane na podstawie

36,160 ;

literatury i eksperymentalnie) podano w tabeli nr 11.

Tab.11. Inhibitory i ich stezenie stosowane w badaniach

Inhibitor Stezenie [mM]
33
EDTA 10
1
EGTA 10
1,10-fenantrolina 10
4
PMSF
2
0,1
Bestatyna
0,025
E-64 0,1
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4.5.Wyznaczenie profilu aktywnosci aminopeptydaz w pierwszych godzinach rozwoju

siewek rzepaku oraz charakterystyka enzyméow

4.5.1. Warunki uprawy rzepaku

Zastosowana metoda uprawy opierala si¢ na procedurze opisanej w literaturze dla
jeczmienia™ i zostata zaadaptowana do szybkosci wzrostu siewek rzepaku. Nasiona rzepaku 0zimego
odmiany Bellevue (50 g), poddano sterylizacji w 1% roztworze chloranu(l) sodu, przez 15 minut.
Nastepnie nasiona byty przeptukiwane wodg destylowana, az do otrzymania pH 7,0. W celu uzyskania
petnej imbibicji, nasiona rzepaku zalano woda destylowang na 24 h. Tak otrzymane nasiona wysiano
na plytki Petriego wylozone ligning. Ro$liny kietkowaty przez 48 h w ciemnosci. Nastepnie siewki
rzepaku przeniesiono do pomieszczenia o statych warunkach temperatury (26°C) i wilgotnosci (65%),
oswietlanego dwoma lampami (moc 2 x 600 W), w trybie 16 h $wiatlta i 8 h ciemno$ci. W takich

warunkach ro$liny byty hodowane do 144 godziny wzrostu.

4.5.2. Przygotowanie ekstraktow biatkowych

Ekstrakty biatkowe przygotowano z rzepaku na réznym stopniu rozwoju: suche ziarna,
nasiona moczone przez, 6, 12 i 24 h. Nastgpnie, po wysianiu, probki pobierano co 24 h, az do szdstej
doby uprawy. Materiat roslinny zbierany byt w porcjach po 0,6 g i zamrazany w temperaturze -80°C.
Probki roslinne byly homogenizowane w zimnym mozdzierzu, z 5 ml 50 mM buforu PBS (pH 7,0),
z 0,1 M dodatkiem NaCl. Nastepnie do homogenatu dodano 0,1% Triton X-100, a probke poddano
homogenizacji w homogenizatorze Pottera (przez 3 min). Po homogenizacji probki inkubowano przez
20 min w lodzie, a nastgpnie odwirowano (10000 rpm (11984 rcf), 10 min, 4°C). Supernatant
przeniesiono do osobnej probowki, a pozostaty osad rozpuszczono w $wiezej porcji buforu (4 ml)
1 ponownie odwirowano. Potgczone supernatanty wysolono do 35% siarczanem amonu. Probke
odwirowano (10000 rpm (11984 rcf), 10 min, 4°C), osad odrzucono, a supernatant wysolono do 65%
siarczanem(VI) amonu. Prébke odwirowano (10000 rpm (11984 rcf), 20 min, 4°C). Supernatant
odrzucono a osad rozpuszczono w 4 ml 50 mM buforu PBS (pH 7,0), z dodatkiem 0,1 M NaCl. Tak
przygotowany ekstrakt postuzyt dalej do oznaczania aktywno$ci aminopeptydaz, zawartosci biatka
i innych badan.

Oznaczenie st¢zenia biatka i aktywno$ci wykonano zgodnie z procedurami podanymi
w rozdziale 4.3. Objetos¢ ekstraktu biatkowego uzytego w pojedynczym oznaczeniu to 25 pl.
Oznaczenia aktywnos$ci wykonano wobec wszystkich sze$ciu substratow, o ostatecznym st¢zeniu

w probce 3 mM.
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4.5.3. Oszacowanie masy molekularnej

Oznaczenie masy molekularnej aminopeptydaz z siewek rzepaku wykonano za pomoca dwoch

metod: filtracji zelowej oraz elektroforezy SDS-PAGE.

Filtracja zelowa: Ekstrakt biatkowy z roslin po 120 h uprawy zostat zatezony w probowkach
Amicon®Ultra 4 (NMWL 30kDa) firmy Merck, do objgtosci 0,5 ml. Probke natozono na kolumng
(1 x 50 cm) wypeliong ztozem Sephacryl HR 300. Jako eluentu uzyto 50 mM buforu PBS (pH 7,0),
z dodatkiem 0,1 M NaCl. Przeptyw eluentu wynosit 0,2 ml/min. Zbierano frakcje o objetosci 1 ml.

Aktywno$¢ aminopeptydaz w poszczegdlnych frakcjach oznaczano spektrofotometrycznie, z uzyciem
trzech substratow: Leu-pNA, Phe-pNA oraz Pro-pNA, o koncowym stgzeniu w probce 1 mM. Jako
Wzorcow uzyto mieszaning standardow biatkowych o znanych masach molekularnych: tyreoglobuliny
wotowej (670 kDa), y-globuliny wolowej (158 kDa), albuminy jaja kurzego (44 kDa), mioglobiny
konskiej (17 kDa) i witaminy Bi, (1,35 kDa). Profil elucji wzorcow przedstawiono
na rysunku 5. Na jego podstawie sporzadzono wykres zalezno$ci logarytmu masy molekularnej biatek

wzorca od objetosci elucji, wyrazonej w ml (rysunek 6).
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Elektroforeza SDS-PAGE: Aktywne frakcje po filtracji zelowej zat¢zono i naniesiono na 12%

zel do pionowej elektroforezy SDS-PAGE, stosujac jako wzorzec masy Precision Plus Protein Dual
Xtra Standards firmy Bio Rad, zawierajacy 12 biatek o réznych masach. Elektroforezg prowadzono
przy statym napigciu 60 V przez pierwsze 15 minut (wnikanie biatek do zelu zat¢zajacego),
a nastepnie przy 130 V przez 1,5 h (migracja biatek w Zelu rozdzielajacym). Po elektroforezie, biatka
wybarwiono, inkubujgc zel w roztworze Comassie Brilliant Blue G-250, przez 1 h. Nastepnie zel

odbarwiano mieszaning metanol - kwas octowy - woda (10:7:83).
4.5.4. Wyznaczanie zaleznosci aktywnosci od temperatury

Dla aminopeptydaz z siewek uprawianych przez 120 h wyznaczono optimum temperaturowe.
Ekstrakty biatkowe inkubowano przez 10 minut w temperaturze z zakresu 25-65°C, w 50 mM buforze
PBS (pH 7,0). Oznaczenie aktywnos$¢ przeprowadzono zgodnie z procedura opisang w rozdziale 4.3,
stosujac jako substraty Ala-pNA, Leu-pNA, Phe-pNA oraz Pro-pNA, o stezeniu 1 mM w analizowane;j

prébcee.
4.5.5. Wyznaczanie zaleznosci aktywnosci od pH

Dla aminopeptydaz z siewek uprawianych przez 120 h, wyznaczono optimum pH. Oznaczenia
aktywnos$ci przeprowadzono zgodnie z procedurami opisanymi w rozdziale 4.3, stosujac jako
substraty Ala-pNA, Leu-pNA i Phe-pNA, w dwodch stezeniach: 1 i 3 mM. Stosowano nastgpujace
bufory: octanowo sodowy (pH 5,0 i 5,5), PBS (pH 6,0, 6,5 i 7,0), Tris-HCI (pH 7,5, 8,0 i 8,5) oraz
weglanowy (Na,CO3-NaHCO3) (pH 9,0, 9,51 10,0).

4.5.6. Badanie wplywu wybranych jonow metali

Do badan nad wptywem wybranych jonéw metali na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach
biatkowych z siewek rzepaku, uprawianych przez 120 h, uzyto nastepujacych soli nieorganicznych
CacCl,, CdCl,, CoCl,, CrCl,, CuCl,-2H,0, FeSO,, MgCl,, MnCl,-14H,0, NiCl, i ZnCl,. Ekstrakt
biatkowy byt inkubowany przez 1 h, w temperaturze 4°C, w 50 mM buforze PBS (pH 7,0), z 0,1 mM
dodatkiem soli metalu. Przygotowano réwniez probe kontrolng bez dodatku jonow metalu. Aktywnos¢
wyznaczono z uzyciem trzech substratow Ala-pNA, Phe-pNA oraz Pro-pNA, o koncowym st¢zeniu

1 mM w probcee, zgodnie z procedura opisang w rozdziale 4.3.
4.5.7. Badanie wptywu wybranych herbicydow

Nazwy zwyczajowe herbicydow, uzytych w badaniach, wraz ze strukturg i stosowanym
stezeniem przedstawiono w tabeli 12. Ekstrakt biatkowy (z siewek rzepaku ozimego uprawianych

przez 120 h), inkubowano z kazdym z pestycydow przez 1 h, w 4°C. Nastepnie aktywno$¢
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aminopeptydaz zmierzono spektrofotometrycznie, z uzyciem trzech substratow Ala-pNA, Phe-pNA

oraz Pro-pNA o koncowym stezeniu 1 mM w probee, zgonie z procedura opisang w rozdziale 4.3.

Tab.12. Struktury chemiczne i st¢zenia stosowanych herbicydow

Nazwa zwyczajowa

Struktura chemiczna

Stosowane stezenie

Maximum absorpcji

(skroét) (uM) UV/VIS
)
Glifosat HO_,B_/N\)LOH 1000 290 nm™*
OH
Yo
Benzobicyklon E‘CHa 0,56 b.d.
© o dl
o 0o cl
Sulkotrion (SUL) 500 285, 2831
ulkotrion H
o S’? ° 259 nm™*
/y \O
0O 0O NO,
Mezotrion (MES) o 100 256 nm™*
© Ous‘r:H3
o o d
. 0" CF 203, 232,284 i
Tembotrion (TEMB) 0 ® 500 150
o] 5—CHg 291nm
o

b.d —brak danych

4.6.Badanie wplywu wybranych czynnikéw na aktywnos$¢é aminopeptydaz w siewkach rzepaku

Uprawe rzepaku prowadzono zgodnie z metodg opisang w punkcie 4.5.1. Standardowo uprawe

prowadzono w trybie: 24 h imbibicji + 144 h kietkowania. Wszelkie zaistniate odstepstwa byly

bezposrednio zwigzane z badanym czynnikiem i zostaly przedstawione w tabeli 13.
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Tab.13. Zestawienie wybranych czynnikdéw stosowanych na siewkach rzepaku ozimego

Czynnik

Modyfikacja uprawy

niska temperatura

Siewki poddano dziataniu niskiej temperatury (4°C) w 5 i 6 dobie wzrostu,
przez odpowiednio 0,5, 1, 2,5 lub 5 h (przeniesienie hodowli do lodowki).

ograniczony dostep do
Swiatta

Proba kontrolna rosta w §wietle przez 96 h zgodnie z procedura ogolng. Proby
(1-3) przebywaly w $wietle o 24, 48 i 72 h krocej. Ostatnia probka (4) byta
uprawiana tylko w warunkach zaciemnienia.

jasmonian metylu (MeJA)

Siewki rzepaku podzielono na dwie grupy, jedna podlewano w 5, a druga w 6
dobie uprawy, 15 ml roztworu MeJA o stezeniu 100 uM. (Ze wzgledu na
trudna rozpuszczalno$¢ MeJA w wodzie, roztwor zawieral dodatek metanolu
nie przekraczajacy 5%). Rosliny zebrano w 7 dobie.

Siewki rzepaku podzielono na dwie grupy, jedna podlewano w 5, a druga w 6

kwas abscysynowy (ABA) | dobie uprawy, 15 ml roztworu ABA o st¢zeniu 500 uM. Rosliny zebrano w 7
dobie.
H.BO Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
3bUy

kwasu o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Roéliny zebrano po 144 h uprawy.

NazB4O7 -1 OHzo

Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami

CaCl, soli o stgzeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

cdcl, Sieyvki rzepgku podlewano raz Fiziennie, od d.rugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby, roztworami soli o

CuCl,-2H,0 stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.
Eksperyment powtdrzono stosujac stezenia soli: 0,03, 0,15, 0,3, 1,51 3 mM.

FeCl, Sieyvki rzepgku podlewano raz Fiziennie, od d’rugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

HgCl, Sieyvki rzepgku podlewano raz QZiennie, od d.rugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i1 30 mM. Ro$liny zebrano po 144 h uprawy.

KCl Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

MgCl, Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

MNCly 14H,0 Sieyvki rzepgku podlewano raz QZiennie, od d.rugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Ro$liny zebrano po 144 h uprawy.

(NH.)sM0;05s Sieyvki rzepgku podlewano raz Fiziennie, od d'rugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

NH.NO; Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Ro§liny zebrano po 144 h uprawy.

NiCl,-6H,0 Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

NH.H,PO, Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Ro§liny zebrano po 144 h uprawy.

PH(NO3), Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

(NH,)SO, Sieyvki rz'epz?lku podlewano raz QZiennie, od d'rugiej doby uprawy, roztworami
soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 1 30 mM. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

zncl, Siewki rzepaku podlewano raz dziennie, od drugiej doby uprawy, roztworami

soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM. Roéliny zebrano po 144 h uprawy.
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Przygotowanie ekstraktow biatkowych wykonano zgodnie z metoda opisang w punkcie 4.5.2.
Probki roslinne byly homogenizowane w zimnym mozdzierzu z dodatkiem 4 ml 50 mM buforu PBS
(pH 7,0), z 0,1 M dodatkiem NaCl.

Oznaczenie aktywnosci wykonano zgodnie z procedurami podanymi w punkcie 4.3., stosujac

wszystkie sze$¢ substratow, o koncowym stezeniu w probce 1 mM oraz 100 ul ekstraktu biatkowego.

Przeliczenie dawek danego mikro-, makroelementu i metalu cigzkiego na kg/ha
Standardowa ptytka Petriego ma S$rednice okoto 9 cm, co odpowiada polu powierzchni
réwnemu ~ 63,6 cm’. Rosliny podlewano po 20 ml danego roztworu przez 5 dni, co daje catkowita

objetos¢ 100 ml. Przyktadowe przeliczenie dawki siarki dla 30 mM roztworu (NH,),SOy,:

30 mM-1000 ml
X mM — 100 ml

x=3 mM (catkowita dawka (NH,4),SO,)

32 g — 1000 mM siarki
X g — 3 mM siarki

x=0,096 g (catkowita dawka siarki)

0,096 g — 63,6 cm? (powierzchnia plytki Petriego)
X g — 100000000 cm? (1 ha)
x=150943,4 g/ha ~150,9 kg/ha calkowita dawka siarki

4.7.Badanie wplywu wybranych weglowodoréw aromatycznych, benzyny i oleju napedowego,

na aktywnos$¢ aminopeptydaz siewek rzepaku

4.7.1. Tryb i warunki uprawy

Nasiona rzepaku po uprzedniej sterylizacji i namaczaniu w wodzie destylowanej przez
24 h wysiewano w ilosci ok. 100 ziaren, do naczyn wypelionych 100 g ziemi uniwersalnej. Siewki
rzepaku rosty w pomieszczeniu o stalych warunkach temperatury (26°C) i wilgotnosci (65%),
o$wietlanego dwoma lampami (600 W), w trybie 16 h $wiatta i 8 h ciemnosci.

W eksperymencie zbadano wplyw benzenu, naftalenu, antracenu, fenantrenu, benzyny
bezotowiowej (95) oraz oleju napgdowego. Stosowano 2,5, 5 i 10% dodatek tych substancji,

w stosunku do masy stosowanej ziemi uniwersalnej.
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Roéliny zebrano po 14 dniach uprawy. Dla kontroli oraz dla wigkszosci eksperymentow
okreslono wzrost rzepaku na poziomie BBCH 10 w 14 dniu (dzien zbioru). Przygotowanie ekstraktow

biatkowych wykonano zgodnie z metoda opisang w punkcie 4.5.2.

4.7.2. Oznaczenie aktywnosci aminopeptydaz

Aktywnos¢ aminopeptydaz oznaczono spektrofotometrycznie, z uzyciem czytnika
mikroptytek SpectraMax i3x firmy Molecular Devices. Proba slepa zawierata: 97,5 pl buforu PBS,
pH 7,0 + 2,5 pl substratu. Probka analizowana zawierata: 87,5 pl buforu PBS pH 7,0 + 2,5 pul
substratu + 10 pl ekstraktu biatkowego. Oznaczenia prowadzono w temperaturze 37°C. Pozostale
parametry programu pracy czytnika podano w tabeli 14. St¢zenie biatka oznaczano zgodnie

z procedurg opisang w rozdziale 4.3.

Tab.14. Parametry stosowane przy pomiarach z zastosowaniem

czytnika mikroptytek SpectraMax i3x

Kinetyczny pomiar absorpcji | A =405 nm

Czas 10 min

Interwat 00:05:00

Odczyty 3 (0 min, 5 min i 10 min)
Rodzaj ptytki standardowa 96-dotkowa ptytka
Mieszanie wstepne: 5 s, linearne, szybkie
Odczyt kolumnowy

4.8.Badanie wplywu zakazenia grzybami chorobotwérczymi na aktywno$¢ aminopeptydaz

w siewkach rzepaku

4.8.1. Tryb i warunki uprawy

Uprawe rzepaku prowadzono w szklarni Instytutu Ochrony Ro$lin oddzial So$nicowice, pod
opieka merytoryczng dr Agnieszki Maczynskiej. Przed przystapieniem do uprawy, przygotowywano
inokulum czterech gatunkéw grzyboéw na nasionach pszenicy. Patogenami uzytymi w eksperymencie
byly cztery gatunki grzybow wywotujacych zgorzel siewek:

*  Pythium Aristosporum
* Rhizoctonia cerealis
* Rhizoctonia solani

e Fusarium culmorum
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Przygotowanie inokulum: Szczepy grzybéw hodowano osobno na szalkach Petriego (Srednica

9 cm). 1 kg pszenicy zalano 400 ml wody na 24 h. Nasiona sterylizowano dwukrotnie w autoklawie
przez 1 h, w temperaturze 120°C, w odstgpie 24 h. Nasiono zainfekowano grzybami, a nastgpnie
mieszano raz w tygodniu w celu wyréwnania procesu zarodnikowania w catej objetosci nasion. Proces
prowadzono przez 6 tygodni, w temperaturze pokojowej, w swietle dziennym.

Uprawa: Przygotowano 10 litréw podtoza (ziemia uniwersalna + perlit, w stosunku 1:1)
z poszczegblnymi szczepami poprzez wymieszanie z inokulum (75 ml). Kontrolg stanowila ziemia bez
zadnych dodatkow. Do 60-cio dotkowych wielodoniczek z odprowadzeniem wody, wprowadzono
do potowy wysokosci dotka przygotowane podtoze (po 2 wielodoniczki dla kazdej odmiany grzyba
i 2 dla kontroli). W kazdym dotku umieszczono po jednym nasionku rzepaku i zasypano podiozem
do brzegéw dotka. Podlano i pozostawiono w szklarni. Siewki rzepaku rosty w kontrolowanych
warunkach. Srednia dobowa temperatura podczas uprawy wynosita 16°C, a $rednia wilgotno$é okoto
67%. Rosliny podlewano woda wodociaggowa.

Zbiér: Eksperyment przerwano po 33 lub po 47 dniach uprawy. W obu przypadkach rosliny
znajdowaly si¢ w stadium wzrostu BBCH 15 czyli fazy 5 liscia. Zliczono ilo$¢ wykietkowanych
siewek rzepaku. Rosliny zebrano w calosci. Korzenie, wyptukano w wodzie destylowanej w celu
usuni¢cia podloza. Nastepnie krotko osuszono z nadmiaru wody na reczniku papierowym.
Przygotowano probki zawierajace osobno korzenie, czes$ci zielone i cate siewki rzepaku. Probki
zwazono 1 umieszczono w osobnych woreczkach strunowych, a nastepnie zamrozono w temperaturze

-80°C. W tabeli 15 podano masy zebranych probek.

Tab.15. Masy zebranych probek roélin rzepaku [g] z eksperymentu

z zakazeniem grzybami chorobotworczymi

Zbior po 33 dniach

Pythium Rhizoctonia Rhizoctonia Fusarium

Aristosporum | cerealis solani culmorum

Cate siewki 2,6 2,3 2,6 2,4 2,4 2,4 2,5 2,4 2,5 2,5
Czgsci zielone | 2,4 2,4 2,4 2,4 2,0 2,0 2,4 2,4 2,4 2,4
Korzenie 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Zbior po 47 dniach
Cate siewki 2,4 2,3 2,5 2,4 2,4 2,4 2,3 2,3 2,5 2,5
Czeéci zielone | 2,4 2,4 2,4 2,4 2,2 2,2 2,4 2,4 2,4 2,4
Korzenie 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

Kontrola

Przygotowanie ekstraktow biatkowych wykonano zgodnie z metoda opisang w punkcie 4.5.2,

stosujac proporcjonalnie do masy roslin wigksze ilosci buforu i pozostatych odczynnikow.
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4.8.2. Oznaczenie aktywnoSci aminopeptydaz

Aktywno$¢ aminopeptydaz oznaczono spektrofotometrycznie z uzyciem czytnika mikroptytek
SpectraMax i3x firmy Molecular Devices. Proba §lepa zawierata: 97,5 ul buforu PBS pH 7,0 + 2,5 ul
substratu, natomiast probki wtasciwe: 87,5 ul buforu PBS pH 7,0 + 2,5 ul substratu + 10 ul ekstraktu
biatkowego. Oznaczenia prowadzono w temperaturze 37°C. Pozostate parametry pracy czytnika

podano w tabeli 16. Stezenie biatka oznaczono zgodnie z procedura opisang w rozdziale 4.3.

Tab.16. Parametry stosowane przy pomiarach z zastosowaniem
czytnika mikroptytek SpectraMax i3x

Kinetyczny pomiar absorpcji | A =405 nm

Czas 10 min

Interwat 00:05:00

Odczyty 3 (0 min, 5 min i 10 min)
Rodzaj ptytki standardowa 96-dotkowa ptytka
Mieszanie wstepne: 5 s, linearne, szybkie
Odczyt kolumnowy

4.9. Badanie wplywu wybranych fungicydow na aktywno$¢ aminopeptydaz rzepaku na etapie

formowania si¢ tuszczyn

4.9.1. Warunki uprawy polowej

W czasie sezonu wegetacyjnego 2014/2015 w gminie Stupsk, w wojewodztwie $laskim,
w warunkach polowych, przeprowadzono doswiadczenie w uktadzie blokow losowych, ztozone
z czterech powtorzen. Eksperyment prowadzono na poletkach wielkosci 20 m% w ksztatcie prostokata,
na terenie ptaskim. Powierzchnia netto catego doswiadczenia wynosita 1040 m” Sktad mechaniczny
gleby to piasek gliniasty, o zawarto$ci materii organicznej na poziomie 1,9% i pH 6,5. Badang uprawa
byt rzepak ozimy odmiany Hybribock F1. Przedplonem byta pszenica ozima. Stosowano nawozenie
zalecane dla tego typu uprawy. Kontrole szkodnikéw prowadzono z uzyciem herbicydow
i insektycydow rekomendowanych przez Instytut Ochrony Roslin, Pafistwowy instytut Badawczy
(IOR-PIB). W celu ochrony uprawy przed grzybem Sclerotina sclerotiorum i chorobami tuszczyn,
zastosowano trzy wybrane i dostgpne handlowo fungicydy. Wszystkie badane zwiazki sa dopuszczone
do uzycia w Polsce. Fungicydy aplikowano w trzech roznych terminach, na r6znych etapach rozwoju

rzepaku, opisanych w skali BBCH.
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4.9.2. Terminy aplikacji fungicydow oraz dawki
Podstawowe informacje na temat stosowanych fungicydéw, takie jak zawarto$¢ substancji

aktywnych oraz terminy aplikacji czy dawka, przedstawiono w tabeli 17.

Tab.17. Zestawienie stosowanych w eksperymencie fungicydow wraz z ich podstawowag
charakterystyka oraz terminami aplikacji

Zawartos$¢ Termin
Fungicyd Producent Substancje aktywne substancji Lo
aplikacji
aktywnych
Pictor 400 BASF C Dimoksystrobi BBCH 5961
ictor rop imoksystrobina + ~
sc Protection Polska boskalid 100 g/ha +100g/ha | BBCH 6365
BBCH 67-69
S _— | BBCH 59-61
ymetra zopyrazam + -
sC Syngenta azoksystrobina 125 g/ha +200 g/ha BBCH 63-65
BBCH 67-69
5 | Protiok | BBCH 59-61
ropulse . rotiokonazol + ~
250 SE Bayer CropScience fluopyram 125 g/ha +125 g/ha BBCH 63-65
BBCH 67-69

4.9.3. Przygotowanie ekstraktow

Rosliny zostaty zebrane na etapie BBCH 69-73 (koniec kwitnienia, 30% tuszczyn uzyskato
wlasciwy rozmiar). Rosliny podzielono na kwiaty, liscie, todygi i tuszczyny. Kazda cze$¢ roslinng
zebrano osobno. Probki po 10 g zamrozono w temperaturze -80°C, do czasu ich analizy. Probki
homogenizowano z 50 ml 50 mM buforu PBS (pH 7,0), z 0,1% dodatkiem Triton X-100.
Po odwirowaniu (12208 rcf, 30 min, 4°C), osad odrzucono, a supernatant zebrano i wysolono do 35%
siarczanem(VI) amonu, a nast¢pnie mieszano przez 10 min. Po ponownym odwirowaniu (12208 rcf,
30 min, 4°C), osad odrzucono, a supernatant wysolono siarczanem(VI) amonu do 65%. Ponownie
mieszano wysolony ekstrakt przez 10 min, a nastgpnie odwirowano (12208 rcf, 30 min, 4°C),
supernatant odrzucono, a osad rozpuszczono w 20 ml 50 mM buforu PBS (pH 7,0). Tak przygotowany

ekstrakt biatkowy postuzyt do oznaczania aktywnos$ci aminopeptydaz i stezenia biatka.

4.9.4. Oznaczenie aktywnosci aminopeptydaz

Oznaczenie aktywnos$ci aminopeptydaz przeprowadzono tak jak opisano w rozdziale 4.3.
Stosujgc wszystkie sze$¢ substratow, o koncowym stezeniu 1 mM w probcee 1 dodajgc do probki 100 pl
ekstraktu biatkowego. Dodatkowo stezenie biatka w roztworach skontrolowano ponownie metoda

spektrometrii podczerwieni (IR) korzystajac z Direct Detect™ Quantitation System.
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4.9.5. Okreslenie wplywu badanych fungicydow na aktywnosé¢ aminopeptydaz
w ekstraktach biatkowych proby kontrolnej

Ekstrakty biatkowe z kwiatow, lisci, todyg i tuszczyn grupy kontrolnej przygotowano zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 4.9.3. Fungicydy Pictor 400 SC, Propulse 250 SE i Symetra 325 SC
rozpuszczono w DMSO. Stezenia poszczegdlnych substancji aktywnych podano w tabeli 18. Stgzenia
tak dobrano, by uzyskaé¢ catkowite rozpuszczenie fungicydow (ostatecznie stezenie skladnikéw

aktywnych fungicydu w mieszaninie reakcyjnej wahato si¢ od 0,1000 do maksymalnie 0,1425 mM).

Tab.18. Stezenia sktadnikéw aktywnych stosowanych w badaniach kontrolnych

nad wptywem fungicydéw na aktywno$¢ aminopeptydaz rzepaku

. . Stezenie
Fungicyd Substancja aktywna (MM)
boscalid 4,0
Pictor 400 SC ’
ictor dimoksystrobina 4,2
fluopyram 4,0
Propulse 250 SE - by
protiokonazol 47
azoksystrobina 4,0
Symetra 325 SC -
izopyrazam 57

Ekstrakty biatkowe inkubowano =z kazdym =z roztwordw fungicyddéw, przez
1 h, w temperaturze pokojowej. Mieszanina zawierata 850 ul 50 mM buforu PBS (pH 7,0), 100 ul
ekstraktu biatkowego, 25 ul roztworu fungicydu. Po jednej godzinie do mieszaniny dodano substrat
(Leu-pNA, Phe-pNA lub Pro-pNA) w ilo$ci 25 ul (stezenie substratu w probce wynosito 1 mM).

Pomiar aktywnos$ci przeprowadzono zgodnie z procedura opisang w punkcie 4.3.

4.10.Analiza statystyczna

Analize statystyczng dla wigkszos$ci badan przeprowadzono za pomoca programu Excel.
Stupki btedow na rysunkach reprezentuja odchylenia standardowe. Dane dotyczace roznic migdzy
aktywnos$cia aminopeptydaz w calych siewkach, licieniach 1 korzeniach zostaly poddane
wielokrotnemu poréwnaniu post-hoc $rednich, za pomocg testu HSD Tukey’a (¢=0,05). Rézne litery
powyzej stupkéw wskazuja na istotne réznice miedzy $rednimi. Dla danych dotyczacych wpltywu
jonéw metali na aktywno$¢ aminopeptydazy przeprowadzono test t-studenta (n=3), poprzedzony
testem F, stuzacym do identyfikacji istotnosci. Kropki powyzej stupkow wskazuja wzgledny poziom
istotno$ci p: * oznacza istotno$¢ na poziomie p<0,05, ** oznacza p<0,01, *** oznacza p<0,001,
a **** oznacza p< 0,0001.

Analize statystyczng do badan nad wptywem wybranych fungicydow na aktywno$¢

aminopeptydaz w rzepaku na etapie formowania si¢ tuszczyn wykonat dr hab. inz. Tomasz Krawczyk.
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Dane poddano analizie wariancji, wykorzystujac modut ANOVA programu STATISTICA 12
(StatSoft). Czynniki takie jak: czas aplikacji fungicydu, organ ro$linny, rodzaj fungicydu czy substrat
zostaly zidentyfikowane jako state efekty, a ich znaczenie okreslono stosujac test F. W wigkszosci
przypadkow dane poddano przeksztatceniu Boxa-Coxa, aby spelni¢ zatozenia homoscedastycznosci
i normalnos$ci, co zweryfikowano testami Hartleya, Cochrana i Bartletta. W przypadku badan nad
wptywem poszczegdlnych fungicydow na aktywnos$¢ aminopeptydaz, dane analizowano oddzielnie
dla kazdego z substratow, A dla Ala=0,56, Gly=0,43, Leu=0,38, Met=0,29, Phe=0,44, Pro=0,28 oraz
kontrola=0,44. Dane dotyczace masy 1000 ziaren, zawartosci oleju w nasionach oraz wydajnosci
plonu (otrzymane z Instytutu Ochrony Roslin, Panstwowego Instytutu Badawczego — Oddziat
Sos$nicowice), poddano analizie wariancji ANOVA. Dane te nie wymagaly transformacji by spetnié¢

wymagania tej metody statystycznej. Wartos$ci skrajne odrzucono.

4.11.Synteza substratéw

4.11.1. Synteza Gly-pNA, Met-pNA i Phe-pNA

Gly-pNA, Met-pNA i Phe-pNA otrzymano metoda opisang w literaturze przez Rijkersa
i innych'®?. Boc-aminokwasy (glicyna, L-metionina lub L-fenyloalanina) (w ilosci 5 mmol) sprzezono
z p-nitroaniling (5 mmol), z uzyciem trichlorku fosforylu (0,5 ml) w zimnej pirydynie (15 ml).
Reakcje prowadzono przez 2 h w zamrazarce. Reakcje przerwano, dodajac 30 ml zimnej wody
destylowanej. Otrzymang mieszaning ekstrahowano octanem etylu (4x40 ml) a nastgpnie przemyto
nasyconym roztworem NaHCO; i NaCl (3 x 30 ml, kazdy). Roztwor suszono nad bezwodnym
Na,SO,4. Otrzymany olej przemyto toluenem (10 ml), a rozpuszczalnik odparowano na wyparce
rotacyjnej. Operacje ta wykonano trzykrotnie. Potprodukt oczyszczono przez krystalizacje
z 2-propanolu. Otrzymane krysztaty N-Boc amidu rozpuszczono w octanu etylu (3 ml)
i odbezpieczono 1 M HCI w octanie etylu (3 ml), w temperaturze pokojowej. Reakcj¢ prowadzono
przez 24 h, a nastgpnie przerwano, dodajac 1 M NaOH (3 ml). Mieszaning ekstrahowano octanem
etylu (4 x 5 ml) oraz przemyto nasyconym roztworem NaHCO; i NaCl (3 x 10 ml, kazdy). Roztwor
suszono nad bezwodnym Na,SO,, a rozpuszczalnik odparowano na wyparce rotacyjnej. Otrzymane
ciato state poddano krystalizacji z 2-propanolu. Struktury otrzymanych zwigzkow potwierdzono
za pomoca spektroskopii *H NMR i *C NMR. Zwiazki otrzymano z wydajnoscia: Phe-pNA 64%,
Gly-pNA 58% i Met-pNA 12%.

p-nitroanilid glicyny: *H NMR (400 MHz, CDCl5): § 11.45 (s, 1H, NHCO), 8.17 (d, 2H, ArH,
ortho do NO,), 7.94 (d, 2H, ArH), 3.91 (s, 2H, CH,CO), *C NMR (100 MHz, CDCl5): § 164.9 (CO),
143.6 (CNO, (ips0)), 142.2 (CNHCO (ipso0)), 124.0 (ArC (ortho do NO,)), 118.4 (ArC), 41.0
(CHCO).
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p-nitroanilid L-metioniny: *H NMR (400 MHz, CDCls): § 10.08 (s, 1H, NHCO), 8.21 (d, 2H,
ArH, ortho do NO,), 7.77 (d, 2H, ArH), 3.70 (dd, 1H, CHCO), 2.69 (m, 2H, CH,S), 2.34 (m 1H,
CH,CH), 2.14 (s, 3H CH,S), 1.86 (m 1H, CH,CH), **C NMR (100 MHz, CDCls): 3 173.2 (CO), 143.5
(CNO; (ips0)), 143.4 (CNHCO (ipso)), 125.1 (ArC (ortho do NO,)), 118.8 (ArC), 54.5 (CHCO), 33.4
(CHCH,), 30.7 (CH,S), 15.3 (CH,S).

p-nitroanilid L-fenyloalaniny: *"H NMR (400 MHz, CDCls): & 9.88 (s, 1H, NHCO), 8.19 (d,
2H, ArH, ortho do NO,), 7.74 (d, 2H, ArH), 7.27 (m, 5H, Ph), 3.77 (dd, 1H, CHCO), 3.35 (dd, 1H,
CH,Ph), 2,81 (dd 1H, CH,Ph); *C NMR (100 MHz, CDCly): & 172.9 (CO), 143.5 (CNO, (ipso)),
143.4 (CNHCO (ips0)), 137.1, 129.2, 128.9, 127,18 (Ph), 125.1 (ArC (ortho do NO,)), 118.8 (ArC),
56.7 (CHCO), 40.4 (CH,Ph).

4.11.2. Synteza Pro-pNA

Synteze p-nitroanilidu proliny prowadzono korzystajac z procedury opisanej przez Pansare
i Kirby'®. Boc-proling (5 mmol) rozpuszczono w THF (13 ml) i sprzezono z p-nitroaniling (5 mmol)
z uzyciem chloromréwczanu izobutylu (0,7 ml) i 4-metylomorfliny (0,6 ml). Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 24 h. Nastepnie mieszaning reakcyjng ekstrahowano octanem etylu
(4 x 15 ml) i przemywano woda (18 ml). Fazg organiczng przemywano nasyconym NaHCO;
(2 x 6 ml), 0,5 N HCI (8 ml) i solankg (4 ml), a nastepnie suszono nad bezwodnym Na,SOj,.
Rozpuszczalnik odparowano na wyparce rotacyjnej. Otrzymano ciato stale o czerwono-brunatnym
zabarwieniu, przemywano mieszaning heksan:2-propanol (w stosunku 3:1). Otrzymany N-Boc amid
(jasnozotte ciato state) odbezpieczono kwasem trifluorooctowym (2 ml) w dichlorometanie (2,5 ml),
reakcje prowadzono W temperaturze pokojowej przez 24 h. Reakcje przerwano odparowujac
rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej. Otrzymane ciato state rozpuszczono w dichlorometanie (3 ml)
i ekstrahowano wodg (4 X 2 ml). Roztwor wodny schtodzono do 4°C i doprowadzono do pH 12
dodajac NaOH. Przeprowadzono ekstrakcje dichlorometanem (2 X 2 ml), a nastepnie suszono nad
bezwodnym Na,SO,. Rozpuszczalnik odparowano na wyparce rotacyjnej. Otrzymane ciato state
rekrystalizowano w mieszaninie octan etylu:heksan (w stosunku 1:1). Strukture otrzymanego zwiazku

potwierdzono za pomoca spektroskopii *H NMR i *C NMR. Otrzymano zwiazek z wydajnoscia 21%.

p-nitroanilid L-proliny: *H NMR (400 MHz, CDCls): § 10.18 (s, 1H, NHCO), 8.20 (d, 2H,
ArH, ortho do NO,), 7.78 (d, 2H, ArH), 3.90 (dd, 1H, CHCO), 3.13 (dt, 1H, CH,N), 3.00 (dt 1H,
CH:N), 2.24 (m, 1H, CH,CH), 2.04 (m, 2H, NH, CH,CH),1.77 (m, 2H, CH,CH,NH)."*C NMR (100
MHz, CDCl;): & 174.1 (CO), 143.6 (CNO; (ipso)), 143.3 (CNHCO (ipso)), 125.0 (ArC (ortho do
NO,)), 118.7 (ArC), 61.0 (CHCO), 47.4 (CH,NH), 30.7 (CH,CH), 26.3 (CH,CH;NH).
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WYNIKI

5. Omoéwienie wynikow

Rosliny z rodziny Brasicaceae (np. rzepak, brokut, brukselka czy gorczyca) nalezg do waznych
i popularnych upraw rolniczych. Rzepak (Brassica napus) jest kluczowym reprezentantem tej rodziny,
ze wzgledu na zastosowanie zar6wno w przemysle spozywczym jak i paliwowym. Jako roslina oleista,
rzepak zajmuje pierwsze miejsce w Polsce i w Europie pod wzgledem wielko$ci upraw. RoSliny
uprawne, ze wzgledu na ich znaczenie w gospodarce i zywieniu, czgsto staja si¢ obiektami badan
naukowych. Waznym aspektem badan nad ro§linami rolniczymi jest poznanie procesow
fizjologicznych w nich zachodzacych. Okreslenie, jak procesy te wptywajg na wysokos¢ plonow jest
istotne ze wzgledow ekonomicznych. W wielu procesach fizjologicznych ro$lin uczestnicza
aminopeptydazy: migdzy innymi w przemianie, dojrzewaniu i degradacji biatek. Znany jest rowniez
udzial aminopeptydaz w kietkowaniu i wigdnieciu roslin, reakcjach obronnych oraz w odpowiedzi
na czynniki stresowe. Do tej pory zidentyfikowano aminopeptydazy z kilku roslin z rodziny
Brasicaceae, miedzy innymi z kapusty, brukselki, kalarepy, brokutu, kalafiora czy kapusty chinskie;j.
Badane enzymy charakteryzowaty si¢ podobng masa czasteczkowa (okoto 60 kDa) i optimum
pH w zakresie 7,2 do 7,5. Aminopeptydazy te wykazywaly szczegdlng specyficznos¢ w stosunku

do N-koncowej fenyloalaniny i alaniny®**®,

Ze wzgledu na znaczenie rzepaku oraz znikome informacje dotyczace aminopeptydaz w tej
ro§linie, przeprowadzono badania aktywnos$ci tych enzymoéw zaréwno w nasionach jak i w siewkach
odmiany ozimej cv Bellevue. Zbadano réwniez wplyw licznych czynnikéw abiotycznych

1 biotycznych na aminopeptydazy z rzepaku ozimego na réznych etapach wzrostu rosliny.

5.1. Aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego — izolacja i charakterystyka

Dotychczasowe badania nad aminopeptydazami wystepujacymi w nasionach, obejmuja szereg
gatunkéow roélin istotnych ekonomicznie, miedzy innymi zbdz takich jak jeczmien, w ktorym
scharakteryzowano aminopeptydaze leucynowa®. Opisana jest rowniez aminopeptydaza cysteinowa
wyizolowana z nasion znajdujacych sic we wnetrzu pestek moreli japonskiej'®. Natomiast
w przypadku ro$lin oleistych opisano aminopeptydaze z nasion stonecznika’. Dotychczas nie
scharakteryzowano aminopeptydaz wystepujacych w suchych nasionach rzepaku. Znana jest natomiast
aminopeptydaza z kietkujacych nasion tej rosliny, ktorg scharakteryzowano w latach 70’ ubiegtego
wieku. Wyizolowano wowczas aminopeptydazg, katalizujaca preferencyjnie hydrolize substratu

z N-koncowa alaning, o masie 79 kDa i optimum pH w zakresie 8,0-8,5"%*°".
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5.1.1. lzolacja i oczyszczanie aminopeptydaz z nasion rzepaku

Pierwszy etap badan obejmowat izolacje aminopeptydaz z suchych nasion rzepaku. Obiektem
badan byl rzepak ozimy odmiany Bellevue, firmy Bayer CropScience. Jest to odmiana liniowa,
zarejestrowana w Polsce w 2008 roku. Charakteryzuje si¢ ona dobra zimotrwatoscig i dobrym
plonowaniem, nawet na stabych glebach'®. Procedura izolacji skladata si¢ z kilku etapow, ktore
przedstawiono w postaci schematu blokowego na rysunku 7. Izolacja obejmowata homogenizacjg,
przemywanie heksanem, dwukrotne wysolenie siarczanem(VI) amonu, filtracj¢ zelowa na dwoch
roznych ztozach oraz dwukrotng chromatografie jonowymienng na réznych ztozach. W procesie
izolacji zastosowano procedury i ztoza czegsto stosowane w oczyszczaniu aminopeptydaz pochodzenia

ros’linneg036'3g’55'169.
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Rys.7. Etapy oczyszczania aminopeptydaz z nasion rzepaku ozimego cv Bellevue

Na kazdym etapie izolacji, probki analizowano pod katem aktywno$ci aminopeptydazowe;,
stosujac metode spektrofotometryczng (substrat Leu-pNA; temperatura 37°C) (rozdziat 4.3) opisana

158

wczesniej w literaturze™ . W podobny sposob analizowano aktywno$¢ aminopeptydaz wyizolowanych

170 : . 45
czy siewek pszenzyta™.

miedzy innymi z jeczmienia®, ziemniaka

W procesie oczyszczania enzymu najpierw usuni¢to wystepujacy naturalnie w nasionach
rzepaku olej, poprzez kilkukrotng ekstrakcje zimnym heksanem'’. Nie stwierdzono dezaktywacji
aminopeptydaz pod wptywem heksanu (poréwnanie aktywnos$ci enzymatycznej w surowym ekstrakcie
oraz w fazie wodnej po ekstrakcji zimnym heksanem). Kolejnym etapem bylo wysolenie fazy wodnej

siarczanem(VI) amonu do odpowiednich stgzen (35 i 65%). Po tym etapie dokonano wstepnej
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charakterystyki aminopeptydaz wystepujacych w nasionach rzepaku. Wyniki opisano w rozdziale
5.1.2.

Dalsze etapy oczyszczania wykonano z uzyciem aparatury do $rednioci§nieniowej, cieczowej
chromatografii biatek (FPLC). Osad po drugim wysoleniu rozpuszczono w buforze 50 mM Tris-HCI
(pH 8,0), zawierajacym 50 mM NaCl i 10 mM BME i poddano filtracji zelowe] stosujac kolumng
ze ztozem Sephadex G-25. Profil elucji bialek wraz z zaznaczonymi na z6tto frakcjami wykazujacymi
aktywno$¢ hydrolityczng w stosunku do Leu-pNA, przedstawiono na rysunku 8. Aktywno$é
enzymatyczna wykazywaty frakcje 15-21 (objetos¢ elucji 45-63 ml). Etap ten pozwolit na pozbycie sig

matoczasteczkowych zanieczyszczen oraz siarczanu(VI) amonu z badanej probki.
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Rys.8. Profil elucji biatek obecnych w ekstrakcie z nasion rzepaku

podczas filtracji zelowej na ztozu Sephadex G-25
Natezenie przeptywu 2 mi/min, eluent: bufor 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) zawierajgcy 50 mM NaCl i 10 mM BME, frakcje 3 ml, z

zaznaczeniem firakcji wykazujgcych aktywnosé hydrolityczng wobec Leu-pNA, wyrazong jako relatywna aktywnosé (wartosé 1 przypisano

frakcji o najwyzszej aktywnosci wobec Leu-pNA).

Frakcje wykazujace aktywno$¢ wobec Leu-pNA, po filtracji zelowej, poddano chromatografii
jonowymiennej na zlozu DEAE  Sepharose (stabo zasadowy anionit z  grupami
dietyloaminoetylowymi), stosujac gradient st¢zenia NaCl 50-250 mM. Otrzymany profil elucji biatek
oraz aktywnosci aminopeptydaz w zebranych frakcjach przedstawiono na rysunku 9. Znaczna cze$¢
biatek zostala wymyta z kolumny w pierwszych frakcjach (6-25). Biatka te nie wykazywaty
aktywnos$ci hydrolitycznej wobec Leu-pNA. Aktywnos$¢ takg wykryto w dalszych frakcjach (85-106),
przy stezeniu NaCl 125-190 mM.
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Rys.9. Profil elucji biatek obecnych w ekstrakcie z nasion rzepaku

podczas chromatgrafii jonowymiennej na ztozy DEAE Sepharose

Natezenie przeptywu 1 ml/min, eluent: bufor Tris-HCI o pH 8,0; gradient NaCl 50 - 250 mM (zielona linia); frakcje 1 ml, z zaznaczeniem
frakcji wykazujgcych aktywnosci aminopeptydaz wyrazonej jako relatywna aktywnosé (wartosé 1 przypisano frakcji o relatywnie najwyzszej

aktywnosci wobec Leu-pNA).

Aktywne frakcje po chromatografii jonowymiennej zat¢zono i poddano filtracji zelowej
na ztozu Sephacryl HR300 (rysunek 10). Ztoze to pozwala na rozdziat biatek globularnych w zakresie
mas od 10 do 1500 kDa'". Zastosowano kolumng o wymiarach 50 x 1,5 cm i natezenie przeptywu
eluentu 0,2 ml/min. W tak dobranych warunkach, profil elucji biatek miat ksztalt szerokiego piku

(frakcje od 30 do okoto 75). Aktywnos$¢ hydrolityczna wobec Leu-pNA wykazywaty frakcje 49-58.
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Rys.10. Profil elucji biatek ekstraktu biatkowego z nasion rzepaku

podczas filtracji zelowej na ztozu Sephacryl HR300
Natezenie przeptywu 0,2 ml/min, eluent: bufor 50 mM Tris-HC! (pH 8,0) zawierajgcy 50 mM NaCl i 10 mM BME, frakcje 1 ml,
z zaznaczeniem frakcji wykazujgcych aktywnosé aminopeptydaz wyrazonej jako relatywna aktywnosé (wartos¢ 1 przypisano frakcji

o relatywnie najwyzszej aktywnosci wobec Leu-pNA).
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W celu dalszego oczyszczenia aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego zastosowano
chromatografie jonowymienng na zlozu Macro Prep High Q (silny anionit, z grupami

trimetyloamoniowymi)'”

, gradient NaCl 0-300 mM, natgzenie przeptywu 1 ml/min. Otrzymany profil
elucji bialek oraz aktywno$ci aminopeptydaz w zebranych frakcjach przedstawiono na rysunku 11.
Biatka wykazujace aktywnos$¢ hydrolityczng wobec Leu-pNA eluowatly przy stezeniu NaCl 130-165

mM (frakcje 124-140).
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Rys.11. Profil elucji biatek z ekstraktu biatkowego z nasion rzepaku

podczas chromatgrafii jonowymiennej na ztozu Macro Prep High Q
Natezenie przeptywu 1 ml/min, eluent: bufor Tris-HCI,pH 8,0; gradient NaCl od 0 - 300 mM (zielona linia), frakcje 1 ml, z zaznaczeniem
[frakeji wykazujgcych aktywnosé hydrolityczng wobec Leu-pNA, wyrazong jako relatywna aktywnosé (wartosé 1 przypisano frakcji o
najwyzszej aktywnosci wobec Leu-pNA).

W wyniku stosowanej procedury otrzymano 1,97 mg biatka o aktywnosci wiasciwej 788
mU/mg wobec Leu-pNA jako substratu. Stopien oczyszczenia wynosit 131,17 (tabela 19). Nie udato
si¢ oczysci¢ bialka do homogenicznoséci (co potwierdzono za pomocg elektroforezy SDS-PAGE,
rysunek 13 w rozdziale 5.1.2), mimo stosowania procedur powszechnie opisywanych
w literaturze®**51%  prawdopodobnie moglo to wynikaé z obecnosci biatek o podobnej masie
molekularnej oraz podobnym powinowactwie do ztoza podczas chromatografii jonowymienne;j.
Z drugiej strony, na podstawie profilu elucji biatek uzyskanego po filtracji zelowej na ztozu Sephacryl

HR 300 (rysunek 10), mozna przypuszczaé, ze dtugos¢ zastosowanej kolumny byta niewystarczajaca.
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Tab.19. Podsumowanie kolejnych etapéw oczyszczania aminopeptydaz z nasion rzepaku

Aktywnodé Aktywnos¢
. ywn Zawarto$¢ | specyficzna* Stopien Wydajnosé
Etap oczyszczenia catkowita* . 1 .
biatka [mg] [Uxmg oczyszczenia [%]
[U] :
biatek]
Surowy ekstrakt 63,33 10089,0 0,006 1,0 100,0
35% (NH,),SO, 51,46 3976,0 0,013 2,17 81,3
65% (NH,),SO, 25,60 1031,0 0,025 4,16 40,4
Sephadex G-25 25,56 955,0 0,027 4,50 40,4
DEAE - Sepharose 12,76 65,6 0,195 32,33 20,2
Sephacryl HR 300 5,38 20,1 0,268 44,67 8,5
MacroPrep High Q 1,97 2,5 0,788 131,17 3,1

*Aktywno$¢ hydrolityczna aminopeptydaz wobec Leu-pNA jako substratu, w buforze
PBS o pH 7,0, w temperaturze 37°C.

5.1.2. Wstepna charakterystyka aminopeptydaz z ekstrakcie biatkowym z nasion
rzepaku

Wstepna charakterystyke aminopeptydaz wystepujacych w ekstrakcie biatkowym z nasion
rzepaku, wykonano dla probek otrzymanych po dwukrotnym wysoleniu siarczanem(VI) amonu
(rysunek 7). W celu okreslenia profilu aktywnosci aminopeptydaz, przeprowadzono filtracje zelowa
(na ztozu Sephacryl HR 300), oznaczajac aktywno$¢ wszystkich frakcji wobec czterech substratow:
Phe-pNA, Ala-pNA, Leu-pNA i Pro-pNA. Na podstawie profilu aktywnos$ci aminopeptydaz
z ekstraktu biatkowego z nasion rzepaku o0zimego (rysunek 12) mozna wysnué¢ wniosek, ze enzymy
te sg wymywane z kolumny w podobnym czasie (frakcje od 37-56), co odpowiada zakresowi masy
molekularnej 25-375 kDa. Najwyzsza aktywno$¢ enzymatyczng obserwowano w stosunku
do Phe-pNA jako substratu. Na podstawie profilu aktywno$ci wobec Phe-pNA wyrdzniono trzy piki
aktywnosci, z czego s$rodkowy pik dzielit si¢ na kolejne trzy naktadajace si¢ na siebie. Moze
to $wiadczy¢ o obecnosci wiecej niz jednej aminopeptydazy o aktywnos$ci wobec N-koncowej
fenyloalaniny, w ekstrakcie biatkowym z nasion rzepaku. W przypadku substratow Leu-pNA
i Ala-pNA réwniez mozna zauwazy¢ okoto 4-5 nakladajagcych sie na siebie sygnatow. Mimo,
ze aktywno$¢ hydrolityczng wobec réznych substratow zaobserwowano w tych samych frakcjach
biatek (objetosé: 36-56 ml, frakcje: 36-56). Stosunkowo niskg aktywnos$¢ wobec Pro-pNA wykryto we
frakcjach 40-50. Biorgc pod uwage otrzymane profile aktywnosci mozna przypuszczac,
7ze w nasionach wystepuje wigcej niz jedna aminopeptydaza. Aminopeptydazy o zblizonej masie
molekularnej i specyficznosci substratowej zostaty do tej pory wyizolowane i opisane dla kilku roslin.
Przyktadowo, z nasion kukurydzy wyizolowano cztery aminopeptydazy (AMP1, AMP2, AMP3
i AMP4) o masie molekularnej w zakresie 61-92 kDa. Enzymy AMP1 (okoto 92 kDa) i AMP3 (okoto
86 kDa) charakteryzowaly si¢ bardzo podobng specyficznoscia substratowg (preferowane substraty

to N-koncowa lizyna i arginina)'"*.
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Rys.12. Profil aktywnos$ci aminopeptydaz wystepujacych w surowym ekstrakcie biatkowym z nasion
rzepaku ozimego odmiany Bellevue®".

Filtracja zelowa, kolumna: Sephacryl HR 300, 1,5 x 50 cm, nategzenie przeptywu 0,2 ml/min, objetosé frakcji 1 ml. Bufor Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0. Substraty: Phe-pNA, Ala-pNA, Leu-pNA i Pro-pNA.

Nastepnie przeprowadzono elektroforeze natywna ekstraktu biatkowego z nasion rzepaku
ozimego odmiany Bellevue. Po elektroforezie zel poddano barwieniu enzymatycznemu. W tym celu
wykorzystano reakcje¢ hydrolizy p-nitroanilidu wybranego aminokwasu, Kkatalizowang przez
aminopeptydazy. Jednym z produktow tej reakcji jest p-nitroanilina (zwigzek, ktorego roztwory
charakteryzujg si¢ intensywnym, zOltym zabarwieniem). Otrzymane wyniki przedstawiono

na rysunku 13.
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Rys.13. A. Elektroforeza natywna surowego ekstraktu z nasion rzepaku ozimego odmiany Bellevue. B. Rysunek
obrazujacy wybarwione prazki aminopeptydaz znajdujacych si¢ w surowym ekstrakcie - na podstawie
elektroforezy natywnej
Elektroforeza: zel poliakrylamidowy 7,5%, elektroforeze prowadzono przez 15 min przy napieciu 60 V, a nastepnie 1 h przy 120V w

temperaturze 4°C. Barwienie enzymatyczne: inkubacja zelu w 5mM roztworze danego substratu rozpuszczonego w buforze50 mM Tris-HCI

(pH 8,0) przez 30 min, temperatura pokojowa.

Aktywno$¢ wobec uzytych substratow (najwicksza intensywnos$¢ dla Ala-pNA) kumuluje sie
w jednym regionie, w ktérym moze si¢ znajdowaé kilka bialek (na zelu wybarwionym Coomassie
Brilliant Blue widoczne sa 3 prazki). Wspolczynniki ruchliwo$ci elektroforetycznej wyliczone dla
prazkow widocznych na zelu z Native-PAGE (barwienie enzymatyczne) sa podobne (Rf 0,49-0,63 dla
Ala-pNA oraz Rf 0,58-0,63 dla Phe-pNA, Leu-pNA i Pro-pNA). Swiadczy to o obecnosci jednego
enzymu o szerokiej specyficznosci substratowej lub obecnosci kilku aminopeptydaz o bardzo
zblizonej masie molekularnej. Podobne wyniki otrzymano dla aminopeptydaz z biatkowego ekstraktu
z nasion $wierku pospolitego. Barwienie enzymatyczne z uzyciem dwoéch substratow (z N-koncowa
alaning i leucyng), wykazato obecno$¢ dwoch prazkoéw biatek wykazujacych aktywnos¢ wobec tych
zwigzkow. Enzymy te, poddane filtracji zelowej eluowaty w jednym szerokim piku. Dopiero badania
inhibicyjne pozwolity na jednoznaczne okreslenie, ze enzymy te nie sg izoenzymami, a dwoma
odmiennymi aminopeptydazami leucynowymi'™®. Warto zwrocié uwage na fakt, ze mogg istnie¢
roznice pomigdzy iloscig i ruchliwoscig elektroforetyczng izoenzymoéw aminopeptydaz, w obrebie
réznych odmian tego samego gatunku ro$liny. Zostato to udowodnione na przyktad dla bawekny.
W badaniach uzyto ekstraktow biatkowych z nasion z 29 odmian bawely, ktére poddano
elektroforezie na zelu skrobiowym, a nastgpnie barwieniu na obecno$¢ aminopeptydazy leucynowe;.
Pomigdzy wybranymi odmianami obserwowano réznice zar6wno w ruchliwosci elektroforetycznej
aminopeptydaz, intensywnosci prazkéw oraz ich ilosci'™.
Zbadano specyficzno$¢ substratowa aminopeptydaz w ekstrakcie biatkowym z nasion rzepaku

ozimego (tabela 20). Do badan uzyto szesciu substratow, bgdacych p-nitroanilidami aminokwasow,
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dwach dipeptydow i jednego tetrapeptydu. Badania prowadzono w temperaturze 37°C, w buforze PBS
0 pH 6,5.

Tab. 20. Specyficznos¢ substratowa aminopeptydaz w ekstrakcie biatkowym z nasion rzepaku ozimego

po dwukrotnym wysoleniu siarczanem(V1) amonu

Aktywnosé
wlasciwa Relatywna
Substrat aminopeptydaz aktywnoyéé* [%]

[mU/mg]
Phe-pNA 87,8 100,0
Leu-pNA 17,9 20,4
Ala-pNA 10,0 11,4
Met-pNA 8,5 9,7
Pro-pNA 4,5 51
Gly-pNA 2,0 3,6
Gly-Phe-pNA 3,1 2,3
Phe-Gly-pNA 0,3 0,4
Gly-Phe-Gly-Phe-pNA 0,0 0

*Aktywno$¢ mierzono w temperaturze 37°C, w buforze PBS o pH 6,5, stosujqc substraty o stezeniu
1,3 mM. Jako 100% przyjeto aktywnosé¢ preparatu wobec Phe-pNA

Najwyzsza aktywno$¢ obserwowano dla substratu z N-koncowa fenyloalaning (88 mU/mg),
a w dalszej kolejnosci hydrolizowany byt Leu-pNA (18 mU/mg). Sugeruje to obecnos¢
aminopeptydaz preferujgcych aminokwasy hydrofobowe jako substraty. Substraty takie jak Ala-pNA
i Met-pNA rowniez byly hydrolizowane, jednak z duza aktywno$cia wtasciwg (Kkolejno
10 i 8,5 mU/mg). Najnizszg aktywnos$¢ wiasciwg odnotowano dla substratu z N-koncowa glicyna.
Zdolno$¢ do hydrolizy roznych substratow, w tym Met-pNA oraz Pro-pNA, w potaczeniu z wczesniej
przedstawionym profilem aktywnos$ci, swiadczy raczej o szerokiej specyficznosci substratowej jedne;j
aminopeptydazy, chociaz nie mozna wykluczy¢ obecnos$ci kilku form tego enzymu.

Obserwowano niewielkg aktywno$¢ wobec dipeptydow Gly-Phe-pNA i Phe-Gly-pNA
(odpowiednio 3,1 i 0,3 muU/mg). Nie obserwowano aktywnos$ci badanych enzymoéw wobec
tetrapeptydu (Gly-Phe-Gly-Phe-pNA). Wynika to z faktu, iz aminopeptydazy katalizuja hydroliz¢
kolejnych  aminokwasow z N-konca peptydu. W przypadku stosowanego pomiaru
spektrofotometrycznego, postep hydrolizy enzymatycznej obserwuje si¢ dopiero po odszczepieniu
wolnej p-nitroaniliny. Przypuszczalnie szybkos¢ hydrolizy poszczegdlnych aminokwasow byta zbyt
mata lub czas pomiaru byl za krotki, by moc zaobserwowaé aktywnos$¢ hydrolityczng dla tych

zwigzkow.
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5.1.3. Charakterystyka oczyszczonego enzymu z nasion rzepaku ozimego

W wyniku przeprowadzonej procedury oczyszczania ekstraktu biatkowego z nasion rzepaku
ozimego (opisanej w rozdziale 5.1.1.), otrzymano aminopeptydaze o aktywnoSci wlasciwej
788 mU/mg (wobec Leu-pNA jako substratu). Dla tego enzymu okreslono optimum pH, optimum

temperaturowe, stabilno$¢ temperaturowa, specyficznos$¢ substratowg oraz punkt izoelektryczny.

5.1.3.1. Optimum pH aminopeptydazy z nasion rzepaku

Bioragc pod uwage aktywno$¢ aminopeptydazy w ekstrakcie biatkowym z nasion rzepaku
wobec roznych substratow, zdecydowano, ze optimum pH zostanie wyznaczone dla trzech
aminokwasow, dla ktorych badany enzym wykazywat najwyzsze powinowactwo: Phe, Leu i Ala.

Badania wykonano w zakresie pH 5,0-10,0 (Rysunek 14). Wartos¢ pH, w ktorej enzym
wykazuje maksimum aktywnosci moze si¢ rozni¢ w zaleznos$ci od uzytego substratu. W zalezno$ci
od pH, tancuchy boczne aminokwasow moga ulegaé jonizacji, co moze wplywac¢ na strukture
przestrzenng biatka. Ponadto, wraz ze zmiang pH, jonizacji ulegaja tancuchy boczne aminokwasow
w centrum aktywnym enzymu, co moze mie¢ znaczenie w procesie tworzenia kompleksu
enzym-substrat. Zmiany pH moga réwniez wplywac na jonizacj¢ samego substratu czy kompleksu

enzym-substrat.

Relatywna aktywnosé (%)

—f—Phe —4—leu —&—Ala

Rys.14. Wplyw pH na aktywnos¢ oczyszczonej aminopeptydazy z nasion rzepaku wobec Phe-pNA,
Ala-pNA i Leu-pNA jako substratow.

Stosowane bufory: octanowo sodowy (pH 5,0 i 5,5), PBS (pH 6,0, 6,5 7,0), Tris-HC! (pH 7,5, 8,0 i 8,5) oraz weglanowy
(Na2CO;-NaHCO3) (pH 9,0, 9,51 10,0), aktywnosé oznaczano w temperaturze 37 °C, stupki bledéw reprezentujq odchylenia

standardowe Sredniej z trzech powtorzen, jako 100% przyjeto najwyzszq aktywnos$¢é wyznaczong dla substratu Phe-pNA.

W przypadku zastosowania Phe-pNA jako substratu, maksymalng aktywno$¢ obserwowano
w pH 6,5. Zaobserwowano rowniez mniejszy pik przy pH 9,0. Moze to by¢ efektem korzystnej, dla

przebiegu katalizy enzymatycznej, jonizacji aminokwaséw w centrum aktywnym enzymu zachodzacej
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w tym pH, badz tez jonizacji kompleksu enzym-substrat. Dla pozostatych substratow (Leu-pNA
i Ala-pNA) aktywnos$¢ utrzymywala si¢ na podobnym poziomie w szerokim zakresie pH (6,5-9,0),
przy czym mozna zaobserwowa¢ maksimum dla Leu w pH 7,0-7,5 oraz dla Ala w pH 7,5-8,5.

W literaturze dotyczacej charakterystyki aminopeptydaz roslinnych, optimum pH jest
najczesciej wyznaczane wobec substratu, dla ktorego enzym wykazuje najwyzsza aktywnosc.
W przypadku enzymoéw o stosunkowo szerokiej specyficznosci substratowej, czesto wyznacza si¢
optimum pH dla wiecej niz jednego substratu. W przypadku aminopeptydazy oczyszczonej z nasion
jeczmienia optimum pH wobec Phe-fNA i Leu-fNA wynosito 7,2, a dla dipeptydow i tripeptydu
(Phe-Ala, Leu-Tyr, Ala-Gly i Leu-Gly-Gly) oscylowato pomigdzy 5,8-6,5"". Innym przyktadem moga
by¢ aminopeptydazy z kukurydzy. Dla aminopeptydazy oznaczonej jako AMPI1, zaobserwowano
rézne optimum pH, w zaleznosci od uzytego substratu (7,0 wobec Leu-pNA i 8,0 wobec Arg-pNA).
Natomiast aminopeptydaza AMP2, z tej samej ro$liny najefektywniej hydrolizowala substraty:
Leu-pNA, Arg-pNA i Ala-pNA w tym samym pH 8,0,

Najczesciej aminopeptydazy wyizolowane z nasion roslin, wykazywaly optimum pH
pomigdzy 6,5 a 7,5. Jako przyklady mozna poda¢ aminopeptydazy z nasion grochu zwyczajnego
(optimum pH dla enzymu oznaczonego jako AP1, o aktywnos$ci wobec substratu z N-koncowa leucyna
oraz enzymu AP2, o aktywnosci wobec N-koficowej Ala bylo jednakowe i wynosito 7,0)®
Aminopeptydaza z nasion konopi siewnej wykazywata rowniez optimum pH 7,0 (substrat
Leu-pNA)®, podobnie jak aminopeptydaza cysteinowa z nasion moreli japonskiej o optimum
pH 6,5-7,0 (substrat Leu-SNA)'™ i aminopeptydaza z nasion gryki zwyczajnej (7,2 wobec
Leu-pNA)'". Takze aminopeptydaza leucynowa z nasion fasoli zwyczajnej wykazywata maksimum

aktywnosci w pH 7,0, dla substratow z N-koncowa leucyna, argining, alaning i metioning'®.

5.1.3.2. Optimum temperaturowe i stabilno$¢ termiczna aminopeptydazy

Z nasion rzepaku
Pierwszym etapem badan bylo wyznaczenie temperatury, w ktorej enzym wykazuje najwyzsza

aktywnos$¢. Badania przeprowadzono w zakresie temperatur 25-65°C. Wyniki przedstawiono

na rysunku 15.
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Rys.15. Zalezno$¢ aktywnosci aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego od temperatury, wyznaczona dla
substratow Phe-pNA, Ala-pNA i Leu-pNA

Czas inkubacji 10 minut, pH 7,0, za 100% przyjeto najwyzszq aktywnosé wobec Phe-pNA, stupki bledow reprezentujq odchylenia

standardowe Sredniej z trzech powtorzen

Najwigksza aktywno$¢, wobec substratu Phe-pNA, enzym wykazywat w temperaturze 40°C.
W temperaturze 25°C, obserwowano znacznie nizszg aktywno$¢ hydrolityczng, wynoszaca okolo
50% aktywnos$ci maksymalnej. W 30°C aktywnos$¢ ta wynosita juz 70%, a w zakresie temperatur
35-45°C enzym wykazywal ponad 80% swojej maksymalnej aktywno$ci. Powyzej 45°C, wraz
z dalszym wzrostem temperatury zaobserwowano drastyczny spadek aktywnosci. W 50°C aktywnos¢
enzymatyczna spadta do 20%. Natomiast w temperaturze 55°C i wyzszej nie obserwowano
aktywnos$ci hydrolitycznej badanej aminopeptydazy. W przypadku pochodnej leucynowej profil
zaleznoséci aktywnosci aminopeptydazy od temperatury byt podobny, a maksimum aktywnos$ci
obserwowano w 40°C. Dla tego substratu, nawet w 25°C aminopeptydaza wykazywata 67%
aktywnos$ci maksymalnej. W temperaturach wyzszych niz 40°C, spadek aktywnosci byl stopniowy,
a catkowita dezaktywacja enzymu nastgpita dopiero w 60°C. Podobng wrazliwo$¢ na temperatury
wyzsze niz 50°C miata aminopeptydaza wyizolowana z nasion stonecznika (substrat Leu-pNA)".
Natomiast dla Ala-pNA, profil aktywnos$¢ roznit sie¢ od tych uzyskanych dla pozostatych substratow.
Maksimum aktywno$ci zaobserwowano w 50°C. W nizszych temperaturach (25-37°C) aktywnos¢
enzymatyczna byla niska (od 2,7- 10,9%). Natomiast w temperaturze 55°C 1 wyzszej nastgpowat
gwaltowny spadek aktywnos$ci aminopeptydazy. Réznice pomigdzy optimum temperaturowym danego
enzymu wobec roznych substratow jest zjawiskiem rzadko opisywanym w literaturze i wcigz
oczekujacym na pelne wyjasnienie. Roznice w aktywnosci aminopeptydazy leucynowej |
z Aspergillus oryzae w réznych temperaturach zaobserwowano dla dwoch substratow Leu-SNA
i Leu-Gly-Gly. Aktywno$¢ wobec Leu-fNA (w pH 8,0) byta od 10 do 30% wyzsza niz w stosunku

do stosowanego tripeptydu®®.
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Stabilno$¢ termiczng badanego enzymu wyznaczono w zakresie temperatur 25-55°C,
inkubujagc go w danej temperaturze przez 15, 30, 45 lub 60 minut, (rysunek 16). W zakresie
temperatur od 25 do 40°C, enzym zachowywaty niemal 100% swojej poczatkowej aktywnosci, przez
co najmniej godzing. Po godzinnej inkubacji w temperaturze 45°C aktywno$¢ enzymatyczna obnizyta
si¢ o niemal 60%. W temperaturze 50°C i wyzszej, juz po 15 minutach zaobserwowano niemal

catkowita dezaktywacje.

|

Relatywna aktywnosé (%)
3

: "y - .

0 15 30 45
Czas (min)

S

25 ---B---30 —4—35 —m—37 40 —e—45 —B—50 @55
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Rys.16. Stabilno$¢ termiczna aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego

Substrat: Phe-pNA, pH 7,0; jako 100% przyjeto aktywnosé mierzong bezposrednio po dodaniu substratu do mieszaniny reakcyjne;.

5.1.3.3. Specyficzno$¢ substratowa aminopeptydazy z nasion rzepaku
Okreslono specyficzno$¢ substratowa oczyszczonej aminopeptydazy z nasion rzepaku
ozimego (tabela 21). Badania przeprowadzono w identyczny sposéb jak przy okreslaniu

specyficzno$ci substratowej w ekstrakcie biatkowym (rozdziat 5.1.2).

Tab.21. Specyficznos¢ substratowa oczyszczonej aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego

Substrat Aktywnos$¢ wlasciwa [mU/mg] | Relatywna aktywnos$¢* [%]
Phe-pNA 2570,6 100,0
Leu-pNA 409,7 15,9
Pro-pNA 232,4 9,0
Met-pNA 214,0 8,3
Ala-pNA 1712 6,7
Gly-pNA 68,5 2,7
Gly-Phe-pNA 49 0,2
Phe-Gly-pNA 0,0 0,0
Gly-Phe-Gly-Phe-pNA 0,0 0,0

*4ktywnos¢ mierzono w 37°C w buforze PBS o pH 6,5, substraty o stezeniu
1,3 mM. Jako 100% przyjeto aktywnosé oczyszczonego preparatu wobec Phe-pNA,
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Podobnie jak w ekstrakcie biatkowym, najwyzsza aktywnos¢ hydrolityczng zaobserwowano
dla Phe-pNA (2570,6 mU/mg). Drugim preferowanym substratem byt Leu-pNA (409,7 mU/mg).
Nizsze wartosci aktywno$ci wlasciwej otrzymano dla Pro-pNA, Met-pNA i Ala-pNA (odpowiednio
232,4, 214,0 i 171,2 mU/mg). Substrat z N-koncowsa glicyng byt hydrolizowany w stosunkowo
niewielkim stopniu 68 mU/mg. W stosunku do Gly-Phe-pNA aktywno$¢ aminopeptydazy wynosita
4,9 mU/mg. Nie zaobserwowano aktywno$ci badanego enzymu wobec Phe-Gly-pNA i tetrapeptydu
(Gly-Phe-Gly-Phe-pNA). Ze wzglgdu na to, ze brak w literaturze informacji o aminopeptydazach
z nasion rzepaku, mozna jedynie stwierdzi¢, ze otrzymane wyniki r6znia si¢ od danych literaturowych
dla kietkujacych nasion rzepaku. Aminopeptydaza opisana przez Barth’a i Hermann’a wykazywata
najwyzsza aktywno$¢ wobec substratu z N-koncowa alaning'®®.

Za pomocg programu Hyper32 wyznaczono Ky, i Vmax dla Leu-pNA oraz Phe-pNA. Wykresy
zalezno$ci szybkosci reakcji od stezenia substratu oraz wartosci Ky, i Viax dla dwoch substratow
zebrano w tabelach 22 i 23. Wartosci te wyznaczono r6znymi metodami: metoda Lineweavera-Burka,

metoda Eadie-Hofstee, metoda Hanesa-Woolfa oraz metoda krzywej hiperboliczne;.
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Tab.22. Parametry kinetyczne oczyszczonej aminopeptydazy oraz wykresy zaleznosci szybkosci reakcji

od stezenia substratu dla Leu-pNA

. . K V
Metod znaczania parametrow kinetycznych m max
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Tab.23. Parametry kinetyczne oczyszczonej aminopeptydazy oraz wykresy zaleznosci szybkosci reakcji

od stezenia substratu dla Phe-pNA

. 7 . Vmax
Metody wyznaczania parametréw kinetycznych Kn (uM) (uM/s)
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W przypadku substratu Leu-pNA, wartosci Kn I Vmax, Wyliczone na podstawie krzywej
zaleznosci szybkosci reakcji (V) od stezenia substratu (S), wynosilty odpowiednio 274,2+23 uM
i 68,443 uM/s. Zblizone wartoSci otrzymano stosujac metod¢ Eadie-Hofstee i Hanesa-Woolfa.
Dla substratu z N-koncowsg fenyloalaning, K, wynositlo 247,842 uM, a V. 401,8+45 uM/s
(na podstawie wykresu zaleznosci V od [S]). Zblizone warto$ci otrzymano stosujac metode
Lineweavera-Burka. Otrzymane warto$ci statej Michaelisa-Menten (K.,) dla uzytych substratow,
$wiadczag o wigkszym powinowactwie enzymu do fenyloalaniny niz do leucyny. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze wyliczona warto$¢ Vi dla Phe-pNA, jest prawie szeSciokrotnie wyzsza niz dla
Leu-pNA. Co oznacza, ze wysycenie enzymu substratem Phe-pNA nastepuje przy niemal
sze$ciokrotnie wyzszym stgzeniu substratu niz w przypadku Leu-pNA. Dla pordéwnania warto$ci
Km, dla aminopeptydazy z nasion innej rosliny oleistej (stonecznika), w stosunku do substratow
z N-koncowag leucyng i fenyloalaning réwniez byty zblizone (odpowiednio 257 i 333 uM),

jednoczesnie enzym wykazywat najwyzsza specyficznosé w stosunku do Phe-pNA",

5.1.3.4. Wplyw  inhibitorow oraz jonow metali na aktywnos$¢
aminopeptydazy z nasion rzepaku

Ze wzgledu na mechanizm hydrolizy, peptydazy moga by¢ podzielone na cztery klasy:
metaloproteazy, proteazy serynowe, proteazy aspartylowe i proteazy cysteinowe. Zwigzki uzyte
w niniejszych badaniach, sa inhibitorami charakterystycznymi dla poszczegolnych grup peptydaz.
Zastosowano m.in. trzy czynniki chelatujace, bedace inhibitorami metaloproteaz: EDTA, EGTA oraz
1,10-fenantroling. Zwiazki te r6znig si¢ powinowactwem do wybranych metali. EDTA na przyktad,
wykazuje silne powinowactwo do jondw magnezu, wapnia i zelaza. EGTA, to zwigzek o mniejszym
powinowactwie do magnezu, a wysokim do jondw wapnia'®. Natomiast 1,10-fenantrolina
charakteryzuje si¢ silnym powinowactwem do jondéw cynku, a niskim do jonéw wapnia. Dlatego tez,
na podstawie badan inhibicyjnych z tymi zwigzkami, mozna posrednio okresli¢, czy i jakie metale
znajduja sie w centrum aktywnym badanego enzymu, lub sa kluczowe dla jego aktywnosci.
W badaniach uzyto réwniez znanego inhibitora proteaz serynowych - fluorku fenylometylosulfonylu
(PMSF). Zastosowano takze E-54 (trans-epoksysukcynylo-L-leucyloamino-(4-guanidyno)butan),
ktory jest inhibitorem proteaz cysteinowych. Bestatyna z kolei, to zwigzek bedacy inhibitorem
typowym dla aminopeptydaz.

W badaniach jako substratu uzyto Phe-pNA, z uwagi na wysoka aktywno$¢, jaka enzym
wykazywal w stosunku do tego zwiazku. Enzym byt inkubowany z danym inhibitorem przez
30 minut. W tabeli 24 zebrano wyniki aktywnos$ci oczyszczonej aminopeptydazy z nasion rzepaku
ozimego, poddanej dziataniu poszczegdlnych inhibitoréw. Stezenia inhibitorow dobrano

eksperymentalnie oraz na podstawie danych literaturowych®*,
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Tab.24. Wptyw wybranych inhibitoréw proteaz na aktywno$¢ oczyszczonej

aminopeptydazy z nasion rzepaku o0zimego

. «
Inhibitor Stezenie [mM] Relatywna aktywn[g/soc] aminopeptydazy
Brak 0 100+1
33 50+4
EDTA 10 732
1 84+1
EGTA 10 99+2
1,10-fenantrolina 10 105+1
4 46+9
PMSF
2 64+3
0,1 94+4
Bestatyna
0,025 100+4
E-64 0,1 96+9

*Aktywnos¢ wyznaczono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0, inkubujgc enzym z danym
inhibitorem przez 30 minut, a nastgpnie dodajgc substratu (Phe-pNA).

Wraz ze wzrostem stgzenia EDTA aktywno$¢ badanego enzymu obnizata si¢, osiggajac
ostatecznie 50% aktywnosci przy stezeniu 33 mM. Inne badane zwiazki o wlasciwosciach
chelatujacych nie mialy wickszego wplywu na aktywnos$ci aminopeptydazy. Ponadto,
1,10-fenentrolina dziatata w niewielkim stopniu aktywujaco. Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)
rowniez wykazywal wiasciwo$ci inhibujace W obecno$ci tego zwigzku, obserwowano obnizenie
aktywnosci aminopeptydazy o 54% przy stezeniu inhibitora 4 mM. Bestatyna wykazywata bardzo
znikomy efekt inhibicyjny. Badania powtoérzono stosujac dtuzszy czas inkubacji (60 min i 24 h),
jednak uzyskane wyniki nie odbiegaly znaczaco od warto$ci uzyskanych we wcze$niejszym
eksperymencie. Otrzymane wyniki sugeruja, ze seryna odgrywa wazna rolg w aktywnosci badanej
aminopeptydazy. Ponadto, do osiaggniecia pelnej aktywnos$ci enzymu wymagana jest obecnosci jonow
metali. Najprawdopodobniej, jony metali niezbedne do uzyskania pelnej aktywnos$ci, sg zwigzane
z centrum aktywnym enzymu.

PMSF, ktory najsilniej hamowal aktywnos$¢ aminopeptydazy z nasion rzepaku, zostal rowniez
opisany jako inhibitor aminopeptydazy prolinowej z nasion orzachy podziemnej (orzech ziemny).
Enzym ten byt réwniez inhibowany przez zwiazki o duzym powinowactwie do grup sulthydrylowych
(spadek aktywnosci o ponad 60%)'®. Podobnie aminopeptydaza z fasoli zwyczajnej ulegata ponad
90% inhibicji pod wptywem p-(hydroksyrteciowego)benzoesanu sodu (pPOHMB) (zwigzek o duzym
powinowactwie do grup sulfhydrylowych) stosujac stezenie 0,08 mM. Na ten sam enzym inhibujacy
wplyw miaty zwiazki chelatujace (EDTA o stezeniu 0,03 mM i 1,10-fenatrolina o st¢zeniu 0,7 mM) -

stwierdzono spadek aktywnosci enzymu o okoto 44%°. EDTA i 1,10-fenetrolina hamowaty réwniez
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aktywno$é aminopeptydaz dwoch aminopeptydaz (oznaczonych jako AMP1 i AMP3) z kukurydzy'™.
Nie zaobserwowano natomiast wplywu EDTA na aminopeptydazy z grochu zwyczajnego, chociaz
jedna z nich w 100% byta inhibowana przez 1,10-fenantroling. Oba enzymy byty natomiast
inhibowane przez kwas p-chlororteciowobenzoesowy (0,1 mM, 98% inhibicji), ktory jest inhibitorem
proteaz cysteinowych'’,

Kolejnym waznym aspektem w charakterystyce enzymu, jest okreslenie wptywu jondw metali
na jego aktywnos$¢. W przypadku aminopeptydazy z nasion rzepaku, zbadano wpltyw jonéw wapnia,
magnezu, sodu, glinu, cynku, niklu, zelaza, baru manganu, kadmu i miedzi. Do badan zastosowano
roztwory soli tych metali. Enzym inkubowano przez 2 h, w temperaturze 4°C, stosujac roztwory
o stezeniu 0,1 i 1 mM, a nastgpnie oznaczano aktywno$¢ enzymatyczng wobec Phe-pNA. Wyniki

przedstawiono na rysunku nr 17.
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Rys.17. Wplyw jonow metali na oczyszczone aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego

Inkubacja 2 h, 4°C, substrat Phe-pNA, stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen.

Sposrdod badanych zwigzkow o stezeniu 0,1 mM, sole baru i sodu wykazywaly umiarkowanie
aktywujacy wplyw na badany enzym. Jony metali takie jak: Ca®, Mg® i AP nie wplywaly
na aktywno$¢ enzymatyczng. Niewielki efekt inhibicyjny zaobserwowano w przypadku uzycia
Mn*, Ni**, Fe*" i Cd*. Znaczaca inhibicj¢ enzymu spowodowala inkubacja z chlorkiem miedzi(II)
(aktywnos$¢ spadla o ok 60%). W przypadku chlorku cynku(Il), obserwowano spadek aktywnosci
0 prawie 35%.

W przypadku roztworéw soli o stezeniu 1 mM, zaobserwowano, ze jony Ca*’, Mg* i AI*
w dalszym ciagu nie wplywaly na aktywno$¢ aminopeptydazy, podczas gdy Ni’* powodowat
obnizenie aktywno$ci o prawie 70%. Zwigkszenie stezenia soli cynku nie wplyngto znaczaco
na spadek aktywnosci badanego enzymu (dla 1 mM ZnCl, wynosito 60% aktywno$ci maksymalnej,
podczas gdy dla 0,1 mM 65%). Siarczan zelaza(Il), o stezeniu 1 mM, powodowal catkowita inhibicje

badanego enzym. W przypadku zastosowania 1 mM roztwordéw soli baru, manganu, kadmu i miedzi,
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podczas oznaczenia wytracat si¢ osad, ktory uniemozliwial wykonanie pomiaru. Prawdopodobnie
powstaty osad byt wynikiem denaturacji biatka, spowodowanej zbyt wysokim stezeniem soli tych
metali.

W literaturze opisane sg aminopeptydazy aktywowane réoznymi jonami metali. Przyktadowo,
jony Mg* i Mn*, (o stezeniu 1 mM) powodowaly wzrost aktywno$ci aminopeptydazy z nasion
jeczmienia o 2-5%. Jony sodu, manganu(Il) i kobaltu(Il) dziataly aktywujaco na aminopeptydaze
leucynowa z nasion fasoli zwyczajnej, podczas gdy jony cynku dzialaly silnie inhibujaco™®.
W przypadku jonow rtgci i miedzi, zaobserwowano niemal 100% inhibicje aminopeptydazy z nasion
gryki zwyczajnej'”. Cynk w znacznym stopniu inhibowal takze aktywno$¢ czterech aminopeptydaz
z nasion kukurydzy (nazwanych AMP1, AMP2, AMP3 i AMP4),' jak réwniez aminopeptydaze
leucynowa z konopi siewnej®. W wielu przypadkach, mimo iz pewne stezenie jondw danego metalu
bylo niezbedne dla aktywno$ci enzymu (np. jony cynku w centrum aktywnym metaloproteaz),

to nadmiar moze dziata¢ dezaktywujaco™®.

5.1.3.5. Masa molekularna oraz punkt izoelektryczny aminopeptydazy

Z nasion rzepaku

Oznaczono mas¢ czasteczkowa oczyszczonego enzymu, stosujac kombinacje elektroforezy
Native-PAGE i barwienia enzymatycznego, wraz z elektroforeza SDS-PAGE. Po wybarwieniu zelu
po elektroforezie natywnej barwnikiem Coomassie Brilliant Blue, otrzymano osiem prazkéw o roznej
intensywnosci (rysunek 18, zel A). Wyliczone wspotczynniki ruchliwo$ci elektroforetycznej dwoch
prazkow, wykazywaly takie same Ry jak otrzymane dla prazkéw uzyskanych w wyniku barwienia
enzymatycznego. Wykonano elektroforeze SDS-PAGE  wyekstrahowanych z zZelu bialek,
wykazujacych aktywno$¢ hydrolityczng wobec Phe-pNA i Leu-pNA (na podstawie barwienia
enzymatycznego: $ciezka 3, zel B, rysunek 18). W wyniku przeprowadzonej elektroforezy otrzymano
jeden intensywny i jeden stabo widoczny prazek. Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono,
ze masa molekularna aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego, o aktywnosci wobec substratow
z N-koncowg leucyng i fenyloalaning, wynosita okoto 60 kDa (intensywny prazek). Dla stabo
widocznego prazka wyliczono mas¢ molekularng 55 kDa. Oznacza to, Ze w otrzymanym preparacie
znajdowaly si¢ co najmniej dwa biatka o aktywno$ci aminopeptydaz. Enzym o wyznaczonej masie
60 kDa wystepowatl najprawdopodobniej w wyzszym stezeniu. Wyznaczone masy molekularne byty
nizsze niz w przypadku opisanej w literaturze aminopeptydazy z kietkujacego rzepaku (79 kDa)™®.
Badany enzym posiadat jednak mase¢ molekularng zblizong do aminopeptydaz z innych roSlin,

np. jeczmienia (58 kDa)*® czy licieni orzeszka ziemnego (55-60 kDa)'®.
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Rys.18. Masa molekularna aminopeptydazy z nasion rzepaku ozimego wyznaczona metodg elektroforezy
natywnej i SDS-PAGE; A-elektorforeza natywna z barwieniem Coomassie Brilliant Blue i barwieniem
enzymatycznym; B-SDS-PAGE z wzorcami mas molekularnych (barwienie Coomassie Brilliant Blue); z6ttym
okregiem zaznaczono prazek odpowiadajacy oczyszczonej aminopeptydazie
Warunki elektroforezy natywnej: 60 V przez pierwsze 15 minut (wnikanie biatek do zZelu zatezajgceqo), 120 V przez 1 h (migracja biatek
w zelu rozdzielajgcym), temp. 5°C
Warunki elektroforezy SDS-PAGE: 60 V przez pierwsze 15 minut (wnikanie biatek do zelu zatgzajqceqo), 130 V przez 1,5 h (migracja biatek

w zelu rozdzielajgcym)

Dla badanego enzymu po elektroforezie Native-PAGE, wyznaczono punkt izoelektryczny
metoda ogniskowania izoelektrycznego. W oznaczanej probce zauwazono kilka prazkéw, potozonych
blisko siebie, o pl w zakresie 6,7-5,3. Punkt izoelektryczny badanego enzymu (gltéwny prazek,
najbardziej intensywny) wynosit 6,25 (rysunek 19). Wigkszo§¢ aminopeptydaz pochodzenia
ro$linnego charakteryzuje si¢ punktem izoelektrycznym o wartosci ponizej 7. Na przyktad, dla

175
4

aminopeptydaz z nasion sosny zwyczajnej, pl miesci si¢ w zakresie 4,2 - 4,4°". Aminopeptydaza

z nasion moreli japonskiej charakteryzowata sie pl na poziomie 4,9'%

, a pl dla aminopeptydazy
z grochu zwyczajnego, 0 specyficznosci wobec kwasu glutaminowego i asparaginowego (oznaczona
jako AP3) wynosit 5,2 - 54", Punkt izoelektryczny aminopeptydazy z bulwy ziemniaka wynosit
5,45'° Wyzsze wartosci punktu izoelektrycznego otrzymano dla aminopeptydaz z pomidora

(p! 6,2-6,4 dla 60 kDa LAP-A oraz pl 5,6-5,8 dla innej aminopeptydazy o0 masie 55 kDa)®.
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Rys. 19. Zel po ogniskowaniu izoelektrycznym — wyznaczanie punktu izoelektrycznego aminopeptydazy
z nasion rzepaku ozimego
Warunki elektroforezy: 100 V przez 1 h, 250 V przez 1 h, 500 V przez 30 min. Bufor katodowy: 50 mM roztwér NaOH,

bufor anodowy: 7 mM roztwér HzPO,.

5.2. Profil zmian aktywnos$ci aminopeptydaz w pierwszych godzinach rozwoju siewek rzepaku

Kietkowanie ros$lin jest waznym i skomplikowanym procesem, w ktory zaangazowanych jest
wiele enzyméw. Do enzymoéw tych mozna zaliczy¢ peptydazy, ktorych rolg jest miedzy innymi
dostarczanie wolnych aminokwaséw, w wyniku degradacji bialek zapasowych (proces mobilizacji
biatek zapasowych). Proces ten zwigzany jest z kolei z ekspresja genow aktywujacych proces syntezy

187

hydrolaz, w tym peptydaz™’. W skutek dziatania peptydaz na biatka zapasowe, uwalnianie sa krotkie
peptydy i aminokwasy, ktore nastepnie transportowane sg do zarodka. W zarodku wolne aminokwasy
i krotkie peptydy sa wykorzystywane do rozwoju i wzrostu mtodej rosliny™®"*®. W literaturze mozna
znalez¢ informacj¢ na temat roli endopeptydaz i1 karboksypeptydaz w procesie kietkowania
zboz"¥ %1% Niewiele jest natomiast informacji na temat zmian aktywnosci hydrolaz, a szczegolnie
aminopeptydaz w rzepaku. Z uwagi na ogromne znaczenie tych enzymow we wzro$cie i rozwoju
roslin, wazne jest wyznaczenie profilu zmian ich aktywnosci w pierwszych godzinach kielkowania
i wzrostu siewek rzepaku. Badania prowadzono dla rzepaku ozimego odmiany Bellevue, a aktywno$¢
aminopeptydaz monitorowano przez 144 h kietkowania, poczawszy od 24 h imbibicji, czyli
namaczania nasion. Nastepnie nasiona zostaly wysiane na plytki Petriego wylozone ligning i przez
kolejne 48 h przebywaly w ciemnosci. Przez nastgpne 72 h siewki rozwijaty si¢ w specjalnych,
kontrolowanych warunkach (temperatura 26°C, wilgotno$¢ 65%, tryb 16 h $wiatta i 8 h ciemnosci).
Aktywno$¢ aminopeptydaz analizowano z uzyciem szesciu substratow (Ala-pNA, Gly-pNA,
Leu-pNA, Met-pNA, Phe-pNA i Pro-pNA), a wyniki przedstawiono na rysunku 20. Punkt O oznacza

aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstrakcie z suchych nasion rzepaku.
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Rys.20. Profil zmian aktywnos$ci aminopeptydaz podczas pierwszych 144 h kietkowania
nasion rzepaku ozimego cv Bellevue,

Warunki: substrat 3 mM; bufor PBS pH 7,0, tempertura 37 °C, stupki bledéw reprezentujg

odchylenia standardowe sredniej z trzech powtorzen.
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W przypadku kietkujacego rzepaku najwyzsza aktywnos$¢ zaobserwowano w stosunku

do substratu z N-koncowg fenyloalaning, podobnie jak w nasionach. Maksimum aktywnosci

przypadato na 120 godzing kietkowania i wynosito 120 mU/mg. W dalszej kolejno$ci hydrolizowane

byly substraty z N-koncowa leucyng i alaning. Podczas wzrostu siewek rzepaku aktywno$¢ wobec

Ala-pNA oraz Leu-pNA byla zblizona, przez wigkszo$¢ czasu to Leu-pNA byt efektywniej

hydrolizowany. Jednak w 120 h kietkowania sytuacja ta ulegta zmianie. Aktywnos$¢ wobec Ala-pNA

wzrosta 1 byla wyzsza o 20 mU/mg od wartosci otrzymanej dla substratu z N-koncowa leucyna.

Zaskakujgca zmiana w stosunku aktywnosci wobec tych dwoch substratow powtarzata sig

wielokrotnie podczas badan nad wplywem czynnikéw stresowych na aktywno$¢ aminopeptydaz

w siewkach rzepaku na tym etapie wzrostu (rozdziat 5.4). W 144 godzinie, zalezno$¢ ta zndéw sig

odwrocita (Ala-pNA - 23,6 mU/mg, Leu-pNA - 37,2 mU/mg). Najnizsza aktywno$¢ podczas catego

badanego procesu kietkowania zaobserwowano dla Gly-pNA, aktywno$é¢ wobec tego substratu

utrzymywata si¢ na poziomie ok. 4,5 mU/mg, az od 120 h kietkowania, kiedy to wzrosta prawie

pigciokrotnie. Podobne zalezno$ci obserwowano dla substratow Met-pNA oraz Pro-pNA, najwyzsza
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aktywno$¢ wobec tych substratow obserwowana byta w 120 h uprawy i wynosita okoto 20 mU/mg.
Dla lepszego zobrazowania zmian w aktywno$ci aminopeptydaz w stosunku do poszczegdlnych

substratow podczas kietkowania, sporzadzono wykres krotnosci zmian aktywnosci (rysunek 21).

3,5

ey

2,5 1

TiuLLLﬂ

Phe Leu Ala Pro Met Gly

Krotnosé aktywnesc hydrolityczne] aminopeptydaz

M6h w12h ®24h w48h ®m72h ®m9%h wi120h wi44h

Rys.21. Zmiany w aktywnosci aminopeptydaz w siewkach rzepaku ozimego w poréwnaniu

do aktywnosci w suchych ziarnach (0 h).

Na podstawie rysunku 21 zauwazy¢ mozna pewne tendencje w zamianach aktywnos$ci
aminopeptydaz w stosunku do uzytych substratow. W poréwnaniu do aktywno$ci oznaczonej
w suchych ziarnach w 6 h wzrostu obserwuje si¢ ogolnie umiarkowany wzrost. W p6zniejszym etapie
(12-72 h) aktywno$¢ oscyluje wokot wartosci poczatkowej lub jest mniejsza. Poczawszy
od 96 h (oprocz aktywnos$ci wobec substratu z N-koncowa glicyng) obserwuje sie¢ wzrost aktywnosci,
az do maksimum w 120 h. Najwickszy wzrost aktywnosci stwierdzono dla substratu z N-koncowa
glicyna (ponad trzykrotny wzrost aktywnosci) i alanina (ponad 2,5-krotny wzrost aktywno$ci).
W dalszej kolejnosci najwiekszy wzrost w 120 h kietkowania obserwuje si¢ wobec substratu Pro-pNA.
Najmniejsze zmiany w aktywnosci obserwuje si¢ w stosunku do substratow z N-koncowa leucyna
1 fenyloalaning. Réznice w zmianach aktywnos$ci wobec poszczegdlnych substratdéw, moga swiadczy¢
0 obecno$ci wigcej niz jednej aminopeptydazy lub kilku izoform enzymu w ekstraktach z siewek
rzepaku ozimego. Szczegdlnie nalezy podkresli¢c wzrost ekspresji aminopeptydaz odpowiedzialnych
za hydrolize N-koncowych aminokwaséw o matym tancuchu bocznym (glicyna i alanina) oraz
aminopeptydaz odpowiedzialnych za hydroliz¢ N-koncowej proliny i metioniny. Kazdy z tych
aminokwasow pelni istotne funkcje w metabolizmie rosliny. Glicyna jest zrodtem azotu w procesie

oksydacyjnej dekarboksylacji, bierze udzial w procesie biosyntezy nukleotydow purynowych
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4192 Alanina bierze udziat

i akumuluje si¢ w ro$linie narazonej na wysokie zasolenie i susz¢
w ochronie rosliny przed stresem osmotycznym i stresem zwigzanym z zasoleniem. Ponadto, pod
wplywem aminotransferazy alaninowej jest bezposrednio przeksztalcana w pirogronian®®%. Prolina
z kolei, pelni role osmoprotektanta, krioprotektanta, antyoksydanta i substancji kompatybilnej
w stresie solnym, a takze wplywa na ekspresje licznych genéw, wzrost i rozwdj roslin*'%*%,
Natomiast metionina jest aminokwasem inicjujgcym synteze biatka, a ponadto przeksztalcana jest
w S-adenozylo-metioning, ktora dalej stuzy jako donor metylowy w reakcjach transmetylacji i jest

4,192

prekursorem syntezy etylenu, biotyny i poliamin™™° Wzrost zawarto$ci wybranych wolnych

aminokwasow zauwazono podczas kietkowania wielu gatunkow ro§lin np. orzachy podziemne;j

195

(metionina i prolina)™™, soi i fasoli zlotej (migdzy innymi glicyna, alanina, prolina, kwas

asparaginowy)™.

W kazdej fazie wzrostu rzepaku (imbibicja - namaczanie, wzrost w ciemnosci, wzrost
w $wietle) obserwowano osiagniecie pewnego maksimum aktywno$ci, po ktorym nastepowal jej
spadek. Na zmiany w profilu aktywnos$ci aminopeptydaz w tym procesie moga mie¢ wplyw procesy
fizjologiczne zachodzace podczas kietkowania i wzrostu roslin. Aktywno$¢ aminopeptydaz czesto
ro$nie podczas kietkowania i rozwoju siewek, co zwigzane moze by¢ z mobilizacjg substancji

zapasowych®#1%7

. Ponadto dostepno$¢ wody, a w dalszej kolejnosci odpowiednia temperatura
i $wiatlo sg najwazniejszymi czynnikami abiotycznymi warunkujacymi kietkowanie. Na poczatku
wzrostu, podczas imbibicji, w roslinach zachodzi gwattowna intensyfikacja oddychania i pobierania
wody. Najpierw przewaza oddychanie beztlenowe, skutkujace gromadzeniem si¢ etanolu, nastepnie
wraz z rozwojem mitochondriow zaczyna dominowaé oddychanie tlenowe. W fazie katabolicznej
nastgpuje hydroliza substancji zapasowych nasienia, co wymaga aktywnosci okre§lonych enzymoéw.
W przebiegu kietkowania i wzrostu biorg rowniez udziat regulatory wzrostu roslin, majace zdolnos¢
modulacji aktywnosci enzyméw (na przyktad auksyny i gibereliny)’. W zaleznosci od badanego
gatunku rosliny obserwuje si¢ rozne profile aktywnosci aminopeptydaz podczas kietkowania.
Przyktadem moga by¢ opisane w literaturze aminopeptydazy z siewek jeczmienia. Nasiona jeczmienia
po sterylizacji moczono przez 24 h w wodzie destylowanej, a nastepnie pozwolono na 48 h wzrost
w ciemnosci. Podczas wzrostu badano aktywno$¢ aminopeptydaz w stosunku do o$miu substratow.
W przypadku siewek jeczmienia wykryto, ze podczas pierwszych 24 h wzrostu, aktywnos$¢ enzymow
wobec badanych substratow stopniowo rosta, a nastgpnie w 72 h spadla nawet o ok 50% dla
Ala-, Gly-, Leu- i Phe-pNA. Natomiast aktywno$¢ wobec Arg- i Pro-pNA stopniowo rosta
do 72 h. Aminopeptydazy jeczmienia wykazywaly najwicksza aktywnos¢ w stosunku do substratu
fenyloalaninowego, a najnizsza w stosunku do Gly-, His- i Pro-pNA. Dalsze badania wykazaty

istnienie co najmniej 6 aminopeptydaz w ekstraktach z siewek jeczmienia'.

Natomiast dla
aminopeptydazy z siewek nikili indyjskiej aktywnos$¢ wobec substratu z N-koncowsg leucyng nie

zmieniata si¢ znaczaco przez analizowane pierwsze 72 h kietkowania™®.

-92 -



Ekspresja i aktywno$¢ enzymow moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od badanej czesci rosliny™.
Dlatego tez postanowiono zbada¢ poziom aktywno$ci aminopeptydaz w korzeniach siewek,
liScieniach oraz catych roslinach (rowniez z todyzkami) na etapie 120 h wzrostu. Otrzymane wyniki

przedstawiono na rysunku nr 22.
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Rys.22. Aktywno$¢ aminopeptydaz w korzeniach i li§cieniach oraz w calych siewkach
po 120 godzinach wzrostu.

Stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtérzen, rézne litery na stupkami oznaczajq istotne réznice

pomiedzy aktywnosciq wobec danego substratu, obliczone na podstawie testu Tukey'a HSD (a=0,5).

Niezaleznie od rozpatrywanej czesci rosliny najwyzsza aktywnos$¢ obserwowano dla Phe-pNA
jako substratu (nawet 120 mU/mg dla catych siewek), w dalszej kolejnosci hydrolizowane byty
Ala-pNA i Leu-pNA. Aktywnos¢ wobec pozostalych substratow byta na zblizonym poziomie
1 najczesciej nie przekraczata 20 mU/mg. Nie stwierdzono réznic w aktywnosci wobec Phe-pNA
w liScieniach i korzeniach (okoto 85 mU/mg). Dla Ala-pNA i Leu-pNA aktywno$¢ enzymatyczna
malata w szeregu: cate siewki>li§cienie>korzenie. Stosunek pomiedzy aktywnoscia wobec Phe-pNA
a Gly-pNA (czyli substratem najwydajniej hydrolizowanym i tym wobec ktdrego oznaczono
najmniejsza aktywno$¢) wynosit dla calych siewek 6,0, natomiast dla li§cieni i korzeni odpowiednio
4,7 1 4,9. Roznice te nie sa jednak na tyle duze, by moc upatrywaé przyczyny w odmiennych
procesach zachodzacych w poszczegdlnych czgsciach siewek rzepaku. Mozna zatem przypuszczac,
ze ekspresja genéw kodujacych aminopeptydazy w liscieniach i korzeniach siewek jest zblizona
na tym etapie wzrostu. Jednakowa ekspresje aminopeptydazy leucynowej stwierdzono takze
w bulwach, kwiatach, korzeniach, pakach i lifciach ziemniaka™. Natomiast w siewkach pszenicy
ozimej zaobserwowano roznice w aktywnosci aminopeptydaz w korzeniach i lisciach (w stosunku
do substratow z N-koncowa Gly, Leu, Lys i Met). W korzeniach rosliny obserwowano nawet
2-3-krotnie wyzsza aktywnos¢ aminopeptydaz dla substratow z N-koncowa Leu, Lys i Met.

W stosunku do Gly-pNA aktywno$¢ w lisciach byta niemal dwukrotnie wyzsza niz w korzeniach.
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Co cickawe, pewne rdéznice w aktywnos$ci aminopeptydaz wystepowaly tez miedzy roéznymi

odmianami tej samej rosliny (réznice do okoto 10%)™.

5.3. Charakterystyka aminopeptydaz z ekstraktéw z 120 h siewek rzepaku ozimego

Z uwagi na znaczacy wzrost aktywnosci aminopeptydaz w 120 h uprawy siewek rzepaku,
postanowiono scharakteryzowa¢ aminopeptydazy znajdujace si¢ w ekstrakcie z roslin, na tym wilasnie

etapie wzrostu.
5.3.1. Wplyw pH na aktywnosé¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

Réznice we wplywie pH na aktywno$¢ aminopeptydaz w zaleznosci od stosowanego substratu
sa znane dla aminopeptydaz z kukurydzy i jeczmienia'™*'"’. Badanie wptywu pH na aktywno$é
aminopeptydaz z siewek rzepaku, przeprowadzono wobec trzech substratow (stosujac dwa stgzenia
kazdego substratu). Otrzymany wykres zalezno$ci aktywno$ci aminopeptydaz z 120 h siewek rzepaku

0zimego przedstawiono na rysunku nr 23.
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Rys.23. Zaleznoé¢ aktywnosci aminopeptydaz w ekstrakcie ze 120 h siewek rzepaku ozimego od pH.
Oznaczenia wykonano dla trzech réznych substratéw (Ala-pNA, Leu-pNA i Phe-pNA) stosujgc dwa stezenia (3 i 1 mM), w 50 mM buforach:

octanowo sodowym (pH 5,0-5,5), PBS (pH 6,0-7,0), Tris-HCI (pH 7,5-8,5) i sodowo-weglanowym (pH 9,0-10,0), aktywnosé mierzono
w temp. 37°C, przez 10 minut; stupki bledoéw reprezentujg odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen
W zalezno$ci od stosowanego substratu maksimum aktywnosci obserwowano przy inngj
warto$ci pH. Dla Phe-pNA (3 mM) najwyzsza aktywno$¢ zanotowano przy pH 6,5. W zakresie
pH 5,5 — 8,0 enzymy zachowywaty ponad 60% swojej maksymalnej aktywno$ci. Analizujagc profil
aktywnosci zauwazono rowniez drugi pik przy pH 9,0, co moze sugerowac obecnos¢ wigcej niz jednej

aminopeptydazy). Najnizsza aktywno$§¢ w badanym zakresie pH obserwowano przy 5,0 Podobna
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zaleznos¢ obserwowano dla aminopeptydazy z kietkujacych nasion sosny zwyczajnej, gdzie
najwyzsza aktywno$é wobec substratu z N-koficowa fenyloalanina odnotowano réwniez w pH 6,5,
Dla substratu Ala-pNA, maksymalng aktywno$¢ hydrolityczng obserwowano w pH 8,0. Pokrywa sig¢
to z aktywnoscia oznaczong dla plastydowej aminopeptydazy alanylowej z kietkujacego buraka
cukrowego (optimum pH powyzej 8,0 substrat z N-koncowa alanina)*®.

W przypadku Leu-pNA jako substratu, najwyzsza aktywno$¢ obserwowano w pH 7,0. Wsrod
aminopeptydaz wyizolowanych z siewek, rozr6zni¢ mozna kilka enzyméw o optimum
pH oscylujacym wokot 7,0 wobec substratu Leu-pNA. Przykladem moze by¢ aminopeptydaza
leucynowa z simondsii kalifornijskiej (jojoba), w ktérej maksimum aktywnosci przypadato
na pH 6,9%°!, czy aminopeptydaza leucynowa z bobu o najwyzszej aktywnosci przy pH 7,5%. Przy
stosowaniu nizszego stezenia substratu (I mM) profile aktywno$ci aminopeptydaz byly niemal
identyczne (odpowiednio nizsze wartosci aktywnosci wtasciwej). Przy oznaczaniu profilu aktywnosci
aminopeptydaz obecnych w ekstrakcie z siewek rzepaku, w zaleznos$ci od pH, nalezy bra¢ pod uwage
mozliwo$¢ wystepowania wiecej niz jednej aminopeptydazy, ale takze wigcej niz jednej izoformy

danego enzymu®-*¢,

5.3.2. Wplhyw temperatury na aktywnos¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

Okreslono wptyw temperatury na aktywnos$¢ aminopeptydaz z 120 h siewek rzepaku ozimego.
Oznaczenia wykonano dla czterech substratow, w zakresie temperatur 25-65°C. Otrzymane wyniki

przedstawiono na rysunku 24..

Relatywna aktywnosé (%)

25 30 35 40 45 50 55 60 65

Temperatura (°C)

—&— Ala-pNA  —&— Leu-pNA  —— Phe-pNA Pro-pNA

Rys.24.Wptyw temperatury na aktywnos$¢ aminopeptydaz z 120 h siewek rzepaku ozimego
Substraty (Ala-pNA, Leu-pNA, Phe-pNA oraz Pro-pNA), zakres temperatur: 25-65°C, pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS
0 pH 7,0 relatywna aktywnosé (%) — jako 100% przyjeto najwyzszq aktywnosé dla danego substratu, stupki bledow reprezentujg odchylenia

standardowe Sredniej z trzech powtorzen
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Jak mozna zauwazy¢, temperatura, w ktorej enzymy osiggaty maksimum aktywnos$ci byta
rézna, w zaleznosci od stosowanego substratu. Dla substratow Leu-pNA, Phe-pNA, Pro-pNA i Ala-
PNA maksimum aktywnos$ci przypadato odpowiednio na 37, 40, 45 i 50°C. W przypadku Pro-pNA,
w temperaturze powyzej 45°C, aktywno$¢ enzymatyczna gwaltownie spadata. Podobna sytuacja miata
miejsce przy stosowaniu pochodnej leucyny jako substratu. Dla Ala-pNA, powyzej temperatury 50°C,
nastepowat stosunkowo tagodny spadek aktywnos$ci, a w temperaturze 65°C enzym zachowat prawie
40% maksymalnej aktywnosci. Otrzymane wyniki dla substratu z N-koncowa fenyloalaning i alaning
byly niemal identyczne jak uzyskane dla optimum temperatury dla oczyszczonej aminopeptydazy
z nasion rzepaku ozimego. Wyjatek stanowita stosunkowo wysoka aktywno$¢ aminopeptydaz wobec
Ala-pNA, w temperaturze 65°C. Mozna wnioskowaé, ze enzym odpowiedzialny za hydroliz¢ tego
substratu jest bardziej stabilny w wyzszych temperaturach, niz enzymy hydrolizujace pozostale
substraty. Alanina to wazny aminokwas, ktérego poziom ro$nie w odpowiedzi na stres osmotyczny,
alanina chroni rowniez strukture bialek przed skutkami zbyt wysokiego zasolenia®. Mozna zatem
przypuszczaé, ze aktywno$¢ aminopeptydazy alaninowej w tak szerokim spektrum temperatur jest
zwigzane z udzialem tego enzymu w odpowiedzi na stres temperaturowy. Otrzymane wyniki byty
zblizone do danych literaturowych. Przyktadowo, optimum temperaturowe dla siewek z pszenzyta
(substrat Pro-gNA) i licieni rzodkwi japonskiej (substrat z N-koncowg fenyloalaning) przypadato
na 37°C**. U innych gatunkéw roélin, najwyzsza aktywno$é obserwowano w wyzszych
temperaturach (na przyktad aminopeptydaza z lisci z nikli indyjskiej — optimum w temperaturze
40-50°C dla Leu-pNA)®’.

5.3.3. Wplyw soli metali na aktywnos¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

W ramach niniejszej pracy przeprowadzono rowniez badania wpltywu dwuwarto$ciowych
jonow metali na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku, zebranych w 120 h uprawy.
Zastosowano trzy substraty (Ala-pNA, Phe-pNA i Pro-pNA). Ekstrakty biatkowe z siewek
inkubowano z roztworami soli metali o st¢zeniu 0,1 mM przez 1 h, w temperaturze 4°C. Do badan
zastosowano nastepujace zwigzki: CaCl,, CdCl,, CoCl,, CrCl, CuCl,-2H,0O, FeSO4 MgCly,
MnCl,-14H,0, NiCl, i ZnCl,. Wyniki przedstawiono na rysunku 25.
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Rys.25. Wplyw soli wybranych metali dwuwarto§ciowych na aktywnos$¢ aminopeptydaz z 120 h siewek rzepaku
Substraty: Ala-pNA, Phe-pNA, Pro-pNA (1 mM), sole metali (0,1 mM roztwory wodne); stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe

Sredniej z trzech powtdrzen, gwiazdki nad stupkami oznaczajq poziom istotnosci (p) obliczony z wykorzystaniem
testu t-Studenta (n=3), (*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, | ****p<0,0001).

W zaleznosci od uzytego substratu zaobserwowano rdzng aktywno$¢ aminopeptydaz
w obecnosci soli matali. W przypadku Ala-pNA nie stwierdzono znaczacych roznic w aktywnosci
po zastosowaniu soli wapnia, chromu, Zelaza, magnezu, niklu czy cynku. Wzrost aktywnosci
zaobserwowano po inkubacji z Co?* i Mn?*, spadek za$ po zastosowaniu soli kadmu (spadek o 30%)
i miedzi (spadek o okoto 15%). Dla substratu z N-koncowa fenyloalaning dziatanie aktywujace
wykazywaly jony Ca®* i Cr*" (wzrost aktywnosci o okolo 15%). Jony Fe®*, Mg* i Mn?" miaty
umiarkowany, aktywujacy wplyw na badane enzymy (6-8%). Natomiast przy stosowaniu zwigzku
kobaltu nie zaobserwowano zmian w aktywnosci badanych enzyméw. Spadek aktywnosci wobec
Phe-pNA odnotowano po inkubacji z roztworami soli miedzi (ponad 50% utraty aktywnosci), kadmu,
cynku i niklu. W przypadku ostatniego z rozpatrywanych substratow (Pro-pNA) jony Cr®*, Cu®
i Mn?* obnizaty aktywno$¢ aminopeptydaz, pozostate sole nie wplywaly znaczaco na aktywnosé
badanych aminopeptydaz. Obserwuje si¢ podobienstwo wynikéw otrzymanych dla enzymow
w siewkach z otrzymanymi dla oczyszczonej aminopeptydazy z suchych nasion rzepaku (w stosunku
do Phe-pNA). W obu przypadkach obserwuje zblizone dziatanie soli miedzi i kadmu. W przypadku
aminopeptydazy z nasion nie obserwowano znaczacej aktywacji enzymu zadng z badanych soli
metalu. Obserwowane rdéznice, pomiedzy dziataniem poszczegélnych soli metali w przypadku

stosowania r6znych substratow, moga $wiadczy¢ o obecnoSci wigcej niz jednej aminopeptydazy
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w badanym ekstrakcie biatkowym. Otrzymane wyniki sg zblizone do badan wplywu jonow metali
na aktywno$¢ innych aminopeptydaz pochodzenia ros§linnego (najczgsciej jednak publikowane
sa badania, w ktorych uzyto tylko jednego (preferowanego) substratu). Przyktadowo podobny
inhibicyjny wpltyw dwuwarto$ciowych soli miedzi cynku i kadmu znany jest dla aminopeptydazy
prolinowej z siewek pszenzyta®. Inhibicyjne dzialanie jonéw miedzi niezaleznie od stosowanego
substratu jest cechg charakterystyczng dla aminopeptydaz leucynowych®. W dostepnej literaturze
odnotowuje si¢ zjawisko inhibicji aktywnosci aminopeptydaz i iminopeptydaz przez sole cynku,
miedzi i olowiu®***"*?2 Wedtug danych literaturowych jony Mg® i Mn*? maja aktywujacy wplyw

na aminopeptydazy z nikli indyjskiej®’, nasion jeczmienia® oraz ziemniaka™.

5.3.4. Oszacowanie masy molekularnej aminopeptydaz z 120 h siewek rzepaku

0zimego

Na podstawie wynikow badan nad wptywem temperatury i pH oraz wybranych soli metali
mozna wywnioskowac, ze w ekstraktach biatkowych z siewek rzepaku po 120 h wzrostu, znajduje sie
wiecej niz jedna aminopeptydaza. Sposobem na udowodnienie tej hipotezy jest proba rozdzielenia
tych enzymow za pomoca filtracji zelowej oraz technik elektroforetycznych, a nastepnie okreslenie ich
masy molekularnej. Pierwsza uzyta technika byla filtracja zelowa, na kolumnie wypelnionej zelem

Sephacryl HR-300 (rysunek 26).
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Rys.26. Profil elucji biatek obecnych w ekstrakcie z 120 h siewek rzepaku, z zaznaczonymi poziomami

aktywnosci aminopeptydaz wobec czterech substratow (Ala-, Leu-, Phe- i Pro-pNA);

na rysunku powigkszono fragment odpowiadajacy frakcjom 43 - 58

Parametry chromatografii zelowej: eluent: 50 mM bufor PBS (pH 7,0) z dodatkiem 0,1 M NaCl, natezenie przeptywu:

12 ml/min, objetos¢ frakcji: 1 ml, zloze Sephacryl HR-300 (1x50 cm)
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W wyniku przeprowadzonego eksperymentu otrzymano, nierozdzielone 3-4 piki aktywnos$ci
wzgledem Phe-pNA, (frakcje 46, 50, 52 i 55). Najwyzsza aktywno$¢ oznaczono we frakcji
50, co odpowiada masie molekularnej okoto 59,5 kDa. Frakcje analizowano rowniez pod katem
aktywno$ci wobec substratow Ala-pNA, Leu-pNA i Pro-pNA. Maksimum aktywno$ci wobec
substratu z N-koncowa alaning przypadato na frakcj¢ 49, co odpowiadato masie 68,5 kDa. Maksimum
aktywno$ci wobec substratu z N-koncowsa proling wykryto we frakcji 50 (co odpowiada masie
molekularnej 59,5 kDa). Aktywnos¢ wobec Leu-pNA byta najwyzsza w 52 frakcji (45 kDa). Profile
aktywnos$ci wobec poszczegdlnych substratow naktadaja si¢ na siebie. Stosunki aktywnos$ci wobec
poszczegdlnych substratow sa w zgodzie z wynikami otrzymanymi przy okreslaniu specyficznosci
substratowej aminopeptydaz z siewek rzepaku. Otrzymany profil elucji i aktywnoS$ci jest réwniez
bardzo zblizony do otrzymanego z biatkowego ekstraktu z nasion rzepaku ozimego (rysunek 12,
rozdzial 5.1.2). Swiadczy to najprawdopodobniej o obecnosci dwoch lub wiecej aminopeptydaz
o stosunkowo zblizonej masie.

Nastepnie przeprowadzono elektroforeze SDS-PAGE. Na zel elektroforetyczny nalozono
tylko biatko z aktywnych frakcji zebranych po filtracji zelowej. Po elektroforezie, wybarwieniu ulegly
dwa prazki biatkowe (rysunek 27).

250 kDa
150kDa

100kDa
75 kDa

60 kDa

50 kDa
50 kDa

37 kDa
25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa

Rys. 27. Wyniki elektroforezy SDS-PAGE frakcji aktywnych po filtracji zelowej ekstraktu biatkowego z siewek
rzepaku 0zimego; po lewej: SDS PAGE standardéw biatkowych; po prawej: fragment Zelu po elektroforezie

z dwoma wybarwionymi prazkami biatkowymi o masach ok. 50 i 60 kDa

Warunki elektroforezy: 60 V przez pierwsze 15 minut (wnikanie biatek do zelu zatezajqcego), a nastepnie przy 130 V przez
1,5 h (migracja biatek w zelu rozdzielajgcym)
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Dla jednego z wybarwionych biatek, na podstawie standardow biatkowych, okreslono mase
molekularng na poziomie okoto 50 kDa, co wydaje si¢ korespondowac z bialkiem o masie 45 kDa
(maksimum aktywno$ci wobec Leu-pNA), oznaczonym za pomoca filtracji zelowej. Dla drugiego
wybarwionego biatka okreslono mase¢ molekularng na poziomie okoto 60 kDa, co jest bardzo zblizone
dla wartosci 59,5 kDa (masa molekularna biatka o maksimum aktywnosci wobec Phe- i Pro-pNA).
Na zelu nie zaobserwowano pasma pochodzacego od biatka o masie 68,5 kDa, odpowiadajacego
maksimum aktywnosci wobec Ala-pNA. Otrzymane wyniki sa w zgodzie z otrzymanymi
w poprzednich badaniach nad aminopeptydazami z nasion rzepaku (rysunek 18, rozdziat 5.1.3.5).
W przypadku oczyszczonego preparatu otrzymano jednak tylko jeden prazek o wyliczonej masie
molekularnej 60 kDa®. Uzyskane badania sa rowniez zgodne z wynikami badan otrzymanymi dla
innych ro$lin oleistych np. aminopeptydaz z liscieni orzeszka ziemnego (55-60 kDa)'®. Takze
w niektorych zbozach (np. jeczmien, 58 kDa) masa molekularna oscyluje wokoél podobnych

wartosci®.

5.4. Wplyw wybranych czynnikéw abiotycznych i hormonéw roslinnych na aktywnosé

aminopeptydaz w siewkach rzepaku ozimego

Wzrost ro$lin determinowany jest przez wiele czynnikow, ktore mozna podzieli¢
na abiotyczne i biotyczne. Wérdd czynnikow abiotycznych rozrézni¢ mozna czynniki fizyczne
(drgania mechaniczne, promieniowanie, warunki klimatyczne, w tym ci$nienie, temperatura i inne)
i chemiczne (sktad chemiczny gleb i wod, zasolenie i trucizny $rodowiskowe np. zwigzki siarki,
WWA, metale cigzkie czy pestycydy). W badaniach nad wplywem wybranych czynnikow
abiotycznych na aktywnos$¢ aminopeptydaz w rzepaku ozimym zastosowano: niskg temperature
i ograniczenie dostgpu do $wiatla (czynniki fizyczne). Jako czynniki abiotyczne chemiczne
zastosowano sole siarki, fosforu, potasu, wapnia, magnezu i azotu (przedstawiciele makroelementow),
sole miedzi, zelaza, manganu, boru, cynku, molibdenu i niklu (mikroelementy) oraz sole dwoch metali
cigzkich: otowiu i rtgci. Ponadto, zbadano wptyw dwoch fitohormonéw (kwasu abscysynowego
i jasmonianu metylu).

(Zmiany w ekspresji gendéw kodujacych aminopeptydazy przektadaja si¢ na zmiany
w aktywnosci tych enzymoéw. Wszelkie opisane roznice w aktywnosci aminopeptydaz zwigzane
sg ze zmiang w ekspresji genow kodujacych te enzymy (zwigkszeniem ilosci enzymu w komorce) i nie
majg nic wspolnego ze zmiang funkcjonowania samego enzymu. Stosowanie skrotu myslowego
»zmiana/wzrost/spadek aktywno$ci aminopeptydaz” ma na celu utatwienie odbioru tekstu.)

Badania nad wplywem czynnikow abiotycznych na aktywnos¢ aminopeptydaz
przeprowadzono w czasie procesu kietkowania. Etapy kietkowania oraz proces pobierania materiatu

roslinnego przedstawiono schematycznie na rysunku 28.
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Sterylizacja, roztwér 1% Namaczanie (woda Kietkowanie w
NaClO, 15 min destylowana), 24 h ciemnosci, 48 h
Zamrozenie i przechowywanie pobranie materiatu Kietkowanie w kontrolowanych

warunkach (26°C, wilgotnos¢ 65%, 16 h

0,6 g -80°C roslinnego
@ Swiatta i 8 h ciemnosci), 96 h
Homogenizacja w zimnym mozdzierzu Homogenizacja w homogenizatorze
(50 mM bufor PBS (pH 7,0) 2 0,1 M |:> Pottera
dodatkiem NaCl)
Wysolenie

Wysolenie supernatant
siarczanem(VI)
amonu do 65%

supernatant siarczanem(VI)

amonu do 35%

Rozpuszczenie

Oznaczenie
osadu w buforze I:> aktywnosci
50 mM PBS (pH aminopeptydaz

7,0)

Rys.28. Standardowe warunki i tryb uprawy siewek rzepaku ozimego
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: : 7 : : 45,161,203
Procedurg uprawy rzepaku oraz pobierania probek opracowano na podstawie literatury ™"

1 zaadaptowano do szybkosci kietkowania badanej odmiany rzepaku. W momencie zbioru, siewki
w probie kontrolnej znajdowaly sie na etapie 10 w skali BBCH (liscienie calkowicie rozwinigte)?.
Pozwolilo to na ocen¢ réznic we wzroscie roslin w zaleznosci od stosowanego czynnika. Ponadto,
stosunkowo krotki czas uprawy ograniczat mozliwo$¢ zakazenia uprawy np.; grzybami

chorobotworczymi.
5.4.1. Wplyw niskiej temperatury

Niska temperatura stanowi jeden z najwazniejszych czynnikow, mogacych dziala¢ negatywnie
na wzrost i rozwdj roslin®. Wplyw niskiej temperatury na siewki rzepaku badano inkubujac
je w temperaturze 4°C przez 0,5, 1, 2,51 5 h, w 5 1 6 dobie wzrostu. Z uwagi na wysoka
mrozoodporno$¢ badanej odmiany rzepaku nie spodziewano si¢ istotnych roznic w aktywnosci
aminopeptydaz. W wyniku dziatania tego czynnika nie zauwazono istotnych roznic pomigdzy
wzrostem i rozwojem siewek rzepaku, szczegolnie przy inkubacji przez okres 0,5-2,5 h (rysunek 29).
Wida¢ natomiast roznice w jakosci siewek, w przypadku pigciogodzinnego narazenia siewek na niska

temperaturg (siewki byly mniej zielone i o dtuzszych todyzkach niz rosliny kontroli).

2,5 hwtemp. 4°C 5hw temp. 4°C

Rys.29. Wplyw niskiej temperatury na wzrost siewek rzepaku ozimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach
(26°C, wilgotnos¢ 65%, 16 h swiatlta i 8 h ciemnosci). Czynnik: niska temperatura (4°C) w 5 i 6 dobie wzrostu
przez odpowiednio 0,5, 1, 2,5 lub 5 h.
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W badaniach aktywnosci aminopeptydaz zawartych w ekstraktach z 144 godzinnych siewek
zaobserwowano umiarkowany wzrost aktywno$ci hydrolitycznej, szczegélnie w przypadku roslin
inkubowanych przez 0,5 h, w temperaturze 4°C (dla substratow z N-koncowg alaning, glicyna oraz

metioning) (rysunek 30).
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Rys.30. Wplyw niskiej temperatury na aktywnos$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych
50 mM bufor PBS o pH 7,0, stgzeniu substratu w prébee: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu uzyskanej dla proby

kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, gwiazdki nad stupkami oznaczajg, ze dany

wynik jest istotony statystycznie; poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3).

Dla pozostatych prob, obserwowano albo spadek aktywnosci, albo brak rdéznic w poréwnaniu
z kontrolg. Najwickszy spadek aktywnosci w stosunku do wszystkich substratow (o okoto 50%)
zaobserwowano dla ekstraktoéw z roslin przebywajacych najdluzej w niskiej temperaturze (5 h).
Doniesienia literaturowe dotyczace wplywu niskiej temperatury na aktywno$¢ aminopeptydaz nie
sa jednoznaczne. Znany jest zarowno wptyw aktywujacy jak i inhibujacy tego czynnika na aktywnos¢

68,100

aminopeptydaz metioninowych pochodzenia ro$linnego Brak jest doniesien dotyczacych

roslinnych aminopeptydaz leucynowych, prolinowych czy innych. Z uwagi na znaczenie proliny jako

krioprotektanta™®*

spodziewano si¢ raczej wzrostu aktywnosci hydrolitycznej w stosunku do substratu
z N-koncowa proling. By¢ moze, spadek aktywno$ci aminopeptydaz w siewkach najdluze;j
przebywajacych w niskiej temperaturze wynika ze spowolnienia metabolizmu. Nalezy réwniez
pamigtac, ze poszczegolne gatunki roslin, a nawet odmiany ro6znia si¢ od siebie tolerancja na niska
temperatur¢. Rzepak ozimy jest rosling o stosunkowo dobrej mrozoodpornosci. Jest ona jednak
w duzej mierze uwarunkowana stopniem przedzimowego zahartowania roslin®. O takim zjawisku nie
moze by¢ mowy w warunkach przeprowadzonych eksperymentow i dla tak mtodych roslin, jak badane

siewki rzepaku. Mozliwe, ze zastosowane warunki byly zbyt tagodne by mdc zaobserwowaé wigksze

réznice w aktywnos$ci aminopeptydaz.
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5.4.2. Wplyw ograniczenia dostgpu do swiatla

Ograniczenie dostepu do $wiatta wplywa znaczaco na wzrost i rozwdj roslin. W zaleznosci
od dlugosci okresu ograniczenia dostgpu do $wiatla, odpowiedz rodliny moze przybra¢ forme
od fotosyntetycznej aklimatyzacji do wigdnigcia roslin. Zalezne jest to zarowno od gatunku rosliny,
jak i jej wieku, a nawet od tego, czy w cieniu znajduje si¢ cata roslina czy tylko jej fragmenty®®.

Wplyw ograniczenia dostgpu do $wiatta na aktywno$¢ aminopeptydaz rzepaku, zbadano
stosujac metodyke uprawy przedstawiong na rysunku 28, do etapu kietkowania w ciemnosci (48 h).
Po tym etapie ro$liny przeniesiono do pomieszczenia o kontrolowanych warunkach temperatury,
wilgotnosci i naswietlenia. Poza proba kontrolng, rosliny zostaty zakryte nieprzepuszczajgcym swiatta
naczyniem na 24, 48, 72 1 96 h. Po tym czasie naczynie usunig¢to. Wszystkie rosliny zebrano w tym
samym czasie (144 h uprawy). Wzrost i wyglad siewek poszczegdlnych prob nie roznit si¢ od proby
kontrolnej. Wptyw zastosowanych warunkoéw na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych
z siewek rzepaku przedstawiono na rysunku 31. Dla lepszego zobrazowania roéznic w ekspres;ji
aminopeptydaz w siewkach rzepaku ozimego, w zalezno$ci od zastosowanych warunkéw, wyniki
przedstawiono jako relatywna aktywnos¢. Jako 100% przyjeto aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstrakcie
biatkowym z siewek proby kontrolnej, wyznaczong dla kazdego z substratow. Szereg aktywnosci
wobec poszczegélnych substratow przedstawiat si¢ tak samo jak w probie kontrolnej:

Phe-pNA>Ala-pNA> Leu-pNA> Met-pNA> Pro-pNA> Gly-pNA.
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Rys.31. Wplyw ograniczenia dostepu do §wiatta na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych

rzepaku o0zimego
50 mM bufor PBS o pH 7,0; st¢zenie substratu w prébee: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu uzyskanej dla

proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, trojkqty nad stupkami oznaczajgq,

ze dana wartos¢ nie rézni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

Zaobserwowano zwigkszenie aktywnosci aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z siewek
rzepaku po 24 h wzrostu w ciemnosci (wzrost o 70-170% dla wszystkich substratow z wyjatkiem

Gly-pNA). Natomiast w przypadku siewek przebywajacych w ciemnosci przez 48 1 72 h, aktywnos$¢
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aminopeptydaz roznita si¢ niewiele od kontroli. Jedynie dla substratu z N-koncowa glicyng
zanotowano spadek o ponad 60%, przy ograniczeniu dostgpu do $wiatta przez 48 h. Najwigksze
zmiany w aktywno$ci aminopeptydaz zaobserwowano w roslinach hodowanych przez caly czas
w ciemnosci (tzn. najpierw kielkowanie w ciemnosci, a potem 96 h wzrostu w ciemnosci). W tym
przypadku uzyskano ponad 5-krotny wzrost wobec Ala-pNA i Met-pNA jako substratow. Dla
Leu-pNA aktywno$¢ wzrosta o ponad 356%, a dla substratu z N-koncowa proling o 300%.
Zwigkszenie aktywnosci o 250% zaobserwowano dla Phe-pNA, a 0 163% dla Gly-pNA.

Ze wzgledu na brak literatury na temat wplywu ograniczenia dostepu $Swiatta na ekspresje
genow kodujacych aminopeptydazy w roslinach, mozna jedynie sugerowac, ze obserwowany wzrost
aktywnosci tych enzymoéw wynikal z intensyfikacji procesu mobilizacji substancji zapasowych. Proces
ten mial zapewni¢ roélinie konieczne do wzrostu zwiazki, ktére w normalnych warunkach
sa syntetyzowane z wykorzystaniem $wiatla, w procesie fotosyntezy. Jak wiadomo, enzymy
hydrolityczne, w tym aminopeptydazy, katalizuja reakcje degradacji substancji zapasowych®.
Niewielki wzrost aktywnos$ci aminopeptydaz na poczatku hodowli w ciemnosci, mogl wynikaé
z odpowiedzi rosliny na czynnik stresowy (Siewki podczas przeniesienia do pomieszczenia
o kontrolowanych warunkach temperatury i wilgotnosci byly narazone na $wiatlo (okoto 1 minuty)).
Po tym czasie roslina prawdopodobnie dostosowywala si¢ do ,,nowych” warunkéw, a uruchomienie
alternatywnego sposobu ($ciezki metabolicznej) zapewnienia odpowiednich zwigzkow, sity
redukcyjnej, a takze energii wymagato dtuzszego czasu. Takie wyniki potwierdzity znaczacy udziat
aminopeptydaz, w procesach majacych na celu zapewnienie ro$linie koniecznych do wzrostu

sktadnikow, szczegdlnie w warunkach stresowych.

5.4.3. Wplyw wybranych makroelementow

Do makroelementéw niezbednych kazdej roslinie zaliczy¢ mozna nastgpujace pierwiastki:
azot, fosfor, potas, siarke, wapn, magnez i chlor. Bardzo czgsto w literaturze opisywane sa skutki
niedoboru poszczegodlnych pierwiastkéw niezbednych®.

Zbadano wptyw wybranych makroelementow (siarki, fosforu, potasu, wapnia, magnezu
i azotu), w postaci roztworéow soli do podlewania, o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM. Uzyto
nastepujacych zwigzkow: (NH,;),SO,4, NH4H,PO,4, KCI, MgCl, CaCl, i NH;NOs. Podane substancje
czesto stanowia sktadniki srodkéw do nawozenia upraw®?®?®. Ponizej przedstawiono zdjecia roslin
tylko dla tych eksperymentow, w ktérych zastosowane roztwory soli widocznie wptywaty na wzrost
i rozwoj siewek. W przypadku KCl, CaCl,, MgCl; i NH4NO; nie stwierdzono roéznic w wygladzie

siewek poddanych dziataniu tych soli.
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5.4.3.1. Wplyw azotu

Azot jest najwazniejszym z makroelementow. Wchodzi w sktad kwasow nukleinowych,
biatek, chlorofilu i cytokin. Ro$linne tkanki moga zawiera¢ do 6% azotu w suchej masie. Jego
niedobér jest czynnikiem silnie ograniczajacym wzrost roslin®. Nawozenie azotem, gdy to mozliwe,
powinno by¢ przeprowadzane czgsto, w mniejszych dawkach (szczegdlnie w okresie intensywnego
wzrostu). W warunkach uprawy polowej jest to jednak trudne do wykonania i mato optacalne’.
Sumarycznie dawka azotu w nawozach dla upraw rzepaku powinna wynosi¢ od 100-200 kg N/ha®”’.
Azot pobierany jest przez rosliny w postaci jonéw NO3 i NH," (z czego jon NO; jest najwazniejszym
zrodlem azotu)®. Dlatego tez w eksperymencie uzyto NH,NO; (roztwory 0,3, 1,5, 3,0, 15 i 30 mM).
Stosowanie roztworéw o podanych stezeniach odpowiada sumarycznie dawkom azotu od 1,3 kg N/ha
(dla stezenia 0,3 mM) do 132,1 kg N/ha (st¢zenie 30 mM).

Uzyte dawki sa mniejsze lub mieszcza si¢ w zakresie ilo$ci stosowanych w uprawie polowej.
Ze wzglgdu na mtody wiek roslin oraz, fakt, ze nie sg uprawiane w glebie, a na sztucznym podtozu,
zastosowane stgzenia nie powinny by¢ bezposrednio porownywane z dawkami polowymi. Uwaga
ta dotyczy wszystkich eksperymentdw z makroelementami. Przypuszcza¢ mozna, ze w przypadku
braku istotnych roznic w wygladzie siewek, nie doszto do przekroczenia optymalnych dawek dla
danego makroelementu.

Siewki w momencie zbioru nie r6znily si¢ od proby kontrolnej podlewanej woda destylowana.
Najprawdopodobniej stosowane stezenia azotanu(V) amonu nie przekraczaty zalecanej dawki. Zmiany

w aktywnosci aminopeptydaz przedstawiono na rysunku 32.
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Rys.32. Wptyw podlewania roztowrami NH4;NOj3 na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w prébce: 1mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej, stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtdrzen, tréjkqty nad

stupkami oznaczajq, ze dana wartos¢ nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).
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Nie zaobserwowano znaczacych zmian w aktywnos$ci aminopeptydaz w ekstraktach
biatkowych z siewek podlewanych roztworami NH4NO;. Dla wigkszosci prob aktywnosé
aminopeptydaz nie roznila si¢ statystycznie lub byta nizsza od aktywnosci w kontroli. Jednocze$nie
dla zadnego z substratow nie zanotowano spadku aktywnosci enzymatycznej wigkszego niz 18%.
Natomiast dla substratu z N-koncowa glicyng zaobserwowano najwyzszy wzrost aktywnosci
(o 37,1%), dla siewek podlewanych roztworem soli o najwyzszym stezeniu. Brak jest doniesien
na temat bezposredniego wptywu nawozenia azotem na aktywno$¢ aminopeptydaz roslinnych. Jedyna
dostepna informacja dotyczy enzymdw zewnatrzkomodrkowych, pochodzacych od mikroorganizméw
bytujacych w glebie laséw liciastych. Nawozenie azotem nie wplywato znaczaco na aktywnos$¢ tych

3

enzymoéw?®. Najprawdopodobniej obecnosé jonéw NOz i NH," nie wplywa na ekspresje

aminopeptydaz siewek rzepaku ozimego.

5.4.3.2. Wptyw fosforu

Fosfor stanowi sktadnik wielu kluczowych zwiazkow (kwasy nukleinowe, fosfolipidy,
konenzymy), bierze tez udziat w reakcjach przenoszenia i akumulacji energii w komoérce®. Rosliny
wyksztalcity rézne mechanizmy majace zapobiec niedoborom tego pierwiastka. W momencie
wystagpienia deficytu fosforu, wzrost korzeni jest stymulowany, a u niektorych gatunkow roslin
wyrasta nawet specjalny typ korzeni (proteoidy), charakteryzujacy sie duza iloscig wlosnikow. Inne
rosliny wydzielaja przez korzenie kwasy organiczne majgce rozpusci¢ nieorganiczne fosforany
znajdujace sie w glebie®. Najczesciej stosowanym zwiazkiem w nawozeniu roélin jest fosforan amonu.

206,207

Srednio stosuje sie dawki fosforu od 50-100 kg P,Os na hektar . W eksperymencie stosowano pi¢é
stezen soli NH4H,PO,4 0,3, 1,5, 3,0, 15 i 30 mM, ktorymi podlewano rzepak od drugiej doby uprawy.
Catkowita dawka fosforu wynosita od 1,46 kg/ha (roztwor 0,3 mM) do 146,2 kg/ha (przy stosowaniu
roztworu 30 mM). Wyglad siewek w momencie zbioru, dla eksperymentu z uzyciem soli NH,H,PO,

przedstawiono na rysunku 33.
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NH4H2P04 3,0 mM NH4H2PO4 15,0 mM NH4H2P04 30’0 mM

Rys.33. Wptyw podlewania roztworami NH4H,PO,4 na wzrost siewek rzepaku ozimego
Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnos¢ 65%, 16 h Swiatta i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz dziennie,

od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

W przypadku stosowania NH,H,PO, jako zrodta fosforu, wraz ze wzrostem stezenia roztworu,
ktéorym podlewano siewki rzepaku ozimego, zaobserwowano spowolnienie wzrostu roSlin.
Zaobserwowano rowniez, ze siewki podlewane roztworami 15 i 30 mM posiadaja zotte zabarwienie
cze$ci liscieni. Ponadto, wraz ze wzrostem ste¢zenia stosowanego roztworu, samo podioze przybierato
z0lty a nastepnie rdzawy kolor. Obserwowany efekt musiat by¢ zwigzany z metabolizmem siewek,
same roztwory NH,H,PO, nie zmieniaty zabarwienia podtoza.

Podlewanie siewek rzepaku ozimego roztworami NH;H,PO, wptywato inhibujaco

na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z tych roslin (rysunek 34).
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Rys.34. Wptyw podlewania roztworami NH4H,PO4 na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzpeaku

po 144 h uprawy
Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probce: 1mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen; wszystkie

pomiary sq istotne statystycznie (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

W zaleznosci od stosowanego substratu, zaobserwowano obnizenie aktywnosci
aminopeptydaz o 30-70%. Najwickszy spadek zanotowano dla substratu z N-koncowa proling,
a najmniejszy dla Ala-pNA. Niezaleznie od stosowanego stezenia NH;H,PO,, spadek aktywnosci
oscylowat na podobnym poziomie dla danego substratu. Przenawozenie fosforem zwykle skutkuje
spowolnieniem przemiany materii w roslinach. Ponadto, nadmiar tego pierwiastka moze poprowadzié¢
do redukcji zawartosci chlorofilu, co udowodniono na przykladzie alg Azolla pinnata?®*%.
Obserwowany spadek aktywnosci aminopeptydaz moze by¢ skutkiem wiasnie spowolnienia
przemiany materii i metabolizmu siewek rzepaku. Z uwagi na stosowanie soli amonowej
w eksperymencie nastgpuje takze przenawozenie siewek rzepaku azotem (dla stezen 15 i 30 mM).

Jednak wyniki badan nad wptywem azotu w postaci azotanu amonu, wykluczajg radykalny wptyw

jonu NH;" na aktywno$¢ badanych enzymow.

5.4.3.3. Wplyw potasu

Gtowna rolg potasu w roslinach jest przede wszystkim aktywacja ponad 50 réznych enzymow
oraz neutralizacja anionéw organicznych i nieorganicznych w wakuolach?. Potas jest istotnym
makroelementem odgrywajacym kluczowg role w odpowiedzi roslin na stres abiotyczny i biotyczny.
Zastosowanie nawozow potasowych wplywa na ograniczenie zakazenia upraw grzybami, bakteriami
i ogranicza zerowanie insektow. Odpowiednie stezenie K™ w korzeniach dziala ochronnie przed
skutkami suszy oraz zwicksza tolerancj¢ na niska temperature’’. Nawozenie rzepaku potasem,

w zalezno$ci od zawarto$ci potasu w glebie i prognozowanego, plonu waha si¢ od 60-120 kg K;O
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na hektar®®’. Na rysunku 35 przedstawiono wplyw podlewania siewek rzepaku ozimego roztworami
chlorku potasu o stezeniach: 0,3, 1,5, 3,0, 15 i 30 mM, na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach
biatkowych z tych roslin. Roztwor 30 mM odpowiada nawozeniu na poziomie 184 kg/ha. Nie

obserwowano roznic we wzroscie 1 wygladzie roslin podlewanych roztworami KCl a kontrolg.
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Rys.35. Wplyw podlewania roztworami KCl na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probce: 1mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej, stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtdrzen; tréjkqty nad
stupkami oznaczajq, Ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna zauwazy¢ Scisty zwigzek miedzy aplikacja
jondw potasu, a wzrostem ekspresji genéw kodujacych aminopeptydazy, a co za tym idzie aktywnoS$ci
tych enzymow w roslinie, szczegdlnie w stosunku do substratu z N-koncowa glicyna. Najwigkszy
wzrost aktywnos$ci zaobserwowano dla stezen 0,3 i 1,5 mM, gdzie aktywno$¢ wzrosta 27-30-krotnie.
W przypadku stezenia 30 mM, obserwowano ponad 12-krotny wzrost. Dla pozostatych substratow
rowniez obserwowano wzrost aktywnos$ci, jednak zdecydowanie mniejszy niz w przypadku
N-koncowej glicyny. Nalezy podkreslic, ze dla substratu N-koncowa proling aktywnos¢
aminopeptydaz wzrosta o 253,8% (roztwor 1,5 mM KCI) i o 103,9% (roztwoér 15 mM KCl). Wobec
Ala-pNA jako substratu, najwyzszy wzrost aktywnosci, w porownaniu do kontroli, zaobserwowano
przy stosowaniu roztworu KCl o stezeniu 1,5 mM (wzrost 0 217,8%). Najmniejszy wzrost aktywnosci
zanotowano przy stezeniu KCl 15 mM (wzrost o 118,5%). Jony potasu nie wpltywaly natomiast
znaczaco na aktywno$¢ aminopeptydaz wobec N-koncowej fenyloalaniny (wzrost od 9,4 do 58%).

Przedstawione wyniki $wiadczg o tym, ze jedng z mozliwych §ciezek dziatania jondw potasu
w procesie ochrony ro$liny przed negatywnymi skutkami dziatania czynnikow biotycznych

i abiotycznych, jest udzial w aktywacji genéw kodujacych aminopeptydazy, co pozwala na wzrost
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stezenia tych enzymow w ro$linie. Aminopeptydazy z kolei, odszczepiajac N-koncowg glicyne,
alaning oraz proling z bialek, zapewniaja odpowiedni poziom tych aminokwasow. Jak wiadomo,
wszystkie te aminokwasy akumulujg si¢ w roslinie narazonej na stres (szczeg6lnie zasolenie, niska
temperatura, czy deficyt wody), pelniac rolg osmoprotektantow, a dodatkowo zrodia azotu (glicyna)
czy substratow dla innych enzymow (np. dla aminotransferazy alaninowej, gdzie alanina
przeksztatlcana jest w pirogronian)**®. Tak duzy wzrost aktywnosci wobec N-kofcowej glicyny,
$wiadczy o uruchomieniu mechanizméw, w ktérych znacznie wzrasta zapotrzebowanie na azot
(w postaci azotu organicznego), jak i sama glicyne (np. jako substratu dla kompleksu enzymatycznego
dekarboksylazy glicyny, w procesie fotooddychania). W literaturze mozna znalez¢ dane $wiadczace
o roznych reakcjach ro§lin nawozonych solami potasu, w aspekcie aktywno$ci aminopeptydaz. Czesto
jest to spowodowane analizg aktywnosci tych enzymow wobec substratéw innych niz te z N-koncowa
alaning, glicyng lub proling. Przykladowo, nie odnotowano znaczacych roéznic w aktywnos$ci
aminopeptydazy leucynowej w liSciach ziemniaka uprawianego na glebach nawozonych potasem,
w poréwnaniu do roslin pozbawionych nawozu'**. Nie mozna réwniez wykluczyé, ze sam chlorek
potasu dziata jako czynnik stresowy, jednak w takim przypadku nalezaloby si¢ spodziewac
odpowiedzi obronnej roslin w postaci stopniowego wzrostu aktywno$ci aminopeptydaz wraz

ze wzrostem stgzenia KCl.

5.4.3.4. Wptyw siarki

Siarka jest, obok azotu, jednym z najwazniejszych makroelementoéw. Stanowi czesto sktadnik
nawozOw mineralnych, najcze$ciej w postaci siarczanu(VI) amonu®’. Siarka wystepuje
w aminokwasach (cysteina i metionina) i odgrywa wazna rolg w budowie biatek (np. mostki
disiarczkowe). Zaréwno niedobor jak i nadmiar tego pierwiastka moze wplywaé negatywnie
4,212

na wielkos¢ 1 jako$¢ plonow™ . Rzepak nalezy do ro§lin o duzym zapotrzebowaniu na ten

makroelement (80-90 kg S/ha)®***. Dawka siarki podczas pojedynczego nawozenia nie powinna
jednak przekracza¢ 50 kg S/ha®®
(NH4),SO4 o stgzeniach: 0,3, 1,5, 3,0, 15 i 30 mM, co odpowiada dawce siarki od okoto 1,5 kg S/ha
(roztwor 0,3 mM) do 150 kg S/ha (roztwor 30 mM). Wyglad siewek w momencie zbioru

przedstawiono na rysunku 36.

. W eksperymencie uzyto do podlewania siewek rzepaku roztworow
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(NH4),S04 3,0 mM (NH,4),S04 15,0 mM (NH4),S04 30,0 mM

Rys.36. Wptyw podlewania roztworami (NH,),SO4 na wzrost siewek rzepaku ozimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnos¢ 65%, 16 h Swiatta i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami (NH.);SOs o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM
raz dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

W  przypadku stosowania roztworow (NH,),SO, obserwacje byly bardzo podobne
do obserwacji dla siewek podlewanych roztworami NH;H,PO,.
Podlewanie siewek rzepaku ozimego roztworami siarczanu(VI) amonu skutkowato ogolnie

spadkiem aktywnos$ci aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z siewek (rysunek 37).
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Rys. 37. Wptyw podlewania roztworami (NH,;),SO,4 na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probce: ImM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, trojkqty nad

stupkami oznaczajq, ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Wraz ze wzrostem stezenia siarczanu(VI) amonu, obserwowano coraz wigkszy spadek
aktywnos$ci aminopeptydaz, w stosunku do wszystkich substratow. Wyjatkiem byt roztwor 30 mM
(NH,)2SQ,, gdzie aktywno$¢ aminopeptydaz byta porownywalna z kontrolg dla substratu z N-koncowa
alaning oraz okolo 10-20% nizsza dla pozostatych substratow.

Znany jest wplyw roznych stezen siarki (w postaci SO,*) na wzrost i plonowanie rzepaku.
Zwicgkszenie zawartos$ci siarki w glebie skutkuje zwigkszeniem zawarto$ci suchej masy roslin rzepaku
ozimego. Jednoczesnie zbyt wysokie stezenie tego pierwiastka wplywa negatywnie na wysoko$¢
plonu (powyzej 0,123 g S nal kg gleby)?% Brak jest jednak doniesien na temat wplywu nawozenia

siarkg na aktywno$¢ aminopeptydaz w roslinach.

5.4.3.5. Wplyw magnezu

Magnez stanowi gtowny sktadnik chlorofilu i uczestniczy w regulacji pH w komoérkach®.
Jednorazowa dawka magnezu podczas nawozenia rzepaku powinna wynosi¢ 15-35 kg/ha®”.
W ramach niniejszych badan, rosliny, od drugiej doby uprawy, podlewano nast¢pujacym roztworami
MgCl, 0,3, 1,5, 3,0, 15 i 30 mM. Rosliny podlewane chlorkiem magnezu nie roznity si¢ w momencie
zbioru od siewek proby kontrolnej. Zmiany w aktywnos$ci aminopeptydaz spowodowane tym

czynnikiem przedstawiono na rysunku 38.
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Rys.38. Wptyw podlewania roztworami MgCl, na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probee: ImM, 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtérzen; tréjkgty nad

stupkami oznaczajq, ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Podobnie jak w eksperymencie z chlorkiem potasu, najwigkszy wzrost aktywnosci
zanotowano dla substratu z N-koncowa glicyng. Aktywno$¢ rosta wraz ze stosowanym stezeniem soli,
od 1,5 mM MgCl, (catkowita dawka 5,73 kg/ha). W siewkach podlewanych roztworem o najwyzszym
stezeniu MgCl,, obserwowano 20-krotny wzrost aktywnosci aminopeptydaz w stosunku do substratu
z N-koncowa glicyng. Dla pozostatych substratow, wzrost aktywnosci wynosit od 69,3-187,1% przy
stosowaniu chlorku magnezu o stgzeniu 30 mM (calkowita dawka 114,6 kg/ha). Tak wysoki wzrost
aktywnosci wobec Gly-pNA moze byé odpowiedzig na wysokie stezenie soli. Wysokie zasolenie
wplywa na rosling podobnie jak deficyt wody. Glicyna jest osmoprotektantem. Jednoczesnie wzrost
aktywnos$ci aminopeptydaz wobec substratu z N-koncowa proling (rowniez osmoprotektant) wyniost
jedynie 138,5 i 187,1% odpowiednio dla stezen MgCl, 15 i 30 mM. W dostepnej literaturze opisano
wplyw nawozenia magnezem na aktywnos$¢ aminopeptydaz wobec innych substratow niz N-koncowa
glicyna czy prolina. Znany jest przypadek spadku aktywnosci aminopeptydazy leucynowej z lisci

ziemniaka pod wplywem intensywnego nawozenia magnezem (o ponad 50%)"*

Nalezy wspomniec,
ze glicyna i magnez odgrywaja wazne role w procesie fotorespiracji w komorkach roslinnych. Proces
ten angazuje wiele enzymow wzajemnie od siebie zaleznych, w chloroplatach, mitochondriach
i peroksysomach. Magnez jest niezbedny do aktywacji karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-
bifosofranu (RuBisCO) - enzym odpowiedzialny za oddychanie komorkowe w chloroplastach.
W wyniku dzialania RuBisCO powstaje miedzy innymi fosfoglikan, ktory przenoszony jest

do peroksysoméw gdzie przeksztatcany jest do glioksalanu, a nastepnie w wyniku dwukrotnej
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transaminacji powstaje z niego glicyna. Ta natomiast transportowana jest do mitochondriow

i przeksztalcana w seryn¢ wydzieleniem czasteczki CO,, NHj, oraz NADH przez dekarboksylaze
glicyny

215-217

5.4.3.6. Wplyw wapnia

Wapn reguluje aktywnos$¢ wielu enzyméw w tym amylaz i fosfolipaz, stanowi réwniez
sktadnik pektyn i $cian komérkowych®. Wapn stosuje sie nie tyle do nawozenia ziemi, ale do regulacji
jej pH. W eksperymencie z udziatem chlorku wapnia stosowano pie¢ stezen soli 0,3, 1,5, 3,0, 151 30
mM, ktorymi podlewano rzepak od drugiej doby uprawy. Rosliny podlewane roztworami CacCl, nie
roznity si¢ w momencie zbioru od siewek proby kontrolnej. Zmiany w aktywnosci aminopeptydaz

spowodowane tym czynnikiem przedstawiono na rysunku 39.
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Rys.39.Wptyw podlewania roztworami CaCl, na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probee: ImM,; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, trojkqty nad
stupkami oznaczajq, ze dana wartos¢ nie rézni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

W wyniku podlewania siewek rzepaku ozimego roztworami chlorku wapnia otrzymano
niejednoznaczne wyniki. Brak bylo wyraznego trendu spadku lub wzrostu aktywnos$ci w zaleznosci
od stezenia stosowanej soli. Stosowane dawki w przeliczeniu na hektar, wahaja si¢ od 1,89 -189 kg/ha.
W zakresie stezen CaCl, 0,3-15 mM, zmiany aktywnosci nie przekraczaja 50%, za wyjatkiem
Gly-pNA i Pro-pNA. Dla tych substratow zaobserwowano stosunkowo wysoki wzrost aktywnosci
w siewkach podlewanych roztworem CaCl, 0,3 mM (o 87,7% dla Gly-pNA i 0 63,7% dla Pro-pNA).

Natomiast najwigkszy wzrost aktywnosci w stosunku do wszystkich substratow zaobserwowano dla
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ekstraktow z siewek rzepaku podlewanych roztworom chlorku wapnia o najwyzszym stezeniu
(od 75,5% dla Leu-pNA do 169,1% dla Gly-pNA). Otrzymane wyniki nie byly jednoznaczne. Mozna
jednak przypuszczaé, ze wysoka aktywno$¢ wobec substratu z N-koncowa glicyng i alaning przy
stosowaniu roztworu o najwyzszym stezeniu wynika z wysokiego zasolenia i zapotrzebowania
na osmoprotektanty. Wpltyw wapnia badano dotad tylko wobec aminopeptydazy leucynowej
z ziemniaka. Obserwowano spadek aktywno$ci tego enzymu w liSciach ziemniakéw nawozonych
nawozem zawierajacym wapn z jednoczesnym brakiem zmian w zawarto$ci wapnia w suchej masie

tych ligcit™.

5.4.4. Wplyw wybranych mikroelementow

Do mikroelementow niezbgdnych ro§linom zaliczy¢ mozna: molibden, miedz, cynk, mangan,
zelazo, bor, a takze nikiel. W przeprowadzonych eksperymentach zbadano wptyw wiekszosci
mikroelementdw na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z siewek rzepaku ozimego.
W tym celu, do podlewania stosowano roztwory wodne nastepujacych zwiazkéw: H3BO,,
Na,B,07-10H,;0, CuCl,-2H,0, FeClz;, MnCl,-14H,0, Na,M00O,-2H,0, NiCl,-6H,0, ZnCl,, o stezeniu
0,3, 1,5 30, 15 i 30 mM. Uzyto tych samych stezen roztworow co w eksperymentach
z makroelementami, by okresli¢ jak zmienia¢ si¢ bedzie aktywno$¢ aminopeptydaz w sytuacji nawet
kilkukrotnego przekroczenia optymalnej dawki danego mikroelementu. W przeprowadzonych
badaniach czesto stezenia 15 i 30 mM byly toksyczne dla rzepaku, co jest cieckawa obserwacja

ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania lokalnych zanieczyszczen wybranymi pierwiastkami.

5.4.4.1. Wplyw zelaza

Zelazo stanowi istotny mikroelement dla ro$lin. Pierwiastek ten wystepuje w wielu enzymach
oksydoredukcyjnych, stanowi rowniez aktywator w syntezie chlorofilu i niektdrych biatek. Rosliny
pobieraja zelazo w formie jonéw Fe®* i Fe** oraz w postaci chelatow”. Rzepak w ciagu catego okresu
rozwoju pobiera okolo 2 kg Fe/ha. Zazwyczaj zawarto$¢ tego mikroskladnika w glebie jest
wystarczajaca. W nawozach stosowanych w uprawie rzepaku zelazo stanowi zazwyczaj jeden z wielu
sktadnikow w ilosciach od 0,15 do 7,8% 2%,

W przeprowadzonym eksperymencie rzepak podlewano roztworami FeCl; o roznych

stezeniach. Wptyw chlorku zelaza(IIl) na wzrost siewek rzepaku przedstawiono na rysunku 40.
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FeCl, 3,0mM FeCl, 15,0 mM FeCl, 30,0mM

Rys.40. Wptyw podlewania roztowrami FeCl; na wzrost siewek rzepaku 0zimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnosé 65%, 16 h swiatta i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz

dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Rosliny podlewane roztworami FeCl; o stgzeniach 0,3 i 1,5 mM nie réznily si¢ znaczaco
od kontroli, mimo, ze byly to juz stosunkowo wysokie dawki tego pierwiastka (odpowiednio
catkowita dawka wyniosta 2,63 oraz 13,15 kg Fe/ha). Natomiast siewki rzepaku poddane dzialaniu
soli zelaza o stezeniu 3 mM wykazywaly ograniczony wzrost i obserwowano chloroze liScieni.
W przypadku roztworu 15 mM wzrost siewek byt bardzo ograniczony. Rzepak nadal kietkowat, ale
jego wzrost zatrzymat si¢ na poziomie 007-008 w skali BBCH (z okrywy nasiennej wylania si¢
hipokotyl z liscieniami i wzrasta ku gorze). Skutkiem podlewania rzepaku 30 mM roztworem FeCls
(catkowita dawka 263 kg Fe/ha) bylo niemal calkowite zahamowanie wzrostu siewek.

W ekstraktach biatkowych z siewek podlewanych roztworami 0,3 mM do 15 mM oznaczono
aktywno$¢ aminopeptydaz. Wyniki przedstawiono na rysunku 41.
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Rys.41.Wptyw podlewania roztworami FeClz na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stgzenie substratu w prébce: 1mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, trdjkaty nad
stupkami oznaczajq, ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Aktywnos$¢ aminopeptydaz z siewek rzepaku podlewanych roztworem 0,3 mM FeCl; nie
roznita si¢ od kontroli lub obserwowano nieznaczny wzrost aktywnosci (7% w stosunku do substratu
z N-koncowa metioning i 27% w stosunku do substratu z N-koncowg alaning). W przypadku wyzszych
stezen stosowanej soli (1,5 i 3 mM), aktywnos$¢ badanych enzymow w ekstraktach byt nizsza niz
w kontroli. Najwigkszy spadek zaobserwowano w stosunku do substratu z N-koncowa glicyna (o 68%
przy stosowaniu roztworu 1,5 mM 1 75% przy stosowaniu roztworu 3 mM). Aktywnos¢
aminopeptydaz podlewanych 15 mM FeCls, dla wigkszosci substratow nie roznita si¢ od kontroli.
Natomiast dla Pro-pNA i Gly-pNA byta nizsza od kontroli o odpowiednio 23 i 17%. Nieznany jest
bezposredni wptyw jonow zelaza na aktywnosé/ekspresje roslinnych aminopeptydaz. Prawdopodobnie
wyzsze stezenia tej soli, wplywajac negatywnie na wzrost ro$lin (spowolnienie i uposledzenie
wzrostu), wplywaja rowniez negatywnie na aktywno$¢ aminopeptydaz. Natomiast dla roslin
podlewanych roztworem 15 mM dziatanie tych enzymow jest zblizone do kontroli, mimo widocznie
gorszej kondycji siewek. Moze byc¢ to efektem zaangazowania aminopeptydaz w mechanizmy obronne
majace niwelowac skutki zbyt wysokiego stgzenia chlorku zelaza(Ill). Nalezy roéwniez wzig¢ pod
uwage inny niz w przypadku kontroli stopien rozwoju siewek. Jak udowodniono we wczesniej
opisanym eksperymencie (rysunek 17), poziom ekspresji aminopeptydaz rzepaku istotnie si¢ zmienia

podczas pierwszych 144 godzin kietkowania.
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5.4.4.2. Wptyw boru

Nie jest znana do konca fizjologiczna rola boru w ro$linach. Jego zawarto§¢ waha si¢
od 1-150 mg/kg suchej masy. Wiadomo, ze mikroelement ten uczestniczy w budowie $cian
komorkowych oraz w procesie podziatlu komérkowego. Bor bierze rowniez udzial w metabolizmie
weglowodanow®. Rzepak nalezy do roélin o stosunkowo duzym zapotrzebowaniu na ten
mikroelement. Jednorazowa dawka nawozenia borem powinna wynosi¢ 1,8-2 kg/ha, w tym celu
stosuje si¢ zarowno kwas borowy jaki i boraks. Cze$ciej stosuje si¢ kwas borowy, ze wzgledu
na dobra rozpuszczalno$é w zimnej wodzie®®.

Wptyw podlewania roztworami kwasu borowego na wzrost siewek rzepaku przedstawiono
na rysunku 42.

H,80, 3,0mM H,80,15,0 mM H,B0, 30,0mM

Rys.42. Wptyw podlewania roztworami HsBO,4 o r6znym stezeniu na wzrost siewek rzepaku ozimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnos¢ 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami soli o stgzeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz
dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

W  przypadku eksperymentu z borem zauwazono, ze rosliny podlewane roztworami
o matym stegzeniu (0,3 i 1,5 mM, co dopowiada catkowitej dawce odpowiednio 0,51 i 2,55 kg B/ha)
wykazywaly lepszy wzrost i wigcej nasion wykietkowato niz w kontroli. Rosliny podlewane
roztworem kwasu borowego o stezeniu 3 mM rowniez wykietkowaty, jednak widoczna byta chloroza
liscieni. Wyzsze dawki tego mikroelementu byly toksyczne dla siewek rzepaku (niemal catkowite

zahamowanie kietkowania nasion). Jest to zgodne z danami literaturowymi, wedtug ktorych
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przenawozenie borem skutkuje chloroza i nekroza lisci, ograniczeniem podziatu komorek korzenia,
pekaniem tkanek i obumieraniem™.
Do badan aktywnosci hydrolitycznej zebrano probki roslin podlewanych roztworami

0,3-3 mM oraz kontroli. Wyniki przedstawiono na rysunku 43.
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Rys. 43. Wptyw podlewania roztworami HsBO, na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

po 144 h uprawy
Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probee: ImM,; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, tréjkqty nad

stupkami oznaczajq, ze dana warto$¢ nie rézni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Dla wigkszosci badanych prébek nie obserwowano roznic w aktywnosci aminopeptydaz
w porownaniu z kontrolg. Jednie w przypadku ros$lin podlewanych roztworami o najwyzszym st¢zeniu
kwasu borowego, widoczny byt spadek aktywnos$ci wobec wigkszosci substratow o 20-35%. Dla
substratu z N-metioning obserwowano natomiast 20% wzrost aktywno$ci aminopeptydaz.

Brak jest doniesien na temat bezposredniego wplywu boru na aktywno$¢ aminopeptydaz.
Wiadomo jednak, ze wysoki poziom boru powodowat u Arabidopsis thaliana wzmozona ekspresje¢
genow biatek szoku cieplnego. Postuluje si¢, ze w odpowiedzi na toksyczne stgzenia boru w roslinach
uruchomiona zostaje odrebna, nie do konca poznana $ciezka odpowiedzi obronnej”*??. By¢ moze
staba reakcja ze strony aktywno$ci aminopeptydaz byla wynikiem odpowiedzi obronnej, nie

angazujacej badanych enzymow.
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5.4.4.3. Wpltyw manganu

Mangan jest pierwiastkiem niezbednym w fotosyntezie, aktywuje tez wiele enzyméw
(dekarboksylaz, dehydrogenaz). Rzepak nawozi si¢ manganem w ilosciach 100-150 g/ha®,
Podlewanie roztworami MnCl, 14H,0O siewek rzepaku, skutkowato ograniczeniem ich

wzrostu, szczeg6lnie w przypadku wysokich stezen (rysunek 44).

MnCl;-14H,0 0,3 mM MnCl,+14H,0 1,5 mM

MnCl,-14H,0 3,0 mM MnCl,-14H,0 15,0 mM MnCl,-14H,0 30,0 mM

Rys.44. Wptyw podlewania roztworami MnCl,-14H,0 na wzrost siewek rzepaku 0zimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnosé 65%, 16 h swiatta i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz
dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

W przypadku 15 mM roztworu MnCl,-14H,0 (catkowita dawka 130 kg Mn/ha), obserwuje si¢
chlorozg liscieni. Ze wzgledu na duze ograniczenie wzrostu siewek podlewanych roztworem
0 najwyzszym stezeniu soli manganu, nie zebrano probek do analizy aktywno$ci aminopeptydaz.

Wraz ze wzrostem st¢zenia stosowanego zwigzku rosta aktywno$¢ aminopeptydaz

w ekstraktach biatkowych z siewek rzepaku ozimego (rysunek 45).
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Rys.45. Wplyw podlewania roztworami MnCl,-14H,0 na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probee: ImM,; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen; tréjkqty nad
stupkami oznaczajq, ze dana warto$¢ nie rézni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

W przypadku stosowania MnCl,-14H,0, obserwowano spadek aktywnos$ci enzymatycznej
przy stosowaniu najnizszego stezenie soli. Podlewanie roztworami 1,5 i 3 mM nie wplyngto znaczaco
na aktywno$¢ aminopeptydaz w stosunku do kontroli. Natomiast w przypadku najwyzszego st¢zenia
stosowanej soli (15 mM), obserwowano radykalny wzrost aktywno$ci aminopeptydaz, szczegolnie
w stosunku do Gly- pNA (5,5-krotny), Pro-pNA (ponad 4-krotny) i Ala-pNA (3,5-krotny). Dla
substratow z N-koncowa leucyng, metioning i fenyloalaning aktywnos$¢ ta wzrosta o ponad 100%.

Aktywno$¢ aminopeptydaz (gdy sa to metaloenzymy) jest zalezna od obecnos$ci metali takich
jak magnez, mangan czy cynk. Dodatek tych metali, w ilosciach niezbgdnych do aktywacji
metaloenzymow, moze zatem powodowac wzrost ich aktywnosci, co zaobserwowano w badaniach
wptywu soli manganu na aminopeptydazy zawarte w ekstraktach biatkowych z siewek rzepaku
(rysunek 25). W przypadku badan wptywu soli manganu na wzrost roslin i ekspresj¢ aminopeptydaz
tendencje byly troche inne. Radykalny wzrost aktywnos$ci aminopeptydaz w siewkach podlewanych
roztworem 15 mM, wynikat raczej z reakcji obronnych rzepaku na ten czynnik lub ogdlne zasolenie.
Zasolenie gleby oznacza wysokie cato$ciowe stezenie soli rozpuszczalnych, a nie tylko jonéw sodu
czy potasu®. Szczegélnie wyrazny wzrost aktywnosci aminopeptydaz w stosunku do substratow
z N-koncowa glicyna, alaning i proling (bedacy skutkiem wzmozonej ekspresji gendow kodujacych
te enzymy), swiadczy¢ moze o uruchomieniu mechanizméw obronnych wobec wysokiego zasolenia.

Rosliny bronig si¢ przed tym zjawiskiem w podobny sposob jak przed deficytem wody, wytwarzajac
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duze ilosci osmoprotektantow (migdzy innymi wolna prolina, glicyna i alanina). Ponadto siewki
podlewane 15 mM roztworem byty na wezesniejszym etapie rozwoju niz rosliny kontroli.

W literaturze opisano wptyw zarowno deficytu jak i przenawozenia manganem na aktywno$¢
aminopeptydaz 50-dniowych siewek kukurydzy (badania te jednak prowadzono jedynie z uzyciem
substratu z N-koncowa lizyng). Ro$liny rosnace zarowno w ziemi ubogiej w ten pierwiastek jak
i przenawozone wykazywaly okoto 2-krotnie wyzszg aktywno$¢ aminopeptydaz zasadowych (pomiar
aktywnosci prowadzono w pH 8,0), w porownaniu do kontroli. Nadmiar manganu dziatat
niekorzystnie na aktywno$¢ aminopeptydaz kwasnych (pH 3,5) i neutralnych (pH 6,0) (spadek o okoto
20%)™2

5.4.4.4. Wptyw cynku

Cynk jest metalem wystepujacych w centrum aktywnym wielu enzymow, na przyktad
anhydrazy weglanowej, dehydrogenazy alkoholowej, dysmutazy ponadtlenkowej i innych. Pierwiastek
ten pobierany jest przez rosliny w postaci Zn®*, w nawozach najczesciej stosuje sie chlorki cynku, jego

207

siarczany lub chelaty Roslin oleiste nawozi si¢ cynkiem w ilosci 4-10 kg/ha®®’. Wplyw podlewania

siewek rzepaku roztworami ZnCl, przedstawiono na rysunku 46.

PR

ZnCl, 3,0mM Zncl, 15,0 mM ZnCl, 30,0 mM

Rys.46.Wptyw podlewania roztworami ZnCl, na wzrost siewek rzepaku 0zimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w $wietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnos¢ 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami soli o stgzeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz

dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.
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Podlewanie roztworami chlorku cynku nie wptywato negatywnie na wzrost roslin w zakresie
stosowanych stezen 0,3-3 mM (co odpowiada catkowitej dawce 3,08 -30,8 kg/ha). Powyzej tego
stezenia obserwuje si¢ ograniczenie wzrostu, chloroze liscieni i uposledzenie ich rozwoju.

Na rysunku 47 przedstawiono wpltyw podlewania roztworami ZnCl, na aktywnos¢

aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z siewek rzepaku.
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Rys.47. Wptyw podlewania roztworami ZnCl, na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w prébce: 1mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla préby kontrolnej,; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe sredniej z trzech powtérzen, wszystkie

otrzymane wyniki byly istotne statystycznie(poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

Niezaleznie od stosowanej dawki chlorku cynku, obserwowano znaczacy wzrost aktywnos$ci
badanych enzyméw. W przypadku stosowania roztworow 0,3-15 mM, wzrost aktywnosci dla
wigkszosci substratow znajdowat si¢ na podobnym poziomie (okoto 2,5-3-krotny wzrost). Natomiast
dla roslin podlewanych 30 mM roztworem obserwowano nawet 4-krotny wzrost aktywnos$ci
aminopeptydaz (substrat z N-koncowa glicyng i metioning). Moze to wynika¢ z faktu, ze rosliny
znajdowatly si¢ na innym etapie wzrostu niz kontrola (spowolniony wzrost). Z drugiej strony, wiele
ze znanych aminopeptydaz leucynowych to metaloenzymy posiadajace dwa atomy cynku w swoim
centrum aktywnym®. Dlatego tez pierwiastek ten jest niezbedny dla ich aktywnosci. Otrzymane
wyniki roznily si¢ znaczaco od tych, otrzymanych dla oczyszczonej aminopeptydazy z rzepaku czy dla
ekstraktow z 120 h siewek. W obu tych przypadkach inkubacja z sola cynku powodowata spadek
aktywnos$ci enzymatycznej. Wyniki otrzymane w niniejszych badaniach, byly zatem skutkiem
aktywujacego wptywu jonow cynku na mechanizmy ekspresji genow kodujgcych aminopeptydazy
w roslinie, migdzy innymi w odpowiedzi na czynnik stresowy. W literaturze najczesciej spotyka si¢

72202 Natomiast w Sytuacji

negatywny wplyw dodatku cynku na oczyszczone aminopeptydazy
poddania calej rosliny dziataniu soli cynku, ekspresja genow kodujacych aminopeptydazy moze by¢

-124 -



zwigkszona, tak jak w przypadku genu kodujacego aminopeptydaze prolinowa z pszenicy (TaPAPL).
Autorzy tych badan sugerowali, ze stres spowodowany duzym stezeniem cynku w pozywce stymuluje
ekspresje genoéw kodujacych aminopeptydaza prolinowa, w celu zwigkszenia zawarto$ci wolnej
proliny w komérkach roslinnych'®. Wyjasnienie to moze by¢ stuszne réwniez w przedstawionych
badaniach. Szczegdlny wzrost aktywnosci obserwuje si¢ wlasnie w stosunku do substratu
z N-koncowag proling, a takze glicyng 1 alaning. Aminokwasy te pelnia m.in. funkcje

osmoprotektantow.

5.4.4.5. Wptyw miedzi

Zawarto$¢ miedzi w roslinach waha si¢ od 1-30 mg/kg suchej masy. Miedz wystepuje w wielu
enzymach biorgcych udzial w procesach fotosyntezy, oddychania komoérkowego czy metabolizmie
cukrowcow i zwiazkow azotowych. Miedz jest pobierana przez rosliny gléwnie w formie Cu®*, a dla
roslin oleistych pojedyncza dawka doglebowa tego mikroelementu powinna wynosi¢ 10-20 kg/ha “#°".
Eksperyment z uzyciem roztworéw CuCl,-2H,O przeprowadzono dwukrotnie. Najpierw stosujac
standardowe stgzenia roztwordéw (od 0,3 do 30 mM), a nastepnie eksperyment powtoérzono z uzyciem
roztworé6w o mniejszym stezeniu (0,03 i 0,15 mM). Wynikato to z faktu, ze ekstrakty biatkowe
uzyskane z siewek podlewanych roztworami powyzej 0,3 mM byly zbyt metne, by mozliwy byt
spektrofotometryczny pomiar aktywno$ci aminopeptydaz oraz st¢zenia biatka. Najprawdopodobniej
miedZz w duzym stgzeniu powodowata denaturacj¢ biatek lub tworzenie agregatow biatkowych, ktore
wytracaty si¢ w stosowanym buforze fosforanowym. Na rysunku 48 przedstawiono wptyw podlewania
siewek rzepaku roztworami CuCl,'2H,O o stezeniach 0,03-30 mM, co odpowiadato
0,299 - 299 kg Cu/ha.
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CuCl,2H,0 1,5mM CuCl,-2H,0 3,0 mM CuCl,-2H,0 15,0 mM CuCl,-2H,0 30,0 MM

Rys.48. Wptyw podlewania roztworami CuCl,-2H,0 o réznym st¢zeniu na wzrost siewek rzepaku ozimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnos¢ 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami soli o stezeniach: 0,03, 0,15, 0,3, 1,5, 3, 15i 30 mM

raz dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Miedz w wigkszych ilosSciach dziala toksycznie na ro$liny, migdzy innymi, uposledzajac
wzrost systemu korzeniowego®. W przeprowadzonym eksperymencie toksyczne dzialanie uzytego
CuCl,2H,0 jest widoczne juz w przypadku roslin podlewanych roztworem o st¢zeniu 1,5 mM
(catkowita dawka 14,5 kg Cu/ha). Roztwory 15 1 30 mM byty na tyle toksyczne, ze rzepak nie
wykietkowat.

Oznaczenie aktywno$ci aminopeptydaz byto mozliwe dla siewek rzepaku podlewanych
roztworami CuCl,-2H,O o st¢zeniach 0,03, 0,15 i 0,3 mM. Otrzymane wyniki przedstawiono
na rysunku 49.
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Rys.49. Wpltyw podlewania roztworami CuCl,-2H,0 na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w prébce: 1mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, tréjkqty nad
stupkami oznaczajq, ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem
testu t-Studenta (n=3)).

Dla wszystkich substratow aktywno$¢ aminopeptydaz byla wyzsza w przypadku ro$lin
podlewanych roztworami o st¢zeniach 0,03-0,15 mM. Wzrost aktywnos$ci miescit si¢ w zakresie
od 16-70%. W przypadku 0,3 mM roztworu chlorku miedzi(I),aktywnos$¢ aminopeptydaz nie réznita
si¢ od kontroli (substraty z N-koncowa alaning i leucyng), lub byla nizsza o 15-33%. Spadek
aktywnosci obserwowany dla rzepaku podlewanego 0,3 mM roztworem soli miedzi jest w zgodzie
z wynikami otrzymanymi dla ekstraktow z 120h siewek rzepaku (rysunek 25, rozdziat 5.3.3).
W literaturze znany jest bezposredni wptyw miedzi na oczyszczone enzymy. Przyktadowo, inkubacja
z 1 mM roztworem soli miedzi prowadzita do 33% spadku aktywno$ci oczyszczonej aminopeptydazy
leucynowej z nasion jqczmieniags. Nie oznacza to jednak, ze miedZ w postaci stosowanej
do nawozenia roslin bedzie dziatata tak samo. Mikroelement ten dzialajac na cala rosling moze
wptywa¢ na ekspresje gendéw, w tym gendw kodujacych aminopeptydazy. Takie zjawisko
obserwujemy przy podlewaniu siewek roztworami soli miedzi o st¢zeniu 0,03 1 0,15 mM. Wyjasnienie
takiego zjawiska jest ztozone, gdyz moze si¢ na niego sktada¢ kilka czynnikéw. W odpowiedzi
na stres moglo dojs¢ do intensyfikacji ekspresji gendéw kodujacych aminopeptydazy, w celu
zapewnienia odpowiednej ilosci wolnych aminokwaséw. Natomiast po przekroczeniu pewnego
stezenia jonow miedzi doszto do zahamowania tych szlakow. Podobny, negatywny wpltyw miedzi
obserwowano dla liscieni fasoli (Phaseolus vulgaris L.), gdzie nastgpowata inhibicja badanych
aminopeptydaz. Skutkowalo to zatrzymaniem mobilizacji biatek zapasowych i zaburzeniami

w dystrybucji azotu na poziomie enzymatycznym. Sugerowano, ze jony miedzi powodowaty inhibicje
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sciezki metabolicznej zwigzanej z aktywno$cia aminopeptydaz, nazywang szlakiem ubikwityna-

proteasom?##%,

5.4.4.6. Wptyw molibdenu

Molibden wystepuje w roslinach w bardzo matych ilosciach. Jest niezbgdny dla prawidtowego
dzialania nitrogenazy i reduktazy azotanowej (enzymy zaangazowane w metabolizm azotu).
W eksperymencie zastosowano (NH;)¢Mo0;0,4, jest to zwigzek bedacy sktadnikiem nawozow

sztucznych. Dla rzepaku zalecana dawka molibdenu to 60 g/ha®*

. Zatem nawet najnizsze zastosowane
stezenia (NH;)sM0;0,4 przekraczaly kilkukrotnie zalecang dawke (przy stezeniu 0,3 mM catkowita
dawka Mo wynosita 3,17 kg/ha).

Wptyw podlewania rzepaku roztworami heptamolibdenianu amonu przedstawiono na rysunku

50.

kontrola (NHA)‘,J\/|O7O24 0,3mM (NH4)6M0 0..15mM

7724

A

0,,3.0mMm (NH,),M0,0,, 15,0 mM A

(NH4)6M07 24

Rys.50. Wptyw podlewania roztworami (NH,)sM0;04 na wzrost siewek rzepaku 0zimego; (A) - zdjecie

zabarwionych na niebiesko todyzek siewki rzepaku

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnosc 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz

dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Wraz ze wzrostem stezenia stosowanej soli obserwowano ograniczenie wzrostu siewek
rzepaku. Stezenia 15 i 30 mM okazaly sie toksyczne dla ro$lin, rzepak nie wykietkowal. Stezenie
30 mM odpowiadato dawce Mo na poziomie 317 kg/ha. Ponadto w wyniku stosowania (NH4)sM0;0,4
todyzki siewek przybraty niebieska barweg (rysunek 50 (A)). Przebarwienie todyzek jest efektem
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wzrostu stgzenia antocyjanin, ktore nastepuje w wyniku akumulacji molibdenu, z ktorym tworza
niebieski kompleks®.
Aktywnos$¢ aminopeptydaz oznaczono dla ekstraktow biatkowych z siewek podlewanych

roztworami molibdenianu o st¢zeniach 0,3, 1,5 1 3 mM (rysunek 51).
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Rys.51.Wptyw podlewania roztworami (NH4)sM0;0,4 na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stgzenie substratu w prébce: 1mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, trojkqty nad
stupkami oznaczajq, Ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Podlewanie siewek rzepaku roztworami molibdenianu amonu nie wptywato lub w niewielkim
stopniu obnizato aktywno$¢ aminopeptydaz. Jedynie dla substratu z N-koncowsg glicyna obserwowano
spadek aktywnosci o 40%, w stosunku do kontroli dla siewek podlewanych roztworami o st¢zeniu
0,31 1,5 mM. Brak jest doniesien na temat wpltywu tego mikroelementu bezposrednio na dziatanie
ro§linnych aminopeptydaz. Nalezy tez zwroci¢ uwage, ze rzepak podlewany 3 mM roztworem
znajdowal si¢ w widocznie wcze$niejszym stadium rozwoju niz kontrola i pozostale proby.
Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze mimo iz molibden w wysokich dawkach jest silnie
toksyczny w stosunku do siewek rzepaku, to nie ma bezposredniego wplywu na aktywnosé

aminopeptydaz w tej roslinie.

5.4.4.7. Wptyw niklu

Nikiel zaliczany jest do mikroelementéw od stosunkowo niedtugiego czasu (1991 rok)®®.

Pobierany jest w postaci Ni**. Zawarto$¢ tego pierwiastka w roslinach jest bardzo niska (0,1-1 mg/kg

s.m.). Stanowi sktadnik ureazy i wplywa na pobieranie przez roéling zelaza®. Nikiel jako dodatek
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, . . rros . 226
do nawozéw mineralnych wpltywa pozytywnie na mrozoodporno$¢ i plonowanie rzepaku™™.

W wiekszych ilo$ciach dziata silnie toksycznie na rosliny, co wida¢ na rysunku 52.

NiCl,-6H,0 3,0mMm NiCl,:6H,0 15,0 mM NiCl,:6H,0 30,0 mM

Rys.52. Wptyw podlewania roztworami NiCl,-6H,0 na wzrost siewek rzepaku ozimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnos¢ 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami soli o stezeniach: 0,3, 1,5, 3,15 i 30 mM raz

dziennie, od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Juz przy najnizszym stosowanym stezeniu (calkowita dawka 2,77 kg Ni/ha) obserwuje si¢
ograniczenie wzrostu siewek rzepaku i chlorozg liScieni. Wraz ze wzrostem st¢zenia rosliny nie tylko
kietkowaty wolniej ale tez charakteryzowaly si¢ nienaturalnie mniejszymi li§cieniami. Stezenie soli
15 mM (dawka 138,5 kg Ni/ha) i wyzsze okazaly si¢ toksyczne dla rzepaku. Ro$liny nie
wykietkowaty, nie zebrano probek do dalszych badan.

Wyniki badan nad aktywno$cia aminopeptydaz w ekstraktach z siewek podlewanych
roztworami soli niklu przedstawiono na rysunku 53.
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Rys.53.Wplyw podlewania roztworami NiCl,-6H,0 na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probce: ImM,; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki btedow reprezentujg odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, trojkqty nad
stupkami oznaczajq, Ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Mimo wysokiej toksyczno$ci niklu, nie zaobserwowano znaczacych zmian w dziataniu
badanych enzyméw w odpowiedzi na przenawozenie zwigzkiem niklu, w stosunku do wigkszosci
substratow. Jedynie dla Gly-pNA obserwowano stopniowy spadek aktywno$ci aminopeptydaz.
Natomiast w stosunku do Leu-pNA aktywno$¢ byla prawie dwukrotnie wyzsza w roslinach
podlewanych roztworami 0 Stezeniu 1,5 i 3 mM. Taka zmienno$¢ w dzialaniu na roslinne
aminopeptydazy mogta by¢ spowodowana faktem, ze metal ten wplywa na metaloenzymy, oraz moze

227 . . . g
. Brak jest doniesien na temat

wigza¢ si¢ w centrum katalitycznym nie-metaloenzymow
bezposredniego wplywu tego mikroelementu na aminopeptydazy ros§linne. Natomiast otrzymane
wyniki sg w zgodzie z badaniami przeprowadzonymi na ekstraktach z 120 h siewek rzepaku.
Aktywno$¢ enzyméw inkubowanych z dodatkiem soli niklu (0,1 mM) nie réznita si¢ znaczaco

od kontroli (analizy prowadzono wobec substratow z N-koncowg alaning, fenyloalaning i proling).
5.4.5. Wphyw metali ciezkich

Badania nad wplywem metali cigzkich na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach
biatkowych z siewek rzepaku ozimego przeprowadzono stosujac zwigzki kadmu, olowiu i rtgci.
Wymienione pierwiastki nalezag do grupy metali cigzkich o bardzo wysokim stopniu potencjalnego

-+103

zagrozenia. Cd, Pb i Hg nie pelnig w organizmach ro$linnych zadnej znanej funkcji~". Do badan uzyto

roztworéw CdCl,, Pb(NOs), i HgCl, o stezeniach 0,3, 1,5, 3, 151 30 mM.
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5.4.5.1. Wptyw kadmu

Kadm, w postaci jonu Cd** (forma najczeiciej wystepujaca w glebie) jest tatwo pobierany
przez system korzeniowy ro$lin. Objawy toksycznosci tego pierwiastka pojawiajg si¢ juz przy
zawartosci w glebie na poziomie 5-30 mg/kg. Kadm powoduje zaburzenia w przebiegu fotosyntezy
oraz przemiany zwigzkow azotowych. Wpltywa na zmiany w strukturze DNA oraz
w przepuszczalnosci bton komérkowych. Jego silna toksyczno$¢ wynika z tatwosci z jaka pierwiastek
ten tworzy wiazania kowalencyjne i jonowe z atomami wodoru, tlenu i siarki*®*?%,

W przeprowadzonym eksperymencie zastosowano chlorek kadmu(ll) w roztworach
do podlewania o stezeniu 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM. Wplyw stosowanych roztwordw na wzrost i rozwoj
siewek rzepaku przedstawiono na rysunku 54.

| ﬁ4 -

cdcl, 3,0mMm €dcl, 15,0 mm cdcl, 30,0mM
Rys.54. Wptyw podlewania roztworami CdCl, na wzrost siewek rzepaku ozimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnosé 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami o stezeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz dziennie, od

drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Negatywny wplyw jonow kadmu widoczny byt juz w probce podlewanej roztworem
o stezeniu 0,3 mM (chloroza liscieni). Wraz ze wzrostem stezenia obserwowano spowolnienie rozwoju
siewek, ograniczenie ilosci kietkujacych nasion oraz spadek zawartosci chlorofilu. Rzepak nalezy
do hiperakumulatorow i jest zdolny gromadzi¢ duze ilosci kadmu w swoich organach
wegetatywnych®®,

Wpltyw podlewania roztworami soli kadmu na aktywno$ci aminopeptydaz w ekstraktach

biatkowych z siewek rzepaku ozimego przedstawiono na rysunku 55.
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Rys.55. Wptyw podlewania roztworami CdCl, na aktywno$¢ aminopeptydaz siewkach rzepaku

po 144 h uprawy
Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probee: ImM,; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej,; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen; tréjkqty nad
stupkami oznaczajq, ze dana warto$¢ nie rézni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Zastosowanie roztworoOw chlorku kadmu do podlewania siewek rzepaku, skutkowalo
wzrostem aktywnos$ci aminopeptydaz w stosunku do dwoch substratow (N-koncowej glicyny
i proliny). W stosunku do Gly-pNA obserwowano okoto 4,5-krotny wzrost aktywnosci, dla Pro-pNA
wzrost byl 6-krotny, niezaleznie od stosowanego stezenia. Dla pozostatych substratow aktywnosé
aminopeptydaz zmieniata si¢ w stosunkowo niewielkim stopniu (do 50% w przypadku Ala-pNA) lub
nie roznita si¢ od kontroli. Obserwowana zmiana aktywnosci w stosunku do substratow z N-koncowa
glicyna i proling byta najprawdopodobniej odpowiedzia na stres zwigzany z obecnoscia toksycznych
jondéw, a takze zasoleniem i zwigzanym z tym zapotrzebowaniem na zwigkszone ilosci
osmoprotektantow. Zaréwno glicyna jak i1 prolina sg aminokwasami pelnigcymi istotne role
w tolerancji/aklimatyzacji roslin na stres”*?!. Dodatkowo, ze wzgledu na zaburzenia przemiany
zwigzkow azotowych w obecnosci jonow kadmu, wysoka aktywnos¢ wobec N-koncowej glicyny
moze wynika¢ z roli tego aminokwasu jako zrodta azotu (tzw. azotu organicznego). Podobny efekt
dzialania jonéw kadmu opisano dla aminopeptydazy prolinowej z siewek pszenzyta rosnacych
na pozywce zawierajacej chlorek kadmu (o$miokrotny wzrost aktywnosci)®™. W literaturze opisano
takze przypadki zwigkszonej ekspresji i aktywnosci innych aminopeptydaz w odpowiedzi na dziatanie
kadmu. Przyktadowo, chlorek kadmu wptywal na wzrost aktywnos$ci aminopeptydazy leucynowej
w korzeniach pomidora. Obserwowano wzrost aktywnos$ci hydrolitycznej w stosunku do substratow
z N-koncowa leucyna i lizyng (5-krotny wzrost aktywnosci), metioning (4-krotny wzrost aktywnosci),

105

proling i argining (okoto 2-krotny wzrost aktywnosci) Aktywno§¢ dwodch aminopeptydaz
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z peroksysomow siewek grochu zwyczajnego wzrosta natomiast o 55 i 31%, w stosunku do substratu
z N-koncowa leucyna'®. W siewkach ryzu jony kadmu powodowaty natomiast spadek aktywnosci

aminopeptydazy leucynowej o 30-50%°%.

5.4.5.2. Wptyw olowiu

Otéw w niewielkich ilo§ciach naturalnie wystepuje w roslinach, jednak jego nadmiar
ma dziatanie toksyczne. Olow dziata negatywnie na procesy fotosyntezy, metabolizm azotu i podziat
komorek roslinnych'®. Pierwiastek ten moze sie¢ akumulowaé w duzych ilosciach w roslinach, zanim
nastapi zauwazalny toksyczny efekt. W ten sposob otow przedostaje si¢ w gore lancucha
pokarmowego®**,

Wplyw podlewania siewek rzepaku roztworami azotanu otowiu(Il) przedstawiono

na rysunku 56.

Pb(NO,), 3,0mM Pb(NO,),15,0 mM Pb(NO,), 30,0 mM

Rys.56. Wptyw podlewania roztworami Pb(NO;), na wzrost siewek rzepaku ozimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnosé 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami o stgzeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz dziennie,

od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Podlewanie roztworami otowiu powodowato chlorozg liscieni i znaczne ograniczenie rozwoju.
Powyzej stezenia 1,5 mM wzrost rzepaku byl na tyle zahamowany, Ze nie zebrano probek do dalszych
badan.

Wplyw jonoéw otowiu na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach z siewek rzepaku ozimego

przedstawiono na rysunku 57.
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Rys.57.Wptyw podlewania roztworami Pb(NO,), na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0, stgzenie substratu w probce: ImM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, tréjkqty nad
stupkami oznaczajq, ze dana wartosé nie rozni sie statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Podlewanie roztworami azotanu otowiu(Il) wptyn¢to na wzrost aktywnosci aminopeptydaz,
w stosunku do substratow z N-koncowa glicyng i proling. Podobnie jak w eksperymencie z kadmem
nie obserwowano znaczacych roznic w aktywnosci aminopeptydaz w stosunku do pozostatych
substratow.

Otrzymane wyniki sugeruja aktywacje S$ciezek obronnych, przeciwdziatajacych skutkom
toksycznego dziatania otowiu, a prowadzacych do zwigkszenia zawartosci osmoprotektantow i azotu
organicznego w komorkach rzepaku. Brak jest bezposrednich doniesien dotyczacych wplywu otowiu

na roslinne aminopeptydazy.

5.4.5.3. Wplyw rteci

Dziatanie toksyczne rteci w komoérkach roslinnych polega na zdolno$ci tego pierwiastka
do tworzenia potaczen z grupami —SH wystepujacych w enzymach, prowadzacej do ich catkowite;j,
nieodwracalnej dezaktywacji. Ze wzgledu na tatwo$¢ do wigzania si¢ z siarka, mobilno$¢ rteci
w ro$linach jest mocno ograniczona®’.

Wptyw podlewania siewek rzepaku roztworami chlorku rtgci przedstawiono na rysunku 58.
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HgCI2 3,0mM HgCI2 15,0 mM HgCI2 30,0 mM

Rys.58. Wptyw podlewania roztworami HgCl, na wzrost siewek rzepaku 0zimego

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kietkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C,
wilgotnosc 65%, 16 h swiatta i 8 h ciemnosci). Siewki rzepaku podlewano roztworami o stgzeniach: 0,3, 1,5, 3, 15 i 30 mM raz dziennie,

od drugiej doby uprawy. Rosliny zebrano po 144 h uprawy.

Wraz ze wzrostem stgzenia stosowanych roztworéw obserwowano ograniczenie wzrostu
siewek, deformacj¢ licieni oraz postgpujaca ich chlorozg. W probach podlewanych roztworami
o stezeniu HgCl, 15 1 30 mM nasiona nie wykietkowaty.

Wplyw jondéw rteci na aktywnos$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z siewek rzepaku

przedstawiono na rysunku 59.
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Rys.59. Wptyw podlewania roztworami HgCl, na aktywno$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku
po 144 h uprawy

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stgzenie substratu w prébce: ImM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, tréjkqty nad
stupkami oznaczajq, Ze dana wartosc nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Stosowanie roztwordéw chlorku rteci do podlewania siewek rzepaku ozimego skutkowato
spadkiem aktywnos$ci aminopeptydaz w ekstraktach bialtkowych z tych roslin. Wraz ze wzrostem
stezenia roztworu, aktywnos$¢ enzymatyczna w stosunku do pieciu stosowanych substratow byta coraz
mniejsza. Wyjatek stanowit substrat z N-koncowa proling, dla ktorego aktywno$¢ aminopeptydaz
utrzymywata si¢ na podobnym poziomie (75-85% aktywnos$ci kontroli), niezaleznie od stosowanego
stezenia roztworu do podlewania. Spadek aktywnosci moze wynika¢ z powinowactwa jonow rteci
do grupy sulthydrylowej cysteiny w centrum aktywnym enzymow. Rte¢ powoduje denaturacj¢ biatek.
Z doniesien literaturowych wynika, Ze moze réwniez zastgpowaé jon magnezu w chlorofilu®®.
Generalnie wysokie stezenie rteci powoduje u roslin stres oksydacyjny, wplywa tez negatywnie

na pobieranie wody?*>?%

, co moze byC przyczyng powstania stresu osmotycznego, ktory wraz
z zasoleniem moglby tlumaczy¢ utrzymujaca si¢ na podobnym poziomie aktywno$¢ aminopeptydaz
wobec Pro-pNA. Bioragc pod uwage znaczacy spadek aktywnos$ci w stosunku do pozostalych
substratow (lacznie z Gly-pNA) mozna przypuszcza¢, ze utrzymujaca si¢ na stalym poziomie
aktywno$¢ w stosunku do substratu z N-koncowa proling, byta wynikiem kilku naktadajacych si¢
efektow. Z jednej strony byly to procesy dezaktywacji/denaturacji enzyméw, a z drugiej silna
aktywacja mechanizmoéw obronnych rosliny, objawiajaca si¢ nadekspresja genow kodujacych

aminopeptydazg specyficzng w stosunku do proliny. Brak jest doniesien na temat bezposredniego

wplywu rteci na aktywno$¢ aminopeptydaz roslinnych.
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5.4.6. Wplyw roslinnych hormonow stresu

Do roslinnych hormondw stresu zalicza si¢ kwas abscysynowy (ABA), kwas jasmonowy (JA)
(aktywna forma to jasmonian metylu MeJA), kwas salicylowy i etylen. Hormony te biorg udziat
w odpowiedzi rosliny na stres, tworzac ztozona sie¢ interakcji. ABA jest wydzielany przede
wszystkim w czasie wystapienia stresu osmotycznego. Natomiast JA wydzielany jest w odpowiedzi
na stresy biotyczne, na przyktad atak patogenéw czy roslinozercow™***’.

W przeprowadzonym eksperymencie stosowano roztwory kwasu abscysynowego i jasmonianu
metylu, ktorymi jednorazowo podlano siewki rzepaku ozimego w 5 (ABA 1, MeJA 1) lub w 6 (ABA
2, MeJA 2) dobie kietkowania. Rosliny zebrano w 7 dobie wzrostu. Stgzenia roztworéw hormonow

dobrano na podstawie literatury®. Wptyw stosowanych hormonéw na wzrost siewek przedstawiono
na rysunku 60.

MeJA 1 & MeJA 2

Rys.60. Wplyw kwasu abscysynowego i jasmonianu metylu na wzrost siewek rzepaku ozimego
Uprawa w trybie: 24 h imbibicji + 48 h kielkowania w ciemnosci + 96 h kietkowania w Swietle w kontrolowanych warunkach
(26°C, wilgotnos¢ 65%, 16 h swiatla i 8 h ciemnosci). Siewki podlewano roztworami ABA (15 ml r-r 500uM) lub MeJA (15 ml 100 uM)
w5 (ABA 1, MeJA 1) lub w 6 (4BA 2, MeJA 2) dobie kietkowania. Rosliny zebrano po 7 dniach uprawy

W przeprowadzonym eksperymencie nie odnotowano znaczacych réznic w wygladzie siewek
(kolorze i ksztalcie liscieni). W przypadku rzepaku podlewanego roztworem kwasu abscysynowego
w 5 dobie, zauwazono spowolnienie wzrostu, siewki byly krotsze o okoto 40% w stosunku
do kontroli. Obserwacje potwierdzaja fakt, ze hormon ten wptywa na hamowanie wzrostu ro$lin®.
Na regulacje kielkowania wptywa tez jasmonian metylu, jednak w przypadku stosowania MeJA,
réznica we wzroscie siewek nie byla tak znaczna. Wplyw jasmonianow na kietkowanie i wzrost nie
jest do konca poznany. Ogoélnie postuluje sie, ze zwiazki te stymuluja kietkowanie nasion, ale
spowalniaja wzrost rosliny. Przyktadowo JA wptywa hamujaco na wzrost korzeni**®

Wplyw stosowanych hormonow na aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych

z siewek rzepaku ozimego przedstawiono na rysunku 61.
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Rys.61.Wptyw kwasu abscysynowego i jasmonianiu metylu na aktywnos¢ aminopeptydaz w ekstraktach

eu Met Phe Pro Ala Gly Leu Met Phe Pro

kontrola ™ ABA1 ABA 2 kontrola mMelA 1 MeJA 2

biatkowych

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu w probee: 1; 100% przypisano aktywnosci wobec danego
substratu uzyskanej dla proby kontrolnej, stupki btedow reprezentujg odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtorzen, trojkqty nad
stupkami oznaczajq, ze dana warto$¢ nie rézni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem

testu t-Studenta (n=3)).

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna zaobserwowac, ze aktywno$¢ aminopeptydaz
zmienia si¢ pod wplywem dziatania stosowanych hormonéw stresu i zmiana ta jest zalezna od czasu,
ktory uptynat od aplikacji hormonu. W sytuacji gdy roztworem ABA podlano roséliny na dwie doby
przez zbiorem (ABA 1) spadek aktywno$ci aminopeptydaz o 25-40% zaobserwowano dla trzech
substratow (Ala-, Met- i Phe-pNA). Dla pozostatych substratow zmiana aktywnoS$ci nie byta istotna
statystycznie. Natomiast gdy hormon ten zostal podany na dobe przed zbiorem (ABA 2)
zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci w stosunku do substratow z N-koncowa metioning (okoto
2-krotny) i proling (1,5-krotny wzrost). W przypadku stosowania MeJA na dwie doby przed zbiorem
(MeJA 1), aktywno$¢ enzymatyczna w stosunku do wszystkich substratow poza Gly-pNA spadta
0 58-72%. Natomiast przy stosowaniu hormonu na dobg¢ przed zbiorem zaobserwowano istotny wzrost
aktywnosci w stosunku do Met-pNA (ponad 1,5-krotny) i Pro-pNA (2-krotny ). Dla pozostatych
substratow (poza Gly-pNA) aktywno$¢ aminopeptydaz byta nizsza od kontroli. Zblizone
oddziatywanie badanych hormonéw stresu na aktywno$¢ aminopeptydaz mogla by¢ zwigzana
z faktem, ze zwigzki te powoduja podobne skutki w ro§linach podczas wystgpienia stresu.
Wydzielanie zaré6wno ABA jak i JA prowadzi do zamknigcia aparatow szparkowych, chociaz
wykorzystywane sa do tego rozne $ciezki sygnatowe®’. ABA aktywuje rowniez geny odpowiedzialne

2402481 - potwierdza

za ochrong przed dehydratacja, w tym wplywa na syntez¢ osmoprotektantow
to zwigkszona aktywno$¢ aminopeptydaz wobec proliny, ktéra jest zwigzana z uruchomieniem przez

ABA 1 MeJA szlakobw ochrony rosliny przed dehydratacjag. Natomiast wysoka aktywno$é
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aminopeptydaz wobec substratu z N-koncowa metioning, mogta by¢ konsekwencja zwigkszonej
ekspresji bialek spowodowanej dzialaniem hormonow. Usunigcie N-koncowej metioniny jest
zazwyczaj pierwszym etapem obrobki potranslacyjnej nowo zsyntetyzowanego biatka, za proces ten
u roélin odpowiada sze$¢ réznych aminopeptydaz metioninowych®. W dostgpnej literaturze znane
sa przypadki zwigkszonej ekspresji lub aktywno$ci aminopeptydaz roslinnych w odpowiedzi
na dziatanie hormonoéw stresu. Zaréwno w przypadku MeJA jak i ABA doniesienia te dotycza
aminopeptydaz leucynowych®®" 1718 - Aktywnos¢ aminopeptydazy leucynowej z pomidora wzrosta
trzykrotnie po zastosowaniu MeJA i dwukrotnie gdy uzyto ABA®. Dwukrotnie tez wzrosta aktywno$é
aminopeptydazy leucynowej z siewek nikli indyjskiej poddanych dziataniu MeJA®'. Brak jest

doniesien na temat wptywu ABA 1 MeJA na inne aminopeptydazy roslinne np. prolinowe.

5.5. Wplyw wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych oraz zanieczyszezen

ropopochodnych na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku na wczesnym etapie wzrostu

Intensywne wykorzystanie ropy naftowej, wegla kamiennego oraz transport drogowy stanowia
najwigksze zrédta zanieczyszczen ropopochodnych. Skazenie wielopierscieniowymi weglowodorami
aromatycznymi, paliwami oraz produktami ich spalania dotyczy réwniez obszaroéw rolniczych.
Szczegodlnie narazone sg tereny znajdujace si¢ w poblizu duzych szlakow komunikacyjnych i terenow
przemystowych. Poprzez akumulacje w ro$linach, substancje te zostajg wilaczone do tancucha

pokarmowego®*

. Zanieczyszczenie gleby zwigzkami ropopochodnymi i paliwami moze spowodowac
zmiany w rozwoju roslin i zaktocenia réwnowagi biologicznej. Przewaznie obecnos¢ takich
zanieczyszczen uposledza pobieranie wody, sktadnikéw odzywczych i mineratow. Dopuszczalne
poziomy zanieczyszczenia gleby sa zalezne od klasyfikacji gruntu do jednej z czterech grup.
Do pierwszej grupy zalicza si¢ tereny mieszkaniowe, zurbanizowane i tereny rekreacyjno-
wypoczynkowe. Druga grupa to grunty orne, taki, sady, ogrodki dziatkowe i pastwiska, grupa ta dzieli
si¢ jeszcze na podgrupy w zaleznosci od parametrow gleby. Do trzeciej grupy zalicza si¢ lasy, grunty
zadrzewione 1 zakrzewione oraz nieuzytki. Czwarta grup¢ stanowig tereny przemystowe,
komunikacyjne, przeznaczone pod budowe drog i linii kolejowych®****. W tabeli 25 przedstawiono

dopuszczalne wartosci zanieczyszczen WWA oraz benzyny i oleju napgdowego dla gruntow

na glebokosci 0-0,25 m.
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Tab.25. Dopuszczalne wartoéci zanieczyszezen (mg/kg suchej masy)?*3#,

Grupy gruntéw / dopuszczalne stezenie zanieczyszczenia
Substancja (mg/kg suchej masy)
I 1 11 v
Benzen 0,1 0,1 10 100
Naftalen 0,1 0,1 1 20
Antracen 0,2 0,2 1 20
Suma weglowodorow Cg-Cy,
sktadnikow frakcji benzyn ! ! 50 500
Suma weglowodorow Cq»-Css
sktadnikow frakeji oleju 30 50 300 3000

Jedyne doniesienia o wptywic WWA na aktywnos¢ aminopeptydaz roslinnych dotycza
aminopeptydazy leucynowej z siewek owsa poddanego réznym metodom remediacji. Wyniki tego
eksperymentu sugerujg, ze natlenianie zanieczyszczonych gleb promuje wzrost aktywnosci
aminopeptydaz roslin rosnacych na tych podtozach™®,

W przeprowadzonych badaniach siewki rzepaku ozimego odmiany Bellevue byly uprawiane
w ziemi zanieczyszczonej benzenem, naftalenem, antracenem i fenantrenem, a takze benzyng
bezotowiowa i1 olejem napedowym. Stosowano dodatek 2,5, 5 i 10%, w stosunku do masy
uniwersalnej ziemi uprawnej, na ktorej zostal posiany rzepak. Ro$liny kietkowaty 1 rosty
na zanieczyszczonym podtozu przez 14 dni i w wickszosci przypadkoéw osiagnety stadium rozwoju
BBCH 10. Na rysunku 62 przedstawiono jak ksztaltowata si¢ aktywnosci aktywnos$¢ aminopeptydaz
ro$lin kontroli (rosngcych na podtozu wolnym od zanieczyszczen), na tym etapie wzrostu
(po 14 dobach). Dla poréwnania, na rysunku umieszczono tez aktywnos$¢ aminopeptydaz w suchych
ziarnach i siewkach po 120 h (5 dobach) uprawy. Poréwnano roéwniez te wartoSci z otrzymanymi dla

suchych ziaren oraz siewek po 120 h wzrostu (5 dni).
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Rys.62. Aktywnos$¢ aminopeptydaz w rzepaku ozimym na réznych etapach wzrostu

(O dni — suche ziarno; 5 dni (120h); 14 dni

Stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech powtérzen

Aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z siewek rzepaku ozimego na etapie
wzrostu BBCH 10 (14 dni wzrostu), byta duzo wyzsza niz we wczesniejszych fazach, szczegolnie
wobec substratu z N-koncowg fenyloalaning (okoto 282 mU/mg). W dalszej kolejnosci hydrolizowane
byly substraty Leu-pNA (120 mU/mg), Ala-pNA (88 mU/mg), Met-pNA (86 mU/mg) oraz Gly-pNA
(49 mU/mg). Najnizsza aktywno$¢ odnotowano dla substratu z N-koncowa proling (25 mU/mg).
Wynika to zapewne z intensywnego wzrostu ro$liny, przemiany bialek zapasowych i zachodzacych
procesow metabolicznych. Stosunkowo wysoka aktywno$¢ wobec Met-pNA sugeruje, ze na tym
etapie  dochodzi do intensyfikacji procesdéw  potranslacyjnej obrobki  biatek.  Jest
to najprawdopodobniej zwigzane z rozwojem pierwszych prawidlowych lisci. Na etapie
BBCH 10 liscienie sa catkowicie rozwinigte, pojawia sie ogonek pierwszego prawidtowego liscia**%.
Otrzymane wyniki potwierdzajg kluczowa rol¢ aminopeptydaz metioninowych w potranslacyjnej
obrobce bialek®. Mozna rowniez stwierdzi¢, ze aktywno$é i specyficzno$é aminopeptydaz rzepaku
(a wlasciwie poziom ekspresji gendw kodujacych te enzymy) silnie zalezy od wieku i kondycji

rosliny.
5.5.1. Benzen, naftalen, antracen, fenantren

Obecno$¢ benzenu, naftalenu, antracenu i fenantrenu w ziemi uprawnej wplyneta

niekorzystnie na wzrost i rozwdj siewek rzepaku ozimego (rysunek 63 i 64).
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SRR IR

Kontrola Benzen 2,5%  Benzen 5% Benzen 10% Kontrola Naftalen 2,5% Naftalen 5% Naftalen 10%

A B
Rys.63. Wplyw benzenu (A) i naftalenu (B) na wzrost siewek rzepaku ozimego (zdj¢cia z boku i z gory)

Uprawa w trybie: 24 h imbibicji, a nastgpnie wzrost w swietle w kontrolowanych warunkach (26°C, wilgotnosé¢ 65%, 16 h $wiatla
i 8 h ciemnosci). Nasiona wysiano na 100 g uniwersalnej ziemi uprawnej wzbogaconej 0 2,5, 5 lub 10% dodatek badanego zanieczyszczenia.

Rosliny kontroli wzrastaly na podtozu bez dodatkéw. Rosliny zebrano po 14 dniach uprawy

Kontrola Antracen 2,5% Antracen 5% Antracen 10% Kontrola  Fenantren 2,5% Fenantren 5% Fenantren 10%

A B

Rys.64. Wplyw antracenu (A) i fenantrenu (B) na wzrost siewek rzepaku ozimego (zdjecia z boku i z gory)
Uprawa w trybie: 24 h imbibicji, a nastgpnie wzrost w $wietle w kontrolowanych warunkach (26°C, wilgotnos¢ 65%, 16 h Swiatla
i 8 h ciemnosci). Nasiona wysiano na 100 g uniwersalnej ziemi uprawnej wzbogaconej 0 2,5, 5 lub 10% dodatek badanego zanieczyszczenia.

Rosliny kontroli wzrastaly na podlozu bez dodatkow. Rosliny zebrano po 14 dniach uprawy

Dla wszystkich weglowodorow obserwowano ograniczenie dtugosci i ilosci korzeni siewek,
jak 1 wzrostu czgéci nadziemnych. Efekt ten byt szczegodlnie widoczny dla siewek uprawianych

w ziemi zanieczyszczonej naftalenem i antracenem. Rzepak rosngcy W ziemi zanieczyszczonej
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benzenem charakteryzowat si¢ znacznym wydtuzeniem lodyzek siewek, co moze wynikaé ze sposobu
w jaki ten zwigzek jest pobierany przez rosliny. Benzen jako najbardziej lotna ze stosowanych
substancji pobierany jest przez aparaty szparkowe ro§lin®*. Naftalen, antracen i fenantren pobierane
sg zard6wno przez aparaty szparkowe jak i korzenie, a zdolno$¢ do ich pobierania jest cecha danego

r1:.. 246,247
gatunku rosliny” ™",

Skazenie podloza benzenem i WWA wplyneto takze na aktywnos¢ aminopeptydaz
w 14-dniowych siewkach rzepaku ozimego, co przedstawiono na rysunkach 65 i 66.

250 600

Relatywna aktywnosc hydrolityczna (%)
Relatywna aktywnosc hydrolityczna (%)

Ala Gly Leu Met Phe Pro Ala Gly Leu Met Phe Pro
Benzen 2,5% B Benzen 5% Naftalen 2,5% e Naftalen 5%
m— Benzen 10% kontrola — sftalen 10% kontrola

Rys.65.Wptyw benzenu (A) i naftalenu (B) na aktywnos$¢ aminopeptydaz w ekstraktach
z 14 dniowych siewek rzepaku
Oznaczenie: 87,5 ul buforu PBS (50 mM) pH 7,0 + 2,5 ul substratu + 10 ul ekstraktu biatkowego, temp. 37 °C, 10 minut, 100% przypisano

aktywnosci wobec danego substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech
powtdrzen; trojkaty nad stupkami oznaczajg, ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05)

obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

- 144 -



w
(=]
(=]
&
(=]

£ £
g 40 T 350
o N
£ 400 = 300
S 350 5
= = 250
£ 300 T
« =
4 250 g 200
3 g
g‘ 200 = E, 150
% 150 s z
° a T i = 100
g 100 | T T i 2 =
Ed £ s0
£ 50 g
< B
g o s O
Ala Gly Leu Met Phe Pro = Ala Gly Leu Met Phe Pro
Antracen 2 5% m— Antracen 5% Fenantren 2,5% B Fenantren 5%
s Antracen 10% kontrola I Fenantren 10% kontrola

Rys.66.Wptyw antracenu (A) i fenantrenu (B) na aktywnos$¢ aminopeptydaz w ekstraktach
z 14 dniowych siewek rzepaku
Oznaczenie: 87,5 ul buforu PBS (50 mM) pH 7,0 + 2,5 ul substratu + 10 ul ekstraktu biatkowego, temp. 37 °C, 10 minut, 100% przypisano

aktywnosci wobec danego substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe Sredniej z trzech
powtorzen, trojkqty nad stupkami oznaczajq, Ze dana wartosé nie rozni sie statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05)

obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

Dla wszystkich stosowanych weglowodorow, szczegdlnie widoczny jest znaczacy wzrost
aktywnosci w stosunku do substratu z N-koncowa proling. Najwigkszy wzrost aktywnosci
obserwowano w ekstraktach z roslin uprawianych w ziemi zanieczyszczonej naftalenem (ponad
5-krotny wzrost aktywnosci wobec Pro-pNA, przy stezeniu naftalenu 10%). W przypadku antracenu
wzrost aktywnosci byt 3,5-4-krotny, a dla fenantrenu okoto 2,5-krotny. Dla siewek rosnacych w ziemi
z dodatkiem benzenu, aktywno$¢ wobec tego substratu wzrosta o 50-100%, w zalezno$ci od stgzenia
zanieczyszczenia. Tak znaczacy wzrost aktywno$ci aminopeptydaz wobec proliny, swiadczy o ich
kluczowej roli w akumulacji wolnej proliny, pelniacej rolg osmoprotektanta®. Wiadomo, Ze obecnosé
WWA wptywa na uposledzenie pobierania wody przez system korzeniowy. Zaobserwowano rowniez
3,5-krotny wzrost aktywnos$ci wobec substratu z N-koficowa metioning, przy zanieczyszczeniu
fenantrenem (dodatek 2,5 i 5%). Prawdopodobnie jest to zwigzane z intensyfikacja modyfikacji biatek,
w celu ograniczenia niekorzystnego wplywu zanieczyszczen. Brak jest jednak doniesien na temat

bezposredniego wptywu WWA czy benzenu na aktywno$¢ roslinnych aminopeptydaz.
5.5.2. Olej napedowy i benzyna bezotowiowa (95)

Zanieczyszczenia komunikacyjne (olej napgedowy, benzyna) moga stanowi¢ powazne
zagrozenie dla upraw rzepaku. Zbadano wplyw tych substancji na kondycj¢ roslin, jak réwniez

na aktywno$¢ aminopeptydaz, stosujac olej napedowy oraz 95-oktanowg benzyng bezotowiowa
(rysunek 67).
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Kontrola Pb 95 2,5% Pb 95 5% Pb 95 10% Kontrola ON 2,5% ON 5% ON 10%

A B

Rys.67. Wplyw benzyny bezotowiowej 95 (A) i oleju napedowego (B) na wzrost siewek rzepaku 0zimego
(zdjgcia z boku i z gory)
Uprawa w trybie: 24 h imbibicji wzrost w $wietle w kontrolowanych warunkach (26°C, wilgotnosé¢ 65%, 16 h Swiatla i 8 h ciemnosci).

Nasiona wysiano na 100 g uniwersalnej ziemi uprawnej wzbogaconej o 2,5, 5 lub 10% dodatek badanego zanieczyszczenia. Rosliny kontroli

wzrastaly na podlozu bez dodatkow. Rosliny zebrano po 14 dniach uprawy

W przypadku 95-oktanowej benzyny bezotowiowej nie obserwowano znaczgcych zmian
we wzroscie 1 rozwoju naziemnych czg$ci siewek rzepaku. Natomiast, w poréwnaniu do kontroli,
korzenie rzepaku rosngcego na skazonym podtozu byty zarowno krotsze jak i mniej rozwinigte. Efekt
ten jest tym wigkszy im wyzsze bylo stezenie benzyny w podlozu. Obecnos$¢ oleju napgdowego
w ziemi, w ktorej uprawiano rzepak ozimy, wptyneta na niemal catkowite zahamowanie wzrostu
rzepaku. Dla stgzen 2,5 1 5% udalo si¢ zebrac probki roslin, cho¢ byty one zdecydowanie mniejsze niz
ro$liny kontroli. Obserwowano rowniez chlorozg liscieni (intensywniejsza przy stgzeniu oleju
napedowego 5%). Wyjasnieniem takiego wptywu badanych paliw moze by¢ ich sktad. Benzyna sktada
si¢ przede wszystkim z weglowodorow alifatycznych Cg-Ci,, natomiast olej napgdowy, to poza
weglowodorami  alifatycznymi  mieszanina cieklych  weglowodorow — cyklicznych, w  tym
aromatycznych. Najprawdopodobniej obecnos¢ weglowodoréw naftenowych i1 aromatycznych
wptyneta na uposledzenie pobierania wody oraz skladnikow mineralnych przez korzenie rzepaku,
skutkujac niemal catkowitym zahamowaniem wzrostu siewek. Nalezy rowniez pamigtac, ze zarowno
benzyna jak i olej napedowy posiadajg w swoim sktadzie rézne dodatki. W przypadku benzyny
bezotowiowej sg to miedzy innymi: Srodki przeciwstukowe (etanol, toluen, kumen, MTBE - eter tert-
butylowo-metylowy), inhibitory utleniania (aminy aromatyczne i fenole), detergenty i substancje
dyspergujace (polibutylenoaminy, polieteroaminy), stabilizatory (wyzsze alkohole 1 kwasy

karboksylowe na przyktad: n-dekanol i kwas palmitynowy), srodki poprawiajace smarnos¢ (kwasy
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karboksylowe, estry, aminy) i inne (biocydy, markery, substancje zapachowe, deemulgatory)®®.
W oleju napedowym znajduja si¢ migdzy innymi dodatki zwigkszajace liczbe cetanowa (np. azotan
2-etyloheksylu, nadtlenek di-tert-butylu), detergenty (pochodne amidowe lub imidowe bezwodnika
bursztynowego lub rdéznego typu zasady Mannicha), $rodki poprawiajace smarno$¢ (kwasy
monokarboksylowe, amidy, estry) i katalizatory utleniania sadzy (organorozpuszczalne zwigzki
zawierajace tlenki metali, szczegodlnie zelaza). Ponadto w oleju napedowym znajduja si¢ Srodki
przeciwdzialajace pienieniu, dodatki antystatyczne, depresatory (zwigzki obnizajace temperature
powstawania krysztatow woskow), biocydy, inhibitory korozji, markery, stabilizatory i inne®*.
Zawarto$¢ wymienionych dodatkow w benzynie i oleju napedowym waha sie od kilku do kilkuset
mg/kg, niemniej jednak moga one wplywa¢ na wzrost i rozwoj siewek rzepaku®®?*, Nie bez
znaczenia jest tez fakt, ze benzyna jest bogatsza w bardziej lotne sktadniki niz olej napedowy. Bedzie
to wplywato na zmniejszanie si¢ stezenia zanieczyszczen w glebie w czasie, co rOwniez ma znaczenie
dla kondycji siewek.

Wplyw zanieczyszczenia ziemi paliwami wplynglo na aktywnos$¢ aminopeptydaz
w ekstraktach z 14-dniowych siewek rzepaku ozimego (rysunek 68).
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Rys.68.Wptyw benzyny bezotowiowej 95 (A) i oleju napedowego (B) na aktywnos$¢ aminopeptydaz
w ekstraktach z 14 dniowych siewek rzepaku
Oznaczenie: 87,5 ul buforu PBS (50 mM) pH 7,0 + 2,5 ul substratu + 10 ul ekstraktu biatkowego, temp. 37 °C, 10 minut, 100% przypisano

aktywnosci wobec danego substratu uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujg odchylenia standardowe Sredniej z trzech
powtdrzen; trojkqty nad stupkami oznaczajg, ze dana wartosé nie rozni sig statystycznie od kontroli (poziom istotnosci (p<0,05)

obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

Podobnie jak w przypadku zanieczyszczenia benzenem i WWA, najwigkszy wzrost
aktywnos$ci aminopeptydaz obserwowano W stosunku do substratu z N-konicowa proling. Byta to jedna
ze S$ciezek obronnych rosliny, majaca na celu zwickszenie zawartosci wolnej proliny jako
osmoprotektanta. W siewkach rosngcych w ziemi zanieczyszczonej benzyna, potwierdzeniem

uruchomienia $ciezki obronnej byl roéwniez wzrost aktywnosci wobec N-koncowej glicyny
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(osoprotektanta, zrodla azotu). Sktadniki paliw powoduja ograniczenia w pobieraniu wody przez
rosling, a co za tym idzie tzw. susz¢ fizjologiczng. Brak jednak doniesien naukowych na temat
wpltywu tego rodzaju zanieczyszczen na aktywno$¢ aminopeptydaz roslinnych. Na podstawie
uzyskanych danych mozna wysnu¢ wniosek, ze pod wyplywem badanych zanieczyszczen,
uruchomione zostaly mechanizmy obronne, polegajace migdzy innymi na intensyfikacji ekspresji
genow kodujacych aminopeptydazy (a co za tym idzie wzroscie aktywnosci tych enzymow),
w szczegoblnoscei tych specyficznych w stosunku do proliny i glicyny. W przypadku oleju napedowego
bezposrednie pordwnanie otrzymanych wynikdw do kontroli nie bylo do konca mozliwe, ze wzgledu
na znaczne ograniczenie wzrostu siewek w zanieczyszczonej glebie. Rosliny te znajdowaty sie

na innym etapie wzrostu.

5.6. Wplyw grzybow chorobotworczych na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku

Znanych jest okoto 10 000 gatunkow grzybdéw zdolnych do atakowania roslin. Poszczegolne
gatunki roznig si¢ od siebie zjadliwoscia, iloScig i roznorodno$cig zywicieli, oraz sposobami
atakowania i kolonizacji rosliny. Najbardziej wrazliwe sa kielkujace nasiona i mtode siewki'?. Dane
literaturowe opisuja wpltyw infekcji grzybami z gatunku Fusarium oxsporum i Aspergillus niger
na aktywno$¢ aminopeptydaz leucynowych w nikli indyjskiej. Udowodniono, ze aktywnos$¢ jednej

z aminopeptydaz (AP1) byta ponad dwukrotnie wigksza u roslin zarazonych tymi patogenami**.

W celu okreslenia czy obecnos¢ grzybdéw chorobotworczych spowoduje uruchomienie reakcji
obronnych zwiazanych z aktywnoscig aminopeptydaz, zastosowano cztery szczepy grzybow. Nasiona
rzepaku wysiano na ziemi wymieszanej z inokulum jednego ze szczepow grzybow (Pythium
aristosporum, Rhizoctonia cerealis, Rhizoctonia solani i Fusarium culmorum). Grzyby z gatunku
Fusarium, Pythium i Rhizoctonia moga powodowac¢ zgorzel siewek. Choroba ta poraza zaréwno
rosliny uprawne (w tym rzepak), jak i wiele gatunkow drzew i krzewow lesnych. Rozréznia sie dwa
rodzaje zgorzeli. Zgorzel przedwschodowa atakuje rosliny juz na etapie kietkowania, co najczesciej
skutkuje brakiem wschodow. Natomiast zgorzel powschodowa atakuje 3-6-tygodniowe siewki, starsze

20251 - Glownymi objawami tej choroby

rosliny na ogél wykazuja odpornos¢ na zakazenie
s3: zahamowanie wzrostu, czernienie korzenia gtéwnego, zanik korzeni bocznych, przewezanie si¢
lodyzek u nasady oraz przewracanie si¢ siewek. Ponadto na korzeniach i liscieniach mogg si¢
pojawia¢ brunatne plamy, a w miejscu porazenia wystepuje biator6zowy nalot?**%*?,

Uprawe rzepaku oraz przygotowanie inokulum wykonano we wspdtpracy z Instytutem
Ochrony Ro$lin- Panstwowy Instytut Badawczy, Oddzial Sosnicowice. Kontrole stanowity rosliny
kietkujace na podtozu wolnym od patogendéw. Nasiona wysiano w 60-dotkowych wielodoniczkach
z odprowadzeniem wody (2 wielodoniczki dla kazdego gatunku patogenu i kontroli). W kazdym
z dotkow znajdowato si¢ jedno ziarno rzepaku ozimego odmiany Bellevue. Rzepak zebrano w dwoch

terminach, po 33 i 47 dniach od siewu, rosliny znajdowaty si¢ w stadium wzrostu BBCH 15
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(faza 5-tego liscia). W celu okreslenia profilu aktywnosci aminopeptydaz w rzepaku na tym etapie
wzrostu, zbadano aktywnos$¢ badanych enzyméw w roslinach kontroli. Osobno analizowano ekstrakty

z korzeni, lisci i catych siewek (rysunek 74).
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Rys.74. Aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach z rzepaku na etapie BBCH 15 (rosliny kontroli),

po 33 i 47 dniach wzrostu,

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0, stgzenie substratu w prébcee: 1 mM; stupki bledéw reprezentujg

odchylenia standardowe sredniej z trzech powtdrzen

Aktywno$¢ wobec substratu z N-koncowa leucyng i proling w ekstraktach z roslin kontroli jest
zblizona, niezaleznie od wieku i cze$ci rosliny. Natomiast dla substratu z N-koncowsa alaning, glicyna
i metioning obserwowano podwyzszong aktywno$¢ w ekstraktach z korzeni 33-dniowych siewek.
Wyjatkowo wysoka aktywnos$¢ hydrolityczna aminopeptydaz w korzeniach 33-dniowych siewek
mogta wynika¢ z proceséw zachodzacych w tej fazie wzrostu, w tych organach ro§linnych. Wiadome
jest, ze aktywnos¢/ekspresja aminopeptydaz rozni si¢ w poszczegdlnych organach roslin (na przyktad
w 18-dniowych siewkach pszenicy aktywno$¢ aminopeptydaz w stosunku do substratu z N-koncowa

101

leucyng byta ponad dwukrotnie wigksza w korzeniach niz w lisciach)™ ", a takze zmienia si¢ podczas

wzrostu (np. podczas pierwszych 72 h wzrostu siewek jeczmienia aktywno$¢ aminopeptydaz
w stosunku do wybranych substratow (np. Phe-pNA) wahata si¢ nawet o 5 0%)°",
Obecnos$¢ grzybow chorobotworczych wptynela niekorzystnie na ilos¢ wykietkowanych

nasion, co przedstawiono w tabeli 26.

Tab.26. Wydajno$¢ kietkowania nasion rzepaku

Rhizoctonia Rhizoctonia Fusarium Pythium
Kontrola ] . h
solani cerealis culmorum aristosporum
%
wykietkowanych 95,0 66,7 88,3 90,0 86,7
nasion
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W przypadku roslin kontroli nie wykietkowato 5% nasion. W doniczkach zawierajacych glebe
skazong grzybami chorobotworczymi obserwowano wigkszy udzial niewykietkowanych nasion.
Wynikalo to zapewne z wystapienia przedwschodowej zgorzeli siewek. Najmniej nasion
wykietkowato w doniczkach zawierajacych grzyb Rhizoctonia solani (66,7%). Obserwowano tez
istotne rdéznice we wzroscie siewek zakazonych grzybami chorobotworczymi, a roslinami kontroli

(rysunek 74 i 75).
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Rys.74. Pordwnanie wzrostu i rozwoju siewek kontroli i zarazonych grzybami chorobotworczymi

po 33 dniach uprawy
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Rys.75. Poréwnanie wzrostu i rozwoju siewek kontroli i zarazonych grzybami chorobotworczymi

po 47 dniach uprawy
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Zahamowanie wzrostu porazonych siewek bylo szczegdlnie widoczne w przypadku
milodszych ro$lin (33 dni). Siewki rzepaku rosngcego na ziemi zakazonej grzybem z gatunku
Rhizoctonia solani charakteryzowaly si¢ $rednio o polowe krotszymi korzeniami i todyzkami, oraz
opoznionym rozwojem (obecne byly 3 liscie, natomiast w kontroli 5 lisci). Wraz ze wzrostem, roéznice
pomiedzy zainfekowanymi roslinami, a kontrolg byly mniejsze. Po 47 dniach uprawy wszystkie
wykietkowane siewki znajdowaly si¢ na zblizonym etapie rozwoju. Jednie dla roslin uprawianych
w glebie skazonej Rhizoctonia solani rozw¢j byt wyraznie opdzniony (wigkszo$¢ roslin rozwineto
jedynie 4 liscie). Obserwowano rowniez skrocenie korzeni siewek porazonych patogenami
(za wyjatkiem eksperymentu z udziatem Fusarium culmorum). Przeprowadzone badania potwierdzaja
negatywny wplyw grzybow na rozwoj rzepaku, ale jednocze$nie wskazuja, ze wraz z rozwojem
siewek w skazonym S$rodowisku, nastepuje wzrost odpornosci na choroby wywotywane przez

250,251

stosowane grzyby , poniewaz zainfekowane rosliny podejmuja walke z patogenem'.

W celu okreslenia wplywu grzybow chorobotwoérczych na aktywno$¢ aminopeptydaz rzepaku,
przygotowano ekstrakty z calych siewek, korzeni i lisci, a nastepnie oznaczono ich aktywnos¢
hydrolityczng wobec szesciu substratow. Na rysunkach 76 i 77 przedstawiono zmiany w aktywno$ci
aminopeptydaz wystepujacych w catych siewkach rzepaku, rosnacych w ziemi zawierajacej rézne

gatunki grzybow.
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kontrola W Fusarium culmorum kontrola W Fusarium culmorum
W Rhizoctonia solani W Rhizoctonia cerealis B Rhizoctonia solani B Rhizoctonia cerealis
W Pythium aristosporum B Pythium aristosporum
Rys.76. Zmiany w aktywnosci aminopeptydaz Rys.77. Zmiany w aktywno$ci aminopeptydaz

w ekstraktach biatkowych z 33-dniowych siewek rzepaku  w ekstraktach biatkowych z 47-dniowych siewek rzepaku
narazonych na dziatanie roznych gatunkow grzybow narazonych na dziatanie r6znych gatunkow grzybow
chorobotworczych chorobotworczych
Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0, stgzenie substratu ~ Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0, st¢zenie substratu

w probee: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu w probce: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu
uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia

standardowe Sredniej z trzech powtorzen,; gwiazdki nad stupkami standardowe Sredniej z trzech powtérzen, gwiazdki nad stupkami
oznaczajq, ze dana wartos¢ rozni sig statystycznie od kontroli (poziom oznaczajq, ze dana wartosc rozni sig statystycznie od kontroli (poziom
istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)). istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).
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Dla calych siewek obserwuje si¢ znaczace zmiany w aktywnos$ci badanych enzyméw jedynie
w kilku przypadkach. Dla siewek 33-dniowych obserwuje si¢ okoto 60% wzrost aktywnosci
aminopeptydaz w stosunku do substratow z N-konicowa metioning, fenyloalaning i proling, dla roslin
uprawianych na podtozu skazonym grzybami Rhizoctonia solani. W przypadku siewek 47-dniowych
istotny statystycznie wzrost aktywnosci odnotowano jednie w stosunku do substratu z N-koncowa
fenyloalaning, dla roslin rosngcych w podtozu zawierajacym grzyby z gatunkoéw Fusarium culmorum,
Rhizoctonia solani i Rhizoctonia cerealis.

Z uwagi na fakt, ze zgorzel siewek atakuje przede wszystkim system korzeniowy siewek,
szczegOlnie istotna wydaje si¢ analiza aktywno$ci aminopeptydaz z ekstraktow z korzeni rzepaku
(rysunki 78 i 79).
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kontrola W Fusarium culmorum kontrola B Fusarium culmorum
B Rhizoctonia solani B Rhizoctonia cerealis B Rhizoctonia solani B Rhizoctonia cerealis

| Pythium aristosporum W Pythium aristosporum
Rys.78. Zmiany w aktywnosci aminopeptydaz Rys.79. Zmiany w aktywno$ci aminopeptydaz
w ekstraktach biatkowych z korzeni 33-dniowych siewek  w ekstraktach biatkowych z korzeni 47-dniowych siewek
rzepaku narazonych na dziatanie r6znych gatunkow rzepaku narazonych na dzialanie r6znych gatunkow
grzybow chorobotworczych grzybow chorobotworczych
Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; stezenie substratu  Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0, stgzenie substratu

w probce: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu w probee: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu

uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia

standardowe sredniej z trzech powtorzen, gwiazdki nad stupkami standardowe Sredniej z trzech powtérzen, gwiazdki nad stupkami
oznaczajq, ze dana wartosc rozni sie statystycznie od kontroli (poziom oznaczajq, ze dana wartosc rozni sig statystycznie od kontroli (poziom
istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)). istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

W przypadku korzeni szczegdlny wzrost aktywnosci obserwuje si¢ dla aminokwasoéw
z N-koncowa leucyng i fenyloalaning zarowno w siewkach 33- jaki i 47-dniowych. Na szczegdlna
uwage zastuguje wysoki (ponad 5-krotny) wzrost aktywnos$ci w stosunku do fenyloalaniny,
obserwowany w 47-dniowych siewkach narazonych na dziatanie Fusarium culmorum i Rhizoctonia
cerealis. W przypadku roslin rosngcych na podtozu skazonym Pythium aristosporum zmiany

w aktywno$ci badanych enzyméw byly zblizone niezaleznie od wieku siewek. Przyktadowo,
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obserwowano okoto 3,5-krotny wzrost aktywnosci w stosunku do Phe-pNA i ponad 1,5-krotny
w stosunku do Pro-pNA, niezaleznie od wieku roslin.
Na rysunkach 80 i 81 Przedstawiono zmiany w aktywnos$ci aminopeptydaz w ekstraktach

z lisci siewek rzepaku ozimego.
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kontrola B Fusarium culmorum kontrola B Fusarium culmorum
B Rhizoctonia solani B Rhizoctonia cerealis W Rhizoctonia solani B Rhizoctonia cerealis
W Pythium aristosporum B Pythium aristosporum
Rys.80. Zmiany w aktywnosci aminopeptydaz Rys.81. Zmiany w aktywno$ci aminopeptydaz
w ekstraktach biatkowych z lisci 33-dniowych siewek w ekstraktach biatkowych z li§ci 47-dniowych siewek
rzepaku narazonych na dziatanie r6znych gatunkow rzepaku narazonych na dziatanie r6znych gatunkow
grzyboéw chorobotworczych grzyboéw chorobotworczych

Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0; st¢zenie substratu ~ Pomiary prowadzono w 50 mM buforze PBS o pH 7,0, stezenie substratu
w probee: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu w probee: 1 mM; 100% przypisano aktywnosci wobec danego substratu

uzyskanej dla proby kontrolnej; stupki bledow reprezentujq odchylenia uzyskanej dla préby kontrolnej; stupki bledéw reprezentujq odchylenia

standardowe Sredniej z trzech powtorzen; gwiazdki nad stupkami standardowe Sredniej z trzech powtorzen,; gwiazdki nad stupkami
oznaczajq, ze dana wartosc rozni sig statystycznie od kontroli (poziom oznaczajq, ze dana wartosc¢ rozni sie statystycznie od kontroli (poziom
istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)). istotnosci (p<0,05) obliczony z wykorzystaniem testu t-Studenta (n=3)).

Rozpatrujac aktywno$¢ aminopeptydaz w ekstraktach z liSci siewek rzepaku w 33 dniu
uprawy nie obserwuje si¢ znaczacych zmian, za wyjatkiem aktywno$ci wobec Met-pNA i Pro-pNA
(dla ro$lin rosnacych na podtozu zakazonym Fusarium culmorum i Rhizoctonia solani). W starszych
siewkach zmiany w ekspresji/aktywnosci aminopeptydaz w wigkszosci przypadkéw nie byly istotne
statystycznie. Jedynie w stosunku do Phe-pNA obserwuje si¢ niemal 2-krotny wzrost aktywnosci
w przypadku rzepaku narazonego na dziatanie Rhizoctonia solani i Pythium aristosporum.

W roslinach zainfekowanych grzybami dochodzi do ekspresji gendéw kodujacych wiele

enzyméw (np. chitynazy, peroksydazy i innych)®®.

Wystepowaé moze réwniez zwigkszenie
ekspresji/aktywnosci proteaz w tym aminopeptydaz®*. Infekcja grzybami chorobotwoérczymi
powodowata wzrost aktywno$ci aminopeptydaz wobec wybranych substratow (Leu-pNA, Met-pNA,
Phe-pNA i Pro-pNA) szczegdlnie w korzeniach. Podobne wyniki zostaty opisane dla nikli indyjskie;j.

W przypadku tej rosliny infekcja grzybami z gatunku Fusarium oxysporum i Aspregillus niger
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wplywala na zwigkszenie aktywnos$ci aminopeptydzy AP1 specyficznej wobec substratu z N-koncowa
leucyng. Ponadto aktywnos$¢ w zainfekowanych roslinach rosta wraz ze wzrostem siewek (zmiany
aktywnos$ci obserwowano we wczesnym stadium rozwoju od 0-72 h wzrostu), podczas gdy w kontroli

utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie™®.

Obecno$¢ patogendw wptywata niekorzystnie na pobieranie, przez system korzeniowy, wody

125 Mozna

i sktadnikow odzywczych (miedzy innymi, poprzez zmniejszenie ilosci 1 wielkosci korzeni)
by si¢ zatem spodziewac¢ wzrostu aktywnosci aminopeptydaz w stosunku do substratow z N-koncowa
proling czy glicyna (osmoprotektantow), jednak, nie zaobserwowano takiego efektu. Odnotowano
natomiast wzrost aktywnosci aminopeptydaz w stosunku do substratow z N-koncows leucyna,
fenyloalaning i metioning. Moze by¢ to zwiazane ze sposobem przenikania grzyba do tkanek rosliny
podczas infekcji. Odbywa si¢ to na rézne sposoby, na przyklad przez istniejace rany lub sekrecje
mieszaniny enzymow hydrolitycznych przez grzyb. Innym, bardziej wyrafinowanym, sposobem jest
penetracja kutykuli rosliny przez specjalne organy grzyba nazywane apressoriami (przycistkami)'®.
W kazdym z tych przypadkéw dochodzi do przerwania cigglosci tkanek rosliny, czyli do zranienia.
Zranienie, natomiast jest jednym =z czynnikoéw stresowych powodujacych akumulacje

117,255

aminopeptydaz Przyktadem moze by¢ intensyfikacja ekspresji genéw kodujacych

aminopeptydaze leucynowa w lisciach pomidora w odpowiedzi na infekcj¢ Pseudomonas siringae
(infekcja ta bakteria rowniez zaczyna si¢ od przerwania ciagto$ci $cian i bton komorek roslinnych)'?.
Enzym ten preferuje substraty z N-koncowa leucyna, metioning i argining®™®. Brak jest doniesien
na temat aminopeptydaz fenyloanalynowych, ktorych ekspresja/aktywno$¢ zmieniata by sie pod
wptywem infekcji patogenem. Fakt, ze do zakazenia dochodzi gtéwnie przez korzenie ro$lin, thumaczy
wyzszg aktywno$¢ aminopeptydaz w czesciach podziemnych siewek niz w czgSciach zielonych.
Mozna postulowac, ze obserwowany wzrost aktywnosci aminopeptydaz w siewkach rzepaku ozimego

wynika z uruchomienia mechanizméw obronnych indukowanych przez infekcje grzybami

chorobotworczymi i angazujacych aminopeptydazy.

5.7. Wplyw fungicyd6éw na aktywno$¢ aminopeptydaz z rzepaku na etapie formowania sie
huszczyn

Przeprowadzono badania nad wptywem fungicydéw stosowanych w uprawie rzepaku
na aktywno$¢ aminopeptydaz w poszczegdlnych cze$ciach roslinnych (kwiaty, liscie, lodygi
i tuszczyny) zebranych w fazie formowania si¢ tuszczyn (BBCH 69-73). Badania prowadzono
we wspoltpracy z dr hab. Mariola Gtazek prof. nadzw. IOR i dr Agnieszka Maczynska z Instytutu
Ochrony Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy, Oddziat So$nicowice, ktére nadzorowaly uprawe
rzepaku, aplikacj¢ fungicydu, zbidr roslin oraz okreslenie wydajnosci plonowania.

Podczas uprawy rzepaku stosuje si¢ szereg zabiegdw agrochemicznych w celu uzyskania
wysokich plonéw. Do jednych z najwigkszych zagrozen podczas uprawy rzepaku naleza grzyby

chorobotworcze (np. Pythium debaryanum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Pyrenopeziza
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brassicae). W celu uniknigcia infekcjom grzybiczym stosuje si¢ rozne fungicydy o odmiennym
mechanizmie dziatania. Przyktadem mogg by¢ fungicydy z grupy triazoli inhibujgce biosynteze
ergosterolu, a strobiluryny hamujace oddychanie komorkowe.

W badaniach na wplywem wybranych fungicydow na aktywno$¢ aminopeptydaz
w ekstraktach bialkowych z rzepaku stosowano §rodki uzywane komercyjnie w ochronie rzepaku
przed grzybami z gatunku Sclerotina sclerotiorum. Kontrolg stanowily rosliny, ktoérych nie poddano
dziataniu badanych fungicydoéw. Wszystkie rosliny zebrano w fazie wzrostu BBCH 69-73. Aktywnos$¢
aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z kwiatow, lisci, todyg i tuszczyn roslin stanowigcych

kontrole przedstawiono na rysunku 59.
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Rys.69. Aktywnos¢ aminopeptydaz w ekstraktach biatkowych z kwiatow, lisci, todyg i tuszczyn
rzepaku (ro$liny kontroli) na etapie wzrostu BBCH 69-73

Stezenie substratow 1 mM. Stupki bledow reprezentujg 95% przedzial ufnosci ze sredniej (n=3). Rozne litery nad stupkami

oznaczajg roznice istotne statystycznie pomiedzy Srednimi na podstawie testu Tukey’a HSD (a=0,05)

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi i wczesniej przedstawionymi badaniami, aktywnosc¢
aminopeptydaz zmienia si¢ zardbwno w zalezno$ci od rozpatrywanej czesci roslinnej jak i etapu

161 . . o .
0886161 W rzepaku na etapie formowania si¢ luszczyn najwyzsza aktywnosc,

wzrostu rosliny
ze wzgledu na rozpatrywana cze¢$C ro$liny, obserwowano w ekstraktach z todyg i1 tuszczyn.
Aktywno$¢ w tych czesciach roslinnych byta okoto 4-krotnie wyzsza niz w lisciach i okoto 2,5-krotnie
wyzsza niz w kwiatach. Moze to wynika¢ z intensywno$ci proceséw fizjologicznych zachodzacych
w danej czgsci rosliny. Na przyktad w tuszczynach dynamicznie dojrzewaja nasiona. Szczegdlnie
na poczatku tego procesu zachodzi intensyfikacja procesow biochemicznych prowadzaca
do akumulacji zwigzkéw organicznych 1 nieorganicznych w rozwijajacych si¢ nasionach.
W niedojrzatych nasionach wystepuja duze ilosci fitohormondéw (akusyny, cytokiny i gibereliny)
stymulujacych podziaty komorkowe”’. Najnizsza aktywno$é odnotowano w ekstraktach biatkowych

z lisci. Niezaleznie od badanej czesci roslinnej, aktywno$¢ aminopeptydaz wobec poszczegdlnych
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substratow uktadata si¢ w nastgpujacy szereg: Phe>Ala>Leu>Met>Pro>Gly. Podobnie przedstawiala
si¢ aktywnos¢ dla aminopeptydaz z ekstraktow z siewek rzepaku oraz oczyszczonej aminopeptydazy
z nasion rzepaku (za wyjatkiem substratu z N-koncowa leucyna, dla ktorego aktywnos¢ byta wyzsza
niz w stosunku do substratu N-koficowa alaning)®. Na podstawie otrzymanych danych mozna wysnu¢
wniosek, ze na etapie konca kwitnienia i na poczatku formowania si¢ tuszczyn (BBCH 69-73)
nastepuje intensyfikacja ekspresji aminopeptydaz o specyficznosci wobec N-koncowych
aminokwasow z duza hydrofobowga grupa boczna.

W celu zbadania wptywu fungicydow na aktywno$¢ aminopeptydaz w rzepaku dokonano
oprysku ro$lin nastgpujacymi preparatami: Pictor 400 SC, Symetra 325 SC i Propulse 250 SE.
Fungicydy Pictor 400 SC i Symetra 325 SC zawieratly $rodki grzybobojcze z tych samych grup: SDHI
— inhibitory dehydrogenazy bursztynianowe;j i strobiluryng. Natomiast substancje czynne W Propulse
250 SE stanowily SDHI i inhibitor syntezy steroli. Dawki i substancje czynne uzytych $rodkéw

ochrony roslin przedstawiono w tabeli 27.

Tab.27. Zestawienie stosowanych w eksperymencie fungicydow wraz ze stosowanymi dawkami oraz

charakterystyka substancji czynnych

Substancje Dawki substancji aktywnych

Fungicyd aktywne Dzialanie (@/ha)

dimoksystrobina strobiluryna (inhibitor 100

Pictor 400 SC procesu oddychania)
boskalid SDHI 100
izopyrazam SDHI 125
Symetra 325 SC azoksystrobina strobiluryna (inhibitor 200

procesu oddychania)
protiokonazol inhibitor syntezy steroli 125

Propulse 250 SE

fluopyram SDHI 125

Fungicydy stosowano jednorazowo, w jednej z trzech réznych faz wzrostu: na poczatku
kwitnienia BBCH 59-61, w petni rozkwitu BBCH 63-65 i na koncu kwitnienia BBCH 67-69. W fazie
wzrostu BBCH 69-73 wszystkie rosliny zebrano i dla otrzymanych ekstraktow biatkowych z kwiatow,
lisci, todyg i tuszczyn oznaczono aktywnos$¢ aminopeptydaz. Zebrane wyniki przedstawiono jako

krotnos¢ wzrostu w poréwnaniu do kontroli na rysunku 70.
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Rys.70. Zmiany aktywnosci aminopeptydaz w kwiatach, lisciach, todygach i tuszczynach rzepaku ozimego
odmiany Hybrirock poddanego dziataniu fungicydéw Pictor 400 SC, Propulse 250 SE i Symetra 325 SC
na r6znych etapach wzrostu BBCH: 59-61, 63-65 i 67-69. Aktywnos¢ hydrolityczng badano wobec substratow:
Gly-pNA, Ala-pNA, Met-pNA, Pro-pNA, Leu-pNA i Phe-pNA.
Stezenie substratéw: 1 mM. Stupki bledéw reprezentujq 95% przedzial ufnosci ze sredniej (n=3). Rézne litery nad stupkami

oznaczajg réznice istotne statystycznie pomiedzy srednimi na podstawie testu Tukey’a HSD (a=0,05)

Whyniki przedstawione na rysunku 70 wskazujg, ze wszystkie rozpatrywane czynniki (cze$¢
rosliny, stosowany substrat, fungicyd oraz faza wzrostu, w ktorej zastosowano fungicyd) maja wplyw
na aktywno$¢ aminopeptydaz.

Bioragc pod uwage czesci ro$lin, najwigksze zmiany w aktywno$ci aminopeptydaz pod
wpltywem dziatania fungicydow zaobserwowano w lisciach i kwiatach ($rednio 4-4,7-krotny wzrost
aktywnos$ci). Natomiast w tuszczynach obserwowano S$rednio 1,6-krotny wzrost, a w todygach
1,3-krotny.

Rozpatrujac budoweg stosowanych substratow, zaobserwowano, ze najwigkszy wzrost
aktywno$ci nastgpit dla substratow z matymi grupami bocznymi (Gly 5,8-krotny wzrost; Ala
3,1-krotny wzrost). Dla pozostatych substratow §redni wzrost aktywnosci hydrolitycznej przedstawiat

si¢ nastepujaco: Leu 2,3-, Met 2,2-, Pro 2,4- i Phe 1,7-krotny wzrost.
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Jednym z czynnikdw o najmniejszym wplywie na zmiany w aktywnos$ci aminopeptydaz,
a tym samym na ekspresj¢ badanych enzymow byt rodzaj stosowanego fungicydu. Biorac pod uwage
wyniki uzyskane dla poszczegélnych substratow, w kazdej czesci roslinnej i w kazdym z terminow
aplikacji, najwigckszy $redni wzrost aktywnosci odnotowano wobec Propulse 250 SE (3,3-krotny
wzrost). Wptyw pozostalych fungicydéw byl bardzo zblizony (Pictor 400 SC 2,8-krotny wzrost
aktywnosci | Symetra 325 SC 2,7- krotny wzrost).

Analizujac wplyw czasu aplikacji fungicydéow zaobserwowano, ze najwigkszy wzrost
aktywno$ci aminopeptydaz wystepuje w przypadku aplikacji preparatow na etapie 67-69 skali BBCH
(3,6-krotny wzrost aktywnos$ci hydrolitycznej), 2,9- i 2,3-krotny wzrost aktywno$ci obserwowano
odpowiednio dla aplikacji na etapie BBCH 63-65 i BBCH 59-61.

Nalezy podkreslic, ze dla poszczegdlnych fungicydow optimum aktywnosci przypadato
na rozny czas aplikacji. W przypadku Pictor 400 SC i Symetra 325 SC, byt to etap BBCH 67-69
(koniec kwitnienia rzepaku), kiedy to aktywno$¢ wzrosta 3,6-krotnie. Natomiast dla Propulse 250 SE
najwigkszy, 4,3-krotny wzrost przypadat na petni¢ kwitnienia (BBCH 63-65). Producenci fungicydow
udostepniaja informacje o najbardziej korzystnym terminie aplikacji swojego produktu. Przyktadowo,
fungicyd Propulse 250 SE i Pictor 400 SC powinien by¢ aplikowany podczas pelnego rozkwitu
kwiatow rzepaku. Analizujagc otrzymane wyniki mozna zauwazy¢, ze najbardziej efektywna pod
wzgledem wpltywu na ekspresj¢ aminopeptydaz byla aplikacja fungicydow wiasnie w tej fazie oraz
pod koniec kwitnienia, czyli w terminach sugerowanych przez producentéw preparatow.

Propulse 250 SE oprocz ochrony przed grzybami chorobotwdrczymi wpltywa réwniez

257
h5

na zwickszenie zawarto$ci chlorofilu w lisciach i tuszczynach®™’. Powoduje on ograniczenie

wydzielania etylenu i opoznia starzenie si¢ roslin. Fungicyd ten wplywa na wigksza odpornosé
rzepaku na stres i minimalizuje straty w plonach®’.

Podsumowujgc otrzymane wyniki, wptyw stosowanych fungicydow na profil aktywnosci
aminopeptydaz w rzepaku, byl szczegdlnie znaczacy w kwiatach i lisciach. Szczeg6lnie widoczny byt
ten efekt w stosunku do aminokwasoéw o matym tancuchu bocznym (Gly, Ala i Pro), niezaleznie
od stosowanego fungicydu. Mozna wigc stwierdzi¢, ze stosowane substancje nie tylko dziataty
na swoje cele molekularne, ale wptywaty znaczaco na ekspresj¢ genow kodujacych aminopeptydazy
(a tym samym na aktywno$¢ aminopeptydaz), co jest §cisle zwigzane z aktywacjg mechanizméw
obronnych w rzepaku oraz procesami wydtuzenia czasu wegetacji i op6znienia wiednigcia poprzez

7,94

usuwanie nieprawidlowych biatek i recykling aminokwasow Podobnie jak przedstawiono

w poprzednich rozdziatach glicyna, alanina i prolina petnig istotne role w tolerancji ro$lin na dziatanie
czynnikéw szkodliwych (niska temperatura czy stres osmotyczny)*

W celu wykluczenia dzialania fungicydow na aktywno$¢ samych aminopeptydaz
(a nie na ekspresje genow kodujgcych aminopeptydazy w ro$linach), przeprowadzono badania
okreslajace mozliwy wplyw aktywujacy lub hamujacy stosowanych preparatdow na te enzymy.

Ekstrakty bialkowe z poszczegdlnych czesci roslin stanowiacych kontrole inkubowano z roztworami
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kazdego z fungicydow, a nastgpnie okreslono aktywno$¢ aminopeptydaz w stosunku do trzech

substratow. Wyniki przedstawiono na rysunku 71.
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Rys.71.Wptyw fungicydow Pictor 400 SC, Propulse 250 SE i Symetra 325 SC na aktywnos$¢ aminopeptydaz
w ekstraktach biatkowych z kwiatow, lisci, odyg i tuszczyn roslin kontrolnych rzepaku ozimego odmiany
Hybrirock na etapie BBCH 69-73, wobec Leu-, Phe- i Pro-pNA
Ekstrakty biatkowe inkubowano prze 1 h z roztworami fungicydu. Stupki bledow reprezentujg 95% przedzial ufnosci
ze Sredniej (n=3). Rozne litery nad stupkami oznaczajq réznice istotne statystycznie pomiedzy Srednimi

na podstawie testu Tukey'a HSD

Badania wykazaly, ze wsrod stosowanych fungicydow tylko Symetra 325 SC wykazywata
nieznaczne dzialanie aktywujace. Pictor 400S SC wykazywal umiarkowanie dziatanie inhibujace
($rednio 30%), szczegodlnie wobec substratow z N-koncowa leucyna i proling. Natomiast w przypadku
Propulse 250 SE nie odnotowano znaczacych roznic w aktywno$ci aminopeptydaz. Badania
potwierdzity, ze stosowane preparaty wptywaly gléwnie na ekspresje gendow kodujacych
aminopeptydazy w rzepaku ozimym. Natomiast mialy nieznaczny wptyw na aktywno$¢ samych
enzymow.

W celu okre$lenia zalezno$ci pomiedzy stosowaniem fungicydow, a wysoko$cig zbioréw
rzepaku z jednego hektara, dokonano poréwnania plonowania rzepaku poddanego dziataniu
poszczegblnych preparatow oraz roslin kontroli (rysunek 72). Ponadto dokonano pomiaru

podstawowych cech zebranych nasion (masa tysigca ziaren, zawarto$¢ oleju) (rysunek 73).
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Rys.72.Wydajnosc¢ plonu rzepaku ozimego odmiany Hybrirock ozimego poddanego dziataniu fungicydéw
Pictor 400 SC, Propulse 250 SE i Symetra 325 SC na réznych etapach wzrostu BBCH: 59-61, 63-65 i 67—69.
Stupki bledow reprezentujg 95% przedzial ufnosci ze Sredniej (n=3). Rozne litery nad stupkami oznaczajq roznice istotne

statystycznie pomigdzy Srednimi na podstawie testu Tukey’'a HSD

Zastosowanie fungicydéw wplynelo znaczaco na zwigkszenie plonu rzepaku. Najwigkszy plon
uzyskano gdy rzepak byl poddany dziataniu Propulse 250 SE, na etapie wzrostu BBCH 63-65
(4,2 t/ha), w porownaniu do plonu roslin kontroli (2,3 t/ha). W przypadku stosowania fungicydu
Symetra 325 SC, niezaleznie do terminu aplikacji uzyskany plon byl o okoto 1,2 t/ha wiekszy niz
w kontroli. Natomiast im p6zniejszy termin aplikacji fungicydu Pictor 400 SC, tym wyzszy plon

otrzymano.
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Rys.73. Masa tysigca ziaren rzepaku ozimego poddanego dziataniu fungicydow Pictor 400 SC, Propulse 250 SE
i Symetra 325 SC na roznych etapach wzrostu BBCH: 59-61, 63-65 i 67-69.
Stupki bledow reprezentujg 95% przedzial ufnosci ze Sredniej (n=3). Rozne litery nad stupkami oznaczajq roznice istotne

statystycznie pomiedzy srednimi na podstawie testu Tukey’a HSD

Stosowanie fungicydow nie miato wptywu na zawartos¢ oleju w roslinach. Zaréwno dla roslin

kontrolnych jak i poddanych dziataniu preparatéw, parametr ten byt na poziomie 48,5% suchej masy.
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Fungicydy wplynely za to na jeden z gldwnych parametrow okreslajacych jako$¢ nasion — mase
tysigca ziaren. Najwigkszy wzrost tego parametru obserwowano u roslin poddanych dziataniu
Propulse 250 SE i Pictor 400 SC na etapie wzrostu BBCH 63-65 i 67-69 (ponad 5 g). W literaturze
znany jest podobny efekt fungicydu zawierajacego strobiluryng na pszenicg. Rosliny poddane
dziataniu fungicydu charakteryzowaty si¢ lepszym wykorzystaniem wody i przedluzong zywotnoscia
zielonych lisci, a ziarna wykazywaty wyzsza mase tysigca ziaren”*>>,

Przeprowadzone badania udowodnily, ze korzystny wplyw fungicydow na uprawe rzepaku,
wynika nie tylko z przedstawianych dotad w literaturze mechanizmow, ale jest rowniez efektem
intensyfikacji ekspresji genéw kodujacych aminopeptydazy, a tym samym wzrostu ich aktywno$ci.
To z kolei przektada si¢ na akumulacje zwiazkoéw powodujacych m.in. wzrost odpornosci rosliny oraz

przedtuzenie okresu wegetacji.
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PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka aminopeptydaz rzepaku na réznych etapach
wzrostu, a takze okre§lenie wplywu czynnikdw stresowych (abiotycznych 1 biotycznych)
na aktywnos$¢ tych enzymoéw w rzepaku ozimym. Poznanie roli aminopeptydaz w roznych procesach
fizjologicznych zachodzacych w rzepaku jest niezwykle wazne, ze wzgledu na wysoko$¢ upraw tej
rosliny w Polsce i w Europie oraz szerokie zastosowanie oleju rzepakowego. Wiedza ta moze
pozwoli¢ na opracowanie optymalnych warunkéw dla wydajnej i optacalnej produkcji oleju,
w roznych warunkach $rodowiska i klimatu. Dodatkowym uzasadnieniem prowadzonych badan jest
fakt, ze czynniki wptywajace na aktywnos¢ tych enzymdéw w roslinach, mogg rowniez oddziatywaé
na podobne aminopeptydazy szeroko wystepujgce w innych organizmach zwlaszcza u ludzi i innych

ssakow.

Jednym z celéw prowadzonych badan byta charakterystyka aminopeptydazy w suchych
nasionach rzepaku. W wyniku przeprowadzonego procesu kilkuetapowej izolacji, otrzymano
czesciowo oczyszczone biatko o masie molekularnej okoto 60 kDa. Biatko charakteryzowato sig¢
szeroka specyficzno$cig substratowsg (badania prowadzono stosujac jako substraty: Ala-pNA, Gly-
PNA, Leu-pNA, Met-pNA, Phe-pNA i Pro-pNA). Preferencyjnie katalizowana byta hydroliza
substratu z N-koncowsg fenyloalaning (dla Phe-pNA K;=247,8+42 uM, V=401,8+45 uM/s).
Optimum pH wynosito 6,5, a optimum temperaturowe 40°C dla tego substratu. Badania z uzyciem
selektywnych inhibitoré6w proteaz Wykazaly, ze enzym posiada cechy metaloproteazy z resztami
serynowymi w centrum aktywnym. Szeroka specyficzno$¢ substratowa, obecnos¢ kilku prazkow
w zelu po ogniskowaniu izoelektrycznym (w zakresie 6,7-5,3) oraz analiza dostepnych danych
literaturowych wskazywaty na obecno$¢ w preparacie biatkowym wiecej niz jednej aminopeptydazy,
badz wigcej niz jednej izoformy enzymu. W oparciu o wyniki uzyskane w tej czgsci badan oraz dane
literaturowe wskazujace na obecnos¢ kilku aminopeptydaz w podobnych roslinach, w dalszej czesci

dyskutowano juz grupg aminopeptydaz, a nie jeden enzym.

Analiza aktywnosci aminopeptydaz w ekstraktach z siewek rzepaku na roznych etapach
kietkowania, wykazata, ze wraz ze wzrostem ro$liny dochodzi do istotnych zmian w profilu dzitania
tych enzymow. Niezaleznie od etapu wzrostu rosliny, najwicksza aktywnos$¢ obserwowano zawsze dla
substratu z N-koncowa fenyloalaning. Poréwnanie wydajnosci hydrolizy prowadzonej przez
aminopeptydazy w ekstraktach biatkowych z rzepaku podczas pierwszych godzin kietkowania
wykazalo, ze maksymalny wzrost aktywnosci tych enzymoéow nastepuje w 120 godzinie wzrostu.
W zaleznosci od uzytego substratu, aminopeptydazy z 120 h siewek rzepaku charakteryzowaty si¢
réznym optimum pH (Ala-pNA — 8,0, Leu-pNA — 7,0, Phe-pNA — 6,5) oraz temperatury (Ala-pNA —
50°C, Leu-pNA — 37°C, Phe-pNA — 40°C, Pro-pNA - 45°C). Otrzymane w wyniku filtracji zelowej
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piki aktywnos$ci aminopeptydaz (68,5, 59,5 i 45 kDa) oraz dwa prazki obecne w zelu po elektroforezie
SDS-PAGE (60 i 50 kDa) potwierdzaty obecno$¢ 2-3 aminopeptydaz réznigcych si¢ od siebie masa

molekularng i prawdopodobnie specyficznoscia substratowa.

Duza cze¢s¢ pracy stanowity badania wplywu rdéznych czynnikéw stresowych
na aminopeptydazy z siewek rzepaku. Czynniki te stosowano podczas uprawy siewek, wiec uzyskane
wyniki odzwierciedlaja odpowiedz roslin na dany stresor, przejawiajaca si¢ zmiang w ekspresji genow
kodujacych aminopeptydazy. Obserwowany wzrost lub spadek aktywno$ci aminopeptydaz jest zatem
konsekwencja zmian w stezeniu enzymoéw w roSlinie, nie za§ wynikiem inhibicji/aktywacji samych
aminopeptydaz. Wigkszo$¢ badanych czynnikow wplywato znaczaco na aktywno$c/ekspresje
aminopeptydaz rzepaku ozimego. Podsumowanie otrzymanych wynikéw przedstawiono w tabeli
nr 28.
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Tab.28. Obserwowane zmiany w aktywnosci aminopeptydaz rzepaku 0zimego wywotane

stosowanymi czynnikami

Wplyw czynnika na aktywno$¢ aminopeptydaz wobec wybranego
substratu
C?;::iij a Czynnik Ala Gly Leu Met Phe Pro
Niska temperatura — — — — — _
Ograniczenie

e L N B R R

Azot - 1 — — — —

Fosfor ! ! ! ! ! l

Potas 1 11 1 1 1 1

Siarka ! ! ! ! ! !

> Magnez 1 o1 1 1 1

g Wapt 1 1 1 1 1 1

E Zelazo M l - — — l

'S Bor - — — — - _
§ Mangan 1 1 1 1 ) XK
Cynk m m m m m m
Miedz 1 1) 1 1 M|

Molibden - ! — — — —

Nikiel - ! 1 — — _
Kadm 1 M1 - - - 11
Otbw - M| - - - | m

Rig¢ ! ! ! ! ! -

=2 Kwas B B B B

g g abscysynowy T T
S8 Jasmonian metylu l 1 l M|

Benzen ! ! 1
% © ;‘,”g Naftalen - 1 1 0 M
-§ E g g Antracen - — — 1 ™

% % ;f g Fenantren - — — M1 1 1
(%* = % E Benzyna PB-95 - 1 - ! 0 "1
Olej napedowy 1 — M 1 0 "1

1 - wzrost aktywnosci; | - spadek aktywnosci; — - brak znaczacych zmian w aktywnosci (do + 20%); 111- ponad
3-krotny wzrost aktywnosci ; 1/ - spadek lub wzrost aktywno$ci w zaleznoéci od stosowanego stezenia czynnika

Pod wplywem stosowanych czynnikow czesciej obserwowano wzrost aktywno$ci badanych
enzymoOw, niz spadek. Szczegdlne zwigkszenie aktywnosci miatl0o miejsce wobec substratow
z N-koncowsa proling oraz glicynag, w wyniku stosowania czynnikow takich jak: potas, magnez,
mangan, cynk, kadm, otéw, naftalen, antracen, benzyna i olej napedowy. Substancje te powodowaty

zasolenie podtoza, na ktérym uprawiano rzepak albo upo$ledzaly pobieranie wody przez system
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korzeniowy. Mozna przypuszczaé, ze odpowiedz aminopeptydaz w tych przypadkach jest zwigzana
z osmoprotekcyjng funkcja jaka pelnig prolina i glicyna w ro$linach. W odpowiedzi na susz¢
fizjologiczng w ro$linach dochodzi do zwigkszonej akumulacji tych aminokwasow. Cze$¢ wymaganej
do ochrony ro$liny przed susza fizjologiczng proliny i glicyny, dostarczana jest w wyniku hydrolizy
peptydow katalizowanej przez aminopeptydazy.

W tabeli 28 nie ujgto czynnikéw biotycznych w postaci zakazenia grzybami
chorobotworczymi (Pythium Aristosporum, Rhizoctonia cerealis, Rhizoctonia solani, Fusarium
culmorum). Mimo, Ze zakazenie rzepaku wybranymi patogenami w sposdb znaczacy wplywato
na ograniczenie wzrostu siewek oraz ich kondycjg, to nie zaobserwowano jednoznacznego ich wptywu
na aktywno$¢ aminopeptydaz. Zmiany w ekspresji/aktywnosci badanych enzymoéw byly zalezne
zaréwno od stopnia rozwoju jak i od rozpatrywanej czesci rosliny oraz stosowanego gatunku grzyba.
Szczegodlnie wysoki wzrost aktywnosci obserwowano wobec substratow z N-koncowsa leucyna,
fenyloalaning i metioning. Wzrost aktywnosci wobec tych substratéw moze by¢ spowodowany
zranieniem do jakiego dochodzi podczas infekcji. Poniewaz grzyby chorobotworcze atakuja
w pierwszej Kolejnosci system korzeniowy ro$liny (z naruszeniem cigglosci $cian i blon

komoérkowych) to wlasnie w tej cze$ci rosliny odnotowano najwyzsza aktywnos¢ badanych enzymow.

W uprawie rzepaku czgsto stosuje si¢ pestycydy, w tym fungicydy. Producenci
poszczegolnych preparatdéw rekomendujg nie tylko odpowiednie dawki ale tez terminy ich aplikacji,
uwzgledniajac przede wszystkim etap rozwoju danej rosliny. Stosowanie pestycydow zalicza sig
do czynnikow stresowych abiotycznych pochodzenia antropogenicznego. W eksperymentach
polowych badano wptyw trzech najczesciej stosowanych fungicydow (Pictor 400 SC, Propulse 250
SE, Symetra 325 SC) na aktywno$¢ aminopeptydaz w rzepaku, na etapie formowania si¢ tuszczyn.
Stwierdzono, ze wplyw ten byl przede wszystkim zalezny od terminu aplikacji fungicydu, jak
i od rozpatrywanej cze$ci rodlinnej czy stosowanego substratu. Zdecydowanie mniejsze znaczenie
mial rodzaj stosowanego fungicydu. Najwickszy wzrost aktywno$ci obserwowano W Kwiatach
i lisciach, wobec substratow zawierajacych aminokwasy o matej grupie bocznej (Gly-, Ala- i Pro-
pPNA). Tego typu aminokwasy odgrywajg wazng role w procesach zwigzanych z ochrong ro$liny przed
starzeniem si¢, mechanizmach obronnych oraz zwigkszajacych odporno$¢ rosliny na czynniki
stresowe. Mozna zatem wysnu¢ wniosek, ze stosowanie badanych fungicydow wzmacnia wymienione
mechanizmy, przez aktywacje ekspresji gendéw kodujagcych aminopeptydazy, ktore nastepnie
katalizujg hydrolize¢ tych niezbednych N-koncowych aminokwaséw. Warto nadmieni¢, ze na tym
etapie wzrostu dochodzi do wigdnigcia kwiatow 1 powolnego starzenia si¢ czesci zielonych rzepaku.
Zatem wysoka aktywno$¢ aminopeptydaz w tych organach wynikata réwniez z intensyfikacji
naturalnych mechanizméw ro$linnych, wykorzystujacych aktywno$¢ aminopeptydaz w usuwaniu
niepoprawnie sfatdowanych i uszkodzonych bialek, majacych na celu przeciwdziatanie starzeniu sig¢

i przedluzenie okresu wegetacji.
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W niniejszej pracy dokonano wnikliwej charakterystyki aminopeptydaz wystepujacych
w rzepaku ozimym na roznych etapach wzrostu. Dowiedziono, ze profil aktywnosci tych enzymow
zmienia si¢ w zaleznosci od stadium rozwoju rosliny i moze si¢ r6zni¢ w poszczegolnych organach
ro§linnych. Co najistotniejsze, potwierdzono kluczowa role aminopeptydaz w wielu procesach
fizjologicznych, a szczegélnie w odpowiedzi na szereg czynnikow stresowych $rodowiska.
Udowodniono istotng role tych enzymoéw w procesach zwigzanych z ochrong rosliny przed
czynnikami stresowymi, w szczegélnosci takimi, ktore powoduja susze fizjologiczng. Ponadto
potwierdzono udziat aminopeptydaz rzepaku w przeciwdziataniu procesom wiednigcia i Starzenia oraz
w ochronie przed atakiem patogenow. Przeprowadzone badania pozwalaja na nowo spojrzec
na metodyk¢ uprawy rzepaku ozimego oraz stosowanych zabiegéw ochronnych. Nie mozna
wykluczy¢, ze wzrost aktywnosci aminopeptydaz rzepaku obserwowany W nastepstwie wystgpowania
niektorych zanieczyszczen czy stosowania pestycydow, moze wystepowac rowniez dla aminopeptydaz
w innych organizmach zywych (takze u ludzi). Obserwacje te powinny by¢ szczegoélnie brane pod

uwage przy wprowadzaniu na rynek nowych srodkéw ochrony roslin.
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