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STRESZCZENIE

Transportery ABC (ang. ATP Binding Cassette transporters) tworzg jednag
z najliczniejszych rodzin biatkowych. Charakteryzujg sie specyficznym modularnym
typem budowy i obecnoscig silnie zachowawczego rejonu bedgcego miejscem wigzania
ATP, tzw. kasety ATP. Biatka te staty sie obiektem intensywnych badan biomedycznych
kiedy dowiedziono, ze biorg udziat w usuwaniu chemioterapeutykdw z ssaczych
komodrek nowotworowych, przyczyniajgc sie do wyksztatcenia tzw. opornosci
wielolekowej. Jak dotad stosunkowo mato wiadomo o roslinnych transporterach ABC,
szczegolnie tych pochodzacych z roslin bobowatych (Fabaceae). Do biatek ABC nalezg
m.in. petne transportery ABCG (dawniej PDR — biatka plejotropowej opornosci). Istnieje
szereg przestanek Swiadczacych o tym, ze przynajmniej cze$¢ z nich odgrywa wazing
role w modulacji oddziatywan roslina—$rodowisko. Prawdopodobnie biorg one udziat
w transporcie czastek sygnalnych badZz metabolitéw wtérnych o wiasciwosciach
obronnych.

W prezentowanej pracy doktorskiej przeprowadzono identyfikacje oraz
wstepng charakterystyke genéw ABCG obecnych w genomie modelowej rosliny
bobowatej Medicago truncatula. Na podstawie uzyskanych danych do dalszych analiz
funkcjonalnych wybrano MtABCG10, ktéry jest potencjalnie zaangazowany
w odpowiedz rodliny na stres biotyczny. Badania prowadzono z zastosowaniem
narzedzi bioinformatycznych, technik biologii molekularnej, mikroskopii, hodowli
in vitro, patogendéw roslinnych oraz analiz metabolomicznych. Wykazano, ze ekspresja
badanego genu jest wyraznie indukowana przez elicytor grzybowy, wyzwalajgcy
podstawowg odpowiedz obronng. Co wiecej ustalono, iz gtéwnym miejscem
aktywnosci promotora MtABCG10, w réznych organach Medicago, s3 komorki
otaczajgce wigzki przewodzgce. Wykorzystujgc specyficzne przeciwciata, okreslono
lokalizacje biatka MtABCG10 w btonie komodrkowej (plazmolemmie). Ponadto
stwierdzono, iz wyciszenie ekspresji genu MtABCG10 skutkuje obnizeniem akumulacji
(izo)flawonoidow, bedgcych prekursorami fitoaleksyny — medikarpiny, co przektada sie

na wzrost wrazliwosci Medicago na infekcje grzybowe.



Przedstawione w niniejszej pracy wyniki pozwalajg sadzi¢, iz biatko MtABCG10
jest zaangazowane w modulacje poziomu (izo)flawonoidéw, syntetyzowanych de novo

w odpowiedzi na atak patogendw.



SUMMARY

ATP Binding Cassette transporters (ABC transporters) form one of the largest and
evolutionary conserved family of proteins present in all kingdoms. These proteins use
ATP hydrolysis as a source of energy to transport a wide variety of substrates across
cellular membranes. Historically they are mostly known for being involved in the so-
called multidrug resistance phenomena observed, for instance, during anticancer
therapy.

My doctoral work focused on plant ABC transporters, belonging to the full size
ABCG subfamily (former PDR), from model legume Medicago truncatula. There is
growing evidence that some of these proteins play a role in plant defense or signaling
system. Despite the importance of ABCG-based transport for plant—microbe
interactions, they are still poorly recognized in legumes.

The aim of my research was identification and functional characterization of
Medicago full size ABCG transporters implicated in biotic stress response. Here, we
identify and classify 19 genes coding full size ABCG proteins in M. truncatula. A
preliminary expression profile analysis of MtABCG has shown that two of them,
namely MtABCG10 and MtABCG16, are up-regulated during infection with pathogenic
fungi Phoma medicaginis and Fusarium culmorum. Expression of MtABCG10 was also
strongly induced after the treatment with PAMPs (pathogen associated molecular
patterns), like oligosaccharides from a fungal cell wall. MtABCG10 transcript occurs
mainly within vascular tissues, and the corresponding protein is located in the plasma
membrane. We observed that MtABCG10 silencing significantly lowered the amount of
various (iso)flavonoids (precursors of the phytoalexin medicarpin) in hairy roots and, as
a consequence caused higher susceptibility of Medicago towards Fusarium oxysporum
infection.

Based on the presented data, it is proposed that MtABCG10 transporter might
modulate isoflavonoid levels during the defense response associated with de novo

synthesis of phytoalexins.



WYKAZ SKROTOW:

ABA - kwas abscysynowy (ang. abscisic
acid)

AOH - homologi ABC1 (ang. ABC1
homologues)

ATH - homologi ABC2 (ang. ABC2
homologues)

ATM - mitochondrialne biatka ABC (ang.

ABC transporter of the mitochondria)

avr - czynnik awirulencji (ang.
avirulence factor)

biatka ABC — biatka posiadajace kasete
wigzgcg ATP (ang. ATP binding cassette
proteins)

biatka PR — biatka powigzane
z patogenezg (ang. pathogenesis-
related proteins)

Ct - cykl progowy (ang. threshold cycle)

EST- sekwencyjne znaczniki ekspresji
(ang. expressed sequence tags)

ET — etylen (ang. ethylene)

ETI — odpornos¢ wyzwalana przez
efektor (ang. effector-triggered
immunity)

ETS - wrazliwos$¢ wyzwalana przez
efektor (ang. effector-triggered
susceptibility)

EV — pusty wektor (ang. empty vector)

FST - sekwencje flankujgce Tntl (ang.
flanking sequence tag)

GCN20 - homologi biatka GCN20
drozdzy (ang. general control non-
repressible)

gen R — gen odpornosci (ang. resistance
gene)

GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang.
green fluorescent protein)

IBA - kwas indolilo-3-mastowy (ang.
indole-3-butyric acid)

IFS — syntaza izoflawonowa (ang.
isoflavone synthase)

IPTG — izopropylotiogalaktozyd (ang.
isopropylthiogalactoside)

ISR - indukowana odpornos¢
systemiczna (ang. induced systemic
resistance)

JA - kwas jasmonowy (ang. jasmonic
acid)

MAMPs - wzorce molekularne
powigzane z mikroorganizmami (ang.
microbe-associated molecular patterns)

MAPK - kinazy aktywowane
mitogenami (ang. mitogen-activated
protein kinases)

mdr - opornos¢ wielolekowa (ang.
multidrug resistance)

MDR - transportery odpowiedzialne za
opornos¢ wielolekowg (ang. multidrug
resistance transporters)

MelA — jasmonian metylu (ang. methyl!
jasmonate)

Mi — frakcja mikrosomalna (ang.
microsomal fraction)

MRP - biatka powigzane z opornoscia
wielolekowa (ang. multidrug resistance-
associated proteins)

NBD - domena wigzgca nukleotyd (ang.
nucleotide binding domain)

NBF - rejon, bedacy miejscem wigzania
ATP (ang. nucleotide binding fold)

NHR - odpornos¢ typu non-host (ang.
non-host resistance)

PAL — amoniako-liaza fenyloalaninowa
(ang. phenylalanine ammonia-lyase)



PAMPs — wzorce molekularne
powigzane z patogenezg (ang.
pathogen-associated molecular
patterns)

PAT - polarny transport auksyn (ang.
polar auxin transport)

PCR - tancuchowa reakcja polimerazy
(ang. polymerase chain reaction)

PDR - biatka plejotropowej opornosci
(ang. pleiotropic drug resistance
proteins)

PEG - polietylenoglikol (ang.
polyethylene glycol)

PGP - homologi glikoproteiny P (ang. P-
glycoprotein homologues)

PGPR - bakterie promujgce wzrost
roslin (ang. plant growth-promoting
rhizobacteria)

PMP - biatka peroksysomow (ang.
peroxisomal membrane proteins)

PR — biatka powigzane z patogeneza
(ang. pathogenesis-related proteins)

PRR - receptory rozpoznajgce wzorce
molekularne (ang. pattern recognition
receptors)

PTI — odpowiedzZ obronna wyzwalana
przez PAMP (ang. PAMP-triggered
immunity)

gRT-PCR - iloSciowa reakcja PCR
W czasie rzeczywistym (ang.
quantitative RealTime PCR)

RLI - inhibitor RNazyL (ang. RNase L
inhibitor)

RNA: - interferencja RNA (RNA
interference)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygen species)

SA - kwas salicylowy (ang. salicylic acid)

SAR - nabyta odpornos¢ systemiczna
(ang. systemic acquired resistance)

SNF - symbiotyczne wigzanie azotu
atmosferycznego (ang. symbiotic
nitrogen fixation)

SPE - ekstrakcja do fazy statej (ang.
solid phase extraction)

TAP - transportery biorgce udziat

w odpowiedzi immunologicznej (ang.
transporters associated with antigen
processing)

TMD - domena transbtonowa (ang.
transmembrane domain)

TTSS - system sekrecji typu Il (ang.
type-Ill secretion system)

WBC - homologi biatek ABC

u Drosophila, ktérych aktywnos¢
wptywa na kolor oczu (ang. white-
brown complex homologues)

X-Gal- 5-bromo-4-chloro-3-indolylo--
D-galaktozyd (ang. 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl- 8 -D-galactoside)

X-Gluc - 5-bromo-4-chloro-3-indolylo-f-
D-glukuronid (ang. 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl- 8 -D- glucuronide)

B-AS - syntaza B-amyryny (ang. 8-
amyrin synthase)



SPIS TRESCI

1. PRZEGLAD LITERATURY ....ccoiiiiiiiiinnnnnenenntenisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnes 1
2 1T 1 - T N 1
1.2.1 WPFOWAAZENIE ..vveieeiiiiiiieeeciteee e sttt e sttt e e st e e e st e e e s s saaae e e e e s e nnnraaeeas 1
1.1.2 BUdOWa biatek ABC.....cccuuiiiiiiiiiiiie et 2
1.1.3 Mechanizm tranSPOrtU......cccceeeeeeieciiiee e cecieee e e es e e e e e s e aeees 5
1.1.4 Klasyfikacja roslinnych biatek ABC........ooovvieeieeiiii e 8
1.2 Roslinne petne transportery ABCG/PDR.......c.euueeerriierieiieeneienreeeeeeeeeseessesnes 12
1.3 System odporno$ciowy roSlin ........ccciiieeiiiiiieiiiiecncerrce e eeaeeenes 19
1.5 Medicago truncatula modelowa roslina bobowata.....cc..ccceevveereencrreennnennes 25
2 0 R 7 Y o0 29
3. MATERIALY | METODY ...cccetiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnneneeeiesieisisissessmmsssssesseeseesessss 30
3.1 Praca z materiatem roSlinnym........cccoiiireeeiiiiiininnniiiiniine. 30
3.1.1 Sterylizacja i kietkowanie nasion M. truncatul@ ...............ccoeeeeeevnvvvvvennnennnn. 30
3.1.2 Hodowla M. truncatula w doniczkach ...........ccceevvieiiiiiiiniiiiiieceeeceeen 30
3.1.3 Hodowla M. truncatula w warunkach in Vitro.........c..ccccecveeeviiiiniecinneeenns 32
3.1.4 Hodowla zawiesinowa M. truncatulQ............cccccceeeeecueenieineeeniieeeeeeee 32
3.1.5 Hodowla korzeni wtosowatych M. truncatula..................ccccevevvveeeeeeeeeeennn. 33
3.1.6 Izolacja protoplastéw z hodowli zawiesinowej M. truncatula ..................... 35
3.1.7 Transformacja M. truncatula z udziatem A. rhizogenes...............cccceeuuuu... 36

3.1.8 Transformacja i regeneracja M. truncatula poprzez somatyczng

EMIIOZENEZE ... eiiiee ettt e e e e e e e e e b e e e e e e abreeeeanaes 36
3.2 Praca z bakteriami .......ccccuiiiiiiiiiiiiiiiiiineeniei e 39
3.2.1 Przygotowanie bakterii symbiotycznych S. meliloti............ccccoveeiveiveeeinnnns 39
3.2.2 Przygotowanie komérek kompetentnych do elektroporacji.........ccccueeeenneee 39
3.2.3 Transformacja komarek E. coli/Agrobacterium metodg elektroporaciji....... 40
3.2.4 Transformacja komorek E. coli metodg szoku cieplnego ........ccceveeeeeeeennnnn. 41

3.2.5 Przygotowanie stokdw glicerolowych bakterii E. coli, A. rhizogenes
0V o7 101 1=J o ol =1 1 X3 U U 41

E 3N Yo W 2 -1 AV o -1 o | I 42



3.3.1 Przygotowanie zarodnikdw grzybdéw: F.oxysporum, F.culmorum
i P. medicaginis do infekcji M. truncatula ..............cccoeeveeeecvveeeeeeciieeeeeecciieeee, 42

3.3.2 Przygotowanie elicytora grzybowego (oligosacharydy $cian komérkowych

P. MEAICAGINIS) ...vvveeeeeieee ettt e e e e e e e e et e e e e e baaeeeeeensaeeesennnnns 42
3.4 Praca z kwasami NUKIEINOWYMI ....cceurreeniiieeniiiieeierreeecnreeneeeennneseensseseennns 44
3.4.1 1zolacja 2enomoweg0 DNA.......cooei i e e e 44
3.4.2 I1zolacja catkoWItEZO RNA .....ooveeiieeeiei e e e e e e e e 44
3.4.3 OdWrotna transKryPeja......uuueeeeeeieeieeie e e e 44
3.4.4 tanncuchowa reakcja polimerazy (PCR) ......oocovvviuireeeeiiiee e 45
3.4.5 Elektroforeza fragmentéw DNA i RNA w zelu agarozowym........cccceeeeeeennnnn. 47
3.4.6 Oczyszczanie produktdw reakcji PCR .......coooevviviiieeeeiiiee e 47
3.4.7 Oczyszczanie fragmentdw DNA z zelu agaroZOWeg0.......ccovvuvvveeeeriiuvveeeennnnns 47
3.4.8 llosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym (qRT-PCR) ......cccceeevecviveeennns 47
3.4.9 Ligacja do wektora PGEM-T-EQSY ....cccceviuiiiiiiiiiiiieeecsiieeeeesiree e esveeee e 49
3.4.10 Izolacja plazmidowego DNA z komérek bakteryjnych na mata skale......... 49
3.4.11 Sekwencjonowanie wklonowanych produktOdw PCR...........ccccceevviiieeeennns 50
3.4.12 Hybrydyzacja Southern blot ........cooo i, 51
3.5 Praca z materiatem biatkowym .........cereeniiiieeiiiieicrreeecrreeeneereeeeeeeeeneeeennns 53
3.5.1 Izolacja frakcji mikrosomalnej (Mi) do analizy biatek btonowych ................ 53

3.5.2 Izolacja frakcji btony komdrkowej metodg rozdziatu miedzy dwie fazy

(QNG. TWO PRASE PAItItiON) ...ccccuveeeeieeeeiieeecieeeeeiee e sttt eestaee e staeessaree e s aaeaenssaeeenes 54
3.5.3 Oznaczanie zawartosci biatka metodg Bradford ...........cooovviiiieeiiiiiieeees 54
3.5.4 Elektroforeza biatek SDS-PAGE..........ccooiiiiiiiiiieiiieeieee e 55
3.5.5 Elektrotransfer potsuchy (ang. SEMI-DIy).......cccuueeeeciieieeieciiieee e eeeans 56
3.3.6 Hybrydyzacja Western blot ......eeveeiiei i 56
3.6 Analiza przestrzenna aktywnosci promotora MtABCG .............cccevveveeunceeans 57
3.6.1 Przygotowanie konstruktu fuzyjnego PromotorMtABCG10::GUS................ 57
3.6.2 Analiza histoChemMICZNa ......ceeiiiiiiiiiiiee e 58
3.7 Immunolokalizacja subkomdrkowa metodg ,whole-mount” ..................... 60
3.7.1 Utrwalanie komorek M. truncatul@.................cccoeevueeenoeeeeniiiieasiieeeieeee 60
3.7.2 Redukcja autofluoreSCeNCji ..ccccuuriiee i 60

3.7.3 Nadtrawianie $cian komdrkowych i permeabilizacja btony komérkowej ....61



3.7.4 Blokowanie i inkubacja z przeciwciatami........ccccooveeeeiieiiiiiiecccceeeeeee, 61
3.7.5 Obserwacja MikroSKOPOWE .....ceviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e e e e e e enes 61
3.8 Wyciszenie ekspresji genu MEABCGI0 ..........cceevrvveveenciirninnennsssssnsssnssssssnns 62

3.8.1 Przygotowanie konstruktu wyciszajgcego z wykorzystaniem wektora

dziatajgcego W systemie GAateWaY .....cccueeviieciiiiie e 62
3.8.2 Transformacja M. truncatula i selekcja transgenicznego materiatu ............ 63
3.9 Analiza metabolitOw WEOrNych .........cceeeucrieeeiiireenieiteencerrennereeennereensseseennns 63
3.9.1 Izolacja zwigzkdéw fenolowych z hodowli korzeni wtosowatych................... 63

3.9.2 Izolacja zwigzkdéw fenolowych z pozywki, metodg ekstrakcji do fazy statej

(] 2 Yo ) [o I 2 o KY=2 3 ¢ 4 Lot Lo ¢} U 63
3.9.3 Analiza zwigzkow fenolowych metodg chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometrig mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (LC/ESI/MS)........ 64
L VAT ] 1 PPN 66
4.1 Identyfikacja i wstepna charakterystyka petnych transporteréw ABCG

P17/ 14 7 Tl L 7o S 66

4.2 Analiza profilu ekspresji genéw kodujacych petne transportery ABCG

P17/ 1 7 Tl L 7] o S 74
4.3 Analiza funkcjonalna genu MEABCGI1O0............cccceuueeeeeeneerennneereneeneeennssesennnns 84
4.3.1 MtABCG10 i jego dwa bliskie homologi ......cccccvuvvviiiiiiiiieiieieeeeeeeee, 84
4.3.2 Analiza profilu ekspresji genu MtABCGIO0.........cccouvvveeeeeeeeeeeeeieeciiirreeeeeneeenn, 92

4.3.3 Okredlenie organo- i tkankowospecyficznego wzoru ekspresji MtABCG10 .96
4.3.4 Okredlenie lokalizacji subkomoérkowej biatka MtABCG10............ccccuneeeee. 100
4.3.5 Wyciszenie ekspresji genu MtABCG10 w korzeniach wiosowatych

M. EPUNCAEUIQ. ... 107
4.3.6 ANAlizy FENOLYPOWE ..ottt e aeees 114
4.3.6.1 Poréwnanie profilu zwigzkéw fenolowych pomiedzy materiatem
kontrolnym i z wyciszong ekspresjg MtABCGIO0..........ccccveeeeeeeeeeeeeeeeeciiirrevverennnn, 114

4.3.6.2 Poréwnanie podatnosci roslin kontrolnych i z wyciszong ekspresjg genu

MUABCGI10 na infeKCje BrzyDOWE ....veeveeiieiiiiieecreeeeee e 123
B DYSKUSJA ...ttt trire s rarasasasessessessesssssssssssssnssnssassassansansns 126
6. LITERATURA ... iiiiiiiieitetteteectentsnseestasstassssssasssasesnssssssasssasssnssasssanens 135

7. ZALACZNIKI..cuuuiineiiiiiiiitiniiiiieiinieireeeereeeeesreaeestenesestenesssnensssssenesesnens 145



1. PRZEGLAD LITERATURY

1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1 Biatka ABC

1.1.1 Wprowadzenie

Biatka ABC (ang. ATP Binding Cassette proteins) tworzg jedng z najliczniejszych
i najszerzej rozpowszechnionych rodzin biatkowych. Znalezé je mozina niemal we
wszystkich grupach systematycznych poczawszy od Archea, a skonczywszy na ssakach.
Charakteryzujg sie specyficznym domenowym typem budowy i obecnoscig silnie
zachowawczego rejonu wigzgcego ATP, tzw. kasety ATP (Kang et al. 2011; Rea 2007).

Stwierdzono, ze u Escherichia coli prawie 5% genomu zajmujg geny kodujace
transportery ABC (Blattner et al. 1997). W genomie cztowieka zidentyfikowano ich 48
(Dean et al. 2001), podobng liczbe odkryto u Caenorhabditis elegans (60) i muszki
owocowej Drosophila melanogaster (57) (Sheps et al. 2004), a nieco mniej u drozdzy
piekarniczych Saccharamyces cervisiae (30) (Decottignies i Goffeau 1997) oraz
patogennych drozdzy Candida albicans (28) (Gaur et al. 2005). Szczegdlnie bogate
w geny kodujgce biatka ABC wydajg sie byé rosliny. U Arabidopsis thaliana czy Oryza
sativa ich liczba przekracza 120 (Garcia et al. 2004; Verrier et al. 2008), a w przypadku
modelowej rosliny bobowatej Lotus japonicus siega 91 (Sugiyama et al. 2006).

Biatka ABC najczesciej opisywane byly w kontekscie zjawiska zwanego
opornoscig wielolekowg (mdr, ang. multidrug resistance). Polega ono na usuwaniu
chemioterapeutykow z ssaczych komérek nowotworowych. Za eliminacje cytostatykéw
podczas kuracji odpowiadajg gtéwnie przedstawiciele dwéch podrodzin biatek ABC.
Pierwsze to tzw. transportery opornosci wielolekowej (MDR, ang. multidrug resistance
transporters), drugie to biatka powigzane z opornoscig wielolekowg (MRP, ang.
multidrug resistance-associated proteins) (Stefkova et al. 2004). Lekoopornosc
o podobnym podtozu stanowi istotny problem takze w terapii zakazen bakteryjnych
i grzybic. Mikroorganizmy je wywotujgce s3 bowiem zdolne do usuwania lekéw
uzywanych do ich zwalczania (Gulshan i Moye-Rowley 2007). Warto pamieta¢, ze

dysfunkcja niektorych biatek ABC jest przyczyng szeregu chordb genetycznych, takich
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jak mukowiscydoza, choroba tangierska, adrenoleukodystrofia, czy wrodzony
hiperinsulinizm (Stefkova et al. 2004).

W organizmach eukariotycznych biatka ABC biorg udziat m.in. w procesach
takich jak detoksyfikacja (Klein et al. 2006), B-oksydacja w peroksysomach (Shani i Valle
1996), translacja (Andersen i Leevers 2007). Uczestniczg takie w odpowiedzi
immunologicznej (Abele i Tampe 2004). Petnig funkcje transporteréw peptydow,
cukréw, lipidéw, syntetycznych i naturalnych toksyn (Verrier et al. 2008). Moga
rowniez dziata¢ jako kanaty jonowe (Riordan 2005) lub ich regulatory (Aittoniemi et al.
2009). U roslin dodatkowo zaangazowane sg w dystrybucje hormondéw roslinnych,
takich jak auksyny (Lin i Wang 2005) czy kwas abscysynowy (ABA, ang. abscisic acid)
(Kang et al. 2010), regulacje otwierania i zamykania aparatéw szparkowych (Gaedeke
et al. 2001; Kang et al. 2010), formowanie kutikuli (Bessire et al. 2011) oraz transport
metabolitéw wtérnych (Badri et al. 2012; Jasinski et al. 2001). Bakteryjne biatka ABC,
np. tzw. permeazy periplazmatyczne, odpowiadajg za import substancji odzywczych.
Inne zaangazowane sg w wydzielanie zwigzkéw sygnalnych, czynnikéw wirulencji badz

toksyn (Davidson et al. 2008).

1.1.2 Budowa biatek ABC

Rodzina biatek ABC obejmuje gtéwnie zakotwiczone w bfonie transportery, a takze
rozpuszczalne biatka cytoplazmatyczne. Ich wspdlng cecha jest obecnos$é cytozolowej
domeny NBD (ang. nucleotide binding domain — domena wigzgca nukleotyd),
zawierajgcej silnie zachowawczy rejon, bedacy miejscem wigzania ATP, tzw. NBF (ang.
nucleotide binding fold) (Rycina 1.1a). Rejon NBF wykazuje 30-50% identycznosci
aminokwasowej w obrebie wszystkich poznanych transporteréw ABC. Szczegdlnie
zachowawcze motywy to Walker A (GX4GK][ST]) i Walker B ((hydrofobowe)4[DE]),
miedzy ktérymi znajduje sie tzw. sygnatura ABC
([LIVMFY]S[SG]GX3[RKA][LIVMYA]X[LIVFM][AG]) (Rycina 1.1b). Wiekszos¢ biatek ABC
zawiera takze hydrofobowg domene transbtonowg TMD (ang. transmembrane domain
— domena transbtonowa). Jest ona zazwyczaj zbudowana z szesciu alfa helis

i odpowiada za wigzanie substratu (Rycina 1.1a) (Rea 2007; Zolnerciks et al. 2011).
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Rycina 1.1. Schemat przedstawiajgcy petny transporter ABC w bionie (a) oraz organizacje
rejonu NBF z uktadem zachowawczych motywow Walker A, B i sygnatury (b). (Niebieski — TMD,
czerwony — NBD, z6tty — NBF).
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Ze wzgledu na budowe biatka ABC podzieli¢ mozna na: (i) petne (ang. full size),
ktore ztozone sg z dwdéch domen NBD i dwdéch domen TMD, (ii) potowiczne (ang. half
size) posiadajace po jednej domenie NBD i TMD oraz (iii) rozpuszczalne zbudowane
tylko z domen NBD. Usytuowanie wzgledem siebie domen NBD i TMD pozwala
wyroznic¢ tzw. biatka ABC o orientacji wprost (ang. forward), kiedy na N-koncu biatka
znajduje sie domena transbtonowa i o orientacji odwrdconej (ang. reverse), kiedy na
N-koncu biatka wystepuje domena wigzgca nukleotyd (Rycina 1.2). U Prokaryota
poszczegblne domeny zwykle kodowane sg przez odrebne geny, czesto bedace
elementem wspdlnego operonu (Holland et al. 2003). W przypadku organizméw
eukariotycznych wszystkie domeny wchodzgce w sktad funkcjonalnego biatka moga
by¢ kodowane przez jeden gen (petne transportery) lub dwa geny (potowiczne
transportery). Uwaza sie, ze transportery potowiczne aktywne sg tylko w postaci
homo- badz heterodimeru, co stanowi ekwiwalent struktury petnych biatek ABC (Kang

et al. 2011).

PELNE BIAtKA ABC POtOWICZNE BIAtKA ABC

- - - - - - e
N © N ©
WPROST

-
N c N c ,
ODWROCONA

Rycina 1.2. Podziat biatek ABC ze wzgledu na liczbe oraz utozenie wzgledem siebie domen NBD

i TMD (czerwony — NBD, niebieski — TMD).
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1.1.3 Mechanizm transportu

Wiekszos¢ gendw ABC koduje transbtonowe biatka. Wykorzystujg one hydrolize ATP do
transportu poprzez btony biologiczne szeregu niepowigzanych ze sobg strukturalnie
i funkcjonalnie zwigzkéw. Ws$réd nich zidentyfikowano zaréwno eksportery, jak
i importery (Kang et al. 2011). Bakteryjne importery wymagajg obecnosci dodatkowego
biatka wigzacego (ang. binding protein), odpowiedzialnego za przechwycenie substratu
i przekazanie go transporterowi ABC. Mechanizm dziatania transporteréw ABC nie jest
do konca poznany, co wynika z braku dostatecznej liczby danych biochemicznych
i krystalograficznych. Jeden z obecnie proponowanych sposobdéw dziatania
transporteréw ABC, opracowany na podstawie dostepnych danych, przedstawiony
zostat na Rycinie 1.3 i Rycinie 1.4. Zaktada on, Zze biatka ABC mogg wystepowac
przynajmniej w trzech stanach konformacyjnych: otwartej pozbawionej nukleotydu
(ang. inward-facing), zamknietej ze zwigzanymi czasteczkami ATP (ang. outward-
facing) i przejsciowej ze zwigzanymi czgsteczkami ADP. Cykl transportu rozpoczyna sie
od przyjecia przez biatko konformacji otwartej z oddalonymi od siebie domenami NBD.
Po zwigzaniu substratu, a nastepnie dwdch czgsteczek ATP dochodzi do dimeryzacji
domen NBD. W wyniku tego rearanzacji ulegajg helisy transbfonowe, a biatko
przejmuje konformacje zamkniet3. W tym momencie kieszen wigzgca substrat
eksponowana zostaje po przeciwnej stronie btony i dochodzi do uwolnienia czasteczki
transportowanej. Nastepnie ATP ulega hydrolizie, oddysocjowujg czgsteczki ADP
i biatko powraca do stanu wyjsciowego (Rycina 1.3) (Hohl et al. 2012; Procko et al.

2009).
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Rycina 1.3. Proponowany, uproszczony mechanizm dziatania transporteréw ABC. Cykl
transportu rozpoczyna sie od przyjecia przez biatko tzw. konformacji otwartej z oddalonymi od
siebie domenami NBD, co umozliwia zwigzanie substratu w obrebie czesci transbtonowej
biatka. Przytaczenie substratu, a nastepnie dwdch czasteczek ATP powoduje zblizenie sie
domen NBD w konsekwencji czego dochodzi do rearanzacji helis transbtonowych i przejscia
do tzw. konformacji zamknietej, w ktdrej kieszen wigzaca substrat eksponowana jest po
przeciwnej stronie bfony. Taki uktad przestrzenny biatka umozliwia uwolnienie substratu.
Nastepnie dochodzi do hydrolizy ATP, oddysocjowania ADP i powrotu biatka do stanu
wyjsciowego. (Niebieski — TMD, czerwony — NBD, z6tty — NBF, zielony — substrat). Na
podstawie Hohl et al. 2012; Procko et al. 2009.
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Miejsce wigzania czasteczki ATP oraz centrum katalityczne znajdujg sie
w obrebie NBF. Tworzg je wspomniane wczesniej trzy zachowawcze motywy: Walker
A, Walker B i sygnatura ABC. Rejony NBF dwdch sgsiadujgcych domen NBD s3g utozone
wzgledem siebie w orientacji glowa do ogona. Dzieki temu mozliwe jest wigzanie
reszty fosforanowej czgsteczki yATP pomiedzy Walker A jednej domeny a rejon
sygnatury ABC drugiej i vice versa, co prowadzi do ich dimeryzacji. Walker B kazdej
z domen NBD zaangazowany jest w hydrolize czgsteczki ATP, po ktdrej nastepuje
rozluznienie potaczenia miedzy domenami cytozylicznymi (Rycina 1.4) (Rea 2007;

Zolnerciks et al. 2011).
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Rycina 1.4. Utozenie wzgledem siebie (w orientacji glowa do ogona) rejondw NBF dwdch

sgsiadujgcych domen NBD.



1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1.4 Klasyfikacja roslinnych biatek ABC

Istnieje kilka systeméw klasyfikacji i nazewnictwa biatek ABC. Najwazniejsze z nich to
stworzony przez HUGO (ang. Human Genome Organisation) system klasyfikacji
ludzkich i mysich biatek ABC oraz zaproponowany przez Sanchez-Fernandez system
klasyfikacji dla biatek ABC z A. thaliana, ktéry znalazt zastosowanie takze dla innych
roslin (Dean i Annilo 2005; Dean et al. 2001; Sanchez-Fernandez et al. 2001). W obu
systemach podstawowe kryterium podziatu biatek ABC na poszczegdlne podrodziny
obejmowato nastepujgce elementy: pokrewienstwo filogenetyczne, homologie
sekwencji, liczbe domen wchodzgcych w sktad biatka, orientacje domen wzgledem
siebie oraz dodatkowe modyfikacje struktury. W systemie HUGO biatka ABC
podzielono na siedem podrodzin (ABCA-ABCG), dodatkowo z czasem wtgczono kolejng
podrodzine ABCH, ktérej przedstawicieli wprawdzie nie znaleziono u ludzi ale
wiadomo, ze wystepujg np. u owaddw czy ryb. Roslinne biatka ABC podzielono na 12
podrodzin. Tworzgc ich nazwy wzieto pod uwage podobieristwo do ludzkich badz
drozdzowych homologdéw lub efekt fenotypowy jaki ich dysfunkcja powoduje. W 2008
roku Verrier i wspotpracownicy dokonali préby ujednolicenia nomenklatury dla
wszystkich eukariotycznych biatek ABC, proponujac zaadaptowanie nazewnictwa
przyjetego przez HUGO dla transporterow roslinnych (Tabela 1.1) (Verrier et al. 2008).

Biatka nalezagce do podrodziny ABCA jak dotad nie zostaty funkcjonalnie
scharakteryzowane u roslin. Wiadomo, ze u cztowieka odpowiadajg za transport
cholesterolu, retinolu i lipoprotein. U Arabidopsis wystepuje jeden przedstawiciel tzw.
petnych biatek ABCA (dawniej AOH, homologéw ABC1, ang. ABC1 homologues) oraz 11
potowicznych biatek ABCA (dawniej ATH, homologéw ABC2, ang. ABC2 homologues).
Wszystkie posiadajg orientacje wprost, dodatkowo petny transporter zawiera dtuga
domene tacznikowy (Kang et al. 2011; Rea 2007; Verrier et al. 2008).

Wsrod podrodziny ABCB znalezé mozna petne i potowiczne biatka, u ktérych
domeny takze przyjmujg orientacje wprost. Do najlepiej poznanych nalezg transportery
dawniej okreslane jako MDR/PGP (biatka odpowiedzialne za zjawisko opornosci
wielolekowej/homologi glikoproteiny P, ang. multidrug resistance proteins/P-
glycoprotein homologues). U cztowieka biorg one udziat w usuwaniu zwigzkéw
toksycznych w tym lekéw, a ich nadekspresja w komdrkach nowotworowych prowadzi

do wyksztatcenia tzw. opornosci wielolekowej. Roslinne biatka MDR mogg uczestniczy¢
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w transporcie ksenobiotykéw, auksyn oraz metabolitéw wtérnych. Poznanie roli, takich
biatek jak AtMDR1/AtPGP19, AtPGP1 i AtPGP4 w translokacji auksyn, pozwolito na
uzupetnienie obowigzujgcego chemiosmotycznego modelu opisujgcego polarny
transport auksyn (PAT, ang. polar auxin transport). Do potowicznych biatek ABCB
nalezg (i) transportery biorgce udziat w odpowiedzi immunologicznej (TAP, ang.
transporters associated with antigen processing), ktérych funkcja u roslin nie zostata
jak dotad okreslona oraz (ii) mitochondrialne biatka ABC (ATM, ang. ABC transporters
of the mitochondrion), zaangazowane w obnizanie wrazliwosci rosliny na metale
ciezkie (Kang et al. 2011; Rea 2007; Verrier et al. 2008).

Podrodzina ABCC obejmuje biatka zwigzane z opornoscig wielolekowg (MRP,
ang. multidrug resistance-associated proteins). Sg to petne transportery ABC,
o orientacji wprost, ktére posiadajg dodatkowg domene hydrofobowa na N-koncu
(tzw. TMDO) oraz krétka sekwencje tgcznikowa bogatg w aminokwasy polarne. Biatka
ABCC stanowig zaréwno w przypadku komodrek zwierzecych jak i roslinnych wazny
element systemu detoksyfikacji. Pokazano, ze u roslin petnig one funkcje pomp
koniugatéw glutationu (GSH), ktére kosztem energii pochodzgcej z hydrolizy ATP
transportujg ksenobiotyki, a takze metale ciezkie do wakuoli. Transportery ABCC s3
takze odpowiedzialne za odkfadanie antocyjandw czy endogennych produktow
rozpadu chlorofilu do tego przedziatu komdrkowego. Co wiecej moga dziata¢ jako
regulatory kanatéw jonowych i w ten sposéb regulowac¢ otwieranie i zamykanie
aparatéw szparkowych (Kang et al. 2011; Rea 2007; Verrier et al. 2008).

W sktad podrodziny ABCD wchodzg gtéwnie potowiczne biatka peroksysoméw
(PMP, ang. peroxisomal membrane proteins), ktére w formie homo- badz hetero
dimerdéw uczestniczg w imporcie kwasoéw ttuszczowych do peroksysomow (Kang et al.
2011; Rea 2007; Verrier et al. 2008).

Przedstawiciele kolejnych dwodch podrodzin ABCE i ABCF s3 przyktadem
rozpuszczalnych biatek ABC, pozbawionych domen transbtonowych. Biatka ABCE,
znane takze jako homologi inhibitora RNazyL (ang. RNase L inhibitor), u roslin wykazujg
zdolnos¢ supresji wyciszania gendw z udziatem RNA (RNAi). Funkcja przedstawicieli
ABCF (homologéw GCN20 drozdzy) u roslin nie jest znana, wiadomo, ze u ludzi

i drozdzy aktywujg kinaze elf-2a (Kang et al. 2011; Rea 2007; Verrier et al. 2008).
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Podrodzine ABCG tworzg potowiczne biatka WBC (homologi biatek ABC
u Drosophila, ktorych aktywnos¢ wptywa na kolor oczu, ang. White Brown Complexes)
oraz petne biatka PDR (biatka plejotropowej opornosci, ang. pleiotropic drug
resistance). Wszystkie posiadajag odwrdécong orientacje domen. Podrodzina ta jest
wyraznie rozpowszechniona u roslin, ponad 40 gendéw ABCG zidentyfikowano
w genomach Arabodopsis i ryzu. Pokazano, ze roslinne biatka WBC m.in. biorg udziat
w formowaniu kutikuli, w transporcie ABA, czy nawigzywaniu mikoryzy arbuskularnej
(Kang et al. 2011). O ile WBC sg obecne zaréwno u bakterii jak i organizmoéw
eukariotycznych to biatka PDR znalezé mozna prawie wytgcznie w krdlestwie roslin
i grzybow. Wiadomo, ze drozdzowe transportery PDR mogg wypompowywaé z komorki
m.in. leki, fungicydy, herbicydy czy antybiotyki. Co wiecej zaobserwowano, iz biatka te
majg istotne znaczenie dla grzybdéw patogennych, umozliwiajgc usuwanie
produkowanych przez rosline zwigzkdw ograniczajacych infekcje. W przypadku roslin,
wiele wskazuje na to, ze odgrywajg one réwniez wazng role w interakcjach rosliny ze
Srodowiskiem (Kang et al. 2011; Rea 2007; Verrier et al. 2008). Szczegdtowy opis
roslinnych transporteréw PDR zamieszczono w podrozdziale 1.2.

Ostatnia podrodzina ABCH obejmuje potowiczne biatka ABC o odwrdconej
orientacji domen, ktore nie wystepujg w organizmach roslinnych (Kang et al. 2011; Rea

2007; Verrier et al. 2008)
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Tabela 1.1. Zestawienie dwdch systemodw klasyfikacji roslinnych biatek ABC, systemu HUGO i systemu zaproponowanego przez Sanchez-Fernandez,
z podanymi historycznymi nazwami roslinnych biatek ABC (Dean i Annilo 2005; Dean et al. 2001; Sanchez-Fernandez et al. 2001). (Niebieski — TMD, czerwony

— NBD, szary — TMDQO, czarny — tgcznik miedzy domenami, zielony — C-terminalne przedtuzenie, pomaranczowy — amfipatyczny N-koncowy peptyd sygnalny).

Na podstawie Rea 2007, Verrier et al. 2008.

HUGO Sanchez-Fernandez Organizacja domen Grupa systematyczna
ABCA homologi ABC1 (TMD-NBD), Mm eukariota (bez drozdzy)
(AOH)
homologi ABC2 TMD-NBD M eukariota
(ATH)
ABCB biatka odpowiedzialne za zjawisko opornosci wielolekowe;j (TMD-NBD), .“”M prokariota i eukariota
(MDR)
transportery biorgce udziat w odpowiedzi immunologicznej TMD-NBD M eukariota
(TAP)
mitochondrialne biatka ABC TMD-NBD M eukariota
(ATM)
ABCC biatka zwigzane ze zjawiskiem opornosci wielolekowej TMDO (TMD-NBD), mmm eukariota
(MRP)
ABCD biatka peroksysoméw TMD-NBD; (TMD-NBD), M bakterie i eukariota
(PMP)
ABCE inhibitor RNazyL NBD-NBD ) archea i eukariota
(RLI)
ABCF homologi biatka GCN20 drozdzy NBD-NBD “ bakterie i eukariota
(GCN20)
ABCG homologi biatek ABC u Drosophila, ktérych aktywnos¢ wptywa NBD-TMD m bakterie i eukariota
na kolor oczu (WBC)
biatka plejotropowej opornosci (NBD-TMD), Mm rosliny, grzyby,
(PDR) legniowce, Sluzowce i
brunatnice
ABCH - NBD-TMD m prokariota, $luzowce,

szkartupnie, owady,
ryby
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1.2 Roslinne petne transportery ABCG/PDR

Jak opisano powyzej, biatka plejotropowej opornosci (PDR) razem z homologami biatek
WBC w najnowszej klasyfikacji ujete zostaty w jedng podrodzine ABCG. Przy czym
biatka WBC, wedtug nowej nomenklatury, nalezg do tzw. potowicznych (NBD-TMD)
natomiast PDR petnych (NBD-TMD), transporteréw ABCG (Tabela 1.1) (Verrier et al.
2008). Ze wzgledu na to, ze w literaturze stosowane sg zaréwno historyczne jak
i nowe nazwy dla petnych biatek ABCG w niniejszej pracy bede sie postugiwaé nimi
zamiennie.

Roslinne petne transportery ABCG charakteryzujg sie wysokim stopniem
podobienstwa sekwencji aminokwasowej, rzadko spadajagcym ponizej 50%
identycznosci. Jest to szczegdlnie widoczne w przypadku domen NBD. W ich obrebie,
oprécz motywow charakterystycznych dla wszystkich biatek ABC, znalez¢ mozna cztery
rejony zawierajgce szes¢ lub wiecej identycznych aminokwasdw, ktére opisane zostaty
jako tzw. sygnatury PDR: sygnatura PDR1 (LLLGPP), sygnatura PDR2 (GLDSST),
sygnatura PDR3 (GLDARAAAIVMR) i sygnatura PDR4 (VCTIHQPSI). Podobna sytuacja nie
wystepuje w pozostatych podrodzinach (van den Brule i Smart 2002).

Projekty sekwencjonowania genoméw réznych roslin umozliwity systematyczng
identyfikacje i klasyfikacje gendw kodujgcych petne biatka ABCG. W genomach
A. thaliana i O. sativa zidentyfikowano kolejno 15 i 23 geny je kodujace (Crouzet et al.
2006; Sanchez-Fernandez et al. 2001). Na podstawie podobieristwa sekwencji, petne
biatka ABCG podzielono na pie¢ klastrow o réznych rozmiarach. W kazdym z nich
znalez¢ mozina przedstawicieli pochodzgcych zaréowno z rosliny dwulisciennej
(A. thaliana) jak i jednolisciennej (O. sativa), co moze Swiadczy¢ o tym, ze podziat na
poszczegdlne grupy nastgpit przed rozdzieleniem sie tych dwdch linii ewolucyjnych.
Pod katem funkcjonalnym najlepiej scharakteryzowane sg petne transportery ABCG

nalezgce do klastra | (Moons 2008) (Rycina 1.5).

12



1. PRZEGLAD LITERATURY

Rycina 1.5. Analiza filogenetyczna roslinnych petnych biatek ABCG (PDR) z: A. thaliana (At),
O. sativa (0Os), Nicotiana plumbaginifolia (Np.), Nicotiana tabacum (Nt), Spirodela polyrrhiza
(Sp) i Glycine max (Gm). Biatka homologiczne z réznych roslin zostaty zgrupowane w piec
oddzielonych klastréw I-V. Dodatkowo klaster | podzielony zostat na trzy podgrupy a-c (Zrédto:

Moons 2008).

13



1. PRZEGLAD LITERATURY

Historycznie pierwszym opisanym petnym transporterem ABCG u roslin byt
SpTUR2 z wodnej rosliny S. polyrrhiza. Stwierdzono, ze poziom ekspresji genu SpTUR2
ulega podwyzszeniu na skutek dziatania niskich temperatur i zasolenia, a takze pod
wptywem hormonu stresowego, jakim jest ABA (Smart i Fleming 1996).

Do tej pory zidentyfikowano endogenne substraty tylko dla nielicznych petnych
transporteréw ABCG tj.: NpPDR1 z N. plumbaginifolia (Jasinski et al. 2001),
AtABCG36/AtPDR8 (Kim et al. 2007), AtABCG37/AtPDR9 (Ruzicka et al. 2010)
i AtABCG40/AtPDR12 (Kang et al. 2010) z A. thaliana, PhPDR1 z Petunia hybryda
(Kretzschmar et al. 2012) oraz AtABCG29 takze z A. thaliana (Alejandro et al. 2012).
Biatka te sg kolejno zaangazowane m.in. w reakcje obronne, obnizanie wrazliwo$ci na
metale ciezkie, modulacje poziomu auksyn, ochrone przed nadmierng utratg wody,
oddziatywania symbiotyczne i biosynteze lignin.

NpPDR1 (NpABC1) jest biatkiem btony komodrkowej i najprawdopodobniej
odpowiada za wydzielanie na powierzchnie lisci tytoniu diterpenu sklareolu. Zwigzek
ten jest toksyczny dla patogennych bakterii i grzybéw dzieki czemu chroni rosline przed
infekcjami. Pokazano, ze potraktowanie hodowli komdérkowej tytoniu sklareolem i jego
analogiem sklareolidem powoduje zwiekszenie poziomu zaréwno transkryptu jak
i biatka NpPDR1. Co wiecej dowiedziono zaleznos¢ miedzy wzrostem akumulacji biatka
NpPDR1 w plazmolemmie, a ilosciag eksportowanego z komérki radioaktywnie
wyznakowanego sklareolidu (Jasinski et al. 2001). O udziale NpoPDR1 w mechanizmach
obronnych tytoniu $wiadczy¢ moze takze fakt, ze ekspresja genu go kodujgcego jest
wyraznie indukowana w wyniku infekcji patogennymi i niepatogennymi bakteriami
z rodzaju Pseudomonas (P. syringae pv tabaci, P. fluorescens, P. marginalis), a takze
nekrotroficznym grzybem Botrytis cinerea. Dodatkowo tyton z wyciszong ekspresjg
NpPDR1 charakteryzuje sie wzrostem podatnosci na spontaniczne infekcje oraz wyzsza
wrazliwoscia na zakazenia B. cinerea, Fusarium oxysporum czy legniowcem
Phytophthora nicotianae (Bultreys et al. 2009; Stukkens et al. 2005). Takze jasmonian
metylu (MelA, ang. methyl jasmonate), promujgcy synteze diterpendw, jest czynnikiem
powodujgcym wzrost poziomu transkryptu NpPDR1 (Grec et al. 2003).

Biatko AtPDR8, funkcjonujgce takze pod nazwami AtABCG36 lub PEN3, stato sie
obiektem zainteresowania wielu grup badawczych. Jest dobrym przyktadem

plejotropowosci funkcji petnych transporteréw ABCG. Dowiedziono, ze AtPDR8 jest
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m.in. zaangazowany w obnizanie wrazliwosci Arabidopsis na metale ciezkie.
Eksperymenty transportu radioaktywnie znakowanego kadmu, z wykorzystaniem
protoplastéw, pokazaty ze tempo wyptywu jonéw Cd®* zalezy od poziomu biatka
AtPDR8. Poréwnujac z kontrolg (typ dziki) byto ono znaczaco wyisze w przypadku
materiatu z nadekspresjg AtPDR8 i odpowiednio nizsze dla mutanta atpdr8 (Kim et al.
2007). Ponadto AtABCG8/AtABCG36 odpowiada za wzrost tolerancji Arabidopsis na
susze i zasolenie (Kim et al. 2010) oraz modulacje wrazliwosci tej rosliny na IBA (kwas
indolilo-3-mastowy, prekursor auksyny IAA). Autorzy sugerujg, ze biatko to moze
uczestniczy¢ w eksporcie IBA z komorki i w ten sposéb wptywaé na homeostaze
hormonalng w roslinie (Strader i Bartel 2009). Co wiecej badania dwéch niezaleznych
zespotow nad mutantami z nieaktywnym genem kodujgcym AtPDR8/PEN3 pokazaty, ze
stanowi ono wazny element podstawowego systemu obronnego rosliny, ktéry
warunkuje odpornos¢ typu non-host. AtPDR8 ulega konstytutywnej ekspresji na
wysokim poziomie, ktéra dodatkowo jest indukowana podczas infekcji patogenami.
Biatko AtPDR8 zlokalizowane jest w plazmolemmie i akumuluje w rejonach bfony
w poblizu miejsca infekcji. Wykazano, ze A. thaliana pozbawiona transportera AtPDR8
staje sie podatna na zakazenia nieprzystosowanymi patogenami (ang. inappropriate
pathogens) takimi jak Blumeria graminis f. sp hordei, Erysiphe pisii, Phytophthora
infestans, dla ktérych nie jest naturalnym gospodarzem i ktdre nie sg w stanie
skutecznie infekowac rodlin typu dzikiego. W przypadku mutanta atpdr8/pen3,
w odrdznieniu do typu dzikiego, obserwowano wnikanie strzepek grzybdw w giab
tkanek oraz pojawianie sie zmian chlorotycznych i nekrotycznych. Smieré¢ komorek
zwigzana byta z uruchomieniem reakcji obronnej zaleznej od kwasu salicylowego
i skutkowata nabyciem przez mutanta odpornosci na obligatoryjnego biotrofa (Erysiphe
cichoracearum), wywotujgcego chorobe u roslin typu dzikiego (Stein et al. 2006).
Postuluje sie, ze AtPDR8 odpowiada za wydzielanie endogennego zwigzku,
stanowigcego pierwszg linie obrony przed patogenami, ktérego akumulacja w komoérce
jest toksyczna dla rosliny (Kobae et al. 2006; Stein et al. 2006). Dowiedziono, ze
AtPDR8/PEN3 odgrywa takze role w procesie odktadania kalozy (Clay et al. 2009).
Poszukiwania mutacji, powodujgcych u Arabidopsis z jednej strony obnizenie
wrazliwosci na syntetyczng auksyne (2,4-D - stosowang m.in. do zwalczania chwastéw),

z drugiej za$ nie powodujacych zaburzen rozwojowych, doprowadzity do identyfikacji
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i scharakteryzowania transportera AtPDR9/AtABCG37. Wykazano, ze mutant (pdr9-1)
(mutacja typu uzyskania funkcji ang, gain-of-function) jest w poréwnaniu z roslinami
dzikimi mniej wrazliwy na 2,4-D. Z kolei mutant (pdr9-2) z nieaktywnym genem
kodujgcym AtPDR9Y wykazuje nadwrazliwos¢ na ten herbicyd. Co istotne, obie mutacje
nie wptywaty na transport naturalnej auksyny IAA, a tym samym nie powodowaty
zaburzen rozwojowych (lto i Gray 2006). Inna grupa badawcza dowiodta, ze
naturalnym substratem dla AtABCG37 jest prekursor auksyn IBA, aczkolwiek
w uktadach heterologicznych (drozdzowym i komérek Hela) biatko to byto zdolne do
transportu takze syntetycznej auksyny 2,4-D (Ruzicka et al. 2010).

AtPDR12/AtABCG40 okazat sie by¢ importerem kwasu abscysynowego,
bedgcego seskwiterpenem. Eksperymenty transportu w ukfadach heterologicznych
(drozdzowym i hodowli BY2) wykazaty zwiekszone pobieranie ABA przez komorki
z ekspresjg AtABCG40. Ponadto w przypadku protoplastow mutanta atabcg40
obserwowano spadek akumulacji tego zwigzku w komadrkach w poréwnaniu z kontrola.
Dowiedziono, ze AtABCG40 warunkuje m.in. prawidtowe funkcjonowanie aparatow
szparkowych, ktére u mutanta utraty funkcji (ang, loss-of-function) zamykajg sie
wolniej w odpowiedzi na ABA. Skutkuje to wzrostem wrazliwosci na wysychanie (Kang
et al. 2010). Wczesniej stwierdzono, ze ekspresja AtPDR12/AtABCG40 indukowana jest
podczas infekcji grzybami patogennymi (Sclerotina sclerotiorum, Alternaria
brassicicola) oraz pod wptywem hormondéw stresowych, szczegdlnie kwasu
salicylowego (SA, ang. salicylic acid), ale takze etylenu (ET, ang. ethylene) i jasmonianu
metylu. Sugerowano, ze AtPDR12 podobnie jak NpoPDR1 moze braé udziat w ochronie
rosliny przed patogenami poprzez eksport do apoplastu metabolitéw wtdrnych
o wtasciwosciach antygrzybiczych. Pokazano réwniez, ze potraktowanie mutanta
insercyjnego atpdr12 zwigzkiem antygrzybiczym sklareolem, powoduje opdznienie
kietkowania nasion oraz silniejszg inhibicje wydtuzania korzeni w pordéwnaniu
z roslinami dzikimi (Campbell et al. 2003). Co ciekawe inna grupa badawcza
wskazywata na udziat AtPDR12 w obnizaniu wrazliwosci rosliny na metale ciezkie (Lee
et al. 2005).

Niedawno pokazano, ze obecny u Arabidopis ABCG29 jest transporterem
alkoholu p-kumarylowego, jednego z trzech gtéwnych monolignoli, bedacych

prekursorami w biosyntezie lignin. Ekspresja heterologiczna AtABCG29 w drozdzach
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wykazata, ze obecno$é¢ biatka AtABCG29 redukuje toksyczne dziatanie alkoholu
p-kumarylowego. Efekt ten zwigzany jest z aktywna sekrecje tego monolignolu na
zewnatrz komdrek drozdzowych, co potwierdzity eksperymenty transportu. Ponadto
linie insercyjne ze zintegrowanym T-DNA w obrebie genu AtABCG29, wykazywaty
zwiekszong wrazliwos¢ na dziatanie alkoholu p-kumarylowego, co manifestowato sie
zahamowaniem wzrostu korzeni. U mutanta obserwowano takze zmniejszony poziom
lignin oraz zmieniong kompozycje monolignoli (Alejandro et al. 2012).

PhPDR1 z petunii (P. hybryda) zostat zidentyfikowany jako eksporter
strigolaktonu. Ten fitohormon nalezy do laktonéw seskwiterpenowych i odpowiada
m.in.: za inicjacje mikoryzy arbuskularnej, poprzez stymulacje rozgateziania strzepek
grzybowych; a takze za kontrole rozkrzewiania peddw, poprzez inhibicje wzrostu
pakdéw bocznych. Pokazano, ze w warunkach niedoboru fosforu, w ktérych strigolakton
uwalniany jest do ryzosfery oraz pod wptywem GR24 (syntetyczny strigolakton)
dochodzi do wzrostu poziomu mRNA PhPDR1. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja
PhPDR1 jest specyficznie indukowana w komdrkach kory pierwotnej korzenia,
w trakcie jej kolonizacji przez grzyby mikoryzowe. W czesciach naziemnych aktywnosc
promotora PhPDR1 odnotowano w wigzkach przewodzacych. Byta ona szczegdlnie
wysoka w miejscach lezgcych ponizej uspionych pgkéw pachwinowych. U mutanta
phpdrl obserwowano zaréwno ograniczony rozwdéj mikoryzy, wynikajacy z redukcji
wydzielania przez korzenie strigolaktonu, jak i zmieniony wzér rozgateziania rosliny,
zwigzany z zaburzeniem rozmieszczenia tego hormonu. Co wiecej wykazano, ze
nadekspresja PhPDR1 w A. thaliana skutkuje wzrostem tolerancji rosliny na wysokie
stezenie egzogennego, syntetycznego strigolaktonu, co wynika z wydajniejszego
uwalniania tego zwigzku przez korzenie (Kretzschmar et al. 2012).

Analize funkcjonalng przeprowadzono takze dla innych petnych transporteréw
ABCG, jednak nie udato sie jednoznacznie okresli¢ ich substratow. Postuluje sie, ze
czes¢ z tych biatek jest zaangazowana w odpowiedz rosliny na stres biotyczny.
Obserwowano m.in. (i) znaczacy wzrost poziomu transkryptu genu NtPDR1 z hodowli
komodrkowej N. tabacum (BY2) w wyniku traktowania generalnymi elicytorami
(elicytyna INF1 z P. infestans, flagelina z P. syringae pv tomato, ekstrakt drozdzowy)
(Sasabe et al. 2002) czy (ii) indukcje ekspresji czterech gendw PDR (StPDR1-StPDR4)

z Solanum tuberosum pod wptywem infekcji P. infestans (Ruocco et al. 2011). Jeden
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z petnych transporteréw ABCG (okreslany jako Lr34) warunkuje, w nieznany dotad
sposdb, nabycie przez niektére odmiany pszenicy trwatej odpornosci na trzy grozne
gatunki grzybéw patogennych (Krattinger et al. 2009). Ostatnio zidentyfikowano takze
biatko ABCG5/PDR5 z N. tabacum, ktére bierze udziat w obronie rosliny przed
szkodliwymi owadami (Bienert et al. 2012). U soi (G. max) ilos¢ mRNA, kodujgcego
petny transporter ABCG (GmPDR12) wzrasta w odpowiedzi na kwas salicylowy i kwas
jasmonowy (Eichhorn et al. 2006).

Rola biatek PDR nie ogranicza sie tylko do ich udziatu w odpowiedzi rosliny na
stresy biotyczne. NtPDR3 z N. tabacum prawdopodobnie jest zaangazowany
w utrzymywanie homeostazy zelaza (Ducos et al. 2005). Biatko AtABCG32/PEC1
z Arabidopsis oraz jego bliski homolog z jeczmienia HYABCG31 sg niezbedne w procesie
formowanie funkcjonalnej kutikuli (Bessire et al. 2011; Chen et al. 2011). Akumulacja
transportera OsPDR9 z ryzu wzrasta po potraktowaniu metalami ciezkimi, a takze pod
wptywem niedoboru tlenu czy zaburzen rdéwnowagi redoks (Moons 2003).
Niewykluczony jest tez udziat tej grupy biatek w oddziatywaniach symbiotycznych.
Swiadcza o tym badania zmian poziomu ekspresji potencjalnych genéw PDR u L.
japonicus pod wptywem bakterii brodawkowych. Kilka z tych genéw byto wyraznie
indukowanych w korzeniach inokulowanych Mesorhizobium loti (Sugiyama et al. 2006).
Co wiecej za transport genisteiny, flawonoidu z soi petnigcego funkcje zwigzku
sygnalnego podczas interakcji rosliny z bakteriami symbiotycznymi, moze by¢
odpowiedzialny transporter PDR (Sugiyama et al. 2007).

Opierajac sie na przedstawionych powyzej danych literaturowych mozna
postawié hipoteze, iz przynajmniej czes¢ petnych biatek ABCG stanowi wazny element
systemu obronnego roslin. Stad w kolejnym podrozdziale zamieszczono poglagdowy

opis funkcjonowania w roslinach uktadu odpornosciowego.
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1.3 System odpornosciowy roslin

Rosliny narazone sg na ciggte ataki szerokiej grupy patogendw, ktére stosujg

rozne strategie pozwalajgce skutecznie infekowaé gospodarza. Ze wzgledu na

prowadzony tryb Zzycia patogeny zostaly podzielono na trzy grupy. Jedng z nich

stanowig nekrotrofy (np. B. cinerea), pobierajace zwigzki odzywcze z martwych badz

obumierajgcych komérek. Kolejng, odzywiajgce sie zywa tkanka, patogeny biotroficzne

(np. P. syringae). | w koncu tzw. hemibiotrofy (np. Hyaloperonospora arabidopsidis),

ktdre swdj cykl rozpoczynajg jako biotrofy i z czasem przechodzg na nekrotroficzny tryb

zycia (Rycina 1.6) (Pieterse et al. 2009).

PODZIAt PATOGENOW BAKTERYJNYCH | GRZYBOWYCH

(a) ZE WZGLEDU NA RODZAJ ODDZIALYWAN MIEDZY PATOGENEM A ROSLINA

NIESPECYFICZNE WZGLEDEM GOSPODARZA SPECYFICZNE WZGLEDEM GOSPODARZA
PRZYSTOSOWANE NIEPRZYSTOSOWANE WIRULENTNE AWIRULENTNE
(b) ZE WZGLEDU NA TRYB ZYCIA

NEKROTROFY

Botrytis cinerea

BIOTROFY
Hyaloperonospora
arabidopsidis

HEMIBIOTROFY

Pseudomonas
syringae

Rycina 1.6. Podziat patogendw bakteryjnych i grzybowych: ze wzgledu na rodzaj oddziatywan

miedzy patogenem a rosling (a), ze wzgledu na tryb zycia (b).

Dzieki wyksztatceniu systemu odpornosciowego (ang. plant immune system)

wiekszo$¢ roslin jest zdolna skutecznie broni¢ sie przed niepozgdang kolonizacja.

Pierwszg linie ochrony przed atakiem patogena stanowig bariery konstytutywne. Sg

one niespecyficzne i mogg miec¢ charakter zaréwno strukturalny, jak i chemiczny.
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Okreslona budowa anatomiczna rosliny np. liczba i wielko$é aparatéw szparkowych,
grubo$¢ sSciany komodrkowej czy wysycenie kutyng i woskami, moze ograniczyc
mozliwos¢ wtargniecia niektérym mikroorganizmom. Co wiecej konstytutywna synteza
oraz magazynowanie w wyspecjalizowanych organach badz tkankach specyficznych
metabolitéw wtérnych o wtasciwosciach antybakteryjnych i antygrzybiczych tzw.
fitoantycipin, moze stanowi¢ skuteczng ochrone przeciwko nieprzystosowanym
patogenom (ang. nonadaped pathogens) (Ayliffe et al. 2011; Bednarek i Osbourn 2009;
Dangl i Jones 2001).

Rosliny dysponujg takze mechanizmami obronnymi uruchamianymi podczas
ataku patogena. Ten typ oddziatywan zostat dobrze opisany za pomocg modelu zig zag
(Rycina 1.7). Zaktada on, iz indukowana odpowiedz obronna w pierwszej kolejnosci jest
aktywowana przez tzw. molekularne wzorce powigzane z mikroorganizmami lub
patogenami w skréocie MAMP-sy lub PAMP-sy (ang. microbe- or pathogen-associated
molecular patterns), inaczej okreslane jako generalne elicytory (Jones i Dangl 2006;
Zipfel i Robatzek 2010). Stanowig one niejednorodng pod wzgledem strukturalnym
i funkcjonalnym grupe zwigzkéw. S3 szeroko rozpowszechnione wsréd
mikroorganizmow i ze wzgledu na istotne funkcje jakie petnig nie mogg podlegaé
szybkim zmianom ewolucyjnym. Nalezg do nich m.in. bakteryjna flagelina, biatka szoku
cieplnego, czynnik elongacji Tu (EF-Tu), bakteryjne lipopolisacharydy (LPS), chityna, B-
glukan. MAMP-sy/PAMP-sy wigzg sie do zewngtrzkomorkowych, transbtonowych
receptorow rozpoznajgcych wzorce molekularne tzw. PRR (ang. pattern recognition
receptors) co wyzwala niespecyficzng, lokalng, odpowiedZ odpornosciowg PTI (ang.
PAMP-triggered immunity). Obejmuje ona szereg uniwersalnych reakcji w tym: (i)
aktywacje kaskady kinaz MAP (kinaz aktywowanych mitogenami, ang. mitogen-
activated protein kinases), co pocigga za sobg szybka, zalezng od czynnikéw
transkrypcyjnych WRKY, indukcje genéw obronnych; (ii) produkcje reaktywnych form
tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species); (iii) wzmocnienie Sciany komdrkowej poprzez
synteze i depozycje kalozy i lignin; (iv) synteze metabolitdw wtérnych o charakterze
antybakteryjnym i antygrzybiczym (fitoaleksyn) oraz (v) akumulacje biatek powigzanych
z patogeneza (PR, ang. pathogenesis-related proteins), takich jak np. chitynazy czy

glukanazy (Jones i Dangl 2006; Pieterse et al. 2009).
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Cze$é patogendw jest zdolna do supresji PTI za posrednictwem biatkowych
efektoréw (czynnikéw wirulencji), ktére wprowadzane sg bezposrednio do cytoplazmy
komodrek gospodarza. Wiadomo, ze bakterie wykorzystujg do tego celu system sekrecji
typu Il (TTSS, ang. type-lll secretion system), natomiast w przypadku grzybow
i legniowcéw mechanizm dostarczania efektoréw do komorki roslinnej jak na razie nie
jest znany (Dodds i Rathjen 2010). Dziatanie efektoréow moze polega¢ m.in. na
blokowaniu aktywnosci kinazowej receptoréw PRR, tak jest w przypadku
produkowanego przez P. syringae AvrPto (Xiang et al. 2008). HopAll odpowiada za
defosforylacje kinaz MPK3 i MPK6, co skutkuje przedwczesng terminacjg szlaku
sygnalnego PTI (Zhang et al. 2007). Znane sg takze przyktady hamowania przez efektory
biosyntezy metabolitow wtdérnych, takg funkcje spetnia HopZl (Zhou et al. 2011).
Zablokowanie PTI wywotane aktywnoscig efektoréw prowadzi do wyksztatcenia tzw.
wyzwalanej przez efektor wrazliwosci ETS (ang. effector-triggered susceptibility)
i w konsekwencji rozwoju choroby. Patogeny zdolne do przetamania barier
konstytutywnych, a nastepnie supresji odpowiedzi PTI, okreslane s3 jako
przystosowane (ang. adapted pathogens) (Ayliffe et al. 2011). Indywidualny szczep
fitopatogena bakteryjnego moze kodowac¢ 20-30 rdézinych efektoréow, w przypadku
grzybow czy legniowcow liczba ta moze by¢ jeszcze wyisza. W odrdznieniu do
MAMP/PAMP-séw efektory nie s3 niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
organizmu, dlatego tez charakteryzujg sie duzg zmiennoscig. Czesto zdarza sie, ze
blisko spokrewnione ze sobg szczepy bakterii badz izolaty grzybowe posiadajg
odmienne zestawy efektoréw przez co zakazajg rézne gatunki badz odmiany roslin.

Produkowane przez patogeny efektory moga stac¢ sie czynnikami awirulencji
(avr, ang. avirulence factor). Dzieje sie tak gdy komédrka roslinna dysponuje
rozpoznajacymi je, wewnatrzkomorkowymi receptorami, kodowanymi przez tzw. geny
odpornosci R (ang. resistance genes). Receptory te najczesciej nalezg do klasy NB-LRR,
a ich bezposrednie badz posrednie zwigzanie z czynnikiem awirulencji prowadzi do
uruchomienia specyficznej, wyzwalanej przez efektor odpornosci ETI (ang. effector-
triggered immunity). Zaréwno efektory jak i biatka R mogg podlegac szybkim zmianom
co prowadzi do dynamicznej koewolucji uktadu roslina-patogen. Przypomina to swoisty
»Wyscig zbrojen”, w ktéorym celem rosliny jest posiadanie odpowiedniego genu R,

rozpoznajgcego dany efektor, natomiast patogen dazy do unikania rozpoznania, np.
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poprzez mutacje w genie kodujgcym efektor (Boller i He 2009; Jones i Dangl 2006).
Uwaza sie, ze ETI jest szybszg i silniejszg wersjg PTI. Czesto skutkuje rozwinieciem
reakcji nadwrazliwosci (HR, ang. hypersensitive response). HR prowadzi do $mierci
komoérek gospodarza otaczajgcych miejsce infekcji, a tym samym odcina patogena od
zrédta zywych tkanek, co jest skuteczne w przypadku ochrony przed biotrofami (Jones
i Dangl 2006). W zaleznosci od tego, czy produkowane przez mikroorganizmy
chorobotwoércze efektory sg rozpoznawane przez roslinne biatka odpornosci, patogeny
podzielono na wirulentne i awirulentne, a oddziatywania roslina-patogen odpowiednio
na kompatybilne (ang. compatible) i niekompatybilne (ang. incompatible).
W pierwszym przypadku dochodzi do zakazenia rosliny i rozwoju choroby. W drugim
nastepuje uruchomienie silnej odpowiedzi obronnej, prowadzacej do wyksztatcenia
odpornosci typu host (ang. host resistance), ktéra skutecznie zabezpiecza przed
infekcja wywotang okreslong rasg patogena (Tao et al. 2003). Obok specyficznej
odpornosci typu host, wyrdznia sie takze niespecyficzng odpornosé non-host (NHR,
ang. non-host resistance), przez niektérych autoréw nazywang takze podstawowq
odpornoscig (ang. basal defense). Zwykle warunkowana jest ona wieloma genami
i angazuje zardwno mechanizmy konstytutywnej jak i indukowanej odpowiedzi
obronnej. Charakteryzuje sie mniejszg sitg, jest natomiast stosunkowo trwata i chroni

rosline przed szerokim spektrum patogendw (Jaulneau et al. 2010; Lipka et al. 2008).

wysoka PTI ETS ETI ETS ETI

prégdlaHR

efektory
°

Rycina 1.7. Schemat rozwoju odpornosci roslin wedtug modelu zig zag, na podstawie Jones

i Dangl 2006.
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Poczatkowo staba lokalna reakcja obronna z czasem moze rozszerzyé sie na catg
rosline i prowadzi¢ do pojawienia nabytej odpornosci systemicznej (SAR, ang. systemic
acquired resistance). Za przekazanie sygnatu z miejsca pierwotnej infekcji do
dystalnych czesci rosliny odpowiada kwas salicylowy, transportowany systemem
naczyn. Odpornos$é tego typu pozwala roslinie uruchomi¢ szybka i skuteczng reakcje
obronng, zwigzang m.in. z aktywacjg genéw PR. Jest ona skierowana przeciwko
szerokiemu spektrum patogendw (Pieterse et al. 2009).

Innym przyktadem odpornosci systemicznej jest indukowana odpornosé
systemiczna (ISR, ang. induced systemic resistance), wyzwalana przez tzw. bakterie
promujgce wzrost roslin (PGPR, ang. plant growth-promoting rhizobacteria),
najczesciej z rodzaju Pseudomonas i Bacillus, a takze arbuskularne grzyby mikoryzowe
i zwigzki syntetyczne. ISR sprowadza sie do promowania reakcji obronnych (ang.
priming), czyli szybszej badZ silniejszej aktywacji mechanizméw obronnych
w odpowiedzi na atak patogena. ISR jest zwykle regulowana przez szlaki sygnalne
zalezne od kwasu jasmonowego (JA) i etylenu (ET) (Pieterse et al. 2009).

Jak dotad wiele wskazuje na udziat petnych biatek ABCG w niespecyficznych
reakcjach obronnych, w tym nadawaniu odpornosci typu non-host (Krattinger et al.
2009). Pokazano, ze ekspresja gendw ABCG jest indukowana przez nieprzystosowane
patogeny, hormony stresowe czy PAMP-sy, a ich dysfunkcja skutkuje wzrostem
wrazliwosci roslin na infekcje. Przypuszcza sie, ze ochronna rola petnych biatek ABCG
polega na wydzielaniu metabolitow wtdérnych o wtasciwosciach antybakteryjnych czy
antygrzybiczych badz transporcie zwigzkéw o charakterze sygnalnym (Campbell et al.

2003; Jasinski et al. 2001; Sasabe et al. 2002; Stein et al. 2006).
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1.3 Medicago truncatula modelowa roslina bobowata

Bobowate (Fabaceae) dawniej okreslane jako motylkowate stanowig trzecig co do
wielkosci i drugg pod wzgledem znaczenia gospodarczego rodzing roslin nasiennych
(Young i Bharti 2012). Dzieki wspotpracy z bakteriami brodawkowymi rozwinety
unikalng zdolno$¢ symbiotycznego wigzania azotu atmosferycznego (SNF; symbiotic
nitrogen fixation). Nawigzujg takze bardziej powszechng w przyrodzie symbioze
z grzybami mikoryzowymi oraz dysponujg szerokim spektrum mechanizmow,
chronigcych je przed atakiem patogendw. Stad bobowate postrzegane sg jako idealna
grupa pozwalajagca bada¢ szeroko rozumiane interakcje rosliny z mikroorganizmami
zaréwno symbiotycznymi, jak i patogennymi (Bell et al. 2001).

Rosliny bobowate odgrywajg kluczowg role w nowoczesnym rolnictwie. Ich
uprawa przyczynia sie do wzbogacenia gleby w tatwo przyswajalne zwigzki azotu, ktére
mogg by¢ wykorzystane przez rosliny nastepcze. Pozwala to na ograniczenie
stosowania nawozow sztucznych, a co za tym idzie redukcje kosztéw i ochrone
Srodowiska naturalnego. Sg takze tanim Zrdodtem wysokiej jakosci biatka dla ludzi
i zwierzat oraz substancji o wtasciwosciach leczniczych takich jak, np. izoflawonoidy.
Dlatego duzy nacisk ktadzie sie na identyfikacje genéw warunkujgcych cechy uzytkowe
tej grupy roslin, ktore odpowiadajg za plonowanie, gospodarke mineralng, synteze
i dystrybucje metabolitéw wtérnych czy odpornosc na choroby (Dixon i Sumner 2003).

Znaczenie ekonomiczne bobowatych oraz aspekt poznawczy zwigzany ze
zrozumieniem procesu SNF, mikoryzy, odpowiedzi obronnej oraz ich wzajemnych
powigzan, sktonity naukowcdédw do wytonienia roslin modelowych, pozwalajacych bada¢
biologie tej rodziny. Gtdwng uwage skupiono na dwdch gatunkach L. japonicus
i M. truncatula. Ze wzgledu na to, ze najwazniejsze uprawiane w Europie bobowate
takie jak lucerna siewna, koniczyna, groch czy fasola nalezg do tej samej grupy
filogenetycznej co M. truncatula to wtasnie ta roslina stata sie wtasciwym modelem

bobowatych w Europie (Young i Udvardi 2009).
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Medicago truncatula
(Systematyka wedtug Takhtajana)

Krélestwo: Rosliny (Plantae)

Gromada: Okrytonasienne (Magnoliophyta)
Klasa: Dwuliscienne (Magnoliopsida)

Rzad: Bobowce (Fabales)

Rodzina: Bobowate (Fabaceae)

Rodzaj: Lucerna (Medicago)

Gatunek: Medicago truncatula

Fig. x. Rysunek przedstawiajacy M. truncatula,

Rycina 1.9. M. truncatula, dojrzaty ped (a), korzen z brodawkami (b), kwiat (c), owoc (d),
nasiona (e). Dzieki uprzejmosci Andrzeja Szewczaka (Zrédio: praca magisterska Andrzej

Szewczak, 2011).
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M. truncatula, pochodzi z Basenu Morza Srédziemnego. Jest rosling
jednoroczng, obecnie powszechnie uprawiang w Australii (Young i Udvardi 2009). Ze
wzgledu na ksztatt strgka, ktéry przypomina beczutke w jezyku angielskim okresla sie ja
mianem barrel medic. Jej liscie s trzykrotnie ztozone, a zétte kwiaty posiadajg
charakterystyczny dla catej rodziny motylkowaty wyglad.

M. truncatula wchodzi w symbioze z bakteriami brodawkowymi z rodzaju
Sinorhizobium, czego wynikiem jest powstawanie brodawek korzeniowych typu

niezdeterminowanego (Rycina 1.10) (Gubry-Rangin et al. 2010).

Rycina 1.10. Przekrdj podtuzny przez brodawki korzeniowe M. truncatula

W odréznieniu do wielu roslin bobowatych M. truncatula posiada maty (500-
550Mbp), diploidalny genom (2x8 chromosomoéw). Charakteryzuje sie krétkim cyklem
zyciowym (ok. 10-12 tygodni) i duzg produkcja nasion. Ulega samozapyleniu co
dodatkowo utatwia analize genetyczng. Jest gatunkiem stosunkowo prostym
w transformacji i hodowli in vitro. Duze znaczenie w pracy z M. truncatula ma tatwy
dostep do opracowanych protokotéw zawartych m.in. w podreczniku ,Medicago

truncatula Handbook” http://www.noble.org/MedicagoHandbook/, a takie wystepowanie

duzych kolekcji mutantéw i zréznicowanych ekotypéw Medicago czy w koricu poznanie

2011 roku sekwencji jej genomu (Cook 1999; Young et al. 2011).
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Automatyczne przewidywanie w poznanej sekwencji genomu M. truncatula
gendéw i ich adnotacje, powierzono miedzynarodowej grupie IMGA (International

Medicago Genome Annotation Group) http://www.medicago.org/genome/IMGAG/.

Istnieje takze szereg projektéw majgcych na celu poznanie transkryptomu,
proteomu oraz profilu metabolicznego M. truncatula (Young i Udvardi 2009).

Przez SRNF (Samuel Roberts Noble Foundation) udostepniony zostat ,,Atlas
ekspresji gendw Medicago truncatula” (MtGEA, ang. The Medicago truncatula Gene

Expression Atlas) http://mtgea.noble.org/v2/, bazujacy na danych mikromacierzowych.

Pozwala on na wstepne okreslenie profilu ekspresji wiekszosci gendw Medicago
w roznych organach, podczas rozwoju rosliny i jej odpowiedzi na bodzice
srodowiskowe. Bogate sg takie kolekcje EST-6w (ang. Expressed Sequence Tags),

zdeponowanych  m.in. w  Medicago truncatula  Gene Index (MtGlI)

http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago.

Informacje dotyczace szlakdw metabolicznych M. truncatula i ich wzajemnych

powigzan znalez¢ mozna w bazie MedicCyc http://mediccyc.noble.org/.

Poza tym dostepne s3 liczne bazy danych dedykowane genetyce odwrotnej
(ang. reverse genetics), m.in. bazy danych mutantéw M. truncatula: i) inercyjnych Tntl;
ii) delecyjnych, otrzymywanych poprzez bombardowanie roslin wigzkg szybkich
neutronéw (FNB, ang. Fast  Neutron Bombardment) http://medicago-

mutant.noble.org/mutant/ czy iii) mutantéw uzyskanych metoda TILLING (ang. Targeting

Induced Local Lesions IN Genomes) http://revgenuk.jic.ac.uk/, a takze baza danych RNAI

Medicago https://mtrnai.msi.umn.edu/.

O postepie pracy nad M. truncatula mozna dowiedzie¢ sie z portalu

http://www.medicago.org/, ktéry gromadzi linki do szeregu stron internetowych

poswieconych M. truncatula i ros$linom bobowatym. Czes¢ z nich zostata zamieszczona

w tekscie powyzej.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto poznanie roli jakg petnig petne transportery
ABCG M. truncatula w modulacji oddziatywan biotycznych.

W trakcie jej realizacji przeprowadzono: (i) identyfikacje oraz wstepng
charakterystyke petnych transporteréw ABCG Medicago, (ii) wyselekcjonowano geny
MtABCG, ktérych ekspresja indukowana jest podczas oddziatywan biotycznych, a takze

(iii) przeprowadzono szczegdtowg analize funkcjonalng jednego z nich, MtABCG10.
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3.1 Praca z materiatem roslinnym

3.1.1 Sterylizacja i kietkowanie nasion M. truncatula

Nasiona M. truncatula (ekotyp Jemalong J5 i R108) pochodzity z hodowli prowadzonej
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN, wyprowadzonej z nasion uzyskanych od A.
Kondorosi z CNRS, Gif-surYvette we Francji. Do prébowki typu Eppendorf (2 ml)
przesypano ok. 150 nasion Medicago, a nastepnie dodano pod dygestorium 1,5 ml
stezonego kwasu siarkowego. Mieszano zawartos¢ przez odwracanie prébéwki do
czasu pojawienia sie ciemnych odbarwien na powierzchni nasion, ok. 17 min.
Odpipetowano kwas siarkowy do zlewki z woda, a nasiona bardzo doktadnie
przeptukano (10x) sterylng destylowang woda, wczesniej schtodzong w lodzie. Za
kazdym razem mieszano przez odwracanie lub pipetowanie. Umieszczong na szalce
bibute, zwilzono sterylng wodg destylowang, a nastepnie wytozono nasiona przy
pomocy pesety (ok. 80 nasion na szalke o $rednicy 20 cm). Szalke owinieto doktadnie
folig aluminiowg i przechowywano 5 dni w ciemnosci w 4°C, nastepnie 2 dni

w ciemnosci w temperaturze 23°C do skietkowania.

3.1.2 Hodowla M. truncatula w doniczkach

Siedmiodniowe siewki wysadzano w zaleznosci od potrzeb do doniczek z mieszanka: i)
wermikulit:perlit:piasek (1:1:1) (ii) wermikulit:perlit (1:1) oraz (iii) perlit:piasek (3:1).
Rosliny hodowano w pokojach fitotronowych w kontrolowanych warunkach (22°C,
wilgotnos¢ 40%, 16 h/8 h fotoperiod). Rosliny podlewano wodg i dwa razy w tygodniu

pozywka do nawozenia lucerny (Tabela 3.1).

30



3. MATERIALY | METODY

Rycina 3.1. Trzytygodniowa M. truncatula rosngca w doniczce

Tabela 3.1. Sktad pozywki do nawozenia lucerny

sktad roztworéw wyjsciowych (1L) ostateczny sktad pozywki (1L)
A MgSO,x7H,0 98¢g A 5 ml
B K;SO, 85g B 10 ml
C Kcl 10g C 10 ml
D FeSO,x7H,0 5560 mg D 5 ml
Na,EDTA x 2 H,0 7580 mg
E CaCl;x2H,0 252¢g E 10 ml
F  KNO; 45¢g F 0,1ml
G MnSO,x 5H,0 4g G 5ml
MnCl, x 4 H,0 905 mg
Kl 166 mg
ZnS0O,4 x 7 H,0 1720 mg
CoCl, x 6 H,0 5mg
CuSO, x 5 H,0 16 mg
H3BO; 1240 mg
Na,MoO,4 x 2 H,0 50 mg
H KH,PO, 68¢g H 4 ml
I NH4H,PO, 23g | 10 ml
J  Ca(NOs), x4 H,0 49,2 ¢ J 10 ml
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3.1.3 Hodowla M. truncatula w warunkach in vitro

Siewki M. truncatula (ekotyp Jemalong J5) hodowano w pokoju hodowlanym na
szalkach ze zwilzong bibutg, w kontrolowanych warunkach (22°C, 16 h/8 h fotoperiod).
Siedmiodniowe siewki w zaleznosci od potrzeb traktowano: grzybem patogennym
Fusarium culmorum szczep Cul-3 z kolekcji Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu
lub bakterig symbiotyczng Sinorhizobium meliloti Rm1021 (Meade et al. 1982).
Kontrole odpowiednio stanowita woda lub 10 mM siarczan magnezu. W celu analizy
zmian poziomu ekspresji wybranych genéw pod wptywem zwigzkéw chemicznych,
siedmiodniowe siewki Medicago przenoszono z bibuty na pozywke % B-5 Gamborga
(G5768 Sigma Aldrich) z dodatkiem testowanych substancji. W Tabeli 3.2 zamieszczono

wykaz stosowanych zwigzkow.

Rycina 3.2. Siedmiodniowe siewki M. truncatula rosngce na szalce z bibufg

Tabela 3.2. Wykaz zwigzkéw uzywanych do testdw, prowadzonych na siewkach M. truncatula

nazwa zwigzku producent stosowane stezenia korficowe kontrola
elicytor z P. medicaginis  podrozdziat3.3.2 25 pg ekwiwalentu glukozy/ml H,0
MelA Sigma-Aldrich 10 uM DMSO
Izolikwiritigenina ExstraSynthese 100 uM DMSO
Daidzeina ExstraSynthese 100 uM DMSO
Formononetyna ExstraSynthese 100 uM DMSO

3.1.4 Hodowla zawiesinowa M. truncatula
Hodowle zawiesinowe (60 ml) wyprowadzono z lisci lub korzeni M. truncatula (ekotyp

Jemalong J5 i R108). Utrzymywano je w pokojach hodowlanych, w kontrolowanych
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warunkach (22°C, 16 h/8 h fotoperiod w przypadku hodowli lisciowych i 24 h ciemnosci
w przypadku hodowli korzeniowych). Komérki hodowano w pozywce MS z witaminami
Gamborga (M0404 Sigma Aldrich) z dodatkiem sacharozy (30 g/L), 2,4D (2 mg/L)
i kinetyny (0,25 mg/L), pH=5,8 z wytrzgsaniem (150 rpm). Hodowle pasazowano co
dwa tygodnie przenoszac 20 ml hodowli do 40 ml Swiezej pozywki. W przypadku
analizy zmian poziomu ekspresji wybranych gendéw, siedmiodniowg hodowle
rozpipetowano po 3 ml do 6-dotkowych ptytek (140675 Nunc), aklimatyzowano przez
24 h, a nastepnie dodawano testowanego zwigzku. W Tabeli 3.3 zamieszczono wykaz

stosowanych zwigzkdéw.

Rycina 3.3. Hodowla zawiesinowa wyprowadzona z lisci M. truncatula

Tabela 3.3. Wykaz zwigzkéw uzywanych do testdw prowadzonych na hodowli zawiesinowej M.

truncatula

nazwa zwigzku stosowane stezenia koricowe kontrola
MelA 10 uM DMSO
SA 10 uM DMSO
ABA 10 uM NaOH

3.1.5 Hodowla korzeni wtosowatych M. truncatula

Hodowla korzeni wiosowatych M. truncatula (ekotyp Jemalong J5) zostata
wyprowadzona z korzeni transgenicznych, uzyskanych w wyniku transformacji
Medicago bakteriami Agrobacterium rhizogenes Arqual (patrz podrozdziat 3.1.7).
Hodowle korzeni prowadzono w pokoju hodowlanym w kontrolowanych warunkach

(22°C, 24 h w ciemnosci), na statej zmodyfikowanej pozywce Fahraeus (Fa)
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z dodatkiem sacharozy (10 g/L), mioinozytolu (100 mg/L), tiaminy (10 mg/L),
pirydoksyny (1 mg/L), biotyny (1 mg/L), kwasu nikotynowego (1 mg/L), glicyny (2
mg/L), pH=5,8. Hodowle pasazowano co trzy tygodnie przenoszac fragment korzenia ze
stozkiem wzrostu na Swiezg pozywke. Dla potrzeb analiz zmian poziomu ekspresji
wybranych genéw oraz badan metabolomicznych, trzytygodniowg hodowle
korzeniowq podzielono na dwie czesci i przeniesiono do 5 ml swiezej ptynnej pozywki.
Aklimatyzowano przez 24 h, a nastepnie dodano elicytora — oligosacharydy S$cian
komoérkowych Phoma mediacaginis (stezenie korncowe 25 pg ekwiwalentu glukozy/mil)

(patrz podrozdziat 3.3.2) lub wody w przypadku kontroli.

Rycina 3.4. Trzytygodniowa hodowla korzeni wtosowatych M. truncatula

Tabela 3.4. Sktad zmodyfikowanej pozywki Fahraeus (Fa)

makroelementy stezenie 10X stezone na 1L
koricowe (pobrac¢ 100 ml/L pozywki)

MgSO, x 7H,0 0,5 mM 1,2324 ¢

KH,PO, 0,7 mM 0,9526 g

Na,HPO, 0,8 mM 1,136 ¢

NH;NO3 0,5mM 04¢g

cytrynian zelaza 20 uM 0,0049g dodawaé bezposrednio do

CaCl, x 2H,0 0,9 mM 0,1323g  pozywki 1X

mikroelementy stezenie roztwér wyjsciowy stezenie 1 mg/ml
koncowe (pobraé 100 pl/L pozywki)

MnCl, x 4H,0 100 pg/L 100 pl

CuSO, x 5H,0 100 pg/L 100 pl

ZnCl, 100 pg/L 100 pl

HsBO; 100 pg/L 100 ul

Na,MoO, x 2H,0 100 pg/L 100 pl

agar dla roslin 14 g/L

pH=7,5 ustalono NaOH, autoklawowano, dodano kanamycyny (koricowe
stezenie 25 mg/L)

34



3. MATERIALY | METODY

3.1.6 lzolacja protoplastow z hodowli zawiesinowej M. truncatula

Izolacje protoplastow z dwunastodniowej hodowli zawiesinowej, wyprowadzonej z lisci
M. truncatula, przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej procedury opisanej przez He
et al.,, 2007. Wszystkie wirowania wykonywano przy uzyciu wirdwki z rotorem
uchylnym Heraeus Biofuge. Przyspieszanie i hamowanie obrotéw wynosito
odpowiednio 6 4.

W pierwszej kolejnosci przygotowano mieszanine enzymow trawiacych sciane
komodrkowga (20 ml/szalke), a nastepnie ogrzewano jg przez 10 min w temperaturze
55°C (w tazni wodnej), w celu inaktywacji proteaz i petnego rozpuszczenia enzymow.
Po ostudzeniu do temperatury pokojowej (ok. 20°C) przefiltrowano mieszanine
enzymow (filtr 0,22 um) na szalke Petriego. Réwnolegle 50 ml hodowli (2x 25 ml)
wirowano przy 200 g przez 5 min. Osad zawieszono w 1 objetosci 0,4 M mannitolu
i wirowano jak wyzej (2x). Odrzucono supernatant, a osad komdrek przeniesiono
sterylng szpatutka na szalke z mieszaning enzyméw trawigcych, po czym inkubowano
w ciemnosci przez 24 h w temperaturze pokojowej, delikatnie wytrzgsajac (ok. 60 rpm,
Bio Shaker 3D BIOSAN). Kontrole procesu trawienia scian komdrkowych prowadzono
przy pomocy mikroskopu swietlnego (Carl Zeiss Jena), w razie potrzeby przedtuzono
czas inkubacji z enzymami. Nastepnie delikatnie przeniesiono protoplasty do probdowki
typu Falcon (50 ml) przy pomocy pipety 5 ml i dodano jedng objetos¢ buforu W5.
Protoplasty przefiltrowano przy uzyciu sita do komédrek (CD1-1KT Sigma Aldrich). Od
tego momentu kolejne etapy prowadzono w temperaturze 4°C. Przesgcz wirowano
przy 200 g przez 2 min, osad zawieszono w 15 ml buforu W5, delikatnie wymieszano
przez odwracanie, a nastepnie nawarstwiono na 10 ml 16% sacharozy. Wirowano przez
8 min przy 950 g. Zebrano 8 ml mieszaniny protoplastéw znajdujgcych sie na granicy
faz i przeniesiono do nowej préobdéwki typu Falcon (50 ml). Dodano 2 objetosci buforu
W5 i delikatnie wymieszano przez odwracanie. Wirowano 200 g przez 2 min, po czym

zawieszono osad w 4 ml buforu W5.

®= mieszanina enzymoOw trawigcych sciane komorkowa: 1,5% Celulaza R10; 0,6% Macerozym
R10; 1% Driselaza; 0,4 M Mannitol; 20 mM KCIl; 20 mM MES
= bufor W5: 154 mM NaCl; 125 mM CaCl,; 5 mM KCl; 2 mM MES
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3.1.7 Transformacja M. truncatula z udziatem A. rhizogenes
Transformacje przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej procedury A. Boisson-
Dernier, zamieszczonej w Medicago truncatula handbook 2007

(http://www.noble.org/medicagohandbook/pdf/AgrobacteriumRhizogenes.pdf).

Przygotowanie siewek do transformacji. Wysterylizowano nasiona M. truncatula
(Jemalong J5, R108) i po pieciu dniach inkubacji w 4°C w ciemnosci szalki
z kietkujgcymi nasionami przeniesiono do 23°C, trzymano w ciemnosci do czasu az
cze$¢ korzeniowa zalgzka rosliny osiggneta ok. 0,5 cm dtugosci (ok. 4-5 h).
Przygotowanie kultury A. rhizogenes ARqual (Quandt et al. 1993). Bakterie
A. rhizogenes, zawierajgce odpowiedni plazmid, wysiano na stata pozywke YEP
z antybiotykami selekcyjnymi: streptomycyng 100 pg/ml (zrédto opornosci: genom
bakteryjny) oraz kanamycyng 50 pg/ml (izrédto opornosci: plazmid pPR97) lub
spektynomycyng 100 pg/ml (zrédto opornosci: plazmid pK7GWIWG2(I1)-p35S::DsRED),
bakterie inkubowano 48 h w 28°C.

Transformacja. Sterylnym skalpelem odcieto cze$¢ wierzchotkowa korzenia,
a nastepnie miejsce przeciecia zanurzono w bakteriach rosngcych na szalce.
Przeniesiono rosline na szalke Petriego z zmodyfikowang pozywka Fahraeus (Fa)
z antybiotykiem selekcyjnym (kanamycyna 25 mg/L). Rosliny hodowano w 23°C przy
fotoperiodzie 16 h/8 h, do czasu pojawienia sie transgenicznych korzeni wtosowatych

(ok. 3 tygodni).

=  Pozywka YEP: NaCl 5 g/L; baktotrypton 10 g/L; ekstrakt drozdzowy 10 g/L; (pH=7,0 ustalone
NaOH); agar 15 g/L

= Pozywka Fahraeus: (Tabela 3.4)

3.1.8 Transformacja i regeneracja M. truncatula poprzez somatyczng embriogeneze
Transformacje przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej procedury V. Cosson,

zamieszczonej w Medicago truncatula handbook 2007

(http://www.noble.org/Global/medicagohandbook/pdf/AgrobacteriumTumefaciens.pdf).

Przygotowanie roslin do transformacji. Siewki M. truncatula ekotyp R108 wysadzono
do doniczek zawierajgcych mieszanke wermikulit:perlit (1:1). Rosliny hodowano
w pokojach fitotronowych, w kontrolowanych warunkach (22°C, wilgotnos¢ 40%, 16

h/8 h fotoperiod).
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Przygotowanie kultury A. tumefaciens EHA105 (Hellens et al. 2000). Bakterie
A. tumefaciens, zawierajgce plazmid pPR97, wysiano na statg pozywke YEP
z antybiotykami selekcyjnymi: streptomycyng 100 pg/ml (zrédto opornosci: genom
bakteryjny) oraz kanamycyng 50 pg/ml (zrédto opornosci: plazmid pPR97), bakterie
inkubowano 48 h w 28°C.

Z pojedynczej koloni wyprowadzono ptynng prehodowle (2 ml), ktéra postuzyta do
zatozenia 30 ml witasciwej hodowli. Hodowle wtasciwg prowadzono do uzyskania ODggo
= 0,6. Bakterie wirowano przy 3000 g przez 20 min, a nastepnie ich osad zawieszono
w 50 ml sterylnej ptynnej pozywki SH3a (Tabela 3.5).

Przygotowanie lisci do transformacji oraz infiltracja. Do transformacji uzyto lisci
pochodzacych z pieciotygodniowych roslin. Ich sterylizacje (20-30 lisci) prowadzono
w 50 ml prébowce typu Falcon. Liscie przeptukano woda, a nastepnie zalano
roztworem podchlorynu sodu (1,25% aktywnego chloru), delikatnie wymieszano
i inkubowano 14 min. Wszystkie dalsze manipulacje wykonywane byly w warunkach
sterylnych. Licie przeptukano 3 razy sterylng wodga, a nastepnie przeniesiono na 9 cm
szalke Petriego z woda. Z lisci przy uzyciu skalpela wycieto kwadratowe fragmenty tak
aby nie zawieraty brzegdw blaszki lisciowej. Fragmenty lisci przeniesiono do kolby
prozniowej z hodowlg Agrobacterium (20-30 lisci na 50 ml hodowli). Delikatnie
wymieszano i podfgczono prdéznie na 20 min (650 psi). Po zwolnieniu prézni kolbe
wytrzgsano (50-60 rpm) w temperaturze pokojowej przez 2 h.

Kokultywacja (48 h). Eksplantaty przeniesiono do pustych 9 cm szalek Petriego,
usunieto nadmiar bakterii, po czym przetozono fragmenty lisci na statg pozywke SH3a
bez antybiotyku. Inkubowano 2 dni w ciemnosci w 24°C.

Formowanie kalusa z selekcjg (5-6 tygodni). Eksplantaty lisciowe przeniesiono na
$wiezg pozywke SH3a zawierajgcg 800 mg/L augmentinu (eliminacja bakterii) oraz 40
mg/L kanamycyny (selekcja transformowanych komodrek). Materiat inkubowano
w ciemnosci w 24°C przez 5-6 tygodni. Co dwa tygodnie odporne na antybiotyki kalusy
przenoszono na $wiezg pozywke selekcyjna.

Embriogeneza (3-6 tygodni). Kalusy przetozono na statg pozywke SH9 (Tabela 3.5)
zawierajgcg kanamycyne 40 mg/L, hodowano w 24°C przy fotoperiodzie 12 h. Do czasu
pojawienie sie pre-zarodkoéw, co 3 tygodnie kalusy przenoszono na swiezg pozywke

SH9 bez antybiotyku. Kiedy z zarodkdw zaczety rozwijac sie rosliny przeniesiono je na
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pozywke % SH9 (Tabela 3.5), w celu i

ndukcji ukorzeniania. Ukorzenione rosliny

przesadzano do doniczek z podtozem wermikulit:perlit:piasek (1:1:1) i hartowano

w celu ochrony przed nadmierng utratg wody. Hodowano do czasu wydania nasion.

Pozywka YEP: podrozdziat 3.1.7

Tabela 3.5. Sposdb przygotowania pozywek SH3a, SH9 i %5 SH9

SH3a SH9 % SH9
N6 makroelementy (Tabela3.6) 100 ml 100 ml 50 ml
SH mikroelementy (Tabela 3.7) 1ml 1ml 0,5 ml
SH witaminy (Tabela 3.8) 1ml 1ml 0,5 ml
EDFS 20 ml 20 ml 10 ml
mioinozytol 100 mg 100 mg 50 mg
sacharoza 30g 20g 10g
2-4D 4 mg - --
BAP 0,5mg - -
pH 5,8 5,8 5,8
H,O dollL dollL do 1L
Fitozel 3g
agar Kalys 78 78

Tabela 3.6. Sktad stezonego roztworu makroelementow N6

N6 roztwor makroelementow

zwigzek chemiczny ilos¢nall koncowe stezenie
w roztworze stezonym
MgSO,x 7 H,0 1,85g 7,5 mM
KNOs 28,30 g 280 mM
(NH4),S04 4,63g 35mM
CaCl, x 2 H,0 1,66 ¢ 11 mM
KH,PO, 4,00g 30 mM
H,0 dollL -

Tabela 3.7. Sktad stezonego roztworu mikroelementéw SH

SH roztwor mikroelementéw

zwigzek chemiczny ilos¢ na 100 ml

koncowe stezenie
w roztworze stezonym

MnSO4 x H,0 lg

H3BO3 500 mg
ZnS0O, x 7 H,0 100 mg

Kl 100 mg
Na,Mo0O, x 2 H,0 10 mg
CuSO,4 x 5 H,0 20mg
CoCl, x 6 H,0 10 mg
H,0 do 100 ml

60 mM
80 mM
3,5mM
6 mM

1mM

0,8 mM
0,4 mM
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Tabela 3.8. Sktad mieszaniny witamin

SH witaminy
zwigzek chemiczny ilosé na 100 ml  koncowe stezenie
w roztworze stezonym

kwas nikotynowy 500 mg 40 mM
tiamina HCI 500 mg 15 mM
pirydoksyna HCI 500 mg 24 mM
H,0 do 100 ml --

3.2 Praca z bakteriami

3.2.1 Przygotowanie bakterii symbiotycznych S. meliloti

Bakterie S. meliloti szczep Rm1021 (Meade et al. 1982) wysiano na podtoze selekcyjne
2T Y streptomycyna s00pg/ml, iNkubowano 48 h w 28°C w cieplarce. Nastgpnie przygotowano
20 ml prehodowli, ktéra postuzyta do wyprowadzenia wtasciwej hodowli S. meliloti.
Bakterie rosty w ptynnej pozywce 2TYsreptomycyna s00pg/mi, W temperaturze 28°C
z wytrzgsaniem z predkoscig 300 rpm, do czasu osiggniecia ODgyp=0,6-1,0, po czym
przeniesiono je na l46d. Przelano pozywke z bakteriami (20 ml) do prébowki typu Falcon
(50 ml) i wirowano 10 min 5000 rpm w 4°C. Zlano supernatant a nastepnie dodano 20
ml 10 mM roztworu MgS0, (taka sama objetos¢ jak wyjsciowej hodowli), zawieszono
komorki przez pipetowanie i wirowano 10 min 5000 rpm w 4°C. Kolejny raz zlano
supernatant, zawieszono bakterie w 20 ml 10 mM roztworu MgSOg4 i wirowano 10 min
5000 rpm w 4°C. Ostatecznie, osad zawieszono w 20 ml 10 mM roztworu MgSO;,,
W przypadku traktowania siewek rosngcych na szalkach, bakterie rozcienczono 30x
i podlewano kazdy korzen siewki 300 Ml zawiesiny bakterii. Rosliny kontrolne

podlewano odpowiednig objetoscig 10 mM roztworu MgSO,.

=  Pozywka 2TY: NaCl 5 g/L; baktotrypton 16 g/L; ekstrakt drozdzowy 10 g/L; (pH=7,0 ustalone

NaOH); w przypadku pozywki statej dodawano agar 15 g/L

3.2.2 Przygotowanie komodrek kompetentnych do elektroporacji
Do 20 ml pozywki LB (E. coli) lub YEP (Agrobacterium), dodano odpowiedni szczep

bakterii i inkubowano przez noc w 37°C (E. coli) lub w 28°C (Agrobacterium),
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z wytrzasaniem z predkoscig 300 rpm. Nastepnego dnia przeniesiono 5 ml prehodowli
do 0,5 L pozywki LB/YEP (rozcienczenie 1/100) i inkubowano w temperaturze 37°C/
28°C z wytrzgsaniem z predkoscig 300 rpm. Sprawdzano OD hodowli bakteryjnej co
godzing, do momentu osiggniecia ODgup=0,5-0,8, po czym kolbe z bakteriami
umieszczono w lodzie. Wlano po 250 ml hodowli do 2 butelek do wirowania
i wirowano 15 min, przy 5000 rpm, w temperaturze 4°C. Zlano supernatant, a osad
zawieszono w 250 ml wody destylowanej i wirowano jak poprzednio. Po zlaniu
supernatantu osad zawieszono w 125 ml wody MQ i ponownie wirowano. Otrzymany
osad zawieszono w 5 ml zimnego 10% glicerolu, wirowano 15 min, przy 5000 rpm,
w temperaturze 4°C. Supernatant usunieto, a do osadu dodano 0,5-0,8 ml
(w zaleznosci od OD hodowli) 10% schtodzonego glicerolu i zawieszono bakterie.
Rozpipetowano po 40 I bakterii do probowek typu Eppendorf (1,5ml) i umieszczono

w ciektym azocie. Elektrokompetentne bakterie przechowywano w -80°C.

= Pozywka LB: NaCl 10 g/L; baktotrypton 10 g/L; ekstrakt drozdzowy 5 g/L; (pH=7,0 ustalone
NaOH)
=  Pozywka YEP: podrozdziat 3.1.7

=  Woda MQ: woda dejonizowana w systemie Milli-Q Millipore

3.2.3 Transformacja komaérek E. coli/Agrobacterium metoda elektroporacji

10 pl mieszaniny ligacyjnej umieszczono na filtrze do odsalania (VSWP0O1300
MILLIPORE) i pozostawiono na 15 min. W lodzie rozmrozono wczesniej przygotowane
komorki kompetentne E.coli TOP10 (40 pl), po czym dodano 7 pl odsolonej mieszaniny
ligacyjnej. W przypadku transformacji plazmidem do 40 pl komérek kompetentnych
E.coli TOP10 lub Agrobacterium dodano ok. 1 ng plazmidu. Nastepnie bakterie
poddano dziataniu pola elektrycznego o napieciu 2,5 kV ok. 4-5 s, wykorzystujac
elektrtoporator Gene Pulser (BioRad) i kuwety ze szczeling szerokosci 0,2 cm (165-2086
BioRad). Komérki po elektroporacji zawieszono w 1 ml czystej pozywki LB (YEP).
Inkubowano przez 45 min w 37°C (28°C)*, a nastepnie wysiano na pozywke statg LB
(YEP)*, zawierajgcg antybiotyk selekcyjny. Szalki inkubowano przez noc w 37°C (48 h
w 28°C)*. Obecnos¢ insertu weryfikowano metodg PCR, jako matryce stosujac

zawieszone w wodzie pojedyncze klony bakteryjne, inkubowane przez 10 min w 95°C..
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Gwiazdka oznaczono warunki dla Agrobacterium.

W przypadku systemu selekcji biate/niebieskie kolonie, bakterie wysiewano na statg
pozywke LB z 15 ul 0,1 M IPTG (izopropylotiogalaktozyd) i 30 ul X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolylo-B-D-galaktozyd) o stezeniu 50 mg/ml, co pozwolito na

wyselekcjonowanie potencjalnych, pozytywnych klonéw na podstawie ich biatej barwy.

= Pozywka LB: podrozdziat 3.2.2
=  Pozywka YEP: podrozdziat 3.1.7

3.2.4 Transformacja komaérek E. coli metoda szoku cieplnego

Do rozmrozonych w lodzie komdrek kompetentnych E. coli One Shot OmniMax (50 pl)
(Invitrogen) dodano 1 ul mieszaniny reakcyjnej (reakcja rekombinacji z uzyciem klonazy
BP lub LR, patrz podrozdziat 3.8.1). Inkubowano w lodzie przez 30 min, nastepnie
przeniesiono na 30 sekund do 42°C, po czym ponownie umieszczono w lodzie. Dodano
450 pl pozywki LB bez antybiotyku i inkubowano z wytrzgsaniem (200 rpm) przez 1 h
w 37°C. Nastepnie bakterie wysiano na pozywke statg LB, zawierajgcg antybiotyk
selekcyjny i hodowano przez noc w 37°C. Obecno$¢ insertu weryfikowano metodg PCR,
jako matryce stosujgc zawieszone w wodzie pojedyncze klony bakteryjne, inkubowane

przez 10 min w 95°C..

=  Pozywka LB: podrozdziat 3.2.2

3.2.5 Przygotowanie stokow glicerolowych bakterii E. coli, A. rhizogenes
i A. tumefaciens

Zaszczepiono bakteriami 2 ml pozywki LB (YEP)* z antybiotykiem selekcyjnym.
Hodowano przez noc w temperaturze 37°C (28°C)*, z wytrzgsaniem z predkoscig 300
rom. Do 500 ul 50% glicerolu dodano 500 pl hodowli nocnej bakterii. Wymieszano
przez worteksowanie i umieszczono w ciektym azocie. Stoki przechowywano w -80°C.

Gwiazdka oznaczono warunki dla Agrobacterium.
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3.3 Praca z grzybami

3.3.1 Przygotowanie zarodnikow grzybow: F. oxysporum, F. culmorum
i P. medicaginis do infekcji M. truncatula

Podstawg do sporzadzenia inokulum w przypadku wszystkich trzech grzybéw byta
trzytygodniowa grzybnia, rosngca na statej pozywce PDA (70139 Sigma Aldrich) w 28°C.
Zawiesine spor uzyskano poprzez ich wymywanie sterylng woda z szalki Petriego.

Stezenie spor zostato okreslone przy uzyciu hemocytometru.

Tabela 3.9. Zestawienie grzybéw patogennych stosowanych do infekcji M. truncatula

nazwa z kolekgji infekcja stezenie spor
F. oxysporum f.sp. Centraalbureau voor Transgeniczne 1,3x 10° spor na
medicaginis szczep Schimmelcultures (CBS), Utrecht, w korzenie ml

179.29

Holandii

M. truncatula,
100 pl /korzen

F. culmorum szczep
Cul-3

Intytutu Genetyki Roslin PAN w
Poznaniu

Siedmiodniowe
korzenie siewek
M. truncatula,
500 pl /korzen

5x 10° spor na
ml

P .medicaginis
szczep PH 33

Intytutu Genetyki Roslin PAN w
Poznaniu

Trzytygodniowe
rosliny

2x10° spor na
ml

M. truncatula,
rozpylanie zawiesing
spor

3.3.2 Przygotowanie elicytora grzybowego (oligosacharydy $cian komérkowych
P. medicaginis)

W celu uzyskania elicytora grzybowego zastosowano zmodyfikowang procedure
opisang przez Hahn et., al. 1992.

Izolacja $cian komdrkowych. Grzybnie P. medicaginis homogenizowano w 5
objetosciach (przyjmujac, ze 1 ml to 1 g grzybni) 0,5 M NaCl przy uzyciu
homogenizatora typu T25 firmy IKA. Otrzymang zawiesine wirowano 4000 rpm przez
15 min w 4°C, w celu odzyskania osadu. Proces homogenizacji i wirowanie powtdrzono
jeszcze dwukrotnie. Uzyskany osad $cian komdrkowych homogenizowano dodatkowo
w 5 objetosciach buforu Tris-EDTA, a nastepnie wirowano 4000 rpm przez 15 min
w 4°C. Homogenizacje i wirowanie powtdrzono dwukrotnie. Osad $cian komdrkowych
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mieszano w buforze Tris-EDTA przez 3 h, po czym wirowano jak wyzej. Osad
przeptukano 15 objetosciami buforu Tris-EDTA, a nastepnie 10 objetosciami zimnej
destylowanej wody. W tym celu wykorzystano saczenie na lejku Buchnera pod
zmniejszonym cisnieniem, z uzyciem pompy wodnej. Przemyty osad zawieszono w 5
objetosciach mieszaniny chloroform:metanol w stosunku 1:1 v/v. Rozpuszczalnik
organiczny usunieto przez sgczenie. Nastepnie zawieszono osad w 5 objetosciach
acetonu, po czym znowu usunigto rozpuszczalnik przez saczenie, a osad wysuszono na
powietrzu. Otrzymany osad zawieszono w wodzie destylowanej (100 ml/1 g $cian
komodrkowych) i poddano czterokrotnie dializie w 80 objetosciach 0,5 M kwasu
octowego, w celu usuniecia soli nieorganicznych. Powtdrzono dialize 4x w 80
objetosciach destylowanej wody. Ostatecznie uzyskane $ciany komodrkowe poddano
liofilizacji.

Izolacja oligosacharydéw $cian komérkowych grzyba. Odwazono 100 mg liofilizatu
$cian komorkowych i rozpuszczono w 10 ml wody, a nastepnie autoklawowano (121°C,
1 h). Mieszanine poddano 20 min sonikacji, po czym wirowano 3 min 3000 g. Pobrano
0,5 ml supernatanu do oznaczenia stezenia cukréw, reszte osuszono w wiréwce
préozniowej (ang. speedvac), a uzyskany osad zawieszono w 2 ml wody MQ.

Oznaczanie stezenia elicytora przeprowadzono wedtug procedury opisanej przez Fry
et at., 1994. Do 0,5 ml roztworu oligosacharydéw scian komérkowych dodano 0,114 g
kwasu trifluorooctowego. Materiat hydrolizowano przez 1 h w 121°C, a nastepnie
probe suszono przez odparowanie w strumieniu azotu. Dodano 300 ul izopropanolu
i ponownie odparowano. Osad zawieszono w 1 ml wody. Przygotowano roztwory
glukozy w wodzie o stezeniach: 10 pg/ml, 30 ug/ml, 50 pg/ml, 70 pg/ml, 90 pug/ml do
krzywej standardowej. Nastepnie przeprowadzono reakcje kolorymetryczng. Do 1 ml
proby badanej jak i wzorcéw dodano 1 ml 5% fenolu i 5 ml stezonego kwasu

siarkowego, delikatnie wymieszano. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 490 nm.

= BuforTris-EDTA: 20 mM bufor Tris-HCI, pH=7,5 z 50 mM EDTA
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3.4 Praca z kwasami nukleinowymi

3.4.1 Izolacja genomowego DNA

W zaleznosci od potrzeb, korzenie, liscienie i pedy Medicago utarto
w ciektym azocie, dodano 400 ul buforu do izolacji genomowego DNA (na 100 mg
materiatu) i worteksowano 5 sekund, po czym wirowano przez 1 min przy 13000 rpm.
Przeniesiono 300 pl supernatantu do swiezej prébdéwki i dodano 300 pl izopropanolu,
inkubowano 2 min w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano przez 3 min przy

13000 rpm. Osad zawieszono w 100 ul buforu TE.

=  Bufor do izolacji genomowego DNA: 200 mM Tris HCI; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% SDS;
pH=7,5
=  Bufor TE: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA (pH=8,0)

3.4.2 Izolacja catkowitego RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzano przy uzyciu zestawu do izolacji totalnego
RNA z rodlin (RNeasy Mini Kit firmy Qiagen), zgodnie z zatgczong przez producenta
instrukcjg. Pomiar stezenia RNA wykonano za pomocg spektrofotometru (NanoDrop
1000) przy dtugosci fali 260 nm. Jakos¢ wyizolowanego RNA oceniono
spektrofotometrycznie (NanoDrop 1000) przez okreslenie stosunku absorbancji

Azs0/As80 Oraz za pomoca rozdziatu elektroforetycznego w 1,5% zelu agarozowym.

3.4.3 Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje, przeprowadzono za pomocg zestawu Omniscript firmy Qiagen
lub zestawu Super Script firmy Invitrogen, odpowiednio w celu analizy poziomu
ekspresji oraz uzyskania petnej sekwencji cDNA genu MtABCG10, zgodnie z zatgczong

przez producentdéw instrukcja.
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3.4.4 tanncuchowa reakcja polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction)

Pétilosciowg reakcje PCR prowadzano w termocyklerze MJ Mini personal thermo cycler

(BioRad). Liczbe cykli dobierano eksperymentalnie (22-32). Sktad mieszaniny reakcyjnej

(Tabela 3.10), profil temperaturowo-czasowy (Tabela 3.11) oraz sekwencje starteréw

stosowanych w reakcji (Tabela 3.12) przedstawiono ponizej. Startery zostaty

zsyntetyzowane przez Serwis Sekwencjonowania i Syntezy DNA IBB PAN lub firme

Genomed.

Tabela 3.10. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

komponent reakcji objetosc [pl] stezenie konncowe
matryca* 2 -

starter wprost (10 uM) 1,25 0,5 uM

starter odwrdcony (10 uM) 1,25 0,5 uM

bufor GoTagFlexi 5X 5 1X

MgCl, (25 mM) 1,5 1,5mM

dNTP (2 mM) 2,5 0,2 mM

woda 11,4 -

polimeraza GoTagFlexi (5 u/ul) 0,1 0,02 u/pl
objetos¢ konncowa 25 -

*10x rozcienczone cDNA, uzyskane w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji (Omniscript) z 500 ng

totalnego RNA

Tabela 3.11. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR dla poszczegdlnych gendow

profil temperaturowo-czasowy  wstepna denaturacja przytaczenie elongacja
denaturacja startera

nazwa genu

MtABCG1-MtABCG19 95°C-3’ 95°C-30" 52°C-30" 72°C-30"
MtABCGY/11 95°C—-3’ 95°C-30" 46°C—30" 72°C—-45"
MtB-aktyna 95°C—-3’ 95°C—30" 52°C-30" 72°C-30"
MtPAL 95°C-3’ 95°C-30" 52°C-30" 72°C-30"
MLtIFS 95°C-3’ 95°C-30" 52°C-30" 72°C-30"
MtB-AS 95°C-3’ 95°C-30" 52°C-30" 72°C-30"
FoB-tubulina 95°C-3’ 95°C-30" 54°C -30" 72°C-15"
dsRED 95°C-3’ 95°C - 30" 56°C — 15" 72°C-90"
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Tabela 3.12. Zestawienie starteréw stosowanych w reakcji PCR

nazwa genu nazwa sekwencja startera Tm dtugos¢
(nr dostepu) startera amplikonu
MtABCG1 PDR1_F 5'-TGG TGG CTT CAC AAT ATG G -3' 52.6eC 335 pz
(XM_003625351)  PDR1_R 5'- GGA GTATAATTG ACT ACCCG -3' 49.4 °C
MtABCG2 PDR2_F 5'- GAT GGA AGA CAA ACAGTG G -3 50.9 °C 304 pz
(XM_003625350)  PDR2_R 5'- TAC TTA CAT GAC ATC GGA CC -3' 51.4¢°C
MtABCG3 PDR3_F 5'- GGA AGA CAA ACA GTA GAA GG -3' 50.3 eC 251pz
(XM_003625353)  PDR3_R 5'- CTA ATC ACT AGC ACG ATA CAG -3' 50.0 C
MtABCG4 PDR4_F 5'- CAA TGA TGG AAG CCA AACC-3' 51.9 eC 313 pz
(XM_003625313)  PDR4_R 5'- CTT TAT CGA AGC CGT ATC AC -3' 50.8 °C
MtABCG5 PDR5_F 5'- GAC TAT TTA AGA GACTACTTIT GG -3' 48.3¢9C 181 pz
(XM_003625357)  PDR5_R 5'- AGG CTATCC ATT TTA ACC ATC -3' 50.1¢C
MtABCG6 PDR6_F 5'- GGATAG TTT GGA TTT CAA TGG -3' 49.2 °C 265 pz
(XM_003625355)  PDR6_R 5'-TCT GGT TTATTC TTG AGT TGC -3' 50.6 °C
MtABCG7 PDR7_F 5'- CAT GGA CAC ACT TGA TAATGG -3' 51.3¢C 282 pz
(XM_003588650)  PDR7_R 5'- TCT TCT TCA TTC ATG TAT GGC -3' 50.3 eC
MtABCG8 PDR8_F 5'- CTT GAG AAT GGT CAA AGG G -3' 50.7 °C 302 pz
(XM_003588651)  PDR8_R 5'- CAT TAT TTT CCG CAT TTG TAG G -3' 50.3 eC
MtABCG9 PDR9/11_F 5’-TAT TCT TCATGT ACTTCAC -3’ 42,5°C 619 pz
(XM_003597768) ~ PDR9/11_R 5’- CTC AAA TTA ATA CAA CAA AAG -3’ 42,6 °C
MtABCG10 PDR10_F 5'- AAC TAC TGT TAT GTC GAC CG -3' 49,7°C 406pz
(XM_003597771)  PDR10_R 5'- CACTAT CTT TCATTG ATG ATC -3’ 46,5°C
MtABCG11 PDR9/11_F 5’- TAT TCT TCATGT ACTTCAC-3’ 42,59C 619 pz
(XM_003597770) ~ PDR9/11_R 5’- CTC AAA TTA ATA CAA CAA AAG -3’ 42,6 °C
MtABCG12 PDR12_F 5'- GGT ACT ATT GGG CTT CTC C -3' 52.1¢9C 366pz
(XM_003625724) ~ PDR12_R 5'- TGA ATG AGA TCA GGT TGA TG -3' 49.6 °C
MtABCG13 PDR13_F 5'- GGT ACT ATT GGG CTT CTC C -3' 52.1¢9C 366pz
(XM_003625725)  PDR13_R 5'-TGC TCA AAG AGGTGATTC C -3' 47.4 °C
MtABCG14 PDR14_F 5'- GGT ACT ATT GGG CTT CTC C-3' 52.1°C 395 pz
(XM_003625727)  PDR14_R 5'- GGT GAT TTC ACA TGA GAC ATA C-3' 51.3¢C
MtABCG15 PDR15_F 5'-TTA CTATGG GTT CAG ACA CG -3' 51.6eC 291 pz
(XM_003609817) ~ PDR15_R 5'- CCA ATA TAC ATC ATT GCT GC -3' 49.2 °C
MtABCG16 PDR16_F 5'-TGATTG TGT CTC AAT ATC ACG -3' 50.2 eC 294 pz
(XM_003626986) ~ PDR16_R 5'- CAC ATG GAC TGT AAT GTA ACC -3' 51.0eC
MtABCG17 PDR17_F 5'- ATG TAG AAA CAA GAATTG TGG -3' 48.5 °C 258 pz
(XM_003615586) ~ PDR17_R 5'- CTA CTACTA TGA TGT CAA AGG G -3' 49.8 °C
MtABCG18 PDR18_F 5'- GTATAG AGA TGT GACAATAGG C-3' 51,1°C 291 pz
(XM_003597635)  PDR18_R 5'- CGA TAC GAA ATG TGT TGT CC -3' 49,7 °C
MtABCG19 PDR19_F 5'- GTG ATG GGA TGG ACT TTG C-3' 51,1¢°C 210 pz
(XM_003609152)  PDR19_R 5'- AAC AGG AAA GCC TAC AAA CC-3' 49,7 °C
MtB-aktyna Aktyna_F 5'-TTC TCT CAG TAC TTT CCA GC -3' 49,7 9C 288 pz
(JQ028731) Aktyna_R 5'- AAG CAT CAC AAT CAC TCC-3' 45,8 °C
MtPAL PAL_F 5'-AGCAATTGATTT AAGACATTT GG -3' 48,19C 251 pz
(XM_003625614)  PAL_R 5'- CAT TAA CTA ATG CAT GAT CTA CC -3' 49,9 °C
MLtIFS IFS_F 5'- CAA GAA TGT GAG ATC GAC GG -3' 51,8 °C 233 pz
(AY939826) IFS_R 5'- CAC ACA TGA GAT TAT GTG CC -3' 49,7 °C
MtB-AS B-AS_F 5'- TAG AGA TAT TTA CCC CTT GTG G -3' 53,9 C 327 pz
(XM_003604073)  B-AS_R 5'- TAT CCC TAC GGC AAA CAT -3' 53,0 2C
FoB-tubulina  Tubulina_F 5'- ACC GTT GTA GAC ACC ATT GC -3' 51,8 eC 141 pz
(DQ092478) Tubulina_R 5'- AGT GCG TAA GTG CTCATCG -3' 51,1°C
dsRED dsRed_F 5'- CTC CAA GAA CGT CAT CAA GG -3' 55,4 °C 628 pz
dsRed_R 5'- CAC GAT GGT GTA GTC CTC G-3' 57,3eC
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3.4.5 Elektroforeza DNA i RNA w zelu agarozowym

Elektroforeze  DNA/RNA przeprowadzano w 1% i 1,5% zelach agarozowych,
zawierajacych bromek etydyny o stezeniu 1 pg/ml, w buforze 1X TBE lub 1X TAE.
Stosowano napiecie 80-110V. Rozdzielone fragmenty DNA/RNA uwidaczniano
w Swietle UV. Obraz zapisywano przy pomocy systemu do dokumentac;ji zeli (Gel Logic
200, Kodak). Wielkos¢ fragmentdéw ustalano stosujgc komercyjne markery (GeneRuler

1kb, Fermentas).

= Bufor 5X TBE (1L): Tris(hydroksymetylo)aminometan 54 g; kwas borowy 27,5 g; 0,5 M EDTA
(pH=8.0) 20 ml

=  Bufor 50X TAE (1L): Tris(hydroksymetylo)aminometan 242 g; lodowaty kwas octowy 57,1 ml;
0,5 M EDTA (pH=8.0) 100 ml

3.4.6 Oczyszczanie produktow reakcji PCR
Oczyszczanie produktéw reakcji PCR przeprowadzano za pomocy zestawu firmy
QIAGEN (QlAquick PCR Purification Kit - z uzyciem mikrowiréwki), zgodnie z zatgczong

przez producenta instrukcja.

3.4.7 Oczyszczanie fragmentéw DNA z zelu agarozowego
Fragmenty DNA rozdzielane w zelu agarozowym (1%-1,5%), oczyszczano za pomocg
zestawu firmy QIAGEN (QlAquick Gel Extraction Kit - z uzyciem mikrowiréwki), zgodnie

z zatgczong przez producenta instrukcja.

3.4.8 llosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym (qRT-PCR)

llosciowq reakcje PCR prowadzono w aparacie Rotor Gene RG-3000 firmy Corbett
Research. W celu detekcji przyrostu produktu w kolejnych cyklach reakcji stosowano
barwnik fluorescencyjny Sybr Green, interkalujgcy do dwuniciowego DNA.
Wykorzystywano dostepne komercyjnie odczynniki: Power SYBR Green PCR Master
Mix firmy Applied Biosystem lub MESA GREEN gPCRMastermix Plus for SYBR firmy
Eurogentec. Analize danych wykonywano wykorzystujgc oprogramowanie Rotor Gene

6 i metode dwdch krzywych standardowych (ang. two standard curves method)

http://www.vtpup.cz/common/manual/LF_umikrob CorbetResearch Rotor-Gene6000 manual EN.pdf.

47



3. MATERIALY | METODY

Metoda ta wymaga przygotowania dwdch krzywych standardowych, kolejno dla
badanego genu i genu referencyjnego (charakteryzujgcego sie statym poziomem
ekspresji w danych warunkach eksperymentu). Uzyskane krzywe sg nastepnie
wykorzystywane do iloSciowego okreslenia stezenia DNA (odpowiadajacego
analizowanym genom) w poszczegdlnych prébach. Wzgledng ekspresje badanego genu
okresla sie przeprowadzajac tzw. normalizacje czyli dzielgc wartosci stezenia uzyskane
dla genu badanego przez wartosci stezenia uzyskane dla genu referencyjnego.
Przygotowanie krzywych standardowych. Wykonano serie rozciefczen seryjnych
roztworu zawierajgcego znane stezenie powielanej sekwencji (oczyszczonego z zelu
produktu PCR, obejmujacego rejon namnazany podczas wiasciwej reakcji ilosciowej).
Nastepnie przeprowadzono reakcje gRT-PCR dla kazdego rozcienczenia w trzech
powtdrzeniach. Pozwolito to wygenerowac krzywa standardowa, w ktoérej dla danego
rozcienczenia przypisany zostat tzw. cykl progowy (Ct, ang. threshold cycle), czyli cykl,
w ktorym fluorescencja przekracza poziom tta, a reakcja wchodzi w faze logarytmiczna.
Dodatkowo w celu okreslenia specyficznosci produktu wyznaczono krzywa topnienia
w zakresie temperatur 52°C — 95°C. Warunki reakcji dla poszczegdlnych gendéw
przedstawiono ponizej w Tabelach 3.13, 3.14 i 3.15.

Witasciwa analiza qRT-PCR. W przypadku oceny poziomu ekspresji genow MtABCG10
i MtABCG16 matryce stanowito cDNA, odpowiadajgce puli catkowitego mRNA
w materiale, ktéry pozyskano w danych warunkach eksperymentalnych. Wartosci cyklu
progowego (Ct) dla poszczegdlnych gendéw odnoszono do przygotowanych wczesniej
krzywych standardowych. Wzgledng ekspresje MtABCG10 i MtABCG16 okreslano

przeprowadzajgc normalizacje w uzyciem MtB-aktyny, jako genu referencyjnego.

Tabela 3.13. Sktad mieszaniny reakcyjnej gRT-PCR

komponent reakcji objetosc [pl] stezenie koncowe
matryca* 2 -

starter wprost (10 ul) 1 0,5 uM

starter odwrécony (10 pl) 1 0,5 uM

woda 6 -

SYBR GREEN/MESA GREEN master mix (2X) 10 1X

objetosc koncowa 20 -

*10x rozcienczone cDNA, uzyskane wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji (Omniscript) z 500 ng
totalnego RNA lub oczyszczony produkt PCR
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Tabela 3.14. Profil temperaturowo-czasowy reakcji qRT-PCR dla poszczegdlnych gendw

profil temperaturowo-czasowy  wstepna denaturacja przytaczenie elongacja
gen denaturacja startera

MtB-aktyna 95°C-—10' 95°C-20" 52°C-15" 72°C-20"
MtABCG10 95°C-—10' 95°C-20" 52°C-15" 72°C-20"
MtABCG16 95°C - 10’ 95°C-20" 52°C-15" 72°C-20"

Tabela 3.15. Zestawienie starteréw stosowanych w reakcji qRT-PCR

nazwa genu nazwa sekwencja startera Tm dtugos¢
startera amplikonu

MtABCG10 PDR10_F 5'- AAC TAC TGT TAT GTC GAC CG -3' 49,79C 143 pz
PDR10_R 5’- CAA CAG CGA AAA TAA AGG CA -3’ 47,7 °C

MLtABCG16 PDR16_F 5'- TGA TTG TGT CTC AAT ATC ACG -3' 50.2 eC 294 pz
PDR16_R 5'- CAC ATG GAC TGT AAT GTA ACC -3' 51.02C

MtB-aktyna Aktyna_F 5'- TTC TCT CAG TACTTT CCA GC-3' 49,7 °C 288 pz
Aktyna_R 5'- AAG CAT CAC AAT CACTCC-3' 45,8 °C

3.4.9 Ligacja do wektora pGEM-T-Easy

Do probowki przeniesiono odpowiednig ilo$¢ oczyszczonego wczesniej produktu
reakcji PCR (do reakcji dodawano takg ilos¢ wstawki by stosunek molowy wektora do
wstawki wynosit 1:3). Nastepnie dodano 2 ul 10X stezonego bufory do ligacji, 0,5 ul
wektora pGEM-T-Easy (25 ng) i 1 pl ligazy (3 u). Reakcje ligacji prowadzono

w temperaturze 16°C lub 4°C przez noc.

3.4.10 lIzolacja plazmidowego DNA z komérek bakteryjnych na mata skale (1,5 ml)
Izolacje plazmidowego DNA z komodrek bakteryjnych przeprowadzano za pomocg
zestawu firmy QIAGEN (QlAprep Spin Miniprep Kit - z uzyciem mikrowiréwki), zgodnie
z zatgczong przez producenta instrukcja.

Stosowano takze zmodyfikowang procedure Zhou 1990. Wirowano 1,5 ml
hodowli nocnej bakterii przez 10 s, przy 10000 rpm. Delikatnie zlano supernatant
pozostawiajgc w prébdwce ok. 50-100 pl jego objetosci. Zawieszono bakterie, po czym
dodano 300 pl buforu TENS i worteksowano 10 s. Nastepnie dodano 150 ul 3 M octanu
sodu o pH 5,2 i worteksowano 10 s. Wirowano 5 min przy 14000 rom w celu osadzenie
resztek komorek i genomowego DNA. Supernatant przeniesiono do czystych préobdéwek

typu Eppendorf i dodano 900 pl schtodzonego etanolu 98%. Inkubowano w -20°C przez
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15 min. Wirowano przez 30 min 14000 rpm w 4°C, w celu osadzenia plazmidowego
DNA i RNA. Usunieto supernatant i dodano 200 ul 70% etanolu, a nastepnie wirowano
przez 10 min, przy 14000 rpm w 4°C. Usunieto supernatant, osad suszono
i rozpuszczono DNA w 50 pul buforu TE, do ktérego wczesniej dodano RNazeA (na 50 pl
0,5 pl ze stoku 1 mg/ml).

=  bufor TENS: bufor TE pH=8 z 0,1 N NaOH i 0,5% SDS

3.4.11 Sekwencjonowanie wklonowanych produktéw PCR

Automatyczne sekwencjonowanie wykonano metodg Sangera z wykorzystaniem
fluorescencyjnie znakowanych dideoksynukleotydéw (ddNTP). Uzyto zestawu Bigdye®
Terminator V1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Powielanie matrycy do
sekwencjonowania wykonano w aparacie MJ Mini Personal Thermal Cycler, firmy
BioRad. Sktad mieszaniny reakcyjnej (Tabela 3.16) oraz stosowany program

przedstawiono ponize;j.

Tabela 3.16. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcji sekwencjonowania

komponent reakcji objetosc (pl) stezenie konncowe
plazmidowy DNA - 150-300 ng/ul
starter (3,3 uM) 1 0,33 uM
BigDaySequencind Buffer (5X) 2 1X

TRR (Terminator Ready Reaction Mix) 4 1X

woda MQ do 10 -

objetos¢ koncowa 10 -

Program: 952C-1'; (952C-10", 502C-10", 602C-4')x25; 42C oo

Po reakcji wytrgcono produkty sekwencjonowania: przeniesiono mieszanine
reakcyjng do prébdéwki typu Eppendorf i kolejno dodano: 1 ul 125 mM EDTA, 1 ul 3 M
octanu sodu i 25 pl 98% etanolu. Nastepnie zworteksowano i inkubowano w ciemnosci
przez 15 min w temperaturze pokojowej. Préby wirowano przez 30 min, przy 14000
rom w 4°C. Usunieto supernatant i dodano 100 pl 70% etanolu, a nastepnie wirowano
przez 10 min, przy 14000 rpm w 4°C. Po usunieciu supernatantu osad wysuszono,

a nastepnie DNA rozpuszczono w 10 pl formamidu. Rozdziat elektroforetyczny
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przeprowadzono w aparacie ABI 3130xlI Genetic Analyzer w Wydziatowej Pracowni
Technik Biologii Molekularnej UAM w Poznaniu. Do analizy sekwencji wykorzystano

program Lasergene (DNASTAR).

3.4.12 Hybrydyzacja Southern blot

Izolacja genomowego DNA. Izolacje genomowego DNA z korzeni siewek M. truncatula
(ekotyp Jemalong J5 i R108) przeprowadzano przy uzyciu zestawu do izolacji
genomowego DNA z roslin (DNeasy Plant Maxi Kit, Qiagen), zgodnie z zatgczong przez
producenta instrukcjg. Pomiar stezenia DNA wykonano za pomoca spektrofotometru
(NanoDrop 1000) przy dtugosci fali 260 nm.

Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi. Niezaleznie poddano trawieniu enzymami
restrykcyjnymi EcoRV (Fermentas) lub Hindlll (Fermentas) 40 ug totalnego DNA. Sktad

mieszaniny reakcyjnej podano w Tabeli 3.17.

Tabela 3.17. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej przy trawieniu DNA EcoRI/Hindlll

komponent reakcji objetosc stezenie koncowe
genomowe DNA - 0,1 pg/ul
EcoRI/Hindlll (50u/pl) 4 ul 0,5 u/ul

bufor R 10X 40 pl 1X

woda do 400 pl -

Reakcje trawienia prowadzono w temperaturze 37°C przez 4 godziny, po czym
do mieszaniny dodano dodatkowo po 2 pl odpowiedniego enzymu restrykcyjnego
(EcoRlI lub Hindlll) i inkubowano dalsze 2 godziny.

Elektroforeze nietrawionego i trawionego DNA prowadzono w 1% zelu
agarozowym w buforze TBE. Stosowano napiecie 60 V przez 20 min, a nastepnie 20 V
przez noc. Zel wybarwiono w bromku etydyny i sfotografowano razem z markerem,
a nastepnie odbarwiono ptuczgc w buforze TBE.

Depurynacja , denaturacja i neutralizacja DNA. Zel ptukano kolejno: 20 min w 1% HCI,
w celu depurynacji DNA, 30 min w 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH, w celu denaturacji DNA

i w koricu 3 M NaCl, Tris pH=7,5, w celu neutralizacji DNA. Pomiedzy poszczegdlnymi
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etapami zel byt przemywany wodg, a na koncu przeniesiony do 20X stezonego buforu
SSC.

Transfer DNA na membrane. Transfer prowadzono przez noc metoda kapilarng
z wykorzystaniem buforu 20X SSC. Na nasgczong 20X stezonym buforem SSC bibute
Wathman 3mm natozono kolejno: zel, membrane Hybond N+ (Amersham)
o rozmiarach zelu, dwie bibuty Whatman 3mm o rozmiarach zelu a na koncu stos
recznikdw papierowych. Zel, membrana i bibuty przed natozeniem byly zanurzane
w 20X SSC. Po zakonczeniu transferu membrane przeptukano w 20X SSC, umieszczono
miedzy bibutami Whatman 3mm i zapieczono w piecu do hybrydyzacji (2 h 80°C).
Przygotowanie sondy DNA metodg PCR. Do probdwki dodano kolejno: matrycy
(genomowe DNA, ok. 100 ng); 5 ul 5X bufor GoTaqgFlexi; 1,25 pl starter wprost 10 uM
(5-GGATCTCACCTATGATGTACG-3‘); 1,25 ul starter odwrécony 10 pM
(5-AACACAAATCCAGCCAATCC-3Y); 2,5 pul 2mM dNTP (-dCTP); 2,5 pl 40 uM dCTP; 0,2 pl
polimeraza GoTaqgFlexi (Promega), uzupetniono wodg do 23,8 pl, po czym w pokoju
radioaktywnym dodano 1,2 pl P32dCTP. Reakcje PCR prowadzono w aparacie PTC-200

firm MJ Research, stosujgc nastepujacy program:

Program: 98°C-5'; (952C-30", 522C-30", 722C-1')x30; 42C

Produkt reakcji oczyszczono zestawem QIAquick PCR Puryfication (Qiagen) do
oczyszczania produktéw PCR. Pomiar radioaktywnosci wykonano za pomocg czytnika
(MicroBeta®, PerkinElmer).

Hybrydyzacja. Prehybrydyzacje prowadzono przez 2 h w 60°C w buforze
prehybrydyzacyjnym, po czym do buforu dodano oczyszczong sonde DNA, ktérg
wczesniej zdenaturowano ogrzewajgc przez 10 minut w 98°C. Hybrydyzacje
prowadzono przez 12 h w temperaturze 60°C. Nastepnie membrane trzykrotnie
przeptukano 2X stezonym buforem SSPE z 0,1% SDS, inkubujgc po 10 min w 60°C.
Detekcje radioaktywnosci (autoradiografie) przeprowadzono przy pomocy skanera

Typhoon.

= 20X SSC: 3,0 M NaCl; 0,3 M cytrynian sodu, pH=7,0
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=  Bufor prehybrydyzacyjny: 6,25 ml 20X SSPE; 2,5 ml 50X odczynnika Denhardta; 1,25 ml 10%
SDS; 15 ml wody, bufor podgrzano do 60°C i dodano 0,5 ml DNA ze spermy $ledzia (1 mg/ml)
wczesniej inkubowanej 10 min w 98°C

= 50X odczynnik Denhardta: 1% BSA; 1% PVP; 1% Ficoll-400

= 20X SSPE: 3,0 M NaCl; 0,2 M NaH,P0O,4; 0,02 M EDTA, pH=7,4

3.5 Praca z materiatem biatkowym

3.5.1 Izolacja frakcji mikrosomalnej (Mi) do analizy biatek btonowych

W zaleznosci od potrzeb materiat roslinny roztarto w mozdzierzu w obecnosci ciektego
azotu. Nastepnie dodano buforu homogenizacyjnego (l) (2-3 objetosci w stosunku do
masy wyjsciowego materiatu (przyjmujac, ze 100 mg odpowiada 100 pl). Wszystkie
etapy izolacji przeprowadzano na lodzie. Homogenizat przeniesiono do prébdwek typu
Eppendorf lub prébéwek wiréwkowych i wirowano 5 min przy 5000 g w 4°C.
Przeniesiono supernatant do nowych prébowek i ponownie wirowano 5 min przy
10000 g w 4°C.

W zaleznos$ci od objetosci supernatant przeniesiono do odpowiednich préboéwek,
zrébwnowazono i wirowano:

- Prébowki typu Beckman 1,5 ml (rotor TLA45, ultrawiréwka TL-10) 40000 rpm 1 h 4°C

- Beckman quick seal 13,5 ml (rotor 70.1 Ti, ultrawiréwka XL-70 ) 40000 rpm 1h 4°C

- Beckman quick seal 39 ml (rotor 70 Ti, ultrawiréwka XL-70) 35000 rpm 1 h 4°C

Po wirowaniu usunieto supernatant, a osad zawieszono w roztworze do zawieszania
(1) frakcji mikrosomalnej. Po doktadnym zawieszeniu préby zwirowano 1 min 10000

rpm, supernatant przeniesiono do nowych prébdéwek i przechowywano w -20°C.

=  Bufor do homogenizacji (I): 250 mM sorbitol; 50 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA; pH=8,0 ustalone
stezonym HCI. Bufor autoklawowano, przechowywano w 4°C. Bezposrednio przed uzyciem
dodano: 5 mM DTT lub w przypadku korzeni 20 mM DTT; nierozpuszczalny PVP 0,6%; PMSF
0,001 M; 10 pl/ml inhibitoréw proteaz (Sigma P9599).

= Roztwdr do zawieszania (ll): 5 mM KH,PO,; 330 mM sacharoza; 3 mM KCl; pH=7,8 ustalone

KOH. Roztwor sterylizowano przy uzyciu filtra 0,22 um (Millipore), przechowywano w 4°C.
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3.5.2 Izolacja frakcji btony komérkowej metod3a rozdziatu miedzy dwie fazy (ang. Two
Phase Partition)
Izolacje frakcji btony komérkowej (plazmolemmy) przeprowadzono wedtug
zmodyfikowanej procedury opisanej przez Larsson et al. 1987, metodg rozdziatu
pomiedzy dwie fazy (polietylenoglikol (PEG)/Dekstran).

Do izolacji frakcji btony komérkowej wykorzystano 2 ml frakcji mikrosomalnej
o stezeniu biatka ok. 2,5 pg/ul, wyizolowanej z 6 g siedmiodniowej hodowli
zawiesinowej M. truncatula. Przygotowang mieszanine dwufazowa (Tabela 3.18),
rozpipetowano po 6 g do swiezych prébéwek i wirowano 10 min przy 1500 rpm w 4°C,
w celu rozdzielenia faz. Nastepnie natozono 2 g frakcji mikrosomalnej na powierzchnie
mieszaniny dwufazowej i energicznie wymieszano. Wirowano przy 1500 rpm w 4°C
przez 10 min. Zebrano gérng warstwe ok. 5 ml i rozcienczono 4x buforem do
rozcienczania (llIl). Materiat przeniesiono do préobéwek wiréwkowych typu quickseal
13,5 ml i wirowano (rotor 70.1 Ti, ultrawiréwka XL-70) przez 1 h w 4°C przy 40000 rpm.

Otrzymany osad zawieszono w roztworze do zawieszania (I1).

Tabela 3.18. Sktad mieszaniny dwufazowej

sktadniki na 27 g mieszaniny
dekstran 20% 11,52 ¢

PEG 40% 576¢g

sacharoza 3,05¢g

KH,PO, 0,2 M pH=7,8 675 ul

KCl1 M 82 ul

H,0 do27¢g

Mieszano przez noc w 4°C

=  Bufor do rozcienczania (lll): 10 mM Tris-HCl, 330 mM sacharoza, pH=7,8 ustalone HCI. Bufor
sterylizowano przy uzyciu filtra 0,22 um (Millipore), przechowywano w 4°C.

=  Roztwor do zawieszania (Il): podrozdziat 3.5.1

3.5.3 Oznaczanie zawartosci biatka metoda Bradford

Przygotowano krzywg standardowg w nastepujgcy sposéb: do 6 probdwek typu
Eppendorf zawierajgcych po 600 pl wody destylowanej dodano wody i BSA wedtug
Tabeli 3.19.
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Tabela 3.19. Sktad préb wykorzystywanych do wykreslenia krzywej standardowej w metodzie

Bradford

Lp. H,O [ul] BSA 0,1 mg/ml [pl] koncowe stezenie BSA [ug/ul]
1. 200 0 0

2. 175 25 2,5

3. 150 50 5

4. 125 75 7,5

5. 100 100 10

6. 75 125 12,5

Nastepnie do kazdej prébowki dodano 200 ul odczynnika Bradford (BioRad) i delikatnie
zworteksowano.

Przygotowano wtasciwe préby do oznaczenia zawartosci biatka (w dwédch
powtdrzeniach): do prébowek typu Eppendorf dodano po 798 ul wody destylowanej,
nastepnie 2 pl préby i na koniec 200 pl odczynnika Bradford (BioRad), catos¢ dobrze

wymieszano. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 595 nm.

3.5.4 Elektroforeza biatek SDS-PAGE
Elektroforeze prowadzono przy uzyciu zestawu Mini-Protean firmy BioRad.

Przygotowano zel rozdzielajacy (R) i zageszczajacy (Z) wedtug Tabeli 3.20

Tabela 3.20. Sktad zelu rozdzielajacego i zageszczajgcego

sktadniki 7% zel rozdzielajacy zel zageszczajacy
akrylamid-bisakrylamid (30% - 0,8%) 4,2 ml 1,2 mi

bufor R/bufor Z 4,5 ml 2 ml

woda 9,2 ml 4,7 ml

APS 10% 100 pl 75 ul

TEMED 9 ul 7,5 ul

Nastepnie przygotowano préby. Do odpowiedniej objetosci préby, dodano 3X
stezony bufor do zawieszania prob biatkowych (SBB), a nastepnie inkubowano 15 min
w 37° C i wirowano przez 5 min przy 13000 rpm. Supernatant przeniesiono do $wiezej
prébéwki. Préby poddano elektroforezie w zelu poliakrylamidowym (ztozonym z 7%
zelu rozdzielajgcego oraz zelu zageszczajacego) w buforze do elektroforezy.

Elektroforeze prowadzono przy napieciu 50 V do momentu przekroczenia przez
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barwnik zelu zageszczajacego, a nastepnie przetagczono na 100 V do czasu wyptyniecia

barwnika z zelu.

=  Bufor elektroforetyczny (Laemmli) 10X: 250 mM Tris; 1,92 M glicyna, pH=8,3

=  Bufor elektroforetyczny (Laemmli) 1X: bufor elektroforetyczny; 0,1% SDS

= Bufor do zelu rozdzielajgcego (R) 4X: 1,5 M Tris; 0,4% SDS; pH=8,8 ustalone stezonym HCI,
przechowywany w 4°C

= Bufor do Zelu zageszczajacy (Z) 4X: 0,5 M Tris; 0,4% SDS; pH=6,8 ustalone stezonym HCI,
przechowywany w 4°C

=  Bufor do zawieszania préb (SBB) 3X: Tris/HCl 1 M pH=6,8 (4,8 ml); SDS (1,2 g); glicerol 100%
(6 g); btekit bromofenolowy (0,003 g). Przed uzyciem czes$¢ buforu przeniesiono do prébowki
typu Eppendorf i dodano szczypte DTT

= 10% roztwér APS ((NH,4),S,0g): 0,5 mg APS rozpuszczono w 5 ml wody destylowanej,
przechowywano w -20°C

= 30,8% roztwéor monomeréw akrylamidu: 30% akrylamid; 0,8% metylenobisakrylamid,

przechowywano w 4°C

3.5.5 Elektrotransfer potsuchy (ang. Semi-Dry)

Przygotowano 2 bibuty do elektrotransferu (BioRad) i membrane PVDF (Millipore)
o wymiarach zelu rozdzielajgcego. Membrane przeptukano w metanolu, a nastepnie
przeniesiono do pojemnika z buforem do transferu poétsuchego. W aparacie do
elektrotransferu poétsuchego (BioRad) umieszczono kolejno: bibute, membrane, zel,
bibute. Za kazdym razem wyréwnywano powierzchnie, uzywajac szklanej pipety. Catosé
polano niewielka iloscig buforu. Elektrotransfer prowadzono przy napieciu 22 V przez

1h.

=  Bufor do transferu pétsuchego: 48 mM Tris; 39 mM glicyna; 10% metanol, 0,0375% SDS

3.5.6 Hybrydyzacja Western blot
Membrane PVDF po elektrotransferze ptukano, wytrzgsajac jg przez 15 min w buforze
do przemywania, inkubowano w roztworze blokujacym przez 1,5 h, po czym

ponownie pfukano przez 15 min. Nastepnie membrane inkubowano z przeciwciatami
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pierwszorzedowymi przez 1 h. Ponizej podano najczes$ciej stosowane rozcienczenia

przeciwciat wykorzystywanych w pracach eksperymentalnych:

- przeciwciata anty-H'-ATP-aza (W1G) 1:10000 (Morsomme et al. 1998)
- przeciwciata anty-ABCG (GPDR) 1:1000 (Ducos et al. 2005)
- oczyszczone przeciwciata anty-MtABCG10 (MtABC10) 1:5000 (Eurogentec)

- surowica sprzed immunizacji peptydem swoistym dla MtABCG10 (PPI 10) 1:1000 (Eurogentec)

Po inkubacji z przeciwciatami pierwszorzedowymi membrane pfukano
dwukrotnie po 15 min w buforze do przemywania, a nastepnie inkubowano przez 1 h
z rozcieiczonymi w stosunku 1:15000 przeciwciatami drugorzedowymi (Sigma Aldrich
anty-krélicze sprzezone z alkaliczng fosfatazg). Po inkubacji z przeciwciatami,
membrane ptukano czterokrotnie po 5 min buforem do przemywania. Celem
przeprowadzenia reakcji barwnej na aktywnos¢ alkalicznej fosfatazy, przeniesiono
membrane na szalke Petriego i zalano roztworem zawierajgcym substraty dla
alkalicznej fosfatazy (NBT, ang. Nitro Blue Tetrazolium) oraz (BCIP, ang. Bromo-Chloro-
Indolylo-Phosphate) (SigmaFast BCIP/NBT B5655 Sigma Aldrich). Inkubowano
w ciemnos$ci do pojawienia sie witasciwego sygnatu. Reakcje zastopowano przez
przeniesienie membrany do wody. Wszystkie etapy prowadzono w temperaturze
pokojowej. Podczas ptukan i inkubacji z przeciwciatami membrane delikatnie

wytrzgsano (Bio Shaker 3D BIOSAN).

= roztwér do przemywania/rozcieficzania przeciwciat: 1X TBS; 0,1% Tween 80; 0,5% mleko
w proszku

= roztwor blokujacy: 1X TBS; 0,5% Tween 80; 3% mleko w proszku

=  TBS 10X: 200 mM Tris; 1,37 M NaCl; pH=7,6 ustalone HCI, przechowywane w 4°C

3.6 Analiza aktywnosci promotora MtABCG10

3.6.1 Przygotowanie konstruktu fuzyjnego PromotorMtABCG10::GUS
Na matrycy genomowego DNA przy uzyciu specyficznych starteréw (prlOF: 5°-

ATGAATTCAAGAAGCTGCCACTAAAGC-3" pr10R: 5-TAGGATCCATTTTTTGTGCTGTTGTG-
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3") z wprowadzonymi miejscami restrykcyjnymi, odpowiednio EcoRIl dla startera
wprost i BamHI dla startera odwrdconego, amplifikowano rejon obejmujacy fragment
promotora genu MtABCG10, diugosci 710 pz. Reakcje PCR przeprowadzono

z wykorzystaniem polimerazy GoTaq (Promega), stosujgc nastepujacy program:

Program: 98°C-5'; (95°C-30", 56°C-30", 72°C-1')x30; 4°C o0

Nastepnie produkt PCR oraz wektor ekspresyjny pPR97, niosacy gen
reporterowy uidA (GUS) (Szabados et al. 1995) poddano trawieniu restrykcyjnemu

enzymami EcoRl i BamHI (Promega) w temperaturze 37°C przez 2 h (Tabela 3.21).

Tabela 3.21. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej przy trawieniu DNA enzymami EcoRl
i BamHI

komponent reakcji objetosc stezenie koncowe
DNA* - 0,2-1 ug

bufor MULTI-CORE 10X 5ul 1X

BSA 10 pg/ul 0,5 pl 0,1 pg/ul

Hindlll 10 u/pl 2,0 ul 0,4 u/ul

EcoRI 10 u/pl 1,5 ul 0,3 u/ul

woda do 50 pl -

*produkt reakcji PCR lub wektor pPR97

Produkty trawienia oczyszczono z zelu i ligowano w 4°C przez 16 h (ligaza T4,
Promega), a nastepnie transformowano bakterie E. coli TOP10 metodg elektroporacji.

Poprawnos¢ uzyskanego konstruktu potwierdzono przez sekwencjonowanie.

3.6.2 Analiza histochemiczna

Materiat transgeniczny (korzenie, cate rosliny), niosgce konstrukt fuzyjny
promotorMtABCG10::GUS umieszczono w mieszaninie reakcyjnej do lokalizacji
ekspresji GUS (mieszanina wybarwiajaca) i inkubowano przez noc w 37°C w ciemnosci.
Mieszanine wybarwiajgcg, wykonano wedtug protokotu opisanego przez Gallagher

1992, jej sktad przedstawiono w Tabeli 3.22.
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Tabela 3.22. Sktad mieszaniny reakcyjne do lokalizacji ekspresji GUS

roztwor stezony 10 ml 50 mi stezenie konncowe
mieszaniny mieszaniny

0,5 M bufor fosforanowy pH=7,0 2ml 10 ml 0,1M

0,25 M EDTA pH=7,0 0,4 ml 2ml 10 mM

5 m M K Fe(CN)g x 3H,0 1ml 5ml 0,5 mM

5 mM K;Fe(CN)g 1ml 5ml 0,5 mM

10% Triton X-100 0,1 ml 0,5 ml 0,1%

0,02 X-Gluc (przygotowac na swiezo) 0,5 ml 2,5ml 1mM

H,0 destylowana 5 ml 25 ml

W przypadku czeséci naziemnych usunieto chlorofil i jednoczesnie odwodniono
materiat stosujgc szereg etanolowy (10%, 15%, 20%, 30%, 50%, 70% Et-OH,
inkubowano po 30 min, w razie potrzeby kilkukrotnie wymieniano roztwér 70% Et-OH).
W przypadku korzeni, ktére postuzyty do wykonania skrawkéw mikroskopowych,
utrwalono materiat inkubujac go przez noc w 4°C w 3,7% formaldehydzie w buforze %
MTSB. Nastepnie trzykrotnie ptukano w buforze % MTSB, po czym odwodniono
stosujgc szereg etanolowy (10%, 15%, 20%, 30%, 50%, 70% Et-OH, inkubowano po 10
mim w 4°C). Pod binokularem pocieto korzenie na 0,5 cm fragmenty i przeprowadzono
kolejny etap odwadniania (70%, 80%, 90%, 95% Et-OH, inkubowano po 1 h w 4°C, 2x
100% Et-OH, po 30 min w 4°C). Do fragmentdéw korzeni zanurzonych w 100% etanolu
dodano takg samg objeto$¢ wosku Steedmana i inkubowano w 37°C przez noc. Zlano
wosk z etanolem i dodano 100% wosku, inkubowano 3 h w 37°C. Wylano bloczki
wykorzystujgc silikonowg foremke. Skrawki grubosci 14 um cieto na mikrotomie Leica
RM2165 i umieszczano na szkietku podstawowym pokrytym PEIl i kroplg wody,
a nastepnie delikatnie osuszano w 28°C. Szkietka z preparatami inkubowano w 98%
etanolu w koplinie do momentu catkowitego odptukania wosku, przeniesiono szkietka
do kopliny zawierajacej roztwér etanolu 98% i ksylenu (1:1), a nastepnie do kopliny
z ksylenem. Natozono krople entellanu (107961.0100 Merck) na szkietko nakrywkowe
i zamknieto preparat. Obserwacje prowadzono przy uzyciu binokularu Nikon SMZ-10A

i mikroskopu Nikon A1R-SI.

=  Bufor fosforanowy: 0,5 M NaH,PO, x 2H,0; 0,5 M Na,HPO, x 7H,0, oba roztwory zmieszac¢ tak
aby uzyskac pH=7,0

= 0,25 M EDTA: 4,65 g/50 ml; pH=7,0 ustalone 1N NaOH

=  5mM K Fe(CN)¢ (FW 422,4): 0,106 g/50 ml

=  5mM KzFe(CN)g (FW 329,2): 0,08 g/50 ml
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= 0,02 M X-Gluc: 0,01 g/1 ml DMF-dimetyloformamid

= 10% Triton X-100: 1 ml (100%)/10 ml wody

= Bufor %MTSB: 25 mM PIPES; 2,5 mM MgS0,x7H,0; 2,5 mM EGTA; pH=6,9 ustalone KOH

=  Wosk Steedmana: PEG 400 i 1-heksadekanol (9:1 w/w), mieszane na mieszadle magnetycznym
w temperaturze 65°C

= Szkietka mikroskopowe pokryte PEI (polietylenoimina): Na szkietko podstawowe naniesiono
200 pl 0,1% polietylenoiminy rozpuszczonej w wodzie destylowanej i przykryto drugim
szkietkiem podstawowym. Szkietka inkubowano 30 min w wilgotnej komorze, po czym

rozdzielono. Przeptukano wodg destylowang i pozostawiono do wyschniecia.

3.7 Immunolokalizacja subkomadrkowa metod3 ,,whole-mount”

Procedure prowadzono w temperaturze pokojowej. Kolejne roztwory wymieniano

przez wirowanie przy 200 g przez 3 min (Eppendorf model 5415D).

3.7.1 Utrwalanie komérek M. truncatula

Do 24 ml pozywki MS z witaminami Gamborga (M0404 Sigma Aldrich) o pH=6,8
z dodatkiem 0,2 M sorbitolu, dodano 6 ml zawiesiny komdrkowej M. truncatula,
inkubowano 15 min, po czym dodano 3,3 ml 37% formaldehydu (stezenie kornicowe
3,7%) i inkubowano przez kolejne 30 min. Komoérki trzykrotnie ptukano po 10 min
w mieszaninie: pozywka MS z witaminami Gamborga z dodatkiem 0,2 M

sorbitolu/bufor % MTSB w stosunku 1:1.

=  Bufor %MTSB: 25 mM PIPES; 2,5 mM MgS0,x7H,0; 2,5 mM EGTA; pH=6,9 ustalone KOH

3.7.2 Redukcja autofluorescencji
W celu usuniecia autofluorescencji, wywotanej przez aldehyd, komérki Medicago
inkubowano w roztworze redukujgcym (2x po 10 min), a nastepnie ptukano (3x po 10

min) buforem % MTSB.

=  Roztwor redukujacy: 1mg NaBH, na 1ml buforu % MTSB
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3.7.3 Nadtrawianie Scian komérkowych i permeabilizacja btony komoérkowej

Komorki inkubowano w ciemnosci przez 30 min w roztworze zawierajgcym enzymy
trawiace sciane komérkowa. Nastepnie komérki ptukano (3x po 10 min) buforem %
MTSB-T. Btone komdrkowa permeabilizowano w buforze % MTSB z 0,1% Triton X-100
i 0,05% Tween20 przez 30 min. Komarki ponownie ptukano (3x po 10 min) buforem %

MTSB-T.

=  Roztwér enzymow trawigcych sciane komoérkowaq: 1,5% celulazy R10 (Serva), 0,6% macerozym
(Serva), 1% driselaza w 0,2M mannitol; 20mM KCl; 20mM MES (pH=5,8).
= % MTSB-T: - MTSB z 0,1% TritonX-100

3.7.4 Blokowanie i inkubacja z przeciwciatami

Niespecyficzne miejsca wigzania dla przeciwciat blokowano w buforze PBS z 0,05%
Tween20 i 2% BSA. Po 1h inkubacji do mieszaniny blokujgcej dodano przeciwciat
pierwszorzedowych i inkubowano przez noc w 4°C. Komorki czterokrotnie ptukano po
10 min buforem PBS-T, a nastepnie inkubowano przez 2 h w roztworze przeciwciat
drugorzedowych (1:600), sprzezonych z barwnikiem fluorescencyjnym AlexaFluor488
(Invitrogen). Po przeptukaniu (4x po 10 min, PBS-T), komérki zawieszono w buforze

PBS-T z dodatkiem roztworu hamujgcego wygaszanie fluorescencji (CITIFLUOR AF1).

=  Bufor PBS: 140mM NaCl; 2,7mM KCl; 6,5mM Na,HPO4x2H,0; 1,5mM KH,PO,; pH=7,4
=  Bufor PBS-T: PBS z 0,05% Tween20
= Przeciwciata pierwszorzedowe:

- przeciwciata anty-H*-ATP-aza (W1G) 1:400

- oczyszczone przeciwciata anty-MtABCG10 (MtABCG10) 1:50

- surowica sprzed immunizacji peptydem swoistym dla MtABCG10 (PPI 10) 1:50

3.7.5 Obserwacja mikroskopowa

Obserwacje prowadzono w Instytutowej Pracowni Mikroskopowej (IBMiB, UAM), przy
uzyciu skaningowego mikroskopu konfokalnego Nikon A1R-SI, wykorzystujac laser
argonowy. Parametry dotyczgce mocy lasera i czutosci detektora dobierane byty

eksperymentalnie.
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3.8 Wyciszenie ekspresji genu MtABCG10

3.8.1 Przygotowanie konstruktu wyciszajagcego z wykorzystaniem wektora
dziatajacego w systemie Gateway
Na matrycy cDNA (uzyskanego z totalnego RNA w reakcji odwrotnej transkrypcji -

Super Script, Invitrogen) przy uzyciu specyficznych starteréw (RNAil10F: 5'- GGG GAC

AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTG ATG ATT CAT CTA CCG TAC-3'; RNAIi10R: 5'-GGG
GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC ATC AAA AGT GAT AGA ATG TG -3'),

zawierajgcych odpowiednie miejsca rekombinacji attB, amplifikowano rejon dtugosci
139 pz. Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem polimerazy GoTaqg (Promega),

stosujgc nastepujacy program:

profil temperaturowo-  wstepna denaturacja  przyfagczenie elongacja liczba cykli

czasowy denaturacja startera

fragment 98°C -5’ 95°C-30" 54°C-30" 72°C-30" 5

RNAIMtABCG10 95°C-30" 60°C —30” 72°C-30" 5
95°C-30" 58°C-30" 72°C-30" 25

Nastepnie, na drodze rekombinacji, wprowadzono oczyszczony produkt PCR do
wektora posredniego pDONR/Zeo (Invitrogen) przy udziale BP klonazy (Invitrogen),
zgodnie z zaftaczong przez producenta instrukcjag. Mieszaning reakcyjng
transformowano bakterie E. coli One Shot OmniMax, metoda szoku cieplnego.
Pozytywne klony, ktére wyrosty na pozywce selekcyjnej (LBeocyna) POstuzyty do izolacji
plazmidowego DNA (QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen). Nastepnie przeprowadzono
reakcje rekombinacji przy udziale LR klonazy (Invitrogen), pomiedzy miejscami attL
obecnymi w uzyskanym w poprzednim etapie plazmidzie, a miejscami attR obecnymi
w wektorze docelowym pK7GWIWG2(I1)-p35S::DsRED (Limpens et al. 2005). Ponownie
transformowano bakterie E. coli One ShotOmniMax, metoda szoku cieplnego.
Pozytywne klony, ktére wyrosty na pozywce selekcyjnej (LBspektynomycyna) POStuzyty do
izolacji plazmidowego DNA. Poprawnos¢ otrzymanych konstruktdw potwierdzono

przez sekwencjonowanie.
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3.8.2 Transformacja M. truncatula i selekcja transgenicznego materiatu

Przy uzyciu A. rhizogenes Arqual, do ktérych wczesniej na drodze elektroporacji
wprowadzono wifasciwy wektor, transformowano rosliny M. truncatula (patrz
podrozdziat 3.1.7). Na selekcje transgenicznego materiatu sktadata sie hodowla roslin
na pozywce selekcyjnej (Fakanamycyna), @ takze analiza obecnosci fluorescencyjnego
biatka DsRED (skaner Fluor Imager Fla-51000 (Fujifilm) zielony laser (532 nm) i filtr
LPG). Stopien wyciszenia materiatu oceniono na poziomie mRNA metodg qRT-PCR i na

poziomie biatka metodg Western blot.

3.9 Analiza metabolitow wtornych

3.9.1 Izolacja zwigzkow fenolowych z hodowli korzeni wtosowatych

Korzenie witosowate, rosngce w pozywce ptynnej, przeptukano woda, delikatnie
osuszono bibutg, a nastepnie zwazono i umieszczono w ciektym azocie. Materiat
ucierano w mozdzierzu w obecnosci ciektego azotu, po czym dodano 2 ml
schtodzonego w lodzie 80% metanolu (4x po 0,5 ml). Nastepnie préby przenoszono
przy uzyciu pasterowki do préobowki szklanej. Dodano 10 ul luteoliny - standard
wewnetrzny (ze stoku 1 mg/ml). Préby sonikowano (sonikator Sonorex Super RK 103H)
przez 20 min, a nastepnie wirowano 15 min w 18°C przy 5000 rpm. Supernatant
przeniesiono do $wiezej probowki szklanej. Do osadu dodano 1 ml schtodzonego
w lodzie 80% metanolu, ponownie zworteksowano, sonikowano i wirowano. Uzyskany
supernantant potgczono z zebranym wczes$niej. Préoby odparowano w wiréwce

prozniowej i przechowywano w -80°C.

3.9.2 Izolacja zwigzkow fenolowych z pozywki, metodq ekstrakcji do fazy statej (SPE;
Solid Phase Extraction)

Wypetniono pustg kolumne do SPE 400 mg zelu krzemionkowego z przytgczonymi
tancuchami weglowodorowymi C18. Aktywowano kolumne poprzez przemywanie 5 ml
100% metanolu, a nastepnie 5 ml wody MQ. Do 10 ml pozywki dodano 10 pl luteoliny-

standard wewnetrzny (ze stoku 1 mg/ml) i wymieszano. Catg pozywke przepuszczono
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przez kolumne, nie dopuszczajac do jej wyschniecia. Kolumne przeptukano 5 ml wody
MQ. Zwigzki fenolowe wymyto stosujgc 100% metanol (5 ml). Procedure wykonywano
przy uzyciu zestawu spe-12G firmy Baker z pompa prdézniowa. Proby odparowano

w wiréwce prézniowej i przechowywano w -80°C.

3.9.3 Analiza zwigzkéw fenolowych metodg chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (LC/ESI/MS)
Do odparowanych préb (ekstraktéw z korzeni wtosowatych i pozywek) dodano 100 ul
80% metanolu, a nastepnie zworteksowano, sonikowano przez 15 min i znowu
zworteksowano. Mieszanine przeniesiono do probéwek typu Eppendorf. Do
wyjsciowej probowki ponownie dodano 100 ul 80% metanolu, worteksowano,
sonikowano i worteksowano. Potgczono obie mieszaniny i wirowano przez 5 min przy
13000 rpm. Supernantant (ok. 200 ul) przeniesiono do fiolek chromatograficznych.

Analize prowadzono przy uzyciu chromatografu cieczowego AgilentRR 1200
sprzezonego ze spektrometrem mas model micrOToF-Q, ze Zrédtem jonizacji typu
elektrorozpraszania (ESI) (BrukerDaltonics). Rozdziat chromatograficzny prowadzono
na kolumnie ZorbaxEclipse XDB-C18 (Agilent) z fazg ruchomg stanowigcg mieszanine
dwdch rozpuszczalnikéw A (99,5% H,0/0,5% kwas mréowkowy v/v) i B (99,5%
acetonitryl/0,5% kwas mrowkowy v/v). Przeptyw fazy ruchomej prowadzono
z predkoscig 0,5 ml/min w gradiencie. Spektrometr dziatat: z napieciem na kapilarze
+4.5 kV, nubilizacja azotem pod cisnieniem 1,6 bardw, przeptywie gazu suchego
z predkoscia 8 I/min w temperaturze 220°C. Aparat byt obstugiwany przez
oprogramowania micrOTOFcontrolver 2.3. Analize danych prowadzono przy uzyciu
programu Bruker Data Analysis v. 4. Profile metabolitdw byty zapisywane w trybie
jonéw dodatnich [M+H]".

llos¢ analizowanych zwigzkéw zaréwno w korzeniach transgenicznych jak
i pozywkach zostaty przedstawione jako wzgledne wartosci w odniesieniu do standardu
wewnetrznego (luteoliny). Identyfikacje analizowanych zwigzkéw ((izo)flawonoidéw
i ich koniugatow) przeprowadzono na podstawie dostepnych standardéw, danych
literaturowych, czasu retencji i widm masowych. Ponizej zamieszczono Tabele 3.23

z wykazem stosowanych standardow.
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Tabela 3.23. Wykaz stosowanych standardéw (izo)flawonoidéw

nazwa standardu producent

izolikwiritigenina ExtraSynthese
likwiritigenina ExtraSynthese
daidzeina ExtraSynthese
formononetyna ExtraSynthese
2’OHformononetyna ExtraSynthese
westiton ExtraSynthese
naringenina ExtraSynthese
bioczanina A ExtraSynthese
apigenina ExtraSynthese
luteolina ExtraSynthese
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Liczne dane literaturowe wskazujg, iz ro$linne, petne biatka ABCG mogg odgrywac
wazng role w oddziatywaniach biotycznych. Jedng z proponowanych funkgcji, jakie im
sie przypisuje, jest aktywny transport metabolitdow wtérnych. Te niskoczgsteczkowe
zwigzki naturalne moga stanowic zaréowno chemiczny system obrony przed czynnikami
chorobotwérczymi, jak i uczestniczy¢ w procesach komunikacji rosliny z innymi
organizmami. Przed rozpoczeciem moich badan, identyfikacje i klasyfikacje petnych
biatek ABCG przeprowadzono jedynie dla A. thaliana (15), O. sativa (23 ) (Jasinski et al.
2003) i czesciowo dla L. japonicus (Sugiyama et al. 2006). Nasza wiedza o potencjalnych
funkcjach petnych biatek ABCG u bobowatych ograniczata sie do GmPDR12 z soi
(Eichhorn et al. 2006). Nie znany byt takze zaden petny transporter ABCG u modelowej

rosliny bobowatej M. truncatula.

4.1 Identyfikacja i wstepna charakterystyka petnych transporterow ABCG

z M. truncatula

Zainicjowany w 2001 roku i realizowany przez miedzynarodowe konsorcjum MGSC
(ang. Medicago Genome Sequencing Consortium) projekt sekwencjonowania genomu
M. truncatula stworzyt mozliwosci systematycznego poszukiwania genéw MtABCG, co
stanowi punkt wyjscia do ich dalszej analizy funkcjonalnej. W momencie rozpoczecia
mojej pracy doktorskiej znana byta sekwencja genomu Medicago obejmujgca 214 Mpz,
reprezentujgca ponad 60% pokrycia sekwencji kodujgcych biatka (wersja Mt 2.0).
W celu identyfikacji biatek MtABCG przeszukano baze danych IMGAG Protein 2.0,
w ktorej zdeponowano przewidywane sekwencje aminokwasowe pochodzgce
z translacji in silico danych uzyskanych po sekwencjonowaniu genomu Medicago

(http://www.medicagohapmap.org/advanced search page.php?seq). Wykorzystano dostepne, na

podanej powyzej stronie internetowej, narzedzie BlastP (ang. Basic Local Alignment
Search Tool), a jako zapytania uzyto sekwencji aminokwasowej, arbitralnie wybranego,
petnego biatka ABCG z Arabidopsis (GenBank: NP_173005.1). W rezultacie uzyskano

liste trafien sekwencji homologicznych. Kazda z nich posiadata przyporzadkowang
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tymczasowg nazwe, opatrzona byta krotkim opisem (adnotacjg) oraz zawierata
odnosniki zaréwno do odpowiadajacej sekwencji genomowej, jak i przewidzianej in
silico sekwencji kodujgcej i aminokwasowej. Nastepnie przeprowadzono wstepna
weryfikacje uzyskanych wynikéw. Sposréd zidentyfikowanych sekwencji do dalszych
analiz uzyto takich, ktére spetniaty dwa warunki: (i) ich dtugos¢ byta wieksza niz 1000
aminokwasow (AA) (Srednia dtugosc biatek ABCG wynosi ok. 1400 AA) oraz posiadaty
co najmniej 3 motywy PDR (w sekwencji aminokwasowej wszystkich znanych,
roslinnych petnych transporterow ABCG znalezé mozna cztery takie motywy:
i) GLDARAA, ii) TIHQPS, iii) LLLGPP i iv) GLDSST) (van den Brule i Smart 2002). W ten
sposdb wyselekcjonowano 19 petnych transporteréw ABCG z czego trzy miaty dtugos¢
ponizej 1300 AA. Dla tych trzech, dzieki zastosowaniu programu FGENESH+

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml), ktdry przewiduje strukture genu na bazie

sekwencji genomowe] i dodatkowo sekwencji biatka homologicznego, udato sie
wyznaczyé otwarte ramki odczytu, kodujgce biatka petnej dtugosci. Otrzymane wyniki
zestawiono w Tabeli 4.1.

Nazwy petnym biatkom MtABCG (PDR) przypisano zgodnie z ujednolicong
nomenklaturg zaproponowang przez Verrier i wspét. 2008. Przy nadawaniu numerdw
pominieto potowiczne transportery ABCG (WBC). Jak na razie ich liczba nie jest znana
u Medicago.

Dodatkowo w Tabeli 4.2 zamieszczono aktualne numery dostepu dla
MtABCG/MtABCG. Ich sekwencje zdeponowane zostaly w bazie GenBank po
zakonczeniu w 2011 roku kolejnego etapu sekwencjonowania genomu M. truncatula,
ktory objat 95% sekwencji kodujgcych biatka (baza danych wersja Mt 3.5) (Young et al.
2011).
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Tabela 4.1. Szczegdty dotyczace zidentyfikowanych petnych gendw/biatek ABCG z M. truncatula. Informacje pochodzg z bazy danych Mt 2.0.

nazwa numer TC nazwa wielko$¢ genu  wielkos¢ wielkos$¢ sygnatury contig

TIGR IMGAG [bp] mRNA [bp] biatka [AA] PDR
MtABCG1 TC131744 AC171532_22 8343 4866 1469 4 mth2-5a15 (chr07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG2 . AC171532_32 8028 4388 1462 4 mth2-5a15 (chr07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG3 TC1232185 AC171532_16 8014 4510 1462 4 mth2-5a15 (chr07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG4* AC147517_9 8285 4329 1443 4 chr07_pseudomolecule_IMGAG
MtABCG5 AC171532 21 7120 4413 1471 4 mth2-5a15 (chr07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG6 AC171532_26 7089 4575 1433 4 mth2-5a15 (chr07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG7 TC136665 AC144617_13 8440 4494 1425 4 mth2-7m9 (chr01_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCGS8 TC114314 AC144617_23 10538 5649 1442 4 mth2-7m9 (chr01_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG9 TC107192 AC144340_29 7261 4479 1493 4 mth2-7k2 (chr02_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG10 |TC107191 AC144340_27 7071 4453 1406 3 mth2-7k2 (chr02_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG11 AC144340_9 7820 5631 1428 4 mth2-7k2 (chr02_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG12 AC170988_18 7406 4284 1428 4 mth2-53m12 (chr07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG13 AC170988_6 7320 4368 1456 4 mth2-53m12 (chrO07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG14 |... AC170988_17 9304 4677 1473 4 mth2-53m12 (chr07_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG15 |TC102393 AC174352_33 8260 4522 1429 4 mth2-701 (chr08_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG16 |TC107302 AC123976_31 10684 5221 1462 4 mth2-30j23 (chr08_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG17 |... CR954192_34 8686 3738 1246 3 mth2-15h3 (chrO5_pseudomolecule_IMGAG_V2)

TC97256,

TC104271,
MtABCG18 | TC109879 AC170856_10 8763 4088 1251 3 mth2-13d14 (chr02_pseudomolecule_IMGAG_V2)
MtABCG19 AC202577_4 6878 3558 1115 3 mth2-176a4 (chr08_pseudomolecule_IMGAG_V?2)

*przypisany numer pochodzi z bazy

Mt 1.0.



Tabela 4.2. Szczegd6ty dotyczace zidentyfikowanych petnych gendw/biatek ABCG z M. truncatula. Tabela przedstawia numery dostepu dla petnych
genow/biatek MtABCG, ktérych sekwencje zostaty zdeponowane w 2011 roku w bazie GenBank, po zakoriczeniu kolejnego etapu sekwencjonownia genomu
M. truncatula (baza danych Mt 3.5).

GenBank
nazwa nr identyfikacyjny genu  potoienie numer dostepu mRNA wielkos¢ mMRNA  numer dostepu biatka wielkosé biatka
(ang. gene ID) (ang. locus tag) (ang. mMRNA accession number) [bp] (ang. protein accession number) [aal]

MtABCG1 ID: 11444776 MTR_7g098750 XM_003625351/XM_003625352  4410/4197 XP_003625399/XP_003625400 1469/1398
MtABCG2 ID: 11440458 MTR_7g098740 XM_003625350 4335 XP_003625398 1444
MtABCG3 ID: 11440459 MTR_7g098760 XM_003625353 4662 XP_003625401 1483
MtABCG4 ID: 11419478 MTR_7g098300 XM_003625313 4503 XP_003625361 1500
MtABCG5 1D:11445273 MTR_7g098800 XM_003625357 4215 XP_003625405 1404
MtABCG6 ID: 11445272 MTR_7g098780 XM_003625355 4604 XP_003625403 1440
MtABCG7 ID: 11429631 MTR_1g011640 XM_003588650 4498 XP_003588698 1424
MtABCGS8 ID: 11431337 MTR_1g011650 XM_003588651 4632 XP_003588699 1454
MtABCG9 ID: 11430684 MTR_2g102640 XM_003597768 4479 XP_003597816 1492
MtABCG10 | ID: 11436363 MTR_2g102670 XM_003597771 4233 XP_003597819 1410
MtABCG11 | ID: 11434774 MTR_2g102660 XM_003597770 4284 XP_003597818 1427
MtABCG12 | ID: 11432962 MTR_7g104100 XM_003625724 4362 XP_003625772 1453
MtABCG13 | ID: 11425785 MTR_7g104110 XM_003625725 4368 XP_003625773 1455
MtABCG14 | ID: 11442008 MTR_7g104130 XM_003625727 4386 XP_003625775 1461
MtABCG15 | ID: 11424645 MTR_4g123850 XM_003609817 4648 XP_003609865 1470
MtABCG16 | ID: 11434035 MTR_8g014360 XM_003626986/XM_003626987 4386/3870 XP_003627034/XP_003627035 1461/1289
MtABCG17 | ID: 11405496 MTR_5g070320 XM_003615586 4464 XP_003615634 1487
MtABCG18 | ID: 11432375 MTR_2g101090 XM_003597635 3906 XP_003597683 1301
MtABCG19 | ID: 11440635 MTR_4g113070 XM_003609152 4119 XP_003609200 1372
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Nastepnie skonstruowano drzewo filogenetyczne. Wykorzystano do tego celu
sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych biatek MtABCG oraz wszystkie znane
sekwencje homologiczne pochodzace z A. thaliana (At), O. sativa (Os),
N. plumbaginifolia (Np.), N. tabacum (Nt), S. polyrrhiza (Sp), G. max (Gm). Wymienione
sekwencje porownano przy pomocy programu Clustal W (Thompson 1994). Analize
filogenetyczng przeprowadzono wykorzystujgc metode najblizszego sgsiada (ang.
Neighbor Joining) (Saitou i Nei 1987), korzystajac z programu, ktdry dostepny jest
w pakiecie PHYLIP (Felsenstein 1985). Uzyskany dendrogram pozwolit m.in. uwidoczni¢
grupowanie sie biatek ABCG z danego gatunku oraz okresli¢ najblizsze para-
i ortologi (Rycina 4.1).

Mimo, ze Sredni poziom identycznosci miedzy biatkami MtABCG wynosi ok. 60%
stwierdzono, ze w kilku przypadkach moze siega¢ ok. 75% (MtABCG5/MtABCG6), 80%
(MtABCG7/MtABCGS), 90% (MtABCG1/MtABCG2/MtABCG3/MtABCG4),
(MtABCG13/MtABCG14), a nawet 98% (MtABCG9/MtABCG10/MtABCG11).
Obserwowany wysoki stopied podobienstwa miedzy poszczegdlnymi paralogami
Rycina 4.1' ma takze swoje odbicie w strukturze gendéw je kodujacych, co

przedstawiono na Rycina 4.2 oraz lokalizacji w genomie, patrz Rycina 4.3.

! Tabele obrazujgce stopien identycznosci pomiedzy biatkami MtABCG oraz MtABCG a AtABCG
zamieszczono w zatgcznikach nr 1inr 2.
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Rycina 4.1. Drzewo filogenetyczne ilustrujgce zaleznosci miedzy petnymi transporterami ABCG
z: M. truncatula (Mt) kolor zielony, A. thaliana (At) kolor czerwony, O. sativa (Os) kolor czarny,
N. plumbaginifolia (Np) kolor czarny, N.tabacum (Nt) kolor czarny, S. polyrrhiza (Sp) kolor
czarny, G. max (Gm) kolor czarny. Drzewo skonstruowane metodg najblizszego sgsiada.
Powyzej weztéw podano warto$¢ bootstrap. Ramkami zaznaczono biatka MtABCG wykazujgce

stopien identycznosci powyzej 70%.
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Rycina 4.2. Schemat przedstawiajgcy strukture poszczegdlnych gendw MtABCG1-19, okreslong

na podstawie informacji o dtugosci egzondw i introndw zawartych w bazie danych Mt 2.0.

Ramkami zaznaczono geny wykazujace wysoki stopien identycznosci wzgledem siebie, ktéry

ma swoje odzwierciedlenie takze w ich strukturze.
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Rycina 4.3. Schemat ilustrujgcy lokalizacje genéw MtABCG (ramki). Na chromosomie 7, kolejno
MtABCG2,1,3,6,5 (a); na chromosomie 1 kolejno MtABCG7,8 (b); na chromosomie 2, kolejno
MtABCG9,11,10 (c) i na chromosomie 7 kolejno MtABCG12,13,14 (d). http://gbrowse.jcvi.org/cgi-

bin/gbrowse/medicago imgag/. Geny lezgce jeden za drugim na danym chromosomie wykazujg

wysoki stopien identycznosci wzgledem siebie. Nazwy gendw na schemacie odnosza sie do

wersji Mt 3.0.
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4.2 Analiza profilu ekspresji genow kodujacych petne transportery ABCG

z M. truncatula

W celu okreslenia profilu ekspresji gendw MtABCG przeprowadzono potilosciowa
analize RT-PCR (ang. reverse transcriptase PCR). Na bazie przewidzianych in silico
sekwencji cDNA gendow MtABCG, zaprojektowano specyficzne startery, spetniajgce
nastepujace kryteria: i) co najmniej jeden starter z pary obejmuje sekwencje rejonu
3’UTR, ii) dtugosc¢ aplikonu w granicach od 180 pz do 400 pz, iii) temperatura topnienia
starteréw ok. 50°C. Wyjatek stanowity startery wspdlne dla dwdch genéw MtABCG9
i MtABCG11 (patrz podrozdziat 4.3.1). Wydajnos¢ zaprojektowanych starterow
przetestowano na matrycy genomowego DNA (Rycina 4.4), a ich specyficznosc

potwierdzono przez sekwencjonowanie produktéw amplifikacji.

‘ 1 2 3 4 5 6 7 8 9/11
—

500 pz <
250 pz | - aam — - C—
—
- 0] 12 13 148 158 TGEET e 18, 19 A
500 pz | s—— ) _—
250 pz | s— — D cue " -

Rycina 4.4. Analiza produktéw reakcji PCR (25 cykli) metoda elektroforezy w 1,5% zelu
agarozowym. Reakcje PCR przeprowadzono na matrycy genomowego DNA (40 ng/reakcje)

z uzyciem specyficznych starteréw dla gendw MtABCG (1-19) oraz aktyny (A).

W pierwszej kolejnosci okreslono poziom akumulacji mRNA genéw MtABCG
w roznych organach Medicago. Do analizy wykorzystano sze$ciotygodniowe rosliny
rosngce w pokoju fitotronowym. W przypadku czterech genéw (MtABCG2, MtABCGS5,
MtABCG6, MtABCG12) nie wykryto transkryptow. Powtdrzono dla nich reakcje PCR,

wykorzystujgc nowe pary starteréw i ponownie obserwowano brak produktow.
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Najwieksza liczba gendw ulegata ekspresji w korzeniach (14 z 19) MtABCG1,
MtABCG3, MtABCG4, MtABCG7 do MtABCG11 i MtABCG14 do MtABCG19,
a najmniejsza w lisciach (8 z 19) MtABCG8 do MtABCG11, MtABCG15 do MtABCG17
i MtABCG19. W kwiatach i todygach wykryto transkrypty kolejno dla jedenastu
i dziewieciu gendéw (Rycina 4.5a). Analiza Western blot, w ktérej wykorzystano
przeciwciata rozpoznajgce wszystkie roslinne petne biatka ABCG (tzw. przeciwciata
GPDR)Z, pokazata najwyzszy poziom akumulacji biatek MtABCG w korzeniach (Rycina
4.5b). Cze$¢ gendw MLtABCG charakteryzowata sie organospecyficznym profilem
ekspresji. Na przyktad MtABCG3, MtABCG4, MtABCG14 i MtABCG18 byty obecne
wytgcznie w korzeniach. Inne znajdowano w rdéznych czesciach rosliny. Zwykle
najblizsze paralogi miaty podobny profil ekspresji aczkolwiek dwa geny, kodujgce biatka
MtABCG o poziomie identycznosci 91%, wykryto w dwdch réznych organach,

MtABCG14 w korzeniu, a MtABCG13 w kwiatach (Rycina 4.5a).

? Krétka charakterystyka przeciwciat GPDR zamieszczona zostata w zataczniku nr 3.
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(a)

MtABCG1 — S—
MtABCG2
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MtABCG19
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(b)

]

Rycina 4.5. Analiza produktéw reakcji RT-PCR (30 cykli) metoda elektroforezy w 1,5% zelu
agarozowym, dla fragmentdw cDNA, z réznych organdw, amplifikowanych z uzyciem starteréw
specyficznych dla genéw MtABCG1-MtABCG19 (a). Analiza Western blot dla frakgcji
mikrosomalnej (30 ug), z wykorzystaniem przeciwciat GPDR rozpoznajgcych wszystkie roslinne

petne biatka ABCG (b). K - korzen, L - lis¢, £ —todyga, Kw — kwiat.
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Czesc¢ petnych transporterow ABCG jest zaangazowana w reakcje obronne, tak
jest w przypadku AtPDR8 czy NpPDR1. Przyktadowo pokazano, ze ekspresja gendw je
kodujacych indukowana jest obecnoscig patogendw roslinnych, a ich dysfunkcja
prowadzi do wzrostu wrazliwosci rosliny na infekcje grzybowe i/lub bakteryjne
(Bultreys et al. 2009; Kobae et al. 2006; Stein et al. 2006; Stukkens et al. 2005). W celu
wytonienia biatek MtABCG, ktére mogtyby bra¢ udziat w oddziatywaniach roslina-
patogen, przeprowadzono analize zmian poziomu ekspresji genéw je kodujgcych pod
wptywem infekcji Medicago grzybami patogennymi F. culmorum i P. medicaginis.
Wyzej wymienione grzyby wybrano, poniewaz przyczyniajg sie do powstawania chordb

wielu roslin bobowatych (http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/) i jednoczesnie byty

dostepne w kolekcji Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu. F. culmorum jest
grzybem glebowym nalezgcym do grupy nekrotroféw, ktdry wywotuje zgnilizne
korzenia (Rycina 4.6a) (Tivoli et al. 2006), natomiast P. medicaginis atakuje gtéwnie
czesci naziemne i odpowiada, m.in. za pojawianie sie plam nekrotycznych na lisciach

lucerny (Rycina 4.6b) (Kamphuis et al. 2008).

Rycina 4.6. Fragment korzenia M. truncatula zainfekowanego grzybem F. culmorum. Preparat
wybarwiony Calcofluor white i obserwowany pod mikroskopem fluoroscencyjnym (filtr DAPI)
(a). M. truncatula: roslina kontrolna i roslina 14 dni po infekcji grzybem P. medicaginis. Dzieki

uprzejmosci Pawta Rodziewicza (Zrédto: praca magisterska Pawet Rodziewicz, 2009) (b).
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Wszystkie eksperymenty majgce na celu ocene zmian poziomu ekspresji
analizowanych genéw pod wptywem czynnikdw biotycznych byty przeprowadzane
wedtug ujednoliconego schematu.

Po izolacji RNA oraz jego ilosciowej i jakosciowej analizie (Rycina 4.7)
przeprowadzano odwrotng transkrypcje, z uzyciem startera oligodT. W ten sposdéb
otrzymano pule cDNA (ang. complementary deoxyribonucleic acid), odpowiadajgca
catkowitemu mRNA, ktéry pochodzit z analizowanego materiatu roslinnego. Nastepnie
uzyskany cDNA byt rozcieficzany dziesieciokrotnie. Liczbe cykli w reakcji PCR dobierano
eksperymentalnie, aby uzyskaé, w miare mozliwosci, liniowg zaleznos¢ miedzy ilosScig
produktu a wyjsciowg iloscig analizowanego cDNA. Jako kontrole wewnetrzng uzyto
genu kodujgcego B-aktyne, ktory wykazuje wysoki i staty poziom ekspresji, niezaleznie

od warunkow eksperymentu.

il

Rycina 4.7. Przyktadowy zel agarozowy przedstawiajacy analize jakosciowg RNA,

wyizolowanego z korzeni siewek M. truncatula.

Zmiany poziomu ekspresji gendw MtABCG pod wptywem patogendw
grzybowych, monitorowano w réznym czasie (3h, 6h, 9h, 24h, 48h, 72h) od momentu
inokulacji, zarowno korzeni siewek sporami F. culmorum, jak i lisci Medicago sporami
P. medicaginis. Kontrole stanowit materiat roslinny nietraktowany patogenami.
Infekcja korzeni siewek Medicago F. culmorum skutkowata wzrostem akumulacji mRNA
dwéch (MtABCG10 i MtABCG16) sposréd 14 gendw MtABCG eksprymowanych
w korzeniach (Rycina 4.8a). W celu ilosciowego okreslenia stopnia indukcji MtABCG10

i MtABCG16 zastosowano metode PCR z detekcjg w czasie rzeczywistym (Rycina
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4.8b)*. Wyniki przedstawiono jako wartosci wzglednej ekspresji analizowanych genéw
w stosunku do genu referencyjnego B-aktyny. Szczegdlnie wysoki poziom obu
transkryptow obserwowano 72 h po infekgji.

W przypadku potraktowania lisci Medicago grzybem P. medicaginis ponownie
obserwowano wzrost akumulacji transkryptéw MtABCG10 i MtABCG16. Co ciekawe
poziom ich mRNA w duzym stopniu zalezat takze od cyklu dobowego (Rycina 4.9a
i4.9b).

Szczegblnie interesujgcym typem oddziatywan biotycznych jest symbioza.
W przypadku L. japonicus stwierdzono, ze ekspresja kilku genéw ABCG (homologéw
AtPDR12) byta indukowana w korzeniach inokulowanych bakteriami symbiotycznymi
M. loti (Sugiyama et al. 2006). Postanowiono wiec sprawdzi¢ jak zachowujg sie geny
kodujgce petne biatka MtABCG podczas interakcji Medicago z S. meliloti.
W odréznieniu do odpowiedzi na infekcje patogenami, bakterie brodawkowe
powodowaty jedynie nieznaczny wzrost akumulacji transkryptu MtABCG10 (Rycina

4.10a i 4.10b).

* Krzywe standardowe dla genéw MtABCG10, MtABCG16 i B-aktyny oraz krzywe topnienia ich aplikonéw

zamieszczono kolejno w zatacznikach nr 4., 5., 6.
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(a) Kontrola F. culmorum
0 3h 6h 9h 24h 48h 72h 3h 6h Sh 24h 48h 72h
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Rycina 4.8. Analiza zmian poziomu ekspresji gendw MtABCG w korzeniach siewek
M. truncatula pod wptywem F. culmorum, w réznym czasie po infekcji. Dla genéow MtABCG1-19
z zastosowaniem poétilosciowej metody PCR (27 cykli). Czerwong ramka oznaczono geny
wyselekcjonowane do qRT-PCR (a); Dla genéw MtABCG10 i MtABCG16 dodatkowo
z zastosowaniem ilosciowej metody RealTime PCR. Biate stupki odpowiadajg materiatowi
kontrolnemu, a czarne traktowanemu sporami grzyba. Wyniki przedstawiajg srednie oraz
odchylenia standardowe dla dwdch powtdrzen biologicznych. Rdznice istotne statystycznie
okreslono przy uzyciu testu t-Studenta (*= P<0,05; **= P<0,02; ***=P<0,01) (b). Kontrole
wewnetrzng i gen referencyjny stanowita 6-aktyna.
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Kontrola P. medicaginis
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MtABCG1
MtABCG2
MtABCG3

MtABCG4
MtABCGS5
MtABCG6
MtABCG7
MtABCGS8
MtABCGY/11

IMtABCGlO — — — —

VITABCGIZ
MtABCG13
MtABCG14
MtABCG15 : —

MtABCG17
MtABCG18

MtABCG19 —

0 MtABCG10 1 MtABCG16
147 RS
w277 ©
‘é—’ é_’ 124
g 20 2 10
@ * ok ok [7]
g s g g ”
Rl E=]
@ ar
[5h] oo
5 10 s °
44
54 * 5]
0 0-
0 3h 6h  Sh 24h 48h 72h 0 3h 6h 9h 24h 48h 72h

Rycina 4.9. Analiza zmian poziomu ekspresji gendw MtABCG w lisciach M. truncatula pod
wptywem P. medicaginis, w réinym czasie po infekcji. Dla genéow MtABCGI1-19
z zastosowaniem pétilosciowej metody PCR (27 cykli). Czerwong ramka oznaczono geny
wyselekcjonowane do qRT-PCR (a); Dla gendw MtABCG10 i MtABCG16 dodatkowo
z zastosowaniem ilosciowej metody RealTime PCR. Biate stupki odpowiadajg materiatowi
kontrolnemu, a czarne traktowanemu sporami grzyba. Wyniki przedstawiajg $rednie oraz
odchylenia standardowe dla dwdch powtdrzen biologicznych. Réznice istotne statystycznie
okreslono przy uzyciu testu t-Studenta (*= P<0,05; **= P<0,02; ***=P<0,01) (b). Kontrole
wewnetrzng i gen referencyjny stanowita 8-aktyna.
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(a) Kontrola S. meliloti
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Rycina 4.10. Analiza zmian poziomu ekspresji gendw MtABCG w korzeniach siewek
M. truncatula pod wptywem S. meliloti, w réznym czasie po inokulacji. Dla genéw MtABCG1-19
z zastosowaniem poétilosciowej metody PCR (27 cykli) (a); Dla genow MtABCG10 i MtABCG16
dodatkowo z zastosowaniem ilosciowej metody RealTime PCR. Biate stupki odpowiadajg
materiatowi kontrolnemu, a czarne traktowanemu bakteriami. Wyniki przedstawiajg $rednie
oraz odchylenia standardowe dla dwdch powtdrzen biologicznych. Réznice istotne
statystycznie okreslono przy uzyciu testu t-Studenta (*= P<0,05) (b). Kontrole wewnetrzng
i gen referencyjny stanowita 8-aktyna.

82



4. WYNIKI

Analiza Western blot z wykorzystaniem przeciwciat rozpoznajgcych wszystkie
transportery MtABCG, nie wykazata znaczacych réznic w akumulacji tej grupy biatek
miedzy materiatem kontrolnym, a traktowanym kolejno grzybami patogennymi

i bakteriami symbiotycznymi (Rycina 4.11).

F. culmorum P. medicaginis S. meliloti
-9h +9h -9h +9h -9h +9h
GPDR [ P‘ i ) + | 160kDa
i

H*- ATP-ase ﬁ _-| § 8 | 100 kba

Rycina 4.11. Analiza Western blot poziomu akumulacji petnych biatek MtABCG we frakcji

mikrosomalnej (5 pg), pochodzacej z materiatu kontrolnego i traktowanego kolejno
F. culmorum, P. medicagainis i S. meliloti. W eksperymencie wykorzystano przeciwciata GPDR

jako kontrole wewnetrzng zastosowano przeciwciata W1G rozpoznajace H*-ATP-azy.
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4.3 Analiza funkcjonalna genu MtABCG10

Analiza danych, uzyskanych na pierwszym etapie badan, pozwolita wytoni¢ dwa geny
MtABCG10 oraz MtABCG16, potencjalnie zaangazowane w reakcje obronne. Aby
zweryfikowaé postawiong hipoteze o udziale biatek ABCG w modulacji oddziatywan
biotycznych, w dalszej czesci pracy, skupiono sie na szczegétowej analizie funkcjonalnej
jednego z nich. Zdecydowano sie na prébe okreslenia roli biatka MtABCG10
w korzeniach Medicago. Wiadomo, ze homologi MtABCG10, takie jak AtPDR12
(Bultreys et al. 2009; Stukkens et al. 2005), NtPDR1 (Sasabe et al. 2002) czy NpPDR1
(Jasinski et al. 2001) uczestniczg w ochronie rosliny przed patogenami. Ryzosfera jest
natomiast miejscem szczegdlnie intensywnych interakcji rosliny ze s$rodowiskiem,
w ktérych wazing role odgrywajg uwalniane do podtoza metabolity wtérne. Warto
przypomnieé, ze zwigzki te sg proponowanymi substratami petnych transporterdw
ABCG (Badri et al. 2012).

W zwigzku z tym, ze w genomie M. truncatula wystepuja dwa bliskie paralogi
MtABCG10, w pierwszej kolejnosci przeprowadzono krétka charakterystyke wszystkich
trzech genéw, obrazujgca zaleznosci miedzy nimi (rozdziat 4.3.1). Nastepnie wykonano
wtasciwg analize funkcjonalng MtABCG10 obejmujgcy: (i) badanie zmian poziomu
ekspresji genu MtABCG10 pod wptywem wybranych czynnikéw (rozdziat 4.3.2), (ii)
okreslenie organospecyficznej aktywnosci promotora genu MtABCGO010 (rozdziat 4.3.3)
oraz (iii) subkomorkowej lokalizacji biatka MtABCG10 (rozdziat 4.3.4), uzyskano takze
(iv) rosliny ztozone (ang. composite plants) oraz hodowle korzeni wtosowatych,
wykazujgcych czesciowe wyciszenie ekspresji MtABCG10 (rozdziat 4.3.5) i w koncu (v)
przeprowadzono analizy fenotypowe wyciszonego materiatu roslinnego, obejmujgce
badanie profilu metabolitow wtdrnych (rozdziat 4.3.6.1) oraz badanie podatnosci na

infekcje grzybowe (rozdziat 4.3.6.2).

4.3.1 MtABCG10 i jego dwa bliskie homologi

Analiza in silico wykazata, ze w Medicago obok transportera MtABCG10 znalezé mozna

jego dwa bardzo bliskie homologii MtABCG9 i MtABCG11. Stopien identycznosci

84



4. WYNIKI

miedzy nimi siega 98% (Tabela 4.3). Wszystkie trzy geny kodujgce wyzej wymienione
biatka utozone sg tandemowo na chromosomie drugim i posiadajg podobng strukture

(Rycina 4.2, Rycina 4.3).

Tabela 4.3. Stopien identycznosci miedzy MtABCG9, MtABCG10 i MtABCG11l na poziomie

sekwencji cDNA i aminokwasowe] (AA), okreslony dzieki narzedziu bl2seq.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch&PROG DEF=blastn&BLAST PROG DEF=megaBlast

&SHOW_DEFAULTS=0n&BLAST SPEC=blast2.

Stopien identycznosci cDNA AA

MtABCG10/MtABCG9 94% 96%
MtABCG10/MtABCG11 96% 98%
MtABCG9/MtABCG11 95% 96%

Wiekszos¢ sekwencji, pochodzgcych z M. truncatula, dostepnych w bazach
danych, odpowiada ekotypowi Jemalong Al7. Wynika to z faktu, ze genom tego
ekotypu uznano za referencyjny i objeto projektem sekwencjonowania. W badaniach
prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej wykorzystywano natomiast dwa
inne ekotypy Jemalong J5 oraz R108, ktére dostepne byly w kolekcji IChB PAN.
W zwigzku z réznicami jakie moga wystepowac pomiedzy poszczegdlnymi ekotypami,
postanowiono sprawdzi¢ eksperymentalnie, metodg Southern blot, obecnos¢
wszystkich trzech paralogdw w genomach M. truncatula Jemalong J5 oraz R108.
Przyjeta strategia opierafta sie na detekcji prazkéw o wielkosciach specyficznych dla
danego genu, otrzymanych w wyniku trawienia genomowego DNA enzymami
restrykcyjnymi EcoRV lub Hindlll. Wyboru enzyméw dokonano na podstawie analizy
przeprowadzonej przy pomocy programu NEBcutter V2.0

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/). Sonde stanowit znakowany radioaktywnie fragment

DNA dtugosci 270 pz, uniwersalny dla wszystkich trzech badanych genéw (Rycina 4.12).
Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaty na obecnos¢ trzech paralogéw w genomie M.
truncatula, zaréwno ekotypie Jemalong J5, jak i R108. Brak prazka w Sciezce EcoRl dla
MtABCG10 w przypadku ekotypu R108 wynika z polimorfizmu w obrebie miejsca

restrykcyjnego, co potwierdzono sekwencjonowaniem (Rycina 4.13).
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(a) Southern blot
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Rycina 4.12. Schemat ilustrujacy przyjetg strategie Southern blot, pozwalajgcg potwierdzi¢
wystepowanie trzech paralogéw (MtABCGY9, MtABCGI10 i MtABCG11l) w genomie
M. truncatula. Na schemacie przedstawiono miejsca ciecia EcoRV (a) i Hindlll (b) dla MtABCG9,
MtABCG10 i MtABCG11 w obrebie wybranego rejonu sekwencji genomowej oraz dtugosci
fragmentéw dla poszczegdlnych gendw, powstajacych na skutek ciecia danym enzymem

restrykcyjnym. Kolorem zielonym oznaczono miejsce wigzania sondy o dtugosci 270pz.
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(a) Jemalong J5 R108 (b) JemalongJ5 R108
M NT EcoRV Hindlll NT EcoRV Hindlll NT EcoRV Hindlll NT EcoRV Hindlll

EEREEE

YYvo b vy

¥

ok. 4000pz —p 5 J -y
MtABCG10

ok.2000pz —» ' "
MtABCG9

MtABCG11

% ok. 1000pz———p -
MtABCG1
ok. 700pz——p % -
MtABCG9
ok. 450pz————»
MtABCG11 >

a

Rycina 4.13. Zel agarozowy przedstawiajacy gDNA M. truncatula (ekotyp: Jemalong J5 i R108),
nietrawione (NT) i po trawieniu enzymami restrykcyjnymi kolejno EcoRV i Hindlll (a).
Wywotana klisza rentgenowska, obrazujgca miejsce wigzania znakowanej radioaktywnie
sondy. Analiza uzyskanych sygnatow potwierdzita obecnos¢ wszystkich trzech genéw w obu
ekotypach. (*) brak sygnatu w przypadku ekotypu R108, w Sciezce EcoRV, dla genu MtABCG10
jest wynikiem wystepowania polimorfizmu miedzy ekotypami, ktéry ujawnit sie brakiem

jednego miejscu restrykcyjnego, co potwierdzono przez sekwencjonowanie (b).
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Metodg RT-PCR dowiedziono, ze wszystkie trzy geny sg takie aktywne
transkrypcyjnie w korzeniach siewek Medicago. Wysoki stopnien identycznosci
uniemozliwit zaprojektowanie specyficznych starteréw dla wszystkich trzech
paralogdéw, stad zdecydowano sie ekspresje MtABCGY9 i MtABCG11 analizowaé za
pomocg wspolnej pary starteréw. Aby mie¢ pewnos$é, ze uzyskany na matrycy cDNA
produkt dla MtABCGY i MtABCG11 nie odpowiada sekwencji genomowej (wzieto pod
uwage potencjalne zanieczyszczenie matrycy genomowym DNA), startery
zaprojektowano tak, aby obejmowaty takze intron (Rycina 4.14). Obecnos$¢ dwdch
prazkéw, odpowiadajgcych produktom MtABCGY i MtABCG11, w przypadku ekotypu
R108 zwigzana byta z trzydziesto nukleotydowsg insercjg w jednym z nich. Specyficzno$é
starterow potwierdzono przez sekwencjonowanie uzyskanych produktow (Rycina
4.15).

Wykazano takze, ze sposrdd trzech bliskich homologéw (MtABCGY9, MtABCG10
i MtABCG11) ekspresji na najwyiszym poziomie ulega MtABCG10. Okres$lono to
przeprowadzajgc ilosciowg analize transkryptéw interesujacych gendéw. Opierata sie
ona na klonowaniu i sekwencjonowaniu produktéw PCR, uzyskanych z wykorzystaniem
pary starteréw, po pierwsze (i) wspdlnej dla wszystkich trzech gendéw, po drugie (ii)
flankujgcej rejon pozwalajgcy na ich rozréznienie (Rycina 4.16). Sposrod 70 dowolnie
wybranych klonéw, 100% odpowiadato MtABCG10. Obserwacja ta byta zgodna
z analizami in silico. Wiekszos¢ EST-0w dostepnych w bazach danych takze odpowiada
MtABGG10. Warto dodaé, ze podobna analiza przeprowadzona na matrycy
genomowego DNA, skutkowata rozktadem liczby klonéw odpowiednio dla
MtABCG9:MtABCG10:MtABCG11 1:1:1. Z uwagi na fakt, iz MtABCG10 jawi sie jako gen
ulegajgcy dominujacej ekspresji, w dalszej czesci pracy skupiono sie gtéwnie na jego
analizie funkcjonalnej. Przeprowadzajgc kolejne doswiadczenia uwzgledniano jednak
obecno$¢ dwéch bliskich homologéw, zaréwno na etapie projektowania

eksperymentoéw, jak i wyciggania wnioskow.
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M ABCGL10
M ABCGL1
M ABCE

M ABCGL10
M ABCGL1
M ABCXO

M ABCGL10
M ABCGL1
M ABCXO

M ABCGL0
M ABCGl11
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGl11
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGl11
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGL1
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGL11
M ABCX

M ABCGLO
M ABCGL11
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGL11
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGL1
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGL11
M ABCX

M ABCGL0
M ABCGL1
M ABCE

Rycina 4.14. Zestawienie

GGTATCTATTCTTCATGTACTTCACATTGCTCTACTTCACCTTCTATGGTATGATGECTG

GGTATCTATTCTTCATGTACT TCACATTGCTCTACTTCACCTTCTATGGTATGATGECTG PDR9/ 11F
GGTATCTATTCTTCATGTACTTCACATTGCTCTACTTCACTTTCTATGGTATGATGGCAG PDR9/ 11F

TGGCAGT GACACCAAATCACCATGTI TCCTTCTATTGTGGCTGCTGCATTTTATGCAATTT
TGGCAGT GACACCAAATCACCATGT TCGCTTCTATTGTGGCTGCTGCATTTTATGCAATTT
TGCCTGTGACACCAAATCACCATGT TGCTTCTATTGTGGCTGCTGCCTTTTATGCAATCT

GGAATCTCTTTTCAGGATTTGT CGTCCCAAGACCTGTAAGTATTAGTATATAGTACATTG
GGAATCTCTTTTCAGGATTTGT CGTCCCGAGACCTGTAAGTATTTGTATAGAGTACATTG
GGAATCTCTTTTCAGGATTTGTCGTCCCGAGACCTGTAAGTATAAGTGTAAAGTACATTT

TGAAAGACTGTTTCAATGGATG - - - - - TATGTTATATGTATCCTAACCATTTT- - - - - -
TGAAAGACTTTTTCAATGGATG - - - - - TATGITATATGTATCCTAACTGT TTTTT- - - -

intron

AGAAAGAATCGT TAGT TGCGATGACATTATATATATGCAATATGCTAACTGITTTTTTCTT

- - - CTTGCCTTTTGATAACAGAGCATTCCAATATGGTGGAGATGGTACTATTGGGCATGT
- - - CTTGCCTTTTGATAACAGAGCATTCCAATATGGT GGAGATGGTACTATTGGCECATGT
CTTCTTGCCTTTTGATAACAGAGCATTCCAATATGGTGGAGATGGTACTATTGGGCATGT

CCAGTTGCATGGACCATCTATGGATTGGT TGCATCTCAATTTGGAGATATAACTACTGI T
CCAGTTGCATGGACCATCTATGGATTGGT TGCATCTCAATTTGGAGATATAACTACTGTT
CCAGTTGCATGGACCATCTATGGATTGGT TGCATCTCAATTTGGAGATATAACTACTGTT

ATGT CGACCCAAGGCGGAAAAGAT GTAAAGACT TTCCTTGACGACT TTTTTGGTATCCAA
ATGTCGACCGAAGCCGGAAAAGATGTAAAGACTTTCCTTGACGACTTTTTTGGTATCCAA
ATGACGACTGAAGGT GGAAAAGATGTGAAAACTTTCCTTGACGACTTTTTTGGTATCCAA

CACGACTTCATAGGATGGTGTGCACT TGTGGTCGGTGGAATTGCCGTGEECTTTGCCTTT
CACGACTTCATAGGATGGTGTGCACT TGTGGTCGGTGGAATTGCCGTGEGECTTTGCCTTT
CACGACTTCATAGGATGGT GTGCGCT TGTGGT TGGT GGAATCGCCGTGECCTTTGCCTTT

ATTTTCGCTGT TGCAATCAAGTCCTTTAACT TCCAAAAGAGATAGT TTGCACTCTTTCTC

PDR10F

ATTTTCGCTGITGCAATCAAGTCCTTTAACTTCCAAAAGAGATAGITTGCACTCTTTTTC kodon st op

ATATTCGCTGT TGCAATCAAATCCTTTAACT TCCAGAAGAGATAGT TTGCACTCTTTCTC

CAACAAGAAAGATTCTTTTTATTTTTTATTTT- CCCTCCCCAATTTTTCCTAGCT TG - -
CAACAAGAAAGATTCTTTTTATTTTTTATTTT- - CCTCCCCAAATTTTCATTTGCTCATA
CAACAAGAAAGATTCTTTTTATTTTTTTATTTTCCCTCCCCAATTTTTCATTTGCTCATA

- TATAATACCTGTATCTATATCCCATGCCTTAGI TTCTTAGGAAATTTATTTCCCCTTTG
TTGTATTTGI TGTAGCCATCTTACATGCAGTAGT TGAT- AGGAATTTTATTTCACCCTAC
TTGTATTTGT TGCAGCCATCTTACATGCAGTAGI TGAT- AGGAATTTTATTTCACCCTAC

TTTGACACAATTTAAACCTTCCTTT- ATAAATGTACAAGCATTTGAATTTGAATAAGACA
TGC- - - - CAATTTGCAGT TTCTTTTGATACATGTACAAGCATATAAATG: - - - - - ATGTA
TGC- - - - CAATTTGCAGITTCTTTTGATATATATACAA- CATATAAATG - - - - - ATGTA

ATAATTTTGTATTATCATTTTGA- TCATCAATGAAAGATAGIGTA
ATACTTTTGITGTATTAATTTGAGTTGTCATTGAAATATATTTTG
ATACTTTTGITGTATTAATTTGAGTAATCATTGGAATATATTTTG

PDR10OR
PDR9/ 11
PDR9/ 11

sekwencji cDNA MtABCG10, MtABCG11 i MtABCG9 w rejonie

3’ konca gendw http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalinan.html.

Dtugos¢ oraz sekwencje 3’UTR dla genu MtABCG10 ustalono eksperymentalnie technika

3’RACE (praca magisterska 2007, Joanna Banasiak). Kolorem szarym zaznaczono sekwencje

starterow.
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(a) (b)
MtABCG9/11 MtABCG10 MtABCG9/11 MtABCG10
-_— -
== gDNA e gSDNA
cDNA1 cDNA2 [DNA1 cDNA2 cDNA1 cDNA2 EDNA1 cDNA2
700pZ | w— — — |
— = o
400pz | =— — — —
Jemalong J5 R108

Rycina 4.15. Analiza produktow reakcji RT-PCR metodg elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym,
dla fragmentéw DNA amplifikowanych z uzyciem starteréw specyficznych dla MtABCG10
i wspdlnej pary starteréw dla gendw MtABCG9 i MtABCG11. M. truncatula ekotyp Jemalong J5
(a), M. truncatula ekotyp R108 (b). cDNA1 i cDNA2 odpowiadajg produktom dla dwadch
niezaleznych matryc, ktére uzyskano w wyniki odwrotnej transkrypcji; gDNA, produkty

uzyskane na matrycy genomowego DNA.
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M ABCX
M ABCGL0
M ABCGL11

M ABCX
M ABCGL0
M ABCGL11

M ABCX
M ABCGL0
M ABCGL11

M ABCX
M ABCGL0
M ABCGL1

M ABCX
M ABCGL0
M ABCGL1

M ABCX
M ABCGL0
M ABCGL1

M ABCX
M ABCGL0
M ABCGL11

M ABCX
M ABCGL10
M ABCGL11

TTCCCACATGCATAT TGGTAT TCCGATAGCCGT TGCCCGAT TGECTGGATTTGTGT TCCTT
TTCCCACATGCATAT TGGTAT TCGATAGCCGT TGGGCGATTGGT TGGATTTGTGI TCCTT
TTCCCACATGCATATTGGTAT TGGATAGECGT TGGGGGATTGGT TGGATTTGICTTTCTT

TTCAACGCGGCGT TTGGTGT GECTCTCGCTGTACTAGGCCCATTTGATAAGCCTAGT GCA
TTCAACGCGCCATTTGGT GTGECTCTCGCTGTACTAGGCCCATTTGATAAGCCTAGT GCA
TTCAACGTGECGT TTGGT GTGECTCTCGCTGTACTAGGCCCATTTGATAAGCCTAGT GCA

ACAATAACTGATAA- - - TTCAGAAGATGATTCATCGAATTACATGACCGCACAAGAAGT T
ACAATAACT GAAGAAGATTCAGAAGATGATTCATCTA- - - - - - - - - CCGTACAAGAAGTT
ACAATAACTGAAGA- - - TTCAGAAGATGATTCATCTA--------- CCGTACAAGAAGTT

GAATTACCACGCATAGAAAGT TCAGGAAGAGGAGATTCTGT TACAGTGTCCAGCCATGGA
GAATTACCACGTATTGAAAGT TCAGGTAGAAGAGATTCTGT TACAGAATCCAGCCATGGA
GAATTACCACGTATTGAAAGT TCAGGAAGAGCTGATTCTGT TACAGAGT CCAGCCATGGA

AAGAAAAAGGGAATGGT TCTTCCATTTGAACCACATTCTATCACTTTTGATGATATTGTA
AAGAAAAAGCCGAATGGT TCTTCCATTTGAACCACATTCTATCACTTTTGATGATATTGTA
AAGAAAAAGGGAATGGT TCTTCCATTTGAACCACATTCTATCACTTTTGATGATATTGTA

TACTCTGI TGACAT GCCAGCT GAAAT GAAGGAGCAAGGT GTTACAGAGGACAGACTAGT G
TACTCTGI TGACAT GCCAGCGGAAAT GAAGGAGCAAGGT GTTACAGAGGACAGATTAGT G
TACTCTGI TGATATGCCAGT GGAAAT GAAGGAGCAAGGT GTTAGAGAAGACAGATTAGT G

CTTTTGAAGGGT GT TAGCGGTGCATTCAGGCCCGGTGT TCTCACAGCT TTGATGEGTGTA
CTTTTGAAGGGTGT TAGTGGCGCAT TCAGGCCTGGTGTACTTACGECT TTGATGEGTGTA
CTTTTGAAGGGTGT TAGTGGTGCAT TCAGGCCCGGTGT TCTCACAGCTTTGATGEGTGTA

AGT CCGAGCT GGTAAAACAACT CTGATGGATGT TCTGGCT GGTAGGAAAACAGGT GGATAT
AGTGGAGCT GGTAAAACAACT CTGATGGATGT TCTGGCT GGTAGGAAAACAGGT GGATAT
AGTGGAGCTGGTAAAACAACT CTGATGGATGT TCTGGECTGGT AGGAAAACAGGT GGATAT

Rycina 4.16. Zestawienie sekwencji cDNA gendw MtABCGY9, MtABCG10 i MtABCG11 w rejonie

spetniajgcym dwa warunki: i) pozwalajagcym rozrdzni¢ trzy paralogi oraz ii) pozwalajgcym

zaprojektowaé wspdlng pare starteréow flankujgcych interesujgce sekwencje. Kolorem szarym

zaznaczono sekwencje starterow.

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalinan.html.
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4.3.2 Analiza profilu ekspresji genu MtABCG10

Jak pokazano w podrozdziale 4.2 ekspresja genu MtABCGI10 jest indukowana pod
wptywem infekcji grzybowych. Co wiece] istniejg przestanki, wskazujgce na udziat
petnych biatek ABCG w ochronie rosliny przed patogenami, poprzez transport
metabolitéw wtdérnych o wiasciwosciach antybakteryjnych i antygrzybiczych (Jasinski
et al. 2001). W przypadku roslin bobowatych gtéwng grupe niskoczgsteczkowych
zwigzkéw zaangazowanych w odpowiedz na stres biotyczny, stanowig izoflawonoidy.
Majgc to na uwadze postanowiono sprawdzi¢ jak zmienia sie profil ekspresji genu
MtABCG10 pod wptywem dwdch znanych induktorow odpowiedzi obronne;j,
powigzanych odpowiednio z biosyntezg de novo izoflawonoidéw (elicytor grzybowy —
ekstrakt oligosacharydéw wyizolowanych ze $ciany komoérkowej) (Rycina 4.17) oraz
biosyntezg terpenoidéw i uruchamianiem puli zmagazynowanych w wakuoli
koniugatéw izoflawonoidéw (MelA — ester metylowy kwasu jasmonowego) (Rycina
4.18) (Farag et al. 2008; Naoumkina et al. 2007).

Analiza ilosciowa RealTime PCR, przeprowadzona na materiale pochodzgacym
z korzeni siewek Medicago wykazata, ze poziom mRNA MtABCG10 wyraznie wzrasta
w obecnosci zastosowanego elicytora grzybowego. Indukcja ta ma charakter szybki
i przejsciowy (najwyzszy poziom obserwowano 1 i 2 h po elicytacji). Podobny profil
ekspresji odnotowano dla genéw PAL (GenBank XM_003625614) i IFS (GenBank
AY939826). Pierwszy z nich koduje amoniako-liaze fenyloalaninowg (ang.
phenylalanine ammonia-lyase), rozpoczynajgcg szlak fenylopropanoidowy natomiast
drugi syntaze izoflawonowg (ang. isoflavone synthase), ktéra jest kluczowym enzymem
w biosyntezie izoflawonoidéw (Rycina 4.17b). W odrdznieniu do elicytora grzybowego
MelA w stezeniu 10 uM nie powodowat znaczgcych zmian w akumulacji transkryptu
MtABCG10, mimo ze stezenie to bylo wystarczajgce do wyraznej indukcji ekspresji
genu markerowego 6-AS (GenBank XM_003604073), kodujgcego syntaze B-amyryny
(ang. B-amyrin synthase), zaangazowang w biosynteze triterpenéw (Rycina 4.18b).
Uzyskany wynik moze stanowi¢ przestanke, wskazujagcg na udziat MtABCG10
w reakcjach obronnych, powigzanych ze szlakiem izoflawonoidowym. W szczegdlnosci

z biosyntezg izoflawonoidéw de novo w odpowiedzi na atak patogena.
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(a)

Relatywna ekspresja

(b)
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Rycina 4.17. Analiza zmian poziomu ekspresji wybranych gendw w korzeniach siewek

M. truncatula pod wptywem elicytora grzybowego, w rdéinym czasie po potraktowaniu

elicytorem. Dla genu MtABCG10 z zastosowaniem iloSciowej metody RealTime PCR. Biate

stupki odpowiadajg materiatowi kontrolnemu, a czarne traktowanemu elicytorem. Wyniki

przedstawiajg $rednie oraz odchylenia standardowe dla dwdch powtérzen biologicznych.

Rdznice istotne statystycznie okreslono przy uzyciu testu t-Studenta (*= P<0,05; **= P<0,005;

***=P<0,0005), kontrole wewnetrzng i gen referencyjny stanowita 6-aktyna (a) oraz dla gendw

MtABCG10, PAL, IFS i B-aktyny z zastosowaniem poétilosciowej metody RT-PCR (liczba
cykli &€ )(b).
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Rycina 4.18. Analiza zmian poziomu ekspresji wybranych gendéw w korzeniach siewek
M. truncatula pod wptywem 10 uM MelA, w réznym czasie po potraktowaniu MelA. Dla genu
MtABCG10 z zastosowaniem ilosciowej metody RealTime PCR. Biate stupki odpowiadajg
materiatowi kontrolnemu, a czarne traktowanemu MelA. Wyniki przedstawiajg $rednie oraz
odchylenia standardowe dla dwdch powtdrzen biologicznych. Rdznice istotne statystycznie
okreslono przy uzyciu testu t-Studenta (*= P<0,05), kontrole wewnetrzng i gen referencyjny
stanowita B-aktyna (a) oraz dla gendw MtABCG10, B8-AS i B-aktyny z zastosowaniem
pétilosciowej metody RT-PCR (liczba cykli & )(b).
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Co ciekawe nie tylko MelJA, ale takze inne tzw. hormony stresowe roslin jak ABA
czy SA nie wptywaty na poziom ekspresji genu oraz akumulacje biatka MtABCG10,
w materiale pochodzgcym z hodowli zawiesinowej Medicago (Rycina 4.19). Pomimo,
ze zwigzki te nawet w niskich stezeniach indukujg ekspresje bliskich homologéw
MtABCG10 z innych roslin, takich jak NtPDR1, SpTUR2 i GmPDR1 (Smart i Fleming,
1996; Sasabe 2002; Eichhorn 2006).

(a)

(-)1h  (-)3h (-)6h (-)9h (-)24h (-)48h (+)1h (+)3h (+)6h (+)9h (+)24h (+)48h

kontrola MelA

o G Gy et SRS e ws SRS wEem = wm—m = 2 ABRCGI10

kontrola SA

___________Aktyna

kontrola ABA

(b)

(-)2h  (-)3h (-)6h (-)9h (-)24h (-)48h (+)1h (+)3h (+)6h (+)9h (+)24h (+)48h

kontrola MelA

- : : MtABCG10

H'™- ATP-aza
MtABCG10
H'- ATP-aza
MtABCG10
I_I+ ATD AaA

Rycina 4.19. Analiza zmian poziomu ekspresji genu MtABCG10 z zastosowaniem poétilosciowej
metody RT-PCR (a) oraz akumulacji biatka MtABCG10 z wykorzystaniem analizy Western blot
(b) w hodowli zawiesinowej M. truncatula pod wptywem hormondw stresowych ABA (10 uM),
SA (10 uM), MelA (10 uM), w réznym czasie po potraktowaniu. Jako kontrole wewnetrzng

zastosowano odpowiednio gen B-aktyny i przeciwciata W1G rozpoznajgce H*-ATP-azy.
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4.3.3 Okredlenie organo- i tkankowospecyficznego wzoru ekspresji MtABCG10

W kolejnym etapie badan postanowiono ustali¢ organo- i tkankowospecyficzny wzor
ekspresji genu MtABCG10, poprzez zbadanie aktywnosci jego promotora. Przed
przystgpieniem do wtasciwej analizy podjeto probe identyfikacji potencjalnych
elementow regulatorowych cis w obrebie wybranego regionu promotora o dfugosci
710 pz. W tym celu wykorzystano program PLACE (ang. Plant Cis-acting Regulatory

DNA Elements), ktéry dostepny jest na stronie www.dna.affrc.go.jp/PLACE/.

Charakterystyka in silico promotora MtABCG10 ujawnita obecnos$¢ szeregu elementéw
regulatorowych, takich jak W-box, GCC-box, GT-1 czy Dof, ktére znajdowane sg takze
w promotorach genéw powigzanych z odpowiedzig obronng (Chakravarthy et al. 2003;

Eulgem et al. 1999; Nishiuchi et al. 2004; Yamamoto et al. 2004) (Rycina 4.20).

DOF
- 549 AAGAAGCTGCCACTAAAGCAAGGGECTTTAGACCTCCAAATTTTTAAAATTCGCCTTAAGACTACAAATAC

-479 ATTGGGTCGACCTGAAACTCTTATACAACGACTTGAACTAATTTCATCCCTACTTATGGTTACATCATGA
W box DOF GT-1 DOF

- 409 GCAATGITATTTGAACAATCATTTATTGIGACAATTTTTTAAACAACAAGATTATAAAAAGAAAAAGTTA

W box
- 339 TCAAAAAATAATTGITGAATATGATTTCACTTTCTAGTAGATCATATGACCCGTGTTCTTTACTGITTIT
W box
- 269 GACGAAAACCCGTGCTCTTTTTTACTTTAGGACCCGTTATTATTCACTAATCACTATTCACCGTITAACTA
W box

-199 AAGTACTTTATTTGGCCACTAAAAATGAAATCATTTCTTTTTCAGTACGGTCTCCATTACTGACTCCTTT

W box GCC- box

-129 ATATAATAATTTCTTTTTTAAATAAATTATTTCTTATAAACTCTTAACATTTGACTTTTCAATCGCCGCC

TATA- box +1

-59 AGATTTTTTGGAATCAAAAATCAAACAATATAAATATACACATATTTTCCCATTCCCATATTCATTTTTT

12 CACAAAACACAATCCTCAAAATAGTAACAAAACAAAACACTTCTCTTTCTTCATCATTCTTTGATTCTTT

82 CATAGIGICTTGTICTTATTAATTTTCAAAAAAACAAGAACAAGCTTGTGT TAAAGCTGTTTCACAACAGC

152 ACAAAAAATG

Rycina 4.20. Wynik analizy fragmentu promotora genu MtABCG10 pod katem obecnosci
elementéw regulatorowych cis, uzyskany za pomocg programu PLACE (ang. Plant Cis-acting
Regulatory DNA Elements). +1 miejsce startu transkrypcji, ponizej rejon 5’'UTR, powyzej
fragment promotora, na ktdrym zaznaczono m.in. TATA-box oraz szereg elementéw

regulatorowych cis: W-box, GCC-box, GT-1, Dof.
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Nastepnie metodg PCR powielono analizowany fragment promotora genu
MtABCG10 i za pomocg enzymoéw restrykcyjnych (EcoRI i BamHI) wklonowano go do
wektora ekspresyjnego pPR97 (Szabados et al. 1995) (Rycina 4.21). W ten sposdb
stworzono konstrukt fuzyjny ztozony z genu reporterowego GUS pod kontrolg
badanego promotora. Odpowiednio przygotowany plazmid wprowadzono drogg
elektroporacji do A. tumefaciens szczep EHA105. Bakterie te s zdolne sg do tzw.
genetycznej kolonizacji, czyli integracji wtasnych gendéw (znajdujgcych sie w obrebie
T-DNA) z genomem gospodarza roslinnego. Nastepnie przeprowadzono transformacje
i regeneracje M. truncatula metodg somatycznej embriogenezy. Uzyskano szes¢
niezaleznych linii transgenicznych roslin, ktére poddano histochemicznemu barwieniu
na obecnos¢ GUS (enzymu B-glukuronidazy) z uzyciem substratu X-Gluc (5-bromo-4-
chloro-3-indolylo-B-D-glukuronid). Pojawienie sie w wyniku reakcji niebieskiego
zabarwienia, $wiadczy o aktywnosci enzymu GUS, a tym samym miejscu aktywnosci

badanego promotora (Jefferson 1987).

r"'_'_\-""\-.l s
'__EE\_&FEJ,CHT.HiI'Nf||i.Sﬁhl-.FalF.Eﬁll.):hal_.aamHl. il Kgal Neol
—

Nsif 1299
Mcol 1228

sSpht 12,1

Pstl 1%“‘

Mg snl 1.29
e,

Spghl 11.39
fogl= 3

Bglll "'nﬁ"“"—r’ =

I,‘ pPRET
13,78 Kb

N
i il 3BE
Bglll 4.08

Rycina 4.21. Wektor ekspresyjny pPR97 z genem reporterowym kodujgcym B-glukuronidaze
(GUS) oraz miejscem, pozwalajgcym za pomocg enzymow restrykcyjnych wprowadzaé rejon

promotorowy interesujgcego genu (Szabados et al. 1995).
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Analiza histochemiczna przeprowadzona na transgenicznych roslinach,
niosgcych konstrukt fuzyjny promotorMtABCG10::GUS, wykazata, ze MtABCG10 ulega
ekspresji we wszystkich analizowanych organach. Gtéwnym miejscem aktywnosci
promotora s3 komorki miekiszowe otaczajace wigzki przewodzace. W korzeniach
niebieskie zabarwienie, niezaleznie od wieku rosliny, obserwowano w obrebie walca
osiowego (Rycina 4.22 a-c, h, i). Inaczej byto w przypadku lisci, gdzie wzdér ekspresji
MtABCG10 zmieniat sie wraz z wiekiem. Dla lisci pochodzgcych z o$Smiotygodniowych
roslin rosngcych w doniczkach, ograniczat sie do miejsca tgczenia poszczegdélnych
listkbw z osadkg (Rycina 4.22d). Mtode liscie roslin rosngcych in vitro, oprocz
wspomnianego rejonu, niebieskie zabarwienie wykazywaty dodatkowo w obrebie
naczyn (Rycina 4.22e). Analiza aktywnosci promotora MtABCG10 w kwiatach wskazata
na pylniki jako miejsce ekspresji genu MtABCG10 w tym organie (Rycina 4.22f).
Natomiast w przypadku owocéw Medicago ponownie aktywnos¢ GUS rejestrowana
byta w obszarze, w ktérym biegng wigzki przewodzace (Rycina 4.22g).

Ze wzgledu na szczegdlne zainteresowanie rolg biatka MtABCG10 w korzeniach,
postanowiono doktadniej przyjrze¢ sie jak wyglada wzdér ekspresji genu MtABCG10
w tkankach tego organu. W tym celu przygotowano preparaty mikroskopowe.
Transgeniczne korzenie siedmiodniowych siewek wybarwiono, a nastepnie aby
zachowa¢ morfologie, utrwalono przy uzyciu formaldehydu. Jako medium do
zatapiania uzyto wosku Steedmana, a skrawki mikroskopowe grubosci 14 um pocieto
wykorzystujgc mikrotom Leica RM 2165. Uzyskano zarowno podtuzne, jak i poprzeczne
przekroje transgenicznych korzeni Medicago, ktdére obserwowano przy uzyciu
mikroskopu Nikon A1R-S1. Potwierdzono aktywno$é promotora MtABCG10 w obrebie
walca osiowego, w komérkach miekiszowych otaczajgcych wigzki przewodzgce (Rycina

4.22 h, i).
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Rycina 4.22. Analiza histochemiczna przeprowadzona na wybranych organach transgenicznych
roslin, niosgcych konstrukt fuzyjny promotorMtABCG10::GUS. Niebieskie zabarwienie wskazuje
na miejsce aktywnosci promotora w: korzeniach w obrebie walca osiowego (a-c); lisciach
w miejscu tgczenia sie poszczegodlnych listkdw z osadka (o$miotygodniowe rosliny) (d); mtodych
lisciach w obrebie naczyn (siedmiodniowych siewek) (e); kwiatach w obrebie pylnikéw (f);
owocach w miejscu gdzie biegng wigzki przewodzace (g). Przekroje transgenicznych korzeni
siewek M. truncatula, podtuzny (h) i poprzeczny (i). Skala: 1,25 cm dla (a-c); 2,5 cm dla (b-g);
100 um dla (h,i).

99



4. WYNIKI

4.3.4 Okreslenie lokalizacji subkomdrkowej biatka MtABCG10

(Pomoc przy obstudze mikroskopu konfokalnego dr Michalina Maruniewicz)

Waznym elementem analizy funkcjonalnej badanego biatka jest okreslenie jego
subkomadrkowej lokalizacji. Istnieje szereg eksperymentalnych strategii pozwalajgcych
ustali¢ umiejscowienie biatka w okreslonym kompartymencie komérki. Nalezg do nich
analizy biochemiczne, immunolokalizacja in situ czy wprowadzenie do komorki
rodlinnej na drodze transformacji konstruktu fuzyjnego badanego genu z genem
reporterowym, najczesciej kodujgcym biatko zielonej fluorescencji (GFP, ang. green
fluorescent protein) lub jego pochodne. Dwie ostatnie metody wymagajg zastosowania
mikroskopii fluorescencyjnej i/lub konfokalnej dzieki czemu pozwalajg na precyzyjne
okreslenie rozmieszczenia biatka.

Technika immunolokalizacji wykorzystuje zdolnos¢ specyficznego wigzania sie
przeciwciat do antygenu. Wymaga utrwalenia tkanki/komadrki, w celu zatrzymania
procesu autolizy oraz zachowania oryginalnej morfologii. Usieciowanie komoérki nie
moze by¢ jednak zbyt silne gdyz mogtoby prowadzi¢ do maskowania epitopow i byé
przyczyng niepowodzenia eksperymentu. Prawidtowe wykonanie doswiadczenia
zapewnia jednak uzyskanie obrazu natywnej lokalizacji makromolekut (Frugier i Crespi
2006).

Wizualizacja biatka fuzyjnego jest mozliwa w zywej komérce, dzieki czemu unika
sie pracochtonnego etapu utrwalania. Niestety wiaczenie dodatkowego tarncucha
polipeptydowego moze powodowac nieprawidtowe fatdowanie lub btedne odczytanie
sekwencji kierujgcej, a w konsekwencji prowadzi¢ do btednej interpretacji wynikéw
(Ehrhand 2003). Dlatego zaleca sie w przypadku wszystkich metod przeprowadzania
serii kontroli pozytywnych i negatywnych oraz stosowania dwdch lub wiecej podejs¢
jednoczesnie. Ze wzgledu na trudnosci z uzyskaniem konstruktu fuzyjnego
MtABCG10:GFP, w celu okreslenia lokalizacji analizowanego biatka zastosowano
immunolokalizacje in situ oraz analize biochemiczna.

Do immunolokalizacji subkomdrkowej in situ uzyto lisciowej hodowli
zawiesinowej M. truncatula oraz protoplastéw wyizolowanych z tej hodowli. Mimo, ze
wiekszo$¢ prowadzonych badain skupiata sie na okresleniu roli MtABCG10

w korzeniach, zrezygnowano z hodowli komdérkowej wyprowadzonej z tego organu.
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Miata ona bowiem wiekszg tendencje do tworzenia agregatdéw oraz byfa trudniejsza
w utrzymaniu przy kolejnych pasazach.

Do izolacji protoplastéw wykorzystano mieszanine enzymow trawigcych Sciane
komérkowg (celulaza, macerozym i drizelaza), zaréwno jej sktad jak i czas inkubacji
dobrane zostaty eksperymentalnie. Obserwowana niska wydajnos¢ stosowanej
procedury, mimo prob jej optymalizacji, najprawdopodobniej wynikata z bardzo duzej
liczby komdrek martwych w wyjsciowej hodowli. Ich zywotno$¢ w kulturze oznaczona
zostata na podstawie barwienie dioctanem fluoresceiny (FDA). Odczynnik ten przenika
przez btone komédrkowg i w zywych komérkach jest hydrolizowany do fluoresceiny
(Kvach i Veras 1982). W ten sposéb przy wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej
okreslono udziat zywych, fluoryzujgcych na zielono komoérek, ktéry wynosit mniej niz
50% (Rycina 4.23). W celu pozbycia sie, po trawieniu, szczagtkdéw uszkodzonych badz
niestrawionych komoérek, niezbedne byto zastosowanie oczyszczania protoplastéw na
pozywce zawierajgcej wysokie stezenie sacharozy. Na Rycinie 4.24 przedstawiono

obrazy komérek, pochodzgce z kolejnych etapdw izolacji protoplastéw.

(b)

Rycina 4.23. Obraz spod mikroskopu fluorescenyjnego dwunastodniowej hodowli
zawiesinowe] M. truncatula, traktowanej dioctanem fluoresceiny (FDA): w Swietle widzialnym

(a), po wzbudzeniu $wiattem niebieskim, zywe komarki wykazujg zielong fluorescencje (b).
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(b)

Rycina 4.24. Kolejne etapy izolacji protoplastéw z dwunastodniowej hodowli zawiesinowej
M. truncatula. Hodowla zawiesinowa przed trawieniem scian komérkowych (a). Hodowla 24 h
po trawieniu Scian komdrkowych mieszaning enzymdéw (b). Protoplasty oczyszczone przez

wirowanie w pozywce zawierajacej 16% sacharozy (c).
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W przeprowadzanych eksperymentach immunolokalizacji wykorzystywano
przeciwciata poliklonalne 1gG anty-MtABCG10. Zostaty one uzyskane na drodze
immunizacji  krélika syntetycznym peptydem dtugosci 26 AA, sprzezonym
z adiuwantem KLH. Sekwencje peptydu dobrano tak aby zapewniata mozliwie duzg
specyficznos¢ wzgledem badanego biatka (Rycina 4.25). Przeciwciata zostaty
dodatkowo oczyszczone metodg chromatografii powinowactwa z wykorzystaniem
immunogenu jako liganda (przeciwciata wyprodukowane zostaty przez firme
Eurogentec). W celu wstepnego okreslenia powinowactwa stosowanych przeciwciat do
analizowanego biatka oraz ich specyficznosci, wykonano analize Western blot.
Uzyskano wyrazny sygnat na wysoko$ci odpowiadajgcej wielkosci petnych biatek ABCG
(ok. 160 kDa) i bardzo niski poziom tfa (Rycina 4.26).

W celu detekcji uzyto przeciwciat drugorzedowych anty-kréliczych sprzezonych
z barwnikiem fluorescencyjnym Alexa fluor 488 (Invitrogen), powszechnie stosowanym
w eksperymentach immunolokalizacji. Jako kontrole pozytywng wykorzystano
przeciwciata rozpoznajace biatko H'-ATPazy, bedgce markerem btony komodrkowej
(Morsomme et al. 1998). Kontrole negatywng stanowita surowica pochodzgca sprzed
immunizacji (ang. preimmune serum). Wszystkie obserwacje prowadzono z uzyciem
skaningowego mikroskopu konfokalnego Nikon A1R-SI, wyposazonego w laser
argonowy.

Immunolokalizacja, wykonana zaréwno na komoadrkach lisciowej hodowli
zawiesinowej jak i protoplastach M. truncatula, wskazata na rozmieszczenie biatka
MtABCG10 w btonie komérkowej (Rycina 4.27 a,e). Przy tych samych parametrach (sita
lasera, czas ekspozycji) kontrola negatywna, w ktérej zastosowano surowice sprzed
immunizacji nie data zadnego sygnatu (Rycina 4.27 b,f). Co wiecej uzyskany dla
MtABCG10 obraz byt analogiczny do tego obserwowanego dla przeciwcial anty-H'-
ATPazy, rozpoznajgcych marker btony komodrkowej (Rycina 4.27c). Dzieki
wykorzystaniu w eksperymencie protoplastdw mozna byto wykluczy¢ pochodzenie
sygnatu z mogacej wykazywaé autofluorescencje sciany komorkowej (Rycina 4.27e).
O tym, ze biatko MtABCG10 nie jest zlokalizowane w tonoplascie wnioskowano na
podstawie obrazéow uzyskanych po wybarwieniu komodrek hodowli zawiesinowej
czerwienig neutralng (ang. neutral red). Jak pokazano, wykorzystane do eksperymentu

komorki posiadaja liczne drobne wakuole (Rycina 4.27h).
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Drugie podejscie, majace na celu okreslenia lokalizacji interesujgcego biatka,
polegato na poréwnaniu intensywnosci sygnatu dla MtABCG10 pochodzacego z frakcji
mikrosomalnej (Mi) (sktadajgcej sie z heterogennych pecherzykéw, pochodzgcych
z roznych bton) oraz oczyszczonej frakcji btony komérkowej/plazmolemmy (PM).
Frakcje btony komdrkowej uzyskano stosujgc metode rozdziatu miedzy dwie fazy (ang.
two phase partition-purification), ktéra wykorzystuje réznice we wiasciwosciach
powierzchniowych réznych bton. Podczas oczyszczania, pecherzyki bton komdrkowych
lokujg sie w bardziej hydrofobowej, gérnej warstwie zawierajgcej PEG natomiast btony
wewngatrzkomdrkowe w bardziej hydrofilowej, dolnej warstwie zawierajgcej dekstran,
a takze w interfazie (Larsson et al. 1987). Pokazano, ze stosunek wartosci sygnatu
PM/Mi dla MtABCG10 jest zblizony do uzyskanego dla biatka bedgcego markerem bton
komoérkowych H*-ATPazy (Rycina 4.27i). W ten sposéb potwierdzono, ze biatko
MtABCG10 zlokalizowane jest w btonie komdrkowej, podobnie jak wszystkie do tej
pory scharakteryzowane petne biatka ABCG (Alejandro 2012; Jasinski et al. 2001; Kang
et al. 2010; Kim et al. 2007).
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MABCGL -------- MVEGGGSFRI GSSSI WRNSDAA- - El FSNSFH- - QEDDEEALKWAAI QKLPTFE- - - RLRKGLLTSLQGEA- - - T- E- - - - | DVE
MABCG2 -------- MEGEASFRI SSSSI WRNSDAA- - El FSNSFR- - QEDDEEALKWAAI QKLPTFA- - - RLRKGLLSLLQGEA- - - T- E- - - - | DVE
MABC&E -------- MEGGGSFRI SSSSI WRSSDAA- - El FSNSFH- - QEDDEEAL KWAAI QNLPTFA- - - RLRKGLLTSLQGEA- --V-E----I1 DI E
MABCH -------- MEVGGSFRI GSSSI WRNSDAA- - El FSNSSH- - QGDDEEALKWAAI QI LPTFE- - - RLRKGLLTSLQGGT- - -1 - E---- | DVE
M ABCX - - MEGTDI YRATNSLRARSSTWRQS- GV- - EVFSKSSR- - EEDDEEALKWAALEKLPTYN- - - RLRKGLLTASHGGA- - - H E- - - - VDVG
M ABCGLO - - MEGTDI YRATNSLRARSSTWRQS- GV- - EVFSKSSR- - EEDDEEALKWAALEKLPTYN- - - RLRKGLLTASHGGA- - - H E- - - - VDVG
M ABCGL1 - - MEGTDI YRATNSLRARSSTWRQS- GV- - EVFSKSSR- - EEDDEEALKWAALEKLPTYN- - - RLRKGLLTASHGGA- - - H E- - - - VDVG
M ABCG/ -------------- MERSDTKTWKNH- CM - DVFSKSER- - - EDDEEALKCVAI KRI LTSS- - - Cl RKNVESKGEGKG- - - K- D- - - - VETI
M ABCEE - MESNEVSRVDSLRRASSSNI WVRNN- SM- - NVFSTSER- - - EDDEEALKWAAI ERLPTYL- - - RI RRSI | NNEEGEG- --R-E----1 DI K

M ABCGb SLPYQHPETPPPPPL EEESQPQT SRKRKH- - SSNPKKQNWAET! NPP- FPWATCKRAKVYTI HHLL SKGFNTI SGKVE- - - CCGK- - - - CDFQ

M ABCGS ESEGRFKGS| KRTLSRFESSSLRVESGVD- - NVFPNSVNREENDDEEAL KWAAI QRLPTVA- - - RLRRGLLTTSKGQV- - - C- E- - - - | DVY
M ABCGL2 ------- YGQHRSWPSMEFNQWES- - - - - - HVFNTTGGDI QEEKEEEL | WAAI ERLPTFD- - - RVRKGVLNLMHDDGKI VQCP- - - - | DVT
M ABCGL3 - DEVTI STSSRRS- - - - - FREMAPVTAAA- PDVFERSDRHTQEDDEYHL TW/AI ERLPTFE- - - RVRKGVI KHVDENGKVVHDE- - - - VDVA
M ABCG14 GDEVTI STSSRRSWASTSFRDVWIATAASI PDVFERSDRHTQEDDEYHL TWAAI ERLPTFE- - - RVRKGWKHVGENGKVVHDE- - - - VDVA
M ABCGL5 - ------=--mcmm-- MELTPRGRNQGHV\TFDRDADSFVEEDKEL QSKVWAAI EKLPTFKR! KTSFVDE! TQEENGSRWQRSSSKRVOVT
M ABCGLE - - - -« -=mmcmmmmemeomame e VEEVFASGRYSRRTSQVDEDEEALKWAAI EKLPTYDRLRTSI MITFTEGDQPQPGNRQRHKE- VDVT
MEABGGLS - - = - - = = = = = = = = = = = @ o f ot m o o e i
MEABGGL7 - - = - = = = = = = = = = m o ot n o o e il
MEABGGLO - - - - - = = = = = = = = = = o ot o m o e il

Rycina 4.25. Rejon biatka MtABCG10 rozpoznawany przez przeciwciata anty-MtABCG10.
Schemat przedstawiajacy petny transporter ABCG z zaznaczonym (gwiazdkg) miejscem
rozpoznawanym przez przeciwciata anty-MtABCG10 (a); Zestawienie sekwencji AA petnych
biatek MtABCG w rejonie obejmujgcym miejsce rozpoznawane przez przeciwciata anty-
MtABCG10 (kolor szary) (b).

(a) (b)
30pg 30pg 30ug 30ug 30ug 30ug M 30pg 20pg 15pg 10ug Sug 2,5ug

160 kDa - [ -nﬂﬁ-—' [ ——

1/2000 1/1000 1/500 1/1000 1/2000 1/3000

anty-MtABCG10 1/3000
GPDR PPl anty-MtABCG10

Rycina 4.26. Analiza Western blot dla frakcji mikrosomalnej, wyizolowanej z lisSciowej hodowli
zawiesinowej, z wykorzystaniem oczyszczonych przeciwciat anty-MtABCG10. Dla takich samych
ilosci frakcji mikrosomalnej (30 pg) i réznych stezen przeciwciat anty-MtABCG10 (a); dla
réznych ilosci frakcji mikrosomalnej przy danym stezeniu przeciwciat anty-MtABCG10 (1/3000)
(b). GPDR — préba inkubowana z przeciwciatami anty-ABCG, rozpoznajgcymi wszystkie roslinne
petne biatka ABCG; PPI surowica sprzed immunizacji.
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(i)

160 kDa - |

MtABCG10

20 pm

PM/Mi
26

Rycina 4.27. Biatko MtABCG10
zlokalizowane w btonie komérkowe;.
Immunolokalizacja przeprowadzona na

komadrkach lisSciowej hodowli
zawiesinowej M. truncatula
z przeciwciatami drugorzedowymi

sprzezonymi z fluoroforem Alexa Fluor 488
(a-d), oraz oczyszczonymi przeciwciatami
pierwszorzedowymi anty-MtABCG10 (a),
surowicg kontrolng (sprzed immunizacji)
(b), przeciwciatami pierwszorzedowymi
anty-H'-ATPaza (c), tylko przeciwciatami
drugorzedowymi (d). Immunolokalizacja

przeprowadzona na protoplastach
wyizolowanych z komodrek lisciowej
hodowli zawiesinowe;j
M. truncatula z przeciwciatami
drugorzedowymi sprzezonymi
z fluoroforem Alexa Fluor 488 (e-f), oraz
oczyszczonymi przeciwciatami

pierwszorzedowymi anty-MtABCG10 (e),
surowicg kontrolng (sprzed immunizacji)
(f). Jadro komodrkowe wybarwione DAPI
(g), drobne wakuole wybarwione
czerwienig neutralng (h).

Analiza Western blot dla farkgcji

mikrosomalnej (Mi) i frakcji btony
komadrkowej (PM) wyizolowanych
z lisciowej hodowli  zawiesinowej
M. truncatula, z przeciwciatami
pierwszorzedowymi anty-MtABCG10 lub
anty-H"-ATPaza i przeciwciatami

drugorzedowymi sprzezonymi z alkaliczng
fosfatazg. PM/Mi dla biatka MtABCG10
jest zblizony do uzyskanego dla markera
btony komdrkowej H*-ATPazy, wskazuje to
na lokalizacje MtABCG10
w plazmolemmie.
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4.3.5 Wyciszenie ekspresji genu MtABCG10 w korzeniach wiosowatych M. truncatula

Jednym z podstawowych narzedzi stosowanych w analizie funkcjonalnej jest uzyskanie,
a nastepnie badanie roslin z cze$ciowo lub catkowicie wytgczonym interesujgcym nas
genem. Obok mutagenezy efekt ten mozna uzyskaé wykorzystujgc zjawisko
interferencji RNA (RNAi, RNA interference), prowadzace do wyciszenia ekspresji
gendéw. Wszelkie obserwowane zmiany morfologiczne, anatomiczne, fizjologiczne czy
biochemiczne moga wskazywaé¢ na udziat inaktywowanego genu w okreslonym
procesie zachodzgcym w roslinie.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono prébe identyfikacji mutantow
mtabcg10. W tym celu przeszukano baze danych mutantédw insercyjnych Tntl

M. truncatula http://medicago-mutant.noble.org/mutant/. Postuzono sie dostepnym na

stronie narzedziem BLAST, umozliwiajgcym pordwnanie sekwencji genomowej
badanego genu z baza tzw. sekwencji flankujacych Tntl (FST, ang. Flanking Sequence
Tag). Mimo, ze w obrebie przeszukiwanej kolekcji udato sie zidentyfikowa¢ mutanty
dla 7 gendéw kodujgcych petne biatka MtABCG, zaden z nich nie odpowiadat
MtABCG10. Dlatego ostatecznie zdecydowano sie na wykorzystanie metody
inaktywacji badanego genu przy udziale RNA.

Na podstawie analizy sekwencji cDNA wszystkich gendéw MtABCG
wyselekcjonowano rejon MtABCG10 dtugosci 139 pz, charakteryzujacy sie duig
specyficznoscig. Ze wzgledu na wysoki stopien identycznosci MtABCG10 do dwdch
bliskich homologéw (MtABCG9 i MtABCG11) nie udato sie unikng¢ naktadania ich
sekwencji. Stad efekt wyciszenia obejmowat wszystkie trzy geny (Rycina 4.28).
Nastepnie docelowa sekwencja zostata powielona na matrycy cDNA z uzyciem
starteréow zawierajgcych dodatkowo miejsca rekombinacji, ktére pozwalajg na
klonowanie w systemie Gateway. Otrzymany produkt PCR zostat oczyszczony
i wigczony w reakcji BP klonazy (Invitrogen) do wektora ,wejsciowego” (pDONR),
w wyniku czego uzyskano tzw. , klon wejsciowy” (ang. entry clone) (pENTR_RNAIi10). Po
izolacji plazmidowego DNA i jego weryfikacji przez sekwencjonowanie, wektor
PENTR_RNAIi10 uzyto w reakcji LR klonazy (Invitrogen) w celu wprowadzenia sekwencji

wyciszajagcej do wektora docelowego. Wybrano zmodyfikowany plazmid
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pK7GWIWG2(ll), zawierajgcy dodatkowg kasete reporterowg z genem kodujacym
biatko fluorescencyjne DsRED, pod kontrolg promotora 35S (Rycina 4.29). Obecnos¢
kasety pozwala na tatwg identyfikacje stransformowanego materiatu. Stosowany
wektor umozliwia wigczenie sekwencji wyciszajacej w dwéch kopiach w postaci
odwroéconych powtérzen, rozdzielonych intronem. W wyniku ekspresji takiego
konstruktu powstaje RNA, przyjmujacy strukture typu spinki do wtoséw. Jest on
rozpoznawany przez komodrkowg maszynerie wyciszajacg, ktérej uruchomienie
prowadzi do degradacji interesujgcego nas transkryptu. Poprawnos¢ uzyskanego
konstruktu, w tym okreslenie wfasciwej orientacji intronu, warunkujgcej wysokga
wydajnosé, zostato potwierdzone przez sekwencjonowanie (Helliwell i Waterhouse

2003; Limpens et al. 2005).
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M ABCGA  GATGGGCAAATTGGTGGTGGCAGAAAAAGAACTAATGTAT TGAAAT TCAT AAAGGATAGT TTTTCACAACACT CAAATAAAGT GAGAAAT GGAGAAAT TAGAAGCGGAAGCACCTCTCCT
M ABCG3  AGTGAAAAAATTGGTGGTAGCAGGGAAAGAAGTAAT GTATTGAGAT TCATAAAGGAT GGCT TTTCACAGAT CACAAATAAAGT GAGAAACGGT GAAAGT AGAAGT GGAAGCATCTCTCCT
MABCG2 - ----mmmmmmmmmmme o AGAAAAAGAGCT GATGT ATTGAAGT TCATAAAGGATAGCT TTTCACAACACT CAAAT AGAT TGAGAAACGGCAAAAGCAGAAGCGGAAGCAT CTCTCCT
MABCGA  AATGAGCAAATTGGTGGTAGCCAGAAAAGAACTAATGCAT TGAAAT TCATAAAGGATGGT TTTTCTAAGCTCTCAAATAAAGT GAAAAAAGGAGAAAGT AGAAGAGGAAGCATCTCTCCT
MABCGE ~ AATGAGGATAATAGTG: - - = = - = = = = = = = = = & = = % = & & = @ = & & o f o @ @ o o o @ @ o o il
M ABCGE ~ AATGAGGAGAATGGTG: - - = - - = = - = = = = % = & & & o & ot @ ot ot ot @ ot ot e e e e e eeeeaooioo.-

M ABCGO  GATGATTCATOGAATTACATGACCGCACAAGAAGT TGAATTA: - - - - = - = - = = = = = = & = £ o £ & & o o o o f ot f o f ottt ot it CCA
M ABCGLO GATGATTCATCTA--=------ COGTACAAGAAGT TGAATT A - - - = - = - = - = = = = = & £ £ & o o L f o f o f o f ot i il CCA
M ABCGL1 GATGATTCATCTA--------- COGTACAAGAAGT TGAATTA- = - = - = = = = = = = = = = = & = = & = @ ot @ o f o f o o o o @ f ot et e i CCA

M ABCGL3  AAGAATGGAAATCCATCCTCTAGACATCATCOCCTOGAAGGT A - - = - = = = = = = = = = = = = = = = & @& @& @ m @ f @ o & e e e e o m oo e e oo oo ee e cc
M ABCGL4  AAGAATGGGAGT CCATCCTCTAGACACCATCOCCTTGAAGACA: - - = - = = = = = = = = = % = % = = & & & f @ f o f @ o e ot &t et e ettt i oo cc
M ABCGL6 GAATTGGAGGGT GAAGGAGATGTAAACGA- - - ACCAAGACT CGT GAGGOCGOCT TCCAACCGAGAAT CAAT GCTTCGAT CACTATCCAAAGCT GATGGAAACAAT TCAAGGGAAGT GGCA
M ABCGL8 GAAATGGAAACT GGAGGAGATTCCAAGGAGGAACCT AGACT TGOGAGGAAGGAGT CCAACAAAG: - - = - - = == = = <<= m o e e o e oo e oo GGAATAACACAAAAGAAGTAGCA
M ABCGL5  CAACTAAAAGGTGGAGAAAA: - - = - = - = - = = = @ = = = = = % = & & & & & & @ m @ o & o & & @ e n e e e e iieaeoioiooo- A

M ABCGL7 TCAGATAAGAATTCTGTTAGTAATCAGGTCTCTGAAATGAGTACCAATTCCAGGTCTAG: - - - - - - = = = = = = = = = = =« @ £ £ & m @t et f o d o m oot e e i
M ABCGL9 GAAAGAGAAAAGAGAAGAAATGGTGAAAATGTTGT TATTGAGCT GAGAGAGTACTTGCAGCATTC: - - - - = - = = = = = = < = = = = = m e e e e e e oo oo
M ABCGL2 AATAATGAAAATTCAACCCTCATACAAATTACAAATAAAGAAAC: - - - - = - = - = = = = = = = = £ & £ & = & = & o & o & o f o f o f o f o f ot i i i oo i

M ABCH AGTACTTCATCCGATAGACAAGAAAGAGT--------------- TGCTGCAGAGACAAAT CATAGT AGGAAAAGAGGAATGGT TCTCCCTTTTGAACCACATTCAATCACCTTTGATGAA
M ABCG3 ATTA------------ GACAAGAAATAGT- - ----=--------- TGCCTCAGAAACAAAT CATAGCAGGAAAAGGGEGAATGGT TCTTCCTTTTGAACCACATTCTATAACCTTTGATGAA
M ABC&2 AGTACTTTACCTGGTAGGAAAGAAACAGT--------------- TCGTGTAGAGACAAACCATAGAAGGAAAAGAGGAATGGT TCTTCCATTTGAACCACATTCAATCACCT TTGATGAA
M ABCHA AGTA------------ GACAAGAAATAGT--------------- TGCTGCAGCAACAAAT CATAGT AGGAAAAAGGGAATGGT TCTTCCTTTTGAACCACATTCTATAACCT TTGATGAA
MABCGEE ----mmmmmmmmmmmmmm oo oo oo GAAGAAAAAGAGGAATGGT TCTTCCTTTTGAACCACATTGTGTCACCTTTGATGAA
MABCEE -------ccccccmmmcccceeecce e e e eeecm e GAAGAAAAGGAGGAATGGT TCTTCCTTTTGAACAACATTCTATAACCTTTGATGAA
M ABCE® CGCATAGAAAGT TCAGGAAGAGGAGATTG - ------------- TGITACAGT GT CCAGCCATGGAAAGAAAAAGGCAATGGT TCTTCCATTTGAACCACATTCTATCACT TTTGATGAT
M ABCGLO CGTATTGAAAGTITCAGGTAGAAGAGATTG--------------- TGTTACAGAAT CCAGCCAT GGAAAGAAAAAGGGAATGGT TCTTCCATTTGAACCACATTCTATCACTTTTGATGAT
M ABCGL1 CGTATTGAAAGTTCAGGAAGAGCTGATTG -------------- TGTTACAGAGT CCAGCCAT GGAAAGAAAAAGGGAATGGT TCTTCCATTTGAACCACATTCTATCACT TTTGATGAT
M ABCG/ ------- - e - TTAG -------------- CGAAAACAAAGCTAGCAGTAGT GGAAGAAAAGGCATGGT TCTTCCTTTTCAACCTCTATCCCTAACT TTTGATGAT
M ABCE -------- ATCGITTTCTGCAAGAGICAG- - ------------- TAAGGATAAAACTAGTATAAGT GGAAGGAGAGECATGGT TCTTCCTTTTCAACCTCTATCCCTCACTTTTGATGAA
M ABCGL3 AACATGGAAGTGAGAAACTCTTCAGAAAT--------------- AATGAGT TCATCGAACCA- - - ACCGAGAAGAGGAATGGTGCTACCGT TTCAACCTCTTTCAATGGAATTCAATCAT
M ABCGL4 GGCATGGAAGTGAGAAACTCTTTAGAAAT--------------- TATGAGI TCATCGAACCAT GAACCGAGAAGAGGAATGGT TCTACCGT TTCAACCTCTTTCGATGACATTCAACCAT
M ABCGL6 ATGCAAAGAATGAGTAGCCAAAATCCAAACGGATTAAGAAAT GCTGATGCAGACACT GGAAAT GCACCAAGAAGAGGAATGATTCTACCTTTCCAACCACTTGCAATGTCCTTTGAGAGT
M ABCGL8 ATGCAGAGAATGGGTAGTAGAGATAATCCAACACT--------- TGAGT CAGCCACT GGAGT TGCTCCAAAGAGAGGAATGGT TCTTCCTTTTCAACCACT TGCAATGI CTTTTGATAGT
M ABCGL5 AGCAATGAAATGGAATTAAAAAACAAGT CGGTAGCAGT TGATATTAACCACACAT CAAAGGAAGCTCAAACAGCGAAAATGGTCCTGCCCTTTTTGCCACTGT CAATAGCATTTAAAGAT
M ABCGL7 == ----mmmmmmmmmmmmm oo AAGAGGCAACGGTAATACGAAGCGAATGATTCTTCCATTTCAACCAT TGACAATGACATTCCATAAT
MABCGLY -----cmmmmmceem e e e e e e e CGCATCAAGT GGAAAGCATTTTAAGCAAAAAGGAATGGT TCTCCCATTTCAACCCCT TTCTATGGCT TTCAGCAAT
MABCGL2 ------ccmcmccmm e e ccm e em e e o TACCTGCTCTTTCAATCAAGAACAAAGAACGGCGAATGGT TTTACCGT TTCGACCTCTTTCACTTGCATTCAATCAT

Rycina 4.28. Poréwnanie sekwencji cDNA wszystkich gendw MtABCG w obrebie sekwencji kodujgcej, w rejonie charakteryzujacym sie duzg zmiennoscia.
Kolorem szarym zaznaczono sekwencje genu MtABCG10, ktdra postuzyta do wyciszenia jego ekspresji.
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Rycina 4.29. Wektor wyciszajacy (ekspresyjny) pK7GWIWG2(Il) (Karimi et al. 2002),

z zaznaczonym miejscem, do ktérego wprowadzono kasete reporterowg DsRED

Odpowiednio przygotowany plazmid wprowadzono drogg elektroporacji do
bakterii A. rhizogenes szczep Arqual. Gatunek A. rhizogenes pozwala w krétkim czasie
uzyska¢ tzw. rosliny ztozone (ang. composite plants), ktére sktadajg sie
z transgenicznych korzeni wtosowatych oraz pedu typu dzikiego. Co wazne pokazano,
ze rosliny takie nadajg sie do badania funkcji gendw u bobowatych. Mogg stuzy¢
zarbwno do przeprowadzania testow brodawkowania, mikoryzy jak i infekcji
grzybowych. Dlatego uznano je za dobrg alternatywe dla statych transformantéw
(Anderson et al. 2010; Limpens et al. 2004; Mrosk et al. 2009). W swojej pracy
stosowatam metode transformacji zawigzkdéw korzeni M. truncatula przy udziale
A. rhizogenes. Oprdécz roslin ztozonych (Rycina 4.30a), ktére uzyto do testéow
fenotypowych, dodatkowo wyprowadzono hodowle korzeni witosowatych
(transgenicznych) (Rycina 4.30b), ktére postuzyly do wykonania analiz

fitochemicznych.
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(a) (b)

Rycina 4.30. Roslina ztozona M. truncatula, ktdra rosta na zmodyfikowanej pozywce Fahraeus,
zawierajgcej antybiotyk selekcyjny kanamycyne, cztery tygodnie po transformacji (a).
Przyktadowa, trzytygodniowa hodowla korzeni wtosowatych M. truncatula, wyprowadzona

z fragmentu korzenia transgenicznego (b).

Obecnos¢, w stosowanym do transformacji wektorze, kasety reporterowej
DsRED pozwala na dodatkowa obok opornosci na kanamycyne selekcje korzeni
transgenicznych, poprzez analize uzyskanego materiatu na skanerze materiatéw
znakowanych fluorescencyjnie lub przy zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego
(Rycina 4.31). Dzieki temu mozna poming¢ czasochtonny etap potwierdzania obecnosci
transgenu w genomie rosliny na poziomie DNA. Do dalszych analiz wykorzystywano
wyfacznie materiat wykazujacy fluorescencje DsRED.

Stopied wyciszenia genu MtABCG10 okreslono zaréwno na poziomie
transkryptu metodg RealTime PCR oraz na poziomie biatka metodg Western blot.
Kontrole stanowity korzenie uzyskane w wyniku transformacji pustym wektorem
pK7GWIWG2(I1):DsRED (EV, ang. empty vector). Zaobserwowano wyrazny spadek
akumulacji zarowno transkryptu jak i biatka MtABCG10, nie miato to jednak wptywu na

widoczne cechy morfologiczne hodowli korzeni transgenicznych (Rycina 4.32).
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(a)

—kon — DsRED

Swiatto widzialne Filtr DsRED

Rycina 4.31. Obraz korzeni roslin typu dzikiego (kon) i transformowanych wektorem

pK7GWIWG2(II):DsRED (DsRED) po skanowaniu na Fuji (a); spod mikroskopu fluorescencyjnego
(b).
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Rycina 4.32. Poréwnanie hodowli korzeni wtosowatych kontrolnych (EV) i z wyciszong
ekspresjg genu MtABCG10 (RNAIi10) (a). llosciowa analiza RealTime PCR poziomu ekspresji
genu MtABCG10 w korzeniach M. truncatula pochodzgcych z szesciu niezaleznych linii
kontrolnych (EV) i szesciu niezaleznych linii z wyciszong ekspresjg genu MtABCG10 (RNAi10).
Roznice istotne statystycznie okresSlono przy uzyciu testu t-Studenta (*=P<0,005), gen
referencyjny stanowita 8-aktyna (b). Analiza Western blot poziomu akumulacji MtABCG10 we
frakcji mikrosomalnej (5 pg) pochodzacej z szesciu (I-VI) niezaleznych linii kontrolnych (EV)
i szeSciu (i-vi) niezaleznych linii z wyciszong ekspresjg genu MtABCG10 (RNAi10) z uzyciem
przeciwciat anty-MtABCG10. Jako kontrole wewnetrzng zastosowano przeciwciata W1G

rozpoznajace H™-ATP-azy (c).
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Poréwnano takze poziom ekspresji  wszystkich gendw  MtABCG
w trangenicznych korzeniach uzyskanych w wyniku transformacji pustym wektorem
(EV) lub wektorem wyciszajgcym (RNAi10). Zgodnie z zatozeniami obnizenie akumulacji
transkryptu obserwowano tylko dla genu MtABCG10 i jego dwédch najblizszych
homologéw (MtABCG9 i MtABCG11). Konstrukt wyciszajgcy nie wptywat na poziom
ekspresji pozostatych genéw kodujacych biatka ABCG Medicago.

Dodatkowo analizowany materiat potraktowano elicytorem grzybowym w celu
sprawdzenia efektu jaki wywotuje jego aplikacja zaréwno na gen MtABCG10 oraz geny
ze szlaku biosyntezy izoflawonoiddw. Test ten stanowit punkt wyjscia do kolejnych
eksperymentdéw opisanych w podrozdziale 4.3.6.1, a mianowicie okres$lenia wptywu
wyciszenia genu MtABCG10 na poziom akumulacji (izo)flawonoidow, zardéwno

w warunkach kontrolnych jak i imitujacych infekcje grzybowa (Rycina 4.33).
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Rycina 4.33. Analiza poziomu ekspresji, pétilosciowa metodg RT-PCR, genéw MtABCG1-19,
PAL, IFS i 8-aktyny w hodowli korzeni wtosowatych M. truncatula: transformowanych pustym
wektorem (EV) lub wektorem wyciszajgcym (RNAi10), kontrolnych (-) lub traktowanych

elicytorem grzybowym (+).
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4.3.6 Analizy fenotypowe

4.3.6.1 Poréwnanie profilu zwigzkdw fenolowych pomiedzy kontrolg a materiatem

z wyciszong ekspresjag MtABCG10

(Pomoc przy obstudze chromatografu sprzezonego ze spektrometrem mas Anna Wojakowska)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona z spektrometrem mas (LC/MS)
zostata wykorzystana do identyfikacji i monitorowania zmian profilu (izo)flawonoidow
i ich koniugatéw w ekstraktach korzeniowych M. truncatula oraz ich eksudatach.
Materiat wyjsciowy stanowity hodowle korzeni transgenicznych kontrolnych (EV), jak
i z wyciszong ekspresja genu MtABCG10 (RNAi10) (podrozdziat 4.3.5). W zwigzku
z obserwowang korelacjg profilu ekspresji MtABCG10, PAL i IFS (podrozdziat 4.3.2) po
potraktowaniu elicytorem grzybowym, postanowiono dodatkowo przeanalizowaé
wptyw wyciszenia MtABCG10 na profil pochodnych flawonoidowych w warunkach
indukcji szlaku biosyntezy izoflawonoidéw.

Do wyprowadzenia hodowli korzeni witosowatych wybierano tylko te korzenie
transgeniczne, ktére wykazywaty najwyzszy poziom fluorescencji DsRED. Uzyskane
hodowle, 6 niezaleznych linii EV i 6 niezaleznych linii RNAIi10, uzyto nastepnie do
klonalnej propagacji materiatu oraz oceny stopnia wyciszenia na poziomie biatka
(podrozdziat 4.3.5). Wtasciwe analizy metabolomiczne prowadzono z wykorzystaniem
trzytygodniowych hodowli korzeni wiosowatych, pochodzacych z pierwszego pasazu.
Materiat odpowiadajgcy kazdej linii dzielono na dwie réwne czesci (po ok. 300 mg)
i przenoszono do 5 ml ptynnej pozywki (zmodyfikowana pozywka Fahraeus
z witaminami Gamborga), aklimatyzowano 24 h w ciemnosci z wytrzgsaniem (150
rom), a nastepnie dodawano elicytora grzybowego badz w przypadku kontroli wody.
Podobna procedura powtarzana byfa trzykrotnie przy czym za pierwszym razem
materiat zbierano po 6 (eksperyment 1), a nastepnie kolejno po 24 (eksperyment I1) i 72
h (eksperyment Ill) od elicytacji.

Ekstrakcje zwigzkow fenolowych z prébek statych (korzeni) przeprowadzono
z uzyciem rozpuszczalnika (80% metanolu), wspomaganego ultradZzwiekami.

W przypadku cieczy (pozywek) wykorzystano metode ekstrakcji do fazy stafej.
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Otrzymane ekstrakty poddano rozdziatowi chromatograficznemu w gradiencie
acetonitryl/woda za pomocg chromatografu cieczowego AgilentRR 1200 sprzezonego
ze spektrometrem mas model micrOToF-Q, zgodnie z parametrami podanymi
w podrozdziale 3.9.3.

Do analizy otrzymanych chromatograféw wykorzystano program DataAnalysis
4.0 firmy Bruker Daltonics. Zwigzki identyfikowano na podstawie wartosci m/z
protonowych czasteczek [M+H]" rejestrowanych z doktadno$cig do czwartego miejsca
po przecinku, a takze widm masowych, danych literaturowych oraz czaséw retencji

standardéw dostepnych dla czesci zwigzkdw (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Masy i czasy retencji analizowanych zwigzkéw

zwigzek m/z [M+H]* czas retencji (min) czas retencji (min)
eksperyment | eksperyment Il lll

wolne aglikony flawonoidowe
izolikwiritigenina®” 257,0808 8,8 9,8
Iikwiritigeninaa’b 257,0808 6,2 6,8
daidzeina®” 255,0652 6,2 6,8
formononetyna®” 269,0808 9,3 10,8
2’0Hformononetyna""’b 285,0757 7,8 8,8
westiton®” 287,0914 7,5 8,3
naringenina®® 273,0757 7,4 8,8
bioczanina A*® 285,0757 14,2 14,8
apigenina®® 271,0601 7,5 8,3
luteolina™” 287,0538 6,6 7,2

glikozydy flawonoidowe
afrormozyna MalGlc® 547,1446 7,3 7,7
formononetyna Glc® 431,1337 6,0 6,5
formononetyna MalGlc® 517,1341 7,0 7,5
medikarpina MalGlc® 519,1497 7,8 8,6

Glc — reszta glukozy ; Mal — reszta kwasu malonylowego
a - zwiazki zidentyfikowany na podstawie kompozycji elementarnej [M+H]" oraz danych literaturowych
b — tozsamos¢ potwierdzone na bazie czaséw retencji standardow
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Przeprowadzona analiza LC/MS wykazata, ze wolne aglikony takie jak
izolikwiritigenina, a takze jej pochodne: likwiritigenina, 5-deoksyizoflawony (daidzeina,
formononetyna, 2’OHformononetyna, westiton) oraz pterokarpan medikarpina
wyraznie roznicujg proby elicytowane i nieelicytowane. Podobng zaleznosé,
a mianowicie wyzszy poziom akumulacji w materiale elicytowanym obserwowano dla
naringeniny i 5-hydroksyizoflawonu biochaniny A, cho¢ efekt ten byt mniej widoczny.
Co ciekawe ilosci wszystkich wyzej wymienionych aglikondw byty nizsze w przypadku
ekstraktow pochodzacych z préob z wyciszong ekspresja MtABCG10 (RNAIi10)
w poréwnaniu z kontrolg (EV) (Rycina 4.34, Rycina 4.35, Rycina 4.36). Najbardziej
znaczace rodznice widoczne byly dla eksudatéw korzeniowych po potraktowaniu
elicytorem grzybowym. Zawartos¢ glikozylowanych form badanych zwigzkow, m.in.
glukozydu formononetyny, malonylowanego glukozydu formononetyny czy
malonylowanego glukozydu medikarpiny, a takze flawonu apigeniny, nie ulegata
istotnym zamianom, ani pod wptywem elicytacji, ani w wyniku wyciszenia genu
MtABCG10 (Rycina 4.35, Rycina 4.36). Wynik ten moze sugerowaé udziat biatka
MtABCG10 w modulacji poziomu (izo)flawonoidéw podczas reakcji obronnych,

zwigzanych z biosyntezg de novo fitoaleksyny medikarpiny.
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Rycina 4.34. Uproszczony schemat szlaku biosyntezy izo(flawonoidéw) M. truncatula
z uwzglednieniem wzoréw strukturalnych wybranych zwigzkéw. W ramce zamieszczono
aglikony, ktére wyraznie réznicowaty proby elicytowane i nieelicytowane oraz materiat
pochodzacy z roslin kontrolnych i z wyciszong ekspresjg MtABCG10. Dodatkowo podkreslono

zwigzki, ktdrych poziom monitorowano podczas przeprowadzanych analiz metabolomicznych.
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Rycina 4.35. Usredniony wzgledny poziom wybranych izo(flawonoidéw) i koniugatéw izoflawonoidéw
w hodowli korzeni wtosowatych M. truncatula, dla linii kontrolnych (EV) i linii z wyciszong ekspresja
MtABCG10 (RNAIi10). llos¢ danego metabolitu w mierzonej prébce okreslano zliczajgc pole powierzchni
pod zidentyfikowanym pikiem, a ostatecznie przedstawiano jako usrednione dla 6 niezaleznych linii
wartosci wzgledne w odniesieniu do standardu wewnetrznego (luteoliny). Niebieskie stupki odpowiadajg
materiatowi traktowanemu oligosacharydami wyizolowanymi ze $ciany komoérkowej P. medicaginis,
czerwone stupki odpowiadajg materiatowi nietraktowanemu. Analiza przeprowadzona byta na materiale
zbieranym 6 h (a); 24 h (b); 72 h (c) po elicytacji.
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Rycina 4.36. Usredniony wzgledny poziom wybranych izo(flawonoidéw) i koniugatéw izoflawonoidéw
w eksudatach korzeniowych M. truncatula, dla linii kontrolnych (EV) i linii z wyciszong ekspresj3
MtABCG10 (RNAIi10). llos¢ danego metabolitu w mierzonej prébce okreslano zliczajgc pole powierzchni
pod zidentyfikowanym pikiem, a ostatecznie przedstawiano jako usrednione dla 6 niezaleznych linii
wartos$ci wzgledne w odniesieniu do standardu wewnetrznego (luteoliny). Niebieskie stupki odpowiadaja
materiatowi traktowanemu oligosacharydami wyizolowanymi ze $ciany komoérkowej P. medicaginis,
czerwone stupki odpowiadajg materiatowi nietraktowanemu. Analiza przeprowadzona byta na materiale
zbieranym 6 h (a); 24 h (b); 72 h (c) po elicytacji.
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Postanowiono takze sprawdzi¢, czy wybrane zwigzki (izolikwiritigenina,
formononetyna i daidzeina), ktérych poziom zmienia sie w wyniku wyciszenia genu
MtABCG10 mogg indukowac jego ekspresje (Rycina 4.37). Wiadomo bowiem, iz
substancje transportowane przez biatka ABCG (np. sklareolide) wptywajg na
akumulacje ich transkryptow (np. NpABC1) (Jasinski et al. 2001). Stwierdzono, iz
wszystkie trzy testowane substancje przyczyniajg sie do wzrostu akumulacji
transkryptu  MtABCG10, przy czym najsilniejszy efekt obserwowano dla
izolikwiritigeniny. Wydaje sie, ze indukcja ta ma charakter specyficzny. Swiadczy¢ o tym
moze fakt, iz np. profil ekspresji MtABCG16 nie zmienia po aplikacji analizowanych
zwigzkoéw (Rycina 4.37), mimo ze patogeny i elicytor grzybowy wptywaja podobnie na

ekspresje obu genéw (Rycina 4.8, 4.9 i 4.33).

a
(K()O,Sh) K(1h) K(2h) 1(0,5h) 1(3h) I(4h)  K(0,5h) K(1h) K(2h) 1(0,5h) 1(2h) I(2h)
MtABCG10
i —— MtABCG16
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(b)
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MtABCG10
G G GEb s s e MtABCG16
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Rycina 4.37. Analiza zmian poziomu ekspresji genéw MtABCG10 i MtABCG16 w korzeniach
siewek M. truncatula pod wptywem izolikwiritigeniny (100uM) (a), daidzeiny (100uM) (b),
formononetyny (100uM) (c), w réoznym czasie po potraktowaniu. Z lewej strony zamieszczono
zele agarozowe przedstawiajgce analize jakosciowg RNA, z prawe] wynik potilosciowej reakcji
RT-PCR. Kontrole wewnetrzng stanowita 6-aktyna. K-kontrola, I-izolikwiritigenina,

D-daidzeina, F-formononetyny.
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4.3.6.2 Poréwnanie podatnosci roslin kontrolnych i z wyciszong ekspresja genu

MtABCG10 na infekcje grzybowe

(Wspotpraca z Instytutem Genetyki Roslin PAN w Poznaniu)

Bazujgc na wynikach uzyskanych w poprzednich etapach pracy, zadano pytanie, czy
wyciszenie ekspresji genu MtABCG10 moze wplyngé na wzrost podatnosci Medicago
na infekcje grzybowe. W tym celu przeprowadzono wstepne testy z wykorzystaniem
roslin ztozonych, posiadajgcych transgeniczne korzenie oraz grzyba patogennego
F. oxysporum f.sp medicaginis. Wczesniej pokazano, ze rosliny ztozone mogg by¢
z powodzeniem wykorzystywane do analizy funkcjonalnej gendéw Medicago,
zaangazowanych w odpowiedZ obronng (Anderson et al. 2010). Co wiecej
potwierdzono takze role izoflawonoiddw, jako zwigzkéw hamujgcych rozwéj grzyboéw
z rodzaju Fusarium (Lozovaya et al. 2004).

Poniewaz promotor genu MtABCG10 aktywny jest gtéwnie w komérkach
otaczajgcych wigzki przewodzace, w eksperymentach zdecydowano sie na
wykorzystanie F. oxysporum, wywotfujgcego choroby naczyniowe. Jest to grzyb
glebowy, infekujgcy wiele gatunkéw roslin. Rozwija sie w wigzkach przewodzacych,
prowadzgc do ich zamykania i w konsekwencji wiedniecie czesci naziemnych (Ramirez-
Suero i Khashour 2010). Zarodniki tego grzyba moga takze wraz z prgdem wody
przemieszczac sie w gore rosliny (Beckman 1987).

Rosliny ztozone zaréwno kontrolne, jak i z wyciszong ekspresjg genu MtABCG10
hodowano na szaklach ze zmodyfikowang pozywka Fahraeus. Korzenie traktowano
punktowo zawiesing zarodnikow i obserwowano przez dziesie¢ dni, do czasu
pojawienia sie pierwszych objawéw choroby (ciemnych przebarwien na korzeniach
oraz chlorozy liscieni). Nie stwierdzono wyraznych rdznic pomiedzy roslinami
kontrolnymi i wyciszonymi (Rycina 4.38). Dlatego tez dodatkowo postanowiono
monitorowac postepy infekcji na poziomie molekularnym, poprzez analize poziomu
grzybowego DNA w korzeniach, liscieniach i pedach Medicago. W tym celu
wyizolowano genomowe DNA z poszczegdlnych organéw. Oznaczono jego stezenie,
a nastepnie takg samg ilos¢ (40 ng) uzyto jako matrycy w reakcji PCR. Wykorzystano
startery specyficznie rozpoznajgce grzybowy DNA (gen FoB-tubuliny). Detekcje

produktow reakcji PCR, po 30 cyklach, prowadzono w Zzelu agarazowym.
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W danych warunkach eksperymentu obecnos¢ grzybowego DNA (pojawienie sie
prazka) stwierdzono w korzeniach i liscieniach 100% analizowanych roslin, zaréwno
kontrolnych, jak i wyciszonych. W przypadku peddw rozktad ten wynosit odpowiednio

40% i 60%. Wynik ten wskazuje, iz dysfunkcja genu MtABCG10 moze wptywac na

tempo rozprzestrzenianie sie grzyba w rodlinie.

Rycina 4.38. Rosliny ztozone M. truncatula, kontrolne (EV) (powyzej) i z wyciszong ekspresjg
genu MtABCG10 (RNAIi10) (ponizej) 10 dni po inokulacji zawiesing zarodnikéw F. oxysporum
(stezenie 1,3 x 10% 100 pl na korzen). Strzatka zaznaczono rejon korzenia traktowany
zarodnikami. W ramkach zamieszczono fragmenty korzeni, skanowane na obecno$¢ biatka

reporterowego DsRED.
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Rycina 4.39. Detekcja grzybowego DNA za pomocg PCR, w réznych organach M. truncatula

kontrolnych (n=18) (biate stupki) i z wyciszong ekspresjag MtABCG10 (n=18) (czarne stupki).

Materiat analizowano 10 dni po infekcji roslin zawiesing zarodnikéw F. oxysporum.
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5. DYSKUSIJA

Poznanie sekwencji kilku genomoéw eukariontéw ujawnito znaczgco wyzszy udziat
gendw kodujgcych biatka ABC u roslin (> 120), w poréwnaniu z innymi organizmami
wielokomdrkowymi (~50) (Jasinski et al. 2003; Sugiyama et al. 2006; Verrier et al.
2008). Pomimo waznej roli jakg odgrywajg transportery ABC w krdlestwie roslin,
wiedza na ich temat jest wcigz bardzo ograniczona i w gtdwnej mierze opiera sie na
badaniach prowadzonych z wykorzystaniem A. thaliana. Zebrane dotychczas dane
wskazujg na to, ze biatka te sg zaangazowane m. in. w reakcje obronne.

Coraz wiekszg uwage badaczy wzbudza takze potencjalna rola transporteréow
ABC w symbiozie. Poniewaz Arabidopsis nie nawigzuje interakcji z mikroorganizmami
symbiotycznymi, istotnym wydaje sie by¢ rozszerzenie naszej wiedzy o tej grupie biatek
wykraczajgce poza wspomniany wyzej model badawczy. Stad nasze zainteresowanie
biatkami ABC u modelowej rosliny bobowatej M. truncatula. W pracy tej skupiono sie
na jednej z podrodzin ABC, obejmujgcej petne transportery ABCG, ktére odgrywajg
wazng role w odpowiedzi rosliny na dziatanie czynnikdéw biotycznych (Campbell et al.
2003; Kobae et al. 2006; Stein et al. 2006; Stukkens et al. 2005).

Przeprowadzone poszukiwania in silico pozwolity zidentyfikowaé¢ w genomie
Medicago 19 gendéw kodujgcych petne biatka MtABCG. Liczba ta jest wyisza,
porownujgc z Arabidopsis (15) i zblizona do uzyskanej dla ryzu (23) (Cruzet et al. 2006).
W momencie przystgpienia do analizy genom Medicago poznany byt na poziomie 60%
pokrycia sekwencji kodujacej, stagd wysoce prawdopodobne wydaje sie, ze liczba
MLtABCG przekracza 19. Swiadczy¢ o tym moze obecno$é sekwencji (TC102516)
z adnotacjg PDR (ABCG) z Medicago, znajdujacej sie w bazach danych EST-éw (ang.
Expression Sequenced Tag) bez odpowiednika w dostepnej sekwencji genomowe;j
(wersja 2.0). Produkt genu TC102516, ze wzgledu na brak informacji o jego petnej
dtugosci, nie zostat wiaczony do zamieszczonego w niniejszej pracy drzewa
filogenetycznego, ani nie podlegat dalszej charakterystyce. Wiadomo jednak, ze na
poziomie sekwencji cDNA wykazuje 82% identycznosci z MtABCG10. Co wiecej,
ponowne przeszukanie genomu Medicago (Mt 3.5, 2011), obejmujgcego 95%

sekwencji kodujgcej, ujawnito obecno$é dodatkowych 4 sekwencji, odpowiadajgcych
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genom petnych biatek ABCG (GenBank: XM_003603407; XM_003625729;
XM_003625366; XM_003608391) (Young et al. 2011).

Podobng identyfikacje gendw ABC u innej modelowe] rosliny bobowatej
L. japonicus (70% pokrycia genomu) przeprowadzili Sugiyama i wspodtpracownicy.
Wsréd 91 gendw kodujacych transportery ABC tylko 12 przydzielono do podrodziny
petnych ABCG. Zaskakujgco niska liczba LJABCG mogta wynika¢ z zastosowanej przez
grupe metodologii. Identyfikacja i klasyfikacja opierata sie bowiem tylko na analizie
obecnosci domen (NBD i TMD) nie zas identyfikacji petnych sekwencji (Sugiyama et al.
2006). Wydaje sie, ze przy takim podejsciu mogto dojs¢ do uznania bliskich paralogéw
za pojedynczy gen. Niewykluczone, ze obserwowany w przypadku Medicago wysoki
poziom identycznosci ABCG powyzej 90% moze miec takze miejsce u Lotus i utrudnié
rozréznienie poszczegdlnych gendw.

Na podstawie przewidzianej in silico sekwencji aminokwasowej petnych
transporteréow ABCG M. truncatula (MtABCG) skonstruowano drzewo filogenetyczne,
do ktérego wiaczono takze opisane dotychczas petne biatka ABCG rzodkiewnika, ryzu,
soi i tytoniu. Uzyskany dendrogram uwidocznit pewne zaleznosci miedzy
analizowanymi sekwencjami. Pozwolit m.in. na przyporzadkowanie biatkom MtABCG,
najblizszych para- i ortologéw. Dodatkowo drzewo filogenetyczne pozwolito
zaobserwowaé gatunkowo specyficzne grupowanie petnych biatek ABCG (Rycina 4.1).
Ciekawa sytuacja ma miejsce w przypadku najlepiej scharakteryzowanego pod
wzgledem funkcjonalnym klastra |, ktéry grupuje zaangazowane w oddziatywania
biotyczne biatka ABCG z réznych roslin (Rycina 1.5 i 4.1). W klastrze tym na jednego
przedstawiciela Arabidopsis (AtABCG40/AtPDR12) przypada 11 z Medicago, jeden
GmPDR12 (GmABCG1) z soi i 5 sposrdd 12 ABCG L. japonicus (Sugiyama et al. 2006).
Tak wysoka reprezentacja w tym klastrze transporterow ABCG z roslin bobowatych
moze sugerowaé ich wazng role w gatunkowo specyficznych oddziatywaniach
symbiotycznych badz w reakcjach obronnych. Pojawienie sie dodatkowych kopii
genow, pozwala bowiem na gromadzenie w nich mutacji i z czasem przejecie nowych
funkcji, ktdre mogg byc¢ istotne z punktu widzenia okreslonego gatunku, np. adaptacji
do zmian $rodowiskowych. W przypadku Medicago, wspomniane wyzej transportery
tworzg wyrazne trzy grupy (MtABCG1-6), (MtABCG7/8), (MtABCG9-11). Wysoki stopien

podobienstwa miedzy nimi, ma swoje odbicie w strukturze genéw je kodujacych oraz
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ich lokalizacji w genomie (Rycina 4.2 i 4.3). Pozwala to przypuszcza¢, ze powstaty one
na drodze duplikacji tandemowej, bedacej znanym mechanizmem prowadzacym do
ewolucji rodzin wielogenowych (Cannon et al. 2003). U M. truncatula poziom takich
lokalnych duplikacji jest 3,1 razy wyzszy niz u G. max i 1,6 razy wyzszy w poréwnaniu
z A. thaliana (Young et al. 2011). Niedawno, na podstawie szczegétowych analiz
dostepnych sekwencji genomowych Medicago, zaobserwowano, ze wysoki stopien
rekombinacji u tej rosliny, ma miejsce szczegdlnie tam, gdzie wystepuja skupiska
gendw nalezgcych do rodzin wielogenowych. Co ciekawe, jest to widoczne zwtaszcza
w przypadku gendw, ktorych produkty ekspresji biorg udziat w reakcjach obronnych
czy modulacji oddziatywan biotycznych (Paape et al. 2012).

W celu weryfikacji postawionej hipotezy o udziale petnych biatek ABCG
Medicago w oddziatywaniach biotycznych, przeprowadzono ich wstepna
charakterystyke. W pierwszej kolejnosci okreslono metodg RT-PCR, jak wyglada profil
ekspresji gendw je kodujgcych w réznych organach Medicago. Obok MtABCG, ktérych
transkrypty zlokalizowano we wszystkich czesciach rosliny, wyrdzni¢ mozna byto takie,
ktore cechuje organospecyficzny wzor ekspresji. Aktywnos¢ transkrypcyjng najwiekszej
liczby gendéw MtABCG stwierdzono w korzeniach. Podobng zaleznos$¢ obserwowano
identyfikujgc biatka ABCG metodg Western blot (Rycina 4.5). Obecnos¢ tak wielu
petnych transporteréw ABCG w korzeniach Medicago wydaje sie by¢ uzasadniona
duzym znaczeniem aktywnych systemow transportu w tym organie. Ryzosfera jest
bowiem miejscem szczegdlnie intensywnych interakcji rosliny z innymi organizmami,
gdzie wazng role odgrywa sekrecja réznego typu zwigzkéw o charakterze obronnym
badz sygnalnym. Tu takie ma miejsce intensywne pobieranie makro
i mikroelementéw. Wczesniej pokazano, ze delecja gendw kodujacych biatka ABCG
Arabidopsis prowadzi do zmiany kompozycji eksudatéw korzeniowych (Badri et al.
2008, Badri et al. 2012). Postuluje sie, ze u soi za transport genisteiny, ktdéra indukuje
synteze bakteryjnego czynnika NOD, odpowiada takze biatko nalezgce do podrodziny
petnych ABCG (Sugiyama et al. 2007). Co wiecej jedno z biatek ABCG z tytoniu (NtPDR3)
bierze udziat w utrzymywaniu homeostazy zelaza. Sugeruje sie, ze jego funkcja polega
na bezposrednim pobieraniu tego pierwiastka z ryzosfery badz uwalnianiu jego
chelatoréw, przez co przyczynia sie do zwiekszenia puli zelaza dostepnego dla rosliny

w glebie (Ducos et al. 2005).
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O ile wiekszo$¢ gendow MtABCG ulega ekspresji na najwyziszym poziomie
w korzeniach, to transkrypt MtABCG19, obecny jest przede wszystkim w czesciach
naziemnych (Rycina 4.5). Homologi MtABCG19 tj., AtABCG32 z Arabidopsis i HYABCG31
z jeczmienia sg niezbedne w procesie formowania funkcjonalnej kutikuli, chronigce;j
przed nadmierng utratg wody (Bessire et al. 2011; Chen et al. 2011).

Kolejnym ciekawym przyktadem jest MtABCG13, ktorego ekspresja zachodzi
wyfacznie w kwiatach (Rycina 4.5). Jego najblizsze homologi NpPDR2 z tytoniu
i AtPDR11/AtABCG39 z Arabidopsis takze sg aktywne transkrypcyjnie w tym organie.
Pierwszy z nich w szyjce stupka, natomiast drugi w zalgzni. Badacze sugerujg, iz petne
ABCG w kwiecie mogg bra¢ udziat w transporcie lotnych metabolitéw wtdérnych badz
czastek sygnalnych (Trombik et al. 2008; Zimmermann et al. 2004). Dodatkowo mRNA
NpPDR2 i AtPDR11/AtABCG39 obecne byty w korzeniu, co nie ma miejsca w przypadku
MtABCG13. Warto jednak dodac, ze najblizszy paralog MtABCG13 tj. MtABCG14 (91%
identycznosci na poziomie aminokwasowym) ulega specyficznej ekspresji w korzeniu
(Rycina 4.5). Mozna wiec przypuszczaé, ze u Medicago doszto np. do rozdzielenia
petnionej funkcji w réznych czesciach rosliny pomiedzy te dwa geny.

Sposrdd 19 gendw MABCG dla pieciu nie udato sie otrzymac produktéw RT-
PCR w zadnym z analizowanych organdw (Rycina 4.5). Najprawdopodobniej nie ulegajg
one ekspresji w danych warunkach eksperymentu. Niewykluczone takze, ze sg to
pseudogeny, powstate na drodze duplikacji tandemowej. Wszystkie bowiem wchodzg
w sktad grup gendw charakteryzujgcych sie wysokim stopniem identycznosci,
rozmieszczonych w genomie jeden za drugim (Rycina 4.3). Zatozenie to wsparte jest
brakiem odpowiadajgcych im EST-6w w dostepnych bazach danych.

Aby uzyska¢ wiecej informacji, pozwalajgcych na wytonienie genéw MtABCG
zaangazowanych w oddziatywania biotyczne, przeprowadzono analize zmian poziomu
ich ekspresji podczas infekcji Medicago grzybami patogennymi, zaréwno w korzeniach,
jak i czesciach naziemnych. Wybrano grzyby nekrotroficzne, odpowiednio F. culmorum
i P. medicaginis, ktére wywotujg choroby roslin bobowatych. Zarodniki obu gatunkow
powodowaty wzrost aktywnosci transkrypcyjnej dwoch genéw ABCG Medicago
(MtABCG10 i MtABCG16) (Rycina 4.8 i 4.9). Co wiecej zauwazono, iz ich ekspresja
w lisciach dodatkowo regulowana jest przez swiatto (Rycina 4.9). Podobng zaleznos¢,

czyli fluktuacje poziomu akumulacji mRNA w ciggu dnia i indukcje ekspresji po
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potraktowaniu patogenami odnotowano dla AtPDR12 (Campbell et al. 2003). Warto
zaznaczy¢, ze ekspresja przynajmniej czesci gendw zaangazowanych w odpowiedz
obronng zmienia sie w cyklu dobowym. Moze by¢ to zwigzane m.in. z przystosowaniem
sie rosliny do wzmozonej ochrony przed infekcjami grzybowymi w okresie sprzyjajgcym
kietkowaniu zarodnikdw (Wang et al. 2011). Dodatkowo inokulacja korzeni Medicago
bakterig symbiotyczng S. meliloti skutkowata nieznacznych wzrostem poziomu mRNA
MtABCG10 (Rycina 4.10). Obserwowana indukcja moze mie¢ charakter niespecyficzny
i by¢ zwigzana z uruchomieniem stabych reakcji obronnych, wywotfanych obecnoscig
mikroorganizmu symbiotycznego (Jones et al. 2008).

W dalszej czesci pracy postanowiono blizej przyjrze¢ sie biatku MtABCG10,
ktorego homologii z innych roslin, takie jak AtPDR12, NpABC1, SpTUR2, NtPDR1, czy
GmPDR12 odgrywajg wazng role w odpowiedzi rosliny na stresy Srodowiskowe
(Eichhorn et al. 2006; Jasinski et al. 2001; Sasabe et al. 2002; Smart i Fleming 1996).
W tym celu przeprowadzono jego analize funkcjonalng, wykorzystujgc m.in. metody
genetyki odwrotne;.

Wykazano, ze poziom mRNA MtABCG10 wzrasta pod wptywem
oligosacharyddw wyizolowanych ze s$cian komodrkowych grzyba P. medicaginis.
Indukcja ekspresji obserwowana jest juz po godzinie od elicytacji i ma charakter
kréotkotrwaty (Rycina 4.17). W podobny sposéb dziatajg rdéinego typu elicytory
(PAMPsy) na transkrypt NtPDR1, ktéry jest bliskim homologiem MtABCG10 u tytoniu
(Sasabe et al. 2002). W odrdznieniu od NtPDR1 i innych opisanych wczesniej gendw
kodujgcych transportery ABCG (e.g.,, GmPDR12 and SpTUR2) (Eichhorn et al. 2006;
Smart i Fleming 1996), MtABCG10 nie reaguje wzrostem akumulacji mRNA po
potraktowaniu MelA, czy innymi hormonami stresowymi, jak SA i ABA (Rycina 4.17
i4.19).

Co ciekawe, w obrebie promotora MtABCG10 (1500 pz) stwierdzono obecnos¢
duzej liczby (57) elementdw regulatorowych W-box, rozpoznawanych przez czynniki
transkrypcyjne WRKY. Wiadomo, ze PAMPsy za pos$rednictwem kaskady sygnatowej
kinaz MAP, aktywujg czynniki transkrypcyjne WRKY (Eulgem i Somssich 2007). Te
z kolei wigzg sie do elementéw regulatorowych cis, takich jak W-box, ktére czesto
znajdowane sg w promotorach gendw, biorgcych udziat w ochronie rosliny przed

patogenami (Yamamoto et al. 2004). Mozna wiec przypuszcza¢, iz najprawdopodobniej
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MtABCG10 nalezy do grupy gendw obronnych, ktérych ekspresja zalezna jest od szlaku
PAMP/MAPK/WRKY.

Jak juz wczesniej wspomniano jedng z proponowanych funkcji petnych biatek
ABCG jest transport metabolitéw wtérnych (Badri et al. 2012). Wykazano, ze czes$¢
z transportowanych w ten sposdb zwigzkédw, moze odgrywac¢ wazng role zaréwno
w konstytutywnej, jak i indukowanej odpowiedzi obronnej. Przypisuje sie im
bezposrednie dziatanie antybakteryjne i antygrzybicze. Coraz wiecej uwagi poswieca
sie takze zrozumieniu ich roli w procesach sygnalnych powigzanych z odpowiedzig
obronng (Bednarek et al. 2009, Bednarek et al. 2012). Rosliny syntetyzujg i akumuluja
olbrzymia liczbe tych strukturalnie niejednorodnych zwigzkéw niskoczgsteczkowych.
Prekursorami do ich biosyntezy sg w wiekszosci przypadkdow aminokwasy, a takze inne
koAcowe badz posrednie produkty metabolizmu podstawowego. Wystepowanie
poszczegdlnych metabolitéw wtdrnych jest zwykle ograniczone do jednej grupy
filogenetycznej, a nawet pojedynczego gatunku. Czesto sg one syntetyzowane
w okreslonych organach lub tkankach, na danym etapie rozwoju rosliny lub w danych
warunkach srodowiska (Bednarek et al. 2009). Unikalng grupe metabolitow wtdrnych,
wystepujgcych niemal wytgcznie u bobowatych stanowia izoflawonoidy, powstajgce
w szlaku fenylopropanoidowym (Du et al. 2010). W roslinie izoflawonoidy moga
wystepowaé w dwéch formach, jako wolne aglikony oraz ich glikozylowane koniugaty.
Uwaza sie, ze wolne aglikony stanowig forme aktywng biologicznie, w takiej postaci sg
takze uwalniane przez rosline do srodowiska. Natomiast izoflawonoidy w postaci
glikozyddéw sg sktadowane w wakuoli i stanowig pule dostepnych prekursoréw, ktére
w okredlonych warunkach mogg by¢é mobilizowane i przeksztatcane do aktywnego
produktu kocowego (Veitch 2007).

Do izoflawonoiddw nalezy m.in. gtéwna fitoaleksyna Medicago, medikarpina.
Stwierdzono, ze jej poziom wzrasta zaréwno podczas infekcji grzybowych, jak
i w obecnosci PAMPsow czy MelA (Farag et al. 2008; Jasiniski et al. 2009; Naoumkina et
al. 2007). Przy czym percepcja PAMPsow prowadzi do jej biosyntezy de novo, poprzez
indukcje ekspresji gendw kodujgcych enzymy z wczesnych etapow szlaku biosyntezy
izoflawonoidow (m.in. PAL, IFS). Natomiast MeJA odpowiada za remobilizacje
zmagazynowanych w wakuoli glikozylowanych prekursoréw, zuzywanych w konicowe;j

fazie syntezy medikarpiny (Farag et al. 2008; Naoumkina et al. 2007).
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Przedstawione w niniejszej pracy wyniki pozwalajg sadzié, iz biatko MtABCG10
jest zaangazowane w modulacje poziomu (izo)flawonoidéw, syntetyzowanych de novo
w odpowiedzi na atak patogendéw. Stwierdzono, ze MtABCG10 ulega w korzeniach
Medicago koekspresji z genami PAL i IFS po potraktowaniu oligosacharydami ze scian
komaérkowych grzyba (reprezentujgcymi PAMPsy). Poziom transkryptu MtABCG10 nie
zmienia sie natomiast po wptywem MelA. Eksperymenty immunolokalizacji wykluczyty
obecno$¢ biatka MtABCG10 w tonoplascie, wskazujgc na jego rozmieszczenie w btonie
komodrkowej. Co istotne, analizy metabolomiczne przeprowadzone z wykorzystaniem
hodowli korzeni transgenicznych wykazaty, ze wyciszenie ekspresji MtABCG10 skutkuje
obnizeniem akumulacji aglikondw izoflawondéw, szczegdlnie tych pochodzacych
z odgatezienia 5’-deoksy (daidzeina, formononetyna, westiton) oraz ich prekursoréw
(izolikwiritigenina, likwiritigenina) (Rycina 4.34). W przypadku czesci roslin bobowatych
(np. Medicago sp. i Glycine sp.) odgatezienie 5’-deoksy prowadzi do biosyntezy
fitoaleksyn i wydaje sie by¢ kluczowe w nadawaniu roslinie odpornosci na choroby
(Graham et al. 2007; Kamphuis et al. 2012). Jednoczes$nie wyciszenie MtABCG10 nie
miato wptywu na ilos¢ zmagazynowanych w wakuoli form glikozylowanych (Rycina 4.35
i 4.36). Aplikacja elicytora grzybowego skutkowata wzrostem akumulacji doktadnie
tych samych zwigzkow, ktére réznicowaty materiat kontrolny i wyciszony.

Wcigz bez odpowiedzi pozostaje pytanie, w jaki sposéb MtABCG10 wptywa na
modulacje poziomu aglikonéw izoflawondéw. Poczatkowo zaktadano, ze biatko to moze
by¢ zaangazowane w sekrecje metabolitow wtdérnych, podobnie jak jego najblizszy
homolog NpABC1 z tytoniu (Jasinski et al. 2001). Funkcja ta wydaje sie jednak mato
prawdopodobna, zwazywszy, ze wyciszenie ekspresji MtABCG10 skutkuje obnizeniem
akumulacji izoflawonéw i ich prekursoréw zaréwno w korzeniach, jak i w eksudatach
korzeniowych (Rycina 4.35 i 4.36). Dodatkowo, promotor MtABCG10 jest aktywny
w komérkach otaczajgcych wigzki przewodzace, nie zas w ryzodermie (Rycina 4.22).
Niewykluczone, ze potencjalnymi substratami MtABCG10 s3 izolikwiritigenina, czy
likwiritigenina, bedgace prekursorami w biosyntezie 5’-deoksyizoflawonéw. Oba zwigzki
wyraznie indukujg ekspresje MtABCG10 (Rycina 4.37). Wczesniej pokazano, ze
substraty biatek ABCG (np. sklareolide) wptywajg na wzrost poziomu transkryptéw
swoich transporteréw (np. NpABC1) (Jasinski et al. 2001). Jednym ze sposobdw

weryfikacji powyzszego zatozenia moze by¢ przeprowadzenie w przysztosci
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eksperymentdéw transportu, ktére z powodzeniem realizowane byty w przypadku
innych biatek ABCG. Wsrdd mozliwych podejs¢ eksperymentalnych wymieni¢ nalezy
badanie transportu przy udziale interesujgcego nas biatka, ktérego gen ulega ekspresji
w uktadach heterologicznych (drozdzowym, komodrek Hela), czy wykorzystujgc
materiat z inaktywowanym genem MtABCG10. Pierwsza strategia wymaga
sklonowania sekwencji cDNA petnej dtugosci. Jak dotad, mimo wielu préb, nie udato
sie tego zrealizowaé¢ w przypadku MtABCG10. Jednym z proponowanych rozwigzan
bytoby uzyskanie konstruktu hybrydowego, sktadajgcego sie z sekwencji cDNA,
zawierajgcej kilka intronéw (Bessire et al. 2011). Pokazano bowiem, ze taki uktad
umozliwia powielenie w bakteriach petnej sekwencji kodujacej transportery ABCG.
Gtéwng zaletg systemu heterologicznego jest brak bliskich homologdéw interesujgcego
nas biatka w wykorzystywanym organizmie, a takze nieobecno$¢ potencjalnej czastki
transportowanej, ktérej zrédto jest wytgcznie egzogenne. W przypadku drugiego
sposobu gtéwnym ograniczeniem jest potrzeba posiadania mutanta utraty funkcji,
ewentualnie materiatu z wyciszong ekspresjg badanego genu. W obu opisanych
powyzej eksperymentach transportu, monitorowanie wyptywu badanej czagsteczki
prowadzi¢ mozna wykorzystujgc znakowany radioaktywnie potencjalny substrat lub
stosujgc metody chromatograficzne, sprzezone ze spektrometrig mas (Alejandro et al.
2012; Jasinski et al. 2001; Kang et al. 2010; Kim et al. 2007; Kretzschmar et al. 2012;
Ruzicka et al. 2010).

Przemieszczanie sie w roslinie zwigzkédw fenolowych, w szczegdlnosci
flawonoidéw i izoflawonoidéw jest wcigz tematem wielu debat. Jak dotad
zaproponowano kilka mechanizméw transportu tych zwigzkéw. Uwaza sie, ze
w obrebie komérki sg one najprawdopodobniej transportowane za posrednictwem
systemu pecherzykowego, badz przy udziale zlokalizowanych w btonach biatek MATE
(ang. multidrug and toxic extrusion compounds) lub ABC. Transport w roslinie na
dalekie odlegtosci oraz ich sekrecja do S$rodowiska sg jeszcze stabiej poznane
(Goodman et al. 2004; Hassan i Mathesius 2012; Zhao i Dixon 2010). Zrozumienie roli,
jakg MtABCG10 petni w zmianach poziomu izoflawondw w roslinie, moze uzupetni¢ te
powazng luke w naszej wiedzy.

Warte rozwazenia jest zaproponowanie, jako zwigzku transportowanego przez

MtABCG10, czastki sygnalnej, regulujgcej biosynteze izoflawonoidéw. W materiale
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kontrolnym, jak i z wyciszong ekspresja MtABCG10 nie zaobserwowano roznié
w akumulacji mRNA PAL i IFS (Rycina 4.33). Swiadczy¢ to moze o tym, ze proponowana
czastka sygnalna, najprawdopodobniej nie wptywa na kluczowe enzymy ze szlaku
biosyntezy izoflawonoidéw, przynajmniej na poziomie transkryptu. Tkankowy wzér
ekspresji MtABCG10, zobrazowany za posrednictwem systemu reporterowego GUS
oraz lokalizacja biatka MtABCG10 w btonie komdérkowej mogg sugerowac, ze jest ono
odpowiedzialne za translokacje owej czastki wigzkami przewodzgcymi.

Biorgc pod uwage plejotropowosé funkcji, oraz niespecyficznos¢ substratowa,
czesto obserwowang w przypadku petnych biatek ABCG (e.g. AtABCG36/AtPDRS, Kim
et al. 2007; Stein et al. 2006; Strader i Bartel 2009), nie mozna takze wykluczyé¢, ze
MtABCG10 bierze udziat w transporcie kilku réznych zwigzkow.

Bez wzgledu na to, w jaki sposéb MtABCG10 wptywa na zmiane poziomu
izo(flawonoidéw), konsekwencja jego dysfunkcji jest wzrost wrazliwosci Medicago na
infekcje wywotang grzybem F. oxysporum. Uzyskany wynik nie pozwala jednoznacznie
okreslic, czy MtABCG10 bierze udziat w reakcjach obronnych o charakterze
specyficznym, czy tez niespecyficznym. Odpowiedz na to pytanie wymagataby
przeprowadzenia szeregu testéw wykorzystujacych rdéine typy patogendw
(przystosowanych, nieprzystosowanych, wirulentnych, awirulentnych). Indukcja
ekspresji MtABCG10 przez PAMPsy sugeruje udziat biatka MtABCG10 w podstawowe;j
odpowiedzi obronnej. Jak dotad aktywnos¢ petnych biatek ABCG wigzano
z odpornoscig typu non-host (Krattinger et al. 2009; Stein et al. 2006). Jest to
najbardziej powszechna i trwata forma odpornosci, ktéra chroni rosline przed szerokim
spektrum mikroorganizmow chorobotwdrczych. Pomimo, ze odgrywa ona istotna role
w dtugoterminowej ochronie roslin przed wieloma chorobami, wcigz niewiele
wiadomo na temat jej molekularnego podtoza (Jaulneau et al. 2010; Lipka et al. 2008).
Poznanie funkcji MtABCG10 mogtoby przyczyni¢ sie do petniejszego zrozumienia tego

typu odpornosci.
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Zatacznik nr 1. Stopien identycznosci miedzy biatkami MtABCG

Tabela 7.1. Stopien identycznosci na poziomie aminokwasowym, pomiedzy petnymi biatkami ABCG z M. truncatula, okreSlony przy uzyciu bl2seq

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch&PROG DEF=blastn&BLAST PROG DEF=megaBlast&SHOW DEFAULTS=on&BLAST SPEC=blast2seq&LINK LOC=align2seq)

MtABCG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 100% 91% 8% 87% 71% 69% 62% 64% 67% 67% 67% 54% 58% 58% 51% 55% 51% 56% 56%
2 100% 89% 85% 70% 68% 62% 64% 67% 66% 66% 54% 57% 57% 51% 55% 52% 56% 56%
3 100% 88% 71% 69% 63% 65% 66% 66% 66% 55% 58% 58% 52% 55% 52% 55% 55%
4 100% 71% 68% 63% 64% 66%  65% 65% 53% 57% 57% 51% 54% 52% 55% 54%
5 100% 76% 61% 61% 63% 63% 63% 54% 56% 56% 52% 52% 52% 53% 55%
6 100% 59% 60% 62% 62% 62% 52% 56% 56% 52% 53% 51% 53% 54%
7 100% 80% 64%  65% 65% 54% 57% 58% 51% 54% 52% 56% 56%
8 100% 66%  66% 66% 55% 58% 59% 52% 55% 53% 58% 58%
9 100% 96% 96% 55% 60% 60% 52% 57% 54% 59% 59%

10 100% 98% 56% 61% 61% 52% 57% 55% 60% 59%
11 100% 56% 61% 61% 51% 57% 55% 59% 59%
12 100% 67% 68% 49% 51% 50% 52% 51%
13 100% 91% 52% 58% 55% 58% 56%
14 100% 52% 58% 55% 57% 57%
15 100% 52% 49% 54% 49%
16 100% 54% 78% 52%
17 100% 54% 50%
18 100% 54%

100%

[ary
o




Zatacznik nr 2. Stopien identycznosci miedzy biatkami MtABCG a AtABCG

Tabela 7.2. Stopien identycznosci na poziomie aminokwasowym, pomiedzy petnymi biatkami ABCG z M. truncatula petnymi biatkami ABCG z A. thaliana,

okreslony przy uzyciu bl2seq

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch&PROG DEF=blastn&BLAST PROG DEF=megaBlast&SHOW DEFAULTS=on&BLAST SPEC=blast2seq&LINK LOC=align2seq

AtABCG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
MtABCG

1 56% 46% 51% 55% 50% 58% 55% 55% 49% 54% 58% 67% 47% 48% 48%
2 56% 46% 51% 55% 50% 58% 55% 55% 49% 56% 57% 67% 48% 48% 47%
3 56% 46% 51% 56% 51% 59% 55% 55% 50% 55% 58% 67% 48% 49% 48%
4 56% 46% 51% 54% 49% 58% 55% 55% 49% 54% 58% 66% 47% 48% 48%
5 56% 48% 53% 57% 51% 58% 55% 54% 51% 55% 58% 64% 48% 50% 50%
6 56% 48% 53% 55% 50% 57% 55% 54% 50% 53% 56% 62% 50% 50% 50%
7 55% 46% 52% 56% 50% 57% 55% 55% 49% 54% 57% 63% 47% 48% 47%
8 56% 46% 53% 58% 50% 57% 56% 56% 50% 55% 57% 65% 48% 47% 47%
9 58% 46% 53% 59% 50% 60% 59% 58% 50% 56% 59% 70% 48% 47% 47%

10 57% 46% 52% 57% 49% 59% 58% 58% 49% 54% 58% 70% 48% 46% 46%
11 58% 47% 53% 59% 50% 60% 60% 59% 51% 55% 59% 71% 49% 47% 48%
12 55% 44% 51% 52% 47% 64% 53% 54% 47% 50% 65% 58% 46% 45% 46%
13 57% 45% 53% 55% 50% 70% 56% 57% 50% 51% 70% 59% 48% 48% 48%
14 57% 46% 53% 56% 51% 73% 56% 58% 51% 51% 73% 60% 48% 48% 48%
15 53% 56% 48% 48% 60% 53% 53% 53% 60% 47% 53% 51% 58% 59% 59%
16 68% 46% 54% 54% 50% 56% 70% 72% 52% 48% 55% 56% 49% 48% 48%
17 55% 45% 74% 51% 49% 54% 55% 55% 48% 49% 53% 56% 47% 47% 46%
18 71% 49% 54% 56% 52% 57% 72% 74% 53% 50% 57% 58% 49% 48% 48%

53% 45% 51% 74% 47% 55% 52% 52% 47% 51% 55% 57% 45% 45% 45%

[y
©o




7. ZALACZNIKI

Zatacznik nr 3. Charakterystyka przeciwciat GPDR

? it “%r :: %gﬂz

" U~ U

2 COOH

(b) GPDR
M ABCGL PGVSGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FVMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWCTI HOPSI DI FESFDE- - - - - - LLLLKQGG
M ABC&R PGVSSLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FVMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWCTI HOPSI DI FESFDE- - - - - - LFLLKQGG
M ABCG3 PGVNGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FVDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVNTGRTWCTI HOPSI DI FESFDE- - - - - - LLLLKQGG
M ABCGA PGVSGLSTEQRKRLTVAVELVANPSI | FVDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWECTI HOPSI DI FESFDE- - - - - - LLLLKQGG
M ABCE® PGVSGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FVMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWECTI HOPSI DI FEAFDE- - - - - - LFLMKRGG
M ABCGLO PGVSGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FVMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWECTI HOPSI DI FEAFDE- - - - - - LFLMKRGG
M ABCGL1 PGVSGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWECTI HOPSI DI FEAFDE- - - - - - LFLMKRGG
M ABCG7 PGENGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FVMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWECTI HOPSI DI FDSFDE- - - - - - LLLLKLGG
M ABCG8 PCGETGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FVMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWECTI HOPSI DI FDAFDE- - - - - - LLLMKLGG
M ABCG5 PGVSGLSTEQRKRLTVAVELVANPSI | FVMDEPTSGLDARAASI VMRAVRNI VDTGRTI VCTI HOPSI HI FESFDE- - - - - - LFLLKQGG
M ABCG6 PA NGLSTEQRKRLTI AVELVCNPSI | FVMDEPTSGLDARAAAI VVRAVRNI VDTGRTI VCTI HOPSI DI FESFDE- - - - - - LFLMRRGG
M ABCGL12 PRVNGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FINDEPTSGLDARAAAI VIVRT - - = = = = = - e o oo e o e m oo oo LLLMKRGG

M ABCGL3 PGVDGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWCTI HOPSI DI FEAFDEASL EFKLLLMKRGG
M ABCGLl4 PGVDGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWCTI HOPSI DI FEAFDEAS- - FFLLLMKRGG

M ABCGL5 AGQSGLSTEQRKRLTI AVELVSNPSI | FMDEPTSGLDARAAAVVNRAVKNWITTGRTTVCTI HOPSI DI FETFDE- - - - - - LI LMKSGG
M ABCGL6 PGVTGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWCTI HOPSI DI FEAFDE- - - - - - LI LMKRGG
M ABCGL8 PGVTGLSTEQRKRLTI AVELI ANPSI | FMDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDTGRTWCTI HOPSI DI FEAFDE- - - - - - LLLMKRGG
M ABCGL7 PGSSGLSTEQRKRLTI AVELVANPSI | FNDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNTVDIGRTVWCTI HOPSI DI FEAFDE- - - - - - LLLMKRGG
M ABCGL9 PGVDGLSTEQRKRLTI AVELVANPSMVFVDEPTSGLDARAAAI VVRTVRNI VNTGRTI VCTI HOPSI DI FESFDE- - - - - - LLFMKRGG

Rycina 7.1. Rejon biatek MtABCG rozpoznawany przez przeciwciata GPDR. Schemat
przedstawiajgcy petny transporter ABCG z zaznaczonym (gwiazdkg) miejscem rozpoznawanym
przez przeciwciata GPDR (a); Zestawienie sekwencji AA petnych biatek MtABCG w rejonie

obejmujgcym miejsce rozpoznawane przez przeciwciata GPDR (kolor szary) (b).

(a) (b)
M

Opg 30pug 30ug M 5Sug 10ug 15pug 20pg 25pg 30ug

I

30pg 3

1/500 1/1000 1/2000 1/5000 1/2000

Rycina 7.2. Analiza Western blot dla frakcji mikrosomalnej, wyizolowanej z lisciowej hodowli
zawiesinowej, z wykorzystaniem przeciwciat (GPDR) rozpoznajgcych wszystkie biatka ABCG. Dla
takich samych ilosci frakcji mikrosomalnej (30 pg) i réznych stezen przeciwciat GPDR (a); dla

réznych ilosci frakcji mikrosomalnej przy danym stezeniu przeciwciat GPDR (1/2000) (b).
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7. ZALACZNIKI

Zatacznik nr 4. Wykresy RealTime PCR dla genu MtABCG10 (odczynnik Power SYBR
Green PCR Master Mix)

1025 | Threshold

Norm. Fluoro,

Rycina 7.3. Krzywa amplifikacji standardéw dla genu MtABCG10 przedstawiona w postaci

wykresu logarytmicznego z zaznaczong wartoscig progowg (treshold).

g T = Cwecling & Green (MEABCE 00
: ! | r=0,995285
e ISttt ittt | R"2=099852
: : D | m=-3328
Ty g g g i v
Sl I : | B=-n 264
0% e i -| Efficiency=1,00

Rycina 7.4. Krzywa standardowa dla genu MtABCG10.

/\\
0,4 i I

Rycina 7.5. Wykres krzywe] topnienia amplikonu MtABCG10.
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7. ZALACZNIKI

Zatacznik nr 5. Wykresy RealTime PCR dla genu MtABCG16 (odczynnik Power SYBR
Green PCR Master Mix)

050

2 |
Threshold|

Norm. Fluoro,

102 /

Rycina 7.6. Krzywa amplifikacji standardow dla genu MtABCG16 przedstawiona w postaci
wykresu logarytmicznego z zaznaczong wartoscig progowg (treshold).

ao - - Cycling A Green (krzywaPDR16):
! . R=0,99516

per= N R T ____ o F~2=0,99633
: : M=-3,303

e e e R e EEEEEEEEEEEEEEEEY B=10,132
: - Efficiency=1,01

Rycina 7.7. Krzywa standardowa dla genu MtABCG16.

0,30 |

N

Rycina 7.8. Wykres krzywej topnienia amplikonu MtABCG16.
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7. ZALACZNIKI

Zatacznik nr 6. Wykresy RealTime PCR dla genu aktyny (odczynnik Power SYBR Green
PCR Master Mix)

Norm. Fluoro.

y / /
%
5 10 15 20

Rycina 7.9. Krzywa amplifikacji standarddéw dla genu aktyny przedstawiona w postaci wykresu
logarytmicznego z zaznaczong wartoscig progowq (treshold). (Praca magisterska Marty
Frankowskiej 2007).

25 30 35 40

17"'E'“"“'7"""""'“'“"':"""""“"“'“:‘ """"" Cycling & Green (Aktyna):

T = T o F=0,99977

as o T li___. R 2=0, 000955
i i M=-3,355

; ; B=1,748

13——————————f———————————— ——————-———————————————————E— ————————— Efficiency=097

Rycina 7.10. Krzywa standardowa dla genu aktyny. (Praca magisterska Marty Frankowskiej

2007).

Rycina 7.11. Wykres krzywej topnienia amplikonu aktyny. (Praca magisterska Marty
Frankowskiej 2007).
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7. ZALACZNIKI

Zatacznik nr 7. Wykresy RealTime PCR dla genu aktyny (odczynnik MESA GREENQPCR)

10 "
o _
5 107
>
L
S
2 107 /

Threshold /
-3 ;
10 ) ) ) )
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Rycina 7.12. Krzywa amplifikacji standarddw dla genu aktyny przedstawiona w postaci
wykresu logarytmicznego z zaznaczong wartoscig progowa (treshold).

w e - b oo -] Cycling A .Green (Page 1):

awd o T . . ¢ | R=0959354

O D = o .| Rr2=090088

v T m=-3 404

22 R bbbt i = =11 1

20 - T b3 Efficiency=0,37
L
LT T L T s LT CETTE R :

TR R e e : ;

124 - I o b T

L1 e T

S I A . A .

of S S '

Concentration

Rycina 7.13. Krzywa standardowa dla genu aktyny.

10 ‘

Rycina 7.14. Wykres krzywej topnienia amplikonu aktyny.
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7. ZALACZNIKI

Zatacznik nr 8. Wykresy RealTime PCR dla genu MtABCG10 (odczynnik MESA
GREENQPCR)

10°
o B
5 107
>
w
£
S 102 Threshold / // // /
-3 /
lo I I I I / I
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Rycina 7.15. Krzywa amplifikacji standardéw dla genu MtABCG10 przedstawiona w postaci
wykresu logarytmicznego z zaznaczong wartoscig progowg (treshold).

! T | Cycling A Green (Page 1
EEE I TTTTTTmmmommmmoemees kbbb 171 R=099356
o e R L L ET T I e f- == k|
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i ] SR e T Lo 1-4 B=-1833
ag o TTe v ________________._ | Efficiency=0295

TR e :
164--mmaman- CECECETPEP R R L P PR L TECE R R 4
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124 T IR bogoomo oo .
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Concentration

Rycina 7.16. Krzywa standardowa dla genu MtABCG10.

A\

Rycina 7.18. Wykres krzywej topnienia amplikonu MtABCG10.
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