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Summary

Polygalacturonase inhibiting protein (PGIP) cDNA was isolated using RT-PCR 
from fruit of apple ‘Golden Delicious’ which was previously wounded and inocu
lated with Botrytis cinerea. The sequence of the cDNA showed high level of 
homology with the published sequence of PGIP-cDNA from apple and pear (99,7 
and 97,3%) and low similarity with the sequence of cDNA from tomato (51,5%). 
The obtained cDNA was cloned and used for the binary construct creation. The 
introduction of the pBIN19-PGlP construct into strawberry plant genome seems 
to be a promising strategy to obtain a genotype resistant to B. cinerea, causal 
agent of grey mould - the most economically important fungal disease of this 
species.
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1. Wstęp

Szara pleśń, wywoływana przez Botrytis cinerea, jest jedną z naj
groźniejszych chorób grzybowych roślin. Największe straty, sięga
jące w sprzyjających dla rozwoju choroby warunkach nawet 90?ó, 
powoduje szara pleśń w uprawie truskawki {Fragaria x ananassa
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Duch.). Odmiany truskawki różnią się podatnością na zakażenie, jednak jak dotych
czas, nie stwierdzono istnienia genotypów odpornych (1). Dużą podatnością na 
szarą pleśń charakteryzują się także malina, pomidor i fasola, podczas gdy inne roś
liny, np. grusza czy niektóre odmiany jabłoni wykazują odporność na B. cinerea (2).

Patogeneza szarej pleśni jest związana z aktywnością enzymatyczną grzyba. W pierw
szym etapie infekcji główną rolę odgrywają enzymy zaburzające gospodarkę związków 
pektynowych (3), co prowadzi do uszkodzenia ściany komórkowej i maceracji tkanek go
spodarza (3,4). Należy do nich poligalakturonaza (PG), enzym powodujący depolimeryza- 
cję pektyn (5). Aktywność poligalakturonaz grzybowych może być zablokowana przez 
białka-inhibitory (PGIP), będące produktami metabolizmu roślin. Białka-inhibitory tworzą 
specyficzne kompleksy z poligalakturonazami grzybowymi, powodując ich inaktywację 
(6). W przeprowadzonej analizie struktury PGIP wykazano obecność powtórzeń bogatych 
w leucynę (LRRs) (7), typowych dla białek obronnych. Inhibitory połigalakturonaz wykiyto 
w wielu roślinach (8-10), przy czym białka pochodzące z roślin różnych gatunków różniły 
się aktywnością i specyficznością wobec patogenów (11). Na tej podstawie powstała hipo
teza, że wprowadzenie do genomu rośliny genu kodującego białko PGIP o większej ak
tywności i wyższej specyficzności wobec danego patogena niż jej własny inhibitor poliga- 
lakturonazy, może być jednym ze sposobów uzyskania genotypu odpornego w obrębie 
wrażliwych na szarą pleśń gatunków. Potwierdzenie tej tezy przyniosły badania nad mo
dyfikacjami genetycznymi pomidora (12).

Celem badań było wyizolowanie cDNA inhibitora poligalakturonazy z genomu 
odpornej na B. c/nerea jabłoni i utworzenie konstrukcji, która posłuży do modyfika
cji genetycznej rośłin szczególnie zagrożonych szarą pleśnią.

2. Materiał i metody

2.1. Materiał roślinny

Źródłem poszukiwanego genu była jabłoń (Malus domestica) odmiany Golden De
licious. W celu wyzwolenia ekspresji genu PGIP dojrzałe jabłka nacinano i miejsca 
zranienia inokułowano zawiesiną zawierającą grzyb B. cinerea w stadium konidial- 
nym (13). Owoce przechowywano w temperaturze 28°C na zwilżanej bibule filtracyj
nej przez 4-7 dni od terminu inokulacji (14). Do badań pobierano fragmenty owo
ców (4 g) sąsiadujące ze strefami zranienia (15).

2.2. Izolacja i identyfikacja genu PGIP

RNA wytrącano chlorkiem litu według zmodyfikowanej procedury Verwoerda 
i in. (16). Zawartość RNA w uzyskanej próbce oraz czystość preparatu określono po
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elektroforezie w 0,9% żelu agarozowym. Do reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) 
wprowadzano 2-4 pg RNA. Reakcję RT przeprowadzono przy użyciu zestawu Super
script II (Gibco), zgodnie z procedurą opisaną przez producenta. Uzyskany cDNA 
amplifikowano w łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR). Reakcję prowadzono w ob
jętości 25 pl mieszaniny reakcyjnej zawierającej 0,25 U Platinium Tag Polymerazy 
(Gibco), 2,5 pl buforu 10 x PCR, 0,5 pl dNTP (10 mM), 0,75 pl MgCl2 (50 mM), 0,3 pl 
starterów (5 pM każdy). Startery do RT-PCR zaprojektowano na podstawie opubliko
wanej sekwencji cDNA genu PGIP gruszy (Genbank Nr L09264) i wyposażono w do
datkowe sekwencje końcowe, umożliwiające trawienie przez enzym restrykcyjny 
BamH 1. Amplifikacja zachodziła podczas 30 cykli: 94°C/30s, 55°C/30s, 72°C/90s (ter- 
mocykler PTC-200 Mj Research). Produkt amplifikacji obserwowano w świetle UV po 
elektroforezie w 1% żelu agarozowym i wybarwieniu bromkiem etydyny.

Produkt PCR wycinano z żelu agarozowego, oczyszczono za pomocą zestawu 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) i klonowano. Do klonowania używano wektora 
TOPO TA (Invitrogen), a uzyskany produkt ligacji wprowadzano do genomu ultra- 
kompetentnych bakterii Escherichia coli (Gibco), stosując szok termiczny. Transfor
mowane bakterie inkubowano przez noc w temperaturze 37°C na stałej pożywce 
LB, zawierającej ampicylinę (50 mg 1'^), IPTG (2,38 mg mf’) oraz X-gal (40 mg mf').

Plazmidy izolowano z losowo wybranych białych i niebieskich kolonii bakteryj
nych. Każdą z kolonii mnożono w płynnej pożywce LB. Osad uzyskany po odwirowa
niu całonocnej hodowli bakteryjnej zawieszano w buforze ekstrakcyjnym GTE za
wierającym 0,3% Tris-HCl, 0,37% EDTA i 0,9% glukozy. Plazmidy izolowano, stosując 
liżę alkaliczną. Trawienie plazmidów enzymem BamH I (Gibco) przeprowadzono 
podczas 4 godzin inkubacji w temperaturze 37°C (2 U enzymu, 2 pg DNA). Plazmidy 
wyizolowane z,białych i niebieskich kolonii oraz produkty ich trawienia poddano 
elektroforezie w 1% żelu agarozowym, a następnie analizowano w świetle UV.

Sekwencjonowanie sklonowanego produktu PCR (system Alf-express) przepro
wadzono w Instytucie Biochemii i Biofizyki w Warszawie. Sekwencje analizowano 
za pomocą programu komputerowego DnaStar.

2.3. Przygotowanie konstrukcji binarnej z genem PGIP

Plazmid pBIN19 zawierający gen npt II oraz wprowadzoną kasetę z miejscem re
strykcyjnym dla enzymu BamH I ligowano (zestaw Stratagene) z produktem PCR, 
o określonej uprzednio sekwencji. Produkt ligacji wprowadzono do ukompetentnio- 
nych bakterii Agrobacteriiim tumefaciens szczep LBA4404 (17) stosując elektroporację 
(Elektro Celi Manipulator ECM, 1,7 kV). Bakterie kontrolne transformowano plazmi
dem pBIN19, bez dodatkowej wstawki. Po elektroporacji bakterie inkubowano 
w płynnej pożywce LB (1 godz.), po czym przenoszono na szalki z pożywką stałą za
wierającą kanamycynę (50 mg 1'^) i kontynuowano inkubację w temperaturze 28°C 
(1-2 dni). Plazmidy z wybranych bakterii izolowano i trawiono enzymem BamH 1
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(Gibco). Plazmidy trawione, nie poddawane trawieniu oraz kontrolny plazmid pBIN19 
(bez wstawki) analizowano w świetle UV po elektroforezie w 1% żelu agarozowym.

Wybrane bakterie z płynnej hodowli oraz wyizolowane z nich plazmidy były uży
wane jako matryca w reakcji amplifikacji (PGR) ze starterami specyficznymi dla genu 
PGIP gruszy.

3. Wyniki i dyskusja

w wyniku reakcji RT-PCR przeprowadzonej na matrycy RNA z jabłoni ‘Golden 
Delicious’ ze starterami specyficznymi dla genu białka inhibitora poligalakturonazy 
(PGIP) gruszy otrzymano produkt o długości około 1 kb. Analiza porównawcza se
kwencji uzyskanego produktu PGR i cDNA genu PGIP gruszy (GeneBank nr L09264) 
oraz opublikowanej w tym czasie sekwencji PGIP z jabłoni (GeneBank nr U77041) 
wykazała homologię nukleotydów odpowiednio 97,3 i 99,7% (rys.). Równocześnie 
homologia sekwencji badanego cDNA oraz cDNA genów PGIP pomidora (GeneBank 
nr L26529) i cytryny (GeneBank nr ABOl 5198) wynosiła odpowiednio 51,5 i 70,4%, co 
sugerowało znaczną odmienność porównywanych fragmentów. Zróżnicowanie se
kwencji genu PGIP pochodzącego z roślin różnych gatunków jest zjawiskiem zna
nym, znajdującym odbicie w aktywności kodowanych przez nie białek (9-11,18-20). 
Wysoki stopień homologii sekwencji uzyskanej i opisanej dla genu PGIP z gruszy, 
rośliny odpornej na szarą pleśń, umożliwia zidentyfikowanie wyizolowanego frag
mentu DNA jako cDNA genu należącego do grupy kodującej białka-inhibitory poliga- 
laktLironaz grzybowych (PGs). Silne zahamowanie rozwoju grzyba przez białko PGIP 
wydzielone z gruszy wykazano w badaniach nad porównaniem aktywności w warun
kach in vitro inhibitorów PGs roślin różnych gatunków (11). Aktywność genu PGIP 
i kodowanego przezeń białka w warunkach in vivo potwierdzono w otrzymanych wy
nikach transformacji genetycznej. Wprowadzenie cDNA-PGIP gruszy do genomu po
midora spowodowało wzrost odporności stransformowanej rośliny na B. cinerea 
(12), a także na inne patogeny grzybowe (21). Istnieje przypuszczenie, że gen PGIP 
uczestniczy również w odpowiedzi rośliny na działanie abiotycznych czynników 
stresowych (8). Podobieństwo sekwencji cDNA wyizolowanego z ‘Golden Delicious’ 
do cDNA-PGIP gruszy dało podstawę do przypuszczenia, że uzyskany fragment DNA 
może być użyteczny w wyzwalaniu odporności na B. cinerea w genotypach nieodpor
nych metodami inżynierii genetycznej.

Zidentyfikowany fragment DNA wprowadzono do plazmidu pBIN19. Obecność 
wstawki w konstrukcji przeznaczonej do transformacji przez A. tumefaciens potwier
dzono w uzyskanych wynikach elektroforezy i PGR. Plazmidy wyizolowane z bakterii 
wykazujących wzrost na selektywnej pożywce z kanamycyną i plazmidy pochodzące 
z bakterii kontrolnych (transformowanych „pustym” wektorem pBIN19) różniły się 
długością. Po trawieniu enzymem BamH 1 plazmidów z A. tumefaciens transformowa
nych pBIN19-PGIP uzyskano produkt o długości około 1 kb oraz wektor o długości
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analogicznej do długości przeciętego tym samym enzymem macierzystego plazmi
du pBlN19. Produktu tego nie obserwowano po trawieniu plazmidów bakterii kon
trolnych. Równocześnie specyficzny produkt PCR o długości około 1 kb uzyskano 
w reakcji przeprowadzonej na matrycy DNA wyizolowanego z transformowanych 
bakterii i bezpośrednio z bakteriami z hodowli w płynnej pożywce LB. Nie obserwo
wano produktu ampłifikacji w reakcjach, w których matrycę stanowiły plazmidy bak
terii kontrolnych.

Odporność rośliny na zakażenie przez patogeny oparta jest na istnieniu barier fi
zycznych oraz na możliwości indukowania mechanizmu odporności, które ograni
czają wzrost patogena w przestrzeniach apoplastu. System ten obejmuje produkcję 
rodników nadtlenkowych, syntezę metabolitów wtórnych, a także aktywację genów 
kodujących m.in. enzymy lityczne z grupy białek obronnych PR2, do których należy 
inhibitor poligalakturonazy (22). Białko-inhibitor poligalakturonazy wytwarzane 
w truskawce cechuje, sądząc po sekwencji genu PGIP (20, nie publikowane badania 
własne), niski poziom aktywności, czego konsekwencją jest brak reakcji odporno
ściowej na zakażenie przez B. cinerea. Biorąc pod uwagę wysoką homologię sekwen
cji uzyskanego cDNA i sprawdzonego podczas modyfikacji roślin cDNA gruszy, uzy
skana konstrukcja może być użyteczna w pracach nad wytwarzaniem genotypów 
truskawki, stanowiących cenny materiał wyjściowy w hodowli twórczej tego gatunku.

1 ATGGAACTCA AGTTCTCCAT CTTCCTCTCC CTAACCCTAC TCTTCTCCTC CGTCCTAAAA Jabłoń

1 ATGGAACTCA AGTTCTCCAT CTTCCTCTCC CTAACCCTAC TCTTCTCCTC CGTCCTAAAA U77041

1 ATGGAACTCA AGTTCTCCAC CTTCCTCTCC CTAACCCTAC TCTTCTCCTC CGTCCTAAAC L09264

1 AT-AACTTGA --TCTC---------- -TTCTTCTTG -TAGTTATTT TTCTTTGCTT TGCTTC------- T L26529

61 CCCGCTCTCT CCGATCTCTG CAACCCCGAC GACAAAAAAG TCCTCCTACA AATCAAGAAA Jabłoń

61 CCCGCTCTCT CCGATCTCTG CAACCCCGAC GACCAAAAAG TCCTCCTACA AATCAAGAAA U77041

61 CCCGCTCTCT CCGATCTCTG CAACCCCGAC GACAAAAAAG TCCTCCTACA AATCAAGAAA L09264

49 CCTTCACTAT CAGTAAGATG CAATCCGAAA GACAAAAAAG TCCTTCTACA AATAAAGAAA L26529

121 GCCTTCGGCG ACCCCTACGT CTTGACCTCA TGGAAATCAG ACACTGACTG TTGTGATTGG Jabłoń

121 GCCTTCGGCG ACCCCTACGT CTTGACCTCA TGGAAATCAG ACACTGACTG TTGTGATTGG U77041

121 GCCTTCGGCG ACCCCTACGT CTTGGCCTCA TGGAAATCAG ACACTGACTG CTGCGATTGG L09264

109 GACTTAGGCA ATCCTTACCA TTTAGCTTCA TGGGATCCAA ACACAGATTG CTGTTACTGG L26529

181 TACTGCGTCA CCTGTGACTC CACCACAAAC CGCATCAACT CCCTCACCAT CTTCGCCGGC Jabłoń

181 TACTGCGTCA CCTGTGACTC CACCACAAAC CGCATCAACT CCCTCACCAT CTTCGCCGGC U74401

181 TACTGCGTCA CCTGTGACTC CACCACAAAC CGCATTAACT CCCTCACCAT CTTTGCCGGC L09264

169 TACGTCATAA AATGTGACCG GAAAACCAAC CGGATAAATG CTCTCACCGT CTTC-CAAGC L26529

241 CAG-GTATCC GGCCAAATCC CAGCCCTAGT CGGAGACTTG CCATACCTTG AAACCCTTGA Jabłoń

241 CAG-GTATCC GGCCAAATCC CAGCCCTAGT CGGAGACTTG CCATACCTTG AAACCCTTGA U74401

241 CAG-GTGTCA GGCCAAATCC CAGCCCTAGT CGGAGACTTG CCATACCTTG AAACCCTTGA L09264

228 CAATATCTCC GGCCAAATTC CGGCAGCCGT CGGAGACCTT CCATATCTCG AAACATTGGA L26529

300 ATTCCACAAG CAACCTAATC TCACTGGCCC AATCCAACCC GCCATTGCCA AGCTCAAAGG Jabłoń

300 ATTCCACAAG CAACCTAATC TCACTGGCCC AATCCAACCC GCCATTGCCA AGCTCAAAGG U70441

300 ATTCCATAAG CAACCCAATC TCACTGGCCC AATCCAACCC GCCATTGCCA AGCTCAAAGG L09264

288 ATTTCATCAT GTTACTAATC TCACCGGAAC AATTCCACCT GCAATTGCGA AGCTCACAAA L26529

360 ACTCAAGTTT CTCAGGCTCA GCTGGACCAA CCTCTCAGGC TCTGTCCCTG ACTTCCTCAG Jabłoń

360 ACTCAAGTTT CTCAGGCTCA GCTGGACCAA CCTCTCAGGC TCTGTCCCTG ACTTCCTCAG U70441

360 ACTCAAGTCT CTCAGGCTCA GCTGGACCAA CCTCTCAGGC TCTGTCCCTG ACTTCCTCAG L09264

348 TCTCAAAATG TTAAGGCTCA GCTTCACTAA CCTTACAGGT CCGATCCCTG AATTCCTTAG L26529
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420 CCAACTCAAG AACCTCACAT TCCTCGACCT CTCCTTCAAC AACCTCACCG GCGCCATCCC Jabłoń

420 CCAACTCAAG AACCTCACAT TCCTCGACCT CTCCTTCAAC AACCTCACCG GCGCCATCCC U70441

420 CCAACTCAAG AACCTCACAT TCCTCGACCT CTCCTTCAAC AACCTCACCG GTGCCATCCC L09264

408 TCAGCTGAAG AATTTGACGT TGCTCGAGTT GAATTACAAT CAATTTACCG GAACAATCCC L26529

480 CAGCTCGCTT TCTCAGCTCC CAAACCTCAA CGCTCTTCAT CTAGACCGCA ATAAGCTCAC Jabłoń

480 CAGCTCGCTT TCTCAGCTCC CAAACCTCAA CGCTCTTCAT CTAGACCGCA ATAAGCTCAC U70441

480 CAGCTCGCTT TCTCAGCTCC CAAACCTCGG CGCTCTTCAT CTAGACCGCA ATAAGCTCAC L09264

468 TTCTTCCCTC TCTCAGCTTC CGAATTTGCT AGCGATGTAC TTAGATCGTA ACAAA.CTCAC L26529

540 AGGTCATATT CCGAAATCGC TTGGGCAGTT CATTGG--CA A-CGTTCCAG ACCTGTATCT Jabłoń

540 AGGTCATATT CCGAAATCGC TTGGGCAGTT CATTGG—CA A-CGTTCCAG ACCTGTATCT U70441

540 AGGTCATATT CCGATATCGT TTGGGCAGTT CATTGG--CA A-CGTTCCAG ACCTGTATCT L09264

528 CGGAACAATA CCGGAATCGT TTGGGAGATT TAAAGGACCA AATATACCAG ATCTCTACCT L26529

597 CTCCCACAAC CAGCTCTCTG GCAACATTCC AACCTCATTC GCTCAGATGG ACTTCACCAG Jabłoń

597 CTCCCACAAC CAGCTCTCTG GCAACATTCC AACCTCATTC GCTCAGATGG ACTTCACCAG U70441

597 CTCCCACAAC CAGCTTTCTG GCAACATTCC AACCTCATTC GCTCAGATGG ACTTCACCAG L09264

588 TTCACACAAC AGCTTGACCG GACATGTGCC GGCATCTTTA GGTGATTTGA ATTTTTCCAC L26529

657 CATAGACTTA TCACGGAACA AGTTCGAAGG TGACGCATCC GTGATATTTG GGCTGAACAA Jabłoń

657 CATAGACTTA TCACGGAACA AGCTCGAAGG TGACGCATCC GTGATATTTG GGCTGAACAA U70441

657 CATAGACTTA TCACGGAACA AGCTCGAAGG TGACGCATCC GTGATATTTG GGCTGAACAA L09264

648 GCTTGATTTC TCCAGGAATA AGCTTGAAGG AGATGTTTCG TTTTTGTTCG GGAAGAATAA L26529

717 GACAACCCAG ATTGGGGACC TGTCCAGGAA CTTGCTGGAA TTTAATCTGT CAAAGGTGGA Jabłoń

717 GACAACCCAG ATTGTGGACC TGTCCAGGAA CTTGCTGGAA TTTAATCTGT CAAAGGTGGA U70441

717 GACAACCCAG ATTGTGGACC TGTCCAGGAA CTTGCTGGAA TTTAATCTGT CAAAGGTGGA L09264

708 GACGAGTCAG GTAAT GATT TATCGAGGAA TTTATTGGAG TTTGATATTT CGAAATCGGA L26529

777 GTTTCCGACA AGCTTGACCT CGCTGGATAT CAACCACAAT AAGATCTACG GGAGTATCCC Jabłoń

777 GTTTCCGACA AGCTTGACCT CGCTGGATAT CAACCACAAT AAGATCTACG GGAGTATCCC U70441

777 GTTTCCGACA AGCTTGACCT CGCTGGATAT CAACCACAAT AAGATCTACG GGAGTATCCC L26529

768 GTTTGCTGAG AGCTTGATAT CATTGGATTT GAATCATAAT CGAATTTTTG GTAGCTTACC L09264

837 AGTGGAGTTT ACCCAACTGA ATTTCCAGTT CCTGAACGTG AGCTACAACA GGCTGTGTGG Jabłoń

837 AGTGGAGTTT ACCCAACTGA ATTTCCAGTT CCTGAACGTG AGCTACAACA GGCTGTGTGG U70441

837 AGTGGAGTTT ACGCAACTGA ATTTCCAGTT CCTGAACGTG AGCTACAACA GGCTGTGTGG L09264

828 ACCAGGATTG AAAGATGTAC CATTGCAGTT TTTCAATGTG AGTTATAATA GACTTTGTGG L26529

897 TCAGATTCCA GTGGGTGGAA AGTTGCAGAG CTTCGACGAG TATTCTTATT TCCATAACCG Jabłoń

897 TCAGATTCCA GTGGGTGGAA AGTTGCAGAG CTTCGACGAG TATTCTTATT TCCATAACCG U70441

897 TCAGATTCCT GTGGGTGGAA AGTTGCAGAG CTTCGACGAG TATTCTTATT TCCATAACCG L09264

888 ACAGATTCCA CAAGGTGGAA CGTTGCAGAG CTTTGATATT TACTCTTATT TGCATAACAA L26529

957 ATGCTTGTGC GGTGCTCCAC TCCCAAGCTG CAAGTAA Jabłoń

957 ATGCTTGTGC GGTGCTCCAC TCCCAAGCTG CAAGTAA U70441

957 ATGCTTGTGC GGTGCTCCAC TCCCAAGCTG CAAGTAA L09264

948 ATGCCTTTGT GGCTCTCCCT TGCCGAAATG TAAGTAG L26529

Rys. Porównanie sekwencji cDNA wyizolowanego z jabłoni odmiany ‘Golden Delicious’ oraz sekwen
cji cDNA-PGlP jabłoni (nr U77041), gruszy (nr L09264) oraz pomidora (nr L26529) z Banku Genów.
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