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Streszczenie

1. Streszczenie

Kukurydza jest roslina o duzym znaczeniu gospodarczym, ktéra znalazta szerokie
zastosowanie przemystowe: w produkcji bioetanolu, w przemysle paszowym, spozywczym
i widkienniczym. Intensyfikacja upraw kukurydzy i dazenie do ciaglego zwigkszania
produktywnos$ci rosliny wiaza si¢ z powszechnym wykorzystaniem $rodkéw ochrony
roslin, w tym herbicydéw. Zabiegi oprysku herbicydami kukurydzy stanowia czynnik
abiotyczny powodujacy stres. Na rynku dostgpne sa linie kukurydzy uzyskane technikami
inzynierii genetycznej, ktore posiadaja cechg¢ odpornosci na dziatanie herbicydéw.
W moich badaniach dysponowatam roslinami kukurydzy, ktére wykazywaty naturalna
tolerancj¢ lub wrazliwos¢ na dziatanie herbicydow Roundup, Titus 1 Basta.
Z wykorzystaniem techniki mikromacierzy oligonukleotydowych przeanalizowatam
zmiany w poziomie ekspresji genéw u kukurydzy zwyczajnej w odpowiedzi na warunki
stresowe spowodowane zastosowaniem herbicydéw. Wytypowatam geny zaangazowane
w reakcje¢ roslin na dziatanie Roundup 1 potwierdzitam uzyskane wyniki z uzyciem PCR
w czasie  rzeczywistym.  Przeprowadzitam  analiz¢ = obecnoSci  znacznik6ow?2.
epigenetycznych w obrebie sekwencji genu kodujacego biatka podobne do arabinoglikanu
wytypowanego, jako bioracy udzial w ksztattowaniu cechy odpornosci na Roundup.
Okreslitam poziom zmian w catkowite] metylacji DNA w liSciach 1 wskazalam ich
korelacje ze zroéznicowana odpowiedzia na stres herbicydowy u kukurydzy. Oznaczytam
zmienno$¢ wystepowania modyfikowanych nukleotydéw w matych RNA w warunkach
stresowych wywotanych dziataniem Roundup. Wykrytam réwniez we frakcji matych RNA
modyfikowany monofosforan nukleotydu, ktéry nie zostal opisany w literaturze, a ktérego
wystgpowanie mozna korelowac z dziataniem herbicydu.

Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia pozwolily na lepsze zrozumienie
molekularnego mechanizmu wyksztatlcenia w roslinie tolerancji na warunki stresowe
wywolane dziataniem herbicydu Roundup. Dane te stana si¢ podstawa do p6zniejszego
wytypowania biomarkerow, umozliwiajacych rozréznienie roslin odpornych od

wrazliwych na warunki stresu herbicydowego.
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2. Cel pracy

Celem pracy bylo wykazanie korelacji epigenetycznych i regulatorowych mechanizméw
odpowiedzi komorkowej rosliny na warunki stresu herbicydowego wptywajacymi na
poziom ekspresji gendw zaangazowanych w ksztaltowanie cechy odpornosci na dziatanie
herbicydu Roundup u kukurydzy zwyczajnej (Zea mays). Zidentyfikowanie gendéw
odpowiedzialnych za ksztattowanie odpornosci na warunki stresu herbicydowego miato na
celu stworzenie podstawy do opracowania metody szybkiej analizy probek roslinnych

umozliwiajacej okreslenie poziomu ich wrazliwos$ci na dziatanie Roundup.
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3. Wykaz wazniejszych skrotow

aa-tRNA — aminoacylo tRNA

AGLP - gen kodujacy biatka podobne do arabinoglikanu
AGO - biatka Argonaute

AHAS - syntaza acetylohydroksykwasowa

ALS - syntaza acetylomleczanowa

ATP — adenozyno-5’-tréjfosforan

ChIP — immunostracenie chromatyny

CMT - chromometylaza

DCL - biatko podobne do Dicer

DME — Demeter

DML — Demeter podobne

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DRM - metylotransferaza

dsDNA - dwuniciowy DNA

d-tRNA — deacylo tRNA

eEF — eukariotyczny czynnik elongacyjny

elF — eukariotyczny czynnik inicjacyjny

EPSPS — syntetaza 5-enolopirogronoszikimo-3-fosforanu
eRF — eukariotyczny czynnik uwalniajacy

FAO - Organizacja Narodéw Zjednoczonych do Spraw Wyzywienia i Rolnictwa
GTP — guanozyno-5’-tréjfosforan

GUS - Gtéwny Urzad Statystyczny

HAT - acetylaza histonéw

HDAC — deacetylaza histonéw

HPS — gen kodujacy hipotetyczne biatko

IMP — gen kodujacy integralne biatka membrany
IncRNA - dtugi niekodujacy RNA

m’C — 5-matylo-2’-deoksy-cytozyna

MET - metylotransferaza

miRNA — maty RNA

NAZ2 — gen kodujacy transkrypt 2. o nieznanej funkcji
NA4 — gen kodujacy transkrypt 4. o nieznanej funkcji
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ncRNA - niekodujacy RNA

PCR - fancuchowa reakcja polimeryzacji

PEP - fosfoenolopirogronian

PRP — gen kodujacy biatka zwiazane z patogeneza

p-tRNA — peptydylo tRNA

RdDM - metylacja DNA zalezna od RNA

RdRp, RDR - polimeraza RNA zalezna od RNA

RIN — wskaznik jednorodnosci RNA

RISC - kompleks wyciszajacy indukowany przez RNA

RLK - gen kodujacy biatka kinaz podobnych do receptorowych
RNA - kwas rybonukleinowy

ROS - represor wyciszania

RRF - eukariotyczny czynnik powtérnego wykorzystania rybosomu
rRNA — rybosomalny RNA

rtPCR — PCR w czasie rzeczywistym

S3P — 3-fosforan-szikimianu

SCP — gen kodujacy karboksypeptydaze seryny

siRNA —maly interferencyjny RNA

SL — linia wrazliwa

SL”7” — linia wrazliwa w dniu 7.

snoRNA — maty jaderkowy RNA

snRNA — maty jadrowy RNA

ssDNA — jednoniciowy DNA

SUMO - maty, podobny do ubikwityny zwiazek modyfikujacy biatka histonowe
TL - linia tolerancyjna

TL”7” — linia tolerancyjna w dniu 7.

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

tRNA — transferowy RNA

UP2 — gen kodujacy nieznane biatko

WIPI — gen kodujacy inhibitory proteinaz indukowane zranieniem
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4. Wprowadzenie literaturowe
4.1. Kukurydza - charakterystyka i warunki uprawy

Kukurydza jest rosling o duzym znaczeniu gospodarczym, ktéra znalazia szerokie
zastosowanie przemystowe m.in. w produkcji bioetanolu, w przemysle paszowym,
spozywczym i widkienniczym. Poczatki uprawy odmian mieszancowych kukurydzy w Polsce
datuje si¢ na lata powojenne, kiedy to zostata ona sprowadzona na te tereny kraju. Obecnie
wpisane w krajowym rejestrze sa 174 odmiany mieszancowe kukurydzy pastewnej
1 prowadzone sa prace nad kolejnymi odmianami (Adamczyk i in. 2010). W ostatnich latach
obserwuje si¢ bardzo dynamiczny rozw6j powierzchni upraw kukurydzy na terenie naszego
kraju (Wykres 1.). W roku 2000 areal upraw wynosit okoto 0,3 miIn ha, a wedtug ostatnich
doniesien GUS w roku 2012 uprawa kukurydzy z przeznaczeniem na kiszonk¢ wyniosta ok.
0,45 mln ha, a na ziarno 0,539 mln ha (Poslednik 2005; GUS 2012). Catkowite mozliwosci
uprawy tej rosliny na terenie Polski szacuje si¢ na 2 mln ha, istnieje wigc mozliwos¢ dalszego

zwigkszania areatu kukurydzy (Michalski 2005).
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Wykres 1. Areatl upraw kukurydzy na terenie Polski na przestrzeni lat (GUS 2012).

Istotne dla uzyskania dobrego plonowania kukurydzy jest wtasciwe dobranie odmiany
do istniejacych na terenie kraju warunkéw klimatycznych. Wezesno$¢ odmian rosliny okresla
si¢ za pomoca skali FAO, czyli poréwnaniu ocenianej odmiany z przyjetymi wzorcami

wczesnosci (Rysunek 1.) (Bere$ 1 in. 2009). Na terenie Polski uprawia si¢ odmiany wczesne
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(FAO do 220), sredniowczesne (FAO 230 — 250) i $redniop6zne (FAO 250 — 290) (Areseniuk
i in. 2012). Odmiany wczesne i Sredniowczesne sa zalecane na ogdét do wszystkich celéw
uzytkowych, przy czym dtuzszy okres wzrostu sprzyja lepszemu wyksztatceniu i dojrzeniu
ziarna, stad ich czesta uprawa na ten cel. Odmiany pdzniejsze gtdwnie stosowane sa do
produkcji kiszonki, ze wzgledu na krétszy okres wegetacji charakteryzuja si¢ duza iloscia

masy zielonej, a mniejszym udzialem rdzeni kolbowych (Bere$ i in. 2009).

FAO < 220

Rysunek 1. Strefy uprawy kukurydzy na terenie Polski z podziatem wedtug liczby FAO (Instytut Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin 2013).

Waznym aspektem uprawy kazdej rosliny jest siew na wilasciwej jakosci glebie.
W tym wzgledzie kukurydza nalezy do roslin malo wymagajacych, cho¢ zaopatrzenie
w substancje organiczne 1 wysoka kultura gleby wplywaja na zwigkszenie plonowania.
Do najlepszych gleb do uprawy kukurydzy naleza czarnoziemy i gleby lessowe. Roslina
dobrze rosnie réwniez na glebach brunatnych, madach i mocnych piaskach gliniastych.
Wiasciwy odczyn gleby powinien oscylowa¢ wokét obojetnego, w granicach pH 5,0 — 7,5,

po ich przekroczeniu nalezy si¢ liczy¢ z obnizeniem plonowania. Niezwykle istotne
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w uprawie kukurydzy jest, aby gleba byta gl¢boka, przewiewna, prochnicza i ciepta oraz
mogta gromadzi¢ duze ilosci wody (Bere$ i in. 2007).

Polska jest krajem charakteryzujacym si¢ deficytem wody, dlatego mozliwosci
magazynowania wody w glebie petnia wazna rolg dla wlasciwego wzrostu kukurydzy. Ilos¢
opadow w okresie wegetacji od kwietnia do maja jest podstawowym czynnikiem
decydujacym o pdzniejszym plonowaniu. Nalezy podkresli¢, ze kukurydza nalezy do ro$lin
o duzych potrzebach wodnych, jednak dzigki dobrze wyksztalconemu systemowi
korzeniowemu i niskiemu poziomowi transpiracji dobrze radzi sobie w warunkach naszego
kraju (Bere$ i in. 2009).

Kukurydza jest ros§lina pochodzaca z Meksyku, ktéra byla uprawiana w tamtych
rejonach juz siedem tysigcy lat temu (Hufford 1 in. 2012; Snarska 2012). Zea mays
(kukurydza zwyczajna) nalezy do grupy roslin cieptolubnych, a ze wzgledu na swoje
pochodzenie moze by¢ uznawana za egzotyczna na terenach klimatu umiarkowanego.
Trwajace tysiace lat zabiegi majace na celu udoskonalenie odmian uprawianej kukurydzy,
pozwolity na jej uprawe poczatkowo na terenach calej Ameryki, a pdzniej w strefach
umiarkowanych innych kontynentéw, w tym w Polsce. Obecnie uprawiane odmiany
mieszancowe trafity na teren Polski w 1953 i od tego roku nalezy datowa¢ rozwdj uprawy
kukurydzy oraz prace nad uzyskaniem nowych, lepiej dostosowanych do warunkéw
srodowiskowych linii (Adamczyk 1 in. 2010). Ze wzgledu na swoje wymagania
temperaturowe (kietkowanie przy temperaturze 10°C) kukurydza siana jest najpdzniej
z roslin w uprawach polowych na terenie Polski tj. w potowie kwietnia (Beres i in. 2009).
Niezaprzeczalna zaleta p6znego siewu jest mozliwos¢ wilasciwego przygotowania pola
przed siewem, kiedy znajduje si¢ na nim wigksza ilos¢ chwastow, oraz zmniejszenie ryzyka
narazenia rosliny na przymrozki. Pozostale warunki siewu i wzrostu rosliny, takie jak rzadki
siew (ok. 8-10 ro$lin na m?%), pézne wschody i pionowy, powolny wzrost waskiej rosliny
sprzyjaja silnemu wzrostowi chwastéw (Beres i1 in. 2007; Snarska 2012). Nawet
w najbardziej optymalnych warunkach w okoto miesiac po siewie, pole kukurydzy pokrywa
si¢ chwastami i wymaga interwencji rolnika. W przypadku wystapienia dodatkowo
znacznego ocieplenia i wysokiej wilgotno$ci obserwowa¢ mozna gwaltowny wzrost
zachwaszczenia pola. W okresie przed wschodem i po wschodzie rosliny, w warunkach
zachwaszczenia pola kukurydzy konieczne jest zastosowanie zabiegdw majacych na celu
ich usunigcie. Obecny stan wiedzy potaczony z wieloletnimi obserwacjami pozwala na

stwierdzenie, ze pole catkowicie pozbawione chwastéw od momentu siewu do zbioru nie
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jest elementem koniecznym do uzyskania wysokiego i dobrej jakosci plonu. Wyznaczono
tzw. prog szkodliwosci, czyli poziom zachwaszczenia pola, ponizej ktérego nie ma
koniecznosci stosowania jakiegokolwiek z zabiegéw agrotechnicznych (Beres 1 in. 2007).
W kontekscie zalecanej, a od 2014 roku obowigzkowej, integrowanej ochrony roslin
dopuszcza si¢ odchwaszczanie metodami: mechaniczna, mechaniczno-chemiczna
i chemiczna. Zastosowanie poszczegdlnych metod zalezy od rolnika, arealu upraw, stanu
gleby, zaistnialych warunkéw pogodowych, poziomu zachwaszczenia 1 fazy rozwojowej
kukurydzy (Snarska 2012). Metody mechaniczne naleza do czynnoSci prowadzonych
najwczesniej przed siewem. Najlepszym rozwiazaniem jest rozpoczecie od plytkiej
podorywki po zbiorze przedplonu, a nastgpnie bronowanie. Réwniez gigboka orka zimowa
sprzyja walce z zachwaszczeniem pola. Zabiegi te powoduja zniszczenie rosnacych juz
chwastéw. W procesach agrotechnicznych nasiona chwastéw sa przenoszone glegbiej pod
ziemig, co uniemozliwia ich kietkowanie, lub sa wyrzucane na powierzchnig co skutkuje ich
przemarzaniem po skietkowaniu. W procesach mechanicznych usuwania chwastow
praktykowane jest réwniez pielenie rzedow, zazwyczaj rgcznie, a migdzyrzedzi
opielaczami. Metoda chemicznego zwalczania chwastow opiera si¢ o stosowanie dwoch
rodzajéw srodkéw zwanych herbicydami doglebowymi i nalistnymi (Bere$ i in. 2007).
Zastosowane S$rodki ochrony ro$lin musza spelnia¢ kryteria bezpieczenstwa dla ludzi,
pszcz6l, organizméw wodnych, Srodowiska naturalnego oraz wykazywa¢ pelnag
selektywno$¢ dla odmian kukurydzy (Warzecha 2010). W przypadku obydwu metod nalezy
zapoznac¢ si¢ z charakterystyka gleby i gatunkami chwastéw rosnacymi na polu kukurydzy.
Herbicydy doglebowe maja za zadanie zniszczenie nasion chwastéw znajdujacych sig
w glebie bez uszkodzenia kukurydzy. Moga by¢ one stosowane po wschodzie kukurydzy,
ale czgsto w mieszance z herbicydem o dziataniu totalnym sa tez stosowane
przedwschodowo (Rysunek 2.) (Bere$ i in. 2007; Warzecha 2010). Herbicydy nalistne,
totalne stosowane sa na skietkowane chwasty w pierwszych fazach wzrostu, ale przed
wschodem kukurydzy. Inna grupa herbicydéw nalistnych o dziataniu uktadowym na
chwasty moze by¢ rowniez stosowana powschodowo. W tym przypadku niezwykle istotne
jest zastosowanie herbicydu o szerokim spektrum dziatania w celu usunigcia jak
najwigkszej ilosci chwastow przy jednym zabiegu (Bere$ i in. 2007; Warzecha 2010).
W przypadku herbicydéw nalistnych przedwschodowych jednym z zalecanych preparatow
jest herbicyd Roundup (mozna réwniez zastosowac herbicyd Basta) o dziataniu totalnym

oraz herbicyd Titus, o dziataniu uktadowym, stosowany powschodowo w fazie rozwoju
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kukurydzy 1-7 liscia (Bere$ i in. 2007; Warzecha 2010; Warzecha 2010; Pietryga i in.
2011).

Q el ‘_A
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Roundup
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Rysunek 2. Fazy wzrostu kukurydzy z zaznaczonymi okresami stosowania wybranych, wykorzystanych

w pracy herbicydow (Beres i in. 2007).

Innym ze sposobéw uprawy kukurydzy uwzgledniajacym mniejsza ingerencje
w srodowisko naturalne 1 jednoczesnie zapobieganie erozji gleby jest uproszczenie
w uprawie. Ziarno kukurydzy siane jest do gleby nieoczyszczonej po zeszlorocznych
zbiorach. Zastosowanie siewu bezposredniego wiaze si¢ z ryzykiem nizszej temperatury
gleby 1 wolniejszym kietkowaniem, przy jednoczesnym zachowaniu duzych ilosci wody
w podtozu oraz stabszym wzroscie chwastéw. Ostateczny bilans takiego siewu okazuje si¢
korzystny ekonomicznie, a poziom plonowania porownywalny z technika tradycyjna.
Pomimo proponowanych rozwiazan uprawy integrowanej kukurydzy nieuniknione wydaje
si¢ stosowanie metod chemicznych ochrony przed chwastami (Bere$ i in. 2007).

W kontekScie rosnacego zapotrzebowania na kukurydze i szerokiego zastosowania
w przemysle w ostatnich latach intensyfikacji ulegta uprawa, a co za tym idzie wzrosta ilo$¢
stosowanych herbicydéw. W $wietle zasad Dobrej Praktyki Ochrony Roslin,

obowiazujacego ustawodawstwa i zalecen integrowanej ochrony nalezy stosowac
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kombinacje metod biologicznych, biotechnicznych, chemicznych, fizycznych, uprawowych
i hodowlanych, przy ktérym stosowanie chemicznych §rodkéw ochrony ro$lin ogranicza si¢
do niezbgdnego minimum umozliwiajacego uniknigcie strat ekonomicznych (Bere$ i in.
2009).

Szczegétowa analiza potrzeb geo-srodowiskowych kukurydzy w uprawach na terenie
Polski uwidacznia duze znaczenie wilasciwego doboru odmiany stosowanej na danym
obszarze w celu zwigkszenia jej plonowania. Proba przyspieszenia rozwoju hodowlanego
kukurydzy jest wprowadzenie modyfikacji genetycznych w roslinie w celu uzyskania cechy
odpornosci na dziatanie herbicydu (np. kukurydza Roundup Ready®), czy omacnicy
prosowianki (kukurydza Bt-176). Alternatywa dla budzacych w spoteczenstwie
kontrowersje odmian GM (genetycznie modyfikowanych, ang. genetic modified) kukurydzy
jest wprowadzenie linii cechujacych si¢ naturalng tolerancja na stres. Prowadzenie prac nad
zbadaniem mechanizméw molekularnych (zmiany w poziomie ekspresji gendw i regulujace
je procesy) zaangazowanych w ksztaltowanie cechy odpornos$ci na poszczegdlne czynniki
stresowe stanowi skomplikowane zadania, ale pozwoli na poznanie czynnikéw
komérkowych bioracych udzial w ksztalttowaniu tolerancji (Aniot i in. 2007; Korbin i in.

2009).

4.2. Charakterystyka herbicydow

Stopien 1 stan zachwaszczenia pola kukurydzy jest jednym z wazniejszych czynnikéw
decydujacych o plonowaniu. Jedna z uznanych i powszechnie stosowanych metod usuwania
zachwaszczenia jest metoda chemiczna z wykorzystaniem herbicydéw. Nalezy podkreslic,
ze herbicydy poza pozytywna rola zwigzang niszczeniem chwastow moga sta¢ si¢ rOwniez
zrodlem uszkodzen ro$liny uprawnej. Zjawisko to wystgpuje kiedy mamy do czynienia
z przekroczeniem zalecanej przez producenta dawki srodka chemicznego, niewtasciwym
terminem zastosowania herbicydu, czy opryskiem przy niesprzyjajacych zabiegowi
warunkach pogodowych oraz jesli rosliny sa uszkodzone przez szkodniki, choroby lub inne
agrochemikalia. Przyczyng uszkodzen moga stanowi¢ rowniez uwarunkowania genetyczne
mieszancow, ktére posiadaja zakodowana ceche odpornosci lub wrazliwosci na dany
herbicyd (Rola 2003). W S$wietle tych doniesien niezwykle istotne jest poznanie
mechanizméw molekularnych ksztattowania odpornosci 1 wrazliwosci na dziatanie

herbicyd6éw 1 mozliwo$¢ oznaczania tej cechy u roslin kukurydzy.
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4.2.1. Herbicyd Roundup

W uprawach kukurydzy szeroko stosowany i zalecany jest Roundup, begdacy
dolistnym herbicydem o nieselektywnym dziataniu, ktérego czynnikiem aktywnym jest
glifosat (Rysunek 3.) (Griffin i in. 2010; Shaner i in. 2012). Czynnik aktywny herbicydu -
glifosat zsyntezowany zostal po raz pierwszy przez H. Martina w firmie farmaceutycznej,
w Szwajcarii w roku 1950. Glifosat otrzymano w trakcie badan poswigconych poszukiwaniu
nowych lekéw, aponiewaz nie zauwazono jego wlasciwosci leczniczych, nie zostal on
opublikowany i opatentowany (Székacs i in. 2012). Historia herbicydu rozpoczeta si¢ w roku
1974, kiedy to firma Monsanto wypuscita Roundup na rynek, jako herbicyd o szerokim
spektrum dziatania i niezwykle wysokiej skutecznosci w walce z chwastami, a w roku 1971
opublikowata wyniki jego skutecznosci (Baird i in. 1971). Wielki sukces firma zawdzigcza
J.E. Franz, ktéry to w roku 1970 przeprowadzil ponowna syntez¢ zwiazku i zaproponowat
jego wykorzystanie jako herbicydu (Duke i in. 2008).

Glifosat pobierany jest przez zielone czg¢sci roslin (liScie, zielone pedy i niezdrewniata
korg), a nastgpnie przemieszczany po calej roslinie i dociera do jej czgsci podziemnych
(korzeni, roztogéw itp.) powodujac ich zamieranie. Pierwsze objawy dziatania $rodka
(z6tknigcie i wiednigcie) sa widoczne po uptywie 7-10 dni od zabiegu. Catkowite zamieranie
roslin nastgpuje po okoto 3 tygodniach. Wysoka temperatura i wilgotnos¢ powietrza oraz silne
nastonecznienie przyspieszaja dziatanie Srodka. W efekcie wyksztalcenia mechanizmu
wzrostu odpornosci chwastéw na uzywane herbicydy, konieczne jest zwigkszenie dawek lub
wprowadzanie nowych herbicydéw. Stosowanie wysokich dawek herbicydu Roundup ma
niekorzystny wptyw na §rodowisko naturalne. W uprawie kukurydzy herbicyd ten stosowany
jest przedwschodowo oraz powschodowo na dojrzate rosliny przed zbiorem w celu ich
wysuszenia (Baerson i in. 2002; Pieniazek D. 2003; Griffin i in. 2010; Jaskulski i in. 2011).
Pod wzgledem chemicznym glifosat jest N-fosfonometyloglicyna i nalezy do grupy
fosfonianéw. Zwiazek ten jest pochodna kwasu fosfonowego wykazujaca niewielka

rozpuszczalnos¢ w wodzie, ok. 1,16% w temperaturze pokojowej (Franz 1985).
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Rysunek 3. Wzor strukturalny glifosatu — N-fosfonometyloglicyny. Kolorem szarym zaznaczono atomy wegla,

zielonym — atom fosforu, czerwonym — atomy tlenu, niebieskim — atom azotu.

Glifosat jest praktycznie nierozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych, z wyjatkiem
kwasu trifluorooctowego (Franz i in. 1997; Rézanski 1998).

Mechanizm dziatania herbicydu polega na hamowaniu przez glifosaf aktywnosci
syntetazy EPSP (5-enolopirogronoszikimo-3-fosforanu), ktéra jest jednym z enzymoéw
w szlaku metabolicznym kwasu szikimowego (Tzin 1 in. 2010). Odpowiada on za
przeksztatcenie 3-fosforanu kwasu szikimowego (S3P), przy pomocy fosfoenolopirogronianu
(PEP), do nieorganicznego fosforanu i 5-enolopirogroniano-szikimo-3-fosforanu (EPSP),
ktory jest prekursorem wielu zwiazkOw aromatycznych istotnych w szlakach metabolicznych
w komoérkach, w tym aminokwaséw aromatycznych (Anderson i in. 1988).

Enzym EPSPS charakteryzuje unikalna struktura zawierajaca dwie globularne domeny
ztozone z beta-kartek i alfa-helis, nazywana beczulka alfa-beta, ktére potaczone sa przez dwie
nici petnigce role zawiasOw i umozliwiajace zamknigcie substratu w miejscu aktywnym
(Steinrucken 1 in. 1980; Stallings i in. 1991). Dopiero rozwiazanie struktury przestrzennej
EPSPS z wykorzystaniem technik krystalograficznych w kompleksie z S3P i glifosatem (1,5
A) oraz z S3P (1,6 A) pozwolito na odkrycie doktadnego mechanizmu dziatania glifosatu
(Rysunek 4.). Okazato sig, ze glifosat zajmuje miejsce aktywne wiazania PEP w EPSPS
1 oddziatuje z trzema aminokwasami (Lys22, Argl24, Lys411) normalnie zaangazowanymi

w wiazanie PEP (Schonbrunn i in. 2001).
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Rysunek 4. Struktura krystalograficzna EPSPS oraz oddziatywanie glifosatu i S3P z enzymem w miejscu
aktywnym. Model z E.coli (Schonbrunn i in. 2001). Po lewej stronie kolorami zaznaczono: rézowy -
domena gorna EPSPS (zbudowana z aminokwasow 20-240), niebieski - domena dolna (zbudowana
zaminokwasow 1-19 i 241-427), granatowy - glifosat, fioletowy - S3P. Po prawej stronie

przedstawiono oddziatywanie glifosatu i S3P z aminokwasami EPSPS w miejscu aktywnym enzymu.

Zaproponowano, ze glifosat moze dziala¢ jako analog PEP w stanie przejsciowym
(Székacs 1 in. 2012). Jednoczesnie stwierdzono, ze glifosat wiaze si¢ niezwykle blisko S3P
1 moze oddzialywa¢ z nim poprzez wiazanie wodorowe (Schonbrunn i in. 2001). Inhibicja
aktywnosci tego enzymu powoduje zahamowanie biosyntezy aminokwaséw aromatycznych
(fenyloalaniny, tryptofanu i tyrozyny) w ros$linie. Aminokwasy te stanowia sktadniki
niezbedne do rozwoju ro$liny, wchodza takze w skilad barwnikéw roslinnych, takich jak
antocyjaniny 1 flawonoidy (Franz i in. 1997; Pollegioni i in. 2011).

Stwierdzono réwniez, ze glifosat dziata na ro$ling poprzez desykacje, czyli
wysuszanie tkanek zwiazane z zakléceniem procesu fotosyntezy. Obecnos$¢ glifosatu
powodowata stopniowe hamowanie procesu fotosyntezy poprzez zamknigcie aparatow
szparkowych i obnizenie procesu respiracji, a co za tym idzie zmniejszenie dostgpnosci wody.
Proces spowalniania fotosyntezy sprzyja przemieszczaniu si¢ glifosatu do zamierajacych
tkanek i powodowaniu kolejnych uszkodzen prowadzacych do $mierci rosliny (Fuchs i in.

2002; Pieniazek i in. 2003).
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Postuluje sig, ze glifosat odpowiedzialny jest za wywotanie stresu oksydacyjnego.
Analiza proteomiczna liSci ryzu traktowanych glifosatem pozwolita na zaobserwowanie
zmian w ekspresji kilku antyoksydantéw enzymatycznych, takich jak kinaza peroksydazy 1,
peroksyredoksyna i prekursor chloroplastowy dysmutazy nadtlenkowej. Zanotowano réwniez
zwigkszona produkcje aktywnych form tlenu, utlenianie tluszczy izwiazane z tym
uszkodzenia blon komérkowych, a takze obnizona ilo$¢ biatka rubisko (Ahsan i in. 2008).
W algach C. kessleri zaobserwowano pod wpltywem dzialania glifosatu, wzrost poziomu
utlenienia tluszczow, uszkodzenia blon, a takze wzrost poziomu ekspresji S-transferazy
glutationu, katalazy i dysmutazy nadtlenkowej — enzyméw zaangazowanych w niwelowanie
skutkéw stresu oksydacyjnego (Romero i in. 2011). W ro$linach soi wrazliwych na dziatanie
glifosatu wykazano zahamowanie procesu fotosyntezy, zmiany w profilu produkowanych
aminokwaséw, wzrost produkcji ,.biatek zwiazanych z gltodem”, atakze z odpornoscia na
choroby i pamigcia szoku temperaturowego. U roslin soi odpornych na glifosat (Roundup
Ready Soybean®) odnotowano pod wptywem jego dzialania wzrost poziomu biatek
zaangazowanych w fotosyntez¢. Wnioskowano, ze traktowanie glifosatem lisci soi prowadzi
do przejSciowego stanu stresu oksydacyjnego, ktéry skutkuje akumulacja antyoksydantow
w komorkach i zaburzeniem réwnowagi komoérkowej (Vivancos i in. 2011). Wykazano
rowniez zwiazek stosowania glifosatu ze zmianami w metabolizmie wegla, jak réwniez
spadkiem zawartosci Ca, Mn, Mg 1 Fe w lisciach (Cakmak i in. 2009; Orcaray 1 in. 2012).
Wykazano réwniez na przykladzie pszenicy ozimej, ze traktowanie glifosatem roslin
dojrzaltych powoduje mniejsza energi¢ kietkowania i wzrost kietkow z uzyskanego ziarna
(Jaskulski i in. 2011).

Dlugoletnie stosowanie glifosatu na polach uprawnych doprowadzito do
wyksztatcenia naturalnej odpornosci na jego dziatanie u chwastéw. Odnotowano 24 gatunki
ros$lin wykazujacych ceche odporno$ci na ten herbicyd w 19 krajach na catym $wiecie (Heap
2013). Podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za odporno$¢ na dziatanie herbicydu
jest stabsze pochlanianie go poprzez powierzchnig¢ liSci, przez ro$liny tolerancyjne
w poréwnaniu do wrazliwych. Obecna na powierzchni lisci kutikula moze wptywaé na
zmniejszenie ilosci glifosatu, ktéry pochtaniany jest przez rosling. Kolejnym z mechanizméw
wplywajacych na obnizenie wrazliwosci ro$liny jest translokacja herbicydu i jego
rozprowadzanie w roslinie (Gonzalez-Torralva i in. 2012; Rojano-Delgado 1 in. 2012).
Zaobserwowano u chwastow odpornych na glifosat, ze jest on obecny gtdwnie w lisciach

i fodygach ro$lin, a w mniejszych iloSciach w korzeniach. Stwierdzono réwniez, ze szybko$¢
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transportu herbicydu u roslin wrazliwych jest duzo wyzsza anizeli u odpornych (Vila-Aiub i
in. 2012). Opisano takze, ze sekwestracja herbicydu do wakuoli, ktére moze w nich ulegac
metabolizmowi stanowi inny mechanizm ksztalttowania odpornosci (Ge 1 in. 2012).
Wykazano, ze glifosat zar6wno u roslin jak i w bakteriach moze by¢ metabolizowany
w wakuolach komoérek. Proponowane i mozliwe $ciezki metabolizmu przedstawiono na

schemacie 1. (Ge i in. 2010; Ge i in. 2011).
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Schemat 1. Potencjalne szlaki metaboliczne degradacji glifosatu (de Carvalho i in. 2012; Rojano-Delgado i in.
2012). Liniq ciqglq oznaczono szlaki metaboliczne obecne u roslin, liniq ciqgtq szlaki metaboliczne obecne

u bakterii.

Stwierdzono réwniez, ze za ksztaltowanie odpornosci na dziatanie glifosatu
u chwastow odpowiedzialne moga by¢ zmiany poziomu ekspresji EPSPS. Podwyzszona
ekspresja enzymu wiaze si¢ z obecnoscia wigkszej ilosci kopii genu kodujacego to biatko
w genomie. Zwigkszona ilo$¢ biatka EPSPS w komoérce nawet przy zahamowaniu aktywnos$ci
czesci z enzymoOw gwarantuje mozliwos¢ biosyntezy aminokwaséw aromatycznych (Baerson
1 in. 2002). Wykazano, ze obecno$¢ mutacji w sekwencji aminokwasowej EPSPS réwniez

skutkuje powstaniem biatka o zwigkszonej odpornosci na dziatanie herbicydu. Istnieje
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mozliwo$¢, ze opisane mechanizmy moga by¢ réwniez obecne w komdrkach roslin
uprawnych, ktoére posiadaja ceche¢ naturalnej odpornosci na glifosat (Perez-Jones i in. 2007;
Yu 1 in. 2007; Kaundun 1 in. 2011). Nie mozna wykluczy¢, ze istnieja w komdrce inne
czynniki biorace udziat w ksztattowaniu tolerancji na dziatanie tego herbicydu. Nie wskazano
tez poszczegllnych transporteréw 1 czynnikow regulatorowych zaangazowanych

w zmniejszony transport glifosatu po roslinie oraz jego sekwestracje do wakuoli.

4.2.2. Herbicyd Titus

Herbicyd Titus jest przeznaczony do powschodowego zwalczania perzu wiasciwego
i jednorocznych chwastéw jednolisciennych (chwasty prosowate) oraz niektérych chwastow
dwuliciennych w uprawie kukurydzy i ziemniaka (Warzecha 2010). Srodek ten jest
herbicydem selektywnym o dziataniu ukltadowym. Stosowany nalistnie, pobierany jest
gléwnie przez liScie i szybko przemieszczany w roslinie. Efekt chwastobdjczy jest widoczny
w okresie 7-20 dni. Najlepiej dziata na chwasty jednoroczne znajdujace si¢ w fazie 2-3 liscia.
Czynnikiem aktywnym herbicydu Titus jest rimsulfuron (Rysunek 6.) i zostal on

wprowadzony na rynek przez firmg¢ Du Pont De Nemours (Brown i in. 1994).

Rysunek 6. Wzor strukturalny rimsulfuronu. Kolorem szarym zaznaczono atomy wegla, Zottym — atomy

siarki, czerwonym — atomy tlenu, niebieskim — atomy azotu.

Jest to zwiazek z grupy pochodnych sulfonylomocznika, rozpuszczalny w wodzie. Na
podstawie przeprowadzonych analiz mozna wnioskowaé, ze jego stosowanie wiaze sig

z minimalnym ryzykiem toksycznosci dla Srodowiska naturalnego. Zaobserwowano, ze
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jedyne zagrozenie zwiazane z poprawnym stosowaniem rimsulfuronu moze wigzaé sig
z uprawg odmian roslin wrazliwych na ten herbicyd (Nicholls i in. 1987).

Okres potrozpadu rimsulfuronu w temp. 25°C to okolo 22 — 24,5 dni; jest on
niestabilny w warunkach kwasnych 1 alkalicznych (Schneiders i in. 1993). W roztworze jego
trwato$¢ wynosi 0,3 do 7,2 dnia w zaleznosci od pH. Wykazano réwniez, iz rimsulfuron moze
ulega¢ rozktadowi w glebie w reakcji hydrolizy zwiazku lub w drodze rozktadu przez
mikroorganizmy. Rimsulfuron rzadko znajdowany jest w wodach gruntowych ze wzgledu na
jego szybki transport 1 rozktad w glebach zasadowych (Martins i in. 1999).

Rimsulfuron hamuje aktywnos$¢ syntazy acetylohydroksykwasowej (AHAS), znanej
takze jako syntaza acetylomleczanowa (ALS). Jest to bardzo wazny enzym ro$linny, ktory
bierze udzial w szlaku biosyntezy aminokwasow o rozgalgzionych tancuchach, czyli
izoleucyny, leucyny i waliny. Inhibicja tego enzymu skutkuje zahamowaniem wzrostu rosliny

na wierzchotkach korzeni i pedéw i moze prowadzi¢ do $mierci rosliny (Koeppe i in. 2000).

4.2.3. Herbicyd Basta

Basta jest herbicydem w stanie ptynnym, o szerokim spectrum dziatania, powszechnie
stosowanym w procesie walki z chwastami (Behrens i in. 2007; Meme i in. 2009). Zostat on
wprowadzony w 1970 roku w celu desykacji przed zbiorem ro$lin straczkowych, rzepaku
i pomidora (Ay i in. 2012). Gtéwnym sktadnikiem Basta i jego czynnikiem aktywnym jest
glufosynat amonowy (Rysunek 7.) (Hoerlein 1994; Fabian i in. 2011).

Rysunek 7. Wzor strukturalny glufosynatu. Kolorem szarym zaznaczono atomy wegla, zielonym — atom

fosforu, czerwonym — atomy tlenu, niebieskim — atom azotu.
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Glufosynat amonowy stanowi niejako ,,preherbicyd”, poniewaz jest on pobierany
przez rosling, a nastgpnie przeksztalcany do rzadkiego aminokwasu fosfinotricyny (PT)
(Gordon-Kamm 1 in. 1990). Fosfinotricyna jest analogiem strukturalnym kwasu
glutaminowego 1 dzigki temu podobienstwu wiaze si¢ z enzymem syntetaza glutaminy (GS),
ktory bierze udziat w metabolizmie amoniaku w roslinie. Wiazanie PT do GS powoduje
nieodwracalne zahamowanie aktywno$ci enzymatycznej syntetazy glutaminy. Inhibicja
aktywnosci GS skutkuje obnizeniem poziomu kwasu glutaminowego w komoérce i okoto
stukrotnym podwyzszeniu st¢zenia jondw amonowych w komérkach. Rosnace st¢zenie jonow
amonowych prowadzi do postgpujacych zmian nekrotycznych, a potem $mierci rosliny
(Diddens i in. 1976; Kishore i in. 1988; Wendler i in. 1992).

Sugeruje sig, ze ze wzgledu na szerokie zastosowanie herbicydow zawierajacych
glifosat i powstaniu zjawiska naturalnej odpornosci chwastow na ten zwiazek, alternatywa
moze sta¢ si¢ stosowanie herbicydow zawierajacych glufosynat. Przewiduje sig, ze
w najblizszych latach zastosowanie herbicydéw zawierajacych glifosynat znacznie wzro$nie

(Meme i in. 2009).

4.3. Przeplyw informacji genetycznej

Najwazniejsza tajemnica zycia, ktéra nurtowata ludzkos$¢ byt sposéb przekazywania
informacji o cechach organizmu migdzy pokoleniami, a nastgpnie jak regulowany jest jego
wzrost 1 rozwdj (Barciszewski 1 in. 2010). Odkrycie mechanizméw rzadzacych tymi
procesami stanowi jedno z najwigkszych dokonan XX wieku. Wyizolowanie DNA, RNA
i bialek doprowadzito do zaproponowanego w 1957 roku centralnego dogmatu biologii
molekularnej. Poczatkowo koncentrowano uwagg na DNA jako na nosniku informacji
genetycznej, a przez to najwazniejszej istniejacej w komorce czasteczce. Biatka traktowano
jako czynniki majace niejako funkcj¢ wykonawcza informacji zawartej w DNA. RNA
przypisywano drugoplanowa rol¢ posredniczenia pomig¢dzy DNA i biatkami w procesie
biosyntezy biatka (tRNA, mRNA), czy spajanie kompleksow wielobiatkowych (rybosom)
oraz traktowano jako pozostato$¢ po praorganizmach 1 ich ,,Swiecie RNA” (Tyczewska 1 in.
2009). Wykrycie enzymu odwrotnej transkryptazy pozwolilo na stwierdzenie, ze informacja
zawarta w RNA moze zosta¢ przepisana na DNA. Sekwencjonowanie genomu pozwolito na
okreslenie, ze tylko ok. 2% catej jego sekwencji u organizméw wyzszych stanowi informacje
kodujaca biatko, czyli podlegajaca proponowanemu, klasycznemu schematowi przeptywu

informacji genetycznej (Fire i in. 1998; Schmutz i in. 2004). Odkrycie niekodujacych RNA
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majacych funkcje regulatorowe, dostarczylo kolejnych informacji komplikujacych
postrzeganie mechanizméw rzadzacych ekspresja genéw w komorce (Fire i in. 1998).
Wszystkie te doniesienia doprowadzily do konieczno$ci zrewidowania poprzednio
proponowanego centralnego dogmatu. Jego podstawowe zatozenie zostato zachowane, jednak
zostal on rozszerzony o nowo poznane mechanizmy komoérkowe (Rysunek 8.) (Barciszewski i

in. 2010).

RNA «_

Rysunek 8. Schemat przeptywu informacji genetycznej w komorce (Barciszewski i in. 2010).

4.3.1. DNA i epigenetyka

Epigenetyka jest nauka o dziedziczonych zmianach ekspresji genow, ktére nie sa
zwigzane ze zmianami w sekwencji DNA. Pojecia tego po raz pierwszy uzyt Conrad
Waddington w 1942 roku twierdzac, ze jest to galaz biologii, ktéra bada oddziatywania
pomiedzy genami i produktami tych genéw, decydujace o powstaniu fenotypu.

Podstawowymi cechami epigenetycznej regulacji komoérkowej sa somatyczne
i rozrodcze dziedziczenie, mozliwa odwracalnos¢ tego procesu, ciagta kontrola i zmiany
zachodzace w modyfikacjach chromatyny oraz poziomie metylacji DNA. Zazwyczaj
obserwowanym efektem modyfikacji epigenetycznych sa zmiany w poziomie ekspresji
gendw, przede wszystkim na poziomie transkrypcji (Hoekenga i in. 2000).

W organizmach roslinnych bardzo wiele proceséw podlega epigenetycznej regulacji,
sa to przede wszystkim: zmiany w aktywno$ci elementdw majacych mozliwosé

transpozycji, pigtnowanie genomowe, paramutacje, wariegacja fenotypowa czy inaktywacja
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transgenu zalezna od homologii (Kermicle i in. 1990; Cocciolone i in. 1993; Vongs i in.
1993; Martienssen i in. 1994; Finnegan i in. 1996; Matzke i in. 1996; Hollick i in. 1997;
Chinnusamy 1 in. 2009). We wszystkich wymienionych procesach oraz ich regulacji swoj
udzial maja zaréwno zmiany poziomu metylacji DNA, jak 1 modyfikacje biatek
histonowych.

Wzajemna zalezno$¢ pomiedzy metylacja, zmianami w strukturze chromatyny poprzez
modyfikacje biatek histonowych oraz wzrostem i1 rozwojem ro$lin zostaly wykazane
w badaniach wykorzystujacych mutanty roslin. W Arabidopsis thaliana po wyciszeniu
ekspresji genu metylotransferazy, zaobserwowano drastyczny spadek metylacji cytozyny,
zmniejszenie pokroju rosliny, przemian¢ badanego regionu w heterochromatyng, zmiany
w obrgbie merysteméw, zaburzenia kwitnienia, a takze sterylno$¢ (Zhu 2008).

Na przyktadzie mutacji w genie ddml u A.thaliana, ktéra powodowata obnizenie
poziomu metylacji cytozyny, wykazano, ze epigenetyczne modyfikacje u roslin sa
dziedziczone w kolejnych pokoleniach (Thomashow 1999). W pdzniejszych badaniach
wykazano dla Zea mays, ze dziedziczenie poszczegdlnych modyfikacji zalezy takze od

mechanizmu, ktéry prowadzi do ich powstania (Cocciolone i in. 1993).

4.3.1.1. Chromatyna — budowa i funkcja

W przeszios$ci uwazano, ze chromatyna i jej struktura stanowia stabilna konstrukcje
umozliwiajaca upakowanie DNA w jadrze komoérkowym w postaci chromosomoéw.
Wykazano jednak, ze jest to dynamiczna struktura mogaca ulega¢ rozluznieniu lub
kondensacji zaleznie od czynnikéw modulujacych jej strukturg, przede wszystkim metylacji
DNA 1 modyfikacji biatek histonowych (Peterson i in. 2004).

Ni¢ DNA majaca Srednicg ok. 2 nm nawija si¢ dwukrotnie na rdzen histonowy
zbudowany z o$miu biatek histonowych. Rozwinigcie si¢ DNA z rdzenia uniemozliwia histon
H1, ktéry jak klamra spina poszczegélne nukleosomy. Nukleosomy potaczone sa ze soba
wolng nicia DNA czyli tzw. facznikiem. Pojedynczy nukleosom ma wielkos¢ ok. 10 nm.
Nukleosomy tworza struktury heksameryczne, ktére umozliwiaja jeszcze wigksze upakowanie
DNA, zwane solenoidem o $rednicy ok. 30 nm. Solenoidy ulegaja kolejnym zwini¢ciom, az
tworza struktur¢ chromosomu o szerokosci 1400 nm. Taka struktura chromatyny umozliwia
zgromadzenie na mate] powierzchni duzej iloSci materialu genetycznego, a zarazem

gwarantuje jego dostgpnosc¢ transkrypcyjna (Rysunek 9.) (Bender 2004).
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Chromosomy
metafazowe

Rysunek 9. Schemat przedstawiajqcy ustrukturalizowanie chromatyny (Qiu 2006; Sadva i in. 2008).

Chromatyng dzieli si¢ ze wzgledu na jej upakowanie 1 dostgpnos¢ transkrypcyjna na
euchromatyneg o luznej strukturze i duzej dostgpnosci transkrypcyjnej oraz heterochromatyne,
ktéra charakteryzuje si¢ wyjatkowo zwarta struktura i z reguly nie ulega procesowi
transkrypcji. Proces przechodzenia chromatyny pomigdzy wymienionymi stanami nazwano
remodelowaniem chromatyny. Wykazano, ze proces remodelowania chromatyny zwiazany
jest z transkrypcja, replikacja, procesami naprawczymi, specyficzna dla apoptozy
fragmentacja jadra i organizacja genomu (Meyer 2001; Fransz i in. 2002). Zaproponowano
teori¢ zgodnie, z ktéra to wilasnie remodelowanie chromatyny bierze udzial w regulacji
ekspresji gendw, oddzialywaniu promotoréw i sekwencji wyciszajacych czy wzmacniajacych,
pomimo ich oddalenia o setki tysigcy par zasad w sekwencji DNA (Kadauke 1 in. 2009).
Wykazano istnienie zwiazku migdzy potozeniem sekwencji poszczegdlnych gendw
w chromatynie, a poziomem ich ekspresji. Wt6kna laminy znajdujace si¢ w sasiedztwie btony
jadrowej oddziatuja z biatkkami LAD (ang. lamina associated-domains), a te z genami, ktére
wykazuja niski poziom ekspresji. Potwierdzono, ze oddzialywania genom-lamina maja
charakter dynamiczny i odgrywaja rol¢ w ksztalttowaniu poziomu ekspresji gendéw oraz
r6znicowanie komoérek (Guelen i in. 2008; Schermelleh i in. 2008; Peric-Hupkes i in. 2010).

Wykazano réwniez, ze sekwencje genéw polozone w poblizu laminy, na obrzezach jadra,
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moga powodowaé wyciszenie gendéw (Brickner i in. 2007). Dokonano interesujacej
obserwacji zjawiska pamigci umiejscowienia danej sekwencji w jadrze. Nawet w kolejnych
pokoleniach lub po catkowitym wyciszeniu ekspresji danego genu znajduje si¢ on w danej
»zapamigtanej” lokalizacji (Li 1 in. 2011) Gléwnie jednak proces ten kojarzony jest
z transkrypcja oraz modyfikacjami biatek histonowych, ktére bezposrednio powoduja
remodelowanie chromatyny. Modyfikacje histonéw wptywaja na sil¢ wiazania DNA do
biatek histonowych izarazem wptywaja na sit¢ oddzialywania sasiadujacych ze soba

nukleosoméw (Meyer 2001; Fransz i in. 2002).

4.3.1.2. Bialka histonowe

Histony sa biatkami o charakterze zasadowym 1 niewielkiej masie czasteczkowej
(ponizej 23 kDa), ktére wchodza w sktad chromatyny. Biatka te sa bardzo bogate
w aminokwasy zasadowe, przede wszystkim argining i lizyng, ktére nadaja im charakter
zasadowy i polikationowy, ktéry umozliwia oddzialywanie z ujemnie natadowana czasteczka
DNA. Wszystkie biatka histonowe wykazuja podobna budoweg, posiadaja rdzen tworzacy
niepolarna domeng, z ktérej wystaja N- 1 C-konce, odpowiadajace za zasadowy charakter
biatka (Wade i in. 1997).

Biatka histonowe tworza oktamerowy rdzen, wokét ktérego nawinigta jest prawie
dwukrotnie czasteczka DNA. Rdzen zbudowany jest z heterotetrameru bialek histonowych
H3 i H4, ktére otoczone sa dwoma heterodimerami bialek H2A i H2B. Rdzen wraz
znawinigtym na nim DNA tworzy chromatosom. Chromatosomy polaczone sa tzw.
»tacznikiem”- nicia DNA o dlugosci ok. 56 pz. Opisana strukturg ,,spina” para bialek
histonowych HI 1 tak powstata struktura ma zwarty charakter i nazywana jest nukleosomem

(Rysunek 10.).
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Rysunek 10. Model budowy nukleosomu (Tachiwana i in. 2011). Na rysunku kolorami oznaczono:
czarny — dsDNA nawiniety na rdzen histonowy, szary — biatka histonowe H3, niebieski — biatka

histonowe H4, zielony — biatka histonowe H2A, rozowy — biatka histonowe H2B.

Biatka histonowe ulegaja znacznym modyfikacjom potranslacyjnym, ktére przede
wszystkim dotycza C- i N- koncowej domeny biatka. Modyfikacje wprowadzane sa do
aminokwaséw: lizyny (K), argininy (R), seryny (S) i treoniny (T) (Rysunek 11.).
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Rysunek 11. Model budowy nukleonom (Muller i in. 2002). Przedstawiono wazniejsze modyfikacje
biatek histonowych: kropka czerwona - acetylacja lizyny, zielona - fosforylacja lizyny, pomaranczowa

- metylacja lizyny, niebieska - metylacja argininy, Zotta - ubikwitynacja lizyny.

Metylacja jest czgsta modyfikacja, ktéra moze by¢ wprowadzana zaréwno do lizyny
jak 1iargininy, polega ona na przylaczeniu grupy metylowej do aminokwasu. Lizyna ma
mozliwos¢ przylaczenia az czterech grup metylowych, ale wystgpuje tylko jako metylo-,
dimetylo-, trimetylolizyna, natomiast arginina moze wystgpowa¢ w formie metylo-
1 dimetyloargininy (Pontvianne i in. 2010). Wprowadzona metylacja moze wywotywac
bardzo réznorodne zmiany w poziomie ekspresji genéw zaleznie od tego, ktérego biatka
histonowego i ktérego aminokwasu ona dotyczy. Proces metylacji prowadzony jest przez
metylotransferazy lizyny histonéw (HKMT, ang. Histone Lisine Methylotransferases). Ta
grupa biatek klasyfikowana jest w pig¢ grup zaleznie od miejsca wprowadzania modyfikacji
(Luo i in. 2012). Proces metylacji arginin prowadzony jest przez metylotransferazg¢ 5
biatkowej argininy (PRMTS, ang. Protein Arginine Methylotransferase) (Luo i in. 2012).
Metylacja biatek histonowych usuwana jest przez dwa typy enzymoéw: lizyno-specyficzna
demetylazg 1 (KDMI1/LDSI1, ang. Lysine-Specific Demethylase 1) 1 bialka zawierajace
domeng Jumonij C (JmjC domain proteins, ang. Jumonij C domain-containing proteins).
KDM1/ LSD1 maja zdolno$¢ do usuwania grupy metylowej z mono- i dimetylowanej lizyny,
a biatka z domena JmjC z mono- , di- i trimetylolizyny (Lan 1 in. 2008; Liu 1 in. 2010).
Metylacja biatka histonowego H3 w pozycji K4 powoduje rozluznienie struktury chromatyny

(powstanie euchromatyny) oraz aktywacj¢ procesu transkrypcji, a w pozycji K9 wiaze si¢
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z wyciszeniem transkrypcji i podwyzszeniem poziomu metylacji DNA, w pozycji R17
prowadzi do aktywacji transkrypcji, w pozycji K27 powoduje wyciszanie transkrypcji,
w pozycji K36 powoduje wydluzenie transkrypcji, w pozycji K79 powoduje powstanie
euchromatyny oraz wydtuzenie procesu transkrypcji. Metylacja histonu H4 w pozycji R3
prowadzi do aktywacji procesu transkrypcji, podczas gdy w pozycji K20 metylacja powoduje
wyciszenie  transkrypcji, trimetylacja ~ wywotuje = powstanie = zwartej  struktury
heterochromatyny, a u D. melanogaster metylacja w tej pozycji prowadzi do wzmozenia
tempa transkrypcji (Bender 2004; Peterson 1 in. 2004; Luo 1 in. 2012).

Acetylacja jest czesta modyfikacja biatek histonowych, ktoérej ulega aminokwas
lizyna. Proces modyfikacji polega na przylaczeniu grupy acetylowej do aminokwasu.
Acetylacja jest wprowadzana do bialek histonowych przez enzymy acetylotransferazy
histonéw (HAT, ang. Histone Acetylase). Wykazano istnienie 12 enzyméw sklasyfikowanych
w czterech rodzinach acetylotransferaz, do ktérych naleza: GNAT (ang. GCNS5-related N-
terminal  acetyltransferase)y, MYST, CBP/p300 (ang. CREB-binding protein)
1 TAF1/TAF;250 (ang. TATA binding protein-associated factors). Usuwanie acetylacji
z bialek histonowych przeprowadzane jest przez deacetylazy histonéw (HDAC, ang. Histone
Deacetylase), ktore podzielono na trzy giéwne rodziny: RPD3/HDAI1, SIR2 i HD2 (Pandey i
in. 2002). W wigkszosci przypadkéw modyfikacji tej przypisuje si¢ funkcj¢ podczas
aktywacji transkrypcji, czyli zwigkszenia aktywnosci transkrypcyjnej danego regionu DNA
i tak jest w przypadku modyfikacji histonu H2A w pozycjach K4, K5 i K7, histonu H2B
w pozycjach K5, K11, K12, K16, K15 i K20, histonu H3 w pozycjach K4, K9, K14, K18,
K23 i K27, histonu H4 w pozycjach K5, K8, K12 i K16. Modyfikacja ta moze takze petni¢
inne role, takie jak: depozycja histonow H3K9, H4KS5; procesy naprawcze DNA H3K14,
H3K18, H3K23, H4KS5, H4K8, H4K12, H4K16; wydtuzanie procesu transkrypcji H3K14,
H3K?23, H4K8, oraz wyciszenie telomerow H4K12 (Bender 2004; Peterson i in. 2004; Luo i
in. 2012). Wykazano dynamiczne zmiany poziomu acetylacji w odpowiedzi na stres oraz ich
role w zwigkszeniu transkrypcyjnej dostgpnosci genéw (Benhamed i in. 2008; Berr i in.
2011).

Kolejnym typem modyfikacji potranslacyjnej wprowadzanej do biatek histonowych
jest fosforylacja polegajaca na przylaczeniu reszty fosforanowej do aminokwasu seryny
lub treoniny. Modyfikacja ta zwiazana jest z cyklem komérkowym i1 w najwigkszym nasileniu
pojawia si¢ w pdznej fazie mitozy. Fosforylacja biatka histonowego H2A w pozycji S1 jest

zwiazana z procesem mitozy i ksztattowaniem struktury chromatyny oraz mechanizmami

28



Wprowadzenie literaturowe

naprawczymi DNA, w pozycji T119 odpowiada za mitoz¢ i mechanizmy naprawcze DNA,
w pozycjach S129 i S139 zwiazana jest z naprawa DNA. Modyfikacja fosforanowa histonu
H2B w pozycji S14 taczona jest z mechanizmem apoptozy, a w pozycji S33 z aktywacja
transkrypcji. Fosforylacja histonu H3 w pozycjach T3 1 T11 taczona jest z procesem mitozy,
w pozycji S10 z procesami mitozy i mejozy oraz wczesnej, natychmiastowej aktywacji
transkrypcji (Bender 2004; Peterson i in. 2004).

Ubikwitynacja jest modyfikacja, ktéra polega na przylaczeniu czasteczki ubikwityny
do aminokwasu lizyny (Pickart 2001). Modyfikacji tej przypisuje si¢ udzial w regulowaniu
bardzo réznorodnych proceséw np. modyfikacja histonu H2A w pozycji K119 odpowiada za
spermatogenez¢ podobnie jak w histonie H3. Modyfikacji H2B w pozycji K120 przypisuje si¢
rolg modulacji procesu mejozy, a w pozycji K123 aktywacjg transkrypcji. Znana jest takze
rola ubikwityny jako znacznika biatek do proteosomowej degradacji oraz okreslajacego ich
funkcje i lokalizacje komérkowa (Hicke 2001; Zhang 2003).

Sumoilacja jest modyfikacja polegajaca na przytaczeniu do aminokwasu matego
biatka bedacego czg¢Scia ubikwityny (ang. Small Ubiquitin-like Modifier or SUMO). Sugeruje
sig, ze modyfikacja tego typu powoduje represj¢ translacji, ale moze tez kontrolowac
transport jadro - cytozol, regulowac apoptoze, stabilno$¢ biatek, bra¢ udziat w odpowiedzi na
stres oraz w kolejnych etapach cyklu komérkowego. Modyfikacja ta dotyczy histonu H4.

ADP-rybozylacja jest modyfikacja biatek histonowych polegajaca na przylaczeniu
kilku reszt cukrowych do aminokwasu i powoduje ona rozluznianie struktury chromatyny, co
wiaze si¢ z wigksza dostgpnoscia sasiadujacych regionéw DNA do procesu transkrypcji.
Postuluje si¢ takze, ze modyfikacja ta moze mie¢ zwiazek ze stabilizowaniem struktur
[II-rzgdowych chromatyny (Bender 2004; Peterson 1 in. 2004).

Odkrycie licznych modyfikacji biatek histonowych obecnych w chromatynie
doprowadzitlo do zaproponowania teorii tzw. ,kodu histonowego”, ktéry miatby by¢
uzupelnieniem kodu genetycznego zawartego w DNA i1 warunkowac ekspresje danych genéw
w okreslonych warunkach. Dowiedziono, ze nawet jesli kod histonowy faktycznie
funkcjonuje, to nie jest on uniwersalny, a ewentualnie specyficzny dla danego krélestwa

(Fransz i in. 2002).
4.3.1.3. Metylacja DNA

Juz ponad 60 lat temu prowadzac analiz¢ zawartosci zasad w roslinnym DNA

wykazano obecno$é metylowanej cytozyny (m’C) (Rysunek 12.) jako ,.piatej zasady” obok A,
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C, TiG (Wyatt 1950). W kolejnych latach stwierdzono, ze jest to modyfikacja obecna
w DNA wszystkich roslin wyzszych (Vanyushin i in. 1959). Pézniejsze odkrycie enzyméw
odpowiedzialnych za metylacje zasad w DNA, najpierw u bakterii, a potem u Eukariota,
potwierdzito przypuszczenia, ze nie sa to zasady wbudowywane do DNA jak pozostate
w procesie replikacji, a modyfikacja wprowadzana jest do gotowej nici. Pierwotnie, mylnie
sadzono réwniez, ze zasada naprzeciw zasady metylowanej nie odgrywa zadnej istotnej roli

w procesie modyfikacji (Gold i in. 1963; Gold 1 in. 1963).

NH,

H,C

Y

N
H

Rysunek 12. Wzor strukturalny 5-metylo-cytozyny.

Metylacja DNA jest modyfikacja polegajaca na przytaczeniu do cytozyny w pozycji
C5 lub do adeniny w pozycji N 6, grupy metylowej. Wprowadzona modyfikacja moze
znajdowac si¢ na obu lub tylko na jednej nici DNA i w trakcie proceséw komodrkowych
w reakcji enzymatycznej jest usuwana lub ponownie wiaczana. W przypadku komoérek
roslinnych metylacji podlegaja nie tylko regiony wysp CpG, ale réwniez regiony CHG 1 CHH
(gdzie H jest dowolnym nukleotydem z wylaczeniem G). Organizmy roslinne posiadaja
zdecydowanie wyzszy w poréwnaniu do ssakéw, poziom metylacji cytozyn, ktéry moze
wynosi¢ nawet 30% 1iwigcej, a w gléwnym stopniu zalezy on od gatunku i stanu
fizjologicznego rosliny (Vaillant i in. 2007). Okoto 30% wszystkich metylacji znajdujacych
si¢ w genomie roslinnym sg to m’C w sekwencji odmiennej od kontekstu CG. Poziom i wzor
metylacji DNA u roslin jest gatunkowo-, tkankowo-, kompartmentowo- i wiekowo-zalezny.

Metylacja cytozyny odpowiedzialna jest w komorce za kontrole wszystkich funkcji
genetycznych wilaczajac transkrypcje, replikacje, napraw¢ DNA, transpozycje gendw oraz
réznicowanie komérek. Zanotowano, iz m’C jest rOwniez zaangazowana w Zzjawisko

wyciszania gendw, pi¢tnowanie rodzicielskie, kontrole ekspresji transgendéw oraz obcego
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DNA w komorkach. Procesy komorki roslinnej odpowiedzialne za metylacje i demetylacje
DNA sa duzo bardziej skomplikowane i wyszukane anizeli u organizméw zwierzecych
(Vanyushin 2006). W procesie metylacji DNA u roslin bierze udzial skomplikowana
maszyneria enzymatyczna, przy czym niektore z jej sktadnikéw nie posiadaja odpowiednikow
u zwierzat (Finnegan i in. 2000; Luo i in. 2012). Metylacja i utrzymanie symetrycznego
wzoru metylacji w obrgbie sekwencji CG prowadzone sa przez metylotransferaze 1 (MET],
ang. methyltransferase 1) zarbwno podczas replikacji jak 1 po jej zakonczeniu. Wykazano
roOwniez, iz enzym ten odpowiedzialny jest za metylacj¢ de novo w obrgbie sekwencji CG
w sposob zalezny od RNA (RdDM, ang. RNA-Directed DNA Methylation) (Aufsatz i in.
2004). Enzym chromometylaza (CMT1, ang. chromomethylase), specyficzny dla roslin,
odpowiada za metylacje cytozyny w kontekscie sekwencyjnym CHG oraz utrzymanie
niesymetrycznego wzoru metylacji na niciach DNA (Bartee 1 in. 2001). Kontekst CHH
sekwencji DNA jest metylowany w dzielacych si¢ komédrkach de novo dzigki aktywnosci
metylotransferazy DRM przy pomocy CMT3, a nastgpnie utrzymywany dzigki RADM.
Prawdopodobnie metylotransferazy DRM (DRM1 1 DRM2) sa odpowiedzialne za metylacj¢
de novo wszystkich kontekstow sekwencyjnych CG i moga si¢ przyczynia¢ do powstawania
nowych miejsc metylacji w obregbie sekwencji DNA (Cao i in. 2002; Cao i in. 2003;
Vanyushin i in. 2011). Wykazano réwniez zwiazek aktywno$ci enzymatycznej DRM?2
z utrzymaniem symetrycznego wzoru metylacji DNA (Cao 1 in. 2002).

Dowiedziono, ze poziom i wzér metylacji moga by¢ odmienne w réznych typach
komérek w obregbie jednego organizmu (Vanyushin i in. 1970). Odkrycie to pozwolito na
wnioskowanie, ze metylacja DNA stanowi mechanizm regulujacy ekspresj¢ gendéw
1 réznicowanie komorek (Vanyushin 1 in. 2011). Wykazano, ze w wyniku procesu replikacji
podwdjnej helisy DNA, ktéra posiada metylacj¢ tylko na jednej z nici powstaja dokladnie
takie same nici DNA, o tym samym poziomie metylacji. Jednoczesnie odnotowano
przejsciowy spadek poziomu metylacji na nici potomnej w trakcie tego procesu, a nast¢pnie
ustapienie zjawiska. Zasugerowano, ze wzor metylacji musi by¢ odbudowywany w nowo
powstajacym DNA, na wzér DNA matrycowego. Eksperymenty te doprowadzity do tego, ze
poczatkowo twierdzono, iz istnieje mechanizm pasywnej demetylacji DNA. W 2000 roku
jednak odnotowano istnienie selektywnych mechanizméw demetylacji (Mayer i in. 2000).
Zasugerowano istnienie mechanizmu enzymatycznego usuwania metylacji w DNA.
Pierwszym odkrytym genem byt Demeter (DME), kodujacy duze biatko zawierajace domeny
glikozylazy i lokalizacji jadrowej. Odkryto, ze DME jest m’C specyficzng DNA-glikozylazo-
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liaza (Choi i in. 2002; Gehring i in. 2006). Kolejnym odkrytym enzymem byla glikozylaza
specyficzna wzglegdem DNA ROS1 (ang. repressor of silencing 1) (Gong i in. 2002).
Podobnie jak DME, gen ROS1 kodowat biatko zawierajace domeny glikozylazy i liazy, ale
w przeciwienstwie do DME jego ekspresja byta obecna we wszystkich komédrkach roslinnych.
Wykazano, ze oba enzymy sa glikozylazami uwalniajacymi zasade m’C z oligonukleotydu
w kontekstach sekwencyjnych (Morales-Ruiz i in. 2006). Preferuja one demetylacj¢ miejsc
CG, ale wykazuja réwniez duza aktywnos¢ wzgledem kontekstu sekwencyjnego CHG i CHH.
Obydwa biatka odpowiadaja rOwniez za uwalnianie tyminy z niesparowan T - G w DNA,
jednak reakcja ta zachodzi z duzo mniejsza szybko$cia. Stwierdzono réwniez obecno$¢
kolejnych glikozylaz z rodziny DME, nazwanych DML2 (ang. DEMETER-Like 2) i DML3
(ang. DEMETER-Like3), ktore sa niezbg¢dne dla wtasciwej metylacji wielu genéw (Penterman
1 in. 2007; Ortega-Galisteo i in. 2008).

Wprowadzona metylacja przyczynia si¢ do obnizenia ekspresji genéw kodowanych
w tym regionie. Proces ten powodowany jest przez przytaczanie si¢ do metylowanych
regiondw Dbiatek specyficznie wiazacych 5-metylocytozyng 1 wywotujacych Sciste
upakowanie = chromatyny. Powstaje heterochromatyna nieaktywna transkrypcyjnie
i catkowitemu wytaczeniu ekspresji danego genu lezacego w jej obrgbie. Stwierdzono, ze
poziom metylacji w komdrce ulega zmianie w zalezno$ci od warunkéw zewngtrznych oraz
fazy cyklu, w ktorej znajduje si¢ komorka (Lippman i in. 2003). Takie stwierdzenie nadal
funkcjonuje w literaturze, lecz obecnie odnosi si¢ ono jedynie do regiondw paromotorowych
genow, w ktérych potwierdzono, ze wysoki poziom metylacji cytozyny skorelowany jest
z obnizeniem lub catkowitym zahamowaniem aktywnos$ci danego genu (Rysunek 13.) (Feng i
in. 2010; Ndlovu i in. 2011).

Rozwd¢j metod badawczych w ostatnim czasie pozwolit na doktadniejsze badanie
poziomu i miejsc metylacji w genomach roslinnych oraz ich poréwnywanie (Ndlovu i in.
2011). Przeprowadzone analizy pozwolity na stwierdzenie, ze istotny poziom metylacji
obecny jest rowniez w sekwencji genu. Co zaskakujace, dla wigkszosci gendéw
zaobserwowano pozytywna korelacj¢ poziomu metylacji w obregbie sekwencji genu
z poziomem jego ekspresji (Takuno i in. 2012). Obserwacje tg¢ probuje si¢ ttumaczy¢ faktem,
ze obecno$¢ metylacji w obrgbie sekwencji genu moze skutkowaé spowolnieniem pracy
polimerazy w procesie transkrypcji, a tym samym doktadniejszym przepisywaniem sekwencji
DNA. Przypuszczenia te potwierdza fakt, ze szczeg6lnie w obrgbie sekwencji genéw poziom

m’°C jest wyzszy anizeli na jej poczatku i koncu (Zilberman i in. 2007). Podjeto réwniez prébe
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charakterystyki rozmieszczenia metylacji w obrgbie sekwencji genu. Stwierdzono, ze
w miejscu inicjacji transkrypcji poziom metylacji DNA jest istotnie nizszy i ulega
podwyzszeniu w obrgbie sekwencji kodujacej biatko (Takuno i in. 2012). Obecnie
prowadzone sa szczegétowe badania majace na celu skorelowanie poziomu metylowane]
cytozyny w DNA w poszczegélnych kontekstach sekwencyjnych z rozmieszczeniem genéw
w chromosomie, ich funkcja, dlugoscia sekwencji czy zachowawczos$cia ewolucyjna
(Zilberman 1 in. 2007; Takuno i in. 2012; Schmitz 1 in. 2013; Wang i in. 2013). Zagadnienie
zwigzane z badaniem poziomu metylacji w sekwencji DNA czgsto poréwnywane jest do gory

lodowej, ktérej tylko wierzchotek zostat poznany (Ndlovu i in. 2011).

\mr/i/r** IR dhdesd

Intron
Promotor

Sekwencja kodujaca biatko

Polimeraza RNA ' I I
| 1

Intron
Promotor

Sekwencja kodujgca biatko
Rysunek 13. Model obrazujqcy dziatanie metylacji w obszarze promotorowym i kodujqcym (Dowen i in.
2012). Na rysunku zaznaczono kolorami: czerwony - cytozyna metylowana w kontekscie CG, niebiesko -

cytozyna metylowana w kontekscie CHG, Zotto - cytozyna metylowana w kontekscie CHH.

Innym, dobrze opisanym mechanizmem metylacji DNA u roslin jest metylacja DNA
kierowana przez RNA (RdDM, ang. RNA-directed DNA methylation) (Rysunek 14.) (Kanno i
in. 2011). Dla rozpoczgcia produkcji siRNA (ang. short interfering RNA) konieczna jest
obecnos¢ dsRNA, ktory syntezowany jest przez polimerazg RNA zalezna od RNA (RdRp).
Dwuniciowy RNA hydrolizowany jest nastgpnie przez rybonukleaz¢ rodziny III czyli biatka
DCL (ang. Dicer-like), gtéwnie DCL3, w wyniku czego powstaja siRNA o dtugosci 20-24
nukleotydéow (Jones-Rhoades i in. 2006; Mallory i in. 2006; Henderson i in. 2007). Mate
RNA wiazane sa do bialek AGO zawierajacych domeny PAZ (rozpoznaje koniec 3’ malego
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RNA), MID (wiaze si¢ do 5’ konca matego RNA) i PIWI (posiada aktywno$¢ podobna do
RNazy H i hydrolizuje jednoniciowy docelowy RNA) (Vaucheret 2008). Mate RNA wtaczane
sa do indukowanego przez RNA kompleksu wyciszajacego geny RISC (ang. RNA-induced
silencing complex) (Matzke 1 in. 2005). Metylotransferazy DNA majace zdolnos¢
metylowania de novo z mala specyficzno$cia w stosunku do sekwencji innych niz typowe
konteksty posiadaja CG, CHG i CHH. Mate RNA, poprzez posrednictwo innych biatek lub
bezposrednio przez oddziatywanie z DNA, w obregbie ich sekwencji docelowej sa zdolne do
rekrutowania metylotransferaz (Gendrel 1 in. 2005; Kanno i in. 2005). Wykazano, Ze ten typ
metylacji DNA jest niezwykle istotny dla zaj$cia paramutacji, pigtnowania rodzicielskiego,
regulacji genéw, atakze rozwoju roslin. Odnotowano zaangazowanie tego procesu
w aktywacje 1 dezaktywacj¢ transpozonéw oraz odpowiedz roslin na warunki stresowe.
Sugeruje sig, ze RADM stanowi dodatkowy mechanizm regulacyjny poziomu metylacji

w DNA (Chinnusamy i in. 2009).
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Rysunek 14. Model Sciezki metylacji DNA zaleznej od RNA (Haag i in. 2011). Cyframi oznaczono
kolejne etapy procesu RADM: 1 - polimeraza 1V rozpoczyna sciezke RADM, 2 - transkrypt jest
przeksztatcany w dsRNA, 3 - DCL3 hydrolizuje dsRNA na siRNA, 4 - HENI metyluje siRNA na koncu
3’, 5 - jedna z nici siRNA witqczana jest do kompleksu AGO-RISC, 6 - polimeraza V w asyscie DRDI,
DMS3, RDM1 i DMS4 transkrybuje DNA, 7 - ni¢ siRNA w kompleksie AGO4-RISC wiqze sie do
transkryptu, 8 - prawdopodobnie IDN2 stabilizuje oddziatywania siRNA z transkryptem, 9 - metylacja
DNA nastepuje w rejonie transkrybowanym przez polimeraze V poprzez wiqzanie kompleksu RDMI,
AGO4 i DRM2, 10 - modyfikacja biatek histonowych na skutek metylacji DNA (gléwnie deacetylacja
lizyn, demetylacja H3K4, metylacja H3K9 i H3K27).

34



Wprowadzenie literaturowe

4.3.14. Wspélzaleznosé mechanizméw epigenetycznych

Aktywno$¢ 1 wyciszanie genéw wynika z formowania irozprzestrzeniania si¢
specyficznych stanéw chromatyny, ktére ograniczaja lub umozliwiaja zajscie ekspresji
genéw, a zmiany te maja charakter dziedziczny. U roslin heterochromatyng laczy sig
z hipermetylacja DNA i wcze$niej wspomnianymi modyfikacjami biatek histonowych.
Funkcjonalny zwiazek pomigdzy remodelowaniem chromatyny, metylacja DNA, modyfikacja
histonéw oraz interferencja RNA od kilku lat jest wnikliwie badany.

Na podstawie przeprowadzonych analiz zaproponowano prosty model zalezno$ci

zjawisk epigenetycznych u A. thaliana (Rysunek 15.).
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Rysunek 15. Schemat modelu zaleznosci funkcjonalnej pomiedzy metylacjia DNA i modyfikacjami biatek

DDM1 Etap 4
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histonowych w kontekscie wyciszania ekspresji genow u A. thaliana (Tariq i in. 2004).

Poczatkowo wystgpuje pojedyncza metylacija DNA w obrgbie wyspy CpG i jednoczesna
metylacja histonu H3 w pozycji K4. Pod wptywem aktywnych metylotransferaz DRM1
1 DRM2 oraz RdDM, MET]I, deacetylalzy histonéw HDAC oraz oddzialywania na gen
DDMI1 (ang. Decrease in DNA methylation 1) nastgpuje metylacja DNA nie tylko w obrgbie
wysp CpG, ale takze w miejscach CNN i CNG oraz usuni¢cie metylacji w obrgbie histonéw.

Tak zmodyfikowany nukleosom poddawany jest dzialaniu metylazy histonéw KYP, ktéra
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powoduje metylacje¢ H3 w pozycji K9. W kolejnym etapie grupa metylotransferaz CMT3,
DRM1 i DRM2 wraz z czynnikami DDM1 i RdDM rozpoznaje metylowany DNA
1 modyfikacje¢ histonéw 1 zwigksza ilos¢ metylacji, co prowadzi do remodelowania
chromatyny w heterochromatyng i wyciszenia ekspresji genoéw. W celu przywrdcenia danego
genu do procesu transkrypcji, sekwencja rozpoznawana jest przez specyficzna glikozydaze
ROS1 wspdlnie z DME, co prowadzi do usunigcia metylacji w obrgbie DNA. Kolejnym
etapem koniecznym, aby gen byl aktywny transkrypcyjnie, jest usunigcie metylacji w obrgbie
H3K9 i metylacja w H3K4. Enzymy zaangazowane w ten proces nie zostaly jeszcze poznane.

Przeprowadzone badania wskazuja na duzy zwiazek pomigdzy modyfikacja histonow,
metylacja DNA, procesami interferencji RNA 1 aktywno$cia transkrypcyjna gendow.
Interesujace jest poznanie jak wzajemna regulacja procesOw zwiazana jest z sygnatami
odbieranymi przez organizm (komorkg) ze Srodowiska, przyktadowo w warunkach

stresowych (Tariq i in. 2004).

4.3.2. Niekodujace RNA

Doktadna analiza genomu eukariotycznego pozwolita na stwierdzenie, ze tylko bardzo
niewielka jego czg$¢ to geny kodujace biatka (Yamada i in. 2003; Birney i in. 2007; Kapranov
i in. 2007). Jednocze$nie dowiedziono, ze okoto 90% genomu ulega transkrypcji
1 przepisywane jest na RNA kodujace biatka lub RNA nie kodujace bialek (ncRNA, ang.
noncoding RNA). Z transkrybowanych sekwencji u organizméw wyzszych tylko okoto 1-2%
sa to RNA kodujace biatka (Lander i in. 2001; Collins 2004). Poczatkowo identyfikowane
transkrypty nie kodujace bialek postrzegane byty jako btedy komoérki i marnotrawstwo
energii. Domys$lano si¢ jednak, ze ncRNA musza petni¢ jaka$ rolg w komoérce i elementy je
kodujace czgsto nazywano ,.czarng materia” genomu (Yamada i in. 2003; van Bakel 1 in.
2010). Niekodujace RNA sa bardzo liczna grupa, do ktérej zalicza si¢ nie tylko produkty
gendw metabolizmu podstawowego jak, rybosomalny RNA (rRNA, ang. ribosomal RNA),
transferowe RNA (tRNA, ang. transfer RNA) czy maly jadrowy (snRNA, ang. small nuclear
RNA) 1 jaderkowy (snoRNA, ang. mall nucleolar RNA) RNA, ale réwniez liczng grupg
regulatorowych ncRNA. Niezwykle duza role w badaniach ostatnimi czasy odegraly mate
regulatorowe RNA takie jak mate interferujace RNA (miRNA, , ang. micro RNA) i krétkie
interferujace RNA (siRNA, , ang. small interfering RNA), ktére pelnia istotna role
w transkrypcyjnej i1 potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw (Zhu i in. 2012). Ostatnio

wiele uwagi poswigca si¢ rowniez dluzszym niekodujacym czasteczkom RNA zwanych
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dlugimi niekodujacymi RNA (IncRNA, ang. long noncoding RNA), ktére rOwniez petnia
skomplikowane funkcje regulatorowe w komédrce (Kim i1 in. 2012). Istnieje duza
roznorodno$¢ siRNA w komorce 1sa to: heterochromatyczne siRNA (hc-siRNA, ang.
heterochromatic RNA), dzialajace in trans siRNA (tasiRNA, ang. trans-acting RNA),
i naturalne antysensowe siRNA (natsiRNA, ang. natural antisense short interfering RNA)
(Vaucheret 2006). Sugeruje sig, iz w tak licznej grupie ncRNA kryje si¢ olbrzymi potencjat
regulatorowy i przekaznikowy, ktérego tylko niewielki fragment zostat poznany (Shah i in.

2013). Og6lny schemat podziatu niekodujacych RNA przedstawitam na rysunku 16.

I Transkrybowane RNA
1

| | |
I R kon(:g%cf Blaie Niekodujace RNA |
1
' g ) |
RNA regulatorowe R;\:)gg:aejvaowgzgnu I
|
Regulatory translacji (IncRNA) tRNA
IModulatory funkciji biatek (IncRNA‘ rRNA
Lokalizatory RNA/biatko (IncRNA) snRNA
Regulatory transkrypcji (miRNA) snoRNA
Regulatory chromatyny (siRNA) MRP RNA
SRP RNA
RNA telomerazy
RNA RNazy P

Rysunek 16. Model klasyfikacji ncRNA (Kavanaugh i in. 2009).

4.3.2.1. Dlugie niekodujace RNA

Termin ,dlugie niekodujace RNA” zostal wprowadzony w celu odréznienia
czasteczek matych 1 duzych RNA, przy czym za wartos¢ graniczna uznano diugos¢ 200
nukleotydow. Czasteczki RNA dhuzsze niz 200 nukleotydéw zaliczane sa zazwyczaj do
IncRNA (Jia i in. 2010; Orom i in. 2010). Niektére z IncRNA znane byly od dawna, ale
dopiero ostatnio zainteresowanie ta tematyka wzrosto 1 zostaly one okrzyknigte nowymi
regulatorami komérkowymi. Przyklad klasycznej regulacji z udziatem IncRNA stanowi Xist
(ang. X-inactive specific transcript), Air i Kenglotl obecne u ssakow, ktére zaangazowane sa

w epigentyczna regulacje ekspresji gendw (Nagano i in. 2008; Pandey i in. 2008; Lee 2010).
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Niektére z czasteczek maja zdolno$¢ dziatania in cis, jak np. w procesie inaktywacji
chromosomu X przy udziale Tsin i Repa poprzez rekrutowanie czynnikow kompleksow
modyfikujacych chromatyng (Lee 2010). NcRNA, jak np. linc-p21 maja zdolno$¢ wiazania
si¢ do wielu sekwencji w genomie i ich wyciszania. Sa to czasteczki dziatajace in trans i takze
wiele z nich zaangazowanych jest w regulacj¢ szlaku biatka p53 (Huarte i in. 2010). Ponadto
niektére z niekodujacych RNA maja zdolnos¢ regulacji in cis i in trans jednoczes$nie lub tylko
na jeden ze sposobow. Takie mozliwosci oddzialywania IncRNA wydaja si¢ niezwykle
interesujace w kontekscie regulowania przez nie zmian poziomu ekspresji genéw w procesie
epigenetycznych modyfikacji chromatyny (Khalil i in. 2009). U roslin wykazano, ze IncRNA
petnia istotna role¢ w sterowaniu procesami modyfikacji chromatyny, a takze w rozwoju roslin
oraz procesie kwitnienia i embriogenezy (Wang i in. 2008; Swiezewski 1 in. 2009; Liu 1 in.
2010; Wierzbicki 2012). Dlugie niekodujace RNA moga by¢ transkrybowane zaréwno
z regionéw kodujacych bialka, jak i intronéw czy rejonéw migedzygenowych. Moga by¢ one
usytuowane w sekwencjach w orientacji sens lub antysens, pokrywa¢ caly fragment danego
intronu, czy sekwencji kodujacej lub tylko czgsS¢ tych sekwencji. Inne czasteczki zaliczane do
IncRNA czgsto stanowia pierwotny transkrypt, ktéry w wyniku dziatania maszynerii
komérkowej jest przycinany i stanowi zrédto sncRNA jak miRNA (Xie i in. 2005; Chen
2009).

Dtugie niekodujace RNA produkowane sa przez polimerazg II 1 moga ulegac
procesowi przylaczania czapeczki i ogona poliA (Rysunek 17.). Wykazano, ze takie RNA
moga pehi¢ funkcje regulatorowe w komérce gtéwnie przypisana regulacji ekspresji genow,
rowniez w kontekscie odpowiedzi na warunki stresowe (Ben Amor i in. 2009). Istnieja jednak
doniesienia sugerujace, ze w proces ten zaangazowane moga by¢ rowniez polimerazy IV 1 V
(Ben Amor 1 in. 2009; Wierzbicki 2012). Stwierdzono, ze powstajace jednoniciowe RNA
transkrybowane przez polimeraz¢ IV, niezwlocznie przy udziale polimerazy RNA zaleznej od
RNA 2 (RDR2, ang. RNA-dependent RNA-polymerase 2) przeksztalcane sa w dsRNA.
Dwuniciowy RNA rekrutowany jest do szlaku miRNA 1 cigty przez biatko podobne do Dicer
(DCLA, ang. Dicer-like 4) (Xie i in. 2004; Howell i in. 2007). W wyniku tego procesu
powstaje miRNA, ktéry po potaczeniu z AGO4 specyficznie rozpoznaje sekwencj¢ docelowa
w RNA i wiaze si¢ do niej (Wierzbicki i in. 2009). Opisane IncRNA powstajace w wyniku
dzialania polimerazy V pelnia role¢ w wyciszaniu ekspresji genéw poprzez tworzenie
rusztowania, do ktérego wigza¢ moga si¢ czynniki biatkowe oddziatujace z chromatyna

(Zilberman i in. 2003).
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Rysunek 17. Mechanizm dziatania IncRNA w komérce (Hu i in. 2012). Cyframi oznaczono poszczegolne
mechanizmy dziatania: 1 - wabiki RNA (IncRNA odciqga czynniki biatkowe od ich docelowych miejsc
dziatania w DNA), 2 - gabki RNA (IncRNA i czynniki biatkowe wiqzq miRNA odciggajqc je od
docelowej sekwencji w RNA), 3 - komponenty rybonukleoprotein (IncRNA czesto wchodzq w sktad
kompleksow RNP dziatajqc niczym rusztowanie, 4 - rekrutacja czynnikéow modyfikujqcych chromatyne
(IncRNA  oddziatujqc in cis utatwiajq przylaczanie czynnikow modyfikujacych chromatyne),
5 - modulowanie translacji (IncRNA przylaczajgc sie do mRNA sq w stanie regulowac proces
translacji), 6 - modulacja sktadania mRNA przez IncRNA, 7 - wprowadzanie mRNA na droge
degradacji.

Wydaje sig, ze IncRNA pomimo ze sa stosunkowo nieliczne, w komoérce petnia
niezwykle wazna rol¢ regulacyjna w sterowaniu ekspresja genéw. Sugeruje si¢, ze petnia one
role tacznikow pomigdzy czynnikami biatkowymi wiazacymi si¢ do chromatyny oraz nicia

DNA i biatkami histonowymi (De Lucia i in. 2011).

4.3.2.2. Mate niekodujace RNA

Mate niekodujace RNA pierwszy raz w literaturze opisano w 1993 roku w organizmie
C. elegans (Lee i in. 1993). Od tego czasu badania w tej dziedzinie nabraly szybkiego tempa
1 okazalo sig, ze sa to czasteczki biorace udzial w regulacji prawie wszystkich proceséw
komérkowych. Endogenne mate niekodujace RNA mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy:
mikro RNA (miRNA) i krétkie interferencyjne RNA (siRNA). miRNA roslinne opisano
w 2002 roku na przyktadzie A. thaliana; sa to jednoniciowe czasteczki RNA o dtugosci 20-24
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nukleotydow. Czasteczki te kodowane sa w genomie i transkrybowane na RNA (Rysunek

18.).

gen TAS gen miRNA geny kodujace biatka transpozony i powtérzenia
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Rysunek 18. Schemat obrazujqcy biogeneze i dziatanie matych niekodujqcych RNA w komorce
(Phillips i in. 2007).

Transkrypty miRNA, zwane pri-miRNA, maja sekwencje o dtugosci ponad 100
nukleotydow i strukturg spinki do wiloséw, a proces transkrypcji prowadzony jest przez
polimerazg II. Czasteczka pri-miRNA jest przycinana przez enzym DCL1 (ang. Dicer Like 1)
do krétszej formy réwniez o strukturze spinki do wloséw o dtugosci okoto 50 nukleotyddw,
ktéra nazywana jest pre-miRNA. Pod wptywem powtdérnego dziatania enzymu DCLI z formy
pre-miRNA powstaje dupleks miRNA:miRNA*. Dupleks rozpoznawany jest przez
metylotransferazg HEN1 (ang. HUA Enhancer 1) zalezna od S-adenozylometioniny, ktéra
przeprowadza metylacje¢ 2’-O na koncu 3> RNA (prawdopodobnie ma to na celu zwigkszenie
stabilnosci czasteczki i zapobiezenie innym modyfikacjom). Dupleks transportowany jest za
pomoca biatka HASTY z jadra do cytoplazmy, a nastgpnie dysocjuje podczas selektywnego
wiaczenia dojrzalego miRNA do kompleksu wyciszajacego RISC, zawierajacego biatko AGO
o aktywnosci nukleolitycznej. Regulacja ekspresji genu moze zachodzi¢ na dwa sposoby.

W przypadku petnej komplementarnosci sekwencji miRNA do sekwencji docelowego mRNA
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wyciszonego genu nastepuje proces hydrolitycznego cigcia mRNA, a w przypadku niepetnej
komplementarnosci sekwencji mamy do czynienia z zahamowaniem procesu translacji.
W wyniku zintensyfikowania badan nad miRNA 1 ich rolag w komorce stworzono bazg danych
w ktorej deponowane sa sekwencje miRNA dla danego gatunku wraz z genem docelowym.
Dla kukurydzy dostgpnych jest obecnie 207 sekwencji miRNA, zczego tylko 2 zostaty
zbadane eksperymentalnie (Zhang i in. 2006; Lu i in. 2008; Zhang i in. 2010).

Czasteczki miRNA, pomimo swoich niewielkich rozmiaréw, odgrywaja niezmiernie
duza role w procesie ekspresji informacji genetycznej w komoérce. Wykazano, ze biora one
udziat w regulacji wzrostu ro$liny, rozwoju poszczegdlnych organéw, reguluja proces
kwitnienia oraz przejscie do fazy wegetatywnej. Potwierdzono réwniez ich zwiazek
z procesami przekazywania sygnalu w ro$linie, sterowaniem procesami epigenetycznymi,
a takze regulacja biogenezy innych miRNA i siRNA. Wykazano réwniez bezposrednia role
miRNA w ksztattowaniu odpowiedzi rosliny na warunki stresu abiotycznego (Tariq i in.

2004).

4.3.3. Degradom

Pomimo szybko rozwijajacej si¢ biochemii i biologii molekularnej dopiero od
niedawna w literaturze mozna znalez¢ okreslenie degradomu jako czasteczek, w tym
wypadku RNA, ktére powstaja w réznych procesach katabolicznych w komoérce w sposéb
ukierunkowany, sa w niej magazynowane i pelnia wazne funkcje, postulowane jako
regulatorowe.

Degradacja RNA jest procesem znanym i do niedawna uwazano, ze jej jedyna funkcja
jest degradacja btednie zlozonych transkryptéw i1 tym samym umozliwienie obiegu
nukleotyddow w komoérce, a w sytuacjach wyjatkowych (podwyzszone zapotrzebowanie
komoérki) réwniez poszczegdlnych pierwiastkow budujacych nukleotydy (Deutscher 2003;
Houseley i in. 2009; Zhang i in. 2009). Proces degradacji RNA w komédrce prowadzony jest
przez trzy klasy enzymow: egzonukleazy 3’ 1 5° oraz endonukleazy. Egzonukleazy 3’ maja
zdolnos¢ hydrolitycznego cigcia RNA od konca 3°, a egzonukleazy 5° rozpoczynaja proces
ciecia od konca 5°. Endonukleazy przecinaja wiazanie fosfodiestrowe wewnatrz czasteczki
RNA w dowolnym miejscu. Dziatalnos¢ RNaz w duzym stopniu zwiazana jest z kofaktorami,
takimi jak helikazy, polimerazy czy niekodujace RNA (Houseley 1 in. 2009).

Kazda z czasteczek RNA w komoérce ma przypisana okreslona funkcje np. kodujaca
(mRNA), transportujaca (tRNA), rybosomalne RNA (rRNA) lub regulatorowa (m.in.
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miRNA) oraz okreslony czas aktywnosci, do$¢ dtugi dla rRNA i wyjatkowo krétki dla np.
sekwencji intronowych. Badania degradomu sa w fazie poczatkowej i mato jest doniesien
literaturowych na temat jego funkcji w komorce.

Przeprowadzono analiz¢ degradomu A. thaliana, scharakteryzowano 1 opisano
czasteczki budujace degradom oraz ich potencjalng role jako czasteczek sygnalnych
i regulatorowych w roslinie. Wskazano réwniez na znaczne zmiany w ,,mapie” degradomu
pod wptywem stresu zasolenia, co wydaje si¢ by¢ naturalng odpowiedzia rosliny na warunki
stresowe. Stwierdzono, iz gtéwny udzial w grupie zidentyfikowanych czasteczek stanowity
produkty degradacji rRNA i tRNA (Nowacka i in. 2012).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze proces cigcia RNA dotyczy
przede wszystkim czasteczek tRNA i rRNA oraz jest on uniwersalny dla drozdzy, ssakow
1 roslin. Zaobserwowano, ze opisany proces dotyczy odpowiedzi na stres oksydacyjny, ktory
rowniez wywotywany jest przez herbicyd Roundup. Postuluje si¢, ze czasteczki pocigtego
tRNA i rRNA moga bra¢ udziat w hamowaniu procesu translacji. Zjawisko to moze
wystgpowac poprzez zmniejszenie puli dostgpnych tRNA w komorce, jak i poprzez wiazanie
si¢ zdegradowanych czasteczek do maszynerii translacyjnej, uniemozliwiajac
przeprowadzanie tego procesu. Sugeruje si¢ rowniez role fragmentéw tRNA jako czasteczek
sygnalnych; przyktadowo wykazano, ze wprowadzenie angiogeniny, ktéra prowadzi do cigcia
tRNA, moze skutkowa¢ zmianami tempa wzrostu komoérek. Opisano takze mozliwo$¢ udziatu
fragmentéw tRNA w znanych juz szlakach komérkowych jako nowe substraty, z sugerowana
funkcja dziatania jako czasteczki regulatorowe i uczestnictwa w powstawaniu czasteczek
siRNA 1 miRNA. Wykazano, ze czasteczki degradomu byly izolowane w kompleksach
z biatkami PIWI i AGO, co moze sugerowac, ze petnia rol¢ podobna do siRNA i miRNA.
Inng proponowana w literaturze funkcja jest udzial fragmentéw tRNA w degradowaniu
mRNA poprzez asocjacj¢ z komplementarna sekwencja mRNA i przytaczenie RNazy P lub
RNazy Z (Thompson i in. 2008; Thompson i in. 2009; Zhang i in. 2009).

4.3.4. Translacja

Translacja jest procesem, w ktéorym informacja zawarta w RNA tlumaczona jest na
jezyk aminokwasOw. Jest to ostatni etap procesu biosyntezy biatka, w ktérym powstaja
polipeptydy. Pomimo, ze translacja i jej produkty maja ogromny wplyw na prawidtowe
funkcjonowanie komorki, nie jest to proces do konca poznany (Horiguchi 1 in. 2012). Proces

translacji zaczyna si¢ od inicjacji. Kompleks tréjsktadnikowy ztozony z Met-tRNAM®, GTP
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i elF2 laczy si¢ z mala podjednostka rybosomalna i w asyscie czynnikow elF-1, -1A i -3
skanuja, sekwencje¢ mRNA w poszukiwaniu sekwencji kodonu START czyli miejsca
rozpoczgceia translacji. Skanowanie rozpoczyna si¢ od rozpoznania i przylaczenia kompleksu
preinicjacyjnego do mRNA przy udziale kompleksu wiazacego czapeczke (elF-4),
rozpoczynajac od konca 5°. Po rozpoznaniu sekwencji kodonu inicjacyjnego przylaczona
zostaje duza podjednostka rybosomalna, nast¢puje hydroliza ATP i odtaczenie czynnikéw
inicjacyjnych (Spahn 1 in. 2004; Lopez-Lastra i in. 2005). Jednoczesnie opisano, ze istnieje
mozliwo$¢ przytaczenia podjednostki rybosomu do mRNA niezaleznie od obecnosci
czapeczki. Obecne w sekwencji mRNA miejsca wewngtrznego wiazania rybosomu (IRES,
ang. internal ribosome entry site) poprzez swoja struktur¢ umozliwiaja zwiazanie rybosomu
(Hellen i in. 2001). W wyniku potaczenia podjednostek rybosomalnych wyksztalcaja sig
wewnatrz rybosomu trzy miejsca, ktére moga by¢ obsadzone przez tRNA: miejsce A, do
ktérego wiazany jest aminoacylo-tRNA (aa-tRNA); miejsce P, gdzie wiazany jest peptydylo-
tRNA (p-tRNA) oraz miejsce E, w ktéorym znajduje si¢ deacylo-tRNA (d-tRNA). W miejscu
P znajduje si¢ Met-tRNAM®, a do miejsca A zwiazany zostaje specyficzny (niosacy
aminokwas zakodowany w trdjce kodonowej sekwencji mRNA obecnej w miejscu A) aa-
tRNA doprowadzany do rybosomu w kompleksie z eEF-1 i GTP. GTP ulega hydrolizie,
czynnik eEF1 oddysocjowuje i w wyniku aktywnosci peptydylotransferazowej rybosomu
zachodzi synteza wigzania peptydowego pomig¢dzy aminokwasami. Kolejno z udziatem GTP
i czynnika eEF-2 nastgpuje translokacja, czyli przesunigcie wewnatrz rybosomu d-tRNA
z miejsca P do E i odpowiednio p-tRNA z miejsca A do P. Kolejno w miejsce A ponownie
wiazany jest specyficzny aa-tRNA i caty proces powtarzany (Spahn i in. 2004). Synteza
fancucha nastgpuje do momentu napotkania przez rybosom sekwencji kodonu STOP. Przy
udziale czynnikéw terminacyjnych (eRF) nastgpuje z udziatem czasteczki wody uwolnienie
fancucha peptydowego, a nastgpnie z pomoca czynnika ,rybosomalnego powtérnego
wykorzystania” (RRF) podjednostki rybosomalne oddysocjowuja od mRNA (Pisarev i in.
2007; Jackson i in. 2012).

Do tej pory stabo poznane sa powiazania procesu translacji z innymi mechanizmami
i procesami komoérkowymi, jak transkrypcja, wyciszanie RNA, modyfikacje bialek czy
docelowa degradacja biatek. Jednakze zgromadzone dane doswiadczalne pozwalaja na
wnioskowanie, ze zmienno$¢ sekwencji bialek rybosomalnych i rRNA prawdopodobnie

odgrywaja istotng rol¢ w rozwoju komérek (Horiguchi i in. 2012).
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4.4. Rosliny w warunkach stresowych

Wszystkie organizmy (w tym ro$liny w trakcie rozwoju) napotykaja niesprzyjajace,
warunki powodujace tzw. stres biotyczny lub abiotyczny, zaleznie od jego zrddia (Rysunek
19.). Dla przetrwania organizmu konieczna jest jego reakcja na warunki stresowe majaca na
celu dostosowanie proceséw komdrkowych w taki sposéb, aby skutki stresu byty
niwelowane. Informacja genetyczna zakodowana w DNA i poziom ekspresji odpowiednich

genoéw gwarantuje roslinie przetrwanie warunkow stresowych.

Rysunek 19. Schemat przedstawiajacy mozliwe warunki stresowe na jakie narazona jest roslina

w warunkach polowych.

Strategiczne znaczenie w procesie odpowiedzi na warunki stresowe maja zmiany
epigenetyczne zachodzace w obrgbie chromatyny, polegajace na modyfikacji biatek
histonowych i metylacji DNA. Wszystkie te mechanizmy regulowane sa w komorce
z wykorzystaniem procesOw, w ktére zaangazowane sa czasteczki matych niekodujacych
RNA. Udowodniono, ze sygnaly powstajace w trakcie wzrostu rosliny oraz pochodzace ze
srodowiska maja zdolno$¢ indukowania mechanizméw odpowiedzi rosliny na poziomie
regulatorowych RNA i degradomu, a takze mechanizméw epigenetycznej odpowiedzi rosliny
(Thomashow 1999; Scippa 1 in. 2004; Zhu 2008; Chinnusamy 1 in. 2009). Zidentyfikowano

mechanizmy powodujace powstanie krotkotrwatej ,,pamigci stresu”, ktéra umozliwiata
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roslinie przetrwanie w niekorzystnych warunkach geo-§rodowiskowych. Zachowanie takiej
pamigci zapewniato odpornos¢ rosliny tylko przez krotki okres, kiedy obecne byly w jej
organizmie biatka, RNA i metabolity, ktérych powstanie indukowal czynnik stresowy
(Thomashow 1999; Iba 2002; Scippa i in. 2004). Zajscie w obrgbie rosliny modyfikacji
o charakterze epigenetycznym umozliwia utrwalenie zmian w ekspresji gendw, majacych na
celu obrong rosliny przed warunkami wywolujacymi stres, a mechanizmy te sterowane sa
bezposrednio przez mate niekodujace RNA (Kim i in. 2008). Wykazano, ze w wyniku zmian
srodowiskowych zmienia si¢ charakterystyka degradomu ro$liny. Swiadczyé to moze
o ukierunkowanej hydrolizie RNA w komérce majacej na celu wykorzystanie produktoéw
degradacji w procesach regulatorowych (Thompson i in. 2009; Nowacka i in. 2012).

Badania majace na celu poznanie mechanizméw zaangazowanych w odpowiedz
rosliny na stres na réznych poziomach przeptywu informacji genetycznej w komorce sa
prowadzone w bardzo wielu zespotach. Ponizsze podsumowanie przedstawia wybrane
zagadnienia dotyczace odpowiedzi na warunki stresowe u ro$lin z naciskiem na analizowana
w pracy tematyke. W warunkach suszy postulowano, ze modyfikacje w obrgbie histonu 1
(H1) moga by¢ zaangazowane w negatywna regulacj¢ przepuszczalnosci bton oraz poziomu
transpiracji (Scippa i in. 2004). Zaobserwowano tez zwigzek suszy ze wzrostem trimetylacji
biatka histonu 3 w pozycji K4 oraz acetylacji histonu 3 w pozycji K9 u A. thaliana (Kim i in.
2008). Susza powodowata takze hipermetylacj¢ DNA u grochu (Labra i in. 2002). Dla ryzu
w warunkach zanurzenia rozsad, powodujacego stres, zaobserwowano trimetylacj¢ H3K4
oraz acetylacj¢ H3 w genach dekarboksylazy alkoholowej i dekarboksylazy pirogronianu
(Tsuji 1 in. 2006). W roslinie modelowej A. thaliana wykazano, ze stres wywotany wysokim
zasoleniem, zimnem oraz obecnoscia kwasu abscysynowego powoduje szybki i nietrwaty
wzrost fosforylacji H3S10 i fosfoacetylacji H3 oraz acetylacji H4, powodujac typowa dla
danego stresu odpowiedz obronna rosliny (Zhu i in. 2008). W kukurydzy stwierdzono, ze pod
wpltywem stresu zimna zmniejszyl si¢ poziom metylacji DNA w obrgbie genu ZmMII
(Steward 1 in. 2002), a w Antirrhinum majus hipometylacj¢ 1 tranzycj¢ transpozonu Mam-3
(Hashida 1 in. 2006). Stres wywotany przez jony glinu, herbicyd parakwat, zasolenie oraz
zimno u tytoniu powodowal demetylacj¢ DNA w obrgbie genu NtGPDL (Choi i in. 2007).
Wykazano réwniez hipermetylacj¢ heterochromatyny w hodowlach komérkowych tytoniu
pod wptywem stresu osmotycznego (Kovarik i in. 1997).

Niezwykle wazna dla rozwoju roslin jest wlasciwa zawartos¢ sktadnikow mineralnych

w podlozu. Wykazano, ze przy stresie zwiazanym z niskim poziomem fosforanbéw
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nadekspresji ulegal miR399, ktérego genem docelowym jest sekwencja kodujaca enzym UBC
(ang. ubiquitin-conjugating) u A. thaliana. Przy niskim stgzeniu siarczanéw w podtozu
stwierdzono podwyzszong ekspresj¢ miR395, ktérego genem docelowym jest sulfurylaza
ATP. U A.thaliana i u ryzu zaobserwowano ekspresj¢ czasteczki miR398, ktora
zaangazowana jest w degradacj¢ mRNA kodujacego dysmutaze nadtlenkowa Cu/Zn, ktéra
bierze udziat w dopowiedzi na stres oksydacyjny ro§liny wywotany obecnoscia jonéw Cu’*,
Fe®* oraz $wiatta o wysokim natgzeniu.

Kwas abscysynowy (ABA) odpowiada za wiele waznych procesOw w roslinie, takich
jak kietkowanie, dojrzewanie, wytwarzanie w nasionach substancji zapasowych, odpowiedzi
na patogeny i wyksztatcanie tolerancji. Wykazano, iz w nasionach nastgpuje podwyzszona
ekspresja miR159 pod wptywem ABA, ktore oddziatuje na transkrypty MYB33 1 MYBI101.
Stwierdzono, ze miR393 ulega wyraznie podwyzszonej ekspresji pod wplywem ABA,
podczas gdy miR397b i miR402 ulegaja nieznacznie podwyzszonej ekspresji, a miR389a
obnizonej ekspresji u A. thaliana.

W warunkach stresu mechanicznego, podwyzszonego cisnienia i napr¢zen wykazano
dla P. trichcarpa obnizona ekspresj¢ miR156, 162, 164, 475, 480 1 481, z kolei miR408
ulegat podwyzszonej ekspresji.

Udowodniono u A.thaliana podwyzszona ekspresj¢ miR393 oraz nieznacznie
podwyzszona ekspresj¢ miR397b i miR402 w warunkach stresu zimna, odwodnienia
1 podwyzszonego stezenia NaCl. W tych samych warunkach zaobserwowano obnizona
ekspresje miR389a. Réwniez miR319¢ ulegal podwyzszonej ekspresji w warunkach stresu
zimna. W warunkach wysokiego zasolenia wykazano, iz miR417 odgrywa rol¢ w opdznianiu
kietkowania nasion. Z kolei stres suszy powodowal podwyzszona ekspresj¢ miR169g
1 miR393 (Zhang i in. 2006; Phillips i in. 2007; Lu 1 in. 2008; Shukla i in. 2008).

Opisano dla Z. mays zaangazowanie czasteczek miR168, 162, 164, 167, 156, 3951 396
w proces odpowiedzi na warunki stresu zasolenia i zaproponowano potencjalng sie¢ reakcji
korzeni rosliny na zastosowane w badaniach warunki stresowe (Zhang i in. 2009). Zmiany
zachodzace w roslinach pod wpltywem warunkoéw stresowych 1 ksztaltowanie odpornosci to
procesy wieloetapowe, w ktore zaangazowane sa mechanizmy komoérkowe obecne na
wszystkich etapach przeptywu informacji genetycznej w komorce. Tylko ich doktadne

zbadanie pozwoli na wnioskowanie o mechanizmach ksztattujacych odpornos¢ na stres.
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5. Materialy i metody
5.1. Hodowla, ocena fenotypowa i zbiér materiatu roslinnego
Celem doswiadczen szklarniowych byta ocena zmian fenotypowych, a przez to bedacych

wskaznikiem wrazliwosci linii hodowlanych kukurydzy na zastosowany czynnik stresowy.

5.1.1. Materiaf roslinny

Do badan wykorzystalam linie hodowlane z kolekcji HR Smolice: Zea mays L. S245,
S79757, S40620 1 S41336. Materiat roslinny zbieralam w trzykrotnych powtdrzeniach
biologicznych w latach 2009 1 2012.

5.1.2. Warunki hodowli

Do wazon6éw hodowlanych o pojemnosci 1,5 1 wypetnionych gleba ogrodnicza wysiewano
po 10 ziaren danej linii hodowlanej. W jednym powtérzeniu biologicznym hodowano po
trzy wazony kukurydzy kazdej linii poddawane warunkom stresowym i trzy wazony
zroslinami kontrolnymi. Hodowlg prowadzono w warunkach szklarniowych przy
zastosowaniu naprzemiennie faz 16 h oSwietlenie 1 8 h ciemnosci, temperatury 22°C
i stalej wilgotnos$ci. Zabieg oprysku herbicydem wykonano w fazie 4-5 lisci kukurydzy
opryskiwaczem szklarniowym zaopatrzonym w rozpylacze ptaskostrumieniowe TeeJet TT
11002 przy zastosowaniu cisnienia 3 bary, ilos¢ wody wykorzystanej do zabiegu wynosita
250 /ha. Rosliny poddawane byty natryskowi herbicydéw: glifosat w dawce subletalnej
300g (1 1/ha Roundup 360 SL + 4 I/ha AS 500 SL) linie S79757 i S245; rimsulfuron
w dawce 75 g (Titus 25 WG 300 g/ha) linie S40620 iS245, glufosynat amonowy w dawce:
150 g (Basta 150 SL 1,0 I/ha) linie S41336 1 S245. Rosliny hodowano po zabiegu oprysku

przez 21 dni utrzymujac te same warunki szklarniowe, jak opisano powyzej.

5.1.3. Ocena fenotypowa roslin i zbiér materiatu

Rosliny poddawatam ocenie fenotypowej w celu ustalenia zmian na powierzchni lisci
1 w pokroju calego organizmu w odpowiedzi na zastosowane warunki stresowe. Oceng
i dokumentacj¢ fotograficzna prowadzitam w dniu zabiegu oraz po 7, 14 i 21 dniach od

zabiegu.
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Liscie z poszczegdlnych roslin odcinatam, umieszczalam w opakowaniu z tworzywa
sztucznego i mrozilam w ciektym azocie. Reprezentatywne prébki lisci na potrzeby
izolacji RNA i DNA poddawatam homogenizacji w cieklym azocie. Zamrozone liscie oraz

zhomogenizowane probki liSci przechowywatam w stanie gigbokiego zamrozenia w -80°C.

5.2. Stosowane odczynniki chemiczne

5.2.1. Odczynniki i materialy

Tabela 1. Wykorzystywane w pracy odczynniki i materiaty.

L.p. Producent Nazwa odczynnika lub materialu

sacharoza (C;,H»,0;) POPOP (CH 6N,0,)
maslan sodu (C,H;NaO,) PPO (CsH;;NO)
deoksycholan sodu (C,4H3NaOy,) poli(U) ((CoH3N,09P)x)
wodoroweglan sodu (CHNaOs) ksylencjanol (CysH,7N,NaOgS,)
triton X-100 (z-Oct-CgHgO)oOH) bromofenol (C9H;(Br40;5S)
NP-40 (CsH3005) pomarancz G (C;sH;(N,Na,0,S,)
1ug/ml inhibitor proteinaz (tabletki) piasek (Si0,)

1. | Sigma Aldrich Protein A Agarose PMSF (C;H;FO,S)
tris HCI (C4HsNO3) ATPNa, (CoH4sNsNa,O;3P5)
GTPLi (C,oH;¢N504P5 xLi") DEAE-celuloza (C,H»;NOs)
fenol (C¢HgO) chloroform (CHCI)
akrylamid (C;HsNO) DTT (C4H,00,S,)
bis-akrylamid (H;o(CsN,0,) chloroform:alkohol izoamylowy (24:1)
chlorowodorek hydroksylaminy APS (HgN,O4S,)
(NH;0-HCI)
37% formaldehyd (CH,0) wodorofosforan sodu (HNa,O4P)
chlorek potasu (KCI) dwuwodorofosforan sodu (H,NaO,P)
BSA (albumina serum bydlecego) kwas borowy (BH;053)
0,5M EDTA pH 8,0 (C,yH¢N,0Os) glicerol (C5HgO3)

2. | Bio Shop chlorek magnezu (MgCl,) octan magnezu (C;HsMgO,)
chlorek sodu (NaCl) octan sodu (C,H;NaO,)
glicyna (C,HsNO,) wodorotlenek sodu (NaOH)
SDS (C,,H,4SNaO,) bicyna (C¢H3NO,)
siarczan amonu (HgN4O,4S) kwas bursztynowy (C4HgO,)
octan potasu (C,H;KO,) azydek sodu (N;Na)

3. | Fluka 13,4M B-mercptoetanol (C,HgOS) spermina (CoHyN,)
TCA (C,CI3NaO,) TEMED (CgH ¢N,)
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L.p. Producent Nazwa odczynnika lub materiatu
Boehringer Salmon sperm DNA (sonicated) — DNA ze spermy $ledzia (sonikowane)
* MannheimGmbH | Bp_celuloza (C,0H,;NOs5)
S. Polmos alkohol etylowy (C,HsOH)
octan sodu pH 5,2 (C,H;NaO,)
6. | Invitrogen SYBR® Safe DNA gel stain — czynnik wigzacy si¢ do kwaséw nukleinowych
1 umozliwiajacy ich detekcje w rozdziale elektroforetycznym
woda wolna od nukleaz (H,O)
7. | Ambion SlideHyb #3 Buffer
SSC Buffer
8. | Celbiochem miracloth
9. | Whatmann saczki z wt6kna szklanego
10 | Merck plytki z celuloza do TLC
11. | Sartorius saczki z nitrocelulozy
12. | GE Healtheare barwnik fluorescencyjny Cy3
barwnik fluorescencyjny Cy5
GeneRuler 50 bp DNA Lauder — marker wielkosci DNA
13. | Themo Scientific | GeneRuler 100 bp DNA Ladder — marker wielkosci DNA
RiboRuler Low Range RNA Ladder — marker wielkosci RNA
kwas octowy (C,H40,)
kwas solny (HCI)
1. | rocn chlorek wapnia (CaCl,)
toluen (C;Hg)
woda amoniakalna (NHsO)
n-propanol (C;HgO)
University of
15. Arizona mikromacierze z sondami specyficznymi dla Zea mays
5.2.2. Enzymy
Tabela 2. Wykorzystywane w pracy enzymy.
L.p. Nazwa enzymu Stezenie/aktywnosé Producent
1. | polimeraza Taq 5 U/ul Fermentas
2. | proteinaza K 20 mg/ml A&A Bioch
3. | RNaza A 10 U/ul Fermentas
4. | nukleaza z Microccocus 1 U/ul Sigma Aldrich
5. | fosfodiesteraza Il ze $ledziony 0,1 U/ul Sigma Aldrich
6. | kinaza polinukleotydowa T4 30 U/ul USB
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L.p. Nazwa enzymu Stezenie/aktywnosé Producent
7. | apyraza 0,5 U/ul Sigma Aldrich
8. | nukleaza Pl 1 mg/ml Sigma Aldrich
9. | Hind III 10 U/ ul Fermentas
5.2.3. Przeciwciala
Tabela 3. Wykorzystywane w pracy przeciwciata.
L.p. Nazwa przeciwciala Producent
Mouse monoclonal to Histone H3 tri metyl K4
1. (przeciwcialo monoklonalne przeciw trimetylowanej
lizynie 4. biatka histonowego 3)
Rabbit polyclonal to Histone H3 acetyl K9
2. (przeciwcialo poliklonalne przeciw acetylowanej
lizynie 9. biatka histonowego 3)
Rabbit polyclonal to Histone H3
3. (przeciwciato poliklonalne przeciw biatku
histonowemu 3)
5.24. Izotopy
Tabela 4. Wykorzystywane w pracy izotopy.
L.p. Nazwa izotopu Specyficzna aktywnosé Producent
1. | ATP 6000 Ci/mmol ICN
2. L-(2,4-3H) fenyloalanina 55 Ci/mmol ICN
5.2.5. Oligonukleotydy
Tabela 5. Wykorzystywane w pracy oligonukleotydy.
L.p. Nazwa Sekwencja oligonukleotydu Producent
oligonukleotydu
L | Tubol_F CATCAACTACCAGCCTCCTAGC Genomed
2. | Tubal_R AGAGAACTCACCTTCCTCCATACC Genomed
3. | AGLP_F CGCTCACTACGCGACCGCT Genomed
4. | AGLP_R GCGCCTCGCCATTGGGGATT Genomed
5. | sCP_F GCCCAGCTACCAGCCGAAGC Genomed
6. | SCP_R GCGTGCTGCTTCCAAACGCT Genomed
7. | IMP_F GGAGTACCCTCCCTGGGCCAC Genomed
8. | IMP_R TCGAGCGCGGTGATGACGAC Genomed
9. | PRP_F GCGTGCCTCCTAGCTCTGGC Genomed
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L.p. Nazwa Sekwencja oligonukleotydu Producent
oligonukleotydu
10. | prRP_R GCGTTGTGCGGGTCCACGTA Genomed
1. | RLK_F AAGGCTTGTGATTGCCGTGT Genomed
12. | RLK_R GTTCGTATGCACCTTCCACG Genomed
13. | HPS_F GTAACCTGATCGTGCAGCCT Genomed
14. | HPS_R TGGCCCTTTGCATGACTTGA Genomed
1S. | WIPLF AGCAAGGCCATCGACATCAA Genomed
16. | wipl_R CCTGAACTTGTTGTTGCCCG Genomed
17. | uP2_F ATGCTTTCCCTTGCCCAGTT Genomed
18. | up2_R GCAGCTTTTGCTGCTTTGTAATC Genomed
19. | NA2_F TTGAGTTCCACAACCCCGAT Genomed
20. | NA2_R TCCTGTTTGCACTAGGGAGC Genomed
21. | NA4_F TTGTTGCCCATTGATCACGC Genomed
22. | NA4_R ACTGGTTCCTTCATGCCCAG Genomed
23. | AGLP_I_F GAAAYATGGATYYGAAAAATGGAATAG Genomed
24. | AGLP_I_R TCCTRCTCCCTCAARTRATCC Genomed
25. | AGLP_2_F TAGGATYAYTTGAGGGAGYAGGA Genomed
26. | AGLP_2_R CACCATRACCTTRATCTCTATRACAC Genomed
27. | AGLP_3_F GTGTYATAGAGATYAAGGTYATGGTG Genomed
28. | AGLP_3_R CTCTRRATATRCCTCACCTGTCACA Genomed
29. | AGLP_4_F TGTGAYAGGTGAGGYATATYYAG Genomed
30. | AGLP_4 R CTTCACTCRRRATTCACCAAARC Genomed
31. | AGLP_5_F GATAAYTYTGTYTGGTTAGTGAAYG Genomed
32. | AGLP_5_R RCTCCATCACCTTCRRCCTR Genomed
33. | AGLP_6_F YGGAYYYGGTGGAGTAGTAG Genomed
34. | AGLP_6_R CRARATCCTTRCCCRAACAAAAACC Genomed
5.2.6. Zestawy komercyjne
Tabela 6. Wykorzystywane w pracy zestawy odczynnikow.
L.p. Nazwa zestawu komercyjnego Producent
1. RNAgqueus Ambion
2. TURBO DNA-free™ Ambion
3. Agilent RNA 6000 Nano Agilent
4. SuperScript™ Indirect cDNA Labeling System Invitrogen
S. MiniElute® Reaction Cleanup Kit Qiagen
6. RevertAid First Stand cDNA Synthesis Kit Fermentas
7. SG qPCR Master Mix EURX
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L.p. Nazwa zestawu komercyjnego Producent
8. Genomie Mini A&A Bioch
9. PCR Purification Kit Qiagen
10. | EpiTech® Bisulfite Qiagen
5.2.7. Bufory i roztwory
Tabela 7. Wykorzystywane w pracy bufory i roztwory.
L.p. Nazwa buforu lub roztworu Sklad
1. | Bufor TB Ix, pH 8,0 10.8% wh trisHCl
5,5% wiv kwas borowy
0,05% w/v bromofenol
2 Roztwdr do naktadania prébek na zele agarozowe 0,05% w/v ksylencjanol
i poliakrylamidowe 0,05% w/v pomarancz G
30% vl/v glicerol
2x Bufor bursztynianowy, pH 6,3 4 mM bursztynian sodu, pH 6,3
3 20 mM CaCl,
10x Bufor bicynowy, pH 9,7 100 mM bicyna
100 mM CaCl,
* 100 mM DTT
10 mM spermina
I Faza do rozdziatu DNA metoda TLC 78,6% v/v kwas izomastowy
> 0,3% v/v woda amoniakalna
II Faza do rozdziatu DNA i RNA metoda TLC 0,1 M bufor fosforanowy, pH 6,8
6. 60% w/v (NHy4), SO4
2% v/v n-propanol
10x Buffer B, pH 7,5 w 37°C 100 mM trisHCI, pH7,5 w 37°C
7. 100 mM MgCl,
1 mg/ml BSA
Bufor do izolacji A 10 mM trisHCI, pH 8,0
400 mM sacharoza
10 mM maslan sodu
5 3,7% wiv formaldehyd
0,1 mM PMSF

5 mM B-merkaptoetanol
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L.p.

Nazwa buforu lub roztworu

Skiad

Bufor do izolacji B

10 mM trisHCI, pH 8,0
400 mM sacharoza

10 mM maslan sodu

0,1 mM PMSF

5 mM B-merkaptoetanol

1 pg/ml inhibitor proteinaz

10.

Bufor do izolacji C

10 mM trisHCI pH, 8,0
250 mM sacharoza

10 mM maslan sodu

10 mM MgCl,

1% vl/v triton X-100

0,1 mM PMSF

5 mM B-merkaptoetanol

1 pg/ml inhibitor proteinaz

11.

Bufor do izolacji D

10 mM trisHCI, pH 8,0
1,7 M sacharoza

10 mM maslan sodu

2 mM MgCl,

0,15% v/v triton X-100
0,1 mM PMSF

5 mM B-merkaptoetanol

1 pg/ml inhibitor proteinaz

12.

Bufor do lizy jader komérkowych

50 mM trisHCI, pH 8,0
10 mM EDTA
0,4% wiv SDS
0,1 mM PMSF

1 pg/ml inhibitor proteinaz

13.

Bufor do inkubacji Ab ChIP

50 mM trisHCI, pH 8,0
1 mM EDTA

0,1% v/v triton X-100
150 mM NaCl

10 pg/ml BSA

14.

Bufor o niskim stezeniu soli

20 mM trisHCIl, pH 8,0
2 mM EDTA

0,1% w/v SDS

1% v/v triton X-100
150 mM NaCl
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L.p.

Nazwa buforu lub roztworu

Skiad

15.

Bufor o wysokim stgzeniu soli

20 mM trisHCI, pH 8,0
2 mM EDTA

0,1% w/v SDS

1% v/v triton X-100
500 mM NaCl

16.

Bufor LiCl

20 mM trisHCI, pH 8,0

1 mM EDTA

1% v/v NP-40

1% wi/v deoksycholan sodu
250 mM NaCl

17.

Bufor TE

10 mM trisHCI, pH 8,0
1 mM EDTA

18.

Bufor elucyjny ChIP

1% w/v SDS
0,1 M wodoroweglan sodu

19.

Zel poliakrylamidowy 8%

7,6% wiv akrylamid
0,4% wlv bis-akrylamid
10,8% wiv trisHCI
5,5% wiv kwas borowy
0,2% viv APS

0,03% v/v TEMED

20.

I Faza do rozdziatu RNA metoda TLC

62,5% v/v kwas izomastowy

0,35% v/v woda amoniakalna

21.

II HCI faza do rozdziatu RNA metoda TLC

70% v/v n-propanol
5% viv HCI1

22,

Bufor do ekstrakcji tRNA

100 mM trisHCI, pH 7,5
100 mM NacCl

10 mM MgCl,

0,1% v/v SDS

2 mM EDTA

5 mM B-merkaptoetanol

23.

Bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-

celulozy I

350 mM NaCl
10 mM octan sodu, pH 4,5
10 mM MgCl,

24,

Bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-

celulozy 1T

1 M NaCl
10 mM octan sodu, pH 4,5
10 mM MgCl,
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L.p.

Nazwa buforu lub roztworu

Skiad

25.

Bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-

celulozy 111

1,5 M NaCl

10 mM octan sodu, pH 4,5
10 mM MgCl,

15% v/v C,HsOH

26.

Bufor do izolacji rybosoméw

50 mM trisHCI, pH 7,5
50 mM KCl

5 mM MgCl,

2,5 mM B-merkaptoetanol

27.

Bufor do izolacji rybosoméw (poduszka sacharozowa)

50 mM trisHCI, pH 7,5
100 mM KCl

5 mM MgCl,

2,5 mM p-merkaptoetanol

17,5% wi/v sacharoza

28.

Bufor do przechowywania rybosoméw

50 mM trisHCI, pH 7,5
50 mM KCl

5 mM MgCl,

1 mM DTT

50% vl/v glicerol

29.

Bufor do izolacji frakcji enzymatycznej S100

50 mM trisHCI, pH 7,5
10 mM KCl

1 mM MgCl,

5 mM B-merkaptoetanol
10% vl/v glicerol

30.

Bufor do reakcji aminoacylacji

100 mM trisHCI, pH 7,5
10 mM MgCl,

4 mM B-merkaptoetanol
4 mM ATP

31.

Bufor A do reakcji wiazania aa-tRNA do rybosomu

50 mM trisHCL, pH 7,5
70 mM KCl

5 mM MgCl,

3 mM DTT

32.

Bufor B do reakcji wigzania aa-tRNA do rybosomu

1 mM GTP, pH 7,5
5 pg poliU
6000 dpm [3H]Juug aa-tRNA

33.

Bufor ptuczacy do reakcji wiazania aa-tRNA do

rybosomu

10 mM trisHCL, pH 7,5
80 mM KCl
10 mM MgCl,
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L.p. Nazwa buforu lub roztworu Skiad
Scyntylator toluenowy 99,5% toluen
34. 0,4% w/v PPO
0.02% w/v POPOP
5.2.8. Wykorzystane bazy danych
Tabela 8. Wykorzystywane w pracy bazy danych.
L.p. Nazwa bazy danych

1. Plants For A Future

2. The PLANTS Database

3. PlantGDB

4. MaizeSequence

5. European Nucleotide Archive
5.3. Analiza ekspresji genow zZ wykorzystaniem mikromacierzy
oligonukleotydowych

W celu oznaczenia zmian w poziomie ekspresji genéw w odpowiedzi na stres herbicydowy

wykorzystatam technik¢ mikromacierzy oligonukleotydowych z sondami specyficznymi

dla kukurydzy zwyczajne;j.

Kukurydza
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Rysunek 20. Schemat analizy zmian w poziomie ekspresji genow w odpowiedzi na warunki stresowe.
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5.3.1. Izolacja catkowitego RNA

W celu uzyskania z lisci kukurydzy catkowitego RNA, o wysokiej jakosci i czystosci,

przeprowadzitam izolacj¢ z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego zestawu

RNAqueus™ i odczynnika Plant Isolation Aid zgodnie z zaleceniami producenta

z modyfikacjami.

150 mg zhomogenizowanych lisci dokladnie roztartam z ciekltym azotem
w mozdzierzu;

dodatam 1 ml buforu Lysis/Binding Solution i ponownie zhomogenizowatam;
zawiesing przeniostam do probéwki na 1,5 ml i wirowatam przez 3 min., 13 000 g,
temperatura pokojowa;

zmierzylam objetos¢ klarownego supernatantu i przeniostam do nowej proboéwki na
2 ml;

dodatam jedna objgto$¢ 64% etanolu i delikatnie zmieszatam;

roztwor w porcjach po 650 ul przenositam na kolumng z filtrem umieszczona
w probéwce o objetosci 1,5 ml i wirowatam 30 s, 13 000 g, temperatura pokojowa;
przesacz usuwatam i czynno$¢ powtarzatam z kolejnymi porcjami supernatant;
przesacz usuwatam, a na kolumng naktadalam 700 pl Wash Solution #1,
wirowatam 30 s, 13 000 g, temperatura pokojowa;

przesacz usuwatam i na kolumng naktadatam 500 pul Wash Solution #2, wirowatam
30 s, 13 000 g, temperatura pokojowa;

czynnos¢ powtarzatam;

kolumng umieszczatam w czystej probowce na 1,5 ml 1 wirowatam 1 min., 13 000
g, temperatura pokojowa;

na kolumng naktadatam 50 pl Elution Solution o temperaturze 75°C 1 inkubowatam
przez 5 min. w temperaturze pokojowej;

wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;

na kolumng nakfadatam 40 pl Elution Solution o temperaturze 75°C 1 wirowatam
1 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;

uzyskany przesacz poddawatam ocenie iloSciowej 1 jakosciowej z wykorzystaniem
analizy spektrofotometrycznej przy dtugosci fali A = 260 nm i obliczatam stgzenie

RNA.
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5.3.2. Analiza ilosciowa i jakosciowa catkowitego RNA

W celu ocenienia ilo$ci i jakoSci uzyskanego w procesie izolacji catkowitego RNA
przeprowadzitam jego pomiar spektrofotometryczny przy uzyciu spektrofotometru typu
Nano Drop 2000c przy dlugosci fali A = 260 nm i obliczaltam stezenie RNA wg
przelicznika dla ssRNA: 1 OD/ml = 40 pg/ml. Wstgpnej oceny jakosciowej dokonywatam
na podstawie oceny wygladu krzywej zalezno$ci absorbancji od dlugosci fali w spektrum
A: 190-840 nm.

W celu doktadnego oznaczenia jakosci uzyskanego catkowitego RNA przeprowadzatam
elektroforez¢ kapilarng RNA z wykorzystaniem aparatu Agilent 2100 Bioanalyzer
1 zestawu komercyjnego Agilent RNA 6000 Nano oraz oprogramowania do analizy prébek
roslinnych Plant RNA Nano. Poszczeg6lne roztwory wyizolowanego RNA naktadatam do
wczesniej przygotowanych, zgodnie z protokotem producenta, studzienek znajdujacych sig
na plytce elektroforetycznej. Przez czas 30 min. prowadzilam rozdziat elektroforetyczny,
a nast¢pnie analizowatam uzyskany obraz rozdziatu i okreslony przez aparat wspéiczynnik

RIN (ang. RNA Integrity Number).

5.3.3. Trawienie calkowitego RNA DNaza

Stosowatam trawienie pozostatosci DNA w wyizolowanym catkowitym RNA aby uzyskac
preparat wysokiej czystosci z wykorzystaniem komercyjnego zestawu TURBO DNA -

free™ zgodnie z procedura zalaczona przez producenta z modyfikacjami:

e Sporzadzitam mieszaning reakcyjna, zmieszatam sktadniki 1 inkubowatam zgodnie

z tabela;

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do trawienia RNA z wykorzystaniem DNazy.

Skladniki Ilo$ci Warunki
Catkowity RNA 20 pg
70
10x Turbo DNase Buffer 5ul 3 C.’
30 min.
H,0 wolna od nukleaz do 50 ul

e dodatam 7,5 pl DNase Inactivation Reagent i intensywnie wytrzasalam przez 5
min., 1000 rpm, temperatura pokojowa;

® nastgpnie wirowatam 2 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;
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e zebratam supernatant i dodatam 1/10 objgtosci octanu sodu oraz trzy objgtosci 96%
etanolu, zmieszatam;

e stracanie RNA etanolem prowadzitam przez 16 h, -80°C;

e wirowatam 30 min., 18 000 g, 4°C;

e osad przemywatlam 75% zimnym etanolem i wirowalam 5 min., 18 000 g,
temperatura pokojowa;

e osad doktadnie osuszytam i rozpuscitam w 20 pul wody wolnej od nukleaz;

¢ uzyskany roztwor calkowitego RNA poddawatam opisanej w punkcie 5.3.2 analizie

ilosciowej i jakosciowe;.

5.3.4. Odwrotna transkrypcja

W celu przepisania RNA na cDNA przeprowadzitam reakcje odwrotnej transkrypcji
z wykorzystaniem zestawu komercyjnego SuperScript™ Indirect cDNA Labeling System
1 postgpowatam zgodnie z procedura producenta z modyfikacjami:

e Sporzadzitam mieszaning reakcyjna, zmieszatam sktadniki 1 inkubowatam zgodnie

Z tabela;

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji.

Nr etapu Skladniki Hosci Warunki
Biap | Anchored Oligo dT20 [2,5 pg/ul] 2ul 70°C, 2 min.;
H,0 wolna od nukleaz do 18 ul 70°C, 2 min.
5x First Stand Buffer 6 ul
DTT [0,1 M] 1,5 ul 46°C, 2 h
Etap II RNaseOUT [40 U/pl] 1l
SuperScript III RT [400 U/ul] 1l
Etap III SuperScript III RT [400 U/ul] 1l 46°C,2h
Etap IV NaOH [1 N] 15 ul 70°C, 20 min.
Etap IV HCI [1 M] 15w zmieszaé

e dodatam 40 ul wody wolnej od nukleaz, 1/10 objgtosci 3 M octanu sodu pH 5,2
oraz trzy objetosci 96% etanolu, zmieszatam;
e stracanie cDNA w etanolu prowadzitam przez 16 h, -20°C;

e wirowatam 30 min., 18 000 g, 4°C;
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e osad przemywalam 75% etanolem i wirowalam 5 min., 18 000 g, temperatura
pokojowa;

e osad doktadnie osuszytam i rozpuscitam w 4,5 ul Coupling Buffer;

e uzyskany roztwor catkowitego cDNA poddawatam analizie ilosciowej przy uzyciu
spektrofotometru typu Nano Drop 2000c przy dhugosci fali A = 260 nm
1 obliczatam stgzenie cDNA wg przelicznika dla ssDNA: 1 OD/ml = 33 pg/ml.

5.3.5. Znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi cDNA

W celu oznaczenia ¢cDNA wyizolowanego z linii kontrolnej i badanej kukurydzy
przeprowadzitam znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi. Probke cDNA uzyskanego
z linii kontrolnej kukurydzy znakowatam barwnikiem Cy3, a probke¢ uzyskana z rosliny
poddawanej warunkom stresowym barwnikiem Cy5. W celu oczyszczenia
wyznakowanego cDNA wykorzystatam zestaw komercyjny MiniElute® Reaction Cleanup
Kit.
Znakowanie fluorescencyjne wykonywano zgodnie z procedura:
® probkeg rozpuszczona w Coupling Buffer inkubowatam 10 min., 37°C;
e dodatam 4,5 pl barwnika fluorescencyjnego (Cy3 lub Cy5) rozpuszczonego
w DMSO [1000 pM/ul] 1 inkubowatam 3 h, 37°C przy ciagtym mieszaniu 500 rpm;
® do mieszaniny dodatam 6 pl 4 M chlorowodorku hydroksylaminy, inkubowatam 15
min., 37°C przy ciagtym mieszaniu 500 rpm;
e dodatam 1,16 pl octanu sodu i 500 ul buforu PB, zmieszalam i natozylam na
kolumng do oczyszczania;
e wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura pokojowa, przesacz odrzucitam;
¢ na kolumng natozytam 700 ul buforu PE;
e wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura pokojowa, przesacz odrzucitam;
¢ na kolumng natozytam 20 ul buforu EB o temperaturze 50°C;
e wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;
¢ na kolumng ponownie natozytam 20 ul buforu EB o temperaturze 50°C;
e wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;
® przesacze polaczylam, zmieszatam 1 poddawalam analizie iloSciowej przy uzyciu

spektrofotometru typu Nano Drop 2000c przy dlugosci fali A = 260 nm
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i obliczatam st¢zenie cDNA wg przelicznika dla cDNA: 1 OD/ml = 37 ug/ml oraz
przy dtugosci fali emisji A = 550 nm i A = 650 nm, odpowiednio dla Cy3 i CyS5.

5.3.6. Hybrydyzacja do ptytek mikromacierzowych

W celu oznaczenia zmian w poziomie ekspresji gendw dla linii kontrolnej 1 badanej
kukurydzy przeprowadzitam hybrydyzacje wyznakowanego barwnikami cDNA do ptytek
mikromacierzowych z sondami specyficznymi dla Zea mays.

Postgpowano zgodnie z protokotem:

¢ rehydratowano DNA poprzez umieszczenie mikromacierzy nad laznia z czysta
woda o temp. 50°C;

® nastgpnie wysuszono szkietko poprzez utozenie na 5 s na metalowej ptytce w bloku
grzejnym o temperaturze 45°C;

¢ sondy z podlozem zwiazano w ,,fotozszywaczu UV”, §wiatlem o energii 180 mJ;

® nastgpnie szkietka mikromacierzowe moczono w roztworze 1% SDS, 5 min.,
temperatura pokojowa;

e kazde szkietko zanurzano 10 razy w wodzie destylowanej;

® nastgpnie zanurzano szkietka 5 razy w 96% etanolu, po czym zostawiano
zanurzone w etanolu przez 3 min.;

e kazde szkietko wirowano przez 5 s w wiréwce do mikromacierzy Microarray High
Speed Centrifuge;

e wyznakowany cDNA zawieszano w buforze do elucji i faczono parami (prébka
kontrolna z badana), a nastgpnie suszono na SpeedVac do catkowitego
odparowania buforu;

e zawieszono proby cDNA w 10 ul 10 mM EDTA;

¢ denaturowano przygotowane probki w 95°C przez 5 min.;

e nastgpnie dodawano do kazdej probki 115 upl buforu SlideHyb buffer #3,
o temperaturze 68°C;

¢ mikromacierze umieszczono w komorach hybrydyzacyjnych sondami do gory
1 wlozono do hybrydyzatora HybArray 12 ;

e podano po 115 ul odpowiedniej proby w buforze hybrydyzacyjnym do wskazanych
komor;

e prowadzono program hybrydyzacji zgodnie z tabela:

61



Materiatly i metody

Tabela 11. Przebieg procesu hybrydyzacji wyznakowanego c¢DNA do sond na plytce

mikromacierzowej.

Nr etapu Nazwa etapu procesu ( w j. ang.) Ilos¢ cykli Warunki

Etap I Set Slide Temperature 1 70°C, 2 min.

1
Etap II Introduce Probe 42°C

42°C,
Etap III Set Slide Temperature 1 _ _
mieszanie

42°C, 20 s
Etap IV Wash Slides 5 przeplywu

42°C,40's
przerwa

30°C, 20 s
Etap V Wash Slides 5 przeptywu

42°C,40s
przerwa

25°C, 208

Etap VI Wash Slides 5 przeptywu
25°C, 40 s

przerwa

® po zakonczeniu programu hybrydyzacji kazda ptytk¢ mikromacierzowa zanurzano
6 razy w buforze 0,05x SSC;

e wirowano 5 s w wiréwce do mikromacierzy Microarray High Speed Centrifuge;

e zeskanowano ptytki mikromacierzowe z rozdzielczoscia 5 um z uzyciem skanera

ScanArray Express scanner PerkinElmer przy 100% intensywnosci lasera.

5.3.7. Analiza bioinformatyczna i statystyczna

Przeprowadzitam analiz¢ mikromacierzy z wykorzystaniem oprogramowania GenePix 6,1
firmy Molecular Devices przy uzyciu metody odejmowanie tta ,,morphological openning
background subtraction”. Punkty z wartoscia przesycenia wyzsza niz 10% w obu kanatach,
zanieczyszczone lub uszkodzone oznaczatam rgcznie jako ,,-100”. Punkty wewngtrznych
kontroli i ,,spikow” oznaczatam jako ,,-50”. Nastgpnie analiz¢ statystyczng wykonywano
postugujac si¢ oprogramowaniem R i Biodonductor przy uzyciu zestawu limma (Smyth i
in. 2003; Smyth 2004; Ritchie i in. 2007). Intensywnos$¢ tta i punktéw byta sczytywana
z wykorzystaniem funkcji ,,genepix.custom”. Po odjgciu tta i1 zastosowaniu normalizacji

typu ,.printtip-loess” podjeto skalowanie wartosci MAD (median-absolute-deviation)
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w obregbie macierzy aby miaty t¢ sama warto$¢ oraz dopasowano model liniowy w celu
wychwycenia réznic w ekspresji. R6znice w poziomie ekspresji oceniane byly z uzyciem
umiarkowane;j t-statystyki oraz korygowane przez wielokrotne testowanie FDR (Benjamini

11n. 1995). Jako punkt odcigcia przyjeto wartos¢ p réwna 0,1.

5.4. Analiza ekspresji gené6w z wykorzystaniem techniki real time PCR
5.4.1. Odwrotna transkrypcja, otrzymywanie cDNA do reakcji real time PCR

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzatam z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw
RevertAid First Stand cDNA Synthesis Kit firmy Fermentas zgodnie z opisem zataczonym
przez producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej i poszczeg6lne etapy reakcji przedstawitam

w tabeli 11. Matryce stanowit catkowity RNA wyizolowany z lisci opisany w pkt. 5.3.1.

Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej i warunki odwrotnej transkrypcji.

Nr etapu Sktadniki Tlosci Warunki
Matryca (catkowity RNA) 1 g
: T ul 5 min., 70°C;
Etap I Random hexamer primer [0,2 ug/ul] n 2 min.. 0°C
H,0 wolna od nukleaz do 12 ul
Reaction Buffer 5x 4 ul
Etap II RNAse Inhibitor RiboLock [20 U/ul] Il 5 min., 25°C
dNTP mix [10 mM] 2 ul
Etap III M-MuLV RT [200 U/ul] 1wl 1 h, 42°C;
5 min., 70°C

Uzyskany w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji materiat cDNA wykorzystatam jako

matrycg¢ do tancuchowej reakcji polimeryzacji (PCR).

5.4.2. PCR w gradiencie temperatur

W celu okreslenia czy zaprojektowana para starterow specyficznie wiaze si¢ do danej
matrycy DNA lub cDNA oraz aby okresli¢c poziom ekspresji danego genu
przeprowadzatam tancuchowa reakcj¢ polimeryzacji (PCR, ang. polymerase chain
reaction). tLancuchowa reakcj¢ polimeryzacji przeprowadzalam wedlug protokotu

producenta stosowanych odczynnikéw - ogdélny schemat podano w tabeli 13.
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Tabela 13. Sktad typowej reakcji PCR.

Skladniki Hosci
Matryca DNA lub cDNA 1-100 ng
dNTP mix [10 mM] 0,2 pl
MgCl, [25 mM] 0,5 ul
Reaction Buffer 10x Iy
Starter komplementarny do konca 5’ 0,75 ul
powielanego fragmentu [7,5 uM]
Starter komplementarny do konca 3’ 0,75 ul
powielanego fragmentu [7,5 pM]
Polimeraza Taq [5U/ul] 1wl
H,O wolna od nukleaz do 10 ul

Przygotowane wg powyzej opisanego schematu substraty reakcji PCR umieszczatam

w termocyklerze w celu umozliwienia wlasciwego jej zajscia. W celu zoptymalizowania

temperatury wiazania starteréw do matrycy stosowatam gradient temperatury. Warunki

prowadzenia reakcji PCR przedstawitam ponize;j.

Tabela 14. Ogolne warunki reakcji PCR.

Etap Temperatura | Czas Ilos¢
powtorzen
Denaturacja 94°C S min.
Wiazanie 50-66°C 30 |
Etap I starterow
Wydtuzanie 72°C 30 s
tancucha DNA
Denaturacja 94°C 30s
Wiazanie 55°C/66°C 30
Etap II starterOw 40
Wydtuzanie 72°C 30 s
tancucha DNA
Etap III | Synteza koficowa 72°C 5 min. 1

Produkty reakcji PCR poddawatam analizie metoda rozdziatu elektroforetycznego w zelu

agarozowym w celu zobrazowania specyficzno$ci wigzania starterow do matrycy DNA

1 okreslenia poziomu ekspresji poszczegdlnych gendw.

Oceng ilosci uzyskanego DNA dokonywatam przez pomiar UV przy dtugosci fali A=260

nm.
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5.4.3. Analiza ilosciowa i jakosciowa catkowitego DNA
5.4.3.1. Analiza spektrofotometryczna DNA

W celu ocenienia ilosci 1 jakosci uzyskanego w procesie izolacji catkowitego DNA
przeprowadzitam jego pomiar spektrofotometryczny przy uzyciu spektrofotometru typu
Nano Drop 2000c przy dlugosci fali A = 260 nm i obliczalam stezenie DNA wg
przelicznika dla dsDNA: 1 OD/ml = 50 pg/ml oraz ssDNA: 1 OD/ml = 30 pg/ml.

5.4.3.2. Analiza DNA na zelu agarozowym

W celu doktadnego oznaczenia jakosci uzyskanego DNA przeprowadzatam elektroforeze
na zelu agarozowym (Ausubel i in. 1994). Catkowity DNA izolowany z tkanki lisci lub
produkty otrzymane metoda PCR analizowatam w 1,5 - 2% zelach agarozowych
o wymiarach 15 cm x 15 cm 1 grubo$ci 0.5 cm w buforze 1x TB w obecnosci SYBR® Safe
DNA gel stain. Przed rozdzialem elektroforetycznym preparaty obciazalam 1/6 objgtosci
buforu do naktadania prébek na zele agarozowe i poliakrylamidowe. Rozdziat
prowadzilam w buforze 1x TB przy natgzeniu pradu 40-120 mA w temperaturze
pokojowej w obecnosci markeréw  wielkosci DNA. Obrazowania rozdziatu
elektroforetycznego dokonywatam z wykorzystaniem kamery UV GelDoc-It 310 Imaging

System firmy UVP.

Tabela 15. Sktad zeli agarozowych.

Sktadniki 1,5% zel agarozowy 2% 17el agarozowy
agaroza 0,75 ¢ lg
1x Bufor TB 50 ml 50 ml
SYBR® Safe DNA gel stain 0,1 pl/ml 0,1 pl/ml

5.4.4. Real time PCR

W celu okreslenia poziomu ekspresji danego genu przeprowadzatam reakcje tancuchowa
polimeryzacji w czasie rzeczywistym (real time PCR, ang. real time polymerase chain
reaction). Real time PCR przeprowadzatam z wykorzystaniem komercyjnego zestawu SG

gPCR Master Mix, zgodnie z protokolem producenta wg opisu w tabeli.
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Tabela 16. Sktad typowej reakcji real time PCR.

Skladniki Hosci
Matryca DNA lub cDNA 1-500 ng
Master Mix 2x 10
ROX [25 uM] 0,12 pl
Starter komplementarny do konca 5’ 1,6 ul
powielanego fragmentu [7,5uM]
Starter komplementarny do konca 3’ 1,6 ul
powielanego fragmentu [7,5 pM]
H,0 wolna od nukleaz do 20 ul

Przygotowane wg powyzej opisanego schematu substraty reakcji real time PCR
umieszczalam w termocyklerze Stratagene Mx3005P w celu wlasciwego umozliwienia jej

zajscia i rejestracji przyrostu produktu reakcji w czasie rzeczywistym.

Tabela 17. Ogolne warunki reakcji PCR.

Etap Temperatura | Czas Tlos¢
powtdrzen
Denaturacja 94°C 5 min.
Wiazanie 60°C 30 s
Etap I starteréw 1
Wydtuzanie 72°C 30 s
tancucha DNA
Denaturacja 94°C 30s
Wiazanie 60°C 30 s
Etap IT starterOw 40
Wydtuzanie 72°C 30 s
fancucha DNA
Etap III | Synteza koficowa 72°C 5 min. 1

Analiza w czasie rzeczywistym przyrostu produktéw reakcji PCR rejestrowana byla

z uzyciem programu komercyjnego Mx3005P v.4.10.

5.4.5. Analiza obliczeniowa i statystyczna wynikéw

Wyniki wszystkich analiz eksportowalam w postaci tabel do programu Excel pakietu
Microsoft Office 2003, w ktérym dokonywatam operacje obliczeniowe. W celu dokonania
analizy statystycznej dane liczbowe eksportowatam do programu Graph Prism Pro,

anastgpnie  oznaczatam  istotno$¢  statystyczna wynikdw i przeprowadzalam
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jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA z wykorzystaniem testu Tukey’a (Livak 1 in.

2001).

5.5. Analiza poziomu globalnej metylacji DNA

W celu oznaczenia zmian w poziomie globalnej metylacji cytozyny w DNA w odpowiedzi
na warunki stresu herbicydowego wykorzystatam technik¢ cienkowarstwowe;]

chromatografii cieczowe;j.

Izolacja Usuwanie Rozdzial na
calkowitego Hydroliza Znakowanie nadmiaru ATP plytkach
DNA zalkowitego DNA nukleotydow [y-32P] i fosforanu celulozowych
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Rysunek 21. Schemat analizy zmian w poziomie globalnej metylacji cytozyny w odpowiedzi na

warunki stresowe.

5.5.1. Izolacja calkowitego DNA

Genomowy DNA izolowalam z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikéw
Genomic Mini zgodnie z protokotem producenta z modyfikacjami:
e 2 glisci homogenizowatam z 1,2 ml buforu Tris, 300 ul buforu LT;
e nastgpnie dodawatam 40 pl proteinazy K [20mg/ml], 2 pl RNazy A [10U/ pl]
i inkubowatam przez 1 h w 50°C, przy stalym mieszaniu 750 rpm;
e dodatam 600 pl buforu LT, zmieszatam;
e wirowatam 3 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;
® supernatant przeniostam do nowej probowki;
e 600 pl roztworu naniostam na kolumng 1 wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura
pokojowa;

e czynno$¢ powtdrzytam z kolejnymi porcjami, kazdorazowo przesacz odrzucitam;
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¢ na kolumng natozytam 500 pl bufor Al 1 wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura
pokojowa, przesacz odrzucitam,;

¢ na kolumng natozytam 400 pl bufor Al 1 wirowatam 1 min., 13 000 g, temperatura
pokojowa, przesacz odrzucitam;

e kolumng przetozytam do nowej probowki i natozytam 120 pl H>O wolnej od
nukleaz o temperaturze 50°C i wirowatam 2 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;

e uzyskany przesacz zawierajacy DNA poddawatam analizie iloSciowej 1 jakosciowe;j
spektrofotometrycznej przy dtugosci fali A = 260 nm i obliczatam st¢zenie DNA,

a nastepnie rozdziatowi elektroforetycznemu w 1,5% zelu agarozowym.

5.5.2. Enzymatyczne trawienie DNA i znakowanie

Okreslenie poziomu zmetylowane] cytozyny polegalo na poddaniu hydrolizie
enzymatycznej wyizolowanego genomowego DNA, znakowaniu izotopowym
nukleotydow i przebiegato wedtug schematu przedstawionego w tabeli (Barciszewska i in.

2007).

Tabela 18. Etapy hydrolizy i znakowania DNA w celu analizy poziomu globalnej metylacji.

Nr etapu Skladniki Tlosci Warunki
nukleaza z Microccocus [1U/pul] 0,07 pl
fosfodiesteraza Il ze $ledziony [0,5U/pl] 0,035 pl
Etap I 2x bufor bursztynianowy, pH 6,3 175 pl 37°C,6h
DNA g
H,O wolna od nukleaz do 3,5ul
roztwor z Etapu 1 0,6 ul
10x bufor bicynowy, pH 9,7 0,3 ul
Etap IT ATP [T mM] Ol 37°C, 30 min.
ATP [y 32P] 0,02 pl
T4 PNK [30U/ul] 0,1 ul
H,0 wolna od nukleaz do3pul
roztwor z Etapu II 3ul
Etap III 1x bufor, pH 9,7 2ul 37°C, 30 min.
apyraza [0,5 U/ul] 0,01 ul
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Nr etapu Skladniki Tlosci Warunki
roztwor z Etapu III 6 ul
octan amonu, pH 4,5 [0,5 M] 1,4 ul
Etap IV 37°C, 30 min.
nukleaza P1 [1mg/ml] 0,2 ul
H,O wolna od nukleaz 1,4 ul

W tabeli zawarto wykorzystywane w procesie trawienia DNA enzymy oraz petniona przez

nie funkcj¢ w celu przyblizenia roli poszczeg6lnych etapéw prowadzonej reakcji.

Tabela 19. Etapy hydrolizy i znakowania DNA w celu analizy poziomu globalnej metylacji — rola

enzymow.
Nr etapu Skladniki Rola enzymu
o | nukleaza z Microccocus Hydroliza wiazania 5 fosforanowego
tap . : —
fosfodiesteraza Il ze §ledziony Hydroliza wigzania 5’ fosforanowego
Znakowanie hydrolizatu;
Etap IT T4 PNK Fosforylacja grup 5’OH
Usuwanie nadmiaru [y-32P]ATP;
Etap III apyraza Hydroliza [y-32P]ATP do ADP i Pi
a nast¢pnie do AMP i Pii
Etap IV nukleaza P1 Usuwanie 5’3’ difosforanéw nukleozydéw;
P Hydroliza wigzania 3’ fosforanowego

5.5.3. Rozdzial dwukierunkowy TLC

Okreslenie  poziomu globalnej metylacji DNA za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC, ang. Thin Layer Chromatography) polegato na rozdziale
znakowanych radioizotopem fosforu [y-32P] nukleotydow DNA na ptytkach pokrytych
celuloza w dwoch, prostopadtych kierunkach. Na ptytke naktadatam matymi porcjami po
0,8 ul preparat zawierajacy nukleotydy otrzymane w wyniku strawienia 0,3 pg DNA.
Wysuszona po nalozeniu preparatu ptytke umieszczalam w komorze chromatograficzne;j
zawierajacej pierwsza z faz ruchomych. Faza pierwszego kierunku chromatografii byta
mieszanina ,,I Faza do rozdzialu DNA metoda TLC”, a drugiego ,,II Faza do rozdziatu
DNA i RNA metoda TLC”. W pierwszym kierunku droga migracji fazy ruchome;j

wynosita 40 cm (dwukrotny rozdziat przez 16 h), natomiast w drugim 10 cm (rozdzial
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przez 5,5 h). Po zakonczeniu rozdziatu ptytki suszytam w temperaturze 65°C przez 2 h.
W zastosowanych warunkach rozdzialu chromatograficznego cztery podstawowe
fosforany 2’deoksyrybonukleozydéow (G, A, C, T) ulegaly wyraznemu rozdzialowi,
jednoczesnie  obserwowatam  sygnal  odpowiadajacy  fosforanowi  5-metylo-
2’deoksycytydyny (mC). Intensywno$¢ radioaktywnych sygnaléw odpowiadajacych
poszczegdlnym nukleotydom oceniatam ilosciowo przy pomocy aparatu do odwzorowania
obrazéw FLA- 5100 (FujiFilm). Naswietlanie ekranu do odwzorowania obrazu rozdziatu
prowadzitam przez 14 h. Otrzymany z pomoca aparatu FLA-5100 obraz opracowywatam

ilosciowo z wykorzystaniem programu MultiGauge V3.0.

5.5.4. Analiza obliczeniowa i statystyczna wynikow

Wyniki wszystkich analiz uzyskane w programie MultiGauge V3.0 eksportowatam
w postaci tabel do programu Excel pakietu Microsoft Office 2003, w ktérym

dokonywatam operacje obliczeniowe.

Do ilosciowej oceny m°C wykorzystatam produkty rozpadu m’°C, dlatego w analizach
uwzglednitam tez ilociowa zawarto$é C i T, a zawarto$é m’C obliczono wedtug wzoru:
5
mC

R = x 100%
T (m°C, C, T)

gdzie m°C, C, T oznacza intensywno$¢ poszczegdlnych sygnatéw odpowiadajacych

analizowanym 2’deoksyrybonukleotydom.

W celu dokonania analizy statystycznej dane liczbowe eksportowatam do programu Graph
Prism Pro, gdzie wykonatam transformacj¢ typu arcsin, a nast¢pnie oznaczenia istotnosci
statystycznej wynikéw i analizy wariancji jednoczynnikowej ANOVA z wykorzystaniem

testu Tukey’a.

5.6. Metoda badania miejsc metylacji w DNA z uzyciem siarczanu (IV) sodu

W celu okreslenia miejsc, w ktérych w obrebie sekwencji genu znajduje si¢ zmetylowana
cytozyna wykorzystatam metode bisulfitowa. Metoda opiera si¢ o mechanizm reakcji
chemicznej - w wyniku potraktowania wodorosiarczanem (IV) sodu DNA, cytozyny nie

posiadajace przylaczonej grupy metylowej ulegaja przeksztalceniu do urydyn.
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wodorosiarczynem i analiza statystyczna

Rysunek 22. Schemat analizy zmian w poziomie metylacji cytozyny w DNA obrebie genu

w odpowiedzi na warunki stresowe.

5.6.1. Modyfikacja DNA wodorosiarczanem (IV) sodu

W analizie wykorzystalam dostgpny komercyjnie zestaw EpiTech® Bisulfite

1 postgpowatam zgodnie z protokotem producenta z modyfikacjami (Daxinger 1 in. 2009).

W pierwszym etapie przystapilam do enzymatycznego cigcia DNA z uzyciem enzymu

restrykcyjnego Hind III zgodnie z procedura:

Tabela 20. Sktad mieszaniny reakcyjnej ciecia enzymatycznego DNA.

Skladniki Hosci Warunki
DNA 2,5 ug
10x Buffer B 10 wl
37°C, 16h
Hind III [10U/pl] 2ul
H,0 wolna od nukleaz do 100 ul

Pocigty enzymatycznie DNA oczyscitam za pomoca zestawu komercyjnego PCR
Purification Kit zgodnie z protokotem producenta. DNA eluowatam 20 pl wody wolnej od
nukleaz i mierzytam spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A=260 nm. Nastgpnie
przygotowywalam mieszaning reakcyjna do modyfikacji wodorosiarczanem (IV) sodu

DNA zgodnie z tabela 21.

Tabela 21. Sktad mieszaniny reakcyjnej w metodzie z wodorosiarczanem (IV) sodu.

Skladniki Hosci Warunki
DNA 0,5 ng
Bisulfite Mix 85 ul . ’
zmieszaé
DNA Protect Buffer 35l
H,0 wolna od nukleaz do 140 wl
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Nastepnie mieszaning reakcyjna umieszczatam w termocyklerze w celu przeprowadzenia

reakcji zgodnie ze schematem:

Tabela 22. Warunki reakcji w metodzie z wodorosiarczanem (IV) sodu.

Ilos¢
Etap Temperatura Czas
powtorzen
Denaturacja 95°C 2 min. 1
Inkubacja 75°C 2h 8
Denaturacja 95°C 1 min.
Stopowanie 75°C © 1

Zmodyfikowany DNA oczyscitam za pomoca kolumn umieszczonych w zestawie Epitec
Bisulfite sequencing Kit, a nast¢pnie mierzylam ilo$¢ prébek spektrofotometrycznie przy

dtugosci fali 1 OD/ml = 33 pg/ml.

5.6.2. Reakcja PCR

W celu okreslenia czy zaprojektowana para zdegenerowanych starterow specyficznie
wigze si¢ do danej matrycy DNA przeprowadzalam tafcuchowg reakcj¢ polimeryzaciji.
Reakcje PCR przeprowadzalam wedilug protokotu zaproponowanego przez Tierlinga

(Teierling i in. 2007) - ogblny schemat podano w tabeli 23.

Tabela 23. Sktad reakcji PCR..

Skladniki Ilosci
Matryca DNA 1-100 ng
dNTP mix [10 mM] 4ul
MgCl, [25 mM] Sul
Reaction Buffer 10x Sul
Starter komplementarny do konca 5’ 0,6 ul
powielanego fragmentu [100 pM]
Starter komplementarny do konca 3’ 0,6 ul
powielanego fragmentu [100 uM]
Polimeraza Taq [5U/ul] 0,6 ul
H,0 wolna od nukleaz do 50 wl
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Przygotowane wg powyzej opisanego schematu substraty reakcji PCR umieszczatam
w termocyklerze w celu zapewnienia wlasciwych warunkéw temperaturowych. W celu
zoptymalizowania temperatury wigzania starterOw do matrycy stosowalam gradient

temperatury. Warunki prowadzenia reakcji PCR przedstawilam ponize;j.

Tabela 24. Ogolne warunki reakcji PCR.

Etap Temperatura | Czas Tlos¢
powtdrzen
Etap I Denaturacja 97°C 5 min. 1
Denaturacja 95°C 1 min.
Wigzanie 52°C/66°C | 3 min.
Etap II starterOw 40
Wydtuzanie 72°C 3.5 min.
tancucha DNA
Etap III | Synteza koficowa 72°C 10 min. 1
Stopowanie o
Etap IV reakcji 8°C . ©

Produkty reakcji PCR poddawatam analizie metoda rozdziatu elektroforetycznego w 2%

zelu agarozowym w celu zobrazowania specyficzno$ci wiazania starterow do matrycy

DNA.

5.7. Analiza modyfikacji epigenetycznych chromatyny w obr¢bie wybranych

genow z wykorzystaniem techniki Chip — immunostracanie chromatyny

W celu okreslenia zmian w poziomie modyfikacji epigenetycznych biatek histonowych
w obrgbie poszczegdlnych genéw, w odpowiedzi na stres herbicydowy postuzylam si¢

technika ChIP (ChIP, ang. Chromatin ImmunoPrecypitation) (Haring i in. 2007).
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Rysunek 23. Schemat analizy zmian w poziomie modyfikacji biatek histonowych w obrebie genu

w odpowiedzi na warunki stresowe.

5.7.1. Blokowanie bialek Protein A Agarozy

5.7.2.

Pobralam 1 ml komercyjnie dostgpnej zawiesiny kulek agarozy zszytych
z rekombinowanym biatkiem A/G w formie 50% v/v zawiesiny;

po tym jak kulki opadly usungtam supernatant i przemytam 1 ml buforem TE;
ponownie poczekatam az kulki opadna 1 zebratam supernatant;

czynnos$¢ przemywania kulek agarozowych powtérzytam jeszcze dwukrotnie;
zawiesitam kulki agarozowe w 1 ml buforu TE z BSA i DNA ze spermy $ledzia
o stgzeniu 10 pg/ml kazde;

dodatam azydku sodu do koncowego st¢zenia 0,05% v/v i inkubowatam przez 16
h, 4°C, delikatnie mieszajac (12 rpm);

przechowywatam w 4°C.

Chemiczne zszywanie komponentéw chromatyny w materiale roslinnym

2 g materiatu roslinnego (liScie) umytam z wykorzystaniem wody destylowanej;
przeniostam liscie do probéwek na 50 ml i dodatam 30 ml buforu do izolacji A
i przykrytam gabka tak, aby wszystkie liScie byty zanurzone;

podiaczytam préznig¢ na 10 min., temperatura pokojowa;

powoli zwalnialam préznig, ciagle wytrzasajac;
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5.7.3.

usungtam gabke 1 dodatam 2,5 ml 2 M glicyny doktadnie i delikatnie wymieszatam
w celu zastopowania reakcji;

podiaczytam prézni¢ na 5 min., temperatura pokojowa;

powoli zwalnialam préznig, ciagle wytrzasajac;

liscie doktadnie, trzykrotnie przeptukatam na sitku z uzyciem 0,5 1 wody za
kazdym razem;

liscie dokladnie osuszytam w rgczniku papierowym, a nastgpnie umiescitam
w probowce na 50 ml i szybko zamrozitam w cieklym azocie;

przechowywatam w -80°C.

Izolacja jader komérkowych

Liscie zamrozone w -80°C zhomogenizowatam z uzyciem piasku w mozdzierzu
z cieklym azotem:;

do zmrozonej probowki na 50 ml dodatam 30 ml (0°C) buforu do izolacji B
i zhomogenizowany materiat roslinny;

inkubowatam 15 min., 4°C, delikatnie mieszajac;

przefiltrowalam zawiesing przez 4 warstwy Miracloth do nowej, zmrozonej
probéwki na 50 ml i wirowatam 20 min., 2 880 g, 4°C;

ostroznie zdekantowatam, a osad ponownie zawiesitam w 1 ml (0°C) buforu do
izolacji C;

przeniostam zawiesing do probéwki na 1,5 ml i wirowatam 10 min., 12 000 g, 4°C;
zdekantowatam, a osad ponownie zawiesitam w 300 ul (0°C) buforu do izolacji D;

do nowej probéwki na 2 ml dodatam 1500 pl (0°C) buforu do izolacji D
i natozytam ostroznie na jego powierzchni¢ powyzej opisang zawiesing;

wirowatam 1 h, 16 000 g, 4°C.

Sonikacja chromatyny

Zdekantowatam, po wirowaniu opisanym w poprzednim punkcie;

osad zawiesitam ponownie w 320 ul (0°C) buforu do lizy jader komérkowych;
pobierano 10 ul tej zawiesiny 1 przechowalam na lodzie, stanowi ona ,,nieokrojong”

(ang. unsheared) chromatyng;
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5.7.5.

5.7.6.

pozostata probke sonikowalam z wykorzystaniem sonikatora Sonics VibraCell
VCX 130 na lodzie w pulsach po 15 s z amplituda 40%, z przerwami na chtodzenie
w lodzie po 30 s, 6 cykli, aby otrzymac fragmenty dtugosci 500 - 1000 pz
wirowatam 5 min., 16000 g, 4°C w celu osadzenia nierozpuszczalnych
fragmentéw;
przeniostam supernatant do nowej probéwki i pobratam 10 pul w celu sprawdzenia
wydajnosci sonikacji;
do prébek ,,nieokrojonej” i ,,sonikowanej” chromatyny (10 ul kazda) dodatam:

o 140 ul TE

o 5ul5MNaCl

o 5ul20% SDS

nastgpnie prowadzitam rozszywanie tych dwoéch probek 65°C, przez 16 h.

Oczyszczanie chromatyny
Dodawatam kolejno do probéwki na 2 ml na lodzie:
o 300 ul chromatyny (uzyskanej w poprzednim etapie),
o 1660 ul (0°C) buforu do inkubacji Ab ChIP,
o 40 ul przeptukanych i blokowanych kulek Protein A Agarozy;
z tak przygotowanego roztworu pobratam 55 pl i przechowywatam na lodzie jako
,,probke wsadowa” (ang. input sample);

pozostata chromatyng inkubowatam 1 h, 4°C, delikatnie mieszajac (12 rpm).

Immunostracanie
Inkubowana w poprzednim punkcie chromatyng wirowatam 1 min., 2 300 g, 4°C,
w celu osadzenia kulek agarozowych;
do 4 nowych probéwek na 1,5 ml przeniostam po 460 ul roztworu;
jedna z nich stanowita kontrolg ,,bez przeciwciata’ (NoAb), pozostate trzy stuzyty
do stracania z przeciwciatem (IP);
do kazdej probéwki dodatam:
o 430 ul (0°C) buforu do inkubacji Ab ChlIP,
o 20 pl kulek Protein A Agarozy;
do kazdej z probowek IP dodatam 5-6 pl przeciwciata;
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5.7.7.

proporcjonalnie dodatam objgtos¢ preimmunizowanego lub blokujacego serum do
probéwki NoAb;

dodatam do wszystkich probéwek 20 ul kulek Protein A Agarozy;

inkubowatam przez 16 h, 4°C, delikatnie mieszajac;

wirowatam 2 min., 400 g, 4°C, w celu osadzenia kulek;

przemytam 1 raz buforem o niskim stgzeniu soli i inkubowatam 10 min., 4°C,
delikatnie mieszajac;

wirowatam 1 min., 400 g, 4°C, w celu osadzenia kulek i dekantowatam;

przemytam 1 raz buforem o wysokim stg¢zeniu soli i inkubowatam 10 min., 4°C,
delikatnie mieszajac;

wirowatam 1 min., 400 g, 4°C, w celu osadzenia kulek i dekantowatam;

przemytam 1 raz buforem LiCl i inkubowatam 10 min., 4°C, delikatnie mieszajac;
wirowatam 1 min., 400 g, 4°C, w celu osadzenia kulek i dekantowatam;

przemytam 1 raz buforem TE i inkubowatam 10 min., 4°C, delikatnie mieszajac;
wirowatam 1 min., 400 g, 4°C, w celu osadzenia kulek i dekantowatam;

przemytam ponownie 1 raz buforem TE i inkubowatam 10 min., 4°C, delikatnie
mieszajac;

wirowatam 1 min., 400 g, 4°C, w celu osadzenia kulek i dekantowatam;

dodatam 250 pl buforu elucyjnego ChlIP;

szybko zmieszatam i inkubowatam 15 min., 65°C, delikatnie mieszajac;

wirowatam 2 min., 3500 g, temperatura pokojowa, w celu osadzenia kulek
agarozowych;

przeniostam supernatant do nowej probowki i dodatam 250 ul buforu elucyjnego
ChIP;

szybko zmieszatam i inkubowatam 15 min., 65°C, delikatnie mieszajac;

wirowatam 2 min., 3500 g, temperatura pokojowa, w celu osadzenia kulek
agarozowych i zebralam supernatant;

potaczytam zebrane supernatanty.
Rozszywanie chromatyny

Do kazdej z probéwek nazwanej w poprzednich etapach IP i NoAb dodatam 20 ul
5 M Na(Cl;
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5.7.8.

5.7.9.

do proboéwki ,,wsadowej” (ang. input z punktu oczyszczanie chromatyny) dodatam:
o 100 ul buforu TE,
o 6,5ul5M Na(Cl,
o 8ul20% SDS;

inkubowatam w celu przeprowadzenia rozszycia chromatyny przez 16 h, 65°C.

Izolacja DNA

Do uzyskanego w poprzednim etapie roztworu dodawatam 1 objgtos¢ fenolu
1 wytrzasatam 1 500 rpm, 2 min., temperatura pokojowa;

wirowatam 2 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;

gbrna fazg, wodna przeniostam do nowej probéwki i ponownie dodatam 1 objgtos¢
fenolu 1 wytrzasatam 1 500 rpm, 2 min., temperatura pokojowa;

wirowatam 2 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;

gérng fazg¢, wodna przeniostam do nowej proboéwki i dodatam 1 objgtos¢
chloroformu 1 alkoholu izoamylowego (w stosunku 24:1), wytrzasatam 1 500 rpm,
2 min., temperatura pokojowa;

wirowatam 2 min., 13 000 g, temperatura pokojowa;

zebralam goérna faz¢ wodna i przeniostam do nowej probowki, a nastgpnie dodatam
o 1/10 objetosci octanu sodu i 3 objgtosci 96% etanolu;

DNA wytracatam przez 16 h, -20°C

wirowatam 30 min., 18 000 g, 4°C;

osad przemywatam 75% etanolem i wirowatlam 5 min., 18 000 g, temperatura
pokojowa;

osad doktadnie osuszytam i rozpuscitam w 40 ul wody wolnej od nukleaz;
spektrofotometrycznie oznaczylam st¢zenie roztworu DNA przy dlugosci fali
A=260 nm;

roztwor DNA rozporcjowalam i wykonatam rozciefczenia (1, 1:5, 1:10, 1:25,

1:50), a nastepnie zamrozitam w -20°C.

Analiza poziomu obecnosci znacznikow epigenetycznych

W celu okreslenia ilosci danego znacznika epigenetycznego w biatkach histonowych

w obregbie sekwencji badanego genu wykonatam analiz¢ poziomu ekspresji tego genu
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z wykorzystaniem techniki rtPCR zgodnie z opisem w punkcie 5.4.4. Analizy
obliczeniowej 1 statystycznej uzyskanych pozioméw ekspresji dokonatam zgodnie

z opisem w punkcie 5.4.5 i z zaleceniami literaturowymi (Livak 1 in. 2001).

5.8.  Analiza zmian iloSciowych i jakosciowych matych niekodujacych RNA
W celu okreslenia zmian w ilosci modyfikowanych nukleotydéw w obregbie sekwencji

matych RNA, w odpowiedzi na stres herbicydowy postuzytam si¢ technika chromatografii
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Rysunek 24. Schemat analizy zmian w poziomie modyfikacji nukleotydow w niekodujacych RNA

w odpowiedzi na warunki stresowe.

5.8.1. Izolacja catkowitego RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzitam tak jak opisano w punkcie 5.3.1, a nastgpnie
przeanalizowalam go pod wzgledem iloSciowym i jakoSciowym zgodnie z opisem
w punkcie 5.3.2. W celu oczyszczenia RNA z zanieczyszczen DNA przeprowadzitam
trawienie DNazg tak jak w punkcie 5.3.3. i powtdrnie przeprowadzitam analiz¢ iloSciowa

i jakosciowa kazdej z prébek RNA.

5.8.2. Frakcjonowanie niekodujacych RNA

W celu uzyskania frakcji niekodujacych RNA o dtugosci mniejszej niz 200 nukleotydéw
przeprowadzitam rozdzial elektroforetyczny prébek catkowitego RNA w sasiedztwie
markera wielkosci RiboRuler w 8% zelu poliakrylamidowym (Ausubel 1 in. 1994; Farrel
2005). Przed rozdziatem elektroforetycznym preparaty obcigzatam 1/6 objetosci buforu do
nakladania prébek na zele agarozowe 1 poliakrylamidowe. Rozdziat prowadzitam

w buforze 1x TB przy nat¢zeniu pradu 120 V w temperaturze pokojowej. Obserwacj¢
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poszczegdlnych frakcji RNA umozliwita 15 minutowa inkubacja zelu, po zakonczonym
rozdziale elektroforetycznym, w roztworze zawierajacym 0,01% stgzenie SYBR® Safe
DNA gel stain. Obrazowania rozdzialu elektroforetycznego  dokonywatam
z wykorzystaniem kamery UV GelDoc. Positkujac si¢ tym obrazem z kamery UV
i wskazaniami markera wielko$ci, wycigto fragmenty zelu zawierajace RNA o masie
mniejszej niz 200 nukleotydéw dla kazdej z prébek. Rozdrobniony zel zalewatam 500 pl
wody wolnej od nukleaz i wytrzasatam przy 850 rpm przez 3 h w 4°C. Zwirowatam 3 min.,
10000 g, temperatura pokojowa 1 zdekantowatlam. Do supernatantu dodatam 1/10
objetosci octanu sodu, pH 5,2 1 3 objetosci 96% etanolu, a nastgpnie wytracatam RNA
przez 16 h w -20°C. Wirowatam 30 min., 18 000 g, 4°C. Osad RNA wysuszytam
irozpuscitam w 40 pl wody wolnej od nukleaz. Roztwér RNA poddatam

spektrofotometrycznie ocenie ilosciowej i jakosciowej.
5.8.3. Enzymatyczne cigcie i znakowanie RNA
Enzymatyczne cigcie RNA i znakowanie przeprowadzilam z wykorzystaniem procedury

opisanej w punkcie 5.5.2 z modyfikacjami zgodnie z ponizsza tabela 25.

Tabela 25. Ogolne warunki reakcji enzymatycznego ciecia i znakowania RNA.

Nr etapu Skladniki Tlosci Warunki
nukleaza z Microccocus [1U/pl] 0,07 ul
fosfodiesteraza II ze $ledziony [0,5U/pl] 0,035 pl
Etap I 2x bufor bursztynianowy, pH 6,3 175 pl 37°C, 16 h
RNA 1 g
H,O wolna od nukleaz do 3,5ul
roztwor z Etapu I 3.5u
10x bufor bicynowy, pH 9,7 0,3 ul
Etap II ATP [1 mM] Ol 37°C, 30 min.
ATP [y 32P] 0,05 ul
T4 PNK [30U/ pl] 0,1 ul
H,0 wolna od nukleaz do3pl
roztwor z Etapu 11 6,5 ul
Etap IIT 1x bufor, pH 9,7 2 ul 37°C, 30 min.
apyraza [0,5 U/ul] 0,01 ul
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Nr etapu Skladniki Tlosci Warunki
roztwor z Etapu II1 9,5ul
octan amonu, pH 4,5 [0,5 M] 1,4 ul

Etap IV 37°C,3h
nukleaza P1 [1mg/ml] 0,2 ul
H,0 wolna od nukleaz 1,4 ul

5.8.4. Rozdzial dwukierunkowy TLC

Rozdziat dwukierunkowy przeprowadzilam podobnie jak opisano w punkcie 5.3.3
z modyfikacjami dotyczacymi faz ruchomych. Faz¢ pierwsza stanowita I Faza do rozdziatu
RNA metoda TLC i rozdziat prowadzitam przez 16 h, a droga migracji wynosita 20 cm.
W drugim kierunku zastosowatam dwie fazy rozdziatu: ,,II Faza do rozdzialu DNA i RNA
metoda TLC” i ,II HCI faza do rozdziatu RNA metoda TLC”. Droga migracji dla
poszczegblnych faz wynosita 20 cm, a czas migracji 5,5 h i 10 h, odpowiednio. Uzyskany
obraz interpretowalam zgodnie z atlasem modyfikowanych nukleotydéw obecnych w RNA

(Keith 1995).

5.8.5. Analiza obliczeniowa i statystyczna
Stosowatam analizg obliczeniowa i statystyczna analogicznie do opisanej w punkcie 5.5.4.
Do ilosciowej oceny poszczegdlnych nukleotydéw wykorzystatam wzor:

X

R= x 100%
¥ (Ni)

gdzie X oznacza intensywno$¢ sygnatu odpowiadajacego danemu, analizowanemu

nukleotydowi, a Ni oznacza poszczegdlne analizowane w badaniu nukleotydy

W celu dokonania analizy statystycznej dane liczbowe eksportowatam do programu Graph

Prism Pro, gdzie wykonatam oznaczenia istotnosci statystycznej wynikow.
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5.9. Analiza wplywu czynnikéw aktywnych herbicydéw na wydajnos¢ wigzania aa-
tRNA do rybosomu na matrycy poliU

Celem przeprowadzonych dziatan byto uzyskanie aktywnego uktadu translacyjnego
z badanego materiatu roslinnego i analiza zmian jego aktywnos$ci pod wptywem czynnika

stresowego (Bakowska-Zywicka i in. 2008).

GTP herbicyd

aa-tRNA $100

37°C 'l_A.J_LL_LLJ_J_I_L_I_A_J_J_A_L_I N
2 E
S T i
poliu
1zolacja z kukurydzy rybosomow, Wigzanie aa-tRNA do rybosomu Pomiar ilo$ci przytaczonego do rybosomu, Analiza obliczeniowa i statystyczna,
frakcji S100 i tRNA na matrycy poliU wyznakowanego radioizotopowo aa-tRNA obrazowanie wynikow

Rysunek 25. Schemat analizy zmian w poziomie wiqzania aa-tRNA do rybosomu na matrycy poliU

w odpowiedzi na czynniki stresowe.

5.9.1. Izolacja tRNA

Celem metody bylo otrzymanie fenyloalaninowego transferowego  kwasu
rybonukleinowego (tRNA™) pozbawionego zanieczyszczeh w postaci innych kwaséw
rybonukleinowych (RNA) i deoksyrybonukleinowych (DNA), bialek i polisacharydow.
Otrzymane tRNA powinno si¢ cechowa¢ niskim stopniem degradacji 1 wysoka

specyficznoscig mierzong w reakcji aminoacylacji tRNA.

e 250 g lisci kukurydzy zamrozonych w -70°C zmielitam i dodatam 1 1 buforu
ekstrakcyjnego, 500 ml fenolu i 500 ml chloroformu;

e calos¢ wytrzasatam kilka razy i pozostawitam do odstania;

e zebralam goérna warstweg (wodna) i dodatam do niej mieszaning fenol/chloroform
w iloSci 1/2 objgtosci fazy wodnej, a nastgpnie wytrzasatam;

® ponownie zebralam gérna warstwg (wodna), dodatam chloroformu w ilosci 1/2
objetosci zebranej fazy wodnej i energicznie wytrzasatam;

e ectap ekstrakcji z chloroformem powtarzatam kilkakrotnie do zaniku interfazy;

e zebrana wodna warstwg stracitam 3 objetosciami 96% etanolu i w obecnosci 1/10
objetosci octanu potasu, pH 5,2;

e przechowywatam w -20°C przez 16 h;

e powstaty osad wirowatam 8 000 g, 10 min. i wysuszytam na lodzie;

82



Materiaty i metody

osad rozpuscitam w wodzie wolnej od nukleaz i ponownie wirowatam 8 000 g,
10 min., w celu oddzielenia nierozpuszczalnych zanieczyszczen towarzyszacych
RNA;

supernatant o znanym stgzeniu i ilosci NA, zawiesitam w DEAE-Celulozie.

5.9.2. Oczyszczanie tRNA na DEAE-Celulozie

Przed rozpoczgciem procesu izolacji, DEAE-Celulozg, ktéra jest wypetnieniem kolumny

do oczyszczania tRNA, nalezy zregenerowac¢. W tym celu umiescitam DEAE-Celuloz¢ na

lejku i przemywatam kolejno: woda destylowana (30 min.), 0,5 M HCI (20 min.), woda

destylowana (doprowadzajac do pH 7,0), 96% etanolem. Do przemywania ponownie

zastosowalam wod¢ destylowana, a nastgpnie 0,5 M NaOH (20 min.) oraz woda

destylowana (doprowadzajac do pH 7,0). Tak przygotowana DEAE-Celulozg

zastosowatam do oczyszczania tRNA zgodnie z opisem:

supernatant pochodzacy z izolacji tRNA zawiesitam w DEAE-Celulozie wedtug
proporcji 50-100 Azgp/ml celulozys;

po 24 h przetozytam cato$¢ na lejek piankowy i zebralam przesacz;

przemytam celulozg 0,25 M roztworem NaCl do wartosci Azep = 0,001;

celuloz¢ zawiesitam na 24 h w 1 M NaCl;

catos¢ ponownie przetozylam na lejek piankowy, przesaczylam i przemylam
DEAE-Celuloz¢ matymi porcjami (po 50 ml) 1 M NaCl;

kazdorazowo mierzytam Ay 1 na tej podstawie zebralam frakcje RNA
(o najwyzszej warto$ci Axep);

DEAE-Celulozg przemywatam dalej 1 M NaCl w celu jej regeneracji;

zebrane frakcje stracitam 3 objgtosciami 96% etanolu w obecnosci 1/10 objgtosci
octanu potasu (pH 5,2) i pozostawitam na 16h, -20°C;

osad, zawierajacy surowy niskoczasteczkowy RNA, odwirowatam, wysuszytam na
lodzie i rozpuscitam w jak najmniejszej objetosci wody wolnej od nukleaz,

a nastgpnie nanositam na kolumng z BD-Celulozy.

5.9.3. Oczyszczanie tRNA na BD-Celulozie

Oczyszczanie na BD-Celulozie ma na celu rozdzial otrzymanej mieszaniny tRNA na

poszczegdlne frakcje odpowiadajace specyficznym transferowym RNA.
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5.94.

Kolumng o wymiarach 2,6 x 90 cm wypelniona BD-Celuloza; przemywatam
buforem Bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozy I i naniostam
ok. 6000 Aygo (10 umoli) preparatu oczyszczonego wezesniej na DEAE-celulozie;
w celu rozdziatu tRNA wykorzystatam liniowy gradient st¢zenia NaCl
w nastgpujacej kolejnosci stosowanych buforéw:
o bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozy I i bufor do
oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozy II w ilosci 10 razy wigkszej

niz objg¢tos¢ robocza kolumny,

o bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozy II i bufor do
oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozy III w ilosci 5 razy wigkszej

niz objgtos¢ robocza kolumny;

objetos¢ zbieranych frakcji wynosita 1 ml przy predkosci przeptywu przez kolumng
1 ml/10 min;

zawartos¢ tRNA sledzitam w co dziesiatej frakcji przez pomiar absorbancji przy
dhugosci fali A = 260 nm;

specyficznos¢ oczyszczonego tRNA sprawdzilam przeprowadzajac reakcjg
aminoacylacji co dziesiatej frakcji;

frakcje o najwyzszej zawartosci tRNA™™ stracitam 3 objetosciami 96% etanolu,
odwirowatam 8000 g, 10 min. i rozpuscitam w jak najmniejszej ilosci wody wolne;j

od nukleaz.

Izolacja rybosoméw 80S z Zea mays

150 g lisci kukurydzy zamrozonych w -80°C, zhomogenizowatam w 250 ml buforu
do izolacji rybosoméw;

mieszaning doprowadzitam do pH 7,5 nieadjustowanym 1 M tris-em HCI (pH
10,5);

preparat 1 otrzymany z niego supernatant wirowatam 30 000 g, 15 min., 4°C;
roztwor zdekantowatam;

poddatam roztwér wirowaniu 140 000 g, 3 h, 4°C;

otrzymany supernatant poddawatam dalszej obrébce do otrzymania aktywnych
biologicznie czynnikéw eEF1 i1 eEF2, w dalszej czgsci pracy okreslanych jako

S100;
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5.9.5.
Celem
biatka:

osad homogenizowatam w buforze do izolacji rybosoméw do otrzymania
jednorodnego, klarownego, mlecznego roztworu rybosomow;

rybosomy wirowatam przez tzw. poduszke¢ sacharozowa (po 5 ml), naktadajac je
bardzo ostroznie na jej powierzchnig;

wirowanie prowadzitam w probowkach typu Quick-Seal (kubki wir6wkowe
13,5 ml), 330 000 g, 2 h, 4°C;

osad rybosoméw powtdrnie homogenizowatam w buforze do izolacji rybosoméw
i powtérzytam proces wirowania przez poduszke sacharozowa;

otrzymany osad rybosoméw homogenizowalam w buforze do przechowywania
rybosoméw i wirowatam 2000 g, 5 min., 4°C;

otrzymany supernatant przechowywatam w temp. -80°C.

Izolacja frakcji enzymatycznej S100

procedury byto uzyskanie aktywnej frakcji enzymatycznej uktadu biosyntezy

Zawiesing S100, otrzymana w czasie izolacji rybosoméw, o znanej objgtosci,
poddatam frakcjonowanemu wysalaniu siarczanem amonu w dwoéch etapach,
w temperaturze 0°C;

w pierwszym etapie dodawatam siarczanu amonu do uzyskania 35% stezenia (194
g soli na 1000 ml roztworu), proces prowadzitam powoli dodajac s6l matymi
porcjami w czasie 30 min. przy statym mieszaniu i pH (powinno by¢ 7.5);

preparat wirowatam 30 000 g, 30 min., 4°C;

supernatant o znanej objgtosci, poddatam drugiemu etapowi wysalania do
uzyskania 60 % stgzenia siarczanu amonu w roztworze (184 g na 1000 ml
roztworu), rowniez powoli dodajac porcje soli przy ciagtym mieszaniu;

otrzymany osad rozpuscitam w minimalnej iloSci buforu do izolacji frakcji
enzymatycznej S100 i poddalam dializie w czasie 3,5 h, trzykrotnie zmieniajac
bufor do izolacji frakcji enzymatycznej S100;

preparat wirowatam 6000 g, 5 min., 4°C, zebralam supernatant, zmierzytam
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A = 280 nm i obliczytam stezenie biatek;

przechowywatam w temperaturze -80°C.
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5.9.6.

5.9.7.

5.9.8.

Reakcja aminoacylacji tRNA

Mieszaning reakcyjna (50 pl) zawierajaca: bufor do reakcji aminoacylacji, 300
pmoli [’H]-fenyloalaniny oraz zoptymalizowana ilo§¢ tRNA i frakcji
enzymatycznej (S100) o znanym stgzeniu, inkubowatam 15 min., 37°C;

mieszaning przemywatam: jednokrotnie 10% roztworem kwasu trichlorooctowego
(TCA), trzykrotnie 5% roztworem TCA i jednokrotnie 96% etanolem, jednocze$nie
przefiltrowujac przez saczek z widkna szklanego Whatman GF/C;

zatrzymang na saczkach radioaktywnos¢ zmierzytam na liczniku scyntylacyjnym

w scyntylatorze toluenowym na liczniku Beckmann LS 7000.

Preparatywna reakcja aminoacylacji

Mieszaning reakcyjna (5 ml) zawierajaca: bufor do reakcji aminoacylacji, 300
nmoli [3H]—feny10alaniny 19,8 nmoli tRNAP™ inkubowatam 5 min., 37°C;
nastgpnie dodatam 150 ul frakcji enzymatycznej S100 o stgzeniu 244,5 Ajgy/ml
1 prowadzitam wiasciwa reakcj¢ aminoacylacji przez 15 min., 37°C;

po inkubacji prébe wytrzasatam z fenolem o temperaturze 4°C przez 15 min.
w celu usunigcia syntetaz aminoacylo-tRNA, wirowatam 12 000 g, 20 min.,
temperatura pokojowa;

do warstwy wodnej dodatam 3 objgtosci 96% etanolu w obecnosci 1/10 objgtosci
octanu potasu (pH 5,2) i calo$¢ pozostawitam w temperaturze -20°C na 1 h, w celu
wytracenia ze $rodowiska zsyntetyzowanego [*H]-Phe-tRNA™ oraz usunigcia
fenolu;

wytragcony osad odwirowatam 12000 g, 20 min., temperatura pokojowa
1 rozpuscitam w wodzie wolnej od nukleaz;

procedur¢ wytracania z uzyciem etanolu opisanag powyzej powtarzatam
kilkukrotnie w tych samych warunkach;

ostatecznie osad [*H]-Phe-tRNA™ rozpuscitam w wodzie wolnej od nukleaz

(300 pl) 1 przechowywatam w temperaturze -80°C.

Reakcja enzymatycznego wigzania Phe-tRNA"™ do poli(U) rybosoméw (RW)
Mieszanina inkubacyjna (50 pl) zawierata : 5 pl buforu A do reakcji wigzania aa-
tRNA do rybosomu, 10 ul buforu B do reakcji wiazania aa-tRNA do rybosomu, 12

pmoli rybosomoéw i zoptymalizowana ilo$¢ frakcji enzymatycznej S100;
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probe kontrolng stanowita mieszanina reakcyjna o takim samym skladzie,
niezawierajaca S100;

inkubacj¢ prowadzitam przez 5 min., 37°C;

nastgpnie do mieszaniny inkubacyjnej dodalam 1 ml schlodzonego buforu
pluczacego 1 saczytam przez saczki nitrocelulozowe o srednicy poréw 0,45 um;
filtr nitrocelulozowy ptlukatam trzykrotnie tym samym buforem, suszylam
i zliczalam poziom radioaktywno$ci w scyntylatorze toluenowym na liczniku

Beckmann LS 7000.
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6. Wyniki i dyskusja

6.1. Hodowla, ocena fenotypowa i zbior materiatu roslinnego

W literaturze opisano zmiany fenotypowe u roslin wykazujacych ceche odpornosci
i wrazliwos$ci na dziatanie herbicydu Roundup (Ge i in. 2010; Ge i in. 2011; Ge i in. 2012).
Nie zostaly jednak scharakteryzowane fenotypy kukurydzy wykazujacej naturalna
tolerancj¢ na dziatanie tego herbicydu i dlatego doktadnie opisatam przeprowadzone
obserwacje. Zmiany fenotypowe daja mozliwo$¢ zaobserwowania reakcji rosliny na
okreslone warunki §rodowiskowe oraz stres biotyczny i abiotyczny. Od lat za pomoca
fenotypu okreslano rosliny pod wzgledem ich wrazliwosci na dane warunki klimatyczne
oraz charakteryzowano ich plonowanie (Nickson 2008). Pierwszym etapem prowadzonych
badan byla ocena zmian fenotypowych linii kukurydzy poddanych stresowi
herbicydowemu. W tym celu zastosowano herbicydy zalecane w uprawach kukurydzy
(Roundup i Titus) oraz dla poréwnania reakcji rosliny herbicyd Basta zalecany
w uprawach innych roslin. W przypadku herbicydu Roundup uzyto dawki 1 I/ha przy czym
przez producenta do stosowania polowego zalecane sa dawki 1-3 l/ha zaleznie od
charakterystyki chwastéw rosnacych na polu (Monsanto Europe 2004). Badania majace na
celu wytonienie chwastéw odpornych na dzialanie Roundup prowadzone byly zwykle
z zastosowaniem spektrum dawek tego Srodka w celu okreslenia dawki letalnej
(Adamczewski 1 in. 2011). Kukurydza jest roslina naturalnie wykazujaca niski stopien
tolerancji na Roundup, a zastosowana w moich badaniach dawka jest poréwnywalna
z tymi stosowanymi w eksperymentach testujacych wrazliwos$¢ roslin na ten herbicyd
(Zhou i in. 1995; Cebeci i in. 2009). Z kolei herbicyd Titus zastosowano w dawce 75 g/ha,
a proponowana przez producenta przy zabiegu jednokrotnym to 60 g/ha (Du Pont de
Nemours 2005). Opisywane w literaturze dawki stosowania tego herbicydu zwykle byty
nieco nizsze lub poréwnywalne z tym zastosowanym w badaniu (Metzger i in. 1996).
Natomiast srodek ochrony roslin Basta stosowano w dawce 1 l/ha (zalecana przez
producenta dawka to okoto 3 1/ha) (Aventis CropScience 1999). W analizach majacych na
celu wytonienie roslin odpornych na dziatanie tego $rodka stosowano spektrum dawek od
2 do 20 I/ha (Block i in. 1987). Herbicydy zalecane jako przedwschodowe zastosowano
w dawkach mniejszych niz zalecaja producenci, a powschodowo w dawce zblizonej do
polecanej. Taki wybdér mozna ttumaczy¢ faktem, ze herbicydy stosowane przedwschodowo
nie maja w normalnych warunkach kontaktu zroslina uprawna, a ich zadaniem jest

spowodowanie $mierci chwastéw obecnych na polu. Zastosowane subletalne dawki dla
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kukurydzy pozwolity na selekcje¢ linii wykazujacej tolerancje na herbicyd. Titus, ktéry
moze by¢ stosowany w uprawie kukurydzy, nie powinien uszkadza¢ rosliny. Wykazano, ze
silna reakcja na ten S$rodek wystepuje tylko w przypadku uszkodzenia ro$lin lub
genetycznie uwarunkowanej wrazliwosci (Rola 2003). Zastosowana dawka $rodka ochrony
roslin pozwolila na wytypowanie linii wrazliwej oraz tolerancyjnej na jego dziatanie.
Wyhodowane rosliny fotografowatam w celu zobrazowania zmian fenotypowych
zachodzacych od momentu zastosowania warunkéw stresowych przez 21 dni, kiedy to
powinien pojawic si¢ efekt letalny. Jednoczesnie obserwowatam wzrost roslin kontrolnych,
ktére nie byly narazone na warunki stresowe. Prowadzone obserwacje pozwolity mi
stwierdzi¢ kiedy wystgpuja istotne zmiany na lisciach, bedace reakcja na zastosowane
warunki stresowe oraz do ktérego momentu nie wystgpowaty zadne zmiany. Doktadne
analizy fenotypéw pozwolily na okreSlenie momentéw czasowych, z ktorych materiat
biologiczny byl szczegétowo analizowany z uzyciem technik biologii molekularne;j.
Réwnoczesnie w tych samych warunkach szklarniowych co rosliny poddane stresowi
hodowatam rosliny kontrolne. Poréwnywatam kazdorazowo rosliny kazdej z linii poddane

stresowi do wilasciwej im kontroli, a nast¢pnie pomigdzy liniami.

6.1.1. Ocena dzialania herbicydu Roundup

Jako linia tolerancyjna na dziatanie herbicydu Roundup we wczesniejszych
badaniach  szklarniowych  przeprowadzonych w  Zespole prof. Kazimierza
Adamczewskiego w Instytucie Ochrony Ro$lin w Poznaniu zostata wytypowana S245
(TL). Jako linia wrazliwa na dziatanie herbicydu zostala wytypowana linia S79757 (SL).
Zaobserwowalam, ze linia S245 charakteryzuje si¢ wigkszym pokrojem rosliny niz linia
S79757. Linia wykazujaca wysoka tolerancj¢ na dzialanie stresu herbicydowego miata
liscie $rednio o 5 cm dluzsze od linii wrazliwej. Réznice zaobserwowatam réwniez
w kolorze lisci: linia tolerancyjna posiadata ciemnozielone liscie, do$¢ odporne na
uszkodzenia 1 stosunkowo sztywne. Liscie linii wrazliwej byly jasniejsze, mniejsze,
a dodatkowo delikatniejsze 1 tym samym wrazliwsze na uszkodzenia mechaniczne.
Obserwacja ta jest niezwykle istotna w obliczu badan chwastéw odpornych na glifosat.
Stwierdzono, ze rosliny mniej wrazliwe na zranienia i uszkodzenia mechaniczne oraz
z lis¢mi pokrytymi kutikula wykazuja wyzsza tolerancj¢ na dziatanie herbicydu (Nalewaja
1 in. 1996; Hall i in. 2000). Wnioskujg, ze podobny mechanizm zwigzany z budowa lisci

mogt wptywac na obnizenie ilosci glifosatu, jaka wnikata do lisci kukurydzy.
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W  dniu zerowym, 5 godzin po zastosowaniu warunkéw stresowych
przeprowadzitam pierwsza analiz¢ poréwnawcza roslin w celu stwierdzenia czy wystapita
jakakolwiek wczesna reakcja fenotypowa na zastosowany natrysk herbicydu. W dniu 0 nie
zaobserwowalam zmian na powierzchni lisci ro$lin zadnej z linii (Zdjecie 1.),

w poréwnaniu do roslin kontrolnych.

14/81/2009

Zdjecie 1. Linie kukurydzy w dniu 0, poddane dziataniu herbicydu Roundup. Linie tolerancyjnq

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.

Kolejna obserwacje przeprowadzitam w dniu 2. w celu okreSlenia czy zaszly
zmiany fenotypowe wywolane warunkami stresowymi. Zaobserwowatam pojawienie si¢
pierwszych plamek koloru pomaranczowego na lisciach u linii wrazliwej na dzialanie
Roundup oraz lekkie usychanie koncéwek niektérych z lisci. U linii tolerancyjnej nie
zaobserwowalam widocznych zmian fenotypowych.

W dniu 7. (Zdjecie 2.) po traktowaniu herbicydem przeprowadzitam kolejna analiz¢ stanu
fenotypowego roslin. U linii wrazliwej kukurydzy zaobserwowatam duze natgzenie rudych
plamek na lisciach. Widoczne bylo réwniez usychanie lisci na ich koncach postgpujace
w kierunku podstawy. U linii tolerancyjnej zaobserwowalam pojawienie si¢ matych,

rudych plamek na lisciach i delikatne podsychanie koncéw niektérych z lisci.
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Zdjecie 2. Linie kukurydzy w dniu 7., poddane dziataniu herbicydu Roundup. Linie tolerancyjnq

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.

Analiza fenotypowa w dniu 14. (Zdjgcie 3.) pozwolita mi na stwierdzenie rozleglej
nekrozy lisci u linii wrazliwej, poniewaz okoto potowa z lisci uschta. Wczesniej
obserwowane plamki zlaly si¢ w duze obszary, w ktérych nastgpowato usychanie liscia.
U linii tolerancyjnej zaobserwowatam utrzymanie si¢ wczesniej opisanych zmian w postaci

usychania koncéw lisci oraz wystgpowanie pojedynczych pomaranczowych plamek.

TL SL

Zdjecie 3. Linie kukurydzy w dniu 14. poddane dziataniu herbicydu Roundup. Linie tolerancyjng

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.
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W ostatnim, 21. dniu analizy u linii wrazliwej zanotowatam prawie catkowite
uschnigcie rosliny. Liscie przybraly kolor brunatno-pomaranczowy i ulegly wysuszeniu.
U kilku lisci, blisko podstawy, zachowaly si¢ nieliczne czgsci zielone, ktérych kolor
znacznie sciemnial. Rozwdj 1 wzrost rosliny zostaty catkowicie zahamowane. U linii
tolerancyjnej zaobserwowalam nasilenie objawOw usychania koncéw lisci, jednakze
roslina utrzymata swdj pierwotny pokrdj i nadal rosta. Pomimo widocznych zmian na
lisciach nie zmienity one koloru w czgSciach zielonych. Aczkolwiek wzrost rosliny

w porOdwnaniu do rosliny kontrolnej ulegt spowolnieniu.

6.1.2. Ocena dzialania herbicydu Titus

Jako linia odporna na dziatanie herbicydu Titus we wczesniejszych badaniach
szklarniowych przeprowadzonych w Zespole prof. Kazimierza Adamczewskiego
w Instytucie Ochrony Roslin w Poznaniu zostata wytypowana S245 (TL). Jako linia
wrazliwa na dziatanie herbicydu zostata wytypowana linia S40620 (SL).
Zaobserwowatam, ze linia S245 charakteryzuje si¢ pokrojem podobnym do linii S40620.
Linia wykazujaca wysoka tolerancjg na dziatanie stresu herbicydowego miata liScie nieco
szersze od linii wrazliwej. Réznice zaobserwowalam réwniez w kolorze lisci: linia
tolerancyjna posiadata ciemnozielone liscie, stosunkowo odporne na uszkodzenia. Liscie
linii wrazliwej byly koloru nieco jasniejszego i1 byly wrazliwsze na uszkodzenia
mechaniczne.

W dniu 0 (Zdjgcie 4.) w okoto 5 godzin po zastosowanych warunkach stresowych
przeprowadzitam pierwsza analiz¢ poréwnawcza roslin w celu stwierdzenia czy wystapita
reakcja fenotypowa na zastosowany zabieg. W dniu O nie zaobserwowalam zmian na

powierzchni liSci zadnej z roslin.
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Zdjecie 4. Linie kukurydzy w dniu 0 poddane dziataniu herbicydu Titus. Lini¢ tolerancyjng

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.

Kolejnej obserwacji dokonatam w dniu 2., w celu okreslenia zmian fenotypowych,
wywotanych warunkami stresowymi. Zaobserwowatam pojawienie si¢ pierwszych plamek
koloru pomaranczowego na lisciach u linii wrazliwej na dziatanie herbicydu Titus. U linii
tolerancyjnej nie byly widoczne zmiany fenotypowe.

W dniu 7. (Zdjgcie 5.), po traktowaniu herbicydem przeprowadzitam kolejna
analiz¢ stanu fenotypowego roslin. U linii wrazliwej kukurydzy pojawito si¢ wiele rudych
plamek na liSciach i lekkie usychanie lisci na ich koncach. U linii tolerancyjnej zuwazytam
pojawienie si¢ malych plamek na liSciach, jednakze w poréwnaniu z linig wrazliwa byto

ich bardzo mato.
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TL SL

Zdjecie 5. Linie kukurydzy w dniu 7. poddane dziataniu herbicydu Titus. Linie tolerancyjng

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.

Analiza fenotypowa w dniu 14. (Zdjecie 6.) pozwolila mi na stwierdzenie
rozlegtej nekrozy lisci. U linii wrazliwej objawiala si¢ ona wystapieniem plamek w kolorze
rudym, ktére zlewaty si¢ i widoczne byto miejscowe usychanie lisci. U linii tolerancyjnej
zaobserwowalam utrzymanie si¢ wczesniej opisanych zmian w postaci pojedynczych

pomaranczowych plamek, ktére ulegly nieznacznemu nasileniu oraz usychanie niektérych

TL SL

Zdjecie 6. Linie kukurydzy w dniu 14. poddane dziataniu herbicydu Titus. Linie tolerancyjnq

z lisci.

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.
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W ostatnim, 21. dniu analizy fenotypowej, u linii wrazliwej zanotowalam prawie
catkowite uschnigcie ro$liny. Przybraly one kolor brunatno-pomaranczowy i ulegly
wysuszeniu. U kilku lisci zachowaty si¢ nieliczne czg$ci zielone, ktérych kolor zmienit si¢
na zielono-brunatny. Rozwéj 1 wzrost rosliny zostaly catkowicie zahamowane. U linii
tolerancyjnej zaobserwowatam nasilenie wystgpowania ciemnych plamek oraz usychanie
niektérych lisci, jednakze roslina utrzymata swdj pierwotny pokréj i nadal rosta. Pomimo
widocznych zmian na liSciach nie zmienil si¢ odcien ich zieleni. Wzrost rosliny

w porOdwnaniu do rosliny kontrolnej przebiegat podobnie.

6.1.3. Ocena dzialania herbicydu Basta

Jako linia tolerancyjna na dziatanie herbicydu Basta we wczes$niejszych badaniach
szklarniowych przeprowadzonych w Zespole prof. Kazimierza Adamczewskiego
w Instytucie Ochrony Roslin w Poznaniu zostata wytypowana S245 (TL). Jako linia
wrazliwa na dziatanie herbicydu zostata wytypowana linia S41336 (SL).
Zaobserwowatam, iz linia S245 charakteryzuje si¢ pokrojem zblizonym do linii S41336.
Linia wykazujaca wysoka tolerancjg na dziatanie stresu herbicydowego miata liScie nieco
szersze 1 dtuzsze od linii wrazliwej. Réznice zaobserwowatam réwniez w kolorze lisci,
linia tolerancyjna posiadata ciemnozielone liscie, do$¢ odporne na uszkodzenia
1 stosunkowo sztywne. Liscie linii wrazliwej byly nieco jasniejsze, mniejsze 1 wykazywaly
wigksza podatnos¢ na uszkodzenia mechaniczne.

W dniu zerowym (Zdjecie 7.) po okoto 5 godzinach po zastosowaniu czynnika
stresowego przeprowadzilam pierwsza analiz¢ poréwnawcza roslin w celu stwierdzenia
czy wystapila reakcja fenotypowa na herbicyd. W dniu O nie zaobserwowatam,

w poréwnaniu do roslin kontrolnych, zmian na powierzchni lisci ro$lin zadnej z linii.
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14/01/2009 14/01/2009

Zdjecie 7. Linie kukurydzy w dniu 0 poddane dziataniu herbicydu Basta. Lini¢ tolerancyjng

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.

Kolejng obserwacj¢ przeprowadzitam w dniu 2., w celu okre§lenia czy zaszly
zmiany fenotypowe wywotane warunkami stresowymi. Zaobserwowatam pojawienie si¢
lekkiego uschnigcia koncéw liSci w odpowiedzi na dzialanie herbicydu Basta u linii
wrazliwej na jego dziatanie. Z kolei u linii tolerancyjnej nie zaobserwowatam widocznych
zmian fenotypowych.

W dniu 7. (Zdjgcie 8.) po traktowaniu herbicydem przeprowadzitam kolejna analizg
stanu fenotypowego roslin. U linii wrazliwej kukurydzy odnotowatam postgpujace
usychanie koncéw lisci w kierunku ich podstawy. U linii tolerancyjnej dochodzito do

delikatnego podsychania koncéw niektérych z lisci.
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Zdjecie 8. Linie kukurydzy w dniu 7. poddane dziataniu herbicydu Basta. Lini¢ tolerancyjnq

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.

Na podstawie analizy fenotypowej stwierdzitam w dniu 14. (Zdjgcie 9.) obecnos¢
rozlegtej nekrozy lisci u linii tolerancyjnej, jednakze w poréwnaniu z reakcja na herbicyd
Roundup u ro$lin wrazliwych byla ona mniejsza. Oszacowatam, ze okoto potowa lisci
uschla, a zjawisko usychania bylo szczegdlnie intensywne na koncach lisci. U linii
tolerancyjnej utrzymywaly si¢ wczesniej opisane zmiany w postaci usychania koncéw

lisci.

Zdjecie 9. Linie kukurydzy w dniu 14. poddane dziataniu herbicydu Basta. Linie tolerancyjnq

oznaczono jako TL, a wrazliwg jako SL.
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W ostatnim dniu analizy fenotypowej — 21., u linii wrazliwej zanotowalam
uschnigcie ponad potowy lisci. Przybraty kolor brunatno-pomaranczowy i ulegly
wysuszeniu. Rozwdéj 1 wzrost rosliny, podobnie jak w przypadku zastosowania innych
herbicydéw, zostaly znacznie zahamowane. U linii tolerancyjnej uschty giéwnie konce
lisci, jednakze roslina utrzymata swéj pierwotny pokrdj i nadal rosta. Pomimo widocznych
zmian na lisciach nie zmienity one swojego koloru. Wzrost rosliny w poréwnaniu do
rosliny kontrolnej zostat nieco spowolniony.

Przeprowadzone obserwacje zmian fenotypowych pozwolity mi na stwierdzenie, ze
w dniu stosowania herbicydu nie obserwowatam zmian fenotypowych w zadnym
przypadku. Zdecydowatam, ze zgodnie z danymi literaturowymi w czasie 5 godzin po
zabiegu oprysku, herbicyd powinien przenikna¢ do lisci i zacza¢ dziata¢ na rosling (Ge 1 in.
2011). Jesli wystapita wczesna reakcja obronna w komoérkach roslinnych to powinna by¢
ona widoczna w zebranym w tym czasie materiale. Po 7 dniach od zastosowania stresu
herbicydowego widoczne byly zmiany nekrotyczne na lisciach kukurydzy. Stwierdzitam,
ze mechanizmy odpowiedzialne za ksztattowanie odpornosci na dziatanie stresu powinny
by¢ w pelni aktywne, poniewaz obserwowalam wyrazne rdéznice w poziomie plam
nekrotycznych u linii wrazliwej i tolerancyjnej. W pdzniejszych dniach nieliczne zmiany
nekrotyczne pojawiaty si¢ réwniez u linii tolerancyjnej. Jednoczesnie zmiany widoczne
u linii wrazliwej byly juz bardzo intensywne. Nasilone zmiany nekrotyczne na liSciach
swiadcza o silnej reakcji rosliny na stres i $mierci komorek, co bezposrednio przektada sig
na jakos¢ materiatu biologicznego, szczegdlnie RNA uzyskiwanego z takiej rosliny.
Zaplanowane przeze mnie analizy wymagaly materialu biologicznego wysokiej czystosci
1jako$ci, przez co nalezy rozumie¢ niezdegradowane RNA, DNA 1 chromatyng.
Zastosowanie materialu roslinnego w skrajnym stadium nekrozy moglo wptyna¢ na
wykazanie zmian obecnych podczas proceséw $mierci komoérek, a nie mechanizméw
obronnych zaangazowanych w reakcje na stres herbicydowy.

W przypadku herbicydu Roundup odnotowano rézne mechanizmy ksztattowania
cechy odpornosci 1 tolerancji na jego dziatanie u roslin. Naleza do nich mutacja w obrgbie
sekwencji enzymu EPSPS lub wigksza ilo$¢ jego kopii obecna w komoérce (Dill i in. 2000;
Baerson i in. 2002). Wykazano réwniez, ze u niektérych roslin mozliwe jest zajscie
metabolizmu glifosatu, a tym samym jego unieszkodliwienie. Odnotowano réwniez, ze
cecha odpornosci moze by¢ skorelowana z mechanizmami komérkowymi zwiazanymi

z transportem i magazynowaniem glifosatu w tkankach rosliny (Franz i in. 1997). Rosliny
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L. rigidum wykazujace ceche odpornosci na glifosat transportowaty herbicyd do koncéw
lisci, co powodowato ich usychanie. Taki mechanizm umozliwial wzrost i dalszy rozwdj
pozostate] czgSci rosliny. Ro$liny wrazliwe magazynowaly czynnik aktywny herbicydu
u podstawy lisci, co skutkowato powolnym ich usychaniem i $miercia rosliny (Lorraine-
Colwill i in. 2003). W przypadku obserwowanych przeze mnie zmian fenotypowych u linii
kukurydzy wykazujacej tolerancje¢ na Roundup mozna wykaza¢ ich podobienstwo do
opisywanych w literaturze u roslin odpornych. Zanotowalam usychanie koncéw lisci
rosliny tolerancyjnej, a pozostata cze$¢ dalej si¢ rozwijala i rosta. Linia wrazliwa
wykazywala zmiany nekrotyczne na calej powierzchni lisci i powoli zamierala.
Zaobserwowane przeze mnie zmiany fenotypowe moga wskazywac na zwiazek cechy
tolerancji na dziatanie glifosatu z jego ukierunkowanym transportem do koncéw lisci
podobnie jak obserwowano to u L. rigidum (Lorraine-Colwill i in. 2003). W trakcie
prowadzonych badan odnotowatam, ze linia tolerancyjna posiada liScie bardziej odporne
na uszkodzenia mechaniczne. P&zniej przeprowadzony proces mycia lisci (na potrzeby
eksperymentu ChIP) pozwolil mi na stwierdzenie, ze sa one rowniez silniej pokryte
kutikula. Obserwacje te koreluja z wynikami innych badaczy, ktoérzy réwniez wykazali
zwiazek pomigdzy poziomem kutikuli i wrazliwoscia lisci na uszkodzenia z mozliwos$cia
wnikania herbicydu przez liscie (Luo i in. 2012). Postuluje, Ze linia tolerancyjna posiadata
liscie mniej wrazliwe na uszkodzenia i pokryte woskami co mogto wptywac na obnizenie

ilosci wchianianego glifosatu poprzez ich powierzchnig.

6.2. Analiza zmian poziomu ekspresji genow w warunkach stresowych

Kukurydza jest roslina czgsto 1 chgtnie uprawiang na terenie calego Swiata.
W zwiazku z tak duzym rozpowszechnieniem tej rosliny istnieje wiele réznych jej odmian.
Réznorodno$¢ genetyczna poszczegdlnych odmian kukurydzy jest o wiele wigksza niz
u innych organizméw eukariotycznych (Luo i in. 2010). Tak duza zmienno$¢ powodowana
jest obecnoscia sekwencji transpozonowych, ktére u niektérych odmian stanowi¢ moga
nawet 85% calego genomu (Vicient 2010). Duza zmiennos¢ genetyczna kukurydzy
znacznie utrudnia poréwnywanie cech poszczegdélnych odmian na poziomie genetycznym,
ale pozytywnie wplywa na zdolnosci przystosowawcze rosliny do warunkéw stresowych.
Najlepsza metoda pozwalajaca na zgrubne poréwnanie profili ekspresji genéw w badanych
liniach kukurydzy jest metoda mikromacierzowa. Ze wzgledu na wysoka zmiennos¢

nalezato mie¢ na uwadze, ze uzyskane dane moga mie¢ charakter przesiewowy i beda
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wymagaly potwierdzenia inna technika (Kirst i in. 2006). Potwierdzenie to wykonatam
z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym. W celu okreslenia zmian w poziomie
ekspresji genoéw kukurydzy pod wptywem herbicydow Roundup, Titus i1 Basta
przeprowadzilam eksperymenty —mikromacierzowe z  wykorzystaniem macierzy

oligonukleotydowych z sondami specyficznymi dla Zea mays (Galbraith i in. 2010).

6.2.1. Przygotowanie materialu biologicznego do analizy zmian poziomu ekspresji
genow technika mikromacierzowa

Pierwszym etapem analizy zmian poziomu ekspresji gendéw pod wplywem
warunkéw stresowych byta izolacja calkowitego RNA ze wszystkich badanych ros$lin.
Z opisanych roslin kontrolnych i traktowanych herbicydami zbieralam materiat roslinny
w dniu 0 1 7., homogenizowatam i zamrazatam w cieklym azocie. Z tak przygotowanych,
homogennych prébek materiatu biologicznego izolowatam catkowity RNA na potrzeby
eksperymentu mikromacierzowego. Nastgpnie oczyszczatam catkowity RNA za pomoca
DNazy I w celu usunigcia DNA z prébek. Srednia wydajnosé izolacji catkowitego RNA
wynosita 250ug z grama lisci. Zauwazylam, ze material izolowany z lisci roslin
poddawanych warunkom stresowym wykazywal nieco gorsza jakos$¢, poziom degradacji
RNA byt zauwazalnie wyzszy. Zjawisko to mogto wynika¢ z faktu, ze catkowity RNA byt
izolowany réwniez z liSci ze zmianami, w ktérych nastgpowata $mier¢ komorek i co za
tym idzie intensywna degradacja RNA. Ze wzgledu na obnizona jako$¢ izolowanego
catkowitego RNA z materiatu roslinnego kukurydzy poddawanej warunkom stresowym
postanowitam nie analizowa¢ zmian Ww poziomie ekspresji genéw metoda
mikromacierzowa, w dniu 14. po zastosowanym zabiegu traktowania herbicydem.
Podjetam proby uzyskania catkowitego RNA z lisci linii wrazliwej w dniu 14., w wyniku
ktérych otrzymatam prébki o wysokim poziomie degradacji. Uzyskiwany materiat RNA
nie kwalifikowal si¢ do wykorzystania w eksperymencie mikromacierzowym (Solinska i
in. 2004).

W pierwszej kolejnosci, oczyszczony catkowity RNA poddawatam pomiarowi
spektrofotometrycznemu w celu oznaczenia stg¢zenia probki. Nastgpnie rozdzielalam je
z wykorzystaniem techniki elektroforezy kapilarnej. Ponizej przedstawitam wygenerowane
przez aparat Agilent2000 elektroforogramy rozdzialu dla poszczegdlnych probek
catkowitego RNA (Rysunki 26-29). Do dalszej analizy zakwalifikowatam probki, ktére
osiagaty wspétczynnik RIN powyzej 7 w skali 1 do 10, gdzie 10 oznacza najwyzsza jakos¢

100



Wyniki i dyskusja

RNA (préobka niezdegradowana). Zalecana do stosowania w eksperymentach
mikromacierzowych jakos¢ RNA powinna mie¢ wartos¢ RIN powyzej 8. Wartos¢
wspotczynnika RIN>8 stosowana jest dla prébek eukariotycznych np. przy analizie
transkryptomu cztowieka, czy myszy. Komorki roslinne posiadaja duza ilosc¢
poétautonomicznych organelli komérkowych, jak mitochondria i plastydy, ktére posiadaja
rRNA o nizszej masie czasteczkowej niz rRNA cytoplazmatyczny. Obecno$s¢ rRNA
pochodzenia plastydowego wptywa na obliczong przez aparat warto$¢ wspotczynnika RIN.
rRNA plastydowe kwalifikowane sa jako obraz degradacji RNA i tym samym obnizaja
jego warto$¢ (Schroeder i in. 2006).
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Rysunek 26. Obraz rozdziatu z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej probek catkowitego RNA,
wykorzystanych w kolejnych etapach eksperymentu mikromacierzowego w dniu 0, pierwsze
powtdrzenie biologiczne. Od lewej: L — marker wielkosci (od dotu prqzki odpowiadajq dtugosciom
czqsteczek RNA: 25 nt, 200 nt, 500 nt, 1000 nt, 2000 nt, 4000 nt), KSL — kontrolna linia wrazliwa na
dziatanie Roundup, SL - linia wrazliwa na dziatanie Roundup poddana stresowi, KTL — kontrolna
linia tolerancyjna na dziatanie Roundup, TL - linia tolerancyjna na dziatanie Roundup poddana
stresowi, KSL — kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Titus, SL - linia wrazliwa na dziatanie Titus
poddana stresowi, KTL — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie Titus, TL - linia tolerancyjna na
dziatanie Titus poddana stresowi, KSL — kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Basta, SL - linia
wrazliwa na dziatanie Basta poddana stresowi, KTL — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie

Basta, TL - linia tolerancyjna na dziatanie Basta poddana stresowi.
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Rysunek 27. Obraz rozdziatu z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej probek catkowitego RNA,
wykorzystanych w kolejnych etapach eksperymentu mikromacierzowego w dniu 7., pierwsze
powtdrzenie biologiczne. Od lewej: L — marker wielkosci (od dotu prqzki odpowiadajq dlugosciom
czqsteczek RNA: 25 nt, 200 nt, 500 nt, 1000 nt, 2000 nt, 4000 nt), KSL”’7” — kontrolna linia
wrazliwa na dziatanie Roundup, SL”7” - linia wrazliwa na dziatanie Roundup poddana stresowi,
KTL”7” — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie Roundup, TL”7” - linia tolerancyjna na
dziatanie Roundup poddana stresowi, KSL”7” — kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Titus, SL”7”
- linia wrazliwa na dziatanie Titus poddana stresowi, KTL”7” — kontrolna linia tolerancyjna na
dziatanie Titus, TL”7” - linia tolerancyjna na dziatanie Titus poddana stresowi, KSL’7” —
kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Basta, SL”7” - linia wrazliwa na dziatanie Basta poddana
stresowi, KTL”7” — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie Basta, TL”7” - linia tolerancyjna na

dziatanie Basta poddana stresowi.
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Rysunek 28. Obraz rozdziatu z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej probek catkowitego RNA,
wykorzystanych w kolejnych etapach eksperymentu mikromacierzowego w dniu 0, drugie
powtdrzenie biologiczne. Od lewej: L — marker wielkosci (od dotu prqzki odpowiadajq dtugosciom
czqsteczek RNA: 25 nt, 200 nt, 500 nt, 1000 nt, 2000 nt, 4000 nt), KSL — kontrolna linia wrazliwa na
dziatanie Roundup, SL - linia wrazliwa na dziatanie Roundup poddana stresowi, KTL — kontrolna
linia tolerancyjna na dziatanie Roundup, TL - linia tolerancyjna na dziatanie Roundup poddana
stresowi, KSL — kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Titus, SL - linia wrazliwa na dziatanie Titus
poddana stresowi, KTL — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie Titus, TL - linia tolerancyjna na
dziatanie Titus poddana stresowi, KSL — kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Basta, SL - linia
wrazliwa na dziatanie Basta poddana stresowi, KTL — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie

Basta, TL - linia tolerancyjna na dziatanie Basta poddana stresowi.
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Rysunek 29. Obraz rozdziatu z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej probek catkowitego RNA,
wykorzystanych w kolejnych etapach eksperymentu mikromacierzowego w dniu 7., drugie
powtdrzenie biologiczne. Od lewej: L — marker wielkosci (od dotu prqzki odpowiadajq dtugosciom
czqsteczek RNA: 25 nt, 200 nt, 500 nt, 1000 nt, 2000 nt, 4000 nt), KSL”’7” — kontrolna linia
wrazliwa na dziatanie Roundup, SL”7” - linia wrazliwa na dziatanie Roundup poddana stresowi,
KTL”7” — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie Roundup, TL”7” - linia tolerancyjna na
dziatanie Roundup poddana stresowi, KSL”7” — kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Titus, SL”7”
- linia wrazliwa na dziatanie Titus poddana stresowi, KTL”7” — kontrolna linia tolerancyjna na
dziatanie Titus, TL”7” - linia tolerancyjna na dziatanie Titus poddana stresowi, KSL’7” —
kontrolna linia wrazliwa na dziatanie Basta, SL”7” - linia wrazliwa na dziatanie Basta poddana
stresowi, KTL”7” — kontrolna linia tolerancyjna na dziatanie Basta, TL”7” - linia tolerancyjna na

dziatanie Basta poddana stresowi.

Zgromadzony material wyizolowany z dwoch powtdrzen biologicznych w celu
uzyskania cDNA, przepisatam RNA z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy na cDNA,
ktére nastgpnie znakowatam barwnikami fluorescencyjnymi Cy3 i Cy5. Po kazdym

z etapow analizowalam stgzenie uzyskanego materiatu, w celu uzycia do reakcji takich
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samych ilosci znakowanego cDNA. Taka powtarzalno§¢ pozwalala mi na
zminimalizowanie ryzyka wystapienia zmienno$ci w ekspresji gendw, wynikajacej z btedu
technicznego - dodania réznych ilosci wyznakowanego cDNA na plytkg¢ macierzowa

(Hegde i in. 2000).

6.2.2. Analiza zmian w poziomie ekspresji genéw z wykorzystaniem techniki
mikromacierzowej

Analiza ekspresji gendw z wykorzystaniem techniki mikromacierzowej pozwala na
okreslenie profilu zmian poszczegdlnych genéw w  okreSlonych warunkach
srodowiskowych oraz wytypowanie gendéw zaangazowanych w reakcje na zmiany
srodowiskowe rosliny (Uzarowska 1 in. 2009). Technika ta z powodzeniem stosowana jest
do okreslania zmian w globalnej ekspresji genéw w poszczegdlnych fazach rozwojowych
rosliny, w ré6znorodnych warunkach stresowych i jako technika pozwalajaca na poznanie
charakterystyki transkryptomicznej odmiany (Schnable i in. 2004). Uzyskany materiat
cDNA znakowany barwnikami fluorescencyjnymi Cy3 (kontrola) i Cy5 (prébka z rosliny
w warunkach stresowych) w réwnych ilosciach kazdej z préb mieszano 1 hybrydyzowano

z ptytka mikromacierzowa z sondami specyficznymi dla Zea mays.

Rysunek 30. Przyktadowy obraz plytki macierzowej analizowanej 7z wykorzystaniem

oprogramowania GenePix, linia tolerancyjna,poddana dziataniu herbicydy Roundup, dzien 7.
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Wybratam  ptytki  mikromacierzowe z  sondami  oligonukleotydowymi
dedykowanymi sekwencjom kukurydzy. Na ptytkach mikromacierzowych znajdowato si¢
46 128 000 70-nukleotydowych sond DNA odpowiadajacych sekwencjom, wybranym
z opublikowanych w bazach sekwencji ESTéw (www.maizearray.org 2008). Po
zakonczeniu hybrydyzacji ptytki suszono, skanowano, a nast¢pnie poddawatam je analizie
z wykorzystaniem programu GenePix w celu okreslenia intensywnosci hybrydyzacji
cDNA do kazdej z nadrukowanych na ptytce sond. Na podstawie réznic intensywnosci
fluorescencji wynikajacej ze zhybrydyzowania cDNA prébki kontrolnej i badanej do danej
sondy wnioskowalam o zmianach w poziomie ekspresji genéw, ktére byly reprezentowane
przez poszczegdlne sondy na ptytce mikromacierzowej (Solinska 1 in. 2004).

W  wyniku analizy poréwnawczej krotnosci zmian w poziomie ekspresji
w poszczegdlnych punktach czasowych dla stosowanych herbicydéw nie udato mi si¢
wskaza¢ genéw ,uniwersalnej odpowiedzi na stres herbicydowy”. Grupy, w ktérych
poziom ekspresji ulegal najwigkszej zmiennosci dla poszczeg6lnych herbicydéw zawieraty
catkowicie odmienne geny. Wnioskujg, ze nie mozna mowi¢ o warunkach uniwersalnego
stresu herbicydowego, tylko o stresie powodowanym przez poszczegdlne srodki ochrony
roslin. Stosowane herbicydy réznia si¢ sktadnikami aktywnymi i mechanizmami dziatania,
co tlumaczy rézna odpowiedz rosliny na warunki stresu na poziomie transkryptomu.
W dalszych badaniach skupitam si¢ na analizie zmian w poziomie ekspresji w odpowiedzi
na dziatanie herbicydu Roundup i prébie okre§lenia mechanizmu ksztattowania tej cechy.

Zastosowanie analizy statystycznej umozliwito mi wylonienie grupy gendéw
o najwigkszej zmiennosci w poziomie ekspresji w warunkach stresu wywotanego
dziataniem Roundup (Zatacznik 1., Tabela 26.). Postanowitam przeanalizowac z uzyskanej
grupy te geny, ktére wykazywaty co najmniej 2-krotna zmiang ekspresji. W czasie
przystgpowania do prac badawczych nie byla znana sekwencja genomu kukurydzy.
Dopiero w roku 2009 zostat opublikowany genom linii kukurydzy B73, ktory
prawdopodobnie znacznie rézni si¢ od genoméw badanych linii (Ma i in. 2008; Schnable i
in. 2009). W takiej sytuacji nalezato spodziewaé sig, ze uzyskane wyniki zmian w
poziomie ekspresji beda mialy charakter przesiewowy i wskaza jedynie, ktérych genéw
poziom ekspresji nalezy doktadnie zbada¢ z wykorzystaniem techniki rtPCR. Grupg genéw

wykazujaca co najmniej 2-krotng zmiang w poziomie ekspresji zawg¢zytam do 10 genéw
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charakteryzujacych si¢ najwigksza dynamika zmian ekspresji, ktére postanowitam
przebada¢ z zastosowaniem techniki PCR w czasie rzeczywistym.

Analizujac wytypowane geny zuwazylam najwigksze zmiany w poziomie ekspresji
poréwnujac lini¢ tolerancyjna i wrazliwa traktowane herbicydem w dniu 7. od zabiegu.
Poréwnanie poziomu ekspresji dla linii kontrolnych pozwala stwierdzi¢, ze nie
nastgpowaty w ich obre¢bie istotne zmiany zaréwno w dniu O jak i 7. Zmiany w poziomie
ekspresji w czasie tygodnia od zastosowania warunkéw stresowych w liniach kontrolnych
wywotane moga by¢ wzrostem rosliny 1 zwiazanymi z tym réznicami w intensywnosci
transkrypcji poszczegdlnych genéw. W celu dokonania selekcji genéw, ktoérych analiza
bedzie potwierdzana technika rtPCR konieczne bylo poréwnanie warunkéw, w ktérych
wskaza¢ mozna najsilniejsze zmiany ekspresji. Postanowitam przeanalizowac, jak zmienia
si¢ krotno$¢ ekspresji gendw w czasie u linii tolerancyjnej 1 wrazliwej. Dla wytypowanych
gendw zauwazylam, ze zmiany nastgpujace w liniach wykazujacych odmienna tolerancj¢
na herbicyd sa skrajnie rézne. W przypadku wigkszosci genéw ze wzrostem krotnosci
zmian ekspresji u linii tolerancyjnej koreluje spadek ekspresji u roslin wrazliwych. Taka
obserwacja pozwolita mi na wnioskowanie, ze wilasnie te geny moga by¢ zaangazowane
w odpowiedz na warunki stresu herbicydowego i ksztaltowanie cechy tolerancji. Dla
poréwnania na wykresach 3. i 4. przedstawilam jak ksztaltowaly si¢ zmiany poziomu
ekspresji wybranych genéw w odpowiedzi na zastosowanie herbicydéw Titus 1 Basta.
Analiza tych samych poréwnan warunkéw w czasie pozwala na stwierdzenie, ze wczesniej
zaobserwowana relacja zmian u linii tolerancyjnej i wrazliwej dla glifosatu nie zachodzi
w przypadku dziatania rimsulfuronu i glufosynatu. W celu dokladnego okreslenia zmian
w poziomie ekspresji wytypowanych gendéw przeprowadzitam analizg technika real time

PCR (rtPCR).
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krotno$¢ poziomu ekspresji

EscpP

EPRP BEimP

MAGLP

ERLK ElHPS EwiPI

Bup2 BINA2

EINA4

poréwnywane warunki

e o S TL- KTL)- TL"7"-KTL"7")- . ra. e Py
KTL-KSL KTL"7"-KSL"7' TL-SL TL"7"-SL"7 ((SL- KSL; ((SL"7"-KSL"72) | KTL"7"-KTL TL7"-TL KSL"7"-KSL SL"7"-SL
EISCP -1,18 1,73 -1,04 4,55 1,14 2,63 2,19 5,74 1,07 1,21
EPRP -1,23 2,93 -1,59 5,71 -1,29 1,95 3,41 6,16 -1,06 -1,47
EivP -1,85 2,23 -2,58 5,61 -1,39 2,52 3,50 4,58 -1,18 -3,17
MAGLP -4,55 1,45 -2,22 1,83 2,05 1,26 6,23 4,10 -1,06 1,01
HRLK -1,09 -1,28 2,30 -1,37 2,51 -1,08 -1,04 -1,10 1,13 2,89
BHPS -2,37 1,86 -1,33 1,44 1,78 -1,29 5,23 3,25 1,19 1,69
BEWIPI -2,94 -1,05 -2,36 2,39 1,25 2,51 4,84 12,16 1,73 2,16
BUP2 1,35 -1,08 1,31 2,43 -1,03 2,61 1,1 1,24 1,61 -1,50
BINA2 1,82 1,27 1,68 2,66 -1,08 2,09 -1,70 1,36 -1,19 -1,16
EINA4 2,59 1,52 -1,22 2,37 -3,17 1,56 -1,33 3,66 1,28 1,26

Wykres 2. Krotnos¢ zmian poziomu ekspresji genow dla rézinych porownan linii kukurydzy w przypadku

zastosowania warunkow stresowych wywotanych dziataniem herbicydu Roundup, zmierzona technikq

hybrydyzacji mikromacierzowej; p<0,1. Na wykresie oznaczono: linie tolerancyjnq oznaczono jako TL,

wrazliwg jako SL, tolerancyjnqg w dniu 7. od zabiegu TL’7”, a wrazliwqg w dniu 7. od zabiegu SL”7”.

Skrotami oznaczono: SCP - gen kodujacy karboksypeptydaze seryny, PRP - gen kodujqcy biatka zwiqzane

z patogenezq, IMP - gen kodujqcy integralne biatka membrany, AGLP - gen kodujqcy biatka podobne do

arabinoglikanu, RLK - gen kodujqcy biatka kinaz podobnych do receptorowych, HPS - gen kodujqcy

hipotetyczne biatko, WIPI - gen kodujqcy inhibitory proteinaz indukowane zranieniem, UP2 - gen kodujqcy

nieznane biatko, NA2 - gen kodujqcy transkrypt 2. o nieznanej funkcji, NA4 - gen kodujqcy transkrypt 4.

o0 nieznanej funkcji.
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Escp EIPRP EIMP MAGLP EIRLK BHPS BEwIPI Eyp2 FINA2 EINA4
6
poréwnywane warunki
5
4

krotno$¢ poziomu ekspresji

KTL-KSL KTL"7"-KSL"7" TL-SL TU7-SL'7 | (TL-KTL)-(SL-KSL) ((Tsﬂ KKTS'[_77)) KTL"7"-KTL TL7TL KSL'7"-KSL
ESCP 1,09 1,26 1,02 1,57 -1,06 1,24 1,25 1,31 117
EPRP 1,26 117 1,25 1,41 1,01 1,21 1,15 1,04 1,09
EIMP 1,69 1,31 1,68 1,52 1,00 117 1,09 1,19 1,08
MAGLP 1,22 1,27 1,14 -1,06 1,07 1,34 -1,02 1,05 1,26
ERLK 1,13 1,05 1,07 1,10 1,06 1,05 1,22 1,10 1,14
BHPS 1,47 1,31 1,38 1,25 1,06 1,05 1,33 1,40 1,27
BWIPI 1,18 1,55 1,99 1,16 1,68 1,33 2,27 1,49 2,55
Hup2 1,28 1,38 1,18 1,18 -1,09 | 1,17 1,10 1,07 | 1,30
EINA2 1,13 5,36 1,49 531 1,33 -1,01 3,99 2,88 1,23
ENAd 1,26 -1,40 1,54 1,57 1,22 1,12 1,38 1,58 1,53

Wykres 3. Krotnos¢ zmian poziomu ekspresji genow dla rézinych porownan linii kukurydzy w przypadku
zastosowania warunkow stresowych wywotanych dziataniem herbicydu Titus, zmierzona technikq
hybrydyzacji mikromacierzowej; p<0,1. Na wykresie oznaczono: linie tolerancyjnq oznaczono jako TL,
wrazliwg jako SL, tolerancyjnqg w dniu 7. od zabiegu TL’7”, a wrazliwqg w dniu 7. od zabiegu SL”7”.
Skrotami oznaczono: SCP - gen kodujacy karboksypeptydaze seryny, PRP - gen kodujqcy biatka zwiqzane
z patogenezq, IMP - gen kodujqcy integralne biatka membrany, AGLP - gen kodujqcy biatka podobne do
arabinoglikanu, RLK - gen kodujqcy biatka kinaz podobnych do receptorowych, HPS - gen kodujqcy
hipotetyczne biatko, WIPI - gen kodujqcy inhibitory proteinaz indukowane zranieniem, UP2 - gen kodujqcy
nieznane biatko, NA2 - gen kodujqcy transkrypt 2. o nieznanej funkcji, NA4 - gen kodujqcy transkrypt 4.

o0 nieznanej funkcji.
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4

poréwnywane warunki

EISCP EPRP EIMP MAGLP ERLK BEHPS BEWwWIPI BupP2 EINA2 EINA4 §

krotno$¢ poziomu ekspresji

-2

-3

= e e (TL7KTL7")- o o —

KTL-KSL KTL"7"-KSL"7 TLSL TUTSUT | (TLKTLKSLKSL) | (gl s vy KTL"7"-KTL 7L KSL'7"-KSL

ESCP 1,50 1,25 1,39 1,13 1,08 1,10 1,12 1,21 1,02
EPRP 1,21 1,40 » 1,03 1,71 1,25 » 1,23 1,60 1,40 ‘ 1,18
@amMP 1,37 1,83 1,74 2,06 127 113 212 2,37 1,51
MAGLP 1,41 1,24 | 1,42 1,02 1,01 | 1,26 1,08 1,59 | 1,10
BRLK 1,51 1,56 135 164 112 1,05 1,09 1,16 1,42
BHPS 2,02 1,01 164 1,06 1,23 1,05 243 2,03 1,16
BWIPI ERE 1,34 1,80 3,60 1,61 2,68 1,43 1,89 378
HUP2 152 1,16 1,39 1,16 1,09 | 1,34 1,09 1,32 | 1,58
EINA2 173 1,05 1,57 1,07 110 1,02 1,96 1,80 123
ENAs 119 113 A7 1,08 1,01 122 134 1,92 1,52

Wykres 4. Krotnos¢ zmian poziomu ekspresji genow dla rézinych poréownan linii kukurydzy w przypadku
zastosowania warunkow stresowych wywotanych dziataniem herbicydu Basta, zmierzona technikq
hybrydyzacji mikromacierzowej; p<0,1. Na wykresie oznaczono: linie tolerancyjnq oznaczono jako TL,
wrazliwg jako SL, tolerancyjnq w dniu 7. od zabiegu TL’7”, a wrazliwq w dniu 7. od zabiegu SL’7”.
Skrotami oznaczono: SCP - gen kodujacy karboksypeptydaze seryny, PRP - gen kodujqcy biatka zwiqzane
z patogenezq, IMP - gen kodujqcy integralne biatka membrany, AGLP - gen kodujqcy biatka podobne do
arabinoglikanu, RLK - gen kodujqcy biatka kinaz podobnych do receptorowych, HPS - gen kodujqcy
hipotetyczne biatko, WIPI - gen kodujqcy inhibitory proteinaz indukowane zranieniem, UP2 - gen kodujqcy
nieznane biatko, NA2 - gen kodujqcy transkrypt 2. o nieznanej funkcji, NA4 - gen kodujqcy transkrypt 4.

o nieznanej funkcji.

6.2.3. Przygotowanie materialu biologicznego do analizy zmian w poziomie ekspresji
genow technika PCR w czasie rzeczywistym

Kukurydza jest powszechnie uprawiana rosling o duzym znaczeniu gospodarczym,
a bardzo niewiele wiadomo o genotypach poszczegdlnych odmian. Prowadzone sa
intensywne badania majace na celu zglebienie tematyki pochodzenia i ewolucji Z. mays,
jednak mnogos$¢ dostgpnych odmian o nieznanych genotypach stanowi wyzwanie dla
badaczy (Hufford i in. 2012). Przystapitam do analizy sekwencji genéw wybranych
z pomoca danych uzyskanych z eksperymentu mikromacierzowego. Pierwszy etap analizy
polegal na okresleniu czy sekwencja sondy obecnej na plytce mikromacierzowej

odpowiadajacej wytypowanym genom moze wiaza¢ si¢ niespecyficznie do sekwencji

111



Wyniki i dyskusja

innych transkryptéw. Tak jak wcze$niej wspomnialam, macierze wykorzystywane w pracy
projektowane byty w oparciu o sekwencje cDNA, a nie genomu kukurydzy. W tym celu
przeszukalam internetowe bazy danych i sprawdzitam czy faktycznie sekwencje sond
odpowiadaly przypisanym im na macierzy genom i czy istnieje ich podobienstwo do
sekwencji gendw u innych gatunkéw. Jednoczesnie zapoznatam si¢ z petna, obecna
w bazach sekwencja poszczegdlnych transkryptow i kodujacych je gendéw. Stwierdzitam,
ze na temat wigkszoSci sekwencji niewiele wiadomo, a ich dlugosci zamieszczone
1 opisane w bazach danych znacznie si¢ r6znia. Na potrzeby projektowania par starterow
do analizy ich ekspresji metoda rtPCR dla kazdego z transkryptéw, wykorzystalam
sekwencje wspdlna dla danego transkryptu obecna w poszczegdlnych bazach. Majac na
uwadze duza zmiennos¢ kukurydzy nalezato liczy¢ si¢ z faktem, ze sekwencje
poszczegblnych transkryptéw w badanych liniach moga si¢ rézni¢ od tych opisanych
w bazach danych. Przypuszczenia te potwierdzily si¢ w trakcie testowania par
zaprojektowanych starterow, ktore wielokrotnie nie dawaty produktu w reakcji rtPCR lub
dawatly produkty niespecyficzne. Po wielu probach otrzymatam po parze specyficznych
starterow dla genéw wytypowanych z eksperymentéw mikromacierzowych oraz dla genu
referencyjnego  kodujacego Tubuling 1. W poszukiwaniu  odpowiedniego  genu
referencyjnego przetestowatam pary primeréw zaprojektowane dla réznych genéw,
zalecane przez autor6w publikacji dotyczacych analiz technika rtPCR u kukurydzy, ale
wigkszos¢ z proponowanych sekwencji starterow nie dawata produktu w przypadku
analizowanych przeze mnie linii. Zjawisko to mozna ttumaczy¢ réznicami obecnymi
w sekwencji genéw kukurydzy, dla ktérych zaproponowano primery. Sekwencje starteréw
do reakcji real time PCR zaprojektowatam z wykorzystaniem programu Prim3 i nazwatam
zgodnie z nazwa bialka lub transkryptu kodowanego przez badany gen, do ktérego byly
one zaprojektowane.

Wyizolowany RNA poddatam odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania cDNA,
ktory stanowit matryce do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Zaprojektowane startery do
genéw wytypowanych jako zaangazowane w odpowiedz na stres herbicydowy
przetestowatam, aby sprawdzi¢ jaka jest optymalna temperatura dla przebiegu reakcji
rtPCR z zastosowaniem PCR w gradiencie temperatury oraz czy w wyniku reakcji
powstaje jednorodny produkt o dilugosci zgodnej z obliczeniami programu Prim3.

Produkty reakcji rozdzielalam na 2% zelu agarozowym. Zoptymalizowane warunki analizy
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pozwolity na przeprowadzenie reakcji rtPCR z mozliwie najwigksza doktadnos$cia

pozwalajaca na wskazanie dynamiki zmian ekspresji wczes$niej wytypowanych genéw.

6.2.4. Analiza zmian w poziomie ekspresji genéw z wykorzystaniem techniki PCR
W czasie rzeczywistym

7 wykorzystaniem sprawdzonych starteréw i zoptymalizowanej ilosci sktadnikéw
reakcji przystapitam do analizy zmian w przyroscie produktu PCR w czasie rzeczywistym.
Dla kazdego z genéw wykreslono krzywa przyrostu produktu reakcji w zaleznosci od
czasu oraz krzywa temperatury topnienia dupleksu uzyskanego produktu. Krzywe, takie
jak przyktadowe wskazane na wykresach 5. i 6., poddatam analizie w celu stwierdzenia
czy nie powstaja dodatkowe, niespecyficzne produkty reakcji i czy nie zachodzi zjawisko
powstawania dimeréw starterédw. Powstawanie dimeréw starterow 1 niespecyficznych
produktéw reakcji wpltywa na zafalszowanie wynikéw 1 uniemozliwia wlasciwa
interpretacj¢ prowadzonych analiz. Produkty wszystkich reakcji rtPCR rozdzielane byty
elektroforetycznie na zelu agarozowym, w celu potwierdzenia czy uzyskany produkt byt

jednorodny i specyficzny.
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Wykres 5. Przyktadowa analiza przyrostu produktu reakcji PCR w czasie rzeczywistym — krzywa

obrazuje przyrost poziomu fluorescencji wraz ze wzrostem ilosci produktu reakcji.
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Wykres 6. Przyktadowa krzywa topnienia produktu reakcji PCR w czasie rzeczywistym — krzywa
obrazuje zmiany fluorescencji w funkcji temperatury i charakteryzuje temperature topnienia

dupleksow poszczegolnych produktow reakcji.

Wykreslone zostaly krzywe stgzeniowe (zalezno$¢ ACt od st¢zenia) aby
oceni¢, czy wybrany gen referencyjny Tubuliny 1 jest dobrze dobrany do genéw badanych
(Liu i in. 2008). Nastgpnie przystapitam do analizy ekspresji genéw wytypowanych
w eksperymentach mikromacierzowych technika rtPCR. Eksperyment prowadzitam
w dwéch powtdrzeniach biologicznych i dwoéch technicznych. Okreslona za pomoca
techniki PCR w czasie rzeczywistym krotnos¢ zmian w relatywnym poziomie ekspresji

genOw przedstawitam na wykresach 7-17.
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Wykres 7. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwq jako SL, tolerancyjnq w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

Pierwszym z analizowanych genéw byt gen odpowiedzialny za kodowanie biatka
podobnego do karboksypeptydazy seryny (SCP). Karboksypeptydazy to grupa biatek
zidentyfikowana u wielu roslin liczaca ponad 50 przedstawicieli (Fraser 1 in. 2005; Feng 1
in. 2006). Opisano, ze biatka te sa aktywne w odpowiedzi na zranienie rosliny
i w metabolizmie ksenobiotykow. Biatka SCP to egzopeptydazy katalizujace reakcjg
hydrolizy wiazania peptydowego na C—koncu biatek i peptydéw w srodowisku kwasowym
(Mahoney i in. 2001). Czgsto grupa bialek SCP nazywana jest tez biatkami podobnymi do
karboksypeptydaz, poniewaz wykazano dla niektérych z nich réwniez aktywnosc
acytylotransferazowa (Schaller 2004). Liczne analizy pozwolity na poznanie roli
niektérych biatek SC, ktére jak si¢ sugeruje zaangazowane sa w procesy zwiazane ze
wzrostem 1 rozwojem rosliny, jak programowana $mier¢ komorki, rozwd@j nasion oraz
sciezki sygnalne zwigzane ze wzrostem 1 rozwojem (Bienert i in. 2012). Niezwykle
interesujace jest to, ze wykazano, iz obecnos$¢ karboksypeptydaz w wakuolach moze by¢
zwiazana z katabolizmem alachloru bedacego pierwszym etapem rozktadu tego herbicydu
(Wolf 1 in. 1996). AktywnosS¢ tych enzymOw wigzana jest czgsto z wystapieniem
warunkoéw stresowych dla ros$liny. Wykazano, ze po czasie 12 h od zranienia liscia

u pomidora znacznie wzrasta ekspresja genéw kodujacych SCP (Feng i in. 2006).
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Po zastosowaniu herbicydu Roundup zauwazytam po 7 dniach u linii wrazliwej
istotny (1,3-krotny) wzrost ekspresji genu kodujacego biatka SC. U linii tolerancyjnej
zanotowaam podobna tendencj¢ (5-krotny wzrost), jednak byta ona duzo silniejsza. W dniu
0, u linii tolerancyjnej relatywny poziom ekspresji byt duzo nizszy anizeli u SL. W 7. dniu
od zabiegu oprysku herbicydem, relatywny poziom ekspresji SCP u linii tolerancyjnej byt
istotnie wyzszy aniezeli u linii wrazliwej. Stwierdzitam, ze warunki stresu herbicydowego
silnie wptywaja na zwigkszenie poziomu ekspresji gendw bialek karboksypeptydazy
seryny. Wykazano zwiazek SCP 2z metabolizmem ksenobiotykow w komorce,
a szczeg6lnie duza aktywno$¢ tego procesu zostala opisana w warunkach obnizonego pH.
Sugeruje si¢, ze wigkszo$¢ z tych proceséw zachodzi w wakuolach (Li i in. 2001).
W pracach poswigconych mechanizmom odpowiedzialnym za ksztaltowanie tolerancji na
glifosat wykazano, ze moze on by¢ gromadzony w wakuolach i w nich ulegac
metabolizmowi (Zelaya i in. 2004). Postulujg, ze biatka SCP moga by¢ zaangazowane
w gromadzenie glifosatu w wakuolach. Zaobserwowalam wyrazne zwigkszenie ekspresji
gendéw odpowiedzialnych za kodowanie biatek karboksypeptydaz, a stosowany roztwor
herbicydu cechuje niskie pH. Istnieje wigc mozliwos$¢, ze biatka z grupy karboksypeptydaz
biora udzial w $ciezce metabolicznej zwiazanej z rozktadem sktadnikéw herbicydu, w tym
glifosatu. Sugeruje sig, ze biatka te moga bra¢ udzial w druga po Scianie i btonie
komoérkowej linie obrony przed czynnikami stresowymi (van Loon 1 in. 2006).
Podwyzszony poziom SCP opisano u kukurydzy w wyniku ataku patogenu (Morris 1 in.
1998). Stwierdzono, ze ekspresja genéw kodujacych biatka SC wiaze si¢ bezposrednio
ze stresem oksydacyjnym S$cian komoérkowych (Morris 1 in. 1998). Wykazano, ze
zastosowanie herbicydu Roundup wywotuje u ro$liny stres oksydacyjny, tak wigc
wnioskujg, ze zanotowane przeze mnie zmiany w poziomie ekspresji SCP u linii
tolerancyjnej zwiazane sa z obrona przed dziataniem glifosatu (Ahsan i in. 2008).
Postuluj¢, ze biatka te zaangazowane sa w procesy krzyzowego oddziatywania
1 komunikacji czynnikéw sygnalnych w komorce, poniewaz czg¢sto zmiany w poziomie ich
ekspresji odnotowywano w kontekScie kontaktu z patogenami i zwiazanymi z tym

zmianami hormonalnymi (De Vos i in. 2005).
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Wykres 8. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Lini¢ Lini¢ tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwg jako SL, tolerancyjnqg w
dniu 7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

Ros$liny nie posiadaja uktadu immunologicznego, ale wyksztalcity mechanizmy
pozwalajace im radzi¢ sobie podczas narazenia na atak patogenéw. Wytwarzanie
substancji szkodliwych lub odstraszajacych potencjalne patogeny, jak i programowana
Smier¢ komorki pozwalaja roslinie na walke z stresem biotycznym (Kitajima i in. 1999).
Biatka zwiazane z patogeneza (PRP) pojawiaja si¢ w roslinie pod wplywem ataku
patogenu, jego wzrostu i maja na celu uruchomienie licznych szlakéw komérkowych
pozwalajacych roslinie na obrong (Bowles 1990). Wykazano réwniez zwigkszona
ekspresje genu kodujacego PRP w trakcie osiagania przez rosling odporno$ci na atakujacy
ja patogen. PRP to rodzina bialek liczaca 17 podrodzin. Biatka te sklasyfikowano ze
wzgledu na ich aktywnos¢ enzymatyczng (van Loon i in. 2006). Grupa PRP 1, ktéra jest
proponowana w opisie do sondy reprezentujacej ten gen na mikromacierzy, jest stabo
poznana, a jej rola enzymatyczna nieznana (Van Loon i in. 1999). Biatka te opisuje si¢
jako matoczasteczkowe, prawdopodobnie sygnalne, ktére pojawiaja si¢ w komorce
(zar6wno mRNA, jak i biatko) po infekcji lub kontakcie z patogenem (Van Loon i in.
1994). Stwierdzono réwniez, ze niektore z bialek PR moga by¢ produkowane
i magazynowane w wakuolach, co w razie ataku umozliwia ich szybki transport do blony
i Sciany komoérkowej. Sugeruje si¢, ze PRP moga mie¢ znaczenie rowniez dla ro$lin

zdrowych, nie narazonych na stres (Van Loon 1 in. 1987).
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W czasie 7 dni od zastosowania warunkéw stresowych u linii wrazliwej doszto do
wyraznego 2-krotnego obnizenia relatywnego poziomu ekspresji genu PRP. Do obnizenia
relatywnego poziomu ekspresji doszto rowniez u linii tolerancyjnej (1,8-krotny spadek).
Odnotowatam, ze w dniu 0 relatywny poziom ekspresji tego genu byt wyzszy u TL niz SL.
Po siedmiu dniach od oprysku stosunek miedzy poziomami ekspresji u linii tolerancyjnej
i wrazliwej zostal zachowany. Biatka zwigzane z patogeneza zostaly opisane u kukurydzy
w kontekscie indukowania odpowiedzi 1 odpornosci na choroby. Najwyzszy poziom
ekspresji genu PRP obserwowano po 8 i 16 godzinach od ataku patogenu, po czym po 7
dniach poziom transkryptu podobny byt do tego prezentowanego w kontroli (Morris i in.
1998). Zbadano czestotliwos¢ wystgpowania tych biatek i stwierdzono, ze sa one
tkankowo-specyficzne, a wraz ze wzrostem i starzeniem ro$liny moga ulega¢ akumulacji
w takich organach jak korzenie czy owoce (Fujimoto i in. 1998; Lanubile i in. 2010).
Stwierdzono, ze bialtka PR pelnia istotng rol¢ w obronie rosliny, szczeg6lnie w procesie
przekazywania sygnatéw odpowiedzi na stres spowodowany atakiem pasozytow (Kitajima
1 in. 1999). U linii tolerancyjnej zanotowatam obnizenie poziomu ekspresji, wydaje si¢
zatem ze w wyniku stresu herbicydowego obserwowatam zjawisko przeciwne do
opisywanych w literaturze w przypadku innych streséw. U kukurydzy odnotowano, ze pod
wpltywem ataku grzyba podwyzszeniu ulegla ekspresja genu PR. Wysoka ekspresj¢
odnotowano po 48h od =zaistnienia warunku stresowego (Lanubile i1 in. 2010).
Obserwowana przeze mnie ekspresja genu PRP réwniez byta wyzsza w 5 godzin po
zastosowaniu warunkow stresowych anizeli w dniu 7. Mozna wnioskowa¢, ze geny te
biora udziat we wczesnej odpowiedzi na stres u kukurydzy, nie nalezy ich jednak wiazac
z ksztattowaniem cechy odpornosci na glifosat. Za wnioskiem tym przemawia fakt, ze
obserwowalam w dniu 0 podwyzszony poziom ekspresji tych gendéw, jednak byl on

wyraznie wyzszy u linii wrazliwej kukurydzy.
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Wykres 9. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwq jako SL, tolerancyjnq w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwq w dniu 7. od zabiegu SL”7”.

Sciany i btony komérkowe stanowia naturalng bariere chroniaca komérke przed
czynnikami Srodowiskowymi 1 umozliwiaja zachowanie w jej wngtrzu stabilnych
warunkéw, optymalnych dla zachodzacych proceséw biochemicznych (Schwacke i in.
2003). Btony komoérkowe stanowia miejsce zakotwiczenia réznorodnych biatek, m.in.
receptorowych bioracych udzial w odpowiedzi na ataki patogendw 1 Sciezki sygnalne,
enzymow bioracych udzial w biosyntezie Scian komoérkowych, transporteréow bioracych
udzial w eksporcie i imporcie jonéw oraz rozpuszczonych substancji przez blong
pomagajacych w utrzymaniu odpowiedniego gradientu st¢zen; lacza kompartmenty
komorki 1 komorki oraz posrednicza w przekazywaniu sygnatéw pomigdzy nimi (Frommer
1 in. 1995). Takim biatkiem jest IMP czyli produkt genu, ktéry odpowiedzialny jest za
kodowanie integralnego biatka membrany, nierozlacznie zwiazanego z umiejscowieniem
i funkcja bton biologicznych (Schwacke i in. 2003; Kadauke i in. 2009). Zaproponowano,
ze biatko to w roslinach moze petni¢ dodatkowa rol¢ zwiazana z kontaktowaniem si¢
komorki roslinnej z przestrzenia migdzykomoérkowa. W warunkach stresu srodowiskowego
to $ciana i btona komérkowa pierwsze maja z nim kontakt i stanowia najwczesniejsza lini¢
obrony (Wakabayashi i in. 1997; Schwacke i in. 2003).

W efekcie zastosowanego stresu herbicydowego zauwazytam, ze po uptywie 7 dni

u linii tolerancyjnej relatywny poziom ekspresji genu IMP wzrést 5-krotnie. Przeciwne
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zjawisko zaobserwowalam dla linii wrazliwej, u ktorej relatywny poziom ekspresji tego
genu po 7 dniach istotnie, 8-krotnie si¢ obnizyl. Interesujace jest poréwnanie relatywnych
poziomOw ekspresji tego genu w dniu 0, u TL zaobserwowatam blisko 10-krotnie nizszy
poziom ekspresji niz u linii wrazliwej. Po 7 dniach zalezno$¢ ta ulegta zmianie i to SL
wykazywala okoto 4-krotnie nizszy poziom ekspresji. U kukurydzy odnotowano, ze
integralne biatka membrany biora udziat w przekazywaniu sygnalu w trakcie proceséw
odpowiedzi na warunki stresowe. Zostaly one zlokalizowane w btonie cytoplazmatycznej
1sugeruje si¢, ze moga one bra¢ udzial w procesach odpowiedzi na stres zwigzanych
z gromadzeniem kwasu abscysynowego (ABA) w komérce (Lu i in. 2007). Stwierdzono
rowniez, ze biatka IM obecne sa w blonach plastydéw w szczegdlnosci chloroplastow
1 wakuoli. IMP obecne w btonach wakuoli moga bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatéw
itym samym regulacji proces6w w nich zachodzacych, szczegdlne w niskim pH
wywotanym czynnikami Srodowiskowymi (Jiang i in. 1998). W przypadku chloroplastéw
proponuje si¢ rol¢ bialek membranowych jako transporteréw umozliwiajacych ich
wlasciwe funkcjonowanie (Ferro 1 in. 2002). Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze u linii
tolerancyjnej zanotowatlam podwyzszenie relatywnego poziomu ekspresji  genu
integralnych bialek membranowych. Mozliwe, ze ich sugerowana rola zwigzana
z odpowiedzia na warunki stresowe w niskim pH, ze szczegdlnym naciskiem na
przekazywanie sygnatu i regulowanie procesOw prowadzonych w wakuolach moze miec
miejsce rowniez w badanych przeze mnie roslinach. Wnioskujg, ze biatka te moga brac
udziat w transporcie glifosatu do wakuoli, gdzie nast¢pnie moze on ulega¢ matabolizmowi
lub by¢ magazynowany. Jednoczesnie moga one réwniez bra¢ udzial w transporcie
glifosatu w lisciach u linii tolerancyjnej, czego objawem mogto by¢ usychanie tylko ich

koncow.
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Wykres 10. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwg jako SL, tolerancyjnqg w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

Kolejnym badanym genem byl kodujacy biatka podobne do arabinoglikanu gen
AGLP. Biatka AG naleza do wysoko glikozylowanych bogatych w hydroksyproling
glikoprotein, ktdre sa szeroko rozpowszechnione u roslin (Showalter 2001). U A. thaliana
przewiduje si¢ obecnos$¢ ponad 100 genéw kodujacych biatka AG, ktére sklasyfikowane sa
w 13 grup (Schultz i in. 2002). Usytuowane sa one gtownie na powierzchni i w $cianach
komorki, aczkolwiek moga by¢ réwniez obecne na powierzchni membran komoérkowych,
w przestrzeniach apoplastycznych i1 miejscach blizn po zranieniach (Borner i in. 2005).
Biatkom AG przypisywane jest pelnienie waznej roli w procesie wzrostu i rozwoju rosliny,
a takze w procesach regulatorowych (Seifert i in. 2007). Wykazano ekspresj¢ gendéw
kodujacych biatka i biatlek w prawie wszystkich czgSciach rosliny, przy czym jej charakter
jest tkankowo- i organospecyficzny (Showalter 2001). Jednoznaczne wskazanie roli tej
grupy biatek jest niezwykle trudne ze wzgledu na jej duza réznorodno$¢ i zwiazana z tym
wielo$¢ pelnionych przez nie funkcji (Schaefer i in. 2010). Zasugerowano, ze moga byc¢
one zaangazowane we wczesne rozpoznanie 1 komunikacj¢ pomigdzy korzeniami rosliny
1 mikroorganizmami glebowymi (Samaj i in. 1999). Wykazano roéwniez zaangazowanie
AGP w procesy odpowiedzi na réznorakie warunki stresowe (Showalter 2001).

Na podstawie przeprowadzonej analizy zaobserwowatam, ze relatywny poziom

ekspresji genu biatka podobnego do arabinoglikanu pod wptywem stresu herbicydowego,
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w dniu 7. ulega bardzo duzemu podwyzszeniu u linii tolerancyjnej, az 41-krotnie. U linii
wrazliwej réwniez odnotowatam podwyzszenie relatywnego poziomu ekspresji genu
kodujacego te biatko, jednak wzrost ten nie byt tak duzy jak u linii tolerancyjnej (31-
krotny). W dniu O réznica w krotnosci ekspresji AGLP u linii tolerancyjnej i wrazliwej
byta bardzo duza, a po zastosowaniu warunkéw stresowych jeszcze si¢ powigkszyta. Geny
kodujace grupe biatek arbinoglikanu i podobnych do nich sa uniwersalne dla wigkszosci
krolestw 1 ulegaja statej ekspresji (Showalter 2001). Odnotowano, ze ich ekspresja jest
tkankowo specyficzna a biatko to moze by¢ magazynowane w tkankach. Jednak na
przyktadzie pomidora wykazano, ze pomimo obecnosci zmagazynowanego biatka,
ekspresja genu AGLP w wyniku zranienia rosliny zanikata (Li i in. 1996). Podobny zanik
ekspresji genu kodujacego biatka arabinoglikanu obserwowano po traktowaniu ro$lin
elicytorem (Sheng i in. 1991). Interesujacym jawi si¢ fakt, ze tylko w wyniku zranienia
produkowane i obserwowane jest biatko z grupy AGP, czyli powszechnie stosowana
w przemys$le guma arabska (Clerke i in. 1979). Proponowany w literaturze zakres rol
petnionych przez biatka AG w komorce roslinnej jest niezwykle szeroki. Opisano, ze AGP
moga bra¢ udziat w przekazywaniu sygnaléw lub poprzez uwalnianie oligosacharydéw
sygnalnych stymulowa¢ receptory w btonach i §cianach komérkowych (Kawaguchi i in.
1996). Wykazano réwniez, ze same biatka arabinoglikanu moga réwniez oddziatywac
z receptorami obecnymi w btonie komdrkowej (Peles i in. 1997). Postuluje si¢ roéwniez
role AGP jako przekaznika w procesach zwiazanych 1 sterowanych przez wytwarzane
w komorce aktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen spices), a takze
posredniczenie w komunikacji migdzykomérkowej (Kjellbom i in. 1997). Stwierdzono
mozliwos¢ uczestnictwa biatlek AG w zjawisku pocieniania $§ciany komoérkowej oraz czgsto
zwigzane] z nim programowane] Smierci komorki (Schindler 1 in. 1995; Gao 1 in. 2000).
Analiza wzrostu roslin pozwolita na zaproponowanie, ze biatka tej grupy sa zaangazowane
w procesy zwiazane z transportem wody, budowaniem cytoszkieletu, a takze zdolne do
modulowania macierzy komoérkowej oraz odpowiedzialne za wzrost i rozwdj tkanek
(MCCabe 1 in. 1997; Gao 1 in. 1999; Sardar i1 in. 2007). Zasadny wydaje si¢ wyrazny
wzrost ekspresji gendw kodujacych biatka z tej grupy u linii wykazujacej tolerancj¢ na
dziatanie glifosatu. U kukurydzy potwierdzono obecnos$¢ biatek AGP w sicie i korze,
awewnatrz komoérek jego obecnos¢ w strukturach aparatu Golgiego 1 retikulum
endoplazmatycznego (ER) oraz blonie komérkowej (Samaj i in. 1998). U obydwu linii

obserwowatam wzrost relatywnego poziomu ekspresji AGLP, jednak u linii tolerancyjnej
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poczatkowy poziom ekspresji byt juz duzo wyzszy. Postuluje, ze wlasnie wysoka ekspresja
gendow kodujacych biatka zaangazowane w liczne procesy komdrkowe,pozwalajaca na
sprawng odpowiedZ na stres na wielu ptaszczyznach, mogta wptyna¢ na ksztattowanie
odpornosci na Roundup u kukurydzy. Réwniez wzrost relatywnego poziomu ekspresji tego
genu pozwala na stwierdzenie jego istotnej roli w odpowiedzi na stres (relatywny poziom
ekspresji podnidst si¢ u linii tolerancyjnej i wrazliwej). Wydawaé si¢ moze, ze zar6wno
rola sygnalna, jak 1 zwiazana z transportem wody, moga by¢ wazne dla reakcji rosliny na

dziatanie herbicydu.
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Wykres 11. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwg jako SL, tolerancyjnqg w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

7 pomoca eksperymentow mikromacierzowych wytypowano gen kodujacy biatka
nalezace do rodziny bialek podobnych do receptorowych kinaz (RLK), ktéra kodowana
jest przez ponad 600 gendéw u A. thaliana. Bialka RLK zdolne sa do wiazania wielu
czasteczek wiaczajac weglowodany, polipeptydy, mate komponenty $cianowo-btonowe
i steroidy zaleznie od posiadanej domeny wiazacej (Shiu i in. 2001). RLK odpowiedzialne
sa za przekazywanie sygnaléw, a ich dziatanie ttumaczy sposéb komunikowania sig
komorek roslinnych migdzy soba oraz ze srodowiskiem. Biatka RLK zlokalizowane sa
w btonie cytoplazmatycznej komorki, gdzie jak wykazano petnia istotna role we wzroscie

i rozwoju komorki oraz jej sprawnej odpowiedzi na stres (Morris i1 in. 2003). Przypuszcza
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si¢, ze duza ilo$¢ rozmieszczonych w btonie biatek RLK pozwala komdrce na odbieranie
sygnatow Srodowiskowych i szybkie reagowanie na zaistniate warunki (Shiu i in. 2001).
Opisano zaangazowanie bialek RLK w mechanizm odpowiedzi na suszg, stres solny czy
atak patogenéw (Bent i1 in. 2007; Marshall 1 in. 2012)

U linii wrazliwej nie odnotowatam duzych zmian w relatywnym poziomie ekspresji
gendow kodujacych biatka RLK po 7 dniach od zabiegu w poréwnaniu do dnia 0 (1,5-
krotny wzrost). Natomiast gen ten ulinii tolerancyjnej w 7 dniu od zastosowania
warunkow stresowych zwigkszyt relatywny poziom ekspresji az o 24 razy. Obserwacja ta
pozwala mi wnioskowac, ze podwyzszony poziom transkryptéw RLK moze by¢ zwiazany
z odpowiedzia ro$liny na stres herbicydowy i skuteczna jej obrona. Biatka nalezace do
grupy kinaz receptorowych odgrywaja bardzo wazna rol¢ w odpowiedzi na warunki
stresowe u roslin. Wykazano ich zaangazowanie na stres suszy oraz stres wysokiego
zasolenia (Koh i in. 2007; Skirycz i in. 2011). Odnotowano takze zaangazowanie RLK
w odpowiedz na zaistnialy stres biotyczny szczegdlnie zwiazany z atakami patogendw
(Wrzaczek 1 in. 2010; Marshall 1 in. 2012). W warunkach streséw solnego i biotycznego
oraz pod wptywem podwyzszonego poziomu ABA i1 ROS w komoérce podwyzszeniu
ulegata ekspresja genéw kinaz podobnych do receptorowych (Scheer i in. 2002; Seki i in.
2002; Chen i in. 2010; Wrzaczek i in. 2010). Pod wptywem stresu wywolanego
zastosowaniem Roundup zanotowatam istotny wzrost poziomu transkryptu RLK u linii
tolerancyjnej, podczas gdy u SL taka zmiana nie wystapita. Postuluje sig, ze bialka te
w procesie odpowiedzi na patogeny petnia rol¢ mediatoréw w reakcji hormonalnej rosliny,
a takze w programowanej $mierci komorki (Osakabe i1 in. 2005). Sugeruje si¢ takze rolg
kinaz receptorowych w procesy zwigzane z ROS 1 transportem jonéw w komorce, a takze
regulacja wzrostu rosliny (Afzal i in. 2008). Istotna w kontekScie prowadzonych analiz
wydaje si¢ proponowana rola RLK w odpowiedzi na stres osmotyczny oraz przy
podwyzszonym st¢zeniu ABA (Maruyama i in. 2009). Stres osmotyczny podobnie jak stres
wywolany dzialaniem Roundup wiaze si¢ z pojawieniem si¢ stresu oksydacyjnego
w komoérce. Nalezy wigc stwierdzi¢, ze obserwowane zmiany w ekspresji tego genu
stanowia dowdd na zaangazowanie biatek RLK w ksztattowanie tolerancji na dziatanie
herbicydu. W literaturze sugeruje si¢ rowniez mozliwa rol¢ RLK w odpowiedzi na stres
poprzez udzial w proteolize membran kierowana poprzez sygnaty z ER (Che i in. 2010).
W przypadku badanej kukurydzy wydaje sig¢, ze bialka te raczej zaangazowane sa

w procesy zwiazane ze $ciezkami sygnalnymi i transportem, anizeli zwiazane z liza blon.
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U linii wrazliwej nie obserwowatam zmian ekspresji pomimo stwierdzonych rozlegtych
zmian nekrotycznych na lisciach. Wykazano, ze biatka RLK podlegaja podwyzszonej
ekspresji u kukurydzy w trakcie rozwoju lisci oraz kloséw (Cahoon i in. 2008; Zhu i in.
2009). Nieznaczne podwyzszenie relatywnego poziomu ekspresji genu RLK
obserwowatam u linii wrazliwej na dziatanie Roundup i mozna przypuszczac, ze byta ona
zwiazana wlasnie z rozwojem rosliny. Proces rozwoju rosliny nastgpowat wtasciwie tylko
u linii tolerancyjnej dlatego mozna si¢ spodziewac, ze wzrost ekspresji byt wywotlany
procesami zwigzanymi wlasnie ze wzrostem. Cahoon 1 wspétpracownicy wykazali zmiany
relatywnego poziomu ekspresji RLK u kukurydzy na poziomie 2, a zaobserwowane przeze
mnie u linii tolerancyjnej byty na poziomie 20 (Cahoon i in. 2008). Wydaje sig, ze istnieje
duze prawdopodobienstwo, iz geny te i produkty ich ekspresji faktycznie zaangazowane sa

w odpowiedz na stres wywotany Roundup.
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Wykres 12 Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwg jako SL, tolerancyjnq w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

Ro$liny w §rodowisku naturalnym narazone sa na réznorakie warunki stresowe,
jednym z nich jest uszkodzenie mechaniczne. Zranienie moze powodowaé reakcje
miejscowa lub systemowa rosliny lub oba te typy, w ktére zaangazowany jest szereg
sciezek sygnalnych prowadzacych do pobudzenia transkrypcji genéw odpowiedzialnych za

swoista odpowiedz na stres (Leon i in. 2001). Najczestszym sprawca uszkodzen u roslin sa
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patogeny, owady lub inne pasozytujace na roslinach zwierzeta i to przeciwko ich atakom
zostaly wyksztalcone mechanizmy obronne (Pena-Cortes i in. 1991). Wykazano, ze
inhibitory proteinaz sa nadprodukowane 1 gromadzone w lisSciach pomidora
w konsekwencji mechanicznego uszkodzenia lub ataku insektow (Pefia-Cortes 1 in. 1988).
Biatka te nie sa aktywne endogennie, a sa jedynie magazynowane w roslinie, a nastgpnie
w kontakcie z agresorem, w jego komdrkach, powoduja hamowanie aktywnosci
enzymatycznej proteinaz. Geny kodujace inhibitory proteinaz indukowane zranieniem
(WIPI) naleza do jednych z lepiej poznanych u roslin, a ich aktywnos¢ stwarza niezwykla
mozliwo$¢ wykorzystania w ochronie roslin przed pasozytami i czg¢§ciowym zastapieniu
nimi chemicznych srodkéw ochrony (Lawrence i in.).

Poddanie roslin dziataniu herbicydu zaréwno u linii wrazliwej, jak i tolerancyjnej
spowodowato obnizenie relatywnego poziomu ekspresji genu inhibitora proteinaz
indukowanego zranieniem. Spadek ten u SL byl na poziomie 18-krotnym, a u linii
tolerancyjnej 5-krotnym. W warunkach dnia zerowego poziom ekspresji WIPI u linii
wrazliwej byl duzo wyzszy niz u linii tolerancyjnej, a po 7 dniach od zabiegu istotnie
nizszy. Odnotowano podwyzszenie poziomu transkryptéw inhibitoréw proteinaz w wyniku
zranienia ro$liny w przypadku pomidora i ziemniaka (Pena-Cortes i in. 1989).
Jednoczesnie wzrost poziomu ekspresji genéw kodujacych biatka WIPI odnotowano
rowniez w przypadku stresu solnego oraz duzego st¢zenia ABA w roslinie (Chao 1 in.
1999; Dombrowski 2003). Wspomniana wczesnie] przeze mnie szybkos$¢ zbierania
i mrozenia materiatu roslinnego miata na celu uniknigcie wywolania niespecyficznej
ekspresji biatek WIPI, bedacej efektem zranienia, a nie zastosowanych warunkéw
stresowych. Wysoki poziom transkryptu obserwowano réwniez pod wptywem atakéw
szkodnikéw na rosling, co czgsto skutkowato akumulacja tych biatek (Habib i in. 2007).
Podwyzszona ekspresje genu WIPI odnotowano u kukurydzy w mtodych lisciach
rosnacych w atmosferze wzbogaconej w CO; (Prins i in. 2008). Wskazuje si¢ na odwrotna
zaleznos¢ w zmianach ekspresji gendw kodujacych biatka WIPI 1 PRP (Felton i in. 1999).
W mojej analizie zaobserwowalam podobna zaleznos$¢, dla obydwu grup genéw
kodujacych biatka relatywny poziom ekspresji pod wptywem stresu malat, jednak mniej
wyraznie u TL niz u SL. Sugeruje si¢, ze biatkka WIPI moga bra¢ udzial jako mediatory
w krzyzowej regulacji procesOw zwigzanych z odpowiedzig 1 ksztaltowaniem odpornosci
na stres. Wykazano, ze wzrost odpornosci na stres wywotany zranieniem i1 aktywacja

zwiazanych z tym gendéw skutkuje réwniez wzrostem odpornosci na wysokie zasolenie
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(Capiati i in. 2006). Dotychczas korelowano transkrypt genu WIPI i wzrost jego poziomu
ze stresem. U badanej przeze mnie kukurydzy w warunkach stresu herbicydowego
odnotowatam istotne obnizenie ekspresji genu WIPIL. Mozliwe, ze biatka te biora udzial
w odpowiedzi na stres, poniewaz obnizenie relatywnego poziomu ekspresji genu WIPI

bylo mniejsze niz u linii wrazliwe;j.
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Wykres 13. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwq jako SL, tolerancyjnq w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

W  prowadzonych badaniach zmian relatywnego poziomu ekspresji gendéw
wytypowatam z pomoca danych z eksperymentu mikromacierzowego grupe genéw,
ktorych poziom transkrypcji ulega istotnym zmianom pod wptywem stresu. Jednoczesnie
nie byla znana ich nazwa i funkcja oraz czy koduja jakiekolwiek biatko. Przystapitam do
przeszukiwania baz danych w poszukiwaniu sekwencji mogacej pomdéc w wytypowaniu
biatek kodowanych przez te geny. Poszukiwania nie przyniosty informacji o funkcji tych
transkryptow. Dla genu HPS czyli kodujacego hipotetyczne biatko stwierdzitam, ze jego
relatywny poziom ekspresji w warunkach poczatkowych w dniu 0 byt duzo wyzszy u linii
wrazliwej. W wyniku zastosowania stresu herbicydowego, po 7 dniach od zabiegu
zanotowalam 7-krotne obnizenie relatywnego poziomu ekspresji u linii wrazliwej i istotne
15-krotne podwyzszenie u linii tolerancyjnej. W dniu 7. zaobserwowalam, zZe relatywny

poziom ekspresji genu HPS u obu linii byt na porownywalnym poziomie. Na podstawie
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zmian poziomu ekspresji wnioskuje, ze sekwencje te biora udziat w ksztaltowaniu reakcji
na stres wywotany dziataniem herbicydu Roundup. Wyrazne podwyzszenie ekspresji genu
HPS u linii tolerancyjnej moze by¢ zwiazane z ksztalttowaniem tolerancji na Roundup,
atym samym biatka HS moga by¢ zaangazowane w procesy sygnalne lub zwigzane

z transportem i metabolizmem glifosatu.
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Wykres 14. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwg jako SL, tolerancyjnq w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

Gen UP2 koduje nieznane biatko, ktérego funkcja nie zostata opisana. W dniu 0
relatywny poziom krotnosci ekspresji tego genu u linii tolerancyjnej byt duzo nizszy niz u
linii wrazliwej. Po 7 dniach od zastosowania czynnika stresowego zaobserwowalam
wyrazne 13-krotne obnizenie relatywnego poziomu ekspresji u linii wrazliwej 1 37-krotne
podwyzszenie u linii tolerancyjnej. W 7 dni po zabiegu oprysku herbicydem poziom
ekspresji u TL byt istotnie wyzszy, niz u linii wrazliwej. Podobnie, jak w przypadku genu
HPS przystapitam do analizy majacej na celu odnalezienie bialka, ktére mogloby
powstawac jako produkt ekspresji genu UP2. Nie udato mi si¢ odnalez¢ podobnego biatka
1 jego funkcji. Na podstawie obserwacji zmian w relatywnym poziomie ekspresji postulujg,
ze produkt ekspresji genu UP2 moze by¢ zaangazowany w ksztaltowanie tolerancji na

dziatanie herbicydu Roundup. Istnieje mozliwos$¢, ze nieznane biatko peini rolg
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regulatorowa w komorce lub bierze udzial w $ciezce zaangazowanej w transport

i metabolizm glifosatu w komorce.
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Wykres 15 Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwg jako SL, tolerancyjnqg w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

Jak dotad nie okreslono funkcji transkryptu NA2 w komoérce i czy koduje on biatko.
Analiza poréwnawcza sekwencji sondy z danymi umieszczonymi w bazach danych nie
pozwolita mi na uzyskanie informacji na ten temat. Po zastosowaniu stresu
herbicydowego, w dniu 7. zanotowalam, ze poziom tego transkryptu u linii tolerancyjnej
ulegl wyraznemu 4-krotnemu podwyzszeniu, podczas gdy u linii wrazliwej nie ulegt
zmianie. W dniu O relatywny poziom ekspresji genu NA2 byt wyzszy u SL, a po 7 dniach
zdecydowanie wyzsza ekspresja tego genu cechowata lini¢ tolerancyjna. Postuluje, ze
transkrypt ten zaangazowany jest w ksztaltowanie tolerancji na Roundup, poniewaz
poziom jego ekspresji ulega zmianie (podwyzszeniu) tylko u linii tolerancyjnej. Mozliwe,
ze gen ten koduje biatko biorace udzial w ksztalttowaniu odpornosci na herbicyd Roundup.
Jednoczesnie moze on rowniez by¢ zrédtem niekodujacych RNA w komorce, ktdre biorg
udziat w procesach regulatorowych sterujacych odpowiedzia komorki i ksztaltujacych

odpornosc na glifosat.
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Wykres 16. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu kodujqcego biatka
SCP; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL, wrazliwg jako SL, tolerancyjnqg w dniu
7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwg w dniu 7. od zabiegu SL”7".

Nie ma danych literaturowych opisujacych transkrypt NA4, jego funkcje i nie
zaproponowano biatka, ktére mogtby on kodowaé. Wykonana analiza rtPCR umozliwita
mi stwierdzenie, ze relatywny poziom ekspresji tego genu nie zmienia si¢ pod wptywem
warunkéw stresowych u linii wrazliwej. Wydaje sig, ze musi on petni¢ istotna rolg
w procesie odpowiedzi na stres u linii tolerancyjnej poniewaz zaobserwowatam
podwyzszenie jego ekspresji ponad 45-krotnie. Relatywny poziom ekspresji genu NA4
u TL w poréwnaniu do SL byt bardzo niski, ale pod wplywem warunkéw stresowych
i w czasie 7 dni przekroczyt dwukrotnie warto$¢ ekspresji u linii wrazliwej. Podobnie jak
dla NA2 mozna wnioskowa¢, ze transkrypt ten moze stanowi¢ matrycg dla powstania
biatka zaangazowanego w odpowiedz na dzialanie glifosatu, jak i stanowi¢ zrédto
regulatorowych RNA w komorce. Niezwykle istotny jest fakt, ze gen ten ulega odmienne;j
ekspresji tylko u linii tolerancyjnej w wyniku zastosowania warunkéw stresu
herbicydowego wywolanego dziataniem Roundup. Analize poziomu tego transkryptu
mozna by zastosowa¢ jako marker pozwalajacy na typowanie linii kukurydzy pod
wzgledem wrazliwosci 1 tolerancji na Roundup.

Analiza ekspresji genéw z wykorzystaniem techniki rtPCR pozwolita mi na
doktadne okreslenie zmian w relatywnym poziomie ekspresji gendéw, ktére potencjalnie

moga bra¢ udziat w odpowiedzi na stres wywotany Roundup. W analizie
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mikromacierzowej analizowatam relatywne zmiany w poziomie ekspresji, a w przypadku
rtPCR relatywne zmiany w poziomie ekspresji w odniesieniu do genu referencyjnego. Na
podstawie doktadnej analizy poréwnawczej wynikéw eksperymentow stwierdzitam, ze
wigkszos¢ trendéw wzrostowych lub spadkowych poziomu ekspresji genéw wytonionych
z uzyciem techniki mikromacierzowej zostata potwierdzona z pomoca rtPCR. Réwniez
wzajemne proporcje zmian poziomu ekspresji poszczegdlnych gendéw sa podobne dla
danych uzyskanych z mikromacierzy i technika rtPCR. Potwierdzenie tendencji
w zmianach poziomu ekspresji genéw z wykorzystaniem rtPCR pozwala na wnioskowanie
wlasciwym wykonaniu 1 prawidlowej analizie statystycznej danych uzyskanych
z eksperymentu mikromacierzowego. Podjetam prébe analizy literatury w celu znalezienia
potwierdzenia uzyskanych danych o zmienno$ci na poziomie transkryptomu w zmianach
w akumulacji biatek w prowadzonych analizach proteomicznych. Analiza akumulacji
biatek ryzu pod wptywem glifosatu wykazata zmiany w innych biatkach niz wytypowane
w mojej pracy (Ahsan i in. 2008). Postulujg, ze odpowiedz u kukurydzy jest swoista dla tej
rosliny, albo zmiany w transkryptomie moga nie mie¢ przetozenia na zmiany w poziomie
akumulacji biatek.

Na podstawie uzyskanych danych wnioskuje, ze w ksztaltowaniu cechy tolerancji
na dziatanie herbicydu Roundup najistotniejsza rol¢ zdaja si¢ petni¢ geny kodujace biatka
podobne do arabinoglikanu oraz receptoréw podobnych do kinazowych, a ich wzrosty
relatywnego poziomu ekspresji sa najwigksze pod wplywem warunkéw stresowych.
Niezwykle wazne wydaja si¢ geny kodujace integralne biatkka membranowe
i karboksypeptydazy seryny, ktérych ekspresja wzrasta, ale nieco stabiej, niz w przypadku
RLK i AGLP pod wptywem stresu herbicydowego. Ciekawe, lecz wymagajace dalszych
analiz, jest zbadanie roli genéw bedacych zrodltem transkryptow NA2 i NA4. Ich poziom
ekspresji zmienia si¢ tylko u linii tolerancyjnej, co moze wskazywac¢ na ich bezposredni
zwiazek z ksztalttowaniem cechy tolerancji na Roundup. Réznica w poziomie transkryptu
NAA4 jest tak wysoka w dniu 0, ze moglaby stanowi¢ wskaznik (biomarker) pozwalajacy na
roznicowanie SL od TL. W celu potwierdzenia czy wysoki poziom tego transkryptu
skorelowany jest z cecha tolerancji nalezy wykona¢ badania poziomu jego ekspresji
w liniach kukurydzy wykazujacych zréznicowana tolerancj¢ na Roundup i sprébowac

odnies¢ te dwa czynniki.
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EASCP 1,53 -4,80 2,86 4,20
EIPRP 3,04 3,80 1,14 2,07
EIMP 2,76 7,42 5,76 2,63
MAGLP 21,41 6,09 10,47 47,98
ERLK 1,27 3,32 2,76 20,24
EHPS 2,98 17,67 4,12 1,99
EIWIPI 6,83 1,95 12,61 2,50
EuP2 11,97 -29,97 1,23 7,68
EINA2 1,24 1,95 1,23 1,97
EINA4 -1,09 -44,09 41,32 1,36

Wykres 17. Analiza poréwnawcza zmian w relatywnym poziomie ekspresji genéow prawdopodobnie
zaangazowanych w ksztattowanie cechy odpornosci na dziatanie herbicydu Roundup, przygotowana
z wykorzystaniem techniki real time PCR. ; p<0,05; £ SD. Linie tolerancyjnq oznaczono jako TL,
wrazliwg jako SL, tolerancyjnq w dniu 7. od zabiegu TL”7”, a wrazliwqg w dniu 7. od zabiegu
SL”7”. Skrotami oznaczono: SCP - gen kodujqcy karboksypeptydaze seryny, PRP - gen kodujqcy
biatka zwiqzane 7 patogenezq, IMP - gen kodujqcy integralne biatka membrany, AGLP - gen
kodujacy biatka podobne do arabinoglikanu, RLK - gen kodujqcy biatka kinaz podobnych do
receptorowych, HPS - gen kodujqcy hipotetyczne biatko, WIPI - gen kodujqcy inhibitory proteinaz
indukowane zranieniem, UP2 - gen kodujqcy nieznane biatko, NA2 - gen kodujqcy transkrypt 2.
o nieznanej funkcji, NA4 - gen kodujqcy transkrypt 4. o nieznanej funkcji.
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6.3. Analiza zmian w poziomie globalnej metylacji DNA w warunkach stresowych

Metylacja cytozyny w DNA jest bardzo powszechna modyfikacja obecna
w genomie roslin, u ktérych moze stanowi¢ nawet 30% wszystkich cytozyn. Dzisiejsza
technologia pozwala na analiz¢ sekwencji genomu w poszukiwaniu m’°C z doktadnoscia do
jednego nukleotydu (Li i in. 2012). Badania te maja na celu wskazanie, ktére z rejonéw
genomu sa najbogatsze w metylowana cytozyne oraz skorelowanie jej obecnosci
z aktywnoscig transkrypcyjna DNA (Cokus 1 in. 2008; Lister 1 in. 2008; Xiang 1 in. 2010).
Udowodniono, ze m’C zaangazowana jest w procesy zwiazane zregulacja procesu
dostgpnosci chromatyny w komoérce. W tym przypadku gtéwnie skupiano si¢ na rejonach
promotorowych, ktére hipermetylowane nie ulegaja transkrypcji (Suzuki i in. 2008).
Wykazano réwniez, ze dynamiczne zmiany w poziomie i wzorze metylacji wystepuja
uroslin w warunkach stresowych (Dowen 1 in. 2012). Postanowitam zbada¢ poziom
globalnej metylacji z wykorzystaniem metody chromatografii cienkowarstwowej ze
wzgledu na jej szybko$¢ wykonania i niewielkie koszty w poréwnaniu do nowoczesnych
technologii (Barciszewska i in. 2007). Z powodzeniem technika ta byta juz stosowana do
wykazania zmian w poziomie metylacji 1 korelowaniu tych zmian z zachorowaniami
u ludzi (Smolarek i in. 2010).

W celu okre$lenia zmian w poziomie catkowitej metylacji DNA u kukurydzy
w warunkach stresu herbicydowego wyizolowatam catkowity DNA z wydajno$cia ok.
300ug z 1 g lisci. DNA poddatam trawieniu enzymatycznemu 1 znakowaniu
radioizotopowemu. Uzyskane monofosforany nukleotydéw poddawatam rozdzialowi na

ptytkach TLC w dwoch kierunkach (Rysunek 31.).
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Rysunek 31. Przyktadowy obraz ptytki TLC po rozdziale dwukierunkowym radioizotopowo

znakowanych monofosforanow nukleotydow DNA. Linia tolerancyjna, rosliny kontrolne, dzien 7.

Uzyskany rozdziat obrazowatam, a nastgpnie za pomoca programu ImageGuage
zliczatam intensywno$¢ poszczegdlnych plamek na ptytce odpowiadajacych analizowanym
nukleotydom m°C, C i T. Dokonatam analizy obliczeniowej dla poszczegélnych linii na
kolejnych ptytkach TLC. Analizowalam dwa powtérzenia biologiczne 1 trzy techniczne.
W kolejnym etapie przystapitam do analizy statystycznej danych obliczeniowych w celu
okreslenia istotnosci statystycznej zaobserwowanych réznic w poziomie calkowitej

metylacji DNA. Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawitam na wykresie 18.
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Wykres 18. Analiza zmian w poziomie globalnej metylacji DNA w poszczegolnych liniach kukurydzy
pod wptywem dziatania herbicydu Roundup; p<0,05; * SD. Linie tolerancyjnq poddanqg zabiegowi
oznaczono jako TL, linie wrazliwq poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolng

oznaczono jako KTL, a wrazliwg linie¢ kontrolng jako KSL.

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzitam, ze w wyniku wzrostu rosliny
i braku warunkéw stresowych poziom catkowitej metylacji wzrasta u obydwu linii, przy
czym u linii tolerancyjnej wzrost ten jest intensywniejszy. W dniu zerowym czyli
w okresie 5 godzin po wprowadzeniu czynnika stresowego, nie zaobserwowatam
statystycznie istotnych zmian w poziomie catkowitej metylacji cytozyny pomigdzy linia
poddawana warunkom stresowym i linig kontrolna. Zalezno$¢ ta byta prawdziwa dla roslin
tolerancyjnych i wrazliwych na dziatanie Roundup. Na podstawie tej obserwacji mozna
wnioskowa¢, ze zmiany w poziomie metylacji nastgpuja w pdzniejszym okresie
odpowiedzi na warunki stresowe.

W dniu 7. po zastosowaniu herbicydu zaobserwowatam odmienna reakcj¢
w poziomie globalnej metylacji DNA u linii tolerancyjnej i wrazliwej na Roundup.
W przypadku linii wrazliwej odnotowalam statystycznie istotny wzrost poziomu m’C
u linii poddanej dziataniu czynnika stresowego w poréwnaniu z roslina kontrolng. U linii
tolerancyjnej w dniu 7. zaobserwowalam znaczne obnizenie poziomu catkowitej metylacji

cytozyny, pod wptywem stresu, w poréwnaniu do linii kontrolnej. Globalny poziom m’C
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u linii wrazliwej w dniu 7. jest istotnie wyzszy niz w dniu O u roslin kontrolnych
i poddanych warunkom stresowym. W przypadku roslin poddanych dziataniu herbicydu,
wzrost ten byl znacznie wigkszy. U linii tolerancyjnej poziomu globalnej metylacji
cytozyny po 7 dniach u ro$lin kontrolnych ulegat znacznemu wzrostowi. Poziom m’C
rosliny tolerancyjnej na Roundup poddanej jego dziataniu w ciagu tygodnia, spadt ponizej
poziomu obserwowanego w dniu 0. Poziom metylacji C w odpowiedzi na stres
herbicydowy w SL w dniu 7. miat zblizong warto$¢ do poziomu m’°C u linii tolerancyjne;j
w dniu 0. Odnotowany poziom globalnej metylacji u linii tolerancyjnej poddanej stresowi
w dniu 7. byl nieznacznie wyzszy niz poziom m’C u linii wrazliwej w dniu 0.

Wzrost poziomu globalnej metylacji cytozyny w przypadku linii kontrolnych
w czasie tygodniowej hodowli mozne by¢ skorelowany z procesem wzrostu rosliny
1zwigzanymi z tym procesami komoérkowymi. Dowiedziono, ze w procesie wzrostu
zarbwno wzér jak i poziom globalnej metylacji moze si¢ zmienia¢. Zmiany te
prawdopodobnie spowodowane sa zmiana profilu ekspresji gendéw w procesach
rozwojowych (Zhang i in. 2010).

Interesujaca jest odmienna reakcja roslin wrazliwych i tolerancyjnych na dziatanie
herbicydu na poziomie globalnej metylacji cytozyny. Obnizenie poziomu metylacji czgsto
koreluje si¢ z procesami starzenia komoérek oraz utrata kontroli przez komoérke nad
ekspresja genéw, jak np. w komorkach nowotworowych (Kulis 1 in. 2010). Taka reakcje
obserwuj¢ w linii tolerancyjnej 1 mozliwe, ze nie jest ona zwiazana z utrata kontroli nad
wzorem metylacji, a specyficzna odpowiedzia komérki. Ponadto, kukurydza w warunkach
stresowych moze uaktywnia¢ dodatkowe geny, ktére umozliwiaja roslinie zwigkszenie
tolerancji na stres. Dla linii wrazliwej obserwowatam przeciwne zjawisko, czyli wzrost
globalnej metylacji pod wptywem stresu. Zachowanie takie mozna ttumaczy¢ jako probg
zahamowania aktywnos$ci genéw w komoérce do minimum w celu oszczednos$ci energii dla
transkrybowania tych genéw, ktére biora udzial w odpowiedzi na stres. Czgsto taka
odpowiedz nastgpuje w skrajnych przypadkach stresu, kiedy komorka jest na skraju szlaku
apoptotycznego (Gopisettya i in. 2006).
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6.4. Analiza obecno$ci m’C w sekwencji genu bialka podobnego do arabinoglikanu
z zastosowaniem metody modyfikacji wodorosiarczanem (IV) sodu

Wykonane przeze mnie badania poziomu globalnej metylacji pod wptywem stresu
herbicydowego pozwolily na stwierdzenie, ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy jego wartoscia
a tolerancja na Roundup. Postanowitam doktadniej zbada¢ te zalezno$¢ na przykladzie
genu AGLP, ktéry potencjalnie moze by¢ zaangazowany w odpowiedz na stres wywotany
herbicydem. Wykorzystanie metody z uzyciem wodorosiarczanu (IV) sodu pozwala na
okreslenie wzoru metylacji w obrgbie analizowanej sekwencji genu z doktadnos$cia do
jednego nukleotydu. Do analiz wykorzystalam DNA, ktéry byl izolowany na potrzeby
okreslenia poziomu globalnej metylacji cytozyny.

Pierwszym etapem pracy byta doktadna analiza sekwencji genu AGLP dostgpnych
w bazach danych oraz ich poréwnanie. Réwnolegle prowadzone w naszym Zespole prace
nad alternatywnym sktadaniem mRNA u kukurydzy z zastosowaniem gtebokiego
sekwencjonowania pozwolily na uzyskanie sekwencji transkryptu AGLP linii tolerancyjne;j
1 wrazliwej. Uzyskane sekwencje nie roznily si¢ migdzy soba, co moze wskazywac na ich
duza zachowawczo$¢. W ich obrgbie nie stwierdzono miejsc alternatywnego sktadania.
Dostgpne dane zarowno w bazach danych transkryptéw, jak i sekwencji genomowych nie
ujawniaty obecno$ci intronéw w sekwencji genu AGLP. Wydaje si¢ to mato
prawdopodobne, aby w genomie wystgpowata tak dluga sekwencja eksonowa. Nie
posiadajac danych o obecnosci introndw postuzytam si¢ znana sekwencja genu AGLP
i zaprojektowatam do niej startery (6 par). Proces projektowania starteréw
przeprowadzitam zgodnie z wytycznymi, aby te blizej konca 5° sekwencji genu byly
bogate w G, a 3’ bogate w C. Pamigtajac o mozliwosci zajscia przeksztatcenia C w U pod
wplywem wodorosiarczanu (IV) sodu, konieczne bylo zastosowanie w reakcji PCR
zdegradowanych sekwencji starteréw oligonukleotydowych (Mette 2005). Przewidywane
produkty reakcji PCR z wykorzystaniem zdegradowanych starteréw powinny pozwoli¢ mi
na stworzenie mapy wzoru m’C w prawie catej sekwencji genu. Zgodnie z zaleceniami,
oczekiwana dtugos¢ zaprojektowanych produktéw PCR oscylowata wokét 500
nukleotydow. Nieznajomo$¢ rejonu promotorowego dla analizowanego genu, nie
pozwolita mi na zaprojektowanie starterow umozliwiajacych zbadanie obecnosci

metylowanej cytozyny w tym obszarze.
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GRMZM2G156632 Nazwa transcryptu: GRMZM2G027420_TO01 AGLP

ACCAAAAGGTAACAAGAATCCTAAATCAAAACCCCAATACTTTGCCCAACTTGTTTAGTATCGTCTTTCGTAT
ACATGCACGGTGGTTTTCGCTGCAACCAAGCACATTTGCAAAAAGAAACATGGATCCGAAAAATGGAATAGCT
ATTTTTTAAAAAGTCTATAAGTAAACCTCCTCTACATTTCCCTTGCAATAACGATGTCAAGAACCGGCTATAA
AAGCATTTCATATCCACTCGATTTTTCTTAAGAGCTGGCCACGGAAACCATTTCGTACTCTCTCGTCCTCCTG
TTCTTCGAACAGAGGAAGAAAGCTCCTCCGCGCCACTGCTGGAAGAAGAGGAGCGCCGACAGTAGCAGTGCTC
CGCAAGGTATGACGATGTCCCAAGCGAGGCTGAAGAGGTCGTCACGAGGGCCTGCATACATGTAAGATGGTCT
CAGGCTTGGAACAAAGTGCTGTCTCCTGAACACATCGTACACATGAGGCAGGACACGGATCAAGGTGCTTCCG

ATGTAGAACCCTGGGGAGAGGGCTCTAACTTTGGAGTCTGAGAACACGTT@ GGATCACTTGAGGGAGCAG

GA ACCCATCGAGTATCAGTCCACAATAAGACACAAGGTCCTCCCAGAACGCATGCTGCTCAACTGGCTTCAA

GTGTACAACCTGCCTTAGCATTCTTCGGCTGTGGTTTGACCTCATGTGAACAACCCAAGTAATAGCTCCGCCA
ATGATGTACAGTGGCAGGCATATCCAGAGCACTTTCTTCTCGGCAGCCCATGACTCGGCTTTGCTTGCATCCA
CGGACCGTGCGGACCAGGCCTGCTGAAGAAGCCGCAGCTGCAGCAGAAAGGTTACCATGGTAATGATCCGCAC
CATGACTTCGTTCACCTCAAGCCATCCGCCACCTGAGAGTGGAACGGTCTGCTTGTTGCTGTTCTTGAAGAGA
GCGTCAAAGTTCAGCACGAGAGGGATCATGTAACCCAAAGCCAGAACGACCAGCATGGTGATCGACATGGCGG

GAAGTGCTTCAGGGACCTTGTTGACATGAAATAGCTGCACAGCAATGAAGACGCACGCCA ENETNNTNENEN

EREETRRTEEEE CTTTCTATGTCCATTCTCCAGATTGATGCATCCACTTGCTCTACGTACATCCCATATG

AAGCAATGTCCAGCGTTTCAAAGAAAAGAGGGTCAGTCTTCTTCCTCAAGCTTTTGATCGCCCCTTTCACATG
CTGTGCAACTTTTGCATCTAAAGAAGAAAACTGAGCAGTCACCAGGATTTCACAATCTGACGAGACATTAAGC
TCGCGACAAGCGATCATGCAAAGGGAACCTGTCTTAGTATCATAAACACCCTCGGCAGAGATATGTCGACGAT
GGAATGATTCTAGAGACCATTTCCCAACATAGTAGATATCATAGCTGACATTAAGCAGCCTTTGCTTCATCTC

GGCTGTGACATGGCGAGAAAAGGGATCTTGAACCACCAAAGAGTTACCATCAAACAACATTGACCCAAT-

B < C o TOTICACOAAAAAACGGAACACCAAGTCCTGOTATGAATT

GCTATCTGGGAACTTCCCTTTCCTGTTCTTGTTCAATCCAGATTTCTCATAGTATTTCATAGCCTCGTCCACC
TTTGTGTAATTATACTTCAAACCAGAAAGATTGCCCCTATAGTTGGGAGTGATTGCACTAGAACCGGCAGCGA
CGGCCTCACCACTTTTCAGACTTGCATTCCAGACCAGACCAGCAGAAAAGCTCCGTTGCTGTAACGACCACAC
TGCCGGGAACCAGAAGCTCATCCCAATTCCACACTCACCTACTGCCAAATCTGCACGGGATGGCCCCGACTTC
ACCACGTGACACCCTTTGAGGCAAAGCCGGCTGCTCTTCTGATCCCAGAATCCATCCACCACGACGGCCTTCT
CGCCCAGCATGAAGTAGTACCT TENIAAE I CIRICC N AGHGAREE CCACATAAGCACGGACAGCGCCGTC

ATCGTTGCAGTGCATCCGGTTGACATACATGTAJGCTTTGGTGAATCCCGAGTGAAGIATGCGGTCGACTCGCT

GCCACTCGGGTAGTCCAACCTGAACGGCGATTTGAGCATGGAACTGAGATGGGCGCACGAGAAATTCCTATTC
TCGAACACCTGGAGCGCATCAAGCCTCCCCGCAGGCGGCGGCGGGCAGGAGGCGCTCTCCCCGTACGCGTAGC
CCTCCTGGGTGTAGGCGACGAGTGAGATGGGCTCGATGGGGCTGATGGTGTCAACGTTCTCGAGGCGACCGGT
GACGAAGGGCCGCGTCACGTTGGCGGGGCTGGGAAAGCCGAGACGGAGCACGACGGGGAGGAAGTGCACGGGC
GAGCCGTCGGCGGCGCGCCCGGACCCGGTGCCGACCATGCAGAGGTCCCCGGACCCGGTGGAGTAGTAGCCCT

CJCAGGCCGAAGGTGATGGAGCJCGCGCCGCCCCGTGAAGCGCGGGAGGCGCGGGCGGAAGTGGCGCGCGCGGC

CGTCGTACTCGAAGAGGTTCCGGCCGCCGCGGTCGCGGAACGGGCGCCGCCCGCCGGAGACGGTGAGAGTGGC
GGAGACGTGGAGGAGCGAGGCGTTGGTGGTGCGGGCGACGGAGGAGGGGAGCAACGAGAAGGAGCGCGGCTGG
GAGGAGGGGTCGGGGCCGAAGATGCGGTCCCCGCCGACGAAGTACCCGGTGGAGACCTCGGGGACGGGGACAC
GGGCGTCGGGCCCGAGCGCCGAAACTTCGCCGCCGGGCAGGTCGAGCGCGGACGGGAGGTTGGGGCAGTGGTG
GGAGTAGGATAAGGTGGACAGGGAGGTATCTGCCGCCGCTACCGCGGATGCGGGGATCCGGATCAGGAGTAGG
AGCAGGACCGGTAGGACGACGAGCTGCTGGTGGCTACGGTTAGCACTCGGTGGCGCCATTTGAGAGGTGGAGA

GGAAGCGGGGAGTGAGATCTCGTCTCCCCCTCCCCTCGCCCATCTTCT‘GGTTTTTGTTCGGGCAAGGATCTCI
EaTGCCGACGGGCGACGGGGGA

Rysunek 32. Sekwencja AGLP uzyskana z glebokiego sekwencjonowania badanych linii kukurydzy. Kolorami
zaznaczono obszary sekwencji, do ktorych zaprojektowano pary starterow, starter 5°(F) zaznaczony jest
wypetnionq ramkq, starter 3’(R) oznaczony jest ramkq: kolor zZotty - AGLP_I, niebieski - AGLP_2, czerwony
— AGLP_3, zielony — AGLP_4, rozowy — AGLP_5, szary — AGLP_6.
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Procedure modyfikacji DNA wodorosiarczanem (IV) sodu przeprowadzitam przez
noc, na wstepnie pocigtym DNA, co powinno zwigkszy¢ wydajnos¢ reakcji. Nastgpnie
przeprowadzitam reakcj¢ PCR w gradiencie temperatury w celu okreslenia jej optymalne;j
wartosci dla uzyskania specyficznych produktéw reakcji. Produkty PCR rozdzielalam
elektroforetycznie na 1,5% zelu agarozowym i obrazowatam z zastosowaniem SYBRSafe

i lampy UV (Zdjecie 10.).

L ss8c 66°C

1000—

600 —
500 >

250

Zdjecie 10. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR w gradiencie temperatury
(58-66°C) z uzyciem pary starterow AGLP_4 i matrycy DNA uzyskanego z SL w dniu 0. Warunki
rozdziatu: 1,5% zel agarozowy, 120mA, 1h. Pierwsza Sciezka przedstawia marker wielkosci (L)

liczbami opisano wybrane wskazniki dtugosci czqsteczek DNA wyrazone w nukleotydach.

Rozdziat produktéw reakcji PCR majacej na celu optymalizacj¢ temperatury jej zajscia,
wskazywat na wyrazny brak produktéw. W dolnych czg$ciach -elektroforegramu
obserwowatam prazki, ktére pochodzity od stosowanych starteréw i prawdopodobnie
produktéw ich dimeryzacji. Reakcje t¢ przeprowadzitam dla wszystkich zaprojektowanych
par starterow 1 za kazdym razem nie zaobserwowalam oczekiwanych produktéw reakcji
PCR.

Zgodnie z oméwionym powyzej schematem, przeprowadzilam réwniez
optymalizacj¢ temperatury reakcji PCR w celu otrzymania specyficznych produktéw
z zastosowaniem matrycy DNA poddanego modyfikacji wodorosiarczanem (IV) sodu.

Badana sekwencja zawierala duzo reszt C, ktére nie bedac metylowane, powinny ulec
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przeksztatceniu do U. Skutkiem modyfikacji wodorosiarczanem (IV) sodu jest
wzbogacenie badanej sekwencji w T oraz zwiazane z tym obnizeniem temperatury

topnienia dupleksu DNA 1 wigzania starteréw (Zdjecie 11.).
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Zdjecie 11. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR w gradiencie temperatury
(52-62°C) z uzyciem pary starterow AGLP_4 i matrycy DNA uzyskanego z SL w dniu 0, poddanego
reakcji modyfikacji wodorosiarczynem (IV) sodu. Warunki rozdziatu: 1,5% zel agarozowy, 120mA,
1h. Pierwsza Sciezka przedstawia marker wielkosci (L) liczbami opisano wybrane wskazniki

dtugosci czqsteczek DNA wyrazone w nukleotydach.

Zastosowanie matrycy DNA modyfikowanego wodorosiarczanem (IV) sodu do reakcji
PCR w gradiencie temperatury, nie przyniosto oczekiwanych wynikéw. W ZzZadnej
z zastosowanych temperatur 1 dla zadnej z zaprojektowanych par starterow nie
obserwowatam specyficznych produktow reakcji PCR na elektroforegramie.

Przetestowatam zaprojektowane pary starterow i wcze$niej stosowany gradient
temperatury w reakcji PCR z uzyciem jako matrycy cDNA, ktéry uzywany byt wczesniej
do analizy zmian w poziomie ekspresji gendéw. Takie podejscie pozwolito mi na
sprawdzenie czy zaprojektowane pary starterow dziataja w reakcji PCR prowadzonej na
matrycy cDNA. Przeprowadzona reakcja, a nastgpnie analiza elektroforegramu pozwolita
na stwierdzenie obecnos$ci specyficznych, oczekiwanych produktéw PCR. Zanotowatam,
ze powyzej temperatury reakcji 63° C w reakcji PCR powstaje specyficzny produkt
(Zdjecie 12.).
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Zdjecie 12. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR w gradiencie temperatury
(58-66°C) z uzyciem pary starterow AGLP_4 i matrycy cDNA uzyskanego z SL w dniu 0. Warunki
rozdziatu: 1,5% zel agarozowy, 120mA, 1h. Pierwsza Sciezka przedstawia marker wielkosci (L)

liczbami opisano wybrane wskazniki dtugosci czqsteczek DNA wyrazone w nukleotydach.

Zaprojektowane pary starteroOw przetestowano w reakcji PCR w temperaturze 63°C
z zastosowaniem matryc cDNA z obu badanych linii. Analiza uzyskanych
elektroforegraméw pozwala na stwierdzenie, ze pary 2-4 pozwalaja na uzyskanie
specyficznego produktu, zgodnego z zaplanowanym w procesie projektowania starteréw.
Wydajnos¢ produktéow reakcji uzyskiwanych z wykorzystaniem poszczegdlnych par
starterow jest rozna. Zjawisko to mozna ttumaczy¢ wydajnoscia ich wiazania do matrycy

w zastosowanych warunkach reakcji (Zdjecia 13. 1 14.).
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Zdjecie 13. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR z uzyciem par starterow
zaprojektowanych wzgledem sekwencji genu AGLP i matrycy ¢cDNA uzyskanego z SL w dniu O.
Warunki rozdziatu: 1,5% zel agarozowe, 120mA, 1h. Pierwsza Sciezka przedstawia marker
wielkosci (L) liczbami opisano wybrane wskazniki diugosci czqsteczek DNA wyrazZone
w nukleotydach, kolejne Sciezki ukazujq produkty reakcji PCR dla kolejnych par starterow:
AGLP_I1, AGLP_2, AGLP_3, AGLP, 4, AGLP_5, K- reakcja kontrolna bez dodatku starterow.
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Zdjecie 14. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR z uzyciem par starterow
zaprojektowanych wzgledem sekwencji genu AGLP i matrycy cDNA uzyskanego z TL w dniu 0.
Warunki rozdziatu: 1,5% zel agarozowe, 120mA, 1h. Pierwsza Sciezka przedstawia marker
wielkosci (L) liczbami opisano wybrane wskazniki diugosci czasteczek DNA wyrazone
w nukleotydach, kolejne Sciezki ukazujq produkty reakcji PCR dla kolejnych par starterow:
AGLP_I, AGLP_2, AGLP_3, AGLP, 4, AGLP_5, K- reakcja kontrolna bez dodatku starterow.

Przeprowadzone badania nie pozwolilty na kontynuowanie analizy wzoru metylacji

w sekwencji genu AGLP. Uzyskane wyniki pozwalaja mi na wnioskowanie, ze dostgpna
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w bazach danych, jak iotrzymana w wyniku glebokiego sekwencjonowania sekwencja
genu AGLP jest rozdzielana rejonami intronowymi, ktére nie zostaly opisane. Brak
produktu reakcji mozna tlumaczy¢ niemozliwoscia zwigzania si¢ starterow do badanej
sekwencji, co wskazywatoby na istnienie wstawien sekwencyjnych w rejonach, do ktérych
zaprojektowano primery. Jednocze$nie mozliwe, ze introny obecne sa w rejonach
pomigdzy tymi, do ktérych zaprojektowano starter. Pomimo mozliwosci przylaczenia
startera do sekwencji genu, czas wydluzania i aktywno$¢ zastosowanego enzymu nie
pozwalaja na uzyskanie bardzo dtugich produktéw reakcji. Reasumujac, w obrgbie genu
AGLP wystepuja nieodnotowane w bazach danych sekwencje intronowe. Konieczne jest
poznanie lokalizacji wstawionych sekwencji, co bedzie mozliwe po zsekwencjonowaniu
genomOw badanych linii kukurydzy. Brak tych danych uniemozliwit prac¢ nad

oznaczeniem wzoru metylacji w obrgbie sekwencji genu kodujacego AGLP.
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6.5. Analiza obecnosci modyfikacji epigenetycznych bialtek histonowych w obrebie
sekwencji genéw

Modyfikacje biatek histonowych to zlokalizowane w chromatynie znaczniki
petniace kluczowa rolg¢ w procesie regulacji ekspresji genéw w komoérce. Epigenetyczna
regulacja poziomu transkrypcji jest niezbedna dla normalnego wzrostu i rozwoju roslin
(Turner 2002; Tariq i in. 2004). Duza zmienno$¢ czynnikow §rodowiskowych, na ktére
narazona jest roslina wymusita wyksztalcenie mechanizméw komérkowych pozwalajacych
na sterowanie bioprocesami tak, aby mozliwe bylo szybkie dostosowanie si¢ do
zaistnialych warunkéw. Stosunkowo dobrze opisanym mechanizmem zaangazowanym
w odpowiedz na warunki stresowe u roslin jest zmiana modyfikacji bialek histonowych.
Chemicza modyfikacja w obrgbie reszt aminokwaséw umozliwia regulacje dostgpnosci
1 aktywnoSci transkrypcyjnej poszczegdlnych obszaréw genomu (Verhage 1 in. 2010).
Wykonatam analize¢ w celu okreslenia czy w obrgbie sekwencji genu kodujacego biatka
podobne do arabionoglikanu obecne sa zmiany znacznikéw euchromatycznych biatek
histonu 3, warunkujace odmienna jego aktywnos$¢ transkrypcyjna. Postanowitam
wykorzysta¢ technik¢ immunoprecypitacji chromatyny przy uzyciu przeciwciat
specyficznie wiazacych si¢ do acetylacji lizyny 9. bialka histonowego 3. (AcK9H3),
tréjmetylacji lizyny 4. biatka histonowego 3. (3MeK4H3) oraz biatka histonowego 3. (H3)
(Haring 1 in. 2007). Modyfikacje AcK9H3 oraz 3MeK4H3 zostaty scharakteryzowane jako
typowe znaczniki euchromatyczne zar6wno u A. thaliana jak i1 u kukurydzy. Stwierdzono,
ze obnizenie poziomu acetylacji w pozycji K9H3 w obrgbie genu prowadzi do
ograniczenia intensywnosci jego transkrypcji. Zaburzenia we wzorze AcK9H3 prowadzity
do zmian we wzroScie rosliny, a ich obecnos$¢ byta szczegdlnie widoczna w warunkach
narazenia na stres wywolany zasoleniem, susza 1wysokim poziomem ABA.
Zaobserwowano rowniez, ze obnizenie ilosci tej modyfikacji moze skutkowac
niewyksztatceniem nasion, represja transkrypcji w komorce, a takze obnizeniem iloSci
rRNA (Chen 1 in. 2007). Modyfikacj¢ 3MeK4H3 stwierdzono u roslin narazonych na
dziatanie patogenéw, w ktérych aktywowata transkrypcyjnie geny zwiazane z odpowiedzia
na ten rodzaj stresu. Obecno$¢ tej modyfikacji wykazano réwniez w obrebie sekwencji
niektérych nieaktywnych transkrypcyjnie genéw i stwierdzono, ze jej pojawienie si¢ moze
wplywac na inicjacj¢ transkrypcji (Alvarez 1 in. 2010). W genomie ryzu 1 A. thaliana
modyfikacja ta powiazana zostata z aktywacja gendw w warunkach stresowych takich jak

swiatto, susza czy zanurzenie ro$lin (Chen i in. 2013). Obecno$¢ tréjmetylacji lizyny 4. H3
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faczy si¢ z istotna rola petniona w regulacji proceséw kwitnienia, morfogenezy lisci
i korzeni oraz ksztaltowaniu odpornosci na patogeny i stres suszy (Berr i in. 2011).
Dostgpne w literaturze dane eksperymentalne dotyczace obrazowania wynikéw
uzyskanych technika immunoprecypitacji daja szeroki zakres mozliwosci ich
przedstawienia i interpretacji. W wykonanych przeze mnie analizach postuzylam si¢
metoda zobrazowania wynikéw najczesciej stosowana w literaturze (Haring i in. 2007). Na
podstawie poréwnania ekspresji genow AGLP, RLK i NA4 w prébkach DNA uzyskanego
z poszczegllnych eksperymentéw Chip (dla kazdego z przeciwciat) do wartosci ekspresji
dla prébki wsadowej. Uzyskane wyniki zobrazowatam na wykresach 19-21. Zastosowanie
przeze mnie tej metody bylo konieczne, aby poréwna¢ uzyskane wyniki ze zmianami
w poziomie znacznikOw epigenetycznych opisywanymi przez innych badaczy (Livak 1 in.

2001; Haring i in. 2007).
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Wykres 19. Zmiany procentowe zawartosci euchromatycznych znacznikow epigenetycznych
w poszczegolnych liniach w obrebie sekwencji genu AGLP; 1+ SD. Na wykresie oznaczono: H3 —
biatka histonu 3., AcK9H3 — acetylacja lizyny 9 biatka histonu 3., 3MeK4H3 — tréjmetylacja lizyny
4 biatka histonu 3., NoAb — brak przeciwciata. Linie tolerancyjnq poddanq zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjng linie kontrolng oznaczono jako
KTL, a wrazliwg linie kontrolng jako KSL. Linie tolerancyjnq po 7 dniach od zabiegu oznaczono
jako TL”7”, linie wrazliwg po 7 dniach od zabiegu jako SL”7”, tolerancyjnq linie kontrolng po 7
dniach od zabiegu oznaczono jako KTL, a wrazliwg linie kontrolng po 7 dniach od zabiegu jako

KSL.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw wywnioskowatam, ze modyfikacja
epigenetyczna 3MeK4H3 nie byla obecna w sekwencji genu AGLP. Sugerowana
w literaturze rola tego znacznika jako aktywatora genéw moze tlumaczy¢, ze nie jest on
obecny w sekwencji, ktora ulega statej ekspresji w komorce. Obserwowane sygnaty
pochodzace od modyfikacji 3MeK4H3 byly na poziomie probek bez przeciwciala.
W przypadku modyfikacji AcK9H3 uzyskatam duza dynamike zmian w jej poziomie
w poszczegllnych liniach i punktach czasowych. U linii wrazliwej w dniu 0 poziom
AcK9H3 byt zdecydowanie wyzszy u ro$lin poddanych stresowi niz kontrolnych,
u ktérych byt na poziomie nieznacznie wyzszym od proby bez przeciwciata. U roslin
tolerancyjnych w dniu O zaobserwowatam przeciwna zalezno$¢ u linii kontrolnej,
w przeciwienstwie do poddanej stresowi wiekszo$¢ bialek H3 posiadata acetylacje
w pozycji K9. Po siedmiu dniach od zastosowania glifosatu zaobserwowatam odwrdcenie
si¢ obserwowanych pozioméw acetylacji K9H3 u wszystkich linii. U ro$lin wrazliwych
w warunkach kontrolnych poziom acetylacji byt istonie wyzszy niz u kukurydzy poddanej
dziataniu herbicydu. W przypadku linii tolerancyjnej wigkszos¢ z bialak H3 posiadata
acetylacj¢ w pozycji K9 u roslin poddanych opryskowi Roundup, a u roslin kontrolnych
nie wykrywano tej modyfikacji. Dane te koreluja z wcze$niej opisanymi przeze mnie
zmianami w poziomie ekspresji genu AGLP w poszczegélnych punktach czasowych
(Wykres 10.). Wykazatam, ze krotno$¢ relatywnego poziomu ekspresji byta wyzsza u linii
tolerancyjnej anizeli wrazliwej, a zjawisko to nasilito si¢ pod wplywem stresu w dniu 7.
U kukurydzy wykazano, Zze obecno$c znacznika AcK9H3 w obrgbie genu wiaze sig
z podniesieniem jego aktywnosci transkrypcyjnej, szczegdlnie w warunkach stresu (Hu i
in. 2012). Wnioskujg, ze z podobnym zjawiskiem wigze si¢ podwyzszenie aktywnosci
transkrypcyjnej genu AGLP w warunkach zastosowania herbicydu u linii tolerancyjnej.
Postulujg¢, ze mechanizmy epigenetyczne powoduja nasilenie aktywnos$ci transkrypcyjnej

tego genu co zdaje si¢ wiazac z ksztaltowaniem cechy tolerancji na glifosat.
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Wykres 20. Zmiany procentowe zawartosci euchromatycznych znacznikow epigenetycznych
w poszczegolnych liniach w obrebie sekwencji genu RLK; * SD. Na wykresie oznaczono: H3 —
biatka histonu 3., AcK9H3 — acetylacja lizyny 9 biatka histonu 3., 3MeK4H3 — tréjmetylacja lizyny
4 biatka histonu 3., NoAb — brak przeciwciata. Linie tolerancyjnq poddanqg zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwq poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolngq oznaczono jako
KTL, a wrazliwg linie kontrolnq jako KSL. Linie tolerancyjnq po 7 dniach od zabiegu oznaczono
jako TL”7”, linie wrazliwg po 7 dniach od zabiegu jako SL”7”, tolerancyjnq linie kontrolng po 7
dniach od zabiegu oznaczono jako KTL, a wrazliwg linie kontrolng po 7 dniach od zabiegu jako

KSL.

Podobnie jak w przypadku genu AGLP, w obr¢bie sekwencji genu RLK nie
zaobserwowalam obecnos$ci znacznika epigenetycznego 3MeK4H3. U ro$lin
kontrolnych linii wrazliwej w czasie 7 dni ich hodowli zwigkszyl si¢ istotnie
poziom modyfikacji AcK9H3, ktéra obecna jest w rejonach aktywnych
transkrypcyjnie (Hu i in. 2012). Przeprowadzona analiza linii wrazliwej poddane;j
warunkom stresowym nie wykazata obecnosci acetylacji lizyny 9 biatka histonu 3.
Rosliny kontrolne linii tolerancyjnej zarowno w dniu O, jak 1 7. charakteryzowat
wysoki poziom AcK9H3 w obrgbie sekwencji genu RLK. U linii tolerancyjnej
poddanej dzialaniu herbicydu Roundup nie byla obecna acetylacja lizyny 9.
Analiza poréwnawcza obecno$ci znacznikéw epigenetycznych i zmian w poziomie
ekspresji genu RLK (Wykres 11.) zdaja sig¢ nie korelowa¢ ze soba. Wzrost poziomu

acetylacji u roslin kontrolnych linii wrazliwej wiaza¢ si¢ moze z procesem wzrostu
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% probki wsadowej

i rozwoju rosliny. Jednoczesnie u kukurydzy kontrolnej linii tolerancyjnej
acetylacja lizyny utrzymywana byla na stalym, wysokim poziomie. Wnioskujg, ze
w wyniku zastosowania czynnika stresowego u linii tolerancyjnej mogto nastapi¢
usunigeie acetylacji lizyny 9 histonu 3. Proces ten widoczny byt juz w 5 godzinie
od zabiegu oprysku herbicydem, wigc nalezy go wiaza¢ z wczesna odpowiedzia

rosliny na warunki stresowe.
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Wykres 21. Zmiany procentowe zawartosci euchromatycznych znacznikow epigenetycznych
w poszczegolnych liniach w obrebie sekwencji genu NA4; + SD. Na wykresie oznaczono: H3 —
biatka histonu 3., AcK9H3 — acetylacja lizyny 9 biatka histonu 3., 3MeK4H3 — trojmetylacja lizyny
4 biatka histonu 3., NoAb — brak przeciwciata. Linie tolerancyjnq poddanqg zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwq poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolng oznaczono jako
KTL, a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL. Linie tolerancyjnq po 7 dniach od zabiegu oznaczono
jako TL”7”, linie wrazliwg po 7 dniach od zabiegu jako SL”7”, tolerancyjnq linie kontrolng po 7
dniach od zabiegu oznaczono jako KTL, a wrazliwg linie kontrolng po 7 dniach od zabiegu jako

KSL.

We wczesdniej opisanych badaniach zmian relatywnego poziomu ekspresji
genu NA4 wykazalam, ze moze by¢ ona stosowany jako marker pozwalajacy na
réznicowanie linii kukurydzy pod wzgledem tolerancji na herbicyd Roundup.
Analiza znacznik6w epigenetycznych u linii wrazliwe] poddanej dzialaniu
warunkéw stresowych wykazuje na obecno$¢ 3MeK4H3 u roslin w dniu 7. od

zabiegu. Modyfikacja ta wiazana jest z aktywacja transkrypcyjna rejonow,
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w ktérych si¢ znajduje i fatycznie zaobserwowalam nieznaczny wzrost ekspresji
genu NA4 u linii wrazliwej po 7 dniach (Wykres 16.) (Alvarez i in. 2010). U roslin
kontrolnych linii wrazliwej w dniu O obecny jbyl niski poziom acetylacji lizyny 9
biatka histonu 3, ktéra zostala usunigta i nie byta obecna w dniu 7 dni. Rosliny
kontrolne linii tolerancyjnej w dniu O charakteryzuje wysoki poziom AcK9H3,
ktéry ulegl znacznemu obnizeniu w dniu 7. U roslin kontrolnych w dniu 7.,
w obrgbie sekwencji genu NA4, obecna byta réwniez na niskim poziomie
modyfikacja 3MeK4H3. W przypadku ro$lin linii tolerancyjnej poddanych
warunkom stresowym, w 5 godzin od zabiegu obecna byta na niskim poziomie
trimetylacja lizyny 4 biatka histonu 3, ktéra nie byta widoczna w dniu 7. Pod
wptywem dziatania herbicydu Roundup u linii tolerancyjnej, w obrgbie genu NA4
odnotowatam istotny wzrost poziomu AcK9H3 po 7 dniach od zabiegu. Wnioskujg,
ze obserwowany przeze mnie ponad 20-krotny wzrost poziomu ekspresji genu NA4
u roslin TL (Wykres 16.) moze by¢ skorelowany z obecno$cia znacznika
epigenetycznego AcK9H3.

Wykazatam, ze dla genéw AGLP i NA4 istnieje korelacja pomigdzy
obecnoscia znacznika epigenetycznego AcK9H3, a wzrostem ich relatywnego

poziomu ekspresji.
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6.6. Analiza zmian w poziomie modyfikacji RNA w obre¢bie frakcji malych
niekodujacych RNA

Modyfikacje obecne w sekwencji DNA 1 biatkach histonowych zostaty stosunkowo
dobrze opisane jako odpowiedzialne za regulacje¢ proceséw zwiazanych z ekspresja genéw.
Modyfikacji obecnych w DNA jest tylko kilka, sa one intensywnie analizowane
1 korelowane z mozliwymi pelnionymi przez nie funkcjami (Song 1 in. 2012). Od czasu
kiedy odkryto pierwsze modyfikacje w sekwencji RNA mingto ponad 50 lat, w trakcie
ktérych zostalo rozpoznanych i opisanych ponad 100 modyfikowanych nukleotydéw
(Grosjean 2005). Modyfikacje RNA obecne sa w sekwencji wielu komérkowych
czasteczek RNA, takich jak rRNA, tRNA, mRNA, snRNA czy siRNA, miRNA i piRNA.
W ostatnim czasie odkryto rowniez modyfikacj¢ w sekwencji miRNA, w ktérej pojawiaja
si¢ inozyny. Postuluje si¢, ze moze mie¢ to duze znaczenie w szlaku biogenezy tych
czasteczek oraz ich aktywnos$ci biologicznej (Yang i in. 2006; Kawahara i in. 2007).
Pomimo tak wielu zidentyfikowanych modyfikacji nukleotydéw  obecnych
w komérkowych RNA ich wptyw regulatorowy na proces ekspresji informacji genetycznej
jest czgsto pomijany. Postanowitam przeanalizowaé frakcje matych RNA o diugosci
ponizej 200 nukleotydow pod katem obecnosci modyfikowanych nukleotydéw.
Przeprowadzilam izolacj¢ catkowitego RNA, a nastgpnie jego frakcjonowanie poprzez
rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakryloamidowym. Zastosowanie markera wielkosci
pozwolito mi na okreslenie zakresu, w ktérym, w zelu znajdowatly si¢ czasteczki RNA
o dtugosci mniejszej niz 200 nukleotydéw, ktére wyeluowatam z zZelu i poddatam dalszej
analizie.

Na przyktadzie ryzu dowiedziono, ze dziatanie glifosatu w ro$linie wiaze si¢
z wywolaniem stresu oksydacyjnego (Ahsan i in. 2008). Prawdopodobnie réwniez badane
rosliny kukurydzy narazone byly na stres oksydacyjny wywolany zastosowaniem
Roundup. Wykazano, ze w wyniku stresu oksydacyjnego mozliwy jest w komorce proces
ukierunkowanej degradacji RNA, szczegélnie tRNA 1 rRNA, w wyniku ktérego powstaja
czasteczki o nieznanej funkcji. Postuluje sig, ze powstajace mate RNA moga pelnic¢
funkcje regulatorowa w odpowiedzi na stres, a takze stanowi¢ dlugodystansowe
przekazniki informacji pomigdzy komoérkami jednego organizmu (Nowacka i1 in. 2012;
Shah i in. 2013). Autorzy doniesien literaturowych uwazaja, ze najwigksza ilos¢ matych

RNA pochodzi z ukierunkowanego cig¢cia tRNA. Postuluje sig, ze moga one bra¢ udziat
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jako regulatory proceséw proliferacji komorek, $ciezki biogenezy miRNA i biosyntezy
biatka (Gebetsberger i in. 2012). Poniewaz czasteczki tRNA sa bardzo bogate
w modyfikowane nukleotydy, moga one stanowi¢ doskonaly wskaznik zachodzacych
zmian w ich sktadzie i1 poziomie ekspresji w komoérce w odpowiedzi na zmienne warunki
srodowiskowe.

Przeprowadzilam rozdziat dwukierunkowy z wykorzystaniem techniki TLC
radioizotopowo wyznakowanych monofosforanéw nukleotydéw. W celu zidentyfikowania
poszczegbdlnych nukleotydéw sporzadzitam zgodnie z opublikowana metodyka atlasy
rozdziatu fosforanéw nukleotydéw technika TLC z zastosowaniem w II kierunku rozdziatu
dwoéch odmiennych faz ciektych (Keith 1995). Wygenerowane obrazy odwzorowania
ptytek TLC poréwnywalam z opisanymi atlasami rozdzialéw co pozwolilo mi na
okreslenie lokalizacji plamek odpowiadajacych poszczegélnym monofosforanom

nukleotydow. Wygenerowane obrazy ptytek zostaty przedstawione na rysunkach 33. i 34.
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Rysunek 33. Obraz rozdziatu modyfikowanych monofosforanow nukleotydow pochodzacych z frakcji
matych RNA wykonany technikq chromatografii cienkowarstwowej. Zastosowano Il faze ciektq
ZHCI. Do sporzqdzenia obrazu uzyto mieszaniny monofosforanéw nukleotydow uzyskanych ze

wszystkich badanych probek.
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Rysunek 34. Obraz rozdziatu modyfikowanych monofosforanow nukleotydow pochodzacych z frakcji
matych RNA wykonany technikq chromatografii cienkowarstwowej. Zastosowano Il faze cieklq
z fosforanem. Do sporzqdzenia obrazu uzZyto mieszaniny monofosforanéw nukleotydow uzyskanych

ze wszystkich badanych probek.

W wyniku przeprowadzonych rozdzialéw 1 prac zwigzanych z oznaczeniem
modyfikowanych monofosforanéw nukleotydéw zidentyfikowatam cze¢s$¢ z obecnych na
ptytce TLC plamek. Niektére z obserwowanych plamek nie zostaly opisane w literaturze
1 dlatego obecnie prowadzone sa dalsze prace zwiazane z ich identyfikacja. Mozliwe, Ze sa
to nowe, modyfikowane nukleotydy, ktére powstaja w wyniku narazenia komorek

roslinnych na warunki stresowe. Istnieje tez mozliwos¢, ze w wyniku dzialania zwiazkow
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chemicznych zawartych w herbicydzie zachodza reakcje chemicznej modyfikacji RNA i to
ich produkty obserwuj¢ w analizowanych na ptytkach TLC rozdziatach.

W celu dokladnego zobrazowania obserwowanych plamek odpowiadajacych
poszczegbdlne monofosforany nukleotydéw wybranych do analizy ilosciowej, sporzadzitam

zestawienie (Rysunek 35.).
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Rysunek 35. Obraz przedstawia zebrane odwzorowania plam odpowiadajqcych poszczegolnym
monofosforanom nukleotydow. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono jako TL, linie
wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie¢ kontrolng oznaczono jako KTL, a wrazliwg
linie kontrolng jako KSL. Linie tolerancyjnq po 7 dniach od zabiegu oznaczono jako TL”7”, linie
wrazliwg po 7 dniach od zabiegu jako SL”7”, tolerancyjnq linie kontrolng po 7 dniach od zabiegu
oznaczono jako KTL, a wrazliwq linie kontrolng po 7 dniach od zabiegu jako KSL.

Wybratam, nukleotydy obecne we wszystkich analizowanych liniach kukurydzy
1 ktére zostaly zidentyfikowane na podstawie ich polozenia na ptytce TLC opisanego
w literaturze. Okre$litam réwniez zmiany w poziomie niezidentyfikowanej modyfikacji

nukleotydu nazwanej przeze mnie Z. Pozostale nukleotydy beda dodatkowo
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identyfikowane technika spektrometrii mas w celu weryfikacji ich sktadu chemicznego.

Doktadne poréwnania dla poszczegdlnych nukleotydéw przedstawilam na wykresach 22-
32.

“ Gm/Q
OKSL ESL BKTL ETL linia i dzien

12

HH

zawartos$¢ nukleotydu [%]

dzien 0 dzien 7

Wykres 22. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanéw nukleotydow Gm/Q pochodzqcych z frakcji
matych RNA w poszczegdlnych liniach; * SD. Linie tolerancyjnq poddanq zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwq poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolngq oznaczono jako

KTL, a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL.

Fosforany nukleotydéw Gm 1 Q wedruja na ptytce TLC w podobny sposéb i trudno
jest rozdzieli¢ prezentowane przez nie sygnaly. Ze wzgledu na ograniczona rozdzielczo$¢
stosowanej metody postanowitam te nukleotydy analizowa¢ wspdlnie (oznaczono Gm/Q).
Podobne podejscie zastosowalam do pozostalych nukleotydow o podobnych
wspolczynnikach rozdziatu Rf. W dniu O u linii wrazliwej istniala istotna rdznica
pomigdzy iloscia nukleotydow Gm/Q wurosliny poddanej warunkom stresowym
i kontrolnej. Szczegdlnie interesujaca jest obserwacja wzrostu zawartosci tych
nukleotydow w 7. dniu od zabiegu zastosowania Roundup u linii tolerancyjnej
w porOwnaniu do warunkéw kontrolnych w dniu 0. W przypadku linii wrazliwe] nie
odnotowano zmian w dniu 7. pomigdzy linig kontrolna i poddang stresowi. Quenozyna (Q)
jest analogiem guanozyny czesto znajdowanym w pierwszej pozycji w  petli
antykodonowej tRNA i jest to modyfikacja konserwatywna dla wszystkich krélestw.

Rosliny nie maja zdolnosci syntezy tego nukleotydu de novo, tylko czerpia go ze
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srodowiska. Do tej pory nie wskazano jednoznacznie roli tej modyfikacji dla komérki poza
rola w oddzialywaniach kodon-antykodon. Wykazano, ze wzrost poziomu Q jest zwiazany
z rozwojem u ludzi chtoniaka, biataczki, raka ptuc, raka jajnika i guzéw moézgu (Vinayak i
in. 2010). Jednocze$nie postuluje sig, ze poziom Q moze by¢ zwiazany ze stopniem
ztosliwosci zmian nowotworowych i prébuje si¢ go traktowaé jako biomarker tego
zjawiska. Sugeruje si¢ réwniez, ze poziom tej modyfikacji moze by¢ zwiazany z reakcja
komoérek na stres (Marks 1 in. 1997). W przypadku modyfikacji Gm stwierdzono, zZe jej
wystgpowanie na zmniejszonym poziomie skorelowane jest z wystgpowaniem guzow
Ehrlicha, nerwiakéw, rakomigsakéw i1 watrobiakow Morrisa (Dirheimer i in. 1995).
Znaczny wzrost poziomu modyfikowanych nukleotydéw Q/Gm u linii tolerancyjnej
poddanej stresowi (w poréwnaniu do kontroli) moze potwierdza¢ sugestie innych autoréw,
7ze s3 one zaangazowane w odpowiedz na stres. Wnioskujg, ze wzrost poziomu tych
modyfikacji u roslin zwiazany moze by¢ z mechanizmami ksztattujacymi tolerancje na

warunki stresowe.
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Wykres 23. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanéw nukleotydow Am pochodzqcych z frakcji
matych RNA w poszczegolnych liniach; £ SD. Linie tolerancyjng poddang zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjng linie kontrolng oznaczono jako

KTL, a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL.

Analiza zawartosci Am wskazuje na istotne zmiany w poziomie tej modyfikacji

pod wplywem rozwoju rosliny kontrolnej linii wrazliwej. Jednoczesnie u rosliny SL
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poddanej warunkom stresowym poziom Am byl istotnie nizszy niz u rosliny kontrolne;j.
Odwrotna zalezno$¢ zaobserwowalam u linii tolerancyjnej, gdzie pod wptywem stresu
dochodzito do istotnego wzrostu zawartosci Am, w poréwnaniu do roslin kontrolnych
w dniu 7. Modyfikacja ta jest stosunkowo rzadka u organizméw wyzszych, a blizsza jej
rola w sekwencji tRNA nie jest poznana. Jej obecno$¢ zostata potwierdzona réwniez
w sekwencjach rRNA i snRNA (Limbach i in. 1994; Guymon i in. 2006). Przeprowadzone
przeze mnie obserwacje pozwalaja na stwierdzenie, ze istnieje pozytywna korelacja

poziomu Am z cecha tolerancji na stres herbicydowy wywotany Roundup.

z
OKSL ESL BKTL ETL linia i dzien

zawarto$¢ nukleotydu [%]

dzien 0 dzien 7
Wykres 24. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanéw nukleotydow Z pochodzqcych z frakcji
matych RNA w poszczegdlnych liniach; * SD. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolng oznaczono jako

KTL, a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL.

Obserwowana zmiana w poziomie modyfikacji opisanej przeze mnie jako Z wydaje
si¢ interesujaca w kontekscie odpowiedzi na stres wywotany Roundup. Zaréwno dla linii
tolerancyjnej, jak 1 wrazliwej zaobserwowalam istotne obnizenie zawartosci tego
nukleotydu po 7 dniach. Jednocze$nie u roslin kontrolnych SL nie zanotowano istotnej
zmiany zawartosci Z, a u TL podniesienie jej ilosci. Postuluje, ze opisane zmiany
w zawartosci te] modyfikacji moga by¢ zwiazane z pojawieniem si¢ warunkéw stresowych
i sa one podobne dla SL i TL. Wydaje sig, ze skoro zmiany te maja podobny charakter

w przypadku obu linii, to zmiana zawarto$ci Z nie jest zwiazana z cecha tolerancji na stres,
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a jedynie jego skutkiem. Badana modyfikacja Z nie jest scharakteryzowana w atlasach
nukleotydéw, co wydaje si¢ jeszcze ciekawsze. Obecnie poddawana jest ona dalszym

analizom w celu jej identyfikacji, okreslenia sktadu 1 budowy chemiczne;.
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Wykres 253. ZawartoS¢ monofosforanow nukleotydow U pochodzqcych z frakcji matych RNA
w poszczegolnych liniach; + SD. Linie Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono jako TL,
linie wrazliwg poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolnq oznaczono jako KTL,

a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL.

Analiza zawartosci nukleotydu U w analizowanych liniach pozwolila na
stwierdzenie, ze jego poziom dynamicznie zmienia si¢ w trakcie wzrostu rosliny. U linii
tolerancyjnej zaobserwowalam po 7 dniach obnizenie zawartosci U w przypadku linii
kontrolnej i poddanej stresowi. Proporcja zawartosci U w tych roslinach byta podobna jak
w dniu 0. U linii wrazliwej zanotowano istotne obnizenie poziomu U u roslin poddanych
stresowi. Zauwazylam, ze zjawisko to moze by¢ zwigzane z obnizeniem pod wplywem
stresu u linii wrazliwej na Roundup transkrypcji sekwencji bogatych w U. Mozliwe, ze
zjawisko to zwiazane jest z wrazliwos$cia rosliny na zastosowane warunki stresowe lub
wigza¢ si¢ z kierowaniem komoérek na drogg apoptozy i tym samym obniZzeniem

transkrypcji.
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Wykres 26. Zawartos¢ monofosforanéw nukleotydow T pochodzacych z frakcji matych RNA
w poszczegolnych liniach; + SD. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono jako TL, linie
wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjnq lini¢ kontrolng oznaczono jako KTL, a wrazliwg

linie kontrolng jako KSL.

Tymina nalezy do podstawowych nukleotydéw tworzacych tancuchy DNA, w RNA
zaliczana jest do modyfikacji sekwencji. Zaistniate warunki stresowe spowodowaty istotny
wzrost zawartosci T w RNA w linii wrazliwej po 7 dniach. Podobnie zachowata sig roslina
kontrolna i roslina poddana stresowi, dlatego zmiang t¢ powinno si¢ wigza¢ z procesem
wzrostu i rozwoju tkanek ros§linnych, a nie reakcja na stres. Jednoczes$nie nalezy zauwazyc,
ze u lini1 wrazliwej ilos¢ sekwencji RNA bogatych w T w dniu 7. byla wigksza niz u linii
tolerancyjnej. Zmiany te mozna wigza¢ ze specyfika mechanizméw komodrkowych
i transkrybowanych sekwencji charakterystycznymi w danej linii. Pod wptywem stresu

w czasie 7 dni nie zaobserwowatam istotnych zmian w zawartosci T u linii tolerancyjne;.
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Wykres 27. Zawartos¢ monofosforanow nukleotydow C pochodzacych z frakcji matych RNA
w poszczegolnych liniach; * SD. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono jako TL, linie
wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjng lini¢ kontrolng oznaczono jako KTL, a wrazliwg

lini¢ kontrolng jako KSL.

Cytozyna podobnie, jak U stanowi podstawowy nukleotyd budujacy sekwencje
komérkowych RNA. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wnioskowaé, ze
zawartos¢ C w badanych RNA ulegla nieznacznym zmianom u linii tolerancyjnej
w okresie 7 dni od wprowadzenia warunkéw stresowych. U linii  wrazliwej
zaobserwowalam obnizenie zawartosci C po 7 dniach, ale jej poziom byt poréwnywalny
u ro$lin kontrolnych i poddanych stresowi. Sadzg, ze C jako podstawowy nukleotyd RNA
nie bierze udziatu w reakcji na stres wywotlany dziataniem Roundup. Obserwowane przeze
mnie zmiany moga by¢ wywotane wzrostem i1 rozwojem ro$liny, w przypadku linii
tolerancyjnej. Obnizenie zawartosci C u linii wrazliwej moze by¢ zwiazane z powolng

$miercia rosliny i zmniejszeniem intensywnosci transkrypcji.
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Wykres 28. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanéw nukleotydéw m’C/m’G pochodzqcych
z frakcji matych RNA w poszczegolnych liniach; + SD. Linie tolerancyjnq poddanq zabiegowi
oznaczono jako TL, linie wrazliwq poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolng

oznaczono jako KTL, a wrazliwg linie¢ kontrolng jako KSL.

Analiza zawartoéci m°C i m'G (oznaczono m5C/m7G) nie ukazata po 7 dniach od
zabiegu natrysku herbicydem u linii tolerancyjnej duzych zmian w poziomie tych
modyfikacji w poréwnaniu z dniem 0. Jednoczesnie zmiana wystapifa u roslin kontrolnych
linii tolerancyjnej. W przypadku linii wrazliwej po 7 dniach obnizyta si¢ zawarto$¢
m’C/m’G uroélin kontrolnych. Tak istotna zmiana moze by¢ wywolana zmianami
zachodzacymi w metabolizmie wzrastajacej rosliny. Postuluje sig¢, ze modyfikacje
nukleotydéw: Cm, m°C i m*G biora udzial w odpowiedzi na stres oksydacyjny (Chan i in.
2010). Stwierdzono réwniez, ze utrata m°C prowadzi do obnizenia poziomu biosyntezy
biatek i moze wiaza¢ si¢ z funkcja regulatorowa w warunkach stresowych (Tuorto i in.
2012). Przeprowadzone przeze mnie analizy nie wskazuja na zaangazowanie m’°C
w odpowiedz 1 ksztalttowanie odpornosci na stres herbicydowy u kukurydzy. Obnizenie
ilosci metylowanych nukleotydéw w linii kontrolnej wrazliwej taczy¢ mozna z procesem

rozwoju rosliny i zwigzana z tym ich aktywacja.
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Wykres 29. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanéw nukleotydow Cm pochodzqcych z frakcji
matych RNA w poszczegolnych liniach;, = SD. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjng linie kontrolng oznaczono jako

KTL, a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL.

Na podstawie obserwacji poziomu zawartosci Cm u kukurydzy moge stwierdzi¢, ze
w przypadku linii tolerancyjnej nie odnotowatam istotnych zmian u ro$lin kontrolnych
i poddanych stresowi po 7 dniach. Zawarto§¢ Cm u linii tolerancyjnej obnizyta sig
nieznacznie po tygodniu od zastosowania zabiegu oprysku herbicydem. U roslin linii
wrazliwej zauwazylam podniesienie zawartosci Cm po tygodniu od zastosowania
warunkéw stresowych u roslin traktowanych herbicydem i roslin kontrolnych. Jak
wczesnie] wspomniano obecno$¢ modyfikacji Cm wigzana jest z reakcja na stres
oksydacyjny (Chan i in. 2010). Potwierdzony zostat réwniez jej zwiazek z powstawaniem
nowotwordéw, jednak zaleznie od rodzaju guza wskazuje si¢ na wzrost lub spadek poziomu
Cm w tkance (Dirheimer i in. 1995). W przypadku obserwowanych przeze mnie zmian sa
one zbyt niskie, aby na ich podstawie wnioskowa¢ o zaangazowaniu modyfikacji Cm
w odpowiedz na zastosowany stres herbicydowy. Mozna jednak stwierdzi¢, ze w procesie

rozwoju roslin linii wrazliwej zmacznie wzrosta ilos¢ modyfikacji Cm.

162



Wyniki i dyskusja

G
30 : e
OKSL ESL BEKTL ETL linia i dzien

zawarto$¢ nukleotydu [%]

dzien 0 dzien 7

Wykres 30. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanow nukleotydow G pochodzqcych z frakcji
matych RNA w poszczegolnych liniach;, = SD. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwq poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolng oznaczono jako

KTL, a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL.

U linii wrazliwej po 7 dniach od zastosowania stresu herbicydowego
zaobserwowalam zwigkszenie zawartosci nukleotydu G w analizowanej frakcji RNA. Dla
linii tolerancyjnej po 7 dniach zanotowalam nieznaczne réznice w zawartosci G u roslin
kontrolnych i poddanych stresowi. Mozliwe, ze duzo wigksza ilo§¢ G zwiazana jest
z synteza w komdrce matych RNA o sekwencjach bogatych w G w odpowiedzi na
zaistniale warunki stresowe. Reakcja ta wydaje si¢ mie¢ zwiazek z wrazliwoscia linii na
dziatanie herbicydu Roundup. Jednoczesnie u linii tolerancyjnej widoczna jest przeciwna

tendencja, czyli obnizenie ilosci G pod wptywem warunkéw stresowych.
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Wykres 31. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanéw nukleotydéw m°G pochodzqcych z frakcji
matych RNA w poszczegolnych liniach, #* SD. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwg poddang zabiegowi jako SL, tolerancyjng linie kontrolng oznaczono jako

KTL, a wrazliwq linie kontrolnq jako KSL.

Przeprowadzona przeze mnie analiza zmian zawartoéci m°G nie wykazata
istotnych statystycznie zmian pomigdzy roslinami badanymi, a kontrolnymi danej linii
w zadnym z punktéw czasowych. Zaobserwowalam podniesienie zawartosci tej
modyfikacji w linii tolerancyjnej po tygodniu wzrostu ro$lin. Odnotowano, ze pod
wplywem stresu oksydacyjnego ilo§¢ m’G w komoérkach bakteryjnych malata (Chan i in.
2010). Przeprowadzone badania pozwalaja na wnioskowanie, ze w przypadku kukurydzy
nie byty obecne istotne zmiany w poziomie m*G w odpowiedzi na stres herbicydowy.

Do tej pory prowadzone byly préby skorelowania obecnosci modyfikowanych
nukleotydow w tRNA ze stanami chorobowymi u ludzi. Badano zwiazek modyfikacji
obecnych w sekwencji tRNA w kontekScie zachorowania na raka. Odnotowano, ze
w komorkach rakowych sekwencje tRNA sa hipermodyfikowane, w poréwnaniu z tymi
pochodzacymi z tkanek zdrowych (Dirheimer i in. 1995). Wykazano réwniez obecno$¢
m®A w sekwencji mRNA oraz odnotowano obecnos§¢ biatek specyficznie wiazacych tg
modyfikacjg, co moze sugerowaC jej funkcje regulatorowa. Zaobserwowano, ze
szczegblnie czgste wystgpowanie m®A ma miejsce w poblizu kodonu STOP przy koncu 3’
— UTR oraz w rejonach intronowych genomu (Song i in. 2012). Pomimo prowadzonych

analiz nie udato si¢ definitywnie okresli¢ roli poszczegdlnych modyfikacji. Wydaje sig, ze
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tak duza ich r6znorodno$¢ odgrywa istotng rolg¢ w ksztattowaniu struktur RNA i zwigzana
z nimi mozliwo$¢ oddzialywania z innymi molekutami komérkowymi, jak biatka i inne
RNA. Postuluje si¢ niezwykle duzy potencjat regulatorowy malych RNA oraz istotny
wplyw na ich aktywno$¢ obecnych w sekwencji modyfikacji (Kellner i in. 2010).
Whioskujg, ze w odpowiedzi na stres zaangazowana jest niezidentyfikowana, opisana
przeze mnie jako Z modyfikacja nukleotydu. Postuluje réwniez zaangazowanie
modyfikowanych nukleotydéw Gm/Q i Am i ich pozytywna korelacj¢ z cecha tolerancji na

stres wywotany dziataniem Roundup.

|mil, A, miG, yW, A |

| I, Gm, Cm, m*C, ¥, mcm°U, mem?s?U, ncm®U, ncm*Um |

Rysunek 36. Il — rzedowa struktura tRNA z zaznaczonymi miejscami wystepowania modyfikowanych
nukleotydow (Fields i in. 2013).

Na ponizszym rysunku przedstawitam struktur¢ tRNA w celu zobrazowania miejsc
wystgpowania w nim modyfikowanych nukleotydéow (Rysunek 36.). Wykres przedstawia
zbiorcza analiz¢ zawartosci poszczegélnych nukleotydéw badanej frakcji matych RNA

(Wykres 32.).
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01 KSL sL KTL TL KSL"7" sL 7" KTL"7" L7
ou 9,70 19,12 21,96 14,35 8,58 5,55 15,96 11,09
T 3,50 4,16 10,09 7,32 11,99 11,27 10,15 8,27
me 13,49 19,39 14,57 13,69 9,67 943 13,44 16,07
Em5C/m7G 16,38 487 522 7,91 570 4,82 9,26 7,20
ECm 2,57 3,88 6,07 3,93 4,91 6,82 5,58 3,29
E6 14,64 18,33 11,88 18,54 14,04 25,44 15,60 16,86
Em2G 8,85 7,67 4,95 447 7,88 7,97 6,35 5,51
EGm/Q 11,16 541 6,56 6,94 9.1 9,12 4,04 8,33
WAm 14,69 13,46 15,89 20,17 23,84 17,56 16,07 22,32
Bz 5,02 372 2,82 2,68 428 2,02 3,55 1,06

Wykres 32. Zawartos¢ modyfikowanych monofosforanéw nukleotydow pochodzqcych z frakcji
matych RNA w poszczegolnych liniach; * SD. Linie tolerancyjnq poddang zabiegowi oznaczono
jako TL, linie wrazliwq poddanq zabiegowi jako SL, tolerancyjnq linie kontrolngq oznaczono jako
KTL, a wrazliwg linie kontrolng jako KSL. Linie tolerancyjng po 7 dniach od zabiegu oznaczono
jako TL”7”, linie wrazliwg po 7 dniach od zabiegu jako SL”7”, tolerancyjnq linie kontrolng po 7

dniach od zabiegu oznaczono jako KTL, a wrazliwg linie kontrolng po 7 dniach od zabiegu jako
KSL.
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6.7. Analiza wplywu czynnikéw aktywnych herbicydéw na wydajnos¢ wigzania aa-
tRNA do rybosomu na matrycy poliU

Kofncowym etapem ekspresji gendw kodujacych biatka w komorce jest proces
translacji, ktéry prowadzi do powstania polipeptydéw. Prawidlowe zwijanie tahcuchéw
polipeptydowych i ich modyfikacje potranslacyjne skutkuja powstaniem zestawu
aktywnych biatek istniejacego w komorce w danych warunkach (Kozak 2005). Za syntezg
polipeptydéw na matrycy mRNA odpowiedzialny jest rybosom, niezwykle skomplikowana
strukturalnie nukleoproteinowa makromolekuta. Wykazano, ze w genomie organizmow
wyzszych tylko kilka procent genomu stanowia sekwencje kodujace, a maszyneria
translacyjna to okoto 30% suchej masy komérki (Blaszczyk i in. 2007). W powstanie
rybosomu, a nastgpnie wtasciwe funkcjonowanie procesu translacji zaangazowanych jest
ponad 200 czynnikéw biatkowych 1 sa to procesy wysoce energochtonne. Procesy
zwiazane z powstawaniem maszynerii translacyjnej oraz jej dojrzewaniem przebiegaja
z bardzo duza doktadnos$cia, prawdopodobnie ze wzgledu na ilo$¢ energii konieczna dla
ich prawidlowego zaj$cia (Kressler 1 in. 2010). Jednoczesnie wykazano, ze rybosom
posiada umiejetno$¢ weryfikacji czy zostal zwiazany wilasciwy aa-tRNA w miejscu A
ijego ewentualnego uwolnienia w przypadku zwiazania niewtasciwej czasteczki
(Pechmann i in. 2013). Tak duze zaangazowanie mechanizméw komérkowych w proces
translacji dowodzi jego wielkiej wagi dla witasciwego funkcjonowania komoérek, a tym
samym catych organizméw (Horiguchi i in. 2012). Na podstawie badah polegajacych na
wprowadzaniu mutacji zaré6wno w sekwencje bialek rybosomalnych, jak i rRNA
stwierdzono, ze ich wlasciwa, poprawna sekwencja jest bardzo wazna dla prawidtowego
przeprowadzania przez rybosom biosyntezy biatka. Stwierdzono, ze mutacje w obrgbie
biatek powodowaly zmiany w rozwoju komorek 1 ich funkcjonowaniu (Horiguchi i in.
2011; Szakonyi i in. 2011). Analizowalam réwniez ich wptyw na aktywnos¢ i lokalizacjg
komérkowa ukladéw translacyjnych w warunkach stresowych (Baluska i in. 2000;
Sormani i in. 2011). Stwierdzono bezposredni zwiazek pomigdzy zaistnialtym stresem,
rowniez oksydacyjnym, a mechanizmami inicjacji translacji. W warunkach stresowych
czesto mamy do czynienia z inicjacja z miejsca wewngtrznego wiazania rybosomu (IRES,
ang. internal ribosome entry site) (Macejak i in. 1991; Dutkiewicz i in. 2006).

Dobrze poznane i czgsto stosowane w badaniach struktury, jak i przebiegu procesu
translacji sa niskoczasteczkowe zwiazki chemiczne — antybiotyki. Obecnie antybiotyki sa

bardzo szeroko stosowane w leczeniu zakazen bakteryjnych, a takze jako sondy
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pomagajace bada¢ procesy biologiczne zwiazane z translacja (Falconer i in. 2011).
Antybiotyki wiazac si¢ w miejscach specyficznych dla wiazania czasteczek tRNA lub
miejscu katalitycznym rybosomu hamuja jego aktywnos$¢ (Yarmolinsky i in. 1959). Nie sa
to jednak jedyne czasteczki majace wptyw na aktywnos$¢ rybosoméw. Dowiedziono, ze
naturalnie wystepujace zwiazki pochodzenia roslinnego jak sarcyna i rycyna powoduja
specyficzne przeciecie TRNA w obrebie petli sarcyny-rycyny powodujac bezpowrotna
utratg aktywnosci rybosomu (Garcia-Ortega i in. 2010).

Sktadniki aktywne stosowanych w pracy herbicyddw réwniez stanowia
matoczasteczkowe zwiazki chemiczne. Ich aktywno$¢ w komdrce i hamowane szlaki
metaboliczne zostaty do$¢ dobrze opisane w literaturze. Brak jednak doniesien czy istnieje
jakikolwiek wptyw herbicydéw na aktywno$¢ uktadu translacyjnego. Pierwszym i bardzo
waznym etapem translacji jest zwigzanie czasteczki aminoacylowanego tRNA (aa-tRNA)
do rybosomu na matrycy mRNA. Eksperymentalnie sprawdzitam czy czynniki aktywne
stosowanych herbicydéw, jak i same komercyjnie dostgpne srodki Roundup, Titus i Basta
maja wptyw na wydajnos$¢ wigzania aa-tRNA do rybosomu czyli reakcji wiazania (RW).

Dysponujac aktywnym uktadem translacyjnym in vitro, uzyskanym z kontrolnej
linii tolerancyjnej wprowadzitam do $rodowiska reakcyjnego czynnik aktywny danego
herbicydu i badatam wydajno$¢ wiazania aminoacylowanego tRNA do rybosomu w tych
warunkach. Uzyskane wydajnosci wiazania aa-tRNA do rybosomu przy udziale kazdego
z czynnikow aktywnych oraz dla reakcji kontrolnej przedstawitam na wykresach 33-35.

Dokonatam analizy statystycznej uzyskanych analiz wykonanych w trzech
powtdérzeniach technicznych. Na podstawie wykresu mozna wnioskowaé, ze czynniki
aktywne herbicydow nie wiaza si¢ w zadnym z miejsc istotnych dla zajscia reakcji RW
w jego centrach aktywnych. Sugerujg¢, ze jesli nawet czynniki aktywne reaguja
z poszczegllnymi sktadnikami uktadu translacyjnego, to nie ma to wptywu na aktywnos$¢

i wydajnos¢ pracy takiego uktadu.
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4
zizzz#7) Glifosat

C [M]- Glifosat 0,18 0,018 0,0018 0,00018
% - Roundup 1,0 0.1 0,01 0,001

0,0001 0,00001

Wykres 33. Analiza poziomu wiqzania aa-tRNA do rybosomu na matrycy poliU pod wpltywem
glifosatu i Roundup; p<0,05; #SD.

Dodanie przeze mnie glifosatu (czynnika aktywnego herbicydu Roundup)
w malejacych stezeniach nie spowodowato statystycznie istotnych zmian w wydajnosci
wigzania aa-tRNA do rybosomu. Zastosowanie w tych samych stgzeniach herbicydu
Roundup spowodowato wyrazny spadek wydajnosci reakcji wiazania. Wykazatam, ze
komercyjnie dostgpny herbicyd cechuje duza kwasowos¢. Postanowitam przeanalizowac
jak ksztattowato si¢ pH reakcji RW pod wptywem dodatku herbicydu i wykazatam, ze
warto$¢ ta znacznie spadta i wynosila okoto 4,6. Prowadzone przez innych badaczy
eksperymenty pozwalaja na wnioskowanie, ze to wlasnie wartos¢ pH wptywa na obnizenie
wydajnosci wigzania aa-tRNA do rybosomu. Opisano, ze zmiany pH reakcji ponizej 7
wplywaja na znaczne obnizenie jej wydajnosci. Postulowano, ze zmiany kwasowos$ci moga
wptywac na zmiany konformacyjne wewnatrz rybosomu oraz zaktéca¢ powinowactwo aa-
tRNA do rybosomu (Maden i in. 1968; Johansson i in. 2011). Wnioskujg, Zze oparta na
podobnych zasadach inhibicj¢ wydajnosci reakcji obserwowatam pod wptywem Roundup.
Przeprowadzone analizy pozwalaja mi na stwierdzenie, ze prawdopodobnie czynnik
aktywny herbicydu nie wiaze si¢ z rybosomem w zadnym z miejsc bedacych kluczowymi
dla zajécia reakcji RW. Nie moge jednak wykluczy¢, ze czasteczka glifosatu oddziatuje
zrybosomem lub czasteczka tRNA. W przypadku zastosowania $rodka komercyjnego,

jego skiad chemiczny nie zostal opublikowany, co nie pozwala mi na wnioskowanie
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o wpltywie poszczegdlnych sktadnikéw na wydajnosc reakcji RW. Postulujg, ze to wtasnie
substancje towarzyszace zawarte w herbicydzie wplywaja na zaobserwowany efekt
inhibicji RW. Szacuje sig¢, ze czynnik aktywny stanowi okoto 1-2% komercyjnie
dostgpnego Srodka ochrony roslin, a pozostala jego czgs¢ to substancje towarzyszace

utatwiajace jego rozprowadzanie na polu, osadzanie na lisciach i wnikanie do rosliny.

-
v v

N

21 |

1 0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001 0

C [%]
Wykres 34. Analiza poziomu wiqzania aa-tRNA do rybosomu na matrycy poliU pod wpltywem
rimsulfuronu i Titus; p<0,05; £ SD.

Zastosowanie dodatku czynnika aktywnego herbicydu Titus (rimsulfuronu), jak
i komercyjnego roztworu herbicydu nie wywotato istotnych zmian w wydajnosci zajscia
reakcji wigzania aa-tRNA do rybosomu. Analogicznie do badan przeprowadzonych dla
glifosatu postanowitam przeanalizowa¢ wpltyw Srodka ochrony roslin na pH reakcji.
Wykazalam brak zmian w wartoSci pH, ktore moglyby wplynaé na przebieg reakcji
(Maden i in. 1968; Johansson i in. 2011). Obserwacja ta pozwala mi na stwierdzenie, ze
wczesniej zaproponowany zalezny od pH mechanizm inhibicji reakcji RW wydaje si¢

prawdopodobny.
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Wykres 35. Analiza poziomu wiqzania aa-tRNA do rybosomu na matrycy poliU pod wptywem
glufosynatu i Basta; p<0,05; £ SD.

Analogiczna analiz¢ wydajnosci reakcji wiazania aa-tRNA do rybosomu na
matrycy poliU przeprowadzilam réwniez dla czynnika aktywnego i herbicydu Basta.
Uzyskano wyniki podobne, jak w przypadku herbicydu Titus. Nie zaobserwowatam
istotnych zmian w wydajnosci reakcji RW. Postuluje, ze czynnik aktywny, jak i pozostate
sktadniki herbicydu nie wiaza si¢ w miejscach istotnych dla zajscia reakcji wiazania. Nie
zanotowatam réwniez zmian w poziomie pH reakcji.

Przeprowadzone analizy pozwalaja na konkluzjg, ze czynniki aktywne
zastosowanych w badaniach herbicydéw nie oddziatuja z rybosomem i tRNA w miejscach
kluczowych dla ich aktywnosci. Jednocze$nie nie mozna wykluczy¢, ze zwiazki te moga
oddziatywa¢ z tak duza molekula jak rybosom w innym miejscu i modulowaé jego
aktywno$¢ w procesie translacji. Zweryfikowanie tej teorii wymaga dodatkowych analiz
polegajacych na wykonaniu reakcji translacji in vitro w warunkach stresowych. Mozna
wnioskowa¢, ze dodatek herbicydu Roundup wptywal na obnizenie pH reakcji, co

korelowalo z obnizeniem jej wydajnosci.
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7. Whioski

Podjeta przeze mnie praca eksperymentalna zmierzata do poznania mechanizméw

molekularnych lezacych u podioza odpornosci kukurydzy na dziatanie herbicydu Roundup

oraz ich wzajemne skorelowanie.

W wyniku przeprowadzonych prac badawczych:

scharakteryzowatam zmiany fenotypowe roslin pod wplywem stresu
wywotanego herbicydami Roundup, Titus i Basta;

opisatam fenotyp kukurydzy wykazujacej tolerancj¢ na Roundup
i powiagzatam go z mechanizmem obronnym polegajacym na kumulowaniu
glifosatu w koncach lisci;

wytypowatam geny prawdopodobnie zaangazowane w ksztattowanie cechy
tolerancji na Roundup: RLK, AGLP, NA2,NA4,IMP i SCP oraz wyjasnitam
ich mozliwa rolg petniona w ksztattowaniu odpornosci;

zaproponowatam pomiar poziomu transkryptu NA4 jako test pozwalajacy
na roznicowanie kukurydzy pod wzgledem odpornosci na glifosat;
oznaczytam poziom globalnej metylacji u badanych linii kukurydzy
i stwierdzilam jego zwiazek (obnizenie globalnej metylacji) z cecha
odpornosci na stres herbicydowy;

okreslitam obecno$¢ znacznikéw epigenetycznych w obrgbie sekwencji
genu AGLP, RLK i NA4, ktére wskazuja na ich obecno$¢ w euchromatynie;
skorelowatam wzrost ekspresji gendw AGLP i NA4 z obecnos$cia znacznika
AcK9H3 w obrebie ich sekwencji;

scharakteryzowatam zmiany zawartosci modyfikowanych nukleotydéw
w puli matych RNA 1 wskazalam na ich mozliwa funkcj¢ regulacyjna
zwiazang z odpowiedzig na stres herbicydowy;

zaobserwowalam nowe modyfikacje nukleotydow RNA;

stwierdzilam, ze czynniki aktywne herbicydow nie maja wplywu na

wydajnos$¢ wigzania aa-tRNA do rybosom6éw na matrycy poliA.

Reasumujac, okreslitam geny, ktére prawdopodobnie biora udziat w ksztaltowaniu

cechy tolerancji na glifosat u kukurydzy i zaproponowatam, ktéry z nich moze zosta¢

zastosowany jako biomarker réznicujacy te cechg. Wykazatam zmienno$¢ znacznikéw

epigenetycznych i modyfikowanych nukleotydéw RNA oraz skorelowatam je ze zmianami

w poziomie ekspresji gendw w reakcji na stres wywotany Roundup.
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XLII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Olsztyn,
8-11.09.2008

195




Zyciorys naukowy

PATENTY:

ZGOSZENIA
PATENTOWE

A. M. Kietrys, K. quowska—Zywicka, T. Twardowski

The function of the translating ribosome: Conformational changes of large
ribosomal subunit

XLII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Szczecin,
18-21.09.2007

A.M. Kietrys, K. quowska—Zywicka, T. Twardowski

Rybosom eukariotyczny jako dynamiczny makrokompleks molekularny
XLI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Biatystok,
12-15.09.2006

A.M. Kietrys, K. quowska—Zywicka, T. Twardowski

Antisense strategy in the investigation of ribosomal conformational
changes

1st BioScience Partnering Event: Berlin-Brandenburg triffts Poznan,

Poznan, 30-31.03.2006

M. Figlerowicz, A. Tyczewska, T. Twardowski, A.M. Kietrys, A. Szopa
,»3posoéb inhibowania rybonukleazy Dicer, inhibitor rybonukleazy Dicer
oraz zastosowanie aptamerdw RNA jako inhibitoréw rybonukleazy Dicer”

2011/0207,197

H. Jakubowski, T. Twardowski, M. Figlerowicz, L. Handschuh,
A.M. Kietrys, D. Gurda, J. Syszynska-Zajczyk

Zgloszony wniosek patentowy: 28.12.2012 P- 402289 w Urzedzie
Patentowym RP

,Biomarker molekularny, narzedzie diagnostyczne do okre$lania ryzyka
choréb uktadu krazenia, zastosowanie biomarkeréw molekularnych”

H. Jakubowski, T. Twardowski, M. Figlerowicz, L. Handschuh,
A.M. Kietrys, D. Gurda, J. Syszynska-Zajczyk

Zgloszony wniosek patentowy: 28.12.2012 P-402291 w Urzedzie
Patentowym RP

,»3posdb okreslania ekspresji czasteczek miRNA”
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UDZIAL W
PROJEKTACH:

M. Korbin, A. Kuras, S. Keller-Przybytkowicz, J. Adamczyk,
T. Twardowski, A.M. Kietrys, A.Szopa, K. Adamczewski

Zgloszony wniosek patentowy: 11.01.2011 P 393620 w Urzedzie
Patentowym RP

"Sposéb precyzyjnego odrdzniania genotypéw kukurydzy, uproszczony
test molekularny oraz specyficzny biomarker Identyfikacyjny”

T. Twardowski, A.M. Kietrys, A.Szopa, K. Adamczewski, J. Adamczyk,
M. Korbin, P. Kuchta, A. Kuras, S. Keller-Przybylowicz, M. Figlerowicz,
A. Zmienko, M. Géralski

Zgloszony wniosek patentowy: 31.08.2010 P 392284,
[WIPO ST 10/C PL392284] w Urzedzie Patentowym RP

»3posdb okreslania odporno$ci linii kukurydzy na warunki stresu
herbicydowego, zestaw diagnostyczny do okreslania odporno$ci linii
kukurydzy na warunki stresu herbicydowego oraz zastosowanie

aptameréw RNA do detekcji odpornych i/lub wrazliwych linii kukurydzy”

Projekt badawczy zamawiany przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyiszego Nr PBZ-MNiSW-2/3/2006/7 ,,Opracowanie
nowoczesnych  genetyczno-molekularnych  metod  diagnostycznych
stuzacych do charakterystyki genetycznego podtoza cech odpornosci na
stresy biotyczne i abiotyczne roslin uprawnych w Polsce, w szczegdlnoSci
metod przydatnych do wyznaczania zmiennosci form allelicznych genéw
waznych dla selekcji udoskonalonych odmian, okreslania zakresu
wspoéldziatania genéw, konstruowania nasyconych markerami map

genetycznych oraz mapowania cech ilosciowych” - Wykonawca

Projekt promotorski Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyzZszego Nr
N N310 043738 , Korelacja epigenetycznych modyfikacji DNA i bialek
histonowych jako mechanizm odpowiedzi ro$liny na warunki stresu

herbicydowego” — Wykonawca

Projekt badawczy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Nr N
N310 309839 ,Alternatywny splicing u kukurydzy zwyczajnej

indukowany w warunkach stresu herbicydowego” — Wykonawca
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KURSY I
SZKOLENIA:

NAGRODY 1
STYPENDIA:

Projekt badawczy MNIil 2654/B/P01/2009/36 ,,Kroétkie czasteczki RNA
jako regulatory aktywnoS$ci enzymatycznej ludzkiej rybonukleazy Dicer” —

Wykonawca

Projekt w ramach Poddzialania 1.3.2 osi priorytetowej 1. Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, 2007-2013, konkurs 1/2008
POIG.01.03.02-00-007/08

»Uzyskanie ochrony patentowej aptameréw RNA jako inhibitoréw

rybonukleazy Dicer” — Wykonawca

Projekt badawczy narodowego Centrum Nauki Nr N N310 769040
»Male niekodujace RNA i zmiany w degradomie ro$linnym jako

mechanizm odpowiedzi na warunki stresu herbicydowego” — Wykonawca

28.9.2012 Poznanska Noc Naukowcéw prezentacja: ,,Szybko tak poznad
dziedziczenia szlak”

27.3.2012 Poznanski Festiwalu Nauki i Sztuki, Poznan: prezentacja
~Magia Swiatta i Barw”

12-15.10.2011 Workshop on Intellectual Property ICGEB, Krakéw
23.09.2011 Poznanska Noc Naukowcow prezentacja ,,Daj si¢ opromienic¢”
24.09.2010 Poznanska Noc Naukowcow prezentacja ,,Architektura zycia”
27.07.2010 Poznan, Szkolenia: “Badania stosowane. Jak je
komercjalizowac?”, ,,Tworzenie spétek spin-off przez naukowcéw”
25.09.2009 Poznanska Noc Naukowcéw prezentacja ,.Jak wygladaja
geny?”

7-10.04.2008 Triest, Kurs teoretyczny ,,RNA Structure and Function”

Stypendium w ramach programu "Wsparcie stypendialne dla doktorantéw
na kierunkach uznanych za strategiczne z punktu widzenia rozwoju
Wielkopolski" -2010/2011

Nagroda rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu za ,,Wyniki
w studiach” — 2009

IT miejsce w Konkursie na najlepsza prac¢ magisterska przygotowana
i obroniona na Akademii Ekonomicznej w Poznaniu w roku akademickim

—2005/2006
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INNE AKTYWNOSCI:

2012-2013 Petnomocnik ds. rozwoju regulaminu przy Radzie Samorzadu
Doktorantéw Polskiej Akademii Nauk

2012-2013 Cztonek Rady Samorzadu Doktorantéw Srodowiskowego
Studium Doktoranckiego przy IChB PAN, Zastgpca Przewodniczacego
Komisji Socjalnej

2011-2012 Przewodniczaca Rady Samorzadu Doktorantéw
Srodowiskowego Studium Doktoranckiego przy IChB PAN

2011 Cztonek Grupy Inicjatywnej organizujacej Samorzad Doktorantéw
Srodowiskowego Studium Doktoranckiego przy IChB PAN
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10.  Zalaczniki
Zatacznik 1.

Tabela 26. Lista genow wykazujqcych najwiekszq zmiennosc ekspresji u kukurydzy pod wptywem herbicydu Roundup uzyskana w wyniku analizy ekspresji genow

z wykorzystaniem mikromacierzy oligonukleotydowych z sondami specyficznymi dla Zea mays. Kolorami oznaczono:pomaranczowy - zmiana poziomu ekspresji

na poziomie < 0,5, Zottym - zmiana poziomu ekspresji < 1,01 >0,5, jasnozielony - zmiana poziomu ekspresji <1,0 i >2, ciemnozielony - zmiana poziomu ekspresji

2.
Poréwnywane warunki
Zmiana poziomu ekspresji
i @' ~ Nazwa genu wg przypisania sondy na macierzy
A N .| - . .
_| | 3 o | & e - 7 =1 ID genu oligonukleotydowej
7] 7] - o 7] ) X 0 X @ i
X X (7] 7] ~ |§ v = = = 2 (W I- ang.)
= x = : L %3 ~ ~ ~ |~
E|E[F|S|E (58l g | 7|32
E Fl ¥ (28] ¥ X
X | =
2 |
0,9 1,2 1,5 1,2 MZ00030976 | unknown protein
MZ00013307 | hypothetical protein
MZ00030874 | receptor-like kinase
expressed protein, having alternative splicing product, putative RNA
MZ00017126 | pol Il accessory factor
MZ00039799 | peroxisomal membrane protein OsPex14p
MZ00040755 | translation factor-like
MZ00000632 | NA
MZ00001442 | hypothetical protein similar to Arabidopsis thaliana chromosome 2
MZ00039792 | NA
MZ00031239 | OSJNBa0072F16.6
MZ00015907 | hypothetical protein
MZ00018341 | unknown protein
MZ00046467 | putative receptor protein kinase
MZ00037049 | NA
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Porownywane warunki
Zmiana poziomu ekspresji

KTL-KSL

TL-SL

TL"7:-SL”&”
(TL-KTL) - (SL-KSL)
KTL"7"-KTL

TL”7”-TL

KSL"”7”-KSL

SL”7”-SL

ID genu

Nazwa genu wg przypisania sondy na macierzy
oligonukleotydowej
(w j. ang.)

MZ00050258

putative beige protein

MZ00040918

histone H2B.2.

MZ00028420

putative ATPase ATP1

MZ00052141

unknown protein

MZ00016059

hypothetical protein

MZ00016669

putative chelatase subunit

MZ00016237

putative pseudouridylate synthase

MZ00043814

NA

MZ00041513

wound-induced protease inhibitor

MZ00036338

unknown protein

MZ00041278

chitinase

MZ00030918

putative auxin response factor

MZ00016946

AT4g33900

MZ00020727

Oslrelp

MZ00041258

putative RNA-binding protein

MZ00031040

NA

MZ00037683

putative inosine monophosphate dehydrogenase

MZ00041235

putative transaldolase

MZ00030936

NA

MZ00028944

pathogenesis related protein-1 - maize

MZ00001466

NA

MZ00030899

unknown protein

MZ00024831

fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic

201



Zatqczniki

Porownywane warunki
Zmiana poziomu ekspresji

KTL-KSL

TL-SL

TL"7:-SL”&”
(TL-KTL) - (SL-KSL)
KTL"7"-KTL

TL”7”-TL

KSL"”7”-KSL
SL”7”-SL

ID genu

Nazwa genu wg przypisania sondy na macierzy
oligonukleotydowej
(w j. ang.)

>
\I
—
—
S
[ed

—
—

—_
—_

—_
—_

MZ00046892

kelch-like protein

MZ00028405

putative hydroxymethyltransferase

09108

MZ00033278

hypothetical protein

MZ00048592

extensin-like protein

MZ00031167

putative antifungal zeamatin-like protein

MZ00019806

OSJNBa0043L09.29

MZ00003833

NA

MZ00036113

glucose starvation-induced protein precursor, defence-related
protein

MZ00033799

NA

MZ00017000

putative splicing factor-like protein

putative membrane associated protein

MZ00042049

putative PGPD14 protein

MZ00018360

putative xylulose kinase

MZ00015456

putative serine/threonine protein kinase

MZ00036325

NA

MZ00029171

unknown protein

MZ00015148

putative hASNA-I

MZ00023875

OSJNBb0006N15.13

MZ00038416

NA

MZ00026891

putative Calcineurin B subunit

MZ00031579

unknown protein

MZ00023783

OSJNBb0116K07.11
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Porownywane warunki
Zmiana poziomu ekspresji
~ . @' :: y . Nazwa genu wg_przypisania sonc!y na macierzy
7 2 . § a). _.j, i; = Q a- ID genu ollgonul_(leotydowej
T F] %2 o1E¥ & S I (w j. ang.)
A L e - -
: =% |eg| * .
2 | &
MZ00018579 | hypothetical protein
m MZ00031028 | expressed protein
MZ00040583 | transcription initiation factor tbp1, TATA-box binding protein
MZ00016801 | unknown protein
1,8 MZ00023507 | ubiquitin extension protein 2
1,1 | 1,1 | MZ00055664 | NA
MZ00021209 | NA
MZ00013372 | hypothetical protein
| 0,8 | 0,9 | MZ00025825 | NA
MZ00036872 | NA
MZ00021857 | unknown protein
MZ00024861 | putative cdc21 protein
MZ00048441 | glycosyl transferase family 8 protein
MZ00004910 | NA
MZ00037261 | MDR-like ABC transporter
MZ00014375 | MAP kinase 2
0,3 MZ00041743 | unknown
mm MZ00023554 | heat shock protein 82
MZ00022023 | lysine decarboxylase-like protein
MZ00042631 | NA
MZ00038273 | putative TIP120 protein
MZ00044721 | NA
MZ00030751 | NA
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Porownywane warunki
Zmiana poziomu ekspresji

KTL-KSL

KTL”7”-KSL”7”

TL-SL

A @' ~ Nazwa genu wg przypisania sondy na macierzy
R L 2 |3 | 4 ID genu oligonukleotydoweyj
= o (29 < i X @ :
2 g% & | F | &R (w].ang.)
2 |E®
0,9 MZ00032289 | putative speckle-type protein
0,9 MZ00039706 | unknown protein
0,9 MZ00037567 | zp22/6
MZ00040903 | elongation factor 1-alpha
MZ00037881 | water-stress protein
MZ00019253 | NA
MZ00040209 | NA
MZ00026804 | putative gibberellin-induced protein
MZ00038327 | NA
MZ00028707 | hypothetical protein similar to Arabidopsis thaliana chromosome 1
MZ00055369 | NA
MZ00037115 | OSUJNBb0059K02.4
MZ00003660 | putative 3(2),5-bisphosphate nucleotidase
MZ00039413 | zein
MZ00049796 | unnamed protein product; strong similarity to unknown protein
MZ00044727 | NA
MZ00038006 | elongation factor 1-alpha
MZ00031137 | putative serine carboxypeptidase II-3 precursor
MZ00019363 | contains EST AU029306(E30132) unknown protein
MZ00030727 | NA
MZ00024336 | nucleic acid binding protein
MZ00031050 | NA
MZ00031092 | NA
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Poréwnywane warunki
Zmiana poziomu ekspresji

KTL-KSL

KTL”7”-KSL”7”

TL-SL

TL”7:-SL”&”

(TL-KTL) - (SL-KSL)

o
~

=
o

=
w

2
[e

S
e

KTL”7”-KTL

TL”7”-TL

Nazwa genu wg przypisania sondy na macierzy

z> 7 ID genu oligonukleotydowej
N ,\ (w j. ang.)
o o
(%] (7]
N4
1,7 | MZ00013978 | gigantea-like protein
0,5 | MZ00031057 | NA
1,3 | MZ00029726 | NA
1,7 | MZ00028707 | hypothetical protein similar to Arabidopsis thaliana chromosome 1
0,7 | MZ00031103 | probable integral membrane protein
1,0 | MZ00043514 | putative arabinogalactan-like protein
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Zatacznik 2.
UNIA EUROPEJSKA KL
KAPITAL LUDZKI i el o
NARDDOWA STRATEGIA SPOINOSCI Y FUNDUSZ SPOLECZNY L

Samorzad Wojewbédztwa Wielkopolskiego
Wojewodzki Urzad Pracy
w Poznaniu

Os$wiadczam ze jestem stypendystka w ramach projektu pt.: "Wparcie stypendialne dla
doktorantéw na kierunkach uznanych za strategiczne z punktu widzenia rozwoju
Wielkopolski”, Poddzialanie 8.2.2 Programu Operacyjnego Kapital Ludzki,
wspotfinansowanego ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego.
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