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WSTEP

1. WSTEP

Ontogeneza roslin, od momentu powstania do zakonczenia rozwoju, podlega
ciggltej regulacji i kontroli. Fitohormony, jako organiczne czasteczki sygnalne
produkowane przez organizmy ro$linne, koordynuja ich wszystkie funkcje zyciowe.
Wystepuja powszechnie w komérkach na niskim poziomie, rzedu 107 M — 10® M
(Kopcewicz 1 Lewak, 2005). Inicjuja kaskade przekazywania sygnatu wewnatrz lub
zewnatrzkomorkowego, ktora przektada si¢ na odpowiedz komorkowsg. W
przeciwienstwie do hormondéw zwierzecych efekty dziatania fitohormonéw wykazuja
charakter plejotropowy. Klasyfikacja hormondéw roslinnych oparta jest na
podobienstwie struktury chemicznej oraz pelnionych przez nie funkcji biologicznych.
Wsrod fitohormonow wyrodznia si¢ 9 klas: auksyny, cytokininy, gibereliny, etylen, kwas
abscysynowy, brasinosteroidy, kwas salicylowy, kwas jasmonowy oraz strigolakton.
Funkcjonowania poszczegélnych klas hormonéw nie mozna rozpatrywaé oddzielnie,
lecz jedynie w kontekscie ich koegzystencji z innymi fitohormonami. Efekty dziatania
zaleza w duze] mierze od réwnowagi stezeh w komodrce oraz interakcji migdzy

hormonami nalezacymi do réznych klas (Wang i Irving, 2011; Pieterse i wsp., 2009).

1.1 Cytokininy

Cytokininy stanowig grup¢ regulatorow wzrostu i1 rozwoju roslin, do ktorej
zalicza si¢ zardwno fitohormony jak 1 substancje o dzialaniu analogicznym do
hormonéw roslinnych, jednak nie wystepujace naturalnie w ro$linach. Endogennie
wystepujace cytokininy sa pochodnymi adeniny (6-aminopuryny) posiadajacymi
podstawnik alifatyczny (cis i trans-zeatyna, dihydrozeatyna, N°-izopentelynoadenina)
lub aromatyczny (6-benzyloaminopuryna, topoliny) w pozycji N° piericienia
purynowego. Syntetyczne cytokininy to pochodne mocznika np. tidiazuron (TZ), N-(2-
chloro-4-pirydylo)-N9-fenylomocznik (CPPU), difenylomocznik (DPU). Homeostaza
cytokinin jest czasowo oraz przestrzennie regulowana poprzez utrzymanie rOwnowagi
pomiedzy ich syntezg a katabolizmem. Obecno$¢ cytokinin tj. rybozyd 2iP oraz rybozyd
zeatyny zaobserwowano Ww bezposrednim sasiedztwie antykodonu w tRNA
specyficznych dla seryny, izoleucyny, tyrozyny i cysteiny jak rdwniez w sasiedztwie
rRNA oraz w bliskim sgsiedztwie rejonu poliadenylowego mRNA (rybozyd BA)
(Armstrong | wsp., 1969; Murai i wsp., 1978; Taller i wsp., 1987; Barciszewska i wsp.,
1988).



WSTEP

Postulowane sa dwie drogi prowadzace do powstania wolnych cytokinin: 1)
uwalnianie podczas oksydacyjnej degradacji RNA lub DNA oraz ii) synteza de novo
(Schulling i wsp., 2004). Rycina 1 przedstawia wzory strukturalne wybranych cytokinin.
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Ryc.1. Zestawienie wzorow strukturalnych wybranych przedstawicieli cytokinin - pochodnych
adeniny i mocznika oraz ich rybozydow (Ciesielska i wsp., 2012 — zmodyfikowana)

Proces degradacji tRNA rozpoczyna si¢ jego izopentenylacja, w ktorej
uczestniczy enzym izopentenylotransferaza (tRNA IPT). Powstaly produkt, cis-
hydroksyizopentenylo-tRNA, podlega rozktadowi do cis-zeatyny (Miyawaki i wsp.,
2006; Hirose i wsp., 2008). W dalszym etapie Cis-zeatyna ulega konwersji do aktywnej
biologicznie trans-zeatyny przy udziale cis-trans-izomerazy. Z uwagi na zbyt wolne
tempo przemian tRNA w komorce, mechanizm ten jest niewystarczajacy aby
zaopatrzy¢ komorki w potrzebg ilo$¢ czasteczek sygnalnych (Barciszewski i1 wsp., 2000;
Haberer i Kieler, 2002; Czerpak i Piotrowska, 2003).

Wykazano, ze kluczowym enzymem bioragcym udzial w syntezie cytokinin de novo jest

ADP/ATP izopentenylotransferaza adenylanowa.
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Enzym ten przenosi tancuch izopentenylowy, pochodzacy z aktywnego o,0-
dimetyloallilopirofosforanu, na azot N° grupy aminowej mono-, di oraz trifosforanow
adenozynowych (AMP, ADP lub ATP). Takei i wsp. (2001) zidentyfikowali w genomie
A. thaliana dziewig¢¢ genow kodujacych izoformy biatka IPT. Badania miejsca ekspresji
genow Atipt wykazaly, Zze synteza cytokinin odbywa si¢ nie tylko w wierzchotku
korzenia, ale rowniez w mtodych lisciach, kwiatach, niedojrzatych nasionach, tkankach
floemu, embrionach roslinnych oraz zawigzkach lodyg. Odkrycie to sugeruje, ze
cytokininy mogg by¢ syntetyzowane we wszystkich organach roslinnych, jednak
poziomy ekspresji genow Atipt wykazuja duze zréznicowanie zaréwno w obrebie
organéw jak i tkanek roslinnych (Nordstorm, 2004; Miyawaki i wsp., 2004). Ekspresja
gendéw ipt modulowana jest obecno$cig jonow azotu, siarczanowych oraz
fosforanowych (Sakakibara, 2006; Hirose i wsp., 2008).

Obecne w komorkach roslinnych cytokiny ulegaja réznorodnym przemianom i
modyfikacjom tj. glikozylacja, hydroksylacja, rybozylacja, w wyniku ktorych powstaja
nieaktywne biologicznie pochodne o funkcji zapasowej lub transportowej. Nieaktywne
rybozydy cytokininowe moga uledz ponownej konwersji do formy aktywnej dzieki
enzymowi fosforybohydrolazie, kodowanej przez gen log (ang. LONELY GUY),
(Kurakawa i wsp., 2007; Kudo i wsp., 2010).

Biologicznie aktywne cytokininy, pelnigce funkcje zwigzku sygnalnego, wystepuja w
komorce postaci wolnej zasady. Nieodwracalna degradacja cytokinin jest Scisle
regulowana przez rodzing genéw kodujacych oksydazy/dehydrogenazy cytokinin (ang.
cytokinin oxidase/dehydrogenases, CKXs), odcinajgce tanuch boczny od pier§cienia
purynowego cytokinin (Ashikari i wsp., 2005). Enzymy CKXs dokonujg oksydacyjnego
ciecia w pozycji N° lancucha bocznego, uwalniajac od pierécienia purynowego
cytokininy aldehyd oraz adening lub adenozyn¢ (Frebort i wsp., 2011). Geny ckxs,
podobnie jak ipt, r6znig si¢ profilami ekspresji w zalezno$ci miejsca ekspresji, stanu
fizjologicznego ro$liny oraz zaistnialych czynnikow s$rodowiskowych (Perilli i wsp.,
2010). Procesy degradacji cytokinin stanowig istotny czynnik regulujacy ich aktywno$¢

biologiczna.

11



WSTEP

1.1.1 Transport cytokinin

Cytokininy stanowia grup¢ mobilnych hormonéw. Precyzja w indukowaniu
przez nie sygnalu komoérkowego w duzej mierze zalezna jest od mechanizméw ich
transportu w obrgbie catej rosliny.
Znakowane radioaktywnymi izotopami cytokininy zaaplikowane na liscie wykryto w
innych organach roéliny, stad tez wniosek o mozliwosci ich translokacji na dalekie
odleglosci, a nie tylko w obrebie sasiadujacych ze soba komorek (Taiz 1 Zeiger, 2010).
Syntetyzowane w korzeniu cytokininy transportowane sa akropetalnie wraz z sokiem
ksylemu dzieki obecnosci sit transpiracji (Foo i wsp., 2007). Gtéwng formg cytokinin
zidentyfikowang w soku ksylemu jest nukleozyd trans-zeatyny (tZR), (Hirose i wsp.,
2008; Kudo i wsp., 2010). Transport w kierunku od korzenia ku wierzchotkowi wzrostu
pedu podlega kontroli zaréwno ze strony czynnikow wewnetrznych jak i
srodowiskowych.
Suplementacja kukurydzy w jony azotanowe zwigksza stopien przeplywu akropetalnego
syntetyzowanych w korzeniu cytokinin (tj. trans-zeatyna), oraz akumulacj¢
transkryptow genoéw ipt i regulatorow odpowiedzi (ang. response regulator, RR) w
lisciach (Takei i wsp., 2001; 2004). Powyzsze doswiadczenie wskazuje na rybozyd
trans-zeatyny jako czasteczke transmiterowg w przekazywaniu sygnatu indukowanego
przez jony azotanowe na dalekie odlegtosci. Bishopp 1 wsp. (2011) zauwazyli jednak, ze
skala transportu cytokinin w kierunku wierzchotka wzrostu pgdu przez elementy drewna
jest niewielka w poréwnaniu z transportem cytokinin w kierunku korzenia
(bazypetalnie) przez elementy tyka (glownie cytokininy typu iP).
Przemieszczanie cytokinin z komorki do komorki wymaga pokonania bariery jaka jest
obecno$¢ blony komorkowej. Transport aktywny wolnych cytokinin (ang. cytokinin
nucleobase) ma charakter symportu, gdzie réwnoczesnie z hormonem do wnetrza
komorki dostajg si¢ kationy wodorowe. Mediatorami transmisji s3 w tym przypadku
transportery nalezgce do rodziny permeaz purynowych (ang. purine permease family,
PUP). Energia niezbedna do translokacji cytokinin z wykorzystaniem przeno$nikéw
btonowych typu PUP pochodzi z dokomérkowej dyfuzji jonéw H', wynikajacej z
dazenia protonow do wyrdwnania stezen po obu stronach btony komorkowej. Transport
odbywa si¢ wbrew gradientowi st¢zenia cytokinin. Badania przeprowadzone na A.
thaliana wykazatly, ze komorkowy pobor adeniny ulegt kompetytywnej inhibicji przez

trans-zeatyng.
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Wynik ten dowodzi, Ze cytokininy wykorzystuja ten sam system transportu co
czasteczki adeniny oraz kofeiny (Gillissen 1 wsp., 2000; Burkle i wsp., 2003; Cedzich i
wsp., 2008).

Nukleozydy cytokinin transportowane sg przez rodzing zrbwnowazonych transporterow
nukleozydowych (ang. equilibrative nucleoside transporter, ENT) zgodnie z gradientem

stezenia w komorce (Hirose i wsp., 2005).

1.1.2 Przekazywanie sygnalu indukowanego przez cytokininy

Wiedza dotyczaca biologicznych funkcji cytokinin jest rozlegta, jednakze
molekularny mechanizm lezacy u podstaw ich dziatania w dalszym ciggu pozostawia
szereg pytan do rozstrzygnigcia. Folke Skoog odkryl cytokininy ponad 60 lat temu, ale
receptor (ang. cytokinin receptor 1, CRE1/AHK4) dla tych fitohormondéw
zidentyfikowano u rzodkiewnika zaledwie dekade temu (Inoue i wsp., 2001; Suzuki i
wsp., 2001, Yamada i wsp., 2001). Geny kodujace biatka receptorowe cytokinin (ahk2,
ahk3, ahk4/crel), bedace kinazami histydynowymi, zlokalizowano na chromosomie 2 u
Arabidopsis. Poniewaz wszystkie poznane dotychczas receptory cytokinin tj. biatka
AHK?2, AHK3 oraz AHK4/CREl wykazuja analogiczng funkcj¢ oraz strukture, w
dalszej czesci rozprawy termin receptor cytokinin stosowany bedzie wymiennie jako
CREI lub AHK4 (ang. Arabidopsis Histidine Kinase 4; pierwszy poznany).
Receptor cytokinin zbudowany jest z 1) N-terminalnej domeny sygnalnej CHASE (ang.
Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular), odpowiedzialnej za
wigzanie hormonoéw, i1) wewnatrzkomorkowej domeny przekaznikowej, posiadajacej
aktywno$¢ kinazowg oraz iii) dwoch domen regulatorowych zlokalizowanych na C-
koncu biatka. Hothorn i wsp. (2011) rozwigzali struktur¢ pozakomoérkowej domeny
CHASE biatka AHK4, ujawniajac podobienstwo do struktury biatka specyficznie
wigzgcego cytokininy (ang. Cytokinin Specific Binding Protein, CSBP) z fasoli mung —
Vigna radiata (Pasternak i wsp., 2006). Ostatnie badania wykazaty, ze receptor CRE1
jest zlokalizowany w btonie retikulum endoplazmatycznego (ER), jednoczes$nie nie
wykluczajac jego koegzystencji w blonie komoérkowej oraz innych kompartmentach
subkomorkowych (Caeser i wsp., 2011; Wulfetange i wsp., 2011). Wniosek ten rzuca
nowe S$wiattlo na dotychczasowy model transdukcji sygnatu indukowanego przez
cytokininy. Obecnie proponowany schemat kaskady sygnalnej zaktada wnikanie

cytokinin do wnetrza komorki przy pomocy transporteréw ENT oraz PUP.
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W kolejnym etapie cytokininy kierowane sg one do ER, gdzie znajduja si¢ receptory
CRE1 (Heyl i wsp., 2012; Hothorn i wsp., 2011; Kudo i wsp., 2010; Pas i wsp., 2004).
Wigzanie biologicznie aktywnej formy cytokininy przez domen¢ CHASE indukuje
dimeryzacj¢ biatka receptorowego oraz autofosforylacje konserwatywnej reszty
histydyny w pozycji 80. Grupa fosforanowa ulega dalszej translokacji z reszty
histydyny na reszt¢ kwasu asparaginowego domeny regulatorowej CREI, a nastepnie na
reszte histydyny biatek HPt (ang. histidine phosphotransfer protein).
Niskoczasteczkowe (ok. 16 kDa), monomeryczne biatka HPt petnig funkcje
przenosnika grupy fosforanowej w komoérce pomiedzy wewnagtrzkomorkowa domeng
kinazowa receptora cytokinin a jadrowymi regulatorami odpowiedzi ARR (ang.
Arabidopsis response regulators) (Tanaka i wsp., 2004). Wyjatek stanowi biatko AHP6,
nie posiadajace w swojej sekwencji reszty His ulegajacej fosforylacji. AHP6 blokuje
dalsze przekazywanie sygnatu. Pozostale biatka AHP (u A. thaliana wykryto 9 genow
kodujacych biatka HPt) indukuja ekspresje genéw kodujacych zaréwno regulatory
odpowiedzi typu A jak i typu B (typ C nie jest wrazliwy na dzialanie cytokinin)
(PokChun To, 2007).
Interesujacego odkrycia dokonali Puwani i wsp. (2010) badajac zmiany w poziomie
ekspresji genow hpt podczas indukcji kaskady sygnalowej egzogenng cytokining.
Badacze wykazali, ze wowczas profil ekspresji genow kodujacych biatka HPt nie
zmienia si¢. Rola bialek HPt w przekazywaniu sygnatu indukowanego przez cytokininy
nie jest obecnie jednoznacznie okreslona. Nonpiur i wsp. (2012) dodatkowo
zasugerowali prawdopodobienstwo interakcji biatek HPt z receptorami etylenu (ETR),
ktore podobnie do CRE1 zakotwiczone s3 w ER 1 majg aktywnos$¢ kinazy biatkowe;.
Bialka ARR zbudowane sa z N-koncowej domeny regulatorowej, w ktorej
centrum znajduje si¢ reszta kwasu asparaginowego, niezbedna w procesie wigzania
grupy fosforanowej pochodzacej od bialek HPt. Odmienne efekty dziatania biatek ARR
typu A oraz B wynikaja z zasadniczej réznicy strukturalnej migdzy nimi (Oka i wsp.,
2002). Biatka ARR-A nie posiadaja domeny efektorowej, zaopatrzonej w sekwencje
wigzace do DNA, a w konsekwencji nie sg zdolne do transaktywacji genow w
odpowiedzi na dziatanie cytokinin (Hwang i Sheen 2001). Zaindukowane ARR-A

hamuja odpowiedz komorki na dziatanie cytokinin.
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W przeciwienstwie do nich biatka ARR-B sa pozytywnymi regulatorami transkrypcji
genow wrazliwych na dziatanie cytokinin (Kibal i wsp., 2003; To i wsp., 2007).

Schemat kaskady sygnatowej z udziatem cytokinin przedstawia Ryc. 2.

* *
* *

PUP ENT AHK2 AHK3 AHK4 C|§|1
I K‘ I \l I 1 '/ ‘

i <® <® (® <®
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H' 2iP,tz 2iPR,tZR
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Ryc.2. Obecny model kaskady przekazywania sygnatu indukowanego przez cytokininy
(Hwang i wsp., 2012 — zmodyfikowana)

1.1.3 Udzial cytokinin w wybranych aspektach wzrostu i rozwoju roslin

1.1.3.1 Merystem wierzcholkowy pedu

Aktywno$¢ cytokinin jest niezbgdna w utrzymaniu wzrostu i podzialow
komorkowych ~ niezrdéznicowanych, pluripotentnych ~ komoérek  merystemu
wierzchotkowego pedu (ang. shoot apical meristem, SAM). Werner i wsp. (2001, 2003)
jako pierwsi badali transgeniczne ro$liny A. thaliana wykazujace nadekspresje genu

kodujacego enzym deaktywujacy cytokininy — CKX.
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Zaobserwowana redukcja w poziomie aktywnych cytokinin fenotypowo objawiata si¢
znacznym zmniejszeniem wielkosci merystemu wierzchotkowego pedu. Podobny efekt
zauwazono w wyniku analizy A. thaliana posiadajgcego mutacje w trzech genach
kodujacych receptory cytokinin: ahk2, ahk3, ahk4/crel.

Konsekwencja obnizonej wrazliwosci komoérek na cytokininy byto zmniejszenie
wielkosci SAM oraz stopnia inicjacji rozwoju pakéw lisciowych. Z powyzszych
doswiadczen wynika, ze cytokininy pozytywnie reguluja rozwoj merystemu
wierzchotkowego pedu poprzez zwigkszenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego STM
(ang. shoot meristemless), stymulacje podziatdéw komorkowych oraz zapobieganie
réznicowaniu komoérek (Rupp i wsp., 1999; Nishimura i wsp., 2004; Riefler i wsp.,
2006; Shani i wsp., 2006). Aktywno$¢ oraz poziom cytokinin w regulacji wzrostu i
rozwoju SAM podlega bardzo precyzyjnej kontroli. Jednym 2z czynnikow
regulatorowych sg biatkka KNOTTEDI1 (KNOX1). KNOX1 stanowia grupe czynnikow
transkrypcyjnych peligcych funkcje represora réznicowania komoérek w obrgbie SAM.
Ich dziatanie koncentruje si¢ na utrzymaniu wysokiego stosunku zawartosci cytokinin
do giberelin w komorkach merystemu wierzchotkowego pedu (Di Giacomo i wsp.,
2008; Su i wsp., 2011). Ekspresja genow knoxl ograniczona jest to komorek SAM,
gdzie biatkka KNOXI1 hamuja ekspresj¢ genu kodujacego biatkko GA20ox (ang.
gibberrelin 20 oxygenase), biorgce udzial w syntezie giberelin (Kyozuka, 2007).
Dodatkowo wykazano, ze czynnik transkrypcyjny STM indukuje geny ipt, kodujace
enzymy biosyntezy cytokinin (Gordon i wsp., 2009). Gordon i wsp. (2009) badali
rowniez czynnik transkrypcyjny WUSCHEL (WUS) w konteks$cie udziatu cytokinin w
regulacji proliferacji komoérek merystematycznych. Ekspresja genu wus ma miejsce w
strefie centralnej (ang. central zone, CZ) komoérek merystemu wierzchotkowego pedu.
Biatko WUS wptywa na zwigkszenie szybkosci proliferacji komérek SAM poprzez
hamowanie ekspresji genow kodujacych regulatory odpowiedzi typu A, ARR7 oraz
ARR7 (Leibfried i wsp., 2005). Biatlka ARR typu A negatywnie reguluja odpowiedz
komorki na cytokininy. Wzrost stezenia cytokinin powoduje indukcje ekspresji genow
arr typu A, ktorych produkty negatywnie reguluja odpowiedzi na sygnaty indukowane
przez cytokininy poprzez hamowanie ekspresji genu wus (Hwang i Sheen, 2001;

Ferreira i Kieber, 2005; Sablowski, 2009).
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Badania na ryzu wykazaty, Ze na wzrost st¢zenia cytokinin w komoérkach SAM wplywa
aktywno$¢ enzymu fosforybohydrolazy (ang. lonely guy, LOG), ktéra zamienia
nieaktywne rybozydy cytokinin w aktywne hormonalnie wolne zasady. Rosliny, u
ktorych stwierdzono mutacje w genie log wykazujg znaczacg redukcje wielkoSci
merystemu wierzchotkowego pedu (Kurakawa i wsp., 2007; Kuroha i wsp., 2009; Perlili
I wsp., 2010).

1.1.3.2 Dominacja wierzcholkowa

Dominacja wierzchotkowa stanowi unikatowg ceche roslin determinujaca ich
architekture, tym samym odpowiada za réznorodno$¢ ksztaltéw roslin wyzszych.
Wzrost dominujacego pedu gldéwnego powoduje jednoczesng supresje rozwoju pedow
bocznych. Usunigcie wierzchotka wzrostu pedu glownego przyspiesza wyrastanie
pedow bocznych, powodujac rozkrzewianie ro$liny. Shimizu-Sato 1 wsp. (2009)
zaproponowali funkcjonalny model interakcji pomiedzy cytokininami i auksynami,
podczas dominacji wierzchotkowej. Auksyny, pochodzace z wierzchotka wzrostu pedu,
indukuja ekspresje gendw kodujacych enzymy CKXs, prowadzac do degradacji
cytokinin. Hamuja one réwniez syntez¢ cytokinin poprzez represj¢ genow ipt. W tym
samym czasie nastgpuje wzrost ekspresji genu kodujacego przenosnik auksyn PIN (ang.
auxin efflux carrier), stymulujac transport bazypetalny auksyn w todydze. W
konsekwencji roslina wykazuje silng dominacje wierzchotkowa i niewielki stopien
wyrastania pedow bocznych. Balans hormonalny ulega drastycznej zmianie w
momencie usuni¢cia wierzchotka wzrostu pedu gldéwnego. Zmniejszona zawarto$¢
auksyn w todydze jest sygnatem aktywujacym ekspresje genoéw ipt i synteze de novo
cytokinin, ktére promuja wyrastanie pedow bocznych. W momencie powstania pgdu
bocznego nastgpuje ponowna synteza de novo auksyn w nowopowstatym wierzchotku
wzrostu oraz hamowanie ekspresji genéw ipt (Dun i wsp., 2006; Foo i wsp., 2007;

Shimizu-Sato i wsp., 2009).

1.1.3.3 Korzen gléwny
Merystem korzeniowy reprezentuje kolejne miejsce ciaglej rywalizacji
pomiedzy auksynami i cytokininami. Wzajemny stosunek tych dwoch grup regulatoréw

wzrostu wptywa na zmiany w rozwoju i funkcjonowaniu korzenia.

17



WSTEP

Auksyny promuja podzialty komorkowe w strefie centralnej merystemu korzeniowego
(ang. central zone, CZ), w konsekwencji powodujac wzrost korzenia. Cytokininy
wykazuja antagonistyczne dziatanie w stosunku do auksyn. Inicjuja rdéznicowanie
komorek merystematycznych korzenia w wyspecjalizowane komorki np. tkanki
przewodzacej ksylemu lub tyka w strefie przejéciowej merystemu (ang. transition zone,
TZ). Widocznym skutkiem jest zmniejszenie wielkosci korzenia poprzez zahamowanie
jego wzrostu elongacyjnego (Dello Ioio i wsp., 2007; Perilli i wsp., 2010; Werner i wsp.,
2003; Werner i wsp., 2001).

Posrednictwo cytokinin w roéznicowaniu komorek rozpoczyna si¢ ich percepcja przez
receptor CRE1, a konczy na aktywowaniu jadrowych regulatoréw odpowiedzi typu B tj.
ARRI1 (Taniguchi i wsp., 2007). Czynnik transkrypcyjny ARRI1 aktywuje gen shy2
(ang. SHORT HYPOCOTYL2). Gen ten stanowi repressor odpowiedzi na auksyny
nalezacy do rodziny Aux/IAA (ang. auxin-responsive genes). Koduje on biatko jadrowe
charakteryzujgce si¢ bardzo krotkim okresem poéttrwania (maksymalnie 8 min.) (Tian i
wsp., 2002). Ekspresja genu shy2 ma miejsce w TZ merystemu korzeniowego.
Chapman i Estelle (2009) wykazali, ze mutacja w genie shy2 prowadzi do braku
odpowiedzi na sygnat indukowany przez cytokininy i w konsekwencji do wzrostu
merystemu korzeniowego. Biatko SHY2 obniza poziom transkrypcji genow pin oraz ipt.
W genomie A. thaliana zidentyfikowano osiem gendéw kodujacych biatka PIN. Biatka te
sa zakotwiczone w btonie komorkowej, gdzie biorg udzial w transporcie aktywnym
auksyn. Obnizenie aktywnosci biatek PIN przy udziale cytokinin skutkuje zmniejszong
zawartoscig auksyn w CZ, inicjacjg roznicowania komorek w obrebie TZ merystemu
korzeniowego a w efekcie koncowym zahamowaniem wzrostu korzenia. Cytokininy
modyfikuja funkcje bialek PIN na etapie potranskrypcyjnym. Poziom transkryptow

genow pin pozostaje niezmieniony (Ruzicka i wsp., 2009; Zhang i wsp., 2011).

1.1.3.4 Starzenie sie lisci

Starzenie si¢ liSci jest ostatnim programowanym procesem w rozwoju rosliny,
finalnie prowadzacym do jej $§mierci. Na jego przebieg maja wpltyw zarowno czynniki
abiotyczne (tj. susza, limitowany dostep skltadnikéw odzywczych, temperatura, stres
oksydacyjny) jak i biotyczne (infekcja patogenem). Zmiany te zachodza szybciej w

ciemnosci, podczas gdy naswietlenie hamuje ich przebieg (Wingler i wsp., 1998).
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W  komoérce obserwowana jest znaczna przewaga zachodzacych procesow
katabolicznych nad anabolicznymi. Asymilacja wegla zostaje zastapiona procesami
degradacji chlorofilu, bton komérkowych oraz biatek 1 kwaséw nukleinowych. Podczas
starzenia si¢ liSci ekspresja genow ipt ulega obnizeniu, a aktywowana zostaje ekspresja
gendéw kodujgcych dehydrogenazy/oksydazy cytokinin (ckx). Dowiedziono, ze
cytokininy hamujg proces starzenia si¢ liSci m.in. poprzez zapobieganie degradacji
chlorofilu (Schippers i wsp., 2007). Balibrea Lara i wsp. (2004) wykazali rowniez, ze
cytokininy indukujg aktywnos$¢ pozakomorkowej inwertazy, zwigzanej jonowo ze
sciang komorkowa.

Enzym ten hydrolizuje czasteczki sacharozy do monomeréw heksoz (fruktozy i
glukozy). Inwertaza oraz transportery heksoz odpowiedzialne sa za zwigkszony pobor
cukréw prostych przez starzejace si¢ liscie. Inhibicja aktywnosci enzymu promuje
procesy starzenia. W starzejacych si¢ lisciach zahamowana jest transkrypcja genow
kodujacych regulatory odpowiedzi na cytokininy typu-A. Zaaplikowanie egzogennej
cytokininy aktywuje ich ekspresj¢ (Buchanan-Wollaston i wsp., 2005). Dodatkowo,
cytokininy wywotuja nastepujace efekty: 1) indukuja ekspresj¢ gendw kodujacych
rybosomalne biatka S14, S16, L13a oraz L30 ii) zapobiegaja utracie wody przez rosling
poprzez inhibicj¢ transpiracji oraz iii) dzieki kontroli transkrypcji gendéw kodujacych
peroksydazy i lipoksygenazy chronig komorki przed skutkami aktywnosci wolnych
rodnikow (Cherepneva i wsp., 2003; Boonman i Pons, 2007; Cerny i wsp., 2011;
Gomez-Lobato i wsp., 2012)

1.1.3.5 Regulacja cyklu komoérkowego

Pierwszym zaobserwowanym efektem dziatania cytokinin byla ich zdolno$¢ do
stymulowania podzialow komodrkowych. Hormony te biorg udzial w regulacji przejscia
z fazy G1 do S oraz z G2 do M podczas mitozy. Cytokininy indukujg ekspresje genu
kodujacego cykling 3 typu D (CycD3) podczas fazy G1. Cykliny oddziatujg z kinazami
zaleznymi od cyklin (ang. cyklin dependent kinases, CDK) oraz reguluja specyficznosc¢
substratowg utworzonych komplekséw. Cykliny typu D zawieraja motyw LxCx(D/E)
zlokalizowany na N-koncu biatka. Odpowiada on za wigzanie do bialek RBR (ang.
retinoblastoma-related protein). Biatka RBR indukcja ekspresje czynnika
elongacyjnego EF2 (ang. elongation factor 2), stymulujacego wejscie komorki w faze S
podziatu mitotycznego (Dewitte | wsp., 2003, 2007).
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Cytokininy indukujg réwniez ekspresje genu kodujacego biatko Cdc25 (ang. cell
division cycle 25). Cdc25 posiada aktywnos¢ fosfatazy i aktywuje kompleks CDK/Cyc
poprzez defosforylacje konserwatywnych reszt treoninowych, tym samym umozliwiajac
przejscie z fazy G2 do M, w ktorej nastepuje podziat komoérki (Zhang i wsp., 2005;
Lipavska i wsp., 2011).

1.1.3.6 Reakcje obronne roslin

Infekcja rosliny patogenem indukuje w niej mechanizmy obronne, w postaci
odpowiedzi lokalnej (tzw. reakcja nadwrazliwosci) lub obejmujacej catg rosling (tzw.
reakcje systemiczne). Dotychczas funkcjonujacy model systemicznej odpornosci
nabytej (ang. systemic acquired resistance, SAR) roslin, w ktorej za posrednictwem
czasteczki sygnalnej, tj. kwasu salicylowego, indukowana jest ekspresja genow
kodujacych biatka zwiazane z patogeneza (PR), nie uwzglednia roli cytokinin w tym
procesie. Badania nad rzodkiewnikiem infekowanym bakterig patogenng Pseudomonas
syringa pv. tomato wskazujg jednak na znaczacy udzial cytokinin w w/w szlaku.
Cytokininy, za posrednictwem receptora CREI1, indukuja ekspresj¢ genow kodujacych
regulator odpowiedzi typu B - ARR2. Bialko ARR2 wigze si¢ do czynnika trzeciego
odpowiedzi na kwas salicylowy TGA3 (ang. TAGCG motif-binding protein 3). TGA3
aktywuje geny kodujace biatka biorgce udziat w szlaku biosyntezy kwasy salicylowego
(ang. salicylic acid biosynthesis, SID) oraz geny kodujace biatka PR klasy 1,21 5. W
konsekwencji cytokininy wzmacniajag odpowiedZ obronng rosliny za posrednictwem
szlaku przekazywania sygnalu indukowanego kwasem salicylowym (Arqueso i wsp.,
2012; Choi i wsp., 2010, 2011; Hwang i wsp., 2012). Co ciekawe, u tytoniu
zainfekowanego tym samym szczepem bakterii patogennych nie zaobserwowano
interakcji cytokininy-kwas salicylowy. Grosskinsky i wsp. (2011) wykazali, ze indukcja
syntezy cytokinin zainicjowana infekcja nie wywoluje wzrostu poziomu kwasu
salicylowego, lecz akumulacje fitoaleksyn tj. skopoletyna 1 kapsidiol. Nie ulega
watpliwosci, ze cytokininy partycypuja w reakcjach obronnych ro$lin, jednak
molekularny mechanizm ich dzialania pozostaje nadal niejasny. Zagadnienie dodatkowo

komplikuje fakt jego zréznicowania u roslin nalezacych do réznych gatunkow.
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1.2 Bialka wiazace cytokininy

Badania nad biatkami wigzacymi cytokininy (ang. cytokinin binding proteins,
CBPs) rozpoczgto w latach 70-tych XX w. Berridge 1 wsp. (1970) jako pierwsi odkryli
obecnos¢ biatek CBF we frakcji zawierajacej rybosomy pochodzacej z lisci kapusty
(Brassica rapa). Wykorzystujac radioaktywnie znakowana kinetyne (8-'*C-kinetyna)
oraz BAP (6-furfuryloamino-[8-'*C]puryna) wykazali istnienie kilku miejsc wigzacych
cytokininy w rybosomie 83S. Zwigzanie cytokinin uniemozliwitlo synteze bialek w
warunkach in vitro, sugerujac udziat CBPs w procesie inicjacji biosyntezy fancuchow
polipeptydowych.

Trzy niezalezne grupy badaczy wyizolowaly biatka wigzace cytokininy z frakcji
rozpuszczalnych biatek pochodzacych z zarodkow pszenicy (Triticum durum). Erion i
Fox (1977) opisali biatko CBF-1 jako holoproteing (140 kDa) zbudowang z trzech
podjednostek o masach molekularnych: 54 kDa, 50 kDa oraz 40 kDa. Stala dysocjacji
BAP oraz kinetyny oszacowano na poziomie 10°-107 M. Znacznie slabsze bylo
wiazanie zeatyny, Ks=1.6x10" M. Biatko CBF-1 stanowilo ok. 10% wszystkich
rozpuszczalnych biatek zarodkowych, stad tez zasugerowano, ze kontroluje ono poziom
wolnych cytokinin podczas embriogenezy (funkcja zapasowa).

Moore (1979), stosujac metode saczenia molekularnego na kolumnie ze zlozem
Sephadex G-200, oczyscit biatko wigzace cytokininy o tacznej masie molekularnej
wynoszacej 122 kDa. Rozdzial preparatu w Zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych wykazal obecnos¢ trzech grup prazkéw: 1) tryplet prazkow o masie w
granicach 56 kDa, 1) kwadruplet pragzkéw o masie ok. 40 kDa oraz iii) prazek o masie
molekularnej 15 kDa. Analiza sily wigzania cytokinin do biatka pozwolita na
wyznaczenie statych dysocjacji: i) dla kinetyny Ks=1.2x10> M oraz ii) dla zeatyny
K4=100 pM. Wartosci statych dysocjacji przewyzszaja poziom endogennych cytokinin
w roslinie, stad tez na podstawie wyzej opisanych wynikow wykluczono spekulowang
funkcje receptorowg badanego biatka.

Badania przeprowadzone na zarodkach pszenicy przez Polya i Davis (1978)
wykazaty obecno$¢ rozpuszczalnego biatka o masie 180 kDa. Rozdzial biatka w
warunkach denaturujacych pozwolil na identyfikacje prazkéw odpowiadajacych
podjednostkom o masach molekularnych 60 kDa, 46 kDa, 43 kDa, 14 kDa oraz 13 kDa.
Stata dysocjacji kompleksu biatka z kinetyna wynosita Kg=2x107 M.
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Niskie st¢zenia cytokinin purynowych, zaréwno naturalnych jak i syntetycznych,
inhibowato wigzanie kinetyny do biatka. Pochodne adeniny nie posiadajace aktywnosci
cytokininowej nie wykazywaty powinowactwa do biatka CBP-1 (Polya i Bowman,
1979).

Cytozolowe, monomeryczne biatko odwracalnie wiazace [‘H]trans-zeatyne
(CBP67) wykryto w liscieniach 10-dniowych siewek jeczmienia (Hordeum vulgare).
CBP67 charakteryzowato si¢ masg molekularng wynoszacg 67 kDa oraz statg dysocjacji
trans-zeatyny Kq=1.5x10® M. W warunkach in vitro wykazano aktywacje syntezy
rRNA przez CBP67 (Kulaeva i wsp., 1995, 1998). Homologiczne biatko
zidentyfikowano w chloroplastach i jadrze komorkowym jeczmienia (Kulaeva i wsp.,
2000) oraz amyloplastach i chloroplastach kukurydzy (CBP70) (Brovko i wsp., 2010).
Biatka CBP67 oraz CBP70 uznano za czynniki dziatajace in trans w regulacji fazy
elongacji RNA podczas procesu transkrypcji.

Mitsui i Sugiura (1993) wyizolowali z lisci tytoniu (Nicotiana sylvestris)
kompleks biatek wigzacych cytokininy o masie molekularnej 130 kDa (CBP130).
CBP130 sktada si¢ z dwoch podjednostek biatkowych: 57 kDa (CBP57) oraz 36 kDa
(CBP36). Zauwazono, ze sekwencja 41 reszt aminokwasowych zlokalizowanych na N-
koncu CBP57 wykazuje homologi¢ do hydrolazy S-adenozyno-L-homocysteiny z
pietruszki, a oczyszczony kompleks CBP130 wykazuje analogiczng aktywnos¢. Wyniki
te sugeruja na udziat cytokinin w kontroli metylacji DNA oraz biatek.

Biatka CBP1 oraz CBP2 wykryto we frakcji rozpuszczalnych biatek kalusa
tytoniu (Nicotiana tabaccum) (Kobayashi i wsp., 2000). Wykazano, ze jedna czgsteczka
CBP1(34 kDa) oraz CBP2 (26 kDa) posiada dwa miejsca wigzania cytokinin. Stata
dysocjacji kompleksu biatko — BAP dla miejsca wigzania o wyzszym powinowactwie
do ligandu wynosita odpowiednio: Kd/CBpl_BAp:8.87X10-6 Mi Kd/Csz_BAp=1.08x10'6 M.
Miejsce wigzania o nizszym powinowactwie do ligandu charakteryzowaty state
dysocjacji o wartosciach odpowiednio: Kd/CBpl_BAp=1.35x10'4 M1 KWCBPZ_BAPZZBXIO'S
M. Wiazanie hormonu przez biatka CBP1 oraz CBP2 zachodzito w zakresie pH 6.5 —
7.5. Analiza sekwencji aminokwasowych uwidocznita homologi¢ rejonu N-koncowego
CBP2 do biatek OLP (ang. osmolin-like proteins) (na poziomie 92.9%). Osmotyny
reprezentuja klase VIII biatek zwigzanych z patogeneza (ang. pathogenesis-related

proteins, PR) u roslin.
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Petnig funkcje obronne w odpowiedzi rosliny na stres osmotyczny, temperaturowy oraz
infekcje grzybami patogennymi (Victorova 1 wsp., 2012). Z uwagi na podobne
wlasciwosci biochemiczne rekombinowanych biatek CBP2 oraz OLP wysuni¢to
hipoteze o ich przynalezno$ci do tej samej rodziny biatek stresu (Igarashi i wsp., 2001).
Wszystkie opisane wyzej biatka wigzace cytokininy nie speiniaja w peini
kryteriow stawianych receptorowi dla tych fitohormonéw (tj. odwracalne i specyficzne
wigzanie cytokinin - pochodnych adeniny i mocznika, stala wigzania odpowiadajaca
naturalnemu stezeniu cytokinin w komorce roslinnej, niska zawarto$¢ subkomoérkowa,
duza zachowawczo$¢ sekwencji aminokwasowej 1 struktury przestrzennej). W roku
2001 odkryto u A. thaliana transblonowy receptor cytokinin, AHK4/CRE1. Biatko to
posiada rowniez funkcj¢ kinazy histydynowej (Inoue i wsp., 2001; Suzuki i wsp., 2001;
Yamada i wsp., 2001). U rzodkiewnika wystepujg dwa homologi biatka AHK4: AHK2
oraz AHK3, réwniez wykazujace aktywnos$¢ kinazowa. Masa molekularna biatka
AHK4 wynosi 120 kDa. AHK4 odwracalnie wigze zardwno trans-zeatyne, 2-
izopentyloadening (2iP) jak i tidiazuron (TZ). Rybozydy cytokinin nie sg rozpoznawane
przez CREI. Stata dysocjacji kompleksu biatko-ligand wskazuje na bardzo specyficzne

wiazanie cytokinin i wynosi 4.55x10™ M.

1.2.1 Bialka specyficznie wigzace cytokininy - CSBP

Badania nad biatkami wiazacymi cytokininy w ro$linach motylkowatych
zapoczatkowal Nagata i wsp. (1993). Wyizolowane z etiolowanych siewek fasoli mung
(Vigna radiata) bialko wykazywato niezwykle wysokie powinowactwo do cytokinin
zarobwno naturalnych pochodnych purynowych jak 1 syntetycznych pochodnych
mocznika. Stata dysocjacji komplekséw: biatko-BAP (benzyloaminopuryna) wynosita
3x10° M, a biatko-4PU30 [N-fenylo-N’-(4-pirydylo)mocznik] 4x10™'° M. Biatko nie
wigzato rybozydoéw cytokinin oraz wolnej adeniny. Opierajac si¢ na tych obserwacjach
nazwano je biatkiem specyficznie wigzacym cytokininy (ang. Cytokinin-Specific
Binding Protein, CSBP). Mas¢ molekularng wyznaczono na 17 kDa. Analiza sekwencji
aminokwasowej oraz przewidywanie struktury III rzedowej pokazaty, ze VrCSBP
stanowi nowg podklase w obrebie biatlek PR-10 (ang. pathogenesis related class 10 -
klasa 10 biatek zwigzanych z patogenezg).
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1.2.2 Bialka klasy PR10

Biatka PR10 stanowig jedna z grup bialek indukowanych w procesie
patogenezy. Wedlug aktualnie obowigzujacej klasyfikacji wyrdznia si¢ 17 klas biatek
PR o zrdéznicowanej aktywnos$ci biologicznej (van Loon i van Strien, 1999; Ebrahim i
wsp., 2001).
Do klasy 10-tej biatek PR zalicza si¢ kwasne biatka cytozolowe (pl 4.5-5.5) o masie
czasteczkowej 16-18 kDa, sktadajace si¢ ze 155-163 reszt aminokwasowych.
Wystepuja one u roslin jedno- i dwulisciennych 1 kodowane sg przez rodziny
wielogenowe. Homologi tych bialek wykazujg zrdéznicowany poziom ekspresji w
poszczegolnych organach rosliny, zaleznie od stadium rozwojowego (Sikorski i wsp.,
1999; Handschuh i wsp., 2007). Ich funkcja biologiczna nie zostata jednoznacznie
wyjasniona. Okreslenie PR10 zaczgto stosowaé¢ do grupy bialek o istotnym
podobienstwie sekwencji aminokwasowej, wiaczajac biatka nie zwigzane z patogeneza
czy stresem (tj. biatka wigzace fitohormony). Tabela 1 zawiera zestawienie dotychczas

poznanych klas bialek zwigzanych z patogeneza.

Tabelal. Klasyfikacja biatek obronnych wg van Loon i van Strien (1999)

KLASA WLASCIWOSCI BIALKA

PR-1 Bialka przeciwgrzybowe
PR-2 1,3-B-glukanzy
PR-3 Chitynazy typu L I, IV, V, VI, VI1

PR-4 Chitynazy typu I, I 1
PR-5 Osmotyny (OLP)

PR-6 Inhibitory proteaz

PR-7 Endoproteazy

PR-8 Chitynazy typu I 11
PR-9 Peroksydazy

Wewnatrzkomoérkowe bialka niskoczasteczkowe

PR-10 (biatka z rodziny alergenow pytkowych Betvl)

PR-11 Chitynazy typu I

PR-12 Defensyny

PR-13 Tioniny

PR-14 | Bialka przenoszace lipidy

PR-15 Oksydaza szczawianu

PR-16 Biatka typu oksydazy szczawianu

PR-17 Biatko tytoniu — PRp27
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Poréwnanie sekwencji aminokwasowych bialek klasy PR10 pozwala wyrdzni¢ trzy

podgrupy:

IPR (ang. intracellular pathogenesis-related) — tzw. “klasyczne” biatka klasy PR10, do
ktorych nalezg bialka:

1) indukowane w warunkach stresu biotycznego (atak patogena) i abiotycznego

(zranienie, promieniowanie UV, stres temperaturowy, zasolenie) (Jain i wsp.,
2012; Hashimoto i wsp., 2004; Colditz i wsp., 2004)

i1) alergeny pytkowe drzew i krzewow np. Bet v 1 — glowny alergen brzozy biatej
(Betula verrucosa) (Breiteneder i wsp., 1989, 1992 i 1993; Larsen i wsp., 1992;
Hecker i wsp., 2012)

iii)  glowne alergeny pokarmowe warzyw i owocow wywotujace alergie typu I,
zalezng od przeciwciat IgE np. Mal d 1 — glowny alergen jabtka (Malus
domestica) (Vanek-Krebitz i wsp., 1995; Breiteneder i wsp., 1995; Mirza i wsp.,
2000).

Stwierdzono, ze biatka tej klasy moga by¢ indukowane przez kwas abscysynowy

(ABA) (Barrat i Clark, 1991), cytokininy (Carpin i wsp., 1998) i etefon (Broderick i

wsp., 1997). Konstytutywna ekspresja genow pr ma miejsce w kwiatach, owocach,

pytku oraz organach wegetatywnych, co wskazuje na udzial biatek PR nie tylko w

reakcjach obronnych ale rowniez procesach wzrostu 1 rozwoju ro$lin (Liu 1

Ekramoddoullah, 2004). Dodatkowo dla kilku przedstawicieli biatek PR-10 wykazano

aktywnos¢ rybonuklezowa (Liu i wsp., 2006; Srivastava i wsp., 2006; Yan i wsp.,

2008). Aktywnos¢ ta moze by¢ bezposrednio zwigzana z degradacjag RNA wirusowego

oraz z apoptoza komodrek zachodzacg podczas infekcji indukowanej patogenem (Zubini

i wsp., 2009).

Wykazano réwniez, ze IPR (PR10) posiadaja zdolno$¢ wigzania szerokiego spektrum

ligandow hydrofobowych takich jak: cytokininy, flawonoidy, steroidy 1 kwasy

thuszczowe (Mogensen i wsp., 2002; Koistinen i wsp., 2005; Fernandes i wsp., 2008,

2009; Jaskolski 2009).

MLP (ang. major latex proteins) — jako pierwsze wykryte w lateksie maku (Papaver

somniferum) (Nessler i wsp., 1990; Nessler i von der Haar, 1990; Nessler i Burnet,

1992; Nessler, 1994). Geny kodujace bialkka MLP ulegaja specyficznej ekspresji

glownie w owocach i kwiatach. Masa molekularna MLP mie$ci si¢ w zakresie 16.8 —

18.1 kDa, a punkt izoelektryczny 4.75 — 6.65 (Osmark i wsp., 1998).
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Identyczno$¢ sekwencji nukleotydowych w obrebie genow MLP wynosi ok. 30%, a
sekwencji aminokwasowych biatek MLP z biatkami IPR ok. 25%. Ruperti i wsp. (2002)
wykazali zmiany ekspresji genu kodujacego biatko PpMLP1 pod wplywem etylenu u
brzoskwini (Prunus persica). Podobnie jak w przypadku IPR funkcja biateck MLP nie
jest poznana. Przewidywania struktury drugorzedowej biatka MLP wykazaty
podobienstwo strukturalne do przedstawicieli IPR i na tej podstawie zaklasyfikowano je
do klasy PR10. Lytle i wsp. (2009) rozwigzali struktur¢ dwoéch bialek MLP
pochodzacych z A.thaliana. Wyniki przeprowadzonych analiz krystalograficznych
zaprzeczajg jednak aby biatka MLP reprezentowaty strukturg biatek IPR.

CSBP (ang. cytokinin-specific binding proteins) - wigza zar6wno purynowe jak i
mocznikowe pochodne cytokinin oraz ich antagonistow. Sekwencja aminokwasowa
CSBP nie zawiera peptydow sygnalnych, co wskazuje na ich cytoplazmatyczng
lokalizacj¢ w komorce. Geny kodujace biatka CSBP znaleziono u innych roslin
bobowatych — soi (Glycine max), tubinu zottego (Lupinus luteus) oraz lucerny
(Medicago truncatula).

Analiza genow Llcsbpl oraz Llcsbp2 wykazata organospecyficznos$¢ ich ekspresji. Geny
kodujace biatka CSBP ulegaja ekspresji na bardzo niskim poziomie. Poziom ekspresji
zarowno genu Llcsbpl jak i Llcsbp2 jest najwigkszy w mlodych lisciach tubinu,
najnizszy za§ w korzeniach i starych lisciach (Molinska, praca magisterska, 2006).
Poréwnanie sekwencji aminokwasowych biatek CSBP i biatka IPR (PR10) wykazalo
homologi¢ na poziomie 19%. Klonowanie sekwencji nukleotydowej kodujacej biatko
VrCSBP (Fujimoto i wsp., 1998) pozwolito na otrzymanie formy rekombinowanej do
badan strukturalnych metoda dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego (Bujacz i
wsp., 2003). Pasternak i wsp. (2005, 2006) rozwigzali i udoktadnili strukture kompleksu
biatka VrCSBP z trans-zeatyna.

Biatko to reprezentuje kanoniczny model struktury, charakterystyczny dla
przedstawicieli grupy IPR (Biesiadka i wsp., 2002; Fernandes i wsp., 2013), sktadajacy
si¢ z siedmiu antyréwnolegltych tancuchow [ tworzacych tworzacych sztywnag
ptaszczyzng ostaniajaca dtuga (25 aminokwasow) C-koncowa helis¢ a3. Pomiedzy tymi
dwoma gtownymi elementami struktury znajduje si¢ kieszen wigzaca ligandy. Kieszen
domknigta jest dwoma krotkimi N-koncowymi helisami: al 1 a2, lgczacymi si¢ z
fancuchami B1 i1 B2. Jej glebokos§¢ a tym samym dostepnos¢ dla ligandow regulowana

jest stopniem wygiecia helisy a3.
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U niektorych biatek klasy PR10 obserwuje si¢ zgiecie helisy w kierunku kieszeni
hydrofobowej, co zmniejsza jej objetos¢, a zatem mozliwo$¢ wigzania ligandow np.
fitohormonow takich jak zeatyna czy kinetyna (Pasternak i wsp., 2005). Helisa a3 jest
najbardziej zmiennym fragmentem biatka CSBP pod wzgledem sktadu
aminokwasowego (ok. 50% homologii). Bardzo charakterystycznym i zachowawczym
pod wzgledem sekwencji i konformacji motywem jest glicynobogata petla (L4)
GxGGxGxxK, eksponowana na zewnatrz czasteczki (aminokwasy 46-54). Petla ta,
mimo duzej zawartosci reszt glicynowych, zachowuje identyczng konformacje we
wszystkich poznanych dotad strukturach bialek PR-10. Motyw ten przypomina
sekwencje wiazace nukleotydy, wystepujace w kinazach biatkowych, w ktoérych petla
glicynobogata wiagze ryboze, a fosforan jest zwigzany z reszta lizyny (Bossemeyer
1994). Aktywno$¢ kinazy nie zostala jednak wykazana eksperymentalnie dla biatek
klasy PR10. Pomigdzy biatkami IPR a biatkiem CSBP zaobserwowano roznice
dotyczaca petli glicynowej: w pozycji 54 w biatkach IPR znajduje si¢ zachowawcza
lizyna natomiast biatko CSBP w miejscu lizyny posiada leucyng¢. Ponizej przedstawiono
porownanie sekwencji aminokwasowych wybranych biatek klasy PR10 (Ryc. 3) oraz

schemat ich struktury IlI-rzgdowej (Ryc.4).

* 20
MtCSBP N§G#EA OF 54
VrCSBP E RIEA \% 54
L1CSBP1 E G5 T IO 54
GmCSBP1 E R I§AA \Y% 54
L1PR10.1A N0 Els P AK K 54
L1PR10.2A S PAR|IK 54
Betvl SVPAARBGK L F 55
(il et CaeesSe—— L3 ee2eem
60
MtCSBP : NP GEAFEVN 109
VrCSBP : NP E S =S — 108
L1CSBP1 : TRDSDWSEVS 109
GmCSBP1 4 N S DS I5S - ( : 1Q8
L1PR10.1A : KIIAWHDGHTS- ILPGP : 108
L1PR10.2A : KLTLMEGGETK- 108
Betvl : KISEHPEGHPFK- 109
L5  oeessfdes |G mmise— G —
120 160
MtCSBP ISYDHESEL KVKET F : IGA---- : 156
VrCSBP ISYDHDS[H- KV THT M M@AS GSA--- : 155
L1CSBP1 IFYEYEHYTE 23S A HJEIL EK S DASR-- : 158
GmCSBP1 ISYDHESE- RVKET L TV@RS  GA---- : 154
L1PRIO 1A : VKEFHTKGVIES-ETVRDQAKFKGIGLFKA VR irHPDY-~- : 156
L1PR10.2A : NGGEMGKMTIKIETKGPAQPNEEEGKAAKARGDA[HFKA MASAHPEYN- : 158
Betvl P KMSNKYHTKGHEVKAEQVKABKEMGE TLHRAAYS )@ AHSDAYN : 160
L8 i fe— L9 | e — . > T—

Ryc.3. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych wybranych biatek nalezacych do klasy PR10
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Ryec. 4. Struktura biatka VrCSBP reprezentujaca kanoniczny model struktury biatek klasy
PR-10. Elementy struktury drugorzedowej zaznaczono: kolorem czerwonym — helisy o,
zielonym — tancuchy P i szarym — elementy niestrukturalizowane (petle). W miejscu wigzania
ligandu znajdujg si¢ dwie czasteczki trans-zeatyny: wewnetrzna (ZeaD1) oraz zewnetrzna
(ZeaD2). Czasteczki liganda (trans-zeatyny), przedstawione rowniez za pomoca schematu
kulowego, zorientowane sg wzglgedem siebie pier§cieniami purynowymi (ang. ,.head-to-head” —
orientacja ,,glowa do gtowy”) (rycina wg Pasternak i wsp., 2005; PDB: 2FLH)

Analiza oddziatywan biatka VrCSBP do trans-zeatyny metoda ITC (ang.
isothermal titration calorymetry) pozwolita na oznaczenie stalej dysocjacji biatko-
ligand K4=106,8 uM oraz stechiometrii wigzania 1:1 (Pasternak i wsp., 2006).

Zawadzki 1 wsp. (2010) badali oddziatywania VrCSBP z ligandami metoda
fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej. Wykazali, ze VrCSBP potencjalnie wigze
nie tylko cytokininy (tj. 2iP, zeatyne, kinetyng, BAP, CPPU) ale rowniez aktywne
biologicznie gibereliny (GAs; 1 GA4). Wyznaczone statle dysocjacji kompleksoéw
VrCSBP z wymienionymi fitohormonami wynosity kolejno: K/ eatyna=409 uM,
Kauccru=22 puM, Kycaz=383 uM oraz Kygas=22.5 uM. Nie zaobserwowano wigzania
przez VrCSBP nastgpujacych fitohormonéw: auksyn, kwasu abscysynowego,

jasmoniandéw oraz brasinosteroidow.
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1.3 Gibereliny

Gibereliny to grupa regulatoréw wzrostu roslin o charakterze tetracyklicznych
kwasow diterpenowych. Odkryto je w kulturach grzybowych Gibberella fujikuroi,
infekujacych ryz. Petnig wiele funkcji zarbwno w organogenezie jak i morfogenezie
roslin. Stymuluja wzrost wydluzeniowy pedu poprzez indukcje mitozy, regulacje
transkrypcji kinaz zaleznych od cyklin podczas podziatow komoérkowych oraz
zwigkszenie plastycznosci $cian komorkowych. Skracaja spoczynek nasion i1 indukuja
kwitnienie (Tayler i wsp., 2004; Mutasa-G6ttgens i Hedden 2009, Subbaraj i wsp.,
2010). Gibereliny, tworzac kompleks z czynnikiem transkrypcyjnym MYB, wigzg si¢
do sekwencji promotorowych gendéw kodujacych a-amylazy, indukujac ich ekspresje w
warstwie aleuronowej nasion zb6z (Kaneko i wsp., 2002; Dubos i wsp., 2010). Dzi¢ki
wyzej wymienionym wiasciwosciom zaréwno gibereliny jak i ich inhibitory (np.
paklobutrazol) znajduja szerokie zastosowanie zard6wno w rolnictwie, sadownictwie jak
i ogrodnictwie. Obecnie z 1 L hodowli dzikiego szczepu Gibberella fujikuroi otrzymuje
si¢ 1g kwasu giberelinowego GAj; (Tudzynski, 1999).
Gibereliny wystepuja powszechnie u roslin, grzybow i bakterii (Bottini i wsp., 2004).
Sposrod 136 zwiazkoéw chemicznych, zaklasyfikowanych do giberelin (MacMillan,
2002) tylko nieliczne wykazuja aktywno$¢ biologiczng np. GA;, GAjz (kwas
giberelinowy), GA4 oraz GA;. Pozostate stanowig nieaktywne prekursory o szkielecie
19-to lub 20-to weglowym, lub katabolity. Synteza giberelin u roslin jest niezwykle
skomplikowana. Ze wzgledu na lokalizacje zachodzacych przemian biochemicznych
podzieli¢ ja mozna na trzy etapy.
Substratem etapu pierwszego jest trans-GGPP (ang. trans-geranylgeranyl diphosphate),
ktéory w plastydach ulega konwersji do ent-kaurenu. Nastgpnie w retikulum
endoplazmatycznym z ent-kaurenu powstaje aldehyd gibereliny GA;,, bedacy
pierwotnym prekursorem dla wszystkich giberelin. W wyniku dalszych przemian
zachodzacych w cytoplazmie komorki powstajg kolejne gibereliny: GAzy, GAs4, GA; czy
GAj; (Hedden 1997; Lange 1998; Hedden i Phillips 2000; Hedden i wsp., 2002).
Aktywne biologicznie gibereliny w swojej strukturze posiadaja grupe karboksylowa
przy asymetrycznym atomie wegla C6. Jest ona odpowiedzialna za wigzanie gibereliny
do receptora. Hydroksylacja atomu wegla C2, z udzialem enzyméw z grupy 2p-
dioksygenaz, powoduje dezaktywacje giberelin u roslin wyzszych (Hedden 2008; Rieu
I wsp., 2008).
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Gibereliny syntetyzowane s3 w mlodych lisciach, miedzywezlach, pakach,
niedojrzatych nasionach, rozwijajacych si¢ kwiatach, oraz w korzeniu. Ich transport w
obrebie rosliny przebiega z udziatem wigzek przewodzacych, zaréwno floemu jak 1
ksylemu. Ekspresja genow kodujacych enzymy biorgce udziat w biosyntezie i
degradacji giberelin (tj. oksydaz giberelin GA,y, GA3 oraz GA;) regulowana jest przez
swiatto, fotoperiod, temperature oraz same gibereliny (Kamiya i Garcia-Martinez, 1999;
Hedden 1 Thomas, 2012). Rycina 5 ilustruje schemat struktury chemicznej kwasu

giberelinowego.

7COOH

H3C1 8

Ryc.5. Struktura chemiczna kwasu giberelinowego (GA;). Czerwone gwiazdki oznaczaja
asymetryczne atomy wegla

Ueguchi-Tanaka 1 wsp. (2005) zidentyfikowali receptor giberelin u ryzu — biatko GIDI1
(ang. GA insensitive dwarf 1). GIDI1 stanowi rozpuszczalne, globularne biatko
zlokalizowane w jadrze komorkowym. Stata dysocjacji kompleksu GID1-GA4 wynosi
K¢=4,8x107 M. Sekwencja aminokwasowa GID1 wykazuje podobienstwo do lipaz
(motywy HGG, HLS oraz GXSXG).

Jednak obecnos$¢ dwoch (L oraz S) z trzech konserwatywnych aminokwasow motywu
HLS determinuje brak aktywnosci lipazowej (Ueguchi-Tanaka i wsp., 2007). U A.
thaliana wykryto trzy ortologi genu GID1 (GID1a, GID1b, GID1c) (Griffiths i wsp.,
2006; Santner 1 wsp., 2009). Struktura kompleksu monomerycznego biatka AtGIDla z
kwasem giberelinowym zostata opublikowana przez Murase i wsp. (2008).

Wykazano, ze gibereliny stanowig allosteryczne regulatory aktywnosci receptora GID1,
powodujac jego zmiany konformacyjne, umozliwiajace zwigzanie jadrowych biatek
DELLA przez kompleks giberelina-receptor. Biatka DELLA wigzg si¢ z czynnikami

transkrypcyjnymi 1 hamujg ekspresje genéw wrazliwych na gibereliny.
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U A. thaliana wystepuje pie¢ genow kodujacych biatka DELLA: RGA (ang. repressor
of gal-3), GAI (ang. GA-insensitive), RGA1 (ang. RGA-like 1), RGA2 (ang. RGA-like 2)
oraz RGA3 (ang. RGA-like 3), podczas gdy u pomidora zidentyfikowano tylko jeden:
PRO (ang. procera). Biatka DELLA zbudowane s3 z domeny regulatorowej
zlokalizowanej na N-koncu bialka (wigzacej kompleks GID1-GAy) oraz domeny
wigzacej] DNA. Domena regulatorowa zawiera trzy konserwatywne motywy sekwencji
aminokwasowych: DELLA, VHYNP oraz GRAS, biorgce udzial w interakcjach z
GID1-GAx (Hirano i wsp., 2008). Zwigzanie kompleksu GID1-GAy przez domeng
regulatorowg biatka DELLA prowadzi do jego dimeryzacji i uwolnienia zwigzanego z
nim czynnika transkrypcyjnego o strukturze helisa-petla-helisa (Spartz i Gray, 2013). W
dalszych etapach uwolniony czynnik transkrypcyjny indukuje ekspresje genow w
odpowiedzi na gibereliny. Jednocze$nie utworzony kompleks GID1-GA,-DELLA ulega
asocjacji z biatkiem F kompleksu ligazy ubikwitynowej SCF E3 (ang. SKP1-CULLIN-
F-box), w wyniku ktorej zachodzi jego ubikwitynacja. Tak naznaczone biatko DELLA
ulega degradacji z udziatem proteasomu 26S (Wang i wsp., 2009; Sun 2010). Aplikacja
gibereliny indukuje geny odpowiedzi na GA (takie jak np. gen kodujacy endohydrolaze
ksyloglukanu - meri-5 oraz gen zaangazowany w degradacje giberelin - ga20x),
jednoczesnie hamujac ekspresje genéow kodujacych enzymy zaangazowane w

biosyntezg giberelin (ga200x oraz ga3ox) (Bouquin i wsp., 2001).

1.4 Interakcje mi¢dzy hormonami

Efekt dziatania giberelin nie jest jedynie wynikiem ich bezposredniego wplywu
na ekspresj¢ genow. W duzej mierze zalezy on od wzajemnych interakcji pomiedzy
giberelinami a przedstawicielami innych grup hormonoéw ro$linnych, np. cytokinin.
Cytokininy i gibereliny pelnig czesto antagonistyczne funkcje in planta (Weiss i Ori,
2007). Stosunek poziomu endogennych cytokinin do giberelin w komérce determinuje,
ktory molekularny szlak przekazywania sygnatu bedzie dominowat, a w rezultacie jaki
efekt fizjologiczny zostanie osiagnigty przez rosling (Fleishon i wsp., 2010).

Wykazano, ze biatka KNOTTEDI, obecne w merystemie wierzchotkowym
pedu, sa odpowiedzialne za utrzymanie wysokiego poziomu cytokinin a niskiego

giberelin w obrgbie SAM.
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Taka sytuacja jest mozliwa dzigki jednoczesnej indukcji gendéw ipt (kodujacych
izopentenylotransferazy, zaangazowane w biosyntez¢ cytokinin) oraz hamowaniu
ekspresji genow ga200x (kodujacych oksydazy gibereliny GA,o, zaangazowane w
biosynteze giberelin). Powstale cytokininy indukujg ekspresj¢ genow biorgcych udziat
w procesach degradacji giberelin (ga20x, oksydazy GA2) (Yanai i wsp., 2005).
Aktywno$¢ cytokinin jest konieczna i wystarczajaca do inicjacji $ciezki degradacji
giberelin w SAM (Jasinski 1 wsp., 2005; Sakamoto i wsp., 2006).

Bolduc 1 Hake (2009) postuluja jednak mozliwos$¢ bezposredniej regulacji ekspresji
genu ga2ox przez czynniki transkrypcyjne KNOTTEDI1. Wykazali, ze biatka
KNOTTEDI1 wiaza si¢ do elementéw regulatorowych znajdujacych si¢ w pierwszym
intronie genu Zmga2o0x1 u kukurydzy. Elementy te zawierajag konserwatywny motyw
sekwencji nukleotydowej TGAC, obecny u wszystkich przedstawicieli Poaceae.
Regulacja genu ga2ox odbywa sie in cis i skutkuje obnizeniem poziomu jego ekspresji.
Badania przeprowadzone przez Greenboim-Wainberg i wsp. (2005) ujawnily brak
wplywu cytokinin na szlak biosyntezy giberelin i przekazywania sygnatu indukowanego
przez GAs. Przeciwne wyniki uzyskat jednak Brenner i wsp. (2005), ktorzy dowiedli,
ze cytokininy obnizajg poziom transkryptéw gendow ga200x oraz podwyzszaja poziom
mRNA korespondujacego do genéw kodujacych biatka DELLA. Przedstawiony przez
badaczy model zaklada, Ze wzrost stezenia endogennych cytokinin holistycznie
wywotuje obnizanie puli biologicznie aktywnych giberelin, zar6wno poprzez indukcje
ich degradacji jak 1 hamowanie syntezy i1 przekazywania sygnatu.

Dodatkowym aspektem jest udzial biatka SPY (SPINDLY) we wzajemnym
oddziatywaniu cytokinin 1 giberelin. SPY jest negatywnym regulatorem odpowiedzi na
gibereliny. Posiada aktywno$¢ transferazy N-acetyloglukozaminowej (OGT), dzigki
ktorej aktywuje biatka DELLA 1 promuje przekazywanie sygnalu indukowanego przez
cytokininy. Ulega ekspresji zar6wno w cytoplazmie jak i w jadrze komorkowym w
obrebie catej rosliny (Swain i wsp., 2002; Eckardt, 2005).

U A. thaliana gibereliny hamuja aktywnos$¢ biatka SPY, przez co wywotuja supresje
odpowiedzi komorkowej na sygnatl indukowany przez cytokininy (Sun i Gubler, 2004;
Greenboim-Wainberg i wsp., 2005). Izhaki i wsp. (2001) wykazali, ze gibereliny nie
wptywaja na poziom mRNA genu spy. Szczegdélowe mechanizmy oddziatywan
gibereliny — cytokininy na poziomie molekularnym nie zostaly jednak do tej pory

poznane.
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1.5 Medicago truncatula jako roslina modelowa

M. truncatula to jednoroczna, autogamiczna roslina pastewna, wywodzaca si¢ z
rejonéw basenu morza Srodziemnego, ktorej klasyfikacja przedstawia si¢ nastepujaco:
rodzina- Fabaceae, podrodzina- Faboideae, plemig- Trifolieae, rodzaj- Medicago
(lucerna), gatunek- Medicago truncatula. Jako diploidalna (2n=16) roslina bobowata
wykazuje duzy potencjal badawczy. Wykorzystywana jest zar6wno w badaniach
podstawowych jak réwniez w aspektach funkcjonalnych biologii roslin (Choi i wsp.,
2004). Niezwyklym jej atrybutem jest relatywnie maty (ok. 500 Mpz),
nieskomplikowany genom w poréwnaniu z innymi ro$linami Fabaceae. Sekwencja
genomu M. truncatula Jemalong A17 zostala poznana (Young i wsp., 2012). Z punktu
widzenia fizjologii, ro$liny te charakteryzuje krotki okres wegetacyjny oraz
generowanie znacznych ilosci nasion. M. truncatula wykazuje bliskie pokrewienstwo
filogenetyczne ze znamienita wigkszoscig gatunkoéw roslin motylkowatych, a jej
mikrosymbiont Sinorhizobium meliloti jest najlepiej poznanym szczepem bakterii w
kontek$cie interakcji symbiotycznych. Dodatkowo w literaturze opisane zostaty metody
stalej transformacji i regeneracji M. truncatula Jemalong R108 oraz M. truncatula
Jemalong 2HA z wykorzystaniem somatycznej embriogenezy oraz organogenezy

pedow przybyszowych (Cook, 1999; Chabaud i wsp., 2003).
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2. Cel pracy

Cytokininy stanowig grupe chemicznych mediatoréw indukujacych kaskade
przekazywania sygnalu w ro$linach. Aktywnie oddziatuja z innymi grupami
fitohormonow (tj. gibereliny), przez co wplywaja na regulacje szeregu procesow
zwigzanych ze wzrostem 1 rozwojem ro$lin. Zarowno cytokininy, gibereliny jak 1 ich
analogi oraz inhibitory znajduja zastosowanie w wielu gat¢ziach rolnictwa. Z uwagi na
powyzszy fakt, wiedza dotyczaca poznania molekulernych mechanizméw lezacych u
podstaw ich dziatania moze w przysztosci znalez¢ zastosowanie w agronomii lub
biotechnologii roslin.

Niskoczasteczkowe (17 kDa) biatka specyficznie wigzace cytokininy (ang. cytokinin
specific binding protein, CSBP) zidentyfikowane zostaty u roslin motylkowatych.
Na podstawie przewidywanej  struktury  drugorzgdowej oraz  obecnoSci
charakterystycznych motywow strukturalnych zaklasyfikowano je do biatek klasy PR10
zwigzanych z patogeneza (ang. pathogenesis-related). Funkcja biatek CSBP in planta
nie zostata jednak poznana.

Celem niniejszej pracy jest proba okreslenia biologicznej funkcji biatka wiazacego

cytokininy u modelowej rosliny motylkowatej M. truncatula.

Wykonane zadania badawcze obejmowaty:

1) potranskrypcyjne wyciszenie genu kodujacego biatko CSBP u M. truncatula z
wykorzystaniem zjawiska interferencji RNA

2) analize zmian w profilach ekspresji wybranych genéw: Mtprl0.1, Mtcrel,
Mtga2ox i Mthptl na poziomie transkryptu u ro$lin transgenicznych z
wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym

3) analiz¢ proteomiczng roslin transgenicznych polaczong z identyfikacja biatek
roznicujacych proteomy roslin badanych od kontrolnych za pomoca
spektrometrii mas MALDI-TOF oraz potwierdzenie zaobserwowanych zmian na
poziomie transkryptu metoda PCR w czasie rzeczywistym

4) analize struktury kompleksu biatka MtCSBP z kwasem giberelinowym z
zastosowaniem metod krystalografii  rentgenowskiej oraz  charakteru
oddzialywan  biatko-ligand analizowanych metoda kalorymetrycznego
miareczkowania w statej temperaturze (ang. Isothermal Calorymetry Titration,
ITC)
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3. MATERIALY

Odczynniki Firma
acetosyringon Sigma

agar Kalys; Sigma
agaroza Prona
aceton POCh
akrylamid/bisakrylamid (29:1) Serva
ampicylina Sigma

APS Bio Rad
bacto trypton Serva

BAP Sigma
B-merkaptoetanol Merck
Blue Silver Sigma
Bradford Bio Rad
bromek etydyny Sigma
Bromophenol blue Serva

BSA Sigma
CaCl, x 2H,O Lab Empire
CHAPS Sigma
CHCA Sigma
CoCl, x 6 H,O Sigma
Coomassie brillant blue Serva
CuSOy4 x SH,O Sigma
cytrynian sodu, sol tréjsodowa Sigma
dNTP Mix (10mM) Sigma
DTT Sigma
etanol Polmos
fenol nasycony wodg ICN, Sigma
FeSO4 x 7 H,O Sigma
fosforan sodu Sigma
glicerol Sigma
glicyna Lab Empire
H;BO; POCh

HCI stezony Sigma
H,SO, st¢zony Sigma

IBA Sigma
imidazol Lab Empire
IPTG Lab Empire
jodoacetamid Sigma
kanamysyna Sigma
karbenicylina Polfa Tarchomin S.A.
KCI POCh
KH,PO4 Sigma
K,HPO,4 Sigma

KI Sigma
KNO; Sigma
kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy Sigma
kwas giberelinowy Sigma
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kwas nikotynowy Sigma
kwas octowy Sigma
lizozym Sigma
MES Sigma
MgCl, Lab Empire
MgSO, x 7H,0 Sigma
MnSO4 x H,O Sigma
mocznik Lab Empire
myo-inozytol Sigma
NAA Sigma
NaCl Lab Empire
Na,EDTA Sigma
Na,MoOy4 x 2 H,O Sigma
NH4H2PO4 Slgma
Nuclease-free Water Ambion
octan amonu Sigma
octan potasu Sigma
octan sodu Sigma
8-hydroksychinolina Sigma
PMSF Lab Empire
pirydoksyna HCI Sigma
PVPP (poliwinylopolipirolidon) Sigma
RNase OUT Invitrogen
sacharoza POCh
siarczan amonu Sigma

SDS Bio Rad
spektynomycyna Sigma
TEMED Bio Rad
tiomocznik Sigma
tiamina Sigma
trans-zeatyna Sigma

Tris base Sigma
Yeast Extract Serva
zeocyna Invitrogen
ZnSO4 x H,O Sigma
Markery wielkoS$ci Firma
GeneRuler 1kb DNA Ladder Fermentas
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder Fermentas

PageRuler Plus Protein Ladder

Thermo Scientific

pGEM Promega
Enzymy Firma
benzonaza Merck
DNaza | Qiagen
EcoRI Promega
Xbal Promega
Xhol Promega
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odwrotna transkryptaza SuperScript 111 Invitrogen

Pfu DNA polimeraza Fermentas
proteaza TEV Invitrogen
proteinaza K Invitrogen
Taq DNA polimeraza Fermentas
trypsyna Sigma

Inne materialy Firma
azofoska Inco Veritas
bibuta 3mm Whatmann
filtr PVDF 0,22um Millipore
filtry wirowkowe Amicon Ultra 4 Millipore
kolumna HiLoad Superdex 75 GE Healthcare
kolumna HilLoad Sephadex 200 GE Healthcare
kolumna HisTrap FF crude GE Healthcare
kuwety do elektroporacji Bio Rad
kgwety jednorazowe do pomiaru absorbancji Sarsted

biatka

parafilm Sigma

ptytki krystalizacyjne Hampton Research
szalki Pertiego Sarsted
szkietka nakrywkowe Hampton Research
woreczki dializacyjne (MWCO 10000) Serva

Zestawy komercyjne

Nazwa Zastosowanie Firma
Zestaw do analizy jakosciowej 1 .
Agilent DNA 1000 Kit | ilosciowej DNA (25-1000pz) w {}igﬁﬁgﬁ) erf:;“
aparacie Agilent Bioanalizer 2100 &
Agilent RNA 6000 Nano Ze‘sta’w. do apahzy JakOSCIOWGJ 1 Agilent/Perlan
Kit IIOSC'IOWQ] RNA W aparacie Technologies
Agilent Bioanalizer 2100
BP Clonase II Enzyme Zestaw do przeprowadzenia Invitrogen
Mix reakcji rekombinacji BP
Champion pET Directional | Zestaw do klonowania DNA do Invitrogen
TOPO Expression Kit wektora ekspresyjnego
DNeasy Plant Mini Kit Zestaw do izolacji DNA z roslin Qiagen
2-D Quant Kit Zestaw do oceny ilosciowej GE Healthcare
biatek
LR Clonase II Enzyme Zestaw do przeprowadzenia Invitrogen
Mix reakcji rekombinacji LR
Zestaw do nastawiania prob Hampton
MembFac krystalizacyjnych P Resegrch
Zestaw do przeprowadzenia
MESA Green qPCR Kit reakcji PCR w czasie Eurogentec
rzeczywistym
MinElute Gel Extraction Zestaw do ekstrakcji z zelu .
Kit kwasoéw nukleinowych Qiagen

37




MATERIALY

) . . Zestaw do oczyszczania .
PCR Purification Kit produktéw amplit}:lkacji DNA Qiagen
Plasmid Mini Kit Zestaw do izolacji plazmidow Qiagen
RNeasy Plant Mini Kit Zestaw do izolacji RNA z roélin Qiagen
Szczepy Bakterii Firma
Agrobacterium tumefaciens GV3101 dZ.l qk.l UPIZEmoscet Agnieszki
Mickiewicz
E. coli One Shot® OmniMax ' 2-T1 Invitrogen
E. coli One Shot” ccdB Survival Invitrogen
E. coli One Shot” TOP10 Invitrogen
E. coli BL21 Star (DE3) Invitrogen
Wektor Firma
pET151/D-TOPO Invitrogen
pHellsgatel2 (pHG12) dzigki uprzejmosci CSIRO, Australia
pDONR™/Zeo Invitrogen
Startery
Nazwa Sekwencja (5°-3”) Tm (°C) | Firma
catF CAGTTATCATCATCATCATAG 46,5 IBB PAN
catR GTGCAGGTAAATTTCTAGTTT 46,5 IBB PAN
MtactF AAGCATCACAATCACTCC 45,8 IBB PAN
MtactR TTCTCTCAGTACTTTCCAGC 49,7 IBB PAN
Mtprl0.1F | GGAGGATCCATTGCAAAGC 51,1 IBB PAN
Mtprl0.1R | CGTAACCTTCAAGAGCCTTG 51,8 IBB PAN
Mtcrel F CACCACCCTTTGGCTTCTAA 51,8 IBB PAN
Mtcrel R CACTAAGTAGCGGCCTTTCG 53,8 IBB PAN
TOPO T7F | TAATACGACTCACTATAGGG 47,7 IBB PAN
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTG
oligo dT ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTC 38,6 IBB PAN
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA
ITTTTTITTITTTTTTITTTTTTTTTT
MtcsbpF GGGATGGAGGGGTTGGTA 52,6 IBB PAN
MtcsbpR TCTTGGTAGGTTTGACTTTTTCTTC 52,8 IBB PAN
MtCSBP F | ATGATAAAGGAATTCAACACCCA 49,9 IBB PAN
MtCSBP R | TCAAGCACCATTTAACAGAAATTT 48,8 IBB PAN
RNAIiIR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG 69,7 IBB PAN
CTGGGTTTACTTGCACATCTTTCAC
RNAIiF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC 67,1 IBB PAN
AGGCTATGATAAAGGAATTCAACAC
RNAilI30R | TTACTTGCACATCTTTCAC 44,6 IBB PAN
RNAil30F | ATGATAAAGGAATTCAACAC 43,6 IBB PAN
RNAIi2F GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA 69,8 IBB PAN
GGCTCTGGTATAGCCCCAGTAA
RNAi2R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT 69,6 IBB PAN
GGGTAGTTGCCCAAGATAAAATAG
RNAi260R | AGTTGCCCAAGATAAAATAG 45,6 IBB PAN
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RNAi260F | CTGGTATAGCCCCAGTAA 48,0 IBB PAN
MthptF CCTGCGTTGCTTTTCGTAT 49,7 Genomed
MthptR ACCAGCTGCCACTATCTGCT 53,8 Genomed
Mtga2oxF | TTGTGAAAGCTTGCGAAGAA 47,7 Genomed
Mtga2oxR | GCAGCCATAACCAAAAGGAG 51,8 Genomed
MtoeelF GAGGAGAAAGATGGCATTG 48,9 Genomed
Mtoeel R TTCCCTTTGGGTCCAAGAA 48,9 Genomed
Mt14-3-3F | ATCACAGGTATCTTGCTGAG 49,7 Genomed
Mt14-3-3R | CAGTTTAGCAAGATTGCAGG 49,7 Genomed
Mtghl7F CACTGCCATGCAAAACATTC 49,7 Genomed
Mtghl7R CTTGCTCAGTGAAAGCACCA 51,8 Genomed

Sklad pozywek (W przeliczeniu na 11)

LB TY

Bacto trypton 10 g Bacto trypton 8g

Yeast extract S5¢g Yeast extract S5g

NaCl 10g NaCl 25¢g

Agar 15¢ Agar 15¢g

SOC B

Bacto trypton 2g Bacto trypton 12¢g

Yeast extract 0,5¢g Yeast extract 24 g

5 M Na(Cl 200 pl Glicerol 4 ml

20% glukoza 2 ml K,;HPO4 12,54 g

PDM sole 100x (g/400 ml) PDM Fe + witaminy 100x (g/11)

KNO; 100 kwas nikotynowy 0,5

NH4H,PO,4 12 piridoksyna HCI 0,05

MgSO,4 x 7TH,0 16 tiamina HCl 0,5

MnSO4 x H,O 04 myo-inozytol 100

ZnS04 x H,O 0,04 FeSO, x 7 H,O 1,5

H3BO3 0,2 NazEDTA 2

CuSO4 x 5 H,O 0,008 LB_Zeo

KI 0,04 Bacto trypton 10g

CoCl, x 6 H,O 0,004 Yeast extract 5S¢

Na,MoO4x 2 H, O | 0,004 NaCl S5¢g

M2A M2R (regeneracyjna)

PDM sole 10 ml PDM sole 10 ml

CaCl, x 2 H,O 02g CaCl, x 2 H,O 02¢g

sacharoza 10g sacharoza 20g

MES 0,5M 6 ml MES 0,5M 6 ml

Agar 75¢g Agar 75 g

PDM Fe+ witaminy | 10 ml PDM Fe+ witaminy 10 ml

BAP 10 mM 1,5 ml BAP 10 mM 1,5 ml

NAA 10 mM 50 pl NAA 10 mM 50 pl

Acetosyringon 100 pl karbenicylina 0,5g/ml 500 pl

kanamycyna stez.konc. 25 mg/ml
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M3 (rozw6j pedoéw) M4 (ukorzenianie)

PDM sole 10 ml PDM sole 10 ml
CaCl, x 2 H,O 02¢g CaCl, x 2 H,O 02¢g
sacharoza 20g sacharoza 10g
MES 0,5M 6 ml MES 0,5M 6 ml
PDM Fe+ witaminy | 10 ml PDM Fe+ witaminy

NAA 10 mM 50 pl IBA 10 mM 250 pl
kanamycyna stez.konc. 25 mg/ml | karbenicylina 500 ul
karbenicylina 500 ul

Bufory

4XLB (10 ml) (obcigzajgcy probki biatek) 10xLaemmli (do SDS_PAGE)

1 M Tris-HCI pH6,8 2,5 ml Tris base 3025 ¢
glicerol 4 ml glicyna 144 ¢

14,3 M B-merkaptoetanol 2 ml SDS 10g
bromophenol blue 1,5 ml IXTAE ( do elektroforezy agarozowej)
SDS 0,8 ¢g Tris-acetate 40 mM
50x TAE EDTA 1 mM

Tris base 242 g

lodowaty kwas octowy 57,1 ml

0,5 M EDTA pHS,0 100 ml
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4. METODY

4.1 Hodowla roslin

Nasiona M. truncatula J5 poddano skaryfikacji polegajacej na traktowaniu
stezonym kwasem siarkowym VI i wytrzasaniu w probdéwce eppendorf przez 17 min.
Nastepnie 10. krotnie przeptukiwano nasiona dejonizowana, sterylna, schtodzona woda.
Tak przygotowane nasiona wytozono na sterylne szalki z wilgotng bibulg i poddano
procesowi jarowizacji przez okres 5 dni, w temp. 4°C, w ciemnosci. Kietki M.
truncatula wysadzono do doniczek zawierajacych sterylng mieszanke wernikulitu,
piasku i perlitu w stosunku 1:1:1. Hodowle prowadzono w warunkach szklarniowych
bez kontroli temperatury. W okresie jesienno-zimowym (X-IV) prowadzono dodatkowe
naswietlanie wysokoprgznymi sodowymi lampami ogrodniczymi w godzinach od
16:00 do 20:00. Rosliny raz w tygodniu podlewano 3% roztworem azofoski (Inco
Veritas). Hodowle prowadzono wielokrotnie, do czasu zbioru nasion (od 3 do 5

miesiecy).

4.2 Badania strukturalne bialka MtCSBP

Badania biatek, za pomoca technik wykorzystujacych ich fizyko-chemiczne
wlasciwosci, wzbogacaja nasza wiedze traktujaca o molekularnych podstawach
procesow zyciowych. Umozliwiaja réwniez podjecie prob rozwigzania niektorych

sposrdd najbardziej intrygujacych problemdw biologii molekularne;.

4.2.1 Identyfikacja i klonowanie sekwencji kodujacej biatko MtCSBP

Sekwencj¢ kodujaca genu Mtcsbp namnozono metodg PCR ze specyficznymi
starterami MtCSBP-F oraz MtCSBP-R (starter F zostal wydluzony o 4-nukleotydowy
fragment CACC na koncu 5°). Produkt reakcji PCR sprawdzono elektroforetycznie w
1.5% zelu agarozowym, a nastgpnie oczyszczono z wykorzystaniem zestawu PCR
Purification Kit (Qiagen). Tak przygotowany DNA wklonowano do wektora
ekspresyjnego pET151/D-TOPO (Invitrogen) zawierajacego 18-nukleotydowy fragment
DNA kodujacy znacznik histydynowy (6xHis). Bezposrednie klonowanie (pomijajace
etap trawienia enzymami restrykcyjnymi oraz ligacji) mozliwe byto dzigki obecnosci
enzymu topoizomerazy, kowalencyjnie zwigzanego z wektorem docelowym. W
kolejnym etapie transformowano chemikompetentne komoérki E. coli (One Shot
TOP10). Pozytywne klony postuzyly do izolacji plazmidu (z zastosowaniem

komercyjnego zestawu Plazmid Mini Kit, Qiagen).
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Poprawno$¢ wklonowanej sekwencji sprawdzono poprzez sekwencjonowanie
DNA. Przygotowanym plazmidem transformowano bakterie E.coli BL21 Star (DE3)

(Invitrogen).

4.2.2 Nadekspresja i oczyszczanie rekombinowanego MtCSBP

Transformowane bakterie ekspresyjne BL21 hodowano (37°C/300 rpm) w
pozywce ptynnej TB (ang. Terrific Broth) z dodatkiem czynnika selekcyjnego -
ampicyliny (stezenie koncowe 100 pg/ml) do gestosci optycznej ODgop nm hodowli
wynoszacej 1.0. Nastgpnie obnizono temperatur¢ do 15°C. Ekspresje biatka
indukowano IPTG (stezenie koncowe 0.5 mM). Bakterie hodowano przez kolejne 18

godzin, a nastepnie zwirowano (5000 rpm/4°C/30 min).

4.2.2.1 Preparatyka biatka MtCSBP z cial inkluzyjnych

Osad komorek bakteryjnych zawieszono w buforze 1xL (50 mM Tris-HCl pH
8.0, 500 mM NacCl, 20 mM imidazol, 1 mM PMSF, 5% glicerol) z dodatkiem lizozymu
(1 mg/ml). Liz¢ komoérek bakteryjnych prowadzono w temperaturze pokojowej przez 15
min. Nastepnym etapem byla pulsacyjna sonikacja przez 4 min w warunkach: 2 s
sonikacja, 9 s przerwa (Ultrasonic Procesor, Model CV33; Fisher). Amplituda drgan
wynosita 80%. Wykonano 6 w/w cykli sonikacji, po ktorych mieszaning zwirowano
(15000 rpm/4°C/30 min). W celu dezintegracji ciatek inkluzyjnych traktowano je
buforem 1x L zawierajacym 7.2 M mocznik. Inkubacj¢ prowadzono w warunkach
37°C/1 h/300 rpm, po ktérej mieszaning wirowano (4°C/20 min/11000 rpm).
Supernatant uzyto podczas rozdzialu z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa
na kolumnach zawierajacych ztoze agarozowe z immobilozowanymi jonami niklu na
drugim stopniu utlenienia (HisTrap FF crude, GE Healthcare). Rozdziat wykonano w
warunkach denaturujacych. Bialko eluowano gradientem imidazolu (50-200 mM).
Otrzymane frakcje podczyszczonego preparatu MtCSBP potaczono i1 poddano dializie
(4°C/12 h/50 rpm) do buforu o nizszej sile jonowej, nie zawierajagcego mocznika i
imidazolu (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 5% glicerol). Kolejnym etapem
preparatyki byto proteolityczne odcigcie znacznika histydynowego (6xHis) od MtCSBP
z uzyciem enzymu TEV (ang. Tobacco Etch Virus) w temp. 4°C przez 12 h. Uzyto 60
ug enzymu na kazdy 1 mg biatka.
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Po zakonczonym trawieniu do roztworu biatka dodano imidazol do koncowego stezenia
20 mM, a nastgpnie wykonano powtorny rozdzial chromatograficzny na kolumnie
HisTrap HP. Zebrany przesacz 1) poddano dializie (4°C/12 h) do buforu 5 mM
cytrynian sodu pH 6.3, ii) zageszczono do objetosci 3 ml oraz iii) przefiltrowano przez
filtr o S$rednicy por 0.22 pum. Tak przygotowany preparat poddano saczeniu
molekularnemu na kolumnie HilLoad Superdex 200 (GE Healthcare). Szybkos¢
przeplywu preparatu oraz buforu na kolumnie wynosita 1 ml/min. Zebrano frakcje

odpowiadajace oczyszczonemu biatku MtCSBP.

4.2.2.2 Oczyszczanie rozpuszczalnej formy biatka MtCSBP

Osad komorek bakteryjnych zawieszono w buforze 1x L’ (50 mM Tris-HCl pH
8.0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 1 mM PMSF). Nast¢pnie przeprowadzono
pulsacyjng sonikacje w warunkach opisanych w rozdziale 4.2.2.1, po ktorej mieszanine
zwirowano (15000 rpm/4°C/30 min).
Supernatant poddano rozdziatowi chromatograficznemu na kolumnie HisTrap FF crude,
zawierajacej immobilizowane kationy niklu. Biatko wymyto buforem elucyjnym w
objetosci 10 ml (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 300 mM imidazol).
Aby odcia¢ znacznik histydynowy, do roztworu biatka (6xHis-MtCSBP) dodano
proteaze¢ TEV. Uzyto 60 pg enzymu na kazdy 1 mg bialka. Trawienie potaczono z
dializg (16 h/4°C/50 rpm) do 450 ml buforu o sktadzie 50 mM Tris-HCIl pH 8.0, 500
mM NaCl. Roztwér po trawieniu zwirowano (10000 rpm/4°/15 min). Ponowna
chromatografia powinowactwa pozwolita na oddzielenie odcigtego znacznika
histydynowego od rekombinowanego biatka MtCSBP i zatrzymanie go na kolumnie.
Zebrany przesacz zaggszczono do objetosci 3 ml na filtrach wirowkowych Amicon
Ultra -10 (Millipore) oraz dodatkowo przefiltrowano przez filtr o wielkos$ci por 0.22 um
(Millipore). Wykorzystujac szybkosprawng chromatografi¢ cieczowa (ang. fast
performance liquid chromatography, FPLC) przygotowany preparat poddano filtracji
zelowej na kolumnie HilLoad Superdex 75 (GE Healthcare), potaczonej z wymiang
buforu (na 5 mM cytrynian sodu pH 6.3). Saczenie molekularne prowadzono przy
przeptywie preparatu 1 buforu 1 ml/min. Zebrano frakcje o objetosci Iml odpowiadajace

oczyszczanemu biatku MtCSBP.
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W celu okreslenia stopnia czysto$ci otrzymanego preparatu biatkowego na kazdym z
wyzej wymienionych etapéw oczyszczania pobierano probki, oznaczano ich stezenie
metoda Bradford (spektrofotometryczny pomiar absorpcji przy dlugosci fali 595 nm)
oraz poddawano rozdzialowi w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach

denaturujacych (SDS-PAGE, aparat Mini Protein III firmy BioRad),

Tabela 2. Warunki rozdziatlu elektroforetycznego SDS-PAGE

Zel rozdzielajgcy — 15% Zel zageszczajgey — 5%

skladnik ilos¢ skladnik ilos¢
29%AA/1%Bis 5.00 ml 29%AA/1%Bis 0.850 ml
IM Tris-HCI pH8.7 3.67 ml IM Tris-HCI pH6.8 0.625 ml
20% SDS 50 pl 20% SDS 25 ul
10% APS 34 ul 10% APS 25wl
TEMED 9 ul TEMED 12 ul
Uzupei¢ H,O do 10 ml Uzupei¢ H,O do 5 mi
napigcie 180 V napigcie 90 V

Zastosowano bufor elektrodowy 1x Laemmli.

4.2.3 Dynamiczne rozpraszanie Swiatla

Dynamiczne rozpraszania $wiatla (ang. Dynamic Light Scattering, DLS) to
nowoczesna metoda wyznaczenia wielkosci czastek w roztworze jak rowniez okre$lenia
stopnia homogennoS$ci preparatu. DLS opiera si¢ na pomiarze intensywnosci $wiatla
rozproszonego przez bedace w ciaglym ruchu (tzw. ruchy Browna) czasteczki
znajdujace si¢ w roztworze. Ruchy Browna stanowig przypadkowe ruchy czastek
zdyspergowanych, wynikajacych z wptywu oddzialujacych na nie czasteczek
rozpuszczalnika. Wazng cechg ruchow Browna jest fakt, ze wigksze czastki poruszaja
si¢ wolniej, a mniejsze szybciej. Szybkos¢ zmian intensywnos$ci §wiatta rozproszonego
jest funkcja wielkosci czastek 1 stanowi podstawe do obliczenia ich rozmiaru.

Analizg oczyszczonego preparatu rekombinowanego biatka MtCSBP wykonano
z wykorzystaniem aparatu DynaPro NanoStar (Wyatt Technology). Zrédtem
monochromatycznej wigzki $wiatla byl laser emitujacy promieniowanie w zakresie
czerwonym (658 nm) 1 mocy 120 mW. Badaniu poddano prébke biatka o stezeniu 0.1
mg/ml rozpuszczonego w buforze cytrynian sodu pH 6.3 o stezeniu 5 mM. Kalibracje
aparatu wykonano wzgledem w/w buforu. Analiz¢ stopnia homogenno$ci preparatu

wykonano w statej temperaturze 25°C.
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4.2.4 Wyznaczenie stalej dysocjacji kompleksu MtCSBP-ligand
Oddzialywania migdzy makroczasteczkami biologicznymi stanowig podstawe
zrozumienia zaréwno ekspresji genow jak i kaskad przekazywania sygnatu w komorce.
Wazne jest okreslenie charakteru zachodzacych interakcji (Freyer 1 Lewis, 2008). W
celu okreslenia termodynamicznych parametrow wynikajacych z oddzialywan biatka
MtCSBP z wybranym ligandem (trans-zeatyna, kwas giberelinowy) w roztworze
wykonano fizykochemiczng analiz¢ metodg ITC (ang. Isothermal Titration Calorimetry,
Microcal). Polega ona na bezposrednim pomiarze zmian cieplnych (pochfanianie lub
wydzielanie ciepta) zachodzacych podczas tworzenia kompleksow biologicznych.
Pomiary odbywaja si¢ w statej temperaturze, uprzednio dobranej dla badanych
zwigzkow. ITC pozwala na okreSlenie takich parametrow reakcji jak m.in. entalpia
procesu (AH), stata dysocjacji kompleksu biatko-ligand (K4), oraz stechiometria reakcji
(n) (Perozzo i wsp., 2004). Zmiany cieplne mierzone metoda ITC sg niezwykle czute na
sktad badanych mieszanin, dlatego tez zaleca si¢ aby zaréwno biatko jak i uzyty do
miareczkowania ligand byly rozpuszczone w tym samym buforze.
Badany roztwor biatka MtCSBP o objetosci 1 ml i stezeniu 2 mM (w buforze: 5 mM
cytrynian sodu, pH 6.3) miareczkowano:
1) porcajami trans-zeatyny o objetosci 5 ul i stezeniu 0.1 mM (rozpuszczonej
w 200 mM kwasie solnym do stezenia 0.5 M, a nastepnie rozcienczonej do
stezenia 0.1 mM roztworem cytrynianu sodu pH 6.3 o stezeniu 5 mM),
Dodano 30 porcji ligandu.
1) porcjami kwasu giberelinowego o objetosci 5 ul 1 stezeniu 0.1 mM (GA;
rozpuszczony w 96% etanolu do st¢zenia 1 M, a nastgpnie rozcienczony do
stezenia 0.1 mM roztworem cytrynianu sodu pH 6.3 o st¢zeniu 5 mM),
Dodano 50 porcji ligandu.
Caly proces przebiegal w statej temperaturze 20°C z mieszaniem 50 rpm. Wykonano
rowniez lini¢ bazowg (kalibracyjng), w ktorej zbadano zmiang efektow cieplnych

podczas miareczkowania buforu roztworem trans-zeatyny.
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4.2.5 Krystalizacja kompleksu MtCSBP:GA3

Wiedza dotyczaca struktury trzeciorzgdowej makromolekut jest niezbedna w
kontekscie zrozumienia petnionych przez nie funkcji w organizmach zywych.

Stanowi ona uzupelnienie badan biochemicznych, dzieki czemu otrzymujemy
pelniejszy obraz zmian oraz wzajemnych interakcji zachodzacych w komoérce na
poziomie molekularnym.

W celu okreslenia struktury trzeciorzedowej biatka MtCSBP oraz jego
oddzialywan z przedstawicielem roslinnych fitohormonéw z grupy giberelin (kwas
giberelinowy, GAj;) przeprowadzono badania krystalograficzne z zastosowaniem
metody dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego. Krystalizacje preparatu biatkowego
przeprowadzono metoda wiszacej kropli w temperaturze 19°C. Kropla krystalizacyjna
zawierata 1 pl bialka MtCSBP o st¢zeniu 10 mg/ml, rozpuszczonego w 5 mM
cytrynianie sodu pH 6.3, 1 ul kwasu giberelinowego (rozpuszczonego w 96% etanolu)
w 3-krotnym nadmiarze molowym w stosunku do bialka oraz 1ul roztworu
krystalizacyjnego z zestawdw firmy Hampton Research. Dane dyfrakcyjne krysztalu
kompleksu MtCSBP:GA; zostaly zebrane na linii pomiarowej 14.2 synchrotronu
BESSY w Berlinie. W celu krioprotekcji analizowanego krysztatu uzyto 30% glicerol.
Indeksowanie oraz skalowanie danych przeprowadzono w programie XSCALE z
pakietu XDS. Strukture biatka w kompleksie z kwasem giberelinowym rozwigzano przy
uzyciu metody podstawienia czasteczkowego w programie Phaser. Model poczatkowy
biatka MtCSBP zbudowano w programie ARP/WARP w oparciu o tanhcuch A
struktury biatka Vigna radiata CSBP (kod dostgpu w bazie PDB: 2FLH) (Morris 1 wsp.,
2002). Struktur¢ kompleksu MtCSBP:GA; udokladniano wykorzystujac program
PHENIX. Biblioteke dtugosci wigzan oraz ich katow wystepujacych w czasteczce GAs
stworzono wedlug bazy danych CSD (ang. The Cambridge Structural Database).

4.3 Wyciszanie genu Mtcsbp z wykorzystaniem technologii interferencji RNA.
Wyciszanie ekspresji genu kodujacego biatko wigzace cytokininy (CSBP) w
modelowej roslinie M. truncatula przeprowadzono w celu poznania jego biologiczne;j
funkcji. Jako gléwne narzedzie badawcze wykorzystano jedno z najbardziej
spektakularnych odkry¢ ostatnich lat - potranskrypcyjne wyciszenie genu (PTGS, ang.
Post-Transcriptional Gene Silencing). Proces ten polega na specyficznej degradacji
transkryptu mRNA badanego genu w cytoplazmie komorki, indukowanej przez

dwuniciowy RNA (dsRNA), homologiczny do sekwencji wyciszanego genu.

46



METODY

W tym celu postuzono si¢ transformacja roslin bakteriami A.tumefaciens GV3101,
zawierajagcymi wprowadzony konstrukt genowy w wektorze plazmidowym typu
pHellsgate12 (CSIRO, The Commonwealth Scientific and Industrial Research

Organization, Australia)'.

4.3.1 Przygotowanie wektora do transformacji roslin

W celu przygotowania konstruktoéw genowych stuzacych do wyciszenia genu
Mtcsbp w transformowanych ros§linach M. truncatula, uzyto uniwersalnego systemu
klonowania — Gateway '™ Technology (Invitrogen).
W przeciwienstwie do tradycyjnych metod klonowania, opartych na zastosowaniu
enzyméw restrykcyjnych oraz reakcji ligacji, system Gateway' ™ wykorzystuje
miejscowo specyficzne reakcje rekombinacji BP oraz LR. W reakcji BP bierze udziat
fragment DNA, zakonczony na 3’ i 5° koncu sekwencjami attB, oraz wektor donorowy
zaopatrzony w sekwencje ccdB? (Bernard, 1996) otoczona fragmentami attP. Powstaty
w wyniku rekombinacji homologicznej (attB x attP) klon wejsciowy (ang. entry clone)
zawiera produkt amplifikacji DNA otoczony sekwencjami attL. W kolejnym etapie
bierze on udziat w reakcji rekombinacji LR wraz z wektorem docelowym,
zawierajacym sekwencje ccdB? otoczong fragmentami attR. Efektem koncowym jest

powstanie tzw. klonu ekspresyjnego (Ryc.6).

( Reakcja BP ]

EEE - O —— S - [

produkt PCR zakoficzony : wektor donorowy klon wstepny produkt uboczny
sekwencjami a#B

[ Reakcja LR ]

il LR klonaza _ a#B
[EnEnE - EEm - (EEn S - e
‘ klon wstepny wektor docelowy Klon koficowy produkt uboczny

(ekspresyiny)

*att — ang. attachement

Ryec. 6. Schemat klonowania z uzyciem systemu Gateway '™

' Wektor otrzymany dzigki uprzejmosci organizacji CSIRO (The Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organization, Australia)

? ccdB - gen bakteryjny kodujacy biatko CcdB, bedace inhibitorem gyrazy. Wspomaga pozytywna
selekcje klondw po reakcji klonowania i transformacji (Bernard, 1996).
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Etap 1: Amplifikacja wybranych fragmentow genu Mtcsbp zakonczonych

sekwencjami attB

Wybrano trzy fragmenty sekwencji kodujacej genu Mtcsbp majace postuzyé do jego
wyciszenia w transformowanych roslinach M. truncatula. Roznily si¢ one zarowno
dtugoscia jak i lokalizacjg w obrebie genu. W dalszej czesci pracy bedg stosowane
oznaczonia: A, C oraz H korespondujace do wklonowanych fragmentéw sekwencji
cDNA genu Mtcsbp o dlugosciach: A - 265pz, C- 443pz, H — 130pz. Sekwencje attB
dodane zostaly do starterow forward oraz reverse. Warunki oraz sktad reakcji

amplifikacji zostaty zestawione w tabeli 3.

Tabela 3. Skfad reakcji oraz warunki amplifikacji wybranych fragmentéw genu Mtcsbp ze
specyficznymi starterami zawierajacymi linkery attB

Sktadniki reakcji stezenie ;;ltol;c Etap temperatura E:nzw?ri]
bufor dla polimerazy 10 x 2.5 1. denaturacja 95°C 5
mix dANTP 2 mM 2.5 2. denaturacja 95°C 1
starer forward 10 uM 1 3. annealing* *oC 1
starter reverse 10 uM 1 4. elongacja 72°C 1
5. powtarzanie etapow [2-4]

* 54°C — 5x
MgCl, 25 mM 1,5 % 64°C — 5x

*60°C — 20x
Taq DNA polimeraza 50U/l 0.12 6. elongacja | 72°C | 5
matryca cDNA - 1 7.4°C
uzupetnienie H,O do 25 ul * temperatura annealingu jest zmienna w
Objetos¢ reakcji - 25 pl kolejnych cyklach

Otrzymane produkty reakcji PCR oczyszczono po rozdziale elektroforetycznym z 1.5%
zelu agarozowego wykorzystujagc komercyjny zestaw MinElute Gel Extraction Kit
(Qiagen), a nastepnie uzyto w reakcji rekombinacji BP z wektorem donorowym —
pDONR™/Zeo® (Invitrogen). Zastosowano zeocyne jako czynnik selekcyjny w

stezeniu koncowym 50 pg/ml.

3 pPDONR™/Zeo — plazmid posiadajacy gen opornosci na zeocyne
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Etap 2: Reakcja rekombinacji BP.
Reakcje przeprowadzono zgodnie ze schematem zawartym w tabeli 4.

Tabela 4. Schemat reakcji rekombinacji BP

Sktadniki reakcji Ilosé
attB-PCR produkt 50 fmol
pDONR ""/Zeo wektor 150 ng
mix enzymoéw BP Clonase' " 11 | 2 pl *
TE bufor, pH 8.0 uzupetni¢ do 8 ul
inkubacja 25°C / 2h
proteinaza K | 1 pl*
inkubacja 37°C / 10 min
* producent nie podaje stezenia

Etap 3: Transformacja komorek kompetentnych

Wykorzystujac produkt reakcji rekombinacji BP przeprowadzono transformacje
chemicznie kompetentnych komorek One Shot® OmniMax™2-T1 (Invitrogen).

Postgpowano zgodnie ze schematem zawartym w tabeli 5.

Tabela 5. Schemat transformacji komérek One Shot® OmniMaxV2-T1

Sktadniki reakcji Tlosé
produkt reakcji rekombinacji BP 1 ul
bakterie E.coli One Shot” OmniMax'"'2-T1 50 pl

inkubacja 4°C [ 30 min

szok termiczny 42°C /30 s

inkubacja 4°C/ 2 min

pozywka ptynna SOC | 250 pl
inkubacja 4°C /60 min /225 rpm

przeniesienie transformacji na ptytki z pozywkq LB_Ze0
inkubacja 37°C/ 16 h

Etap 4: Selekcja pozytywnych klonéw. Reakcja tancuchowa polimerazy.

Selekcje pozytywnych klondow wykonano z zastosowaniem reakcji PCR (ang.
Polymerase Chain Reaction) oraz specyficznych par starterow. Reakcje wykonano na
wybranych koloniach bakteryjnych, ktore uprzednio zawieszono w 10 pl sterylnej wody
oraz poddano denaturacji w 95°C przez 5 min. Sklad oraz warunki reakcji PCR

przedstawia tabela 6.
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Tabela 6. Schemat reakcji amplifikacji fragmentow DNA z wykorzystaniem polimerazy DNA
Taq (Fermentas)

Sktad mieszaniny PCR | steZenie ;‘l:;;c Etap temperatura FHZ]?S]

bufor dla polimerazy 10 x 2.5 1. denaturacja 95°C 2

mix dNTP 2 mM 2.5 2. denaturacja 95°C 1

starer forward 100uM [ 1,5 3. annealing’ 60°C 0.5

starter reverse 10 uM 1.5 4. elongacja” 72°C 0.5

MgCl, 25 mM 1.5 5. powtarzanie etapow [2-4] 30-40 x

Taq DNA polimeraza 5U/ul 0.1 6. elongacja | 72°C | 5

matryca DNA 1 7.4°C

H,0 uzupetnienie do 25 il & temperatura aqnealingu, zalezna od
temperatury wigzania starterow

Objetosé reakci - 25 pl prodﬁii r:llcl);l;jgiacjl zalezny od dlugosci

Tabela 7. Schemat reakcji amplifikacji fragmentéw DNA z wykorzystaniem polimerazy DNA
Pfu (Fermentas)

Sktad mieszaniny PCR | steZenie Ztol;c Etap temperatura E:ni?rsl]

K/‘[légrofla polimerazy z | 4 2.5 1. denaturacja | 95°C 2

mix dANTP 2 mM 2.5 2. denaturacja 95°C 1

starer forward 10 uM 1 3. annealing’ 60°C 0.5

starter reverse 10 uM 1 4. elongacja 72°C 1

Pfu DNA polimeraza 2.5U0/ul | 0.2 5. powtarzanie etapow [2-4] 30-40 x

matryca DNA 1 6. elongacja 72°C | 5
7.4°C

H,0 uzupehienie do 25 pl * temperatura annealingu zalezna od
temperatury wigzania starterow

Objeto$é reakeji - 25 pl o ;jlz:fu :é(;ﬁgjaicp zalezny od dlugosci

Reakcje PCR prowadzono na aparatach Mini Cycer™ (MJ Research) oraz C1000
Touch (Bio Rad). Produkty reakcji analizowano -elektroforetycznie w 1.5% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Poprawno$¢ wklonowanych sekwencji
zweryfikowano poprzez sekwencjonowanie wyizolowanych plazmidéow donorowych

(Plazmid Mini Kit, Qiagen).

Etap 5: Przygotowanie wektora docelowego — pHellsgate12

Zastosowanym wektorem docelowym byl plazmid binarny Hellsgatel2 (w dalszej
cze$ci rozprawy uzywany bedzie rowniez skrot pHG12).
Wektor namnozono w komoérkach E.coli One Shot ccdB Survival (Invitrogen), w

pozywce ptynnej LB (37°C/220 rpm/16 h).
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Przeprowadzono izolacj¢ plazmidu (Plasmid Mini Kit, Qiagen) oraz weryfikacj¢ jego
poprawnosci poprzez analiz¢ restrykcyjng. Analize restrykcyja wykonano przy uzyciu
trzech enzymow restrykcyjnych: EcoRI (5°G|AATTC3’), Xbal (5’T|CTAGA3’) oraz
Xhol (5’C|TCGAG3’) wedtug protokotu zawartego w tabeli 8.

Tabela 8. Schemat trawienia restrykcyjnego

Skiladniki reakcji Ilosé
plazmidowy DNA 1070 ng
acetylowane BSA10pg/pl 0.2 ul
dejonizowana woda uzupetni¢ do 20 pl
bufor reakcyjny 10X 2ul
enzym restrykcyjny 10u/pl 0.5l

inkubacja 37°C/2 h

Wiyniki trawienia sprawdzono elektroforetycznie w 0.8% Zelu agarozowym z dodatkiem

bromku etydyny.

Etap 6: Reakcja rekombinacji LR

Postepowano wedtug protokolu opisanego w tabeli 9.

Tabela 9. Schemat reakcji rekombinacji LR

Sktadniki reakcji Tlosé
klon wstepny 100 ng
wektor docelowy — pHG12 150 ng
mix enzyméw LR Clonase' " 11 | 2 ul *
TE bufor, pH 8.0 uzupetni¢ do 8 pl
inkubacja 25°C/ 8 h
proteinaza K | 1 pul*
inkubacja 37°C/ 10 min
* producent nie podaje stezenia

W celu sprawdzenia obecnosci pozytywnych kolonii (procedura opisana powyzej:
selekcja pozytywnych klonow) po zakonczonej reakcji rekombinacji LR wykonano
transformacje komorek chemicznie kompetentnych One Shot® OmniMax™2-T1 oraz
amplifikacje wklonowanych fragmentow genu Mtcsbp. W kolejnym etapie namnozono
oraz oczyszczono plazmid docelowy.

Tak przygotowany wektor pHG12, zawierajacy odpowiednie inserty, wykorzystano do
transformacji bakterii A. tumefaciens GV3101 metoda elektroporacji (napigcie pradu 2,5
kV, czas 4-5 s).
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4.3.2 Transformacja i regeneracja roslin

Transformacja stala z wykorzystaniem bakterii A. tumefaciens stata si¢ na
przetomie ostatniego dwudziestolecia najczesciej stosowang metodg wprowadzania
gendéw lub ich fragmentow do genomu roslinnego. A. tumefaciens jest naturalnym
patogenem ro$lin dwulisciennych wystepujacym w glebie. Niemniej jednak bakterie z
rodziny Agrobacterium infekuja rowniez pewne gatunki roslin jednoli§ciennych (Vogel
i Hill, 2008) oraz grzybow (Abuodeh i wsp., 2000). Niezwykle cickawg obserwacja jest
mozliwo$¢ transferu DNA z Agrobacterium do ludzkiej linii komérkowej HeLa (Kunik
I wsp., 2001).

Zraniona roslina wydziela do gleby zwigzki fenolowe rozpoznawane przez
A. tumefaciens. Bakterie po wniknieciu do komoérek gospodarza indukuja powstanie
specyficznych narosli na korzeniach o charakterze nowotworu wielotkankowego (ang.
crown gall teratoma). Moga one wystepowaé réwniez na todydze rosliny (Gelvin,
2003). Podstawa zaistnialego nowotworzenia jest niezwykle skomplikowany proces
przeniesienia szczegolnego fragmentu kwasu deoksyrybonukleinowego, zwanego
transferowym DNA (ang. transfer DNA, T-DNA), zlokalizowanego na bakteryjnym
plazmidzie Ti (ang. tumor-inducing plazmid) i jego stata, sekwencyjnie niespecyficzna
integracja w genomie rosliny gospodarza (Zupan i wsp., 2000). Efektywnos$¢ procesu
uzalezniona jest zard6wno od obecno$ci transferowego DNA, wyznaczonego na
plazmidzie przez sekwencje zwane lewa i prawg granica (ang. LB — left border; RB —
right border), jak i tak zwanego regionu wirulencji. System, w ktorym T-DNA oraz
geny kodujace biatka wirulencji zlokalizowane sg na réznych plazmidach nosi nazwe
systemu binarnego. Plazmid zawierajacy transferowy DNA nazywany jest wektorem
binarnym, za§ plazmid posiadajacy sekwencje dla genow wirulencji - wektorem
pomocniczym.

Rosliny M. truncatula Jemalong J5 transformowano szczepem bakterii A.
tumefaciens GV3101 (Hellens i wsp., 2000), zawierajacym plazmid pomocniczy pMP90
oraz wprowadzony wektor binarny pHellsgatel2. Transformacja i regeneracja ros$lin
transgenicznych przebiegala wedtug protokolu bezposredniej organogenezy pedow
przybyszowych (Trieu i Harrison 1996; Chabaud i wsp., 2007). Nasiona ro$lin
wysterylizowano w stezonym kwasie siarkowym (VI), a nastepnie poddano je

kietkowaniu.
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Przeprowadzono hodowle ptynne bakterii A.tumefaciens GV3101, zawierajace kolejno
plazmidy docelowe: pHG12 A, pHGI12 C oraz pHG12 H, w objetosciach 25 ml
pozywki TY z dodatkiem czynnika selekcyjnego (spektynomycyna w stezeniu
koncowym 100 pl/ml) (250 rpm/28°C). Po osiggni¢ciu gestosci optycznej ODgoo nm= 0.5
hodowle zwirowano (8000 rpm/25°C), a otrzymany osad bakteryjny zawieszono w 25
ml plynnej pozywki M2A (szczegotowy opis w rozdziale Materialy). Siewki ro$lin
przecigto wzdhuz pionowej osi zarodka oraz usuni¢to hypokotyle. Tak otrzymane
eksplanty inokulowano zawiesing bakterii, a nast¢gpnie wylozono na statg pozywke
M2A. Kokultywacja trwata 5 dni w temperaturze 20°C przy 16-godzinnym
fotoperiodzie. Stres zranienia byl gléwnym stymulatorem podziatéw komodrkowych.
Regeneracja ro$lin transgenicznych rozpoczela si¢ odmyciem pozostatosci bakterii z
eksplantow, a nastgpnie ich transferem na pozywke M2R. Pozywka M2R zawierata w
swoim skladzie 25 mg/l kanamycyne (marker selekcyjny, ktorego gen opornosci nptll
zlokalizowany jest na T-DNA plazmidu binarnego pHG12) oraz 500 mg/I karbenicyling
wspomagajacg usunigcie A. tumefaciens z eksplantow. Na tym etapie rozpoczeta sie
selekcja roslin transgenicznych oraz usuwanie pozostato$ci A. tumefaciens wrazliwych
na karbenicyling. Dalsze pasaze m.in. na pozywke M3 (rdwniez zawierajaca w/w
antybiotyki selekcyjne) miaty na celu indukcje rozwoju pedéow przybyszowych oraz
finalnie ukorzenienie otrzymanych ro$lin na pozywce M4 (dalsza obecnosé

karbenicyliny, bez kanamycyny).

4.3.3 1zolacja calkowitego RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzano za pomoca zestawu RNeasy Plant
Mini Kit firmy Qiagen. Zamrozone w -70°C liScie oraz korzenie roslin badanych
(100 mg) rozcierano na jednolity proszek w cieklym azocie, a nastepnie dodawano 450
pl buforu RLT do homogenizacji prob. Po homogenizacji z uzyciem wstrzgsarki lizat
poddawano 3 minutowej inkubacji w temperaturze 56°C, a nastgpnie przenoszono na
kolumienki QIAshredder usuwajace pozostalo$ci niezhomogenizowanego materiatu
roslinnego. Kolumienki wirowano (2 min/10000 rpm/temp. pokojowa). Do powstatego
lizatu dodawano 0.5 objetosci 96% etanolu. Po doktadnym wymieszaniu przenoszono
powstatg mieszanine na kolumienki do izolacji materiatu genetycznego i postgpowano
zgodnie z procedurg dostarczong przez producenta.
Ze wzgledu na pozostate w preparacie RNA zanieczyszczenia genomowego DNA

stosowano trawienie DNazg I (Qiagen).
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Na etapie przemywania kolumienki buforem RW1 naniesiono na membrang 80 pl
buforu (20 mM Tris-HCI pH 7.5; 10 mM MgCl,) z dodatkiem 10 pul DNazy I (27U) i
inkubowano 15 min w temp. pokojowej. Catkowity RNA wymywano z kolumny 40 pl
H,O wolnej od RNaz (Ambion). Ocen¢ jakoSciowa uzyskanych preparatow
przeprowadzano z uzyciem aparatu Bioanalyzer2100 (Agilent), stosujac RNA nano chip
6000. Ilos¢ uzyskanego catkowitego RNA oznaczono spektrofotometrycznie z

wykorzystaniem urzadzenia NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies).

4.3.4 1zolacja genomowego DNA

Izolacje genomowego DNA z lisci roslin M. truncatula zregenerowanych po
transformacji stalej wykonywano przy uzyciu zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Do izolacji wykorzystano 100 mg lisci, ktore dokladnie roztarto w ciektym azocie.
Nastepnie dodano 400 pl buforu AP1 oraz 4 ul RNazy A. Po zmieszaniu sktadnikow na
wstrzasarce uzyskang zawiesing inkubowano przez 10 min w temperaturze 65°C.
Nastepnie dodano 130 pl buforu AP2 i inkubowano przez 5 min na lodzie. Tak
przygotowany lizat przeniesiono na kolumienki QIAshredder Mini spin i wirowano (2
min/13000 rpm/ temp. pokojowa). Powstaty przesacz przeniesiono do 2 ml probowki
eppendorf 1 dodano 1.5 objetosci buforu AP3/E. Wymieszano przez pipetowanie i
przeniesiono na kolumienki DNeasy Mini spin wigzace kwasy nukleinowe.

Wirowano (1 min/10000 rpm/temp. pokojowa). Membrang kolumienki przemyto
500 ul buforu AW i ponownie zwirowano (2 min/13000 rpm/ temp. pokojowa).
Czynno$¢ tg powtarzano dwukrotnie. Ostatecznie genomowy DNA eluowano objetoscia
40 pl sterylnej wody miliQ (wirowanie: 1 min/10000 rpm/temp. pokojowa).
Oceng ilosciowa uzyskanego materialu genetycznego wykonano z wykorzystaniem
urzadzenia NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies). Oceng¢ jakosciowa

przeprowadzono w 0.8% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.

4.3.5 Oczyszczanie preparatow calkowitego RNA i genomowego DNA

Z uwagi na zbyt niski stosunek odczytu absorpcji promieniowania UV przy 260
nm do 230 nm, sugerujagcy obecno$¢ w niektorych preparatach zanieczyszczen
glikozydowych, wykonano ich doczyszczanie =z  wykorzystaniem statego
poliwinylopolipirolidonu (PVPP; Sigma). Zwigckszono objetos¢ preparatow do 150 pl
dodajac wode wolng od RNaz a nastgpnie 1 mg PVPP.
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Po wstrzasnigciu do powstatej mieszaniny dodano chloroform w stosunku
objetosciowym 1:1 i ponownie wymieszano. Kolejno przeprowadzono wirowanie (4
min/13000 rpm/ temp.pokojowa). Zebrano faz¢ wodng oraz przeptukano pozostatos¢
wodg wolng od RNaz. Ponownie zebrano faz¢ wodng a nastgpnie wykonano wytragcanie
doczyszczonego materiatu genetycznego.

W celu wytracenia catkowitego RNA do zebranej fazy wodnej dodano dwie objetosci
roztworu zawierajgcego 2% octan potasu pH 5.2 w 96% etanolu.

Aby wytraci¢ genomowy DNA zebranej fazy wodnej dodano 0.1 objetosci 3 M octanu
sodu pH 4.8 oraz 2 objetosci 96% etanolu. Delikatnie wymieszano. Wytrgcanie
prowadzono w temperaturze -70°C przez 1 h a nastgpnie wirowano preparat (30
min./13000 rpm/ 4°C). Zebrano supernatant, a otrzymany osad przemyto 400 pl 70%
etanolu oraz ponownie zwirowano (20 min/ 13000 rpm/4°C). Powtdrnie zebrano
supernatant. Osad wysuszono w temperaturze pokojowej i zawieszono w 30 ul wody

wolnej od RNaz (Ambion).

4.3.6 Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji wykonano z wykorzystaniem zestawu
SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Do syntezy pierwszej nici cDNA
uzyto 200 ng catkowitego RNA. Reakcja przebiegata w dwoch etapach. W pierwszym
etapie podczas inkubacji (65°C/ 5 min) mieszaniny catkowitego RNA ze starterami
oligo dT, dideoksynukleotydami (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) oraz woda zachodzi
denaturacja kwasu rybonukleinowego oraz wigzanie starterow. W kolejnym etapie do
mieszaniny reakcyjnej dodano enzym odwrotng transkryptaze M-MLV (ang. Moloney
Murine Leukemia Virus) wraz z buforem reakcyjnym, ditiotreitolem oraz stabilizatorem
RNA (RNase OUT). Przepisywanie informacji genetycznej z matrycy mRNA na cDNA
prowadzono w 50°C przez 60 min, a nastgpnie inaktywowano enzym poprzez 15
minutowg inkubacje w temperaturze 70°C.

Reakcj¢ prowadzono w objetosci 20 pul wedlug protokotu zawartego w tabeli 10.
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Tabela 10. Schemat reakcji odwrotnej transkrypcji

Sktadnik Tlos¢
L 5 | Catkowite RNA 200 ng
S & | 10mM dNTP 1l
S S [ 10uM oligo dT 5 ul
= H,0 wolna od RNaz uzupehnienie do 13.5 pl
5°C /5 min
5x bufor reakcyjny 1wl
o % 0.IM DTT 1ul
S E\ RNase OUT (40u/pl) 1 ul
2 2 | SuperScript III Reverse Transciptase (400u) 0.5 ul
©g 50°C /60 min
70°C /15 min

4.3.7 PCR w czasie rzeczywistym

Ocen¢ zmian iloSciowych w poziomie ekspresji wybranych gendéw
przeprowadzono z zastosowaniem metody PCR w czasie rzeczywistym. Istota metody
jest pomiar przyrostu ilosci produktu badanej czasteczki kwasu nukleinowego po
kazdym cyklu prowadzonej reakcji amplifikacji. Jako system detekcji zastosowano
barwnik SYBR Green [. Wzbudzenie SYBR Green I nastgpuje przy uzyciu $wiatta
niebieskiego o dtugos$ci fali 470 nm. Spektrum emisji jest porownywalne ze spektrum
emisji fluoresceiny z maksimum przy ok. 521nm (Logan i wsp., 2009).
Z chwilg rozpoczecia reakcji PCR wzrastajgca ilo§¢ nowo syntetyzowanych nici
powoduje wzrost sygnatu fluorescencyjnego. Najwigksza zaleta barwnika jest
mozliwo$¢ zastosowania razem z nim dowolnej pary starterow i matryc, dzigki czemu
metoda ta staje si¢ uniwersalna i mniej kosztowna. Jednocze$nie jest wystarczajaco
czuta, aby wykry¢ pojedyncza kopie DNA w mieszaninie reakcyjnej. Ograniczeniem
systemu bazujacego na SYBR Green I jest rozpoznawanie niespecyficznych sekwencji
DNA. W rzeczywisto$ci zliczana jest kazda dwuniciowa czasteczka DNA obecna w
mieszaninie reakcyjnej, tacznie z niespecyficznymi produktami reakcji PCR 1 dimerami
starterow. Istnieje zatem niebezpieczenstwo uzyskania zawyzonych lub falszywie
pozytywnych wynikow. Aby przezwycigzy¢ ten problem i potwierdzi¢ obecnosé
specyficznego produktu po zakonczonej reakcji amplifikacji wykonano analizy
krzywych topnienia amplikonu.
Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono na aparacie Rotor Gene 3000
(Corbett Research) z wykorzystaniem odczynnika MESA GREEN ¢qPCR kit

(Eurogentec).
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4.3.7.1 Wzgledna analiza iloSciowa

Wszystkie odmiany PCR w czasie rzeczywistym, niezaleznie od sposobu detekc;i,
opierajg si¢ na tej samej zasadzie pomiaru ilosci DNA. Po kazdym cyklu mierzony jest
poziom fluorescencji w odpowiadajagcym wybranemu fluorochromowi zakresie widma.
Ocena ilosciowa pozwala ustali¢ wyjsciowg ilo$¢ matrycy w badanej probie, wyrazong
w liczbie kopii lub stezeniu. Okreslenie poziomu ekspresji genu w takiej postaci
mozliwe jest dzigki zastosowaniu zewng¢trznych standardéw. Funkcje standardu moze
pelni¢ ¢cDNA docelowego genu, syntetyzowane in Vvitro ssDNA Iub sklonowany,
powielony i oczyszczony fragment sekwencji docelowego genu. Na podstawie wartosci
Cr (ang. copy threshold, czyli numer cyklu, od ktorego reakcja wchodzi w fazg
logarytmicznego wzrostu) uzyskiwanych dla kolejnych rozcienczen standardu,
wykreslana jest krzywa regresji (zwana krzywa standardows, ang. standard curve)
logarytmu st¢zenia matrycy (o$ X) w odniesieniu do otrzymanych wartosci Cr (0§ Y).
Oceng ilosciowa w badanej probie ustala si¢ przez naniesienie uzyskanych wartosci Cr

prob badanych na krzywa standardowa, ktérej rOwnanie przedstawione jest wzorem:
Cr=mx log(conc) + B

gdzie:  Cp— copy threshold, log(conc) - logarytm stezenia, m — nachylenie krzywej,

B — wartos¢ Cr dla stezenia rownego jednej jednostce

Wartos¢ Cr jest proporcjonalna do logarytmu wyjsciowej ilo$ci matrycy w probie tj. im
wigcej kopii badanej sekwencji znajdowato si¢ w momencie rozpoczgcia reakcji, tym
mniej cykli potrzeba, aby poziom fluorescencji pochodzacy z powstatych produktow
przekroczyt wartos¢ Cr.

Na podstawie krzywej standardowej mozna okresli¢ takze wydajnos¢ amplifikacji (ang.

efficiency, Eff). Obliczana jest ona ze wzoru:
Eff=10""™ ]

Ponizej przedstawiona rycina 7 ilustruje dwie krzywe (amplifikacyjng oraz

standardowg) otrzymane w wyniku reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
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Ryc.7. A — krzywa amplifikacyjna: 1, faza pierwsza reakcji (fluktuacje sygnatu pochodzace z
tla); 2 , faza logarytmiczna reakcji; 3, faza plateau; NTC (ang. no template control), kontrola
negatywna; Rn+, iloraz intensywnosci emisji fluorescencji barwnika; Rn-, poziom tla tj. $redni
poziom fluorescencji w poczatkowej fazie reakcji; B, krzywa standardowa opisana wzorem

Cr= mx log(c) +B (rycina pochodzi z Ciesielska i wsp., 2008)

Wydajnos¢ reakcji powinna miesci¢ si¢ w przedziale 90-100%. Nachylenie krzywe;j
wynoszace -3.322 odpowiada 100% wydajnosci reakcji, za§ m=-3.8 odpowiada
wydajnosci réwnej 83%. O wiarygodnosci otrzymanych wynikow $wiadczy warto$¢
wspotczynnika korelacji (ang. correlation coefficient, square regression coefficient, R).
R* w kontekécie ilosciowym okresla procent danych znajdujacych si¢ na krzywej
standardowej, tworzone] przez serie rozcienczen standardu. Zbyt niska warto$¢
wspotczynnika korelacji oznacza, ze zadane standardy nie moga by¢ odpowiednio
dopasowane do krzywej, a w konsekwencji uzyskane wyniki sg nierzetelne. Prawidtowa
warto§¢ R” zblizona jest do 0.99. Rzetelna analiza ilosciowa wymaga korekcji
eksperymentalnych odchylen indywidualnych wydajnosci odwrotnej transkrypcji
badanych prob. Wynika to z faktu, iz rdéznice wydajnosci odwrotnej transkrypcji
skutkujag w ilosci cDNA, ktora nie koresponduje z wyj$ciowg iloscia RNA (Wong i
Medrano, 2005)
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Normalizacja wzgledem genu o staltym poziomie ekspresji, stanowigcym tzw.
wewngetrzny gen referencyjny (ang. housekeeping gene), jest obecnie powszechnie
akceptowang metoda korekcji nieznacznych wariacji spowodowanych rdéznicg w
wydajnosci odwrotnej transkrypcji (Giulietti 1 wsp., 2001). Poziom ekspresji badanego
genu w ocenie relatywnej determinowany jest i przedstawiany jako stosunek migdzy
iloscig transkryptu genu badanego a iloscig transkryptu wewn¢trznego genu
referencyjnego we wszystkich prébach. Wartos¢ ta jest kolejno porownywana pomigdzy
prébami np. pochodzgcymi z réznych organdéw lub tez tkanek.

Analize ilo$ciowa przeprowadzono w celu 1) okreslenia poziomu wyciszenia genu
Mtcsbp oraz zmian w poziomie ekspresji wybranych gendow, bedacych wynikiem
obnizenia poziomu ekspresji genu Mtcsbp (geny: Mtprl0.1, Mtcrel, Mthpt, Mtga20x),
i) potwierdzenia wynikow analizy proteomicznej (geny: Mtoeel, Mtghl7, Mt14-3-3)).
Badania rozpoczeto od przygotowania standardow reakcji PCR w czasie rzeczywistym
dla kazdego z w/w genéw. Standardy (zamiennie zwane produktami PCR)
amplifikowano z uzyciem specyficznych par starterow, sprawdzano w 1.5% zelu
agarozowym z dodatkiem EtBr a nastgpnie oczyszczano na kolumnach (QIAprep,
Qiagen). Stezenia produktéw PCR zmierzono w aparacie NanoDrop. Dla kazdego
standardu przygotowano seri¢ pigciu 10-krotnych rozcienczen, wykonanych w czterech
powtdrzeniach. Zakres rozcienczen standardow zostal wyznaczony eksperymentalnie i
dobrany tak, aby zawieral w sobie spodziewane poziomy ekspresji badanych genow.
Dla kazdego genu przeprowadzono osobng reakcje¢ PCR w czasie rzeczywistym,
podczas ktérej wykonano krzywa standardowg oraz oznaczono wspotczynniki reakcji tj.
wspotczynnik korelacji oraz wydajno$¢ reakcji.

W celu weryfikacji specyficznosci amplifikacji wykonano analize¢ krzywych topnienia
powstatych produktoéw oraz wykonano rozdziat elektroforetyczny (2% zel agarozowy z
EtBr lub DNAChip — Bioanalyzer2100). Pomiar poziomu ekspresji badanych genow
odbywat si¢ na matrycy cDNA, powstalego w wyniku odwrotnej transkrypcji 200 ng
catkowitego RNA. Kazda probe powtdrzono dwukrotnie. Po zakonczeniu reakcji PCR
W czasie rzeczywistym przeprowadzona zostata analiza krzywej topnienia powstatych
produktow, potwierdzajaca specyficznos¢ reakcji. Wyniki Cr otrzymane podczas reakcji
na matrycy cDNA naniesiono na wczesniej przygotowane krzywe standardowe.
Otrzymane dane liczbowe poziomu ekspresji badanych genéw znormalizowano

wzgledem poziomu ekspresji genu referencyjnego — 3 aktyny.
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Tabela 11. Schemat reakcji PCR w czasie rzeczywistym zastosowany podczas analiz genow:
Tm =52°C (Mtga2ox, Mtaktyna, Mtcsbp); Tm=55°C (Mtpr10.1, Mtcrel) Tm =58°C (Mthptl)

Sktad mieszaniny gqPCR stezenie Z;;;c Etap temperatura | Czas
L 1. denaturacja 95°C 5 min
SYBR Green I mix 2x 12.5 2. denaturacia 95°C 10s
starer forward 10pM |1 3. annealing’ 52°C 15s
starter reverse 10uM | 1 4. elongacja 72°C 20s
5. powtarzanie etapow [2-4] 40 x
matryca cDNA/dsDNA ! 6. topnienie 52°C * -95°C
%

H,O uzupetienie do 25 pl

temperatura annealingu zalezna od
temperatury wigzania starterow

" mieszanina buforu reakcyjnego, barwnika
SYBR Green 1, dNTP, jonow Mg2+,
polimerazy DNA,

** czas elongacji zalezny od dlugosci
produktu reakcji

Tabela 12. Schemat reakcji PCR w czasie rzeczywistym zastosowany podczas analiz genow:

Tm =60°C (Mtoeel, Mt14-3-3, Mtgh17)

Sktad mieszaniny qPCR stezenie leol}vc Etap temperatura | Czas
. 1. denaturacja 95°C 5 min
SYBR Green I mix 2x 12.5 2. denaturacja 05°C 10 s
starer forward 10 uM 1 3. annealing i o
starter reverse 10 uM 1 elongacja 60°C 60's
5. powtarzanie etapow [2-4] 40 x
matryca cDNA/dsDNA ! 6. topnienie 60°C -95°C

uzupetienie H,O do 25 pl

"mieszanina buforu reakcyjnego, barwnika
SYBR Green I, dNTP, jonéow Mg™,
polimerazy DNA,

“czas annealingu i elongacji zalezny od
dtugosci produktu reakcji

4.4 Analiza proteomiczna ro$lin transgenicznych

Celem analiz proteomicznych jest identyfikacja 1 charakterystyka biatek,

powstajacych w wyniku ekspresji genomu w danych warunkach eksperymentalnych.

Podstawowym stosowanym narzedziem badawczym jest metoda dwukierunkowej

elektroforezy biatek (2D-PAGE) w potaczeniu ze spektrometria mas (ang. Mass

Spectrometry, MS).

4.4.1 1zolacja bialek roslinnych

Biatka izolowano metodg ekstrakcji fenolowej opracowang przez Hurkmana 1

Tanake (1986), wprowadzajac odpowiednie modyfikacje zwigzane z wtasciwosciami

wykorzystywanego materiatu. Do izolacji pobierano 100 mg lisci badanych roslin.
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Materiatl rozcierano w cieklym azocie na jednolity proszek, ktéry nastgpnie
homogenizowano w 800 pl buforu ekstrakcyjnego (0.7 M sacharoza, 0.5 M Tris-HCl
pH 7.5, 0.1 M KCl, 50 mM EDTA, 2% DTT). W kolejnym etapie do prob dodawano
800 ul fenolu nasyconego 8-hydroksychinoling. Calo§¢ wytrzasano przez 10 minut.
Powstaty ekstrakt wirowano (10000 rpm,/10 min/temp. pokojowa) a nast¢pnie zbierano
warstwe fenolowa. W celu usuniecia zanieczyszczen do zebranej warstwy fenolowej
ponownie dodano 800 ul buforu ekstrakcyjnego i powtodrzono etap wytrzasania oraz
wirowania. Biatka zebrane w warstwie fenolowej wytrgcano 5 objetosciami 0.1 M
octanu amonu w metanolu w temperaturze -20°C przez minimum dwa dni.
Bezposrednio przed rozdziatem elektroforetycznym preparat wirowano (10000 rpm/ 10
min/ temp. pokojowa), a powstaty osad trzykrotnie przemywano schtodzonym 0.1 M
octanem amonu w metanolu 1 jednokrotnie przemyto schtodzonym acetonem.
Ostatecznie osad biatek poddano szuszeniu pod préznig. Otrzymany preparat biatkowy
rozpuszczono w buforze do ogniskowania izoelektrycznego IEF (7 M mocznik, 2 M
tiomocznik, 2% CHAPS, 55 mM DTT, 0.5% obj. buforu IPG) a nastgpnie inkubowano
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Material nierozpuszczalny usuni¢to przez
wirowanie (13200 rpm/30 min/temp. pokojowa). Ocena ilosciowa prob wykonana

zostata z wykorzystaniem komercyjnego zestawu 2-D Quant kit (GE Healthcare).

4.4.2 Dwukierunkowa elektroforeza biatek

Pierwszym etapem dwukierunkowej elektroforezy bialek jest ogniskowanie
izoelektryczne (ang. Isoelectrofocusing, IEF). IEF wykorzystuje naturalng wtasciwosé¢
bialek jaka jest ich amfoteryczno$é. Kazdemu biatku odpowiada takie pH, w ktorym nie
wykazuje ono obecnosci tadunku elektrycznego. Punkt ten zdefiniowano jako punkt
izoelektryczny (pl). Podstawe rozdzialu podczas ogniskowania izoelektrycznego
stanowi separacja molekut biatkowych zgodna z odpowiadajagcymi im warto$ciami pl.
Rozdziat odbywa si¢ na paskach zelowych, ktorych nos$nik charakteryzuje si¢ zmienng
w sposOb ciagly wartoscia pH (gradient pH utworzony poprzez zastosowanie
amfolitoéw). Kazde biatko zatrzymuje si¢ w miejscu, ktorego pH odpowiada wartosci
jego punktu izoelektrycznego. Zjawisko to okre$lane jest mianem pierwszego
(poziomego) kierunku elektroforetycznego. Do IEF wykorzystano 24 cm paski IPG (pH
3-10, 4-7,6-9; GE Healthcare), ktére poddano 12 godzinnej dehydratacji w w/w buforze
do probek.
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W celu poprawienia rozdzielczo$ci rozdziatu, jak rowniez utatwienia wnikania biatek o
duzych masach molekularnych, ich dehydratacje wykonano w warunkach napigcia o
wysokosci 50 V. Pobrano po 650 pg kazdej z prob biatkowych i naniesiono na pasek do
ogniskowania izoelektrycznego o pH w zakresie 4-7. Separacj¢ prowadzono w aparacie
IPGphor III (GE Healthcare). Nastepnie paski IPG po rozdziale inkubowano przez 15
minut w buforze rownowazacym (6 M mocznik, 2% SDS, 30% glicerol, 50 mM Tris-
HCI pH 8.8) z dodatkiem 1% DTT w pierwszym etapie rownowazenia oraz z dodatkiem
2.5% jodoacetamidu w drugim etapie rOwnowazenia.

Drugi kierunek 2D-PAGE stanowi elektroforeza bialek w  Zelach
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), a zatem rozdziat ze
wzgledu na ich masy czasteczkowe. W rezultacie uzyskujemy dwuwymiarowy uktad
plamek (tzw. spotéw), ktéorych analiza wymaga zastosowania odpowiedniego
oprogramowania. Rozdziat wykonano w 11% zelu poliakrylamidowym z
wykorzystaniem aparatu Etan DALT 6 (GE Healthcare). Warunki rozdzialu byly
nastepujace: 5 W przez 15 min a nastgpnie 17 W/zel przez 4.5 h. Migracja bialek
zostala zatrzymana poprzez zanurzenie zelu w roztworze 50% etanol/10% kwas octowy.
Zel barwiono stosujac odczynnik Blue Silver przez 6 h, wedtug procedury opisanej
przez Candiano 1 wsp., (2004). Tak otrzymane obrazy rozdzialu 2D-PAGE
zeskanowano. Detekcja plamek biatkowych, ich ilo$ciowanie oraz identyfikacja
przeprowadzona zostata z zastosowaniem oprogramowania Image Master Platinum v.
6.0. Celem bylo znalezienie bialek rdéznicujacych proby badane od kontrolnych.
Znormalizowano intensywnos¢ sygnatu dla kazdego zelu oraz obliczono odchylenie
standardowe dla badanych prob. Postgpowanie pozwolito na wyselekcjonowanie biatek
charakteryzujacych si¢ znaczaco réznym (wyzszym lub nizszym) poziomem ekspres;ji.
Wiyniki ilo$ciowej analizy uznano za wiarygodne, jesli migdzy badanymi prébami
sredni znormalizowany poziom biatka ulegt zmianie o wigcej niz 1.3x. Plamki biatek

roznicujacych zostaty wyciete z zelu w celu dalszej identyfikac;i.

4.4.3 Spektrometria mas

Spektrometria mas jest uniwersalng technika analityczng zaliczang do metod
spektroskopowych, ktorej podstawg jest pomiar stosunku masy do tadunku
elektrycznego danego jonu. Spektrometry mas sktadaja si¢ z nastgpujacych elementow:
uktadu wprowadzania probki, jonizatora, analizatora m/z, detektora oraz systemu

rejestracji danych.

62



METODY

Podstawowym warunkiem aby substancja mogla zosta¢ poddana analizie w
spektrometrze masowym jest mozliwo$¢ jej jonizacji. Powstate w jonizatorze, przy
uzyciu réoznorodnych technik, jony badanych zwigzkéw znajdujg si¢ w stanie gazowym
1 poruszajg si¢ w prozni pod wptywem pola elektrycznego. Heterogenna wigzka jonow
jest rozdzielana w analizatorze wedtug stosunku masy do tadunku (m/z) (Gevaert i
Vandekerckhove, 2000). Rozdzielone jony sa wprowadzane do detektora, w ktérym
zachodzi zamiana pradu jonowego na prad elektryczny. Intensywno$ci sygnalow
rejestrowane sg przez system w postaci widma masowego. Spektrometria mas znajduje
bardzo szeroki zakres zastosowan, poczawszy od identyfikacji zwigzkéw chemicznych,
przez ustalanie ich struktury, okreslanie skladu pierwiastkowego i izotopowego,
okreslania ilosci substancji, ustalanie sktadu ztozonych mieszanin (proteomika -
identyfikacja bialek oraz ich sekwencjonowanie) konczac na badaniach metabolomu

komorkowego.

4.4.3.1 MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS jest obecnie rutynowa metodg identyfikacji biatek
wykorzystujaca tzw. tworzenie map peptydowych lub technike fingerprintingu mas
peptydow.
MALDI (ang. Matrix-assisted laser desorption/ionization) — desorpcja/jonizacja
laserowa wspomagana matrycg nalezy do ‘tagodnych technik jonizacji (nie
powodujacych rozpadu czasteczek), wykorzystywanych w analizie trudno lotnych

substancji np. biatek, biopolimeréw. Schemat jonizacji MALDI ilustruje rycina 8.

[ Wiazka promieniowania ]

@ .+
® o N
® ° ¢ o
o QO+ ¢ { Analizator czasu
—_—) _
@ ® + @ + przelotu (TOF)
% ®e° o

+ . . o + . .
©" jony matrtycy @ jony analitu

Ryc. 8. Proces jonizacji MALDI
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Badane biatko po traktowaniu proteaza jest kokrystalizowane z matryca. Na
wykrystylizowang mieszaninge (zwang dalej analitem) probka-matryca dziata impuls
lasera (zwykle o dlugosci fali w zakresie promieniowania UV). Energia jest
absorbowana przez matryce a nastgpnie przekazana do analitu, w wyniku czego
nastepuje jego jonizacja (Webster i Oxley 2005, 2012; Sommerem i wsp., 2007).
Kluczowym w procesach desorpcji i jonizacji jest dobor matrycy. Jej funkcje
najczesciej pelnig substancje o charakterze stabych kwasow organicznych tj. kwas
synapinowy, kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (CHCA) czy kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy (DHB). Technik¢ jonizacji MALDI laczy si¢ najczesciej z
detekcja czasu przelotu (ang. time-of-flight, TOF), co pozwala na szybki rozdziat i
oznaczenie masy czasteczkowej peptydow, biatek, kwasow nukleinowych czy innych
substancji o masach czasteczkowych w szerokim zakresie od 500 Da do 1 000 000 Da.
Analizatory TOF moga pracowac zar6wno w 1) trybie liniowym, tzn. jony poruszajg si¢
po linii prostej, jak i ii) trybie z odbiciem, gdzie wykorzystuje si¢ reflektor
zakrzywiajacy strumien jonow. W chwili dotarcia do analizatora wszystkie jony, bez
wzgledu na mase, posiadaja zblizong energie kinetyczna, a zatem te obdarzone wigksza
masg (zaktadajac jednolitg jonizacje) beda poruszaty si¢ w analizatorze wolniej niz jony
1zejsze. Konsekwencja jest pozniejsze dotarcie do detektora. Jest to jednak zatozenie,
ktore nie zawsze pozostaje prawdziwe. Zdarza si¢, ze energia kinetyczna jondw o tych
samych masach pozostaje r6zna, w wyniku czego pokonuja one droge do detektora w
roznych czasach. Taka sytuacja skutkuje gorsza rozdzielczo$cig otrzymanego widma
(tryb liniowy). W celu jej poprawy stosuje si¢ reflektory jonowe (zwane rowniez
zwierciadlami), ktore wydtuzajac droge jaka musza przeby¢ jony powoduja, ze te o
jednakowych warto$ciach stosunku m/z, ale roznigcych sie energig kinetyczna (a wigc i
predkoscig przelotu) osiggaja detektor w tym samym czasie. Widma uzyskane na
analizatorach pracujacych w trybie z odbiciem charakteryzujg si¢ znacznie zwigkszong
rozdzielczoscia.

Wycigte z zelu poliakrylamidowego plamki bialek roznicujacych badane proby
poddano trawieniu trypsyna (37°C/12 h). Identyfikacje biatek przeprowadzono z
uzyciem spektrometrii mas MALDI-TOF pracujace; w trybie z odbiciem.
Kokrystalizowano 0.5 pl probki biatka z matrycg CHCA a nastepnie naniesiono na
ptytki MALDI AnchorChip (Bruker Daltonics). W celu walidacji danych wykonano
zewngtrzng kalibracje z wykorzystaniem mieszaniny standardow  biatkowych.

Analizowano kationy o stosunku masy do tadunku w zakresie 820-3500.
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Widmo rejestrowano na detektorze Autoflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics). Analize
widma (przypisanie peptydom mas monoizotopowych) wykonano stosujac
oprogramowanie Flex analysis v.2.0.

Biatka identyfikowano z zastosowaniem map peptydowych tworzonych w programie
Mascot (Matrix Science), ktorymi nastepnie przeszukiwano baze danych MSDB/Swiss-
Prot. Identyfikacja przebiegla z doktadno$cig = 0.2 Da.

4.5 Analiza statystyczna wynikow ilosciowych

Zmienno$¢ jest cechg charakteryzujaca wszystkie obserwacje 1 pomiary
naukowe. Wnioskowanie statystyczne zmiennych mierzalnych oparto o analize
wariancji ANOVA (ang. ANalysis of VAriance). Wykorzystano oprogramowanie
STATISTICA 9.0 (StatSoft).

Analiza wariancji jest technika, ktora wérdd calej zmiennosci wskazuje na jej
najistotniejsze czeéci, tym samym na czynniki, ktére prawdopodobnie w znaczacy
sposob wplywaja na wynik eksperymentu. Twoércg analizy wariancji byl angielski
biolog Ronald Fisher (1890-1962).

Parametryczne testy ANOVA wymagaja, aby poszczegélne obserwacje byly
niezalezne od siebie, a odchylenia od §rednich grupowych (tzw. reszty) posiadaty
rozktad normalny. W celu rozstrzygnigcia czy badana zmienna cechuje si¢ rozktadem

normalnym wykonano testy: Kolmogorowa-Smirnowa, Lillieforsa oraz Shapiro-Wilka.

Na poziomie istotnosci a = 0.05 testowano hipoteze zerowa:
Ho: Rozklad danej zmiennej jest rozktadem normalnym
wzgledem hipotezy alternatywne;,

H,: Rozktad danej zmiennej jest r6zny od normalnego

Gdy otrzymana warto$¢ prawdopodobienstwa p<a wowczas hipoteza zerowa zostaje

odrzucona lub w sytuacji gdy p>a nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowe;.

W przypadku odrzucenia zatozenia o rozkladzie normalnym zmiennej badanej,
przeprowadzona zostala analiza reszt. Obliczone wartos$ci reszt przedstawiono w postaci
histogramu lub wykresu liniowego normalno$ci reszt surowych. Na tej podstawie
podejmowano decyzje dotyczaca przyjecia lub odrzucenia proby do analizy z

wykorzystaniem testow ANOVA.
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Dodatkowym zatozeniem analizy ANOVA jest jednorodno$¢ wariancji w obrebie
wszystkich badanych podgrup. Nie we wszystkich analizach statystycznych zatozenie to
byto spetnione (wyniki nie zamieszczone w pracy).

Wiadomo jednak, ze statystyka testowa F jest odporna na odstepstwa od tego zatozenia
wowczas, gdy we wszystkich badanych podgrupach (tutaj: analizowanych roslinach)
liczba przypadkow N (tutaj: powtorzen pomiaru) jest rowna, oraz gdy S$rednie w
grupach nie sg skorelowane z odchyleniami standardowymi w grupach (Stanisz, 2005;
Hill 1 Lewicki 2006). Z uwagi na powyzsze postanowiono wykona¢ analiz¢ ANOVA
mimo braku homogenno$ci wariancji.

Testowano istotno$¢ réznic pomiedzy $rednimi wartosciami oczekiwanymi ()
zmiennej zaleznej w populacji. Hipoteza zerowa zaktadata réwno$¢ srednich w obrebie
populacji

Ho: ni= po=....= up

w przeciwienstwie do hipotezy alternatywnej, stanowiacej o:

Hi: co najmniej dwie Srednie populacyjne roznig si¢ miedzy soba.

Weryfikacja hipotezy nastgpita na podstawie krytycznej wartosci statystyki testowej F o
n-1 stopniach swobody:

F = MS pom. grupami / MS reszta,
gdzie MS (ang. Mean Squares) — srednie kwadraty odchylen pomigdzy grupami lub w

obrgbie reszt (wewnatrz grup).

Wynik statystycznie istotny oznacza, ze roznica uzyskana w eksperymencie jest
wigksza od tej, ktora moze wynikaé jedynie z przypadku. Upowaznia on do wykonania
tzw. testow ,,po fakcie” (post hoc) w celu weryfikacji prob roéznicujacych. Za pomoca
testow post hoc dokonano porownan parami $rednich we wszystkich kombinacjach.
Uzyto testu wielorakich poréwnan HSD Tuckey, za pomocg ktorego utworzono tzw.
jednorodne grupy, w obrebie ktorych zmienna badana nie réznicuje prob poddanych

analizie.
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5. WYNIKI

5.1 Badania strukturalne biatka MtCSBP

Badania strukturalne i charakterystyke fizykochemiczng przeprowadzono na
biatku rekombinowanym MtCSBP, stosujagc procedury opisane w kolejnych
podrozdziatach (4.2.1 —4.2.5).
Celem przeprowadzonych analiz bylo rozwigzanie struktury kompleksu biatka
MtCSBP z fitohormonami (trans-zeatynag i kwasem giberelinowym), okreslenie
sposobu wigzania ligandu w kieszeni wigzacej biatka MtCSBP oraz wyznaczenie stalej
dysocjacji  (K4) kompleksu biatko-ligand. W wyniku przeprowadzonych préb
krystalizacji nie otrzymano krysztatu kompleksu MtCSBP z trans-zeatyng. W
wigkszosci nastawionych kropel krystalizacyjnych obserwowano precypitacj¢ biatka.
Nie udato si¢ rowniez okresli¢ statej dysocjacji kompleksu MtCSBP z kwasem
giberelinowym, stosujac metod¢ ITC. Przyczyne upatruj¢ w braku zmian entalpii

podczas oddziatywan biatko-ligand.

5.1.1 Identyfikacja i klonowanie sekwencji kodujacej biatko MtCSBP

W celu identyfikacji sekwencji kodujacej biatko CSBP w genomie M.
truncatula przeszukano, z uzyciem narzedzia blastn, baz¢ danych TIGR Plant
Transcript Assemblies (ang. The Institute for Genomic Research) oraz baz¢g NCBI >
Nucleotide (ang. National Center for Biotechnology Information). Wykorzystano
sekwencje gendéw Llcsbpl (kod GenBank: AF288708.1) i Gmcesbpl (kod GenBank:
AW234731) jako sondy molekularne. Wykazano obecnos¢ jednej sekwencji kodujacej
biatko CSBP (TIGR Plant Transcript Assembles: TA20570) w genomie M. truncatula
Jemalong A17. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan uzyskano jednak na
genotypie J5. Istnialo zatem prawdopodobienstwo rozbieznosci w sekwencji genu
Mtcsbp migdzy genotypami. Aby je wyeliminowa¢ amplifikowano sekwencje kodujaca
genu Mtcsbp z genomu M. truncatula J5 (wykorzystano startery forward i reverse
specyficzne dla Mtcsbp z genomu M. truncatula A17). Nastgpnie wklonowano ja do
wektora plazmidowego pET151/D/TOPO (5760pz), zawierajacego gen opornosci na
ampicyling jako marker selekcyjny. Tak przygotowanym plazmidem transformowano
chemikompetentne bakterie E. coli One Shot TOP10. W kolejnym etapie wykonano
izolacj¢ plazmidu oraz jego sekwencjonowanie. Wynik sekwencjonowania wykazat

zgodno$¢ sekwencji nukleotydowej genu Mtcsbp genotypow A17 oraz J5 (Ryc.9).
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Ryc.9. Poréwnanie sekwencji kodujacych genu csbp u M. truncatula Jemalong A17 oraz M.
truncatula Jemalong J5. Podobienstwo sekwencji nukleotydowych wynosi 100%. Poréwnanie
wykonano za pomocg programu BioEdit
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5.1.2 Nadekspresja i oczyszczanie rekombinowanego bialka MtCSBP

Nadekspresje rekombinowanego biatka MtCSBP wykonano w systemie
prokariotycznym, z uzyciem komorek E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen), zawierajacych
wczesniej przygotowany plazmid pET151/D/TOPO. Biatko MtCSBP uzyskiwano (1)
w formie ciat inkluzyjnych, ktore po lizie komorek bakteryjnych znajdowatly si¢ w
osadzie (dobrze widoczny prazek w 15% zelu PAA), (2) w formie rozpuszczalnej — w
supernatancie (prawie niewidoczny prazek w 15% zelu PAA). Przeprowadzono
oczyszczania MtCSBP z obu uzyskanych frakcji. Wydajniejsza oraz tatwiejsza okazata

si¢ procedura oczyszczania biatka uzyskanego z frakcji rozpuszczalne;.

5.1.2.1 Preparatyka bialka MtCSBP z cial inkluzyjnych.

Zwirowane komorki E. coli BL21 (DE3) zawieszono w buforze L (50 mM
Tris-HCI1 pH 8.0, 500 mM NacCl, 20 mM imidazol, 1 mM PMSF, 5% glicerol). Lizg
komoérek prowadzono z dodatkiem lizozymu (1 mg/ml) w temperaturze pokojowe;j
przez 15 min. Nastepnie wykonano 6 cykli sonikacji pulsacyjnej, po ktérych
mieszaning zwirowano. W kolejnym etapie przeprowadzono lize ciat inkluzyjnych z
uzyciem 8 M mocznika (inkubacja 37°C/1 h/300 rpm) i1 ponownie zwirowano. Tak
przygotowany supernatant wykorzystano do rozdzialu chromatograficznego na

kolumnie z immobilizowanymi jonami Ni*",

Elucja gradientem Imidazolu
[¢—— 50 MM —>|l¢—100 mM —>{[4-200 mM-»|

Ryec. 10.
15% SDS-PAGE
frakcji biatek po

rozdziale na kolumnie
w —MtCSBP .
HisTrap FF crude

Linie oznaczaja:

1,kontrola negatywna nadekspresji (-IPTG); 2, kontrola pozytywna nadekspresji (+IPTG); 3,
osad po trawieniu benzonaza; 4, supernatant po trawieniu benzonaza; 5, osad bakteryjny po
lizie ciat inkluzyjnych z uzyciem mocznika; 6, supernatant otrzymany po zwirowaniu lizatu ciat
inkluzyjnych; 7, Fo; 8, F1-F6; 9-17, elucja MtCSBP 50 mM imidazolem; 18-24, elucja
MtCSBP 100 mM imidazolem; 25-29, elucja MtCSBP 200 mM imidazolem
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Biatko wymyto z kolumny HisTrap gradientem imidazolu 50-200 mM. Kolumng¢
przemyto 1 M imidazolem w celu usunigcia zwigzanych ze zlozem biatek stanowigcych
zanieczyszczenia. Przeprowadzono dializ¢ polaczonych frakcji biatka do buforu o
nizszej sile jonowej, nie zawierajgcego mocznika i imidazolu (50 mM Tris-HCI pH 8.0,
100 mM NaCl, 5% glicerol). Wykorzystano woreczki dializacyjne o punkcie odcigcia
wynoszacym 10 kDa. W celu proteolizy znacznika 6xHis oraz jego oddzielenia od
biatka MtCSBP wykonano trawienie wybranych frakcji proteza TEV a nastgpnie ich
rechromatografie¢ na kolumnie HisTrap HP. Zebrany przesacz poddano wymianie
buforu poprzez dializ¢ do cytrynianu sodu pH 6.3 o stezeniu 5 mM. Preparat

zaggszczono do objetosci 3 ml a nastgpnie przefiltrowano przez filtr 0.22 pm.

— —_ o - «— TEV Ryc. 11. 15% SDS-PAGE
— -— e e e l«— MICSBP_6xHis  uzyskanych frakcji biatek
— —_ — - e —MICSBP po trawieniu proteza TEV
oraz rozdziale na kolumnie
e — HisTrap HP

Linie: 1, MtCSBP_6xHis (21kDa); 2, MtCSBP (17kDa); 3,F,.s przed trawieniem proteaza
TEV; 4, Fi, po trawieniu proteazg TEV; 5; frakcje eluowane 50 mM imidazolem przed
trawieniem proteaza TEV; 6, frakcje eluowane 50 mM imidazolem po trawieniu proteazg TEV;
7, frakcje eluowane 100 mM imidazolem przed trawieniem proteazg TEV; 8, frakcje eluowane
100 mM imidazolem po trawieniu proteazag TEV; 9, frakcje eluowane 200 mM imidazolem
przed trawieniem proteazg TEV; 10, frakcje eluowane 200 mM imidazolem po trawieniu
proteaza TEV

Ostatnim etapem preparatyki biatkka MtCSBP bylo s3aczenie molekularne
preparatu po re chromatografii na kolumnie HisTrap HP. Wykorzystano kolumne
HiLoad Superdex 200 (FPLC). Biatko z kolumny eluowano cytrynianem sodu pH 6.3
o stgzenie 5 mM z szybkoscig 1 ml/min. Zebrane frakcje obejmujace pik 1 (Ryc.12)
rozdzielono w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Ryc.13).
Podczas oczyszczania wystapily straty w postaci precypitatow biatka. Przeprowadzenie
petnej preparatyki wymagato duzych naktadow czasowych, co negatywnie wplywato
na stabilno§¢ MtCSBP. Dodatkowo problematycznym i jednoczes$nie najbardziej
newralgicznym punktem byl refolding biatka podczas dializy. Ostatecznie z 4 1
hodowli bakteryjnej otrzymano zaledwie 2 mg homogennego biatka MtCSBP. Ilos¢ ta

byta niewystarczajaca do przeprowadzenia dalszych badan.
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e Ryec. 13. Analiza 15% SDS-PAGE
kolejnych frakcji (Fg-Fi6) piku 1.
Prazki koresponduja do homogennego
biatka MtCSBP (17kDa).

M- marker Page Ruler Protein Ladder
50 (Fermentas)

100

|1|:|3|:|.‘-|5"|a|.:|.:-|1.|1:|'..:|'.-|:.-'-‘:5‘1.“13|19| Waste
750 800 5.0 20.0

V. (ml)

Ryc. 12. Chromatogram po saczeniu molekularnym preparatu biatka MtCSBP na kolumnie
HiLoad Superdex 200 (FPLC). Frakcje nr F4-F,; zawieraja homogenne rekombinowane biatko
MtCSBP

5.1.2.2 Oczyszczanie rozpuszczalnej formy biatka MtCSBP

Oczyszczanie rozpuszczalne] formy rekombinowanego biatkka MtCSBP
pomijalo uzycie 8M mocznika na etapie lizy bakterii. Zmodyfikowano réwniez etap
trawienia MtCSBP 6xHis proteza TEV. Usprawnienie polegalo na jednoczesnym
trawieniu preparatu oraz jego dializie do buforu 50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl
(4°C/12 h). Czas trwania pelnej procedury oraz liczba etapéw oczyszczania ulegla
znacznemu zmniejszeniu, co korzystnie wplyneto na stabilnos¢ MtCSBP.
Pomimo pozornie niewielkiej ilosci biatka zawartej w supernatancie w porownaniu do
osadu bakteryjnego (prawie niewidoczny prazek w 15% zelu SDS-PAGE) mozliwe
byto takie zoptymalizowanie procedury, aby w efekcie koncowym otrzymaé do 10 mg
czystego preparatu MtCSBP z 4 1 hodowli bakteryjnej. Zastosowanie kolumny
zawierajace] ztoze o mniejszej Srednicy ziaren spowodowato otrzymanie wezszego
piku na chromatogramie. Analiza 15% SDS-PAGE frakcji uzyskanych w wyniku
saczenia molekularnego wskazuje na wyzszy stopien oczyszczenie biatka w
porownaniu z procedurg opisang w rozdziale 4.2.2.1 (Ryc.16). Przebieg tej procedury
(do etapu odcigcia wstawki histydynowej) zawiera dokumentacja widoczna na Ryc.14
przedstawiona ponize;.
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Elucja gradientem imidazolu
=
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Ryc.14. Rozdzial bialek w 15% zZelu
— e —— poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych
="

Linie: 1, osad bakteryjny po nadekspresji; 2, supernatant po nadekspresji; 3—6, przyktadowe
frakcje wymyte gradientem imidazolu z HisTrap FF crude: 3, elucja S0mM imidazolem; 4,
elucja 100mM imidazolem; 5, elucja 200mM imidazolem; 6, elucja 300mM imidazolem; 7,
biatko MtCSBP_6xHis przed trawieniem proteza TEV; 8, biatko MtCSBP po trawieniu proteza
TEV; 9, Marker — homogenny preparat MtCSBP

Preparat biatka zaggszczono do objetosci 3 ml, przefiltrowano przez filtr o
wielkos$ci por 0.22 pm oraz naniesiono na kolumne HiLoad Superdex 75, 26/60.
Przeptyw na kolumnie wynosit 1 ml/min. Biatko eluowano 5mM cytrynianem sodu pH

6.3. Zbierano frakcje o objetosci 1 ml.

Manual run 6:10_UV1_280nm Manual run 6:10_Cond plk 2
maU | kDa M «—— Frakcje z piku 2 ——»|
\ 1 25
800 \ I
| | R — —MtCSBP
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‘ Ryc. 16. Analiza frakcji piku 2 w 15%

“ 1 zelu poliakrylamidowym w warunkach
w0 | | denaturujgcych (SDS/PAGE).
Prazki odpowiadaja homogennemu
B preparatowi MtCSBP (17kDa). M, Page
|| Ruler Protein Ladder (Fermentas)

200
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Ryc.15. Chromatogram po sgczeniu molekularnym preparatu biatka MtCSBP na kolumnie
HiLoad Superdex 75 (FPLC)

72



WYNIKI

5.1.3 Dynamiczne rozpraszanie Swiatla

Dynamiczne rozpraszanie §wiatta (ang. Dynamic Light Scattering, DLS), znane
réwniez jako spektroskopia korelacji fotonow (ang. Proton Correlation Spectroscopy,
PCS), jest jedng z powszechnie stosowanych metod wykorzystywanych do
charakterystyki biatek w roztworze. DLS umozliwia miedzy innymi okreslenie
wielko$ci badanych czastek oraz stopnia homogennos$ci preparatu. Wykonana analiza
DLS miala na celu oznaczenie stabilno$ci termicznej uzyskanego preparatu bialtka
MtCSBP, jak rowniez wyznaczenia indeksu polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity
Index, PDI). Indeks polidyspersyjnosci okresla stopien homogennosci preparatu. PDI
graficznie przedstawiany jest jako szeroko$¢ piku badanego biatka. Wysoka
polidyspersyjno$¢ probki oznacza obecno$¢ w niej wigcej niz jednej formy biatka (tj.
monomery, dimery, trimery.). Dla probki monodyspersyjnej (homogennej) procent
polidyspersyjnosci przyjmuje warto$i PDI na poziomie <20. Wynik analizy DLS
uzupehlnia informacje otrzymane dzigki zastosowaniu metod takich jak saczenie
molekularne oraz rozdzial w zelu poliakrylamidowym. Badanie biatka MtCSBP,
otrzymanego po sgczeniu molekularnym na kolumnie Superdex 75, przeprowadzono z
wykorzystaniem aparatu DynaPro NanoStar (Wyatt Technology). Uzyto 100 pl
preparatu o stezeniu 0.1 mg/ml, rozpuszczonego w cytrynianie sodu pH 6.3 o st¢zeniu 5
mM. Analiz¢ stopnia polidyspersyjnosci wykonano w temperaturze 25°C. Probke
naswietlano laserem emitujagcym promieniowanie o dtugosci fali 658 nm 1 mocy 120
mW. Do kalibracji zastosowano bufor, w ktorym zawieszono w/w biatko. Podczas

analizy zebrano 10 pomiarow intensywnosci fluktuacji rozpraszanego swiatta (Ryc.17).

~ MtCSBP

>

o 307

‘@

Q R = 23,864

S 20f PDI=269% R = 614,984

2 My =29kDa PDI = 22,1%

()

E 107 /'\
0 ; . / ; -
100 10,00 100,00 1.0E+3 1,0E+4

Promien (A)

Ryc. 17. Analiza homogennosci biatka MtCSBP metoda dynamicznego rozpraszania

Swiatla
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Ryc.18. Krzywa stabilno$ci termicznej biatka MtCSBP

Korzystajac z metody DLS okreslono roéwniez stabilno$¢ termiczng biatka
MtCSBP w roztworze, czyli wyznaczono temperatur¢ otoczenia, w ktorej biatko
MtCSBP ulega agregacji. Graficznie moment agregacji przedstawia si¢ wzrostem
promienia hydrodynamicznego czasteczki (Ryc.18).

Uzyskane wyniki analizy DLS wskazuja na wysoki poziom czystosci preparatu
rekombinowanego biatka MtCSBP (PDI=26,9%). Wykazuja jednak obecnos¢
sladowych ilosci (niewidocznych na SDS-PAGE) agregatow biatkowych,
charakteryzujacych si¢ znacznie wigkszym promieniem hydrodynamicznym (R=614,98
A). Mase molekularng biatka wyznaczono na 23 kDa. Jest to warto§¢ zawyzona od
rzeczywiste] (17.4 kDa) o 5.6 kDa. Rozbiezno$ci dotyczace szacowania masy
molekularnej bialek wynikajg z faktu, ze podstawa jej obliczania w metodzie DLS jest
usredniona warto$¢ promienia hydrodynamicznego czasteczki biatka (wedtug
matematycznego modelu rownania Einstein’a — Stokes’a, okre$lajacego prawo dyfuzji
w roztworze). Zatozeniem metody, bedacym gléwnym Zrédtem btedu, jest globularnosé
badanych biatek. Wiadomo jednak, ze nie kazde biatko posiada globularny ksztatt.
Czasteczka biatka o amorficznym ksztalcie moze charakteryzowaé si¢ wieloma
warto$ciami promienia hydrodynamicznego, ktére w metodzie DLS ulegaja
usrednieniu. Zawyzone szacowanie masy molekularnej biatka podczas pomiarow

dynamicznego rozpraszania Swiatta wynikaja réwniez z uwzglgdnienia w pomiarach

otoczki hydratacyjnej biatka (Li i wsp., 2011).
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Bialka w warunkach natywnych sa ustrukturalizowane. Wptyw na trwato$¢

takiej czasteczki maja nie tylko czynniki chemiczne (skiad buforu), ale réowniez
czynniki fizyczne (temperatura otoczenia). Denaturacja termiczna biatek prowadzi do
utraty struktury, a w konsekwencji funkcji biologicznej. Stabilno$¢ termiczna biatek
okreslana jest takg warto$cig temperatury otoczenia, w ktorej biatko ulega denaturacji.
Struktura IV rzgdowa ulega rozfatdowaniu a poszczegélne czasteczki biatka podlegaja
masowej agregacji 1 wytragcaniu z roztworu. Wykonano denaturacj¢ termiczng biatka
MtCSBP, ktéra doprowadzita do znaczacego wzrostu promienia hydrodynamicznego
czasteczki (wskutek powstatych agregatow), co jednoznacznie wykazaly pomiary
dynamicznego rozpraszania $wiatla.
Biatko MtCSBP podgrzewano od 25°C do 65°C z szybkoscig 2.5°C/min. Analiza DLS
wykazatla, Zze biatko rozpuszczone w 5 mM cytrynianie sodu pH 6.3 charakteryzuje si¢
punktem stabilno$ci termicznej wynoszacym 57°C. Powyzej wyznaczonej temperatury
preparat biatka ulega natychmiastowej agregacji, co objawia si¢ wzrostem promienia
hydrodynamicznego.

Z przeprowadzonego badania wynika, ze biatkko MtCSBP zawieszone w 5 mM
cytrynianie sodu pH 6.3 w zakresie temperatur od 25 do 56°C posiada wzglednie staty
promien jonowy. Powyzej temperatury 57°C hydrodynamiczny promien czgsteczkowy
gwaltownie rosnie. Oznacza to agregacj¢ biatka i jego wytracanie si¢ z roztworu w

postaci osadu.

5.1.4 Wyznaczanie stalej dysocjacji kompleksu MtCSBP-ligand

W celu okres$lenia termodynamicznych parametrow interakcji biatka MtCSBP z
ligandem (trans-zeatyna, kwas giberelinowy) w roztworze wykonano miareczkowanie
kalorymetryczne w statej temperaturze. ITC jest metoda oparta na pomiarach
termodynamicznych, pozwalajaca okresli¢ zmiany cieplne (wydzielanie lub absorpcja
ciepta) zachodzace w roztworze podczas procesu oddziatywan biomolekut. Ryc. 19
ilustruje  zaobserwowane  zmiany  termodynamiczne  zachodzace  podczas

miareczkowania MtCSBP trans-zeatyng (A) i kwasem giberelinowym (B).
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Ryc. 19. Krzywe miareczkowania preparatu biatka MtCSBP o stezeniu 2 mM roztworami: (i)
trans-zeatyny o stezeniu 0.1 mM, (ii) GA; o stezeniu 0.05 mM. Goérne panele korespondujg do
surowych danych zmian cieplnych otrzymanych podczas monitorowania zmian entalpii (AH) w
procesie wysycania biatka ligandem. Dolny lewy panel przedstawia izoterme¢ wigzania trans-
zatyny do MtCSBP. Uwzgledniono w niej krzywg kalibracyjng otrzymang przez
zarejestrowanie zmian cieplnych zachodzacych podczas miareczkowania buforu roztworem
ligandu. Dolny prawy panel pokazuje brak wiazania GA; przez MtCSBP

Eksperymentalnie dobrano takie stezenie biatka oraz wybranych ligandow, ktore
warunkowato otrzymanie najlepszych rezultatow.
Pomiary, w temperaturze 20°C, obejmowaly miareczkowanie 1 ml biatka MtCSBP o
stezeniu 2 mM (rozpuszczonego w 5 mM cytrynianie sodu pH 6.3) porcjami
nastepujacych ligandow (o objetosci 5 pl):
1) trans-zeatyny o stezeniu 0.1 mM (rozpuszczona w 200 mM HCI do
stezenia 0.5 M, a nastepnie rozcienczona 5 mM cytrynianiem sodu pH
6.3). Dodano 30 porcji ligandu.
1) kwasu giberelinowego o stezeniu 0.05 mM (GAj rozpuszczone w 96%
etanolu do stezenia 1 M i rozcienczone 5 mM cytrynianem sodu pH 6.3).

Dodano 50 porc;ji ligandu.
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Eksperyment ITC potwierdzil, ze biatko MtCSBP wigze trans-zeatyn¢ (naturalnie
wystepujaca cytokining). Stechiometri¢ wigzania wyznaczono na 1.46, co oznacza, ze
jedna czasteczka biatka MtCSBP wigze 1.46 czasteczki trans-zeatyny. Wyznaczona
stala wigzania ligandu do biatka wynosi Kg=399.5uM, a zmiana entalpii tego
oddziatywania AH = -7.79 kJ/mol (gdzie lcal = 4.18 kJ). Ujemna warto$¢ zmian
entalpii procesu wskazuje na jego egzotermiczny charakter.

Metoda ITC okazata si¢ niewystarczajaca do wykazania zdolnosci biatka MtCSBP do
wigzania ligandow z grupy giberelin tj. kwasu giberelinowego. Przyczyng jest brak
zmian cieplnych podczas wysycania biatka ligandem GAj;. Wynik ten jednak nie
oznacza braku interakcji MtCSBP:GAj, a jedynie sugeruje mozliwo$¢ entropowego

kierowania procesem wigzania. Konieczna jest zatem zmiana techniki badawcze;.

5.1.5 Krystalizacja kompleksu MtCSBP:GA3

Badania krystalograficzne struktury kompleksu biatka MtCSBP z kwasem
giberelinowym podj¢to na podstawie wynikoéw uzyskanych przez Zawadzkiego i wsp.
(2010). Krystalizacje przeprowadzono metoda dyfuzji par w wiszacej kropli. Uzyto
biatko o stezeniu 10 mg/ml rozpuszczone w 5 mM cytrynianie sodu pH 6.3, kwasu
giberelinowego (rozpuszczonego w 96% etanolu) w 3 — krotnym nadmiarze molowym
(biatko:GA3=1:3) oraz roztwordow krystalizacyjnych z zestawow firmy Hampton
Research. Proces przebiegatl w temperaturze 19°C.
Krysztaly do badan dyfrakcyjnych zaobserwowano po 10 miesigcach od momentu
nastawienia w warunkach: bufor - 0.1 M ADA pH 6.5, precypitant - 1.0 M siarczan

amonu (zestaw MembFac, HR).

Ryc.20. Krysztaly, w ksztalcie bipiramid,
kompleksu biatka MtCSBP z kwasem
giberelinowym (GA;).

Autorka dysertacji wykonata doswiadczenia do
etapu  uzyskania  krysztatlu  kompleksu.
Rozwigzanie i  udokladnienie  struktury
wykonano przy wspotudziale krystalografow z
Zaktadu Krystalografii CBB IChB PAN w
Poznaniu

77



WYNIKI

5.1.5.1 Rozwiazanie struktury kompleksu MtCSBP:GA;
Pomiary dyfrakcyjne wykonano na synchrotronie BESSY w Berlinie. Uzyto

30% glicerolu w celu krioprotekcji krysztatow biatka.

Tabela 13. Statystyka pomiarow dyfrakcyjnych

Linia pomiarowa BESSY BL 14.2
Temperatura (K) 100

Grupa przestrzenna P 65

Parametry komorki (A) a=55.80,¢c=99.96
Rozdzielczosé ( A) 1.34

Rumerce (%) 4.3%
Kompletnos¢ (%) 97.8
Redundancja 10.9

Wymiary krysztatu (mm) 0.3x0.2x0.2
Liczba zmierzonych reflekséw | 38199

<Uo(I)> 30.6 (1.9)

Strukture kompleksu biatka MtCSBP:GA; rozwiazano' i udoktadniono' stosujac

programy krystalograficzne wymienione w Tabeli 14.

Tabela 14. Programy komputerowe do rozwigzywania i udoktadniania struktury

CZYNNOSC PROGRAM

Integracja danych | XDS

Skalowanie XSCALE

Fazowanie PHASER

Budowa modelu ARP/WARP
Udoktadnianie COOT,PHENIX REFINE

W celu rozwigzania struktury krystalicznej otrzymanego kompleksu uzyto metody
podstawienia czasteczkowego. Modelem wyjsciowym byl lancuch A struktury

rekombinowanego biatka CSBP z Vigna radiata (kod PDB: 2FLH).

! Strukture rozwiazali Mitosz Ruszkowski i Jakub Barciszewski
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Poczatkowy model biatka MtCSBP zbudowany zostal z wykorzystaniem programu
ARP/WARP (Morris 1 wsp., 2002) i nie zawieral N-terminalnej metioniny. Do
wyznaczenia warto$ci Ryee, podczas udoktadniania struktury, postuzylo 1000 losowo
wybranych refleksow. Stworzona zostata rowniez biblioteka idealnych dtugosci wigzan
1 katow dla kwasu giberelinowego. Przygotowano ja opierajac si¢ na danych zawartych

w bazie The Cambridge Structural Database (CDS).

Tabela 15. Statystyka udoktadniania struktury

Unikalne refleksy 38196
Rwork (%) 13.9
Riree (%) 16.8
[lo$¢ wszystkich atomow 1461
Srednia warto$¢ B (A”2) 14.6

R.m.s.d. od wartosci idealnej

Dtugosci wigzan (A) 0.019

Katy wigzan (°) 1.8

5.1.5.2 Struktura kompleksu MtCSBP:GA;

Biatko MtPhBP wykazuje kanoniczny model struktury biatek z rodziny PR-10.
Zawiera siedem antyrownolegltych tancuchow f, tworzacych sztywny arkusz f,
owini¢tych wzdtuz dlugiej, C-terminalnej helisy a3. Te dwa gtowne elementy struktury
tworzg kieszen wigzaca, zamknigta przez dwie krotkie helisy al oraz o2. Helisy te
zlokalizowane sg pomig¢dzy arkuszami Bl 1 f2. Wejscie do hydrofobowej kieszeni
wigzgcej uformowane zostato przez obecno$¢ regionu nieustrukturalizowanego — petli
L9 (ang. loop), taczacego arkusz B7 z helisg a3 (Ryc.21).

Jednostka asymetryczna kompleksu MtCSBP:GAj3; zawiera jedng czasteczke bialka.
Stanowi to dodatkowe potwierdzenie wystgpowania monomerycznej formy biatka w

roztworze.
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Ryc. 21. Ogo6lny model struktury biatka MtPhBP oraz schemat budowy czasteczki kwasu
giberelinowego

Na podstawie map gestosci elektronowej w strukturze zidentyfikowano rowniez
czasteczki glicerolu oraz wody. Miejsce wigzania ligandu, w postaci GA3, znajduje si¢
wewnatrz kieszeni wigzacej, utworzonej przez reszty aminokwasowe Phe58, Phe56,
[le26 oraz Phel03. Znaleziono tam, oprdcz czasteczki GAj;, jednag z obecnych w
strukturze czasteczek glicerolu (oddziatujacg z atomem tlenu O13 GAjz). Wewnatrz
kieszeni wigzacej zaobserwowano trzy miejsca bezposredniego wigzania ligandu do
tancuchow bocznych reszt aminokwasowych bialka w postaci utworzonych wigzan
wodorowych. Dwa z nich sa niezbedne do zachowania aktywnosci biologicznej
hormonu (Hedden, 2008). Sa to wigzania wodorowe wystepujace pomiedzy: i) atomem
tlenu O72 GAj; 1 atomem tlenu OGI1 Thr141 (dlugos¢ wigzania 2.68 A), 11) atomem
tlenu O31 GAj3 1 atomem azotu NE2 GIn22 (dlugo$¢ wigzania 3.11 f‘,) oraz 1i1) atomem
tlenu 091 GAs i atomem azotu NE2 GIn68 (dtugo$¢ wigzania 3.03 A). Dodatkowo
wystepuje wigzanie wodorowe migdzy atomem O71 GAj; a grupa -OH Tyr91 poprzez
posredniczacy czasteczke wody nr 302.

80



WYNIKI

Ryc.22. Mapa ggstosei elektronowej kwasu giberelinowego obserwowanej na poziomie 26 w
strukturze kompleksu MtCSBP:GA;

Ryc.23. Wigzanie kwasu giberelinowego w hydrofobowej kieszeni. Przedstawienie dtugosci
wigzan wodorowych (A)
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1) ViCSBP 2) MtCSBP

GLU 69

GLN 67 GLN 68

GLN 22
LEU 22

x THR 141

Ryc.24. Poréwnanie miejsc wigzania hormonow w biatkach homologicznych: 1) wigzanie dwoch
czasteczek trans-zeatyny przez biatko VrCSBP oraz 2) jednej czasteczki kwasu giberelinowego przez
biatko MtCSBP

THR 139

W kieszeni wigzacej VrCSBP znajduja si¢ dwie czasteczki trans-zeatyny
zorientowane wzgledem siebie ,glowa do glowy”. W biatku MtCSBP kwas
giberelinowy wiaze si¢ poprzez grupg karboksylowa w podobny sposob jak trans-
zeatyna poprzez N3 i N9 pierScienia puryny. Biatka VrCSBP oraz MtCSBP wykazuja
identyczno$¢ aminokwasowa wynoszaca 74% oraz podobienstwo wynoszace 86%. Z
poréwnania sekwencji aminokwasowych obu biatek wynika, Ze aminokwasy biorace
udzial w wiazaniu kwasu giberelinowego (GIn22, GIn68, Thr141) w biatku MtCSBP
odpowiadaja aminokwasom zaangazowanym w wigzanie trans-zeatyny w strukturze

biatka VrCSBP (Leu22, GIn67, Thr139) (Ryc.25)

o 20 e 40 *

VrCSBP : MVRKEFNTQTELSVRLEALWAVLEKDFITVVPKVLPHIVKDVQLIEGDGGV : SO0

MtCSBP : MIKEENTQTTLNVGLEALWAANQBKDITLVVPKVLEPNIVKDVQVIEGDGGV : 50
60 » 80 * 100

VrCSBP : GTILIENFLPEVSP-S EEITEFDESSHEIGLQVIEGGYLNQGLSYYK : 99

MtCSBP : GTRKLIENFLPGIAPVN EVITEYDELSHTIGLQVVEGGYLNQGLSYYK : 100

¥ 120 x 140 *
VrCSBP : TTERLSEIFEDKTLVNVKISYDHDSD-IEEKVTPT QSTLMYLRRLER : 148
MtCSBP : TTEQFSAISENKTLVNVKISYDHESELIEEKVKPT ESTLFYLGQLEK : 150

VrCSBP : ¥YLSNGSA : 155
MtCSBP : ELLNGA- : 156

Ryc.25. Porownanie sekwencji aminokwasowych biatek VrCSBP oraz MtCSBP. Kolorem czerwonym
zaznaczono aminokwasy zaangazowane w wigzanie ligandow przez oba bialka.
Oznaczenia: Q-Gln, L-Leu, T-Thr
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Ryc.26. Porownanie struktury biatka MtCSBP (kolor czerwony) i VrCSBP (kolor zielony) bez
zwigzanych ligandow

Z uwagi na zdolno$¢ wigzania hormondw, nie tylko z grupy cytokinin ale réwniez
odleglej od niej chemicznie grupy giberelin, zaproponowano zmian¢ nazwy biatka z
,bialka specyficznie wigzacego cytokininy” (CSBP) na biatko wigzace fitohormony
(ang. Phytohormone Binding Protein, PhBP). Struktura kompleksu MtPhBP:GA;

zostala zdeponowana w bazie Protein Data Bank (PDB) pod numerem dostepu 3US7.

5.2 Woyciszanie genu Mtcsbp z wykorzystaniem technologii interferencji RNA
Zjawisko potranskrypcyjnego wyciszenia ekspresji genu przez dwuniciowe,
krotkie (21-23nt), interferujace RNA postuzyto jako gldéwne narzedzie badawcze w
analizie biologicznej funkcji biatkka MtCSBP. W tym celu przygotowano konstrukty
genowe, wykonano liczne transformacje eksplantow M. truncatula Jemalong J5
bakteriami A. tumefaciens GV3101, przeprowadzono regeneracj¢ transformantow oraz
szereg analiz poziomOw ekspresji wybranych genow w uzyskanych roslinach

transgenicznych.
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5.2.1 Przygotowanie plazmidéw do transformacji roslin
Nazwy dla biatka CSBP (ang. Cytokinin-Specific Binding Protein) jak i
kodujacego je genu sg nadal obowigzujace w dostepnych bazach danych, dlatego tez w

dalszej czesci pracy nie zostaty zmienione na PhBP.

Konstrukty genowe przygotowano w oparciu o sekwencj¢ kodujaca genu Mtcsbp
(471nt) oraz plazmid binarny pHellsgatel2 (17681pz). Z uwagi na fakt, ze biatko
MtCSBP nalezy do grupy bialek zwigzanych z patogeneza (PR), przeszukano
nukleotydowg baze danych NCBI w poszukiwaniu bliskich homologéw. Znaleziono
sekwencje genu kodujacego biatko MtPR10.1 i porownano ja z sekwencja genu Mtcsbp.
Obie sekwencje wykazuja 44% homologie. W celu zminimalizowania efektu
wyciszenia ekspresji obu gendéw jednoczesnie (tzw. efekt off-target), do klonowania
wybrano trzy roznigce si¢ dlugoscig fragmenty sekwencji nukleotydowej genu Mtcsbp.
Fragmenty oznaczono jako: Mtcsbp H' (fragment od 1 do 130nt, 130nt), Mtcsbp A'
(fragment od 179 do 443nt, 265nt), Mtcsbp_C1 (fragment od 1 do 443nt, 443nt).
Procedura tworzenia plazmidu binarnego zawierajacego wklonowany fragment genu
Mtcsbp opierata si¢ na technologii Gateway (Invitrogen). Wklonowane sekwencje, w
komorcee rosliny gospodarza tworzg strukture spinki do wlosow, bedaca zrédtem matych
interferujacych RNA (ang. small interfering RNA, siRNA).

Amplifikowano zaprojektowane fragmenty z wykorzystaniem specyficznych starterow
zawierajacych linkery w postaci miejsc attBl oraz attB2. Powstate produkty
oczyszczono z 1% zelu agarozowego z dodatkiem bromku etydyny za pomoca zestawu
MinElut (Qiagen), a nastepnie wklonowano do wektora donorowego pDONR Zeo z

wykorzystaniem reakcji rekombinacji BP.

" Oznaczenia Mtcsbp: A, C, H wprowadzono na etapie klonowania i selekcji kolonii bakteryjnych
transformowanych fragmentami sekwencji kodujacej Mtcsbp do plazmidu pHellsgate12 réznigcymi si¢
dhugoscia: A-265pz, C —443pz, H — 130pz.

W dalszej czg$ci pracy oznaczenia A, C oraz H korespondowaé beda do ro$lin transgenicznych
otrzymanych w wyniku transformacji M. truncatula bakteriami Agrobacterium tumefaciens GV3101
zawierajacymi plazmid pHG12 z wklonowanymi fragmentami genu Mtcsbp A, Mtcsbp C oraz
Mtcsbp H.
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% 40
McCSEP : 0§y AGG A CACCC CTG! CTAGHEyWE:S GGCC GGCT GTCC TCACCTTAG [MT| g B
MEPRIO @ QN CTTCA GCATG TCTHAT MY PNMCTCCTRHCTAGA CAA AGTT TCTGATAACC T : 100

k3 1z0 * x 160 z 180
HtCSEP CCAAl TTGNCARRAGA C Ry GEAT, G 2T T (RT ACTCATCT YN TTINCCCT T4 CCC : 497
Mt PRI1O : PRlE CCapycc G G ML ARC CECC CAAA C (T TT[MET (Je:N GGT : T197
HtCSEP TETCAAAGGG GTTA T GGCTCC A T G CTTGTC CTA : 296
Mt PRI1O : GETTTGCACA GA TA AG TTAAC CAGCAT T [ A GAGALG TCC : 297
380 * 400

Mt CSEP CAACT GA ﬁGAT CTTATG Cal T GCETHRAT & : 390

ML TAMNTCACCARM GG G, CARCIRIGT G : 393

360

Mt PR1O : TTT G-~ -~ GC TTAC pyeyyes
k3 420 * 440 480
IEPRI0 éEﬁEﬁEE%&E&E‘H@E?EETEE‘%EEE?H%&EE%EA &‘éﬁﬂ*&lé@ AT
ATG TGA
i 130 179 Mtcsbp 443 471t
Mteshp.C
Mtcshp:H Mitcshp:A

Ryc.27. Porownanie sekwencji nukleotydowych kodujacych biatka MtCSBP i MtPR10.1 (A)
oraz schemat dtugo$ci sekwencji kodujacej Mtcsbp i jej fragmentow (C,H,A) uzytych do
wyciszenia genu Mtcsbp metoda RNAI (B)

Stosujac technike szoku cieplnego transformowano komorki chemikompetentne

E. coli OmniMax (Invitrogen) oraz dokonano selekcji pozytywnych klonéw metoda

PCR i rozdziatowi w 1.5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.

K J I HG F E D CBA M

265 pz —

> - . — W ——

443 pz —

—— Ryc.28. Selekcja pozytywnych

_— klonow bakteryjnych po transformacji
i plazmidem pDONR_Zeo

- zawierajacym wklonowany fragment
genu Mtcsbp o dtugosci : i) 265pz ;
linia K - kontrola zerowa, do dalszych

> T . S ———

analiz wybrano klon z linii A,

K 7J I HG F E D C B A M ii443pz linia H - kontrola zerowa,
do dalszych analiz wybrano klon z
linii C.

iii) 130pz, linia A — kontrola zerowa,
do dalszych analiz wybrano klon z
linii H.

Marker — pGEM (Promega)

AN

. | G —— —

130 pz —
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Wybrane klony namnozono, wyizolowano z nich plazmidy i poddano
sekwencjonowaniu w celu sprawdzenia poprawnosci nukleotydowej wklonowanych

fragmentow.

Mesbp : atgatasaggaattoaacacceaaacascactgaatgtagagttagaggecctotgggctgcteagtccaaggatatcaccttagttgtt o U

PDONR A f —==mmmm == —————— Co-

pDONR_C @ |
pDONE_H : ]

ATGATAAAGGAATTCAACACCCAAACAACACT GAAT GTAGGGT TAGAGGCCCTCT GGGCTGCTCAGT CCAAGGATAT CACCTTAGTTGTT

100 = 120 * 140 * 160 * 180
Mtesbp o 180
pDONR_A @ T2
pDONR_C @ : 180
pDONE_H : : 130
CCAARGGTTCTACCAAATATTGT GAAAGAT GT GCAAGT AAT T GAAGGLEGAT GGAGGGGTTGETACCARACTCATCTTTAATTTTTTGCCT
* 200 * 2210 * 240 * 260 *
Mtesbp o 270
pDONR_A : 92
pDONR_C @ 2270
POONR H 1 —mmmm e -
GGETATAGCCCCAGTAAATTAT CAAAGGGAGHET GATCACT GAGT AT GATGAGT TATCT CATACAATTGGGCTCCAAGT GET TGAAGGAGEC
280 = 300 * 320 * 340 * 360
Mteshp 1 360
pDONR_A : o182
pDONR_C @ ¢ 360
PO H § mmm oo . -
TATCTGAATCAAGGCTTGTCATACTACAAGACAACTTTCCAATTCTCAGCAATAT CAGAGARTAAAACTTTGET GAAT GT GAAGATCTCT
* 380 * 400 * 420 * 440 *
Mteshp 1 450
pDONR_A : 1 265
pDONR_C @ ¢ 443
pDONE_H . -
Mteshp
pDONR_A :
PDONR_C 1 ——————————mmmmmmmooo Lo
pDONE_H : ——-------—---mmm : -

TTTCTGTTAAATGGTGCTTGA

Ryc.29. Porownanie sekwencji nukleotydowych fragmentow genu Mtcsbp wklonowanych do
wektora pDONR_Zeo z wyj$ciowa sekwencja kodujaca genu Mtcsbp. Nie stwierdzono mutacji

Wektor docelowy pHGI12 otrzymano dzigki uprzejmosci organizacji CSIRO
(Australia), (Helliwell et.al.,2002; Helliwell i Waterhause, 2003). Dostarczony w formie
wysuszonej na bibule Wattman. pHG12 zawiera sekwencje letalnego genu ccdB,
ktorego produkt ekspresji, biatko CcdB, jest inhibitorem bakteryjnej gyrazy. Z uwagi na
ten fakt plazmid namnozono w bakteriach E. coli One Shot® ccdB Survival™

(Invitrogen), opornych na toksyczne biatko.
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Namnozony 1 wyizolowany plazmid poddano trawieniu enzymami restrykcyjnymi, a

fragmenty trawienia rozdziatowi w 0.8% zelu agarozowym w celu potwierdzenia jego

autentycznosci. Do trawienia uzyto 1 pg plazmidowego DNA oraz nast¢pujacych

enzymow restrykcyjnych: EcoR1 (jedno miejsce cigcia w wektorze, linearyzacja

plazmidu), Xhol (dwa miejsca cigcia w wektorze), Xbal (dwa miejsca cigcia w

wektorze) (Ryc.31).

Pstl (17627)
Aval (17489)
ApalLl (16973)
Xbal (16904)
attR1
Smal (16164) \
Aval (16162)

Xmal (16162)

Apall (16131)

ccdB

Pstl (15913)

attR2
Xbal (15485)
BamHI (15479)
HindIll (15473)

cat intron (reverse)

Ryc.31. Plazmid pHG12 po trawieniu
enzymami restrykcyjnymi. Rozdziat w 0.8%
zelu agarozowym

Linie przedstawiaja:

1, marker Gene Ruler 1kb (Fermentas)

2, pHG12 po trawieniu Xhol (16252+1429pz)
3, pHG12 po trawieniu EcoRI (17681pz)

4, pHG12 po trawieniu Xbal (16262+1419pz)

Pstl (15281)
Hindill 15268) 5, marker pGEM (Promega)
Clal (15263)
Pdk Intron Ncol (26)
EcoRI (14456) \ | Nos promoter
Aval (14450‘)“ BamHI (492)
Xhol (14450) Pstl (657) 1 2 3 4 5
attR2 \\ NPT II Z
s \ P —
mal (13801) Nco | (1036) o
Aval (13799) 10000
Xmal (13799)
ppall (13768 T pHellsgate 12 pz
= 17681 bp «—2645
ccdB
Pstl (13550) 1500—> <1605
attR1 Aval (5661) 1000—> <1198

Aval (13021)
Xnhol (13021)
P27-5 Primer
CaMv 358
Aval (12267)
Pstl (11665)
Aval (11075)
Right Border

ApalLl (8100)
Aval (8519)

Ncol (5848)
Ncol (6376)
ApalLl (7169)

Spec Resistance
ApalLl (8874)

Ryc. 30 Mapa wektora pHellsgate 12

Tak przygotowany wektor postuzyt do klonowania fragmentow genu Mtcshp.
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Wykonano reakcj¢ rekombinacji LR, na skutek ktorej fragmenty genu Mtcsbp
zostaly przeklonowane do wektora docelowego — pHGI12. Mieszaning reakcyjng
transformowano (szok termiczny) komoérki E. coli OmniMax, w ktorych namnozono
pHGI12 zawierajace fragmenty A, C oraz H (oznaczenia w dalszej czes$ci pracy:
pHG A, pHG C, pHG H). Przeprowadzono izolacj¢ plazmidow pHG A, pHG C,
pHG H. Wykorzystujac reakcje PCR potwierdzono, ze wyizolowane plazmidy
zawieraja odpowiednie inserty.

Transformacje elektrokompetentnych bakterii A. tumefaciens GV3101 (zawierajacych
plazmid pomocniczy pMP90) wykonano metodg elektroporacji. Kazdorazowo uzyto 50
ul bakterii o ggstosci optycznej ODgoo nm= 0.8, zawieszonych w wodzie dejonizowane;j
oraz 100 ng kazdego plazmidu (pHG A, pHG _C, pHG H). Procedur¢ powtarzano
dwukrotnie dla kazdego plazmidu. Bakterie naniesiono na ptytki zawierajace stalg
pozywke TY z dodatkiem 100 mg/l spektynomycyny, jako czynnika selekcyjnego.
Sekwencja genu warunkujacego oporno$¢ na ten antybiotyk aminoglikozydowy
zlokalizowana jest na plazmidzie pHG12. Inkubacj¢ ptytek prowadzono w 28°C przez
36 godzin.

Kolonie bakteryjne, ktére wyrosty na szalkach Petriego sprawdzono metoda PCR i

specyficznych par starteréw na obecno$¢ insertow A, C oraz H w plazmidzie pHG12.

M

pz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 inserty

350 —»
-— — — —— —————— <+ 260 pz
222 —> — - P
460 —> P—————— i 4—443pZ

c

126 —»> H |« 130 pz

Ryc. 32. Selekcja pozytywnych klondéw bakterii A. tumefaciens GV3101 po transformacji
plazmidami: pHG12 A, pHGI12 C, pHG12 H; zawierajacych wklonowany fragment genu
Mtcsbp o dhugosci: pHG12 A - 265pz, pHG12 C - 443pz, pHG12 H - 130pz. Linia 11 —
kontrola negatywna. Marker pPGEM (Promega)
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Tak przygotowane bakterie A. tumefaciens GV3101 zawierajace prawidtowe konstrukty
wyciszajace, w postaci plazmidow pHG12 z wklonowanymi sekwencjami o dtugosci
443pz (C), 265pz (A) oraz 130pz (H), wykorzystano na dalszych etapach pracy do

transformacji eksplantow M. truncatula J5.

4.2.2 Transformacja i regeneracja roslin

Transformacje M. truncatula J5 oraz regeneracje roslin transgenicznych
przeprowadzono wedtug protokotu organogenezy pedow przybyszowych. Metoda ta
pierwotnie opisana byla dla genotypu Al7. Nie znaleziono jednak wzmianek w
literaturze traktujacych o jej skuteczno$ci i wydajnosci przy uzyciu innych genotypow
M. truncatula. Z uwagi jednak na fakt, ze dysponowano roslinami o genotypie J5, jak
rowniez, ze nie powiodia si¢ ich transformacja metodg somatycznej organogenezy
(obumarcie na etapie tworzenia somatycznych embrionéw; prace nie opisane w
rozprawie) zdecydowano si¢ dostosowac w/w protokot.

Metoda organogenezy pedow przybyszowych pomija etap tworzenia kallusa.
Zostata ona pomyslnie zaadoptowana do badanego przez nas genotypu M. truncatula
J5. Kolejne etapy zakladaty (1) kietkowanie roslin, (2) wylozenie eksplantow na
pozywke M2A i ich kokultywacja z bakteriami A. tumefaciens zawierajacymi kostrukty
wyciszajace, (3) przetozenie na pozywke regeneracyjna, (4) przetozenie na pozywke do
rozwoju pedow przybyszowych oraz (5) hodowla na pozywce do ukorzeniania. Caty
proces odbywal si¢ w obecnosci antybiotykow selekcyjnych: kanamycyny oraz
karbenicyliny.

Wykonano transformacje siewek M. truncatula JS z wykorzystaniem wszystkich
trzech konstruktow (fragmenty wyciszajace o dtugosci: C-443pz, A-265pz, H-130pz).
Transformacje powtdrzono dwukrotnie. Kazdorazowo wykorzystywano po 140 siewek
na jeden konstrukt, jednak wydajnosci transformacji znacznie si¢ od siebie roznity
(newralgicznym etapem byla regeneracja 1 ukorzenianie roslin). Najwiece)
ukorzenionych ro$lin uzyskano przy uzyciu konstruktu zawierajacego: fragment
wyciszajacy o dhugosci 443pz — 8 roslin (3,3% wydajnos¢), fragment wyciszajacy o
dhlugosci 130pz — 4 rosliny (1,43% wydajnos$¢), a najmniej zawierajacego fragment
wyciszajacy o dlugosci 265pz — jedna ukorzeniona roslina (0,35% wydajnosc¢).

Podsumowujac, z 840 transformowanych eksplantow roslinnych otrzymano 13
ukorzenionych roslin, co rownoznaczne jest z 1,55% wydajnoscig zastosowanej metody.

Nie zaobserwowano zmian fenotypowych.
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Ryc.33. 1— szalka z ro$linami M. truncatula na pozywce M2R, transformowanymi pHG12 C;
IT — ukorzeniona roslina M.truncatula transformowana pHG12_A;
III - ukorzeniona roslina M. truncatula transformowana pHG12_C;
IV - ukorzeniona ro$lina M. truncatula transformowana pHG12 H

Ryc.34. 1-kwiat ukorzenionej M.truncatula transformowanej pHG12 C
IT — owoc ukorzenionej M.truncatula transformowanej pHG12_C
III — 6 tygodniowa M.truncatula transformowana pHG12 C
IV — pojedynczy listek 6 tygodniowej M.truncatula transformowanej pHG12 C

5.2.3 Analiza zregenerowanych roslin

Wstepna analiza zregenerowanych roslin miata na celu sprawdzenie ich
transgeniczno$ci. Zebrany materiat roslinny (w postaci lisci) zamrozono w ciektym
azocie. Izolacj¢ materialu genetycznego (genomowego DNA oraz catkowitego RNA)
wykonano kazdorazowo z probek lisci o masie 100 mg. Oznaczenie stgzZenia
wyizolowanych kwaséw nukleinowych przeprowadzono spektrofotometrycznie
(NanoDrop). Genomowy DNA nie spetniat kryteriow jakosciowych. Warto$¢ stosunku
absorpcji przy dlugosciach fal 260/230 nm miescita si¢ w zakresie 1.5 — 1.7.
Dalsze oczyszczanie genomowego DNA polegalo na inkubacji ze stalym PVPP,

ekstrakcje chloroformem oraz wytracanie 3 M octanem sodu pH 4.8 i 96% etanolem.
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W rezultacie uzyskano material o odpowiedniej jakosci do dalszych analiz (stosunek
260/230 nm oraz 260/280 nm w zakresie od 1.8 do 2.2 dla wszystkich badanych 13
roslin).

W celu sprawdzenia obecno$ci insertu, w postaci T-DNA zawartego w

plazmidach pHGI12 A, pHG12 C, pHGI12 H, w genomie ros$linnym przeprowadzono
reakcje PCR ze specyficznymi starterami dla fragmentu intronu acetylotransferazy
chloramfenikolu (ang. chloramphenicol acetyltransferase, cat), ktérego sekwencja
zawarta jest miedzy prawg i lewg granicg T-DNA plazmidu pHG12. Sekwencja intronu
cat wraz z sekwencjg intronu kinazy dehydrogenazy pirogronianowej (ang. pyruvate
dehydrogenase kinase, pdk) rozdzielaja wklonowane (w przeciwnych orientacjach)
fragmenty genu Mtcsbp. Tworza one petle, w powstatej w komorce roslinnej po
transkrypcji, o strukturze spinki do wtoséw, ktorej trzon stanowig wklonowane inserty.
Gen kodujacy acetylotransferaz¢ chloramfenikolu naturalnie wystgpuje u bakterii
opornych na ten antybiotyk. W warunkach naturalnych sekwencja intronu cat nie jest
zawarta w genomach roslinach.
Zaprojektowano specyficzne startery do intronu cat w celu weryfikacji wbudowania
fragmentu T-DNA w genomie zregenerowanych M. truncatula. PCR przeprowadzono
przy uzyciu polimerazy DNA Pfu (Fermentas). Amplifikowano fragment o dhugosci
195pz.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
500 pz —> A
cat
200 pz —> - - o - «— 195pz
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
B  aktyna
400pz—> — — e —— - emm— — - <« 380pz
b <«— 286 pz

Ryc. 35. Analiza zregenerowanych roslin M. truncatula. Rozdziat w 1.5% zelu agarozowym.
Linie reprezentuja: (A) amplifikowany fragment intronu cat: 1-8, ro$liny transgeniczne
(konstrukt pHG12_C); 9, kontrola pozytywna (pHG12); 10, kontrola negatywna; 11, roslina
nietransformowana; (B) amplifikowany fragment genu kodujacego aktyne: 1-8, rosliny
transgeniczne (konstrukt pHG12_C), 9, kontrola negatywna; 10, kontrola pozytywna reakcji na
matrycy ¢cDNA (brak intronu); 11, roélina nietransformowana. Marker — GeneRuler' " 100bp
Plus (Fermentas)
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

400 pz—> — cat
200 pz—> w— ol «— 195 pz
-

Ryc.36. Analiza zregenerowanych roslin M. truncatula. Rozdziat w 1.5% zelu agarozowym.
Linie reprezentuja amplifikowany fragment intronu cat dla: 1-4, roSliny transgeniczne
(konstrukt pHGI12 H); 5, ro$lina transgeniczna (konstrukt pHG12_A); 6, kontrola, roslina
transgeniczna (konstrukt pHG12_C); 7, kontrola pozytywna (pHG12); 8, kontrola negatywna;

9, ro$lina nietransformowana; Marker — GeneRuler™ 100bp Plus (Fermentas)

1 2 3 4 5 6 7 8

M
500 pz —> g R
- T ee— ol s

Ryc. 37. Analiza zregenerowanych roslin M. truncatula. Rozdziat w 1.5% zelu agarozowym.
Linie reprezentujg amplifikowany fragment genu aktyny dla: 1,2,4,5, rosliny transgeniczne
(konstrukt pHG12_H); 6, ro$lina transgeniczna (konstrukt pHG12 A); 3, 7, kontrola pozytywna
(matryca cDNA); 8, kontrola negatywna; Marker — GeneRuler™ 100bp Plus (Fermentas)

5.2.3.1 Analiza poziomu ekspresji wybranych genéw w transgenicznych roslinach

Badanie poziomu ekspresji wybranych gendéw w roslinach transgenicznych
wykonano na poziomie transkryptu, z zastosowaniem reakcji PCR w czasie
rzeczywistym na aparacie Rotor Gene 3000 (Corbett Research). Uzyto interkalujacego
do DNA barwnika fluorescencyjnego SYBR Green I jako systemu detekcji powstatych
produktow (kanal FAM; Mesa Green qPCR Master Mix, Eurogentec). Wykonano
wzgledng analize iloSciowa. W tym celu uzyskane wartosci liczbowe znormalizowano

wzgledem poziomu ekspresji genu kodujacego aktyng u M. truncatula.

Charakterystyka genow wybranych do analizy metodg PCR w czasie rzeczywistym.

pr10.1 (ang. pathogenesis related class 10 gene numer 1) — gen kodujacy biatko
nalezace do klasy 10-tej rodziny bialek zwigzanych z patogeneza (PR). Biatka PR sa
licznie reprezentowane w krolestwie roslin. Wchodzg w sklad mechanizmu obronnego
roslin, indukowanego w odpowiedzi na czynniki stresowe pochodzenia biotycznego
oraz abiotycznego. Funkcja bialek nalezacych do klasy 10-tej nie zostata jeszcze

jednoznacznie okreslona.
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Wiadomo, ze biatka te reprezentuja kanoniczny model struktury trzeciorzedowej,
bedacy podstawa ich klasyfikacji (Pasternak i wsp., 2005, 2006; Fernandes 1 wsp.,
2008, 2013). Interesujaca jest rowniez mozliwo$¢ wigzania przez nie szerokiego
spektrum ligandéw. Biatko PR10.1 zbudowane jest ze 157 reszt aminokwasowych, o
masie molekularnej 16.6 kDa. Punkt izoelektryczny biatka stanowi 4.59. Z uwagi na
brak peptydow sygnalnych sugeruje si¢ jego lokalizacj¢ w cytoplazmie komorki.
Wyciszenie genu kodujacego biatko PR10.1 u M. truncatula powoduje indukcje
biatek nalezacych do innych klas biatek rodziny PR po infekcji legniowcem
Aphanomyces euteiches (m.in. klasy 5b) (Colditz i wsp., 2007). Przeszukanie bazy
danych NCBI wykazato obecno$¢ u M. truncatula pigciu biatek nalezacych do klasy
PR10. Bialka te wykazuja miedzy soba podobienstwo nukleotydowe na poziomie od
61% do 90%. Wybrana do dalszych analiz sekwencja genu kodujacego biatko
MtPR10.1 (kod GenBank: XM_003594781.1) wykazuje najwigksze podobienstwo
(42%) do sekwencji genu kodujacego biatko MtCSBP.

crel (ang. cytokinin receptor 1) — gen kodujacy receptor cytokinin posiadajacy
aktywno$¢ kinazy histydynowej, biorgcy udziat w szlaku przekazywania sygnatu
indukowanego przez cytokininy. Bialko CRE1 stanowi transbtonowy receptor
cytokinin (Inoue i wsp., 2001; Suzuki i wsp., 2001, Yamada i wsp., 2001) zbudowany
z N- koncowej domeny sygnalnej wigzacej ligandy tzw. CHASE (ang.
cyclases/histidine kinases associated sensory extracellular), zlokalizowanej po
zewnetrznej stronie btony komorkowej, odcinka transblonowego,
wewnatrzkomorkowej domeny transmiterowej bedacej kinaza histydynowa oraz
utozonych tandemowo na C-koncu biatka dwoch domen regulatorowych. Domena
CHASE wystepuje zaréwno u ro$lin, nizszych eukariontow jak 1 bakterii. W
zaleznosci od pochodzenia sktada si¢ ona z 200 - 230 reszt aminokwasowych (Pas i
wsp., 2004). Mutacja w pozycji Thr278 domeny sygnalnej prowadzi do utraty funkcji
receptorowej biatka CREI1. Struktura kieszeni wigzacej ligand domeny CHASE
przypomina strukture kieszeni wigzacej biatka specyficznie wiazacego cytokininy z
V. radiata (Hothorn i wsp., 2012; Pasternak i wsp., 2006). Wigzanie aktywnej
cytokininy do domeny sensorowej powoduje dimeryzacj¢ receptora oraz
autofosforylacje histydyny zlokalizowanej w cytozolowej domenie przekaznikowe;.
Kolejno fosforan przekazany zostaje na reszte kwasu asparaginowego C-terminalnej
domeny regulatorowej a nastgpnie na reszt¢ histydynowa mediatorowego biatka z

rodziny HPt (ang. histidine—phosphotransfer protein).
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Stata dysocjacji (K4) kompleksu CREI-ligand jest zgodna z naturalng zawarto$cig
cytokinin w komorce i oznaczona zostata na poziomie stezenia nM (Romanov i wsp.,
2006). Postulowanych jest wiele funkcji biatka CRE1 (Heyl i wsp., 2012). Gonzalez-
Rizzo i wsp. (2006) wykazali udziat biatka CRE1 u M. truncatula we wczesnej fazie
organogenezy brodawki. Dowiedziono réwniez, ze receptor cytokinin (CREI1) jest
mediatorem zaangazowanym w programowang $mier¢ komorki indukowana wysokim
stezeniem cytokinin (Vescovi I wsp., 2012).

Przeprowadzone analizy biochemiczne wykazaty, ze biatkko CRE1 wykazuje
maksymalng aktywno$¢ do wigzania cytokinin w pH neutralnym (ok. 6.5) (Romanov i
wsp., 2006), jakie wystepuje w cytoplazmie oraz retikulum endoplazmatycznym.
Aktywno$¢ ta jest niemal catkowicie zahamowana w apoplascie komorki (pH 5.5).
Dodatkowo zidentyfikowano roéwniez przenosniki cytokinin (PUP, ENT) wbudowane
w btone komorkowsa (Cedzich i wsp., 2008).

Dwa niezalezne zespoly badaczy w roku 2011 zrewidowaly obowigzujacy
bioinformatyczny model przewidujacy lokalizacje receptora CRE1 w btonie
komorkowej (Ceaser i wsp., 2011; Wulfetange i wsp., 2011). Doswiadczalnie
potwierdzono  lokalizacje¢ = subkomérkowa CRE1 w  blonie  retikulum
endoplazmatycznego. Domena wigzaca — CHASE, skierowana jest do wnetrza lumen
ER, a C-terminalna domena kinazowa wyeksponowana jest do cytoplazmy komorki.
Wszystkie wyzej opisane wyniki badan sugeruja, ze receptor cytokinin funkcjonuje
wewnatrz komorki roslinne;j.

U M. truncatula zidentyfikowano jeden gen (kod GenBank: XM_003617912.1)
kodujacy biatko CRE1 (ortolog AHK4 z A. thaliana), zlokalizowany na chromosomie
5 (Young i wsp., 2012).

aktyna — gen kodujacy globularne biatko (ok. 42 kDa) powszechnie wystepujace w
komorkach Eukariota w stezeniach przewyzszajacych 100 uM. Aktyna jest biatkiem o
bardzo konserwatywnym charakterze. Wyrdzniamy nastepujace formy aktyny: wolna,
monomeryczna (forma G) oraz tzw. filamentowa (forma F) tworzaca helikalne
polimery. Izoformy beta i gamma aktyny s3 gléwym sktadnikiem cytoszkieletu.
Wplywaja na wewngetrzng architekture komorki, kieruja ruchem cytoplazmy i
organelli komorkowych, zapewniajg polarnos¢ komorki. Dodatkowo biorg udziat w

procesie podziatu komorki (na etapie cytokinezy) i przekazywania sygnatu.
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Izoforma alfa wystepuje w tkance mig$niowej zwierzat, gdzie jest gldéwnym
sktadnikiem aparatu skurczowego (wykazuje aktywnos$¢ ATPazowa) (Dominguez i
Holmes, 2011; Pollard i Cooper, 2009). Aktyna charakteryzuje si¢ wzglednie statym
poziomem ekspresji, dlatego tez uzywana jest jako gen referencyjny (ang.
housekeeping gene) np. w analizach metodg PCR w czasie rzeczywistym.

W doswiadczeniach uzyto fragment sekwencji genu kodujacego B-aktynge u M.
truncatula (kod GenBank JQ02731.1).

csbp (ang. cytokinin-specific binding protein) — gen kodujacy biatko specyficznie
wigzace cytokininy. Po raz pierwszy wykryty w etiolowanych siewkach fasoli mung
(Fujimoto i wsp., 1998). Na podstawie podobienstwa strukturzy IlI-rzgdowej biatko
CSBP zaklasyfikowano jako oddzielng podklas¢ w obrgbie biatek PR10. Badania
strukturalne dowodza jednak, ze zaro6wno bialka CSBP jak i inne nalezace do klasy
PR10 reprezentuja ten sam kanoniczny model struktury, pomimo ze homologia na
poziomie aminokwasowym pomigdzy biatkkami CSBP a przedstawicielami
wiasciwych biatek PR (IPR) nie przekracza 20%. Biatka CSBP wystepuja w formie
monomerycznej. Sekwencja aminokwasowa nie zawiera peptydow sygnalnych, co
sugeruje ich cytozolowa lokalizacje. Analizy krystalograficzne potwierdzily zdolnos¢
wigzania trans-zeatyny przez biatko CSBP u V. radiata (Pasternak i wsp., 2006).
Zaskakujagcym okazal si¢ kompleks kwasu giberelinowego (GA3), przedstawiciela
oddzielnej grupy fitohormondw, z biatkiem CSBP z M. truncatula (dane opisane w
niniejszej rozprawie, PDB kod — 3us7). Uzyskane wyniki wprowadzaja dodatkowy
watek w dyskusji nad biologicznymi implikacjami w/w biatek wigzacych hormony

roslinne. W genomie M. truncatula znaleziono jeden gen csbp (TA20570 3380).

5.2.3.1.1 Przygotowanie matrycy do analiz metoda PCR w czasie rzeczywistym
Dla kazdej z badanych roslin wykonano izolacje catkowitego RNA ze 100 mg
lisci (rosliny na etapie ukorzeniania). Uzyskane preparaty RNA traktowano DNazg |
(Qiagen) w celu usunigcia pozostalosci genomowego DNA. Ocen¢ ilosciowa
przeprowadzono spektrofotometrycznie. Nie wszystkie preparaty wykazywaty
odpowiednie stosunki wartosci absorpcji 260/230 nm, dlatego czg¢s$¢ z nich poddano
dodatkowo oczyszczaniu, z uzyciem statlego PVPP oraz wytracania.
Tak przygotowane proby RNA charakteryzowaty si¢ wartosciami stosunku 260/230
nm w zakresie 1.8 — 2.0. Analiz¢ jako$ciowg otrzymanego materialu genetycznego

przeprowadzono z zastosowaniem Agilent RNA nano chip 6000.
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Ryc.38. Elektroforeza kapilarna catkowitego RNA izolowanego z lisci roslin transgenicznych'
M.truncatula. Linie: 1, roélina C1%; 2, roslina C2; 3, ro$lina C3: 4, roslina C4; 5, roslina C5; 6, ro$lina
C6; 7, roslina C7; 8, roslina C8; 9, roslina H1;, 10, roslina H2; 11, roslina H3; 12, roslina H4; 13,
roslina Al. Widoczne prazki 28S oraz 18S rRNA

Przyjetym kryterium jakos$ci preparatow RNA byta warto§¢ RIN (ang. RNA Integrity

Number) > 7.
Pomimo, iz w przypadku roslin C6 i C8 z przyczyn technicznych nie
wyznaczono wartosci RIN (ang. not available, N/A), uznano, ze wykres

elektroforegramu jest wystarczajacy aby uznaé w/w preparaty RNA za jako$ciowo

dobre. Analiza wykazala, ze wszystkie proby catkowitego RNA izolowane z roslin

transgenicznych spetniaja kryteria jakosciowe 1 moga postuzy¢ do dalszych badan.

Czystos¢ prob catkowitego RNA (tj. obecnos¢ genomowego DNA) sprawdzono z

wykorzystaniem reakcji qPCR ze specyficznymi, obejmujacymi intron, starterami dla
y y ) q pecy y ymujacy

genu kodujacego aktyne. Kontrole pozytywng stanowit amplifikowany fragment genu

aktyny na matrycy cDNA (brak intronu). Analiza krzywych topnienia nie wykazala

obecno$ci piku korespondujacego do fragmentu aktyny w badanych preparatach

RNA. Nie zawieraty one genomowego DNA.

' Oznaczenia roslin transgenicznych skladaja sie z litery wskazujacej na rodzaj uzytego podczas
transformacji konstruktu (A, C lub H) oraz cyfry odpowiadajacej numerowi rosliny. W dalszej
czeg$ci pracy uzywane beda nazwy: rosliny C, rosliny H, roslina A. Wprowadzono w celu tatwiejszej
identyfikacji poszczegodlnych roslin w dalszej czgsci pracy.
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Ryc.40. Krzywa topnienia produktow po reakcji PCR w czasie rzeczywistym na matrycy
catkowitego RNA. Widoczny pik (81°C) odpowiada fragmentowi genu kodujacego aktyne,
amplifikowanego na matrycy cDNA (kontrola pozytywna reakcji)

Powyzsze preparaty RNA postuzyly jako matryce w reakcji odwrotnej transkrypcji z
uzyciem odwrotnej transkryptazy M-MLV (Invitrogen) oraz startera oligodT w celu

syntezy pierwszej nici cDNA.

5.2.3.1.2 Przygotowanie standardow reakcji PCR w czasie rzeczywistym
Dla kazdego badanego genu przygotowano odpowiadajace mu standardy
reakcji. Standardami reakcji qPCR byty amplifikowane i oczyszczone fragmenty

genow Mtcsbp, Mtprl0.1, Mtcrel oraz Mtaktyna.

Tabela 16. Temperatury topnienia (Tm) starterow stosowanych do przygotowania standardow
oraz wielko$ci produktéw amplifikacji

Nazwa genu | Tm starterow (°C) Wielkos$¢ spodziewanego produktu (pz)
Mtcsbp 50 273
Mtprl0.1 55 131
Mtcrel 55 368
Mtaktyna 52 293

Jakos$¢ otrzymanych standardow dla genow Mtcsbp, Mtcrel, Mtprl0.1 oraz Mtaktyna
zostala oceniona z zastosowaniem chipu Agilent DNA 1000, gdzie elektroforeza

kapilarna wykonywana jest dla DNA o zakresie wielkosci: 25 — 1000pz.
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Ryc. 41. Elektroforeza kapilarna standardow dla gendéw (A) Mtcsbp, (B) Mtpr10.1,(C) Mtcrel
oraz (D) Mtaktyna wykonana w analizatorze Bioanalyzer2100 (Agilent)

Dla kazdego z przygotowanych standardow wyznaczono krzywe: amplifikacyjna,
standardowg (stanowigcg podstawe do okreslenia poziomu ekspresji badanych gendéw)
oraz topnienia.

Krzywa standardowa charakteryzowana jest przez roOwnanie regresji
Cr=-mlog(conc) + B,

gdzie: m — warto$¢ nachylenia krzywej, conc — stezenie poczatkowe badanego genu,
B — wartos¢ Cr dla stezenia rownego jednej jednostce, Cr — numer cyklu, w ktorym
rozpoczyna si¢ faza logarytmicznego wzrostu reakcji.

Wspolczynnik korelacji (R?) okresla doktadno$é otrzymanego modelu regresii.

Tabela 17. Statystyki krzywych regresji dla standardoéw badanych genow

, . ., Zakres
Nazwa wspotczynnik wydajnos¢ S,
enu korelacji: R m B reakcji (%) rozeienczen
g ’ standardu

Mtcsbp 0,999 -3.483 | 5.809 94 3.9x107%-3.9x10
Mtcrel 0,999 -3.598 | 1.890 90 3.7x107-3.7x10®
Mtpr10.1 0,999 -3.288 | 0.751 100 3.4x10°-3.4x107
Mtaktyna 0,999 -3.418 | 1.973 96 4.3x107-4.3x10°

Ponizej przedstawiono przyktadowa krzywa standardowa dla genu Mtcsbp (Ryc.42).
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Ryc. 42. Krzywa standardowa dla genu Mtcsbp. Wydajnos$¢ reakcji wynosita 94%. Wartosci
krzywej: m = -3.483; B =5.809, R?= 0.999

Wykorzystany w reakcji PCR w czasie rzeczywistym barwnik SYBR Green |
wiaze si¢ do kazdej, obecnej w mieszaninie reakcyjnej, czasteczki dwuniciowego
DNA. Z uwagi na mozliwo$¢ powstawania w trakcie amplifikacji niespecyficznych
produktow, ktorych sygnal fluorescencyjny zawyza wynik iloSciowy badanego genu,
wymagane jest potwierdzenie specyficznosci przeprowadzonych reakcji. Dla
wszystkich badanych gené6w wykonano krzywe topnienia powstatych po zakonczone;j
reakcji qPCR produktow reakceji. Zakres temperaturowy krzywej wynosit od 55°C do
95°C. Szybko$¢ wzrostu temperatury wynosita 1°C/min. Obecnos$¢ jednego piku na
wykresie wskazuje, ze podczas reakcji powstal specyficzny, interesujacy nas fragment
DNA. Temperatury topnienia amplikonow wynosity kolejno: Mtcsbp: 81.5°C , Mcre:
83°C, Mtpr10.1: 82°C oraz Mtaktyna: 83°C.

Rycina 43 przedstawia przyktadowa krzywa topnienia.

dF/dT
1.2

1.0

- R |
0 60 65 70 75 80 85 90 95 T(°C)

Ryc. 43. Krzywa topnienia standardow dla genu Mtcsbp. Temperatura topnienia amplikonu
wynosi 81.5°C. NTC (ang. no template control) — kontrola negatywna reakcji
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Analiza krzywych topnienia wykazata, ze zar6wno amplifikowany fragment
genu kodujacego aktyng¢ jak rowniez genu kodujacego biatko CRE1 charakteryzuje si¢
temperaturg topnienia wynoszaca 83°C. Dodatkowo wykonano rozdzial powstatych
produktow w 1.5% zelu agarozowym, ktéry pokazal, ze produkty reakcji sa
specyficzne i1 r6znig si¢ wielkos$cia.

1 2 3 4 5 6 7 8

pz

I HH

500—»

300 —» - =
Mtaktyna — 293pz

- - e
Mtcrel — 368pz

Ryc. 44. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% zelu agarozowym wybranych produktow
powstatych w reakcjach PCR w czasie rzeczywistym dla standardow genu Mtaktyna (linie 1-
3) oraz Mtcrel (linie 6-8). Marker, Gene Ruler 100bp (Fermentas). Linie: 4, kontrola
negatywna reakcji dla Mtaktyna; 5, kontrola negatywna reakcji dla Mtcre. Widoczna jest
roéznica w wielkosci amplikonow

5.2.3.1.3 Wzgledna analiza ilo$ciowa genéw Mtcsbp, Mtpr10.1 oraz Mtcrel

Stezenie badanych genow obliczano na podstawie krzywych standardowych w
Uzyskane wyniki ilosciowej analizy ekspresji genow poddano normalizacji
uwzgledniajacej poziom ekspresji genu referencyjnego (aktyna), w wyniku ktorej
uzyskano wzgledny poziom ekspresji. Tabele 18-23 oraz ryciny 45-50 zawieraja
zestawienie wynikow PCR w czasie rzeczywistym uzyskanych dla poszczegdlnych
genow.

Reakcje qPCR wykonano na matrycy cDNA. Wykorzystano dwie grupy
kontrolne. Jedna dla roslin transformowanych konstruktem pHG12 C oraz druga dla
roslin transformowanych konstruktem pHG12 A 1 pHGI2 H (transformacje
wykonane jednocze$nie, posiadajg ta samg grupe kontrolng ro$lin). Kazda grupe
kontrolng stanowito 5 wybranych roélin, ktore przeszly etapy transformacji bez
wykorzystania wektorow pHG12 C, pHGI2 A oraz pHG12 H. Niestety, mimo
licznych pasazy na pozywke indukujaca powstawanie korzeni, nie otrzymano ros$lin
ukorzenionych. Catkowite RNA z lisci pigciu roslin kontrolnych izolowane byto
jednoczesnie i stanowilo jedng probe. Analizie poddano ro$liny transgeniczne na
etapie ukorzeniania. Wszystkie proby badane w reakcji PCR w czasie rzeczywistym

powtarzano dwukrotnie.
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Analiza poziomu ekspresji genu Mtcsbp:
e wroSlinach C
Tabela 18. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mtcsbp w roslinach

C; $rednie Cr przed normalizacja; $redni znormalizowany wzgledem genu referencyjnego
(aktyna) poziom ekspresji Mtcsbp, odchylenie standardowe od $redniej

Mtcsbp
z oil o
Roslina badana Srednie Cr Sredm“pozmm Odchylenie standardowe
ekspresji Mtcsbp
C1 31.61 2.62E-02 7.38E-04
Cc2 32.73 2.34E-02 6.54E-04
C3 32.55 1.38E-02 1.90E-03
C 32.21 1.46E-02 8.19E-04
C5 33.06 1.16E-02 3.28E-03
C6 33.24 7,05E-03 2.30E-04
C7 32.65 1.12E-02 1.19E-04
Cs8 32.43 1.72E-02 1.16E-03
kontrola 28.08 2.11E-01 2.07E-02
0.25
7
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Ryc. 45. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mtcsbp w roslinach C. Kolorem
zielonym oznaczono grupg kontrolna, kolorem czerwonym oznaczono rosliny badane.
Wykres uwzglednia odchylenia standardowe od $rednich

' Podany éredni poziom ekspresji uwzglednia normalizacje genem referencyjnym. Oznaczenie E-02
réwnoznaczne jest z zapisem 107 itd. Oznaczenie takie kontynuowane beda w dalszej czesci

roZprawy.
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e wroslinach H oraz A

Tabela 19. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mtcsbp w roslinach
H oraz A; $rednie Crp przed normalizacjg; $redni znormalizowany wzgledem genu
referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mtcsbp, odchylenie standardowe od $redniej

Mtcsbp
Roslina badana Srednie Cr S p oziom Oseliiens
ekspres;ji standardowe
H1 37.32 1.49E-04 5.73E-07
H2 35.65 8.59E-04 8.12E-05
H3 36.17 5.11E-04 4.52E-05
H4 36.83 3.16E-04 3.57E-05
Al 33.75 2.73E-03 1.98E-04
kontrola 34.12 2.30E-03 1.24E-04
3.50E-03
:= 3.00E-03
wn
2
§ 2.50E-03
(]
g 2.00E-03
‘N
2
1.50E-03
2
3
[N
=n 1.00E-03
N
=
5.00E-04
0.00E+00 -+
H1 H2 H3 H4 Al

Rosliny badane

Ryc. 46. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mtcsbp w roslinach H oraz A.
Kolorem zielonym oznaczono grupe kontrolna, kolorem czerwonym oznaczono ro$liny
badane. Wykres uwzglednia odchylenia standardowe od $rednich
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Analiza poziomu ekspresji genu Mtpr10.1:

e wroslinach C

Tabela 20. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mtprl0.1 w
ro§linach C; $rednie Cr przed normalizacjg; $redni znormalizowany wzgledem genu
referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mtprl0.1, odchylenie standardowe od $redniej

Mtpr10.1
Roslina badana Srednie Cy Gl poziom Odchylenie standardowe
ekspresji
C1 27.53 4.71E-03 151E-04
Cc2 29.15 2.85E-03 3.19E-04
C3 26.04 1.29E-02 1.03E-04
C4 22.60 1.24E-01 9.13E-03
C5 25.58 2.14E-02 6.86E-03
C6 30.57 4.42E-04 3.08E-06
Cc7 30.01 6.98E-04 1.68E-05
Cc8 25.69 1.92E-02 1.72E-03
kontrola 22.60 1.17E-01 9.67E-04
1.40E-01
‘= 1.20E-01
2
8,
% 1.00E-01
g
.S 8.00E-02
N
2,
. 6.00E-02
g
B
= 4.00E-02
=
2.00E-02
0.00E+00 -~
C1 C2 C3 Cc4 C5 C6 C7 C8
Rosliny badane

Ryc. 47. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mtprl0.1 w roslinach C. Kolorem
zielonym oznaczono grupe kontrolng, kolorem czerwonym oznaczono ro$liny badane.
Wykres uwzglednia odchylenia standardowe od $rednich
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e wroslinach H oraz A

Tabela 21. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mtprl0.1 w
roslinach H oraz A; srednie Cr przed normalizacja; sredni znormalizowany wzgledem genu
referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mtprl0.1; odchylenie standardowe od $redniej

Mtpr10.1
Roslina badana Srednie Cr i1 oziom Qistdigitemts
ekspresji standardowe
H1 26.18 2.97E-03 2.15E-06
H2 28.62 1.03E-03 1.11E-05
H3 27.85 1.49E-03 1.24E-04
H4 26.10 4.82E-03 2.44E-04
Al 27.30 2.36E-02 1.40E-04
kontrola 23.91 2.73E-02 1.45E-03
3.50E-02
= 3.00E-02
w2
e
§ 2.50E-02
o
é 2.00E-02
‘N
g
1.50E-02
g
3
L’ 1.00E-02
o0
N
B 5.00E-03
0.00E+00 -
H1 H2 H3 H4 Al

Rosliny badane

Ryc. 48. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mtprl0.1 w roslinach H oraz A.
Kolorem zielonym oznaczono grup¢ kontrolng, kolorem czerwonym oznaczono ro$liny
badane. Wykres uwzglednia odchylenia standardowe od $rednich
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Analiza poziomu ekspresji genu Mtcrel:
e wroslinach C
Tabela 22. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilo§ciowej dla genu Mtcrel w roslinach

C; $rednie Cr przed normalizacja; §redni znormalizowany wzgledem genu referencyjnego
(aktyna) poziom ekspresji Mtcrel; odchylenie standardowe od $rednie;j

Mtcrel
Roslina badana Srednie Cr . s .. Oseliiens
poziom ekspresji standardowe
C1 29.23 8.96E-03 8.11E-04
C2 30.33 7.95E-03 7.41E-04
C3 28.13 1.82E-02 1.88E-04
C4 29.11 8.14E-03 8.98E-04
C5 29.70 7.38E-03 1.31E-03
C6 31.30 1.74E-03 2.46E-05
Cc7 31.12 2.16E-03 6.40E-04
Cs8 29.72 7.32E-03 1.91E-03
kontrola 24.75 1.44E-01 1.41E-03
1.60E-01
.- 140E-01
g
% 1.20E-01
S
1.00E-01
=
3
N 8.00E-02
o
=%
2 6.00E-02
g
[
oh 4.00E-02
N
B 2.00E-02
000E+OO T T T T T
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8
Rosliny badane

Ryc. 49. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mtcrel w roslinach C. Kolorem
zielonym oznaczono grupe kontrolng, kolorem czerwonym oznaczono ro$liny badane.
Wykres uwzglednia odchylenia standardowe od srednich
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e wroslinach H oraz A

Tabela 23. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilo§ciowej dla genu Mtcrel w roslinach
H oraz A; $rednie Crp przed normalizacja; $redni znormalizowany wzgledem genu
referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mtcrel; odchylenie standardowe od sredniej

Mtcrel
Roslina badana Srednie Cr izl poziom Oseliiemis
ekspresji standardowe
H1 23.92 7.91E-02 5.88E-04
H2 24.81 8.27E-02 5.00E-04
H3 24.08 1.14E-01 3.99E-03
H4 23.86 1.26E-01 5.06E-03
Al 23.93 1.36E-01 8.06E-03
kontrola 23.92 1.48E-01 2.28E-03
1.60E-01
:=, 1.40E-01
wn
2
2 120E-01
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g 1.00E-01
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& 8.00E-02 -
&
>
_g 6.00E-02 -
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2.00E-02 -
0.00E+00 -
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Rosliny badane

Ryc. 50. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mtcrel w roslinach H oraz A.
Kolorem zielonym oznaczono grupe kontrolna, kolorem czerwonym oznaczono ro$liny
badane. Wykres uwzglednia odchylenia standardowe od $rednich
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Otrzymane w wyniku transformacji statej eksplantow lisciowych M. truncatula
ukorzenione ro$liny poddano analizie molekularnej. Wytoniono rosliny
transgeniczne  sposrod  wszystkich  trzech  wykorzystanych  konstruktow
wyciszajacych, a nastepnie oznaczono poziom wyciszenia badanych gendw.
Wykazano, ze obnizenie (3 do 30-krotne) poziomu ekspresji genu Mtcsbp wystapito
w przypadku zastosowania wektorow oznaczonych jako pHG12 C oraz pHG12 H.
Poziom ekspresji w/w genu niemal nie ulegt zmianie w przypadku uzycia konstruktu
pHG12 A. Dodatkowo, w wyniku transformacji z uzyciem konstruktu pHG12 A
otrzymano jedynie jedng zregenerowang ro$ling transgeniczng, a zatem z
najmniejsza wydajnoscia wsrod wszystkich stosowanych wektorow.

Preparaty roslin transgenicznych poddano dalszej analizie molekularnej, ktore;
celem bylo sprawdzenie czy i jak zmienia si¢ poziom ekspresji genow: (i)
kodujacego receptor cytokinin (Mtcrel), bezposrednio zaangazowanego w
przekazywanie sygnatu indukowanego przez cytokininy w komorce roslinnej oraz
(i) genu kodujacego biatko obronne, nalezace do bialek klasy PR10 (do ktorej
zakwalifikowane zostato rowniez badane biatko MtCSBP). Istotng zaobserwowang
zmiang bylo znaczace obnizenie poziomu ekspresji genu Mtcrel (ponad 80-krotne)
w roslinach C (roslina C6), oraz ok. 2 krotne w roslinach H (tj. rosliny H1 1 H2).
Interesujace jest rowniez siggajace nawet 260 krotnego obnizenie poziomu ekspresji
genu kodujacego biatko MtPR10.1 (roslina C6). Wyjatek stanowila roslina
oznaczona jako C4, u ktorej wykazano nieznaczne podwyzszenie poziomu ekspresji
genu Mtprl0.1. U roslin H obnizenie poziomu ekspresji genu Mtprl0.1 byto ok. 26
krotne. Nie zaobserwowano zmian poziomu ekspresji genu Mtcrel w roslinach

transgenicznych z niewyciszonym genem Mtcsbp (A) (Ryc. 50).
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5.2.3.2 Analiza statystyczna wynikow iloSciowych

Whnioskowanie statystyczne wykonano w celu wykazania istotnosci rdznic
miedzy $rednimi poziomami ekspresji badanych genow (Mtcsbp, Mtprl0.1, Mtcrel)
w ro$linach transgenicznych, a odpowiadajacymi im $rednimi poziomami ekspresji
w/w gendw w probie roslin kontrolnych.
Wykorzystano test parametryczny jednoczynnikowej analizy wariancji (ang.
ANalysis Of VAriance, ANOVA). Podstawowym zatozeniem testu jest mozliwosc¢
opisania reszt rozktadem normalnym. Reszta stanowi réznice migdzy warto$cia
obserwowang a wartoscig obliczong (przewidywang) na podstawie dopasowanego
modelu statystycznego. Jezeli warto$§ciom zmiennych odpowiada rozktad normalny,
wowczas reszty rowniez charakteryzowane sg takim rozktadem. Jednak, nie w
kazdej sytuacji rozktadowi normalnemu reszt odpowiada rozktad normalny wartosci

zmiennych obserwowanych.

5.2.3.2.1 Normalno$¢ rozkladu

Aby potwierdzi¢ zgodno$¢ danych z zalozeniem analizy ANOVA wykonano
testy normalnosci (Kotmogorowa-Smirnowa, poprawki Lillieforsa i Shapiro-Wilka).
Analizy przeprowadzono w programie STATISTICA 9.0 na poziomie istotno$ci
a=0,05, oznaczajacym 95% poziom ufnosci. Dla kazdego genu analizowano dwie
populacje badane. Pierwsza obejmowata ro$liny transformowane wektorem
pHGI12 C, a druga konstruktem pHGI12 H. W analizie pomini¢to rosling Al,

poniewaz nie wykazano u niej obnizenia poziomu ekspresji genu Mtcsbp.

Whnioskowanie statystyczne opiera si¢ na testowaniu hipotezy zerowej:
Hy - stanowigcej o rozkladzie normalnym reszt danej zmiennej badanej
wzgledem hipotezy alternatywne;:

H; — stanowigcej o braku rozktadu normalnego reszt zmiennej badane;j
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Tabela 24. Zestawienie wynikow statystyk testowych: test Kotmogorowa-Smirnowa (K-S);
test Lillieforsa (Lillief.); test Shapiro-Wilka (W). Oznaczenia: N, liczba jednostek
statystycznych w populacji badanej; p, prawdopodobienstwo. Kolorem czerwonym
zaznaczono wartos$ci statystyk testowych oraz prawdopodobienstwa odrzucajace hipotezg
Ho, zaktadajaca model normalny rozktadu badanych zmiennych

Testy normalnoSci

Zmienna N KI;S Lillief. p Y P
poziom ekspresji genu Mtcsbp_C 18 p>0.20 p>0.20 0.943282 0.329457
poziom ekspresji genu Mtcsbp_H/A 12 p>0.20 p<0.05 0.815102 0.013984
poziom ekspresji genu Mtcrel C 18 p<0.01 p<0.01 0.463671 0.000000
poziom ekspresji genu Mtcrel_H/A 12 p>0.20 p<0.20 0.880803 0.089747
poziom ekspresji genu Mtpr10.1_C 18 p<0.05 p<0.01 0.662350 0.000030
poziom ekspresji genu Mtpr10.1_H/A 12 p<0.05 p<0.01 0.488783 0.000015

W przypadku, gdy p<a wowczas hipoteza zerowa zostaje odrzucona, lub gdy
p=>a nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowe;.
Wykazano, ze warto$ci obserwowanych zmiennych: poziom ekspresji genu
Mtcsbp_C oraz poziom ekspresji genu Mtcrel H/A charakteryzuje rozktad
normalny.

Dla zmiennych i) poziom ekspresji genu Mtcsbp_H/A, ii) poziom ekspresji genu
Mtcrel_C, iii) poziom ekspresji genu Mtprl0.1_C, iv) poziom ekspresji genu
Mtpr10.1_H/A uzyskane wyniki przeprowadzonych testéw odrzucaja zalozenie
normalno$ci rozktadu, dlatego tez przeprowadzono analize reszt. Wyniki
przedstawiono za pomoca histogramu lub wykresu liniowego normalno$ci reszt
surowych. Reszty t lepiej reprezentuja model normalny rozktadu, gdy wartosci im

odpowiadajace pokrywajg si¢ z krzywa normalng wykresu.
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Analiza reszt zmiennej: poziom ekspresji genu Mtcsbp dla roslin Hi A

Histogram reszt surowych
Zmienna zalezna: poziom ekspresji geriitcsbp_H/A

NN

AN

N
N\
ANlnnne

N

7% 7

-0,00025 -0,00015 -0,00005 0,00005 0,00015
-0,00020 -0,00010 0,00000 0,00010 0,00020

X <= granica przedziatu Kasowego

Ryc. 51. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcsbp_H/A

Dane do ryciny zebrane zostaty w tabeli 25.

Tabela 25. Analiza reszt. Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mtcsbp dlaroslin Hi A

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty dla zmienne;j
poziom ekspresji genu Mtcsbp dla roslin H i A.
Roslina
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mtcsbp - obserwowany Mtcsbp - przewidywany Mtcsbp - reszty

H1 0.000149 0.000149 -0.000000
H1 0.000150 0.000149 0.000000
H2 0.000917 0.000859 0.000057
H2 0.000802 0.000859 -0.000057
H3 0.000543 0.000511 0.000032
H3 0.000479 0.000511 -0.000032
H4 0.000341 0.000316 0.000025
H4 0.000290 0.000316 -0.000025
Al 0.002589 0.002729 -0.000140
Al 0.002869 0.002729 0.000140

kontrola 0.002390 0.002302 0.000088

kontrola 0.002214 0.002302 -0.000088
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Analiza reszt zmiennej poziom ekspresji genu Mtcrel dla roslin C

Histogram reszt surowy ch

Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mtcrel_C

| 7\

liczba obserwaciji
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\\
N\

X <= granica przedziatu klasowego

Ryc. 52. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcrel roslin C

Dane do ryciny zebrane zostaly w tabeli 26.

Tabela 26. Analiza reszt. Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mtcrel dla roslin C

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty dla zmienne;j
Roslina poziom ekspresji genu Mtcrel dla roslin C
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mtcrel- obserwowany | Mtcrel- przewidywany Mtcrel- reszty
C1 0.008390 0.008960 -0.000570
C1 0.009530 0.008960 0.000570
C2 0.008470 0.007950 0.000520
C2 0.007430 0.007950 -0.000520
C3 0.018400 0.018250 0.000150
C3 0.018100 0.018250 -0.000150
C4 0.008770 0.008135 0.000635
C4 0.007500 0.008135 -0.000635
C5 0.006460 0.007385 -0.000925
C5 0.008310 0.007385 0.000925
C6 0.001730 0.001745 -0.000015
C6 0.001760 0.001745 0.000015
C7 0.001710 0.002160 -0.000450
C7 0.002610 0.002160 0.000450
C8 0.008680 0.007325 0.001355
C8 0.005970 0.007325 -0.001355
kontrola 0.143000 0.144000 -0.001000
kontrola 0.145000 0.144000 0.001000
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Opierajac si¢ na histogramie reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji
genu Mtcrel u roslin C nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢ normalno$ci rozktadu
reszt. Wykres normalnos$ci reszt surowych (Ryc. 53) wskazuje, ze wartosci reszt
surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcrel u roslin C mozna opisaé

rozktadem normalnym.

Wykres normalnosci reszt surowych

Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mtcrel C
3,0 . . .

25¢}
20}
15}
10¢
05¢
0,0}
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.10t

Oczekiwana warto$¢ normalna

15t

20}

-2,5

-3,0 . . . . i . ;
-0,0020  -0,0015 -0,0010  -0,0005 0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020

Reszta

Ryc. 53. Wykres normalnosci reszt surowych zmiennej poziom ekspresji genu Mtcrel dla
ro$lin C. Kolorem czerwonym zaznaczona jest krzywa normalna
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Analiza reszt zmiennej poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin C

liczba obserwacji
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Ryc. 54. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mt10.1 dla roslin C

Histogram reszt surowych

Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mipr10.1_C

X <= granica przedziatu klasowego

Dane do ryciny zebrane zostaly w tabeli 27.

Tabela 27. Analiza reszt. Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom

ekspresji genu Mtprl10.1 dla ro$lin C

0,008

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty dla zmiennej

Roslina poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin C
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mtpr10.1 - obserwowany | Mtprl0.1- przewidywany Mtprl0.1- reszty

C1 0.004810 0.004705 0.000105
C1 0.004600 0.004705 -0.000105
Cc2 0.002620 0.002845 -0.000225
Cc2 0.003070 0.002845 0.000225
C3 0.012800 0.012900 -0.000100
C3 0.013000 0.012900 0.000100
C4 0.118000 0.124500 -0.006500
C4 0.131000 0.124500 0.006500
C5 0.026200 0.021350 0.004850
C5 0.016500 0.021350 -0.004850
C6 0.000440 0.000442 -0.000002
C6 0.000445 0.000442 0.000003
Cc7 0.000686 0.000698 -0.000012
C7 0.000710 0.000698 0.000012
C8 0.018000 0.019200 -0.001200
C8 0.020400 0.019200 0.001200

kontrola 0.117000 0.116500 0.000500

kontrola 0.116000 0.116500 -0.000500
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Analiza reszt zmiennej poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin Hi A

Histogram reszt surowy ch
Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mtprl10.1_H/A
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w

“‘a\

O

-0,12 -0,10 -0,08 -0,06 -0,04 -0,02 0,

0,04 0,06 0,08 0,10

X <= granica przedziatu klasowego

Ryc. 55. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mt10.1 dla roslin H
iA

Dane do ryciny zebrane zostaly w tabeli 28

Tabela 28. Analiza reszt. Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mtprl0.1 dlaroslin Hi A

Warto$ci obserwowane, przewidywane i reszty dla zmienne;j
ro$lina poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin Hi A
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mtpr10.1-obserwowana | Mtpr10.1-przewidywana Mtprl0.1- reszty
H1 0.002970 0.002965 0.000005
H1 0.002960 0.002965 -0.000005
H2 0.001030 0.001025 0.000005
H2 0.001020 0.001025 -0.000005
H3 0.001570 0.001480 0.000090
H3 0.001390 0.001480 -0.000090
H4 0.004980 0.004810 0.000170
H4 0.004640 0.004810 -0.000170
Al 0.024500 0.023500 0.001000
Al 0.022500 0.023500 -0.001000
kontrola 0.028290 0.027265 0.001025
kontrola 0.026240 0.027265 -0.001025
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Normalno§¢ rozktadu reszt potwierdzono dla wszystkich badanych
zmiennych. W przypadku zmiennej okreslanej jako poziom ekspresji genu Mtcrel u
ro$lin C histogram nie dat wynikéw jednoznacznie rozstrzygajacych o charakterze
jej. Wykonano wykres normalnosci reszt surowych, na podstawie ktérego przyjeto,

ze wartosci reszt dla tej zmiennej rowniez posiadajg rozktad normalny.

5.2.3.2.2 ANOVA jednoczynnikowa

Badanie istotno$ci réznic miedzy $rednimi poziomami ekspresji genow
Mtcsbp, Mtcrel i Mtprl0.1 w obrebie grup zawierajacych ro$liny transgeniczne i
ro$liny kontrolne przeprowadzono wedtug modutu ANOVA jednoczynnikowa.
Dla roslin transgenicznych oznaczonych jako C testowano nastepujaca hipoteze

ZCTOW4g:

1) Ho: Umtesbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C1=MMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C2—HMtesbp/Mtcrel/Mtpri0.l C3=
HMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1_C4— HMtesbp/Mtcrel/Mtpr10.1_C5— MMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C6—
UMtesbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C7— HMtesbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C8— UMtcsbp/Mtcrel/Mtprl0.1 €9 —

Mkontrola
(stownie: $rednie poziomy ekspresji genow Mtcsbp, Mtcrel i Mtprl0.1 we

wszystkich roslinach badanych i kontrolnych sg rowne).

Wzgledem hipotezy alternatywnej:

i1) Hy:Umtesbp/Mtcre1/Mtpri0.1 C17MMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C27 UMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C37
UMtcsbp/Mtcrel/Mtpri0.1 C47MMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C57HMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C67
UMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 C77MMtcsbp/Mtcrel/Mtpri0.1 €87  MMtcsbp/Mtcrel/Mtpri0.1 C97

MUkontrola
(stownie: $rednie poziomy ekspresji genow Mtcsbp, Mtcrel i Mtprl0.1 w roslinach
badanych i kontrolnych nie sa rowne).

Hipoteza H; jest spetniona wowczas, gdy conajmniej dwie testowane $rednie
wartosci oczekiwane ., 16znig si¢ miedzy sobg (X, y oznaczaja dowolng
analizowana ros$ling)

W przypadku gdy: p<a, wowczas hipoteza zerowa zostaje odrzucona, lub gdy

p=a, nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej.
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Whnioskowanie statystyczne przeprowadzono na poziomie istotnosci o = 0.05.

Tabela. 29. Zestawienie wynikow analizy ANOVA. Oznaczenia: SS (ang. Sum of Squares),
suma kwadratow odchylen; df, stopnie swobody; MS (ang. Mean of Squares) srednie
kwadraty odchylen pomigdzy grupami - tzw.btad migdzygrupowy; F, warto$¢ statystyki
testowej (F-Snedecora); p, prawdopodobienstwo. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci
statystyki testowej F oraz prawdopodobienstwa odrzucajace hipoteze Hy

Jednowymiarowe testy istotno$ci dla zmiennej
poziom ekspresji genu Mtcsbp dla roslin C.

Efekt Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F p
wyraz wolny | 0.025013 1 0.025013 512.6914 0.000000
roslina 0.068090 0.008511 174.4525 0.000000
btad 0.000439 9 0.000049
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej
poziom ekspresji genu Mtcrel dla roslin C.
Efekt Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F p
wyraz wolny | 0.009422 1 0.009422 8625.733 0.000000
roslina 0.033367 0.004171 3818.426 0.000000
btad 0.000010 9 0.000001
5
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej
poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin C.
Efekt Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F p
wyraz wolny | 0.020421 1 0.020421 1360.704 0.000000
roslina 0.039768 0.004971 331.229 0.000000
btad 0.000135 9 0.000015

ANOVA jednoczynnikowa wykazata, ze $rednie poziomy ekspresji genow

Mtcsbp, Mtcrel i Mtprl0.1 roznig si¢ w obrgbie prob (roslin badanych). Nie

wskazata jednak

roslin

réznicujagcych. W celu uszczegotowienia wyniku

statystycznego wykonano tzw. analiz¢ po fakcie (ang. post-hoc) (test HSD Tukey),

ktorej celem jest poréwnanie ze sobg wszystkich indywidualnych préb badanych.
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e Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcsbp u roslin
transgenicznych C

Tabela 30. Zestawienie wynikéw testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS -btad miedzygrupowy df - stopnie
swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono warto$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze
porownywanych roslin transgenicznych rézniacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtcsbp.
Kolorem czarnym zaznaczono warto$ci prawdopodobienstwa odpowiadajgce parze porownywanych roslin
transgenicznych nie rézniacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtcshp

Test HSD Tuckey dla zmiennej: poziom ekspresji genu Mtcsbp dla roslin C.
MS = 0.00005, df=9
Lp Przyblizone prawdopodobienistwa dla testow post hoc
Roslina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Lp
0.0262 | 0.0234 | 0.0137 | 0.0146 | 0.0116 | 0.0070 | 0.0112 | 0.0171 | 0.2105
1 C1 0.9999 | 0.6925 | 0.7591 | 0.5284 | 0.2527 | 0.4995 | 0.9098 | 0.0002 1
2 Cc2 0.9999 0.8800 | 0.9230 | 0.7406 | 0.4071 | 0.7113 | 0.9876 | 0.0002 2
3 C3 0.6925 | 0.8800 1.0000 | 0.9999 | 0.9813 | 0.9999 | 0.9998 | 0.0002 3
4 C4 0.7591 | 0.9230 | 1.0000 0.9999 | 0.9623 | 0.9997 | 0.9999 | 0.0002 4
5 C5 0.5284 | 0.7406 | 0.9999 | 0.9999 0.9984 | 1.0000 | 0.9940 | 0.0002 5
6 C6 0.2527 | 0.4071 | 0.9813 | 0.9623 | 0.9984 0.9991 | 0.8549 | 0.0002 6
7 c7 0.4995 | 0.7113 | 0.9999 | 0.9997 | 1.0000 | 0.9991 0.9908 | 0.0002 7
8 C8 0.9098 | 0.9876 | 0.9998 | 0.9998 | 0.9940 | 0.8549 | 0.9908 0.0002 8
9 | kontrola | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 9

Utworzono tzw. jednorodne grupy (oznaczone gwiazdkami *****)  w obrgbie

ktorych zmienna badana nie r6znicowata roslin.

Tabela 31. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, blad
miedzygrupowy; df - stopnie swobody

Test HSD Tuckey dla zmiennej
Nr poziom ekspresji genu Mtcsbp dla roslin C.
podklasy Grupy jednorodne, a=0.05; btad: MS = 0,00005, df=9
Roslina warto$ci zmiennej | jednorodna grupanr 1 | jednorodna grupa nr 2

6 C6 0.007055 kR

7 C7 0.011200 Ak

5 C5 0.011595 ok kokok

3 C3 0.013750 ok kokok

4 C4 0.014650 kol

8 C8 0.017150 ok kokok

2 Cc2 0.023400 ok kokok

1 C1 0.026200 kol

9 kontrola 0.210500 kR
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Analiza post hoc, z wykorzystaniem testu HSD Tuckey wykazata, ze poziom
ekspresji genu Mtcsbp kazdej z ro$lin transgenicznych oznaczonych jako C jest
istotnie r6zny od poziomu ekspresji genu Mtcsbp w probie roslin kontrolnych.
Dodatkowo zaobserwowano brak istotnych réznic w poziomach ekspresji genu
Mtcsbp w obrebie w/w ro$lin transgenicznych. Roliny transgeniczne utworzyty
jednorodng grupe nr 1. Grup¢ nr 2 stanowi kontrola. Fakt ten wskazuje na
robwnomierne wyciszenie genu Mtcsbp u wszystkich roslin C oraz na jego

powtarzalno$¢.

e Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcrel u roslin

transgenicznych C

Tabela 32. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, blad miedzygrupowy; df, stopnie
swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze
poréwnywanych roslin transgenicznych roznigcych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtcrel.
Kolorem czarnym zaznaczono warto$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych roslin
transgenicznych nie rézniacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtcrel

Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcrel dla roslin C.
MS = 0.00005, df=9
Lp Przyblizone prawdopodobienstwa dla testow post hoc
Roslina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Lp

0.0089 | 0.0079 | 0.0182 | 0.0081 | 0.0073 | 0.0071 | 0.0021 | 0.0073 | 0.1440
1 C1 0.9804 | 0.0003 | 0.9943 | 0.8286 | 0.0014 | 0.0021 | 0.8024 | 0.0002 1
2 C2 0.9804 0.0002 | 1.0000 | 0.9995 | 0.0040 | 0.0064 | 0.9991 | 0.0002 2
3 C3 0.0003 | 00002 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 3
4 C4 0.9943 | 1.0000 | 0.0002 0.9969 | 0.0033 | 0.0052 | 0.9949 | 0.0002 4
S C5 0.8286 | 0.9995 | 0.0002 | 0.9969 0.0077 | 0.0126 | 1.0000 | 0.0002 5
6 C6 0.0014 | 0.0040 | 0.0002 | 0.0033 | 0.0077 0.9999 | 0.0082 | 0.0002 6
7 C7 0.0021 | 0.0064 | 0.0002 | 0.0052 | 0.0126 | 0.9999 0.0136 | 0.0002 7
8 C8 0.8024 | 0.9991 | 0.0002 | 0.9949 | 1.0000 | 0.0082 | 0.0136 0.0002 8
9 | kontrola | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 9
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Tabela 33. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad
miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Gwiazdki (*****) oznaczaja rosliny transgeniczne
tworzace jednorodna grupe

Test HSD Tuckey dla zmiennej
poziom ekspresji genu Mtcrel dla roslin C.
Nr podklasy Grupy jednorodne, 0=0.05; btad: MS = 0.00005; df=9
Rolina wa.rtoéci. jednor. jednor. jednor. jednor.
zmiennej grupanr 1 | grupanr2 | grupanr3 | grupanr4
6 Cé6 0.001745 Hord
7 C7 0.002160 AR
8 Cs8 0.007325 HHAAK
5 C5 0.007385 Rl
2 C2 0.007950 HxAAK
4 C4 0.008135 HxAAK
1 C1 0.008960 Ak
3 C3 0.018250 Rl
9 kontrola 0.144000 ok ke

W wyniku analizy post hoc rosliny badane zostaly podzielone na 4 jednorodne
grupy, w obrebie ktérych proby nie wykazywaly istotnych statystycznie réznic we
wzglednym poziomie ekspresji genu Mtcrel. Grupa nr 1 obejmowata rosliny: C8,
CS5, C4, C2 1 C1. Grupe nr 2 tworzyly rosliny C7 1 C6. Grupa nr 3 reprezentowana
jest przez jedna rosling: C3, a grupg nr 4 stanowi kontrola. Jednorodne grupy nie
nachodzg si¢ na siebie. Kontrola wyraznie r6znicuje wszystkie analizowane rosliny.
Grupa nr 1 jest najliczniejsza 1 reprezentuje rosliny, u ktéorych zaobserwowano
najwickszy spadek ekspresji genu Mtcrel. Poziom ekspresji genu Mtcrel u grupy
ro$lin kontrolnych jest istotnie rézny od poziomu ekspresji w/w genu u kazdej

badanej rosliny transgeniczne;.
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e Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtprl0.1 u roslin

transgenicznych C

Tabela 34. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, blad migdzygrupowy; df, stopnie
swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze
poréwnywanych ro$lin roznigcych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtprl0.1. Kolorem
czarnym zaznaczono wartosci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze poréwnywanych roslin nie
rézniacych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtpri0.1

Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin C.
MS = 0.00002, df=9

Lp Przyblizone prawdopodobienstwa dla testow post hoc
Roslina 2 3 5 6 8 9 Lp
0.0047 | 0.0028 | 0.0129 | 0.1245 | 0.0004 | 0.0071 | 0.0007 | 0.0192 | 0.1165

1 C1l 0.9998 | 0.5158 | 0.0002 | 0.0316 | 0.9599 | 0.9713 | 0.0669 | 0.0002 1
2 C2 0.9998 0.3024 | 0.0002 | 0.0168 | 0.9988 | 0.9994 | 0.0350 | 0.0002 2
3 C3 0.5158 | 0.3024 0.0002 | 0.4826 | 0.1363 | 0.1488 | 0.7726 | 0.0002 3
4 C4 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.5420 4
5 C5 0.0316 | 0.0168 | 0.4826 | 0.0002 0.0077 | 0.0083 | 0.9994 | 0.0002 5
6 C6 0.9599 | 0.9988 | 0.1363 | 0.0002 | 0.0077 1.0000 | 0.0154 | 0.0002 6
7 C7 0.9713 | 0.9994 | 0.1488 | 0.0002 | 0.0083 | 1.0000 0.0168 | 0.0002 7
8 C8 0.0669 | 0.0350 | 0.7726 | 0.0002 | 0.9994 | 0.0154 | 0.0168 0.0002 8
9 | kontrola | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.5420 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 9

Tab. 35. Zestawienie wynikoéw testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS -btad mi¢dzygrupowy,
df - stopnie swobody. Gwiazdki (*****) oznaczajg rosliny tworzace jednorodng grupe

Test HSD Tuckey dla zmienne;j
N poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin C.
! Grupy jednorodne, 0=0.05; btad: MS = 0.00002, df=9
podklasy
- wartosci jednor. jednor. jednor. jednor.
Roslina . .
zmiennej grupanr 1 | grupanr2 | grupanr3 | grupanr4

6 C6 0.000443 ok E
7 C7 0.000698 Ak
2 C2 0.002845 Hokokdok
1 C1 0.004705 EE T T
3 C3 0.012900 KoK stk koo
8 Cs8 0.019200 P— P—
S C5 0.021350 ®okok ok ok
9 kontrola 0.116500 o
4 C4 0.124500 oAk
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W wyniku przeprowadzenia testu HSD Tuckey rosliny badane zostaty
podzielone na 4 jednorodne grupy. Jedyng odrgbng grup¢ stanowi grupa nr 4, w
ktorej sktad wchodzi roslina C4 (ro$lina, u ktérej zaobserwowano brak obnizenia
poziomu ekspresji genu Mtprl0.1) oraz kontrola. Poziom ekspresji genu Mtprl0.1 u
roslin zaliczanych do grupy 4 jest statystycznie istotnie r6zny od poziomu ekspresji
w/w genu u ro$lin z grup 1, 2 oraz 3. Analiza wykazata, ze grupy 1, 2 1 3 nachodza
na siebie. Poziom ekspresji genu Mtprl0.1 u rosliny C3 stanowi cze$¢ wspdlng dla
w/w grup, a zatem nie rdzni si¢ od poziomu ekspresji genu Mtprl0.1 u pozostatych
roslin transgenicznych z grup 1,2 1 3. Istotng statystycznie roznice¢ w poziomie
ekspresji badanego genu zaobserwowano rowniez pomig¢dzy rosling C5 (grupa nr 3),

a ro§linami C6, C7 1 C2 (grupa nr 1).

Dla roslin transgenicznych H oraz rosliny A testowano nastepujaca

hipoteze zerowa:

1) Ho:Umtcsbp/Mtcre1/Mtpr10.1 H1=HMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 H2—HMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 H3—

UMtesbp/Mtcrel/Mtpr10.1 H4— HMtesbp/Mtcrel/Mtpr10.1 A1~ Hkontrola
(stownie: Srednie poziomy ekspresji genéw Mtcsbp, Mtcrel i Mtprl0.1 w roslinach
badanych i kontrolnych sg réwne)

wzgledem hipotezy alternatywnej
i1) Hy:Wmtesbp/Mtcre1/Mtpr10.1 H17HMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 H27MMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 H37

IJ-Mtcsbp/Mtcrel/MtprlO.17H43‘é HMtcsbp/Mtcrel/Mtpr10.1 Al 7 Hkontrola
(stownie: $rednie poziomy ekspresji genow Mtcsbp, Mtcrel i Mtprl0.1 w roslinach

badanych i kontrolnych nie sg réwne).

Obliczone na podstawie testow ANOVA wartosci prawdopodobienstwa p sa
mniejsze od zaktadanych pozioméw ufnosci a (0.05), a zatem hipotezy zerowe
traktujace o braku réznic w $rednich poziomach ekspresji badanych genow (Mtcsbp,
Mtcrel jak i Mtpr10.1) w obrebie porownywanych prob (roslin) zostaty odrzucone.
Statystyki testowe zostaly zebrane w Tabeli 36.

Szczegotowe analizy poréwnawcze przeprowadzono z wykorzystaniem testu

HSD Tuckey (Tabele 37-42).
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Tabela 36. Zestawienie wynikow analizy ANOVA. Oznaczenia: SS, suma
kwadratow odchylen; df, stopnie swobody; MS, $rednie kwadraty odchylen pomig¢dzy
grupami; F, warto$¢ statystyki testowej; p, prawdopodobienstwo. Kolorem czerwonym
zaznaczono wartosci statystyki testowej F oraz prawdopodobiefistwa odrzucajace hipoteze

H(). a=0.05

Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej: poziom ekspresji genu
Efekt Mtcsbp dla roslin H i A. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F p
wyraz wolny | 0.000016 1 0.000013 1457.453 0.000000
roslina 0.000012 5 0.000002 223.017 0.000001
btad 0.000000 6 0.000000
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej poziom ekspresji genu
Efekt Mtcrel dla roslin H i A. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F p
wyraz wolny | 0.157438 1 0.157438 8741.268 0.000000
ro$lina 0.008104 5 0.001621 89.986 0.000015
btad 0.000108 6 0.000018
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej poziom ekspresji genu
Efekt Mtpr10.1 dla roslin H i A. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F p
wyraz wolny | 0.000531 1 0.000531 1449.984 0.000000
ro$lina 0.001038 0.000208 567.165 0.000000
btad 0.000002 6 0.000000

e Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcsbp u roslin

transgenicznych H1i A

Tab. 37. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad migdzygrupowy;
df, stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci prawdopodobienstwa
odpowiadajgce parze porownywanych roslin transgenicznych réznigcych sie pod wzgledem
poziomu ekspresji genu  Mtcsbp. Kolorem czarnym  zaznaczono  warto$ci
prawdopodobienstwa odpowiadajace parze poroéwnywanych rolin transgenicznych nie

rozniacych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtcsbp
Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcsbp dla roslin H i A.
MS = 0.00000; df=6
Lp Przyblizone prawdopodobiefistwa dla testow post hoc
Roslina ! 2 3 4 > 6 Lp
0.00015 0.00086 0.00051 0.00032 0.00273 0.00230
1 H1 0.0038 0.0856 0.6240 0.0002 0.0002 1
2 H2 0.0382 0.0985 0.0144 0.0002 0.0002 2
3 H3 0.0856 0.0985 0.4886 0.0002 0.0002 3
4 H4 0.6240 0.0144 0.4886 0.0002 0.0002 4
5 Al 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0437 5
6 kontrola 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0437 9
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Tabela 38. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, blad
miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Gwiazdki (*****) oznaczajg rosliny tworzace
jednorodng grupe.

Test HSD Tuckey dla zmienne;j
poziom ekspresji genu Mtcsbp dla dla roslin Hi A.
Nr Grupy jednorodne, 0=0.05; btad: MS = 0.00000; df=6
podklasy
- wartos$ci jednor. jednor. jednor. jednor.
Roslina . .
zmiennej grupanrl | grupanr2 | grupanr3 | grupanr4
1 H1 0.000149 ook
4 H4 0.000316 koK
3 H3 0.000511 il il
2 H2 0.000859 ook
6 kontrola 0.002302 ok koo
5 Al 0.002729 ok koK

W wyniku analizy post hoc rosliny badane podzielono na cztery jednorodne
grupy. Dwie z nich, kolejno nr 3 (kontrola) 1 4 (roslina Al), sa catkowicie
wyodrebnione i nie nachodza na pozostate grupy. Fakt ten wskazuje na istotno$¢
roznic w poziomie ekspresji genu Mtcsbp u roslin reprezentujacych grupy 3 i 4 w
poréwnaniu z roslinami zakwalifikowanymi do grup 11 2.

Roslina A1, mimo iz uwzgledniona w analizie statystycznej, nie posiada obnizonej
ekspresji genu Mtcsbp. Przeciwnie, wykazuje nieznacznie zwigkszony poziom
ekspresji genu Mtcsbp w poréwnaniu z kontrola. Grupe 1 stanowig ro$liny, u
ktorych poziom ekspresji genu Mtcsbp jest najnizszy. Wartosci poziomu ekspresji
Mtcsbp dla rosliny H3 (grupa 1) oraz rosliny H2 (grupa 2) zazebiaja si¢. Stad
wniosek, o braku istotnych statystycznie réznic w poziomach ekspresji genu Mtcshp

pomig¢dzy w/w roslinami.

e Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtcrel u roslin

transgenicznych H oraz A

Analiza statystyczna poziomu ekspresji genu Mtcrel ujawnita podziat roslin na 4
jednorodne grupy. Badana zmienna u ro$lin transgenicznych oznaczonych jako HI,
H2, H3 oraz H4 (grupy nr 1 oraz 2) znaczaco rozni si¢ od kontroli (grupa nr 4).
Kontrowersyjne wydaje si¢ by¢ zaliczenie rosliny Al do grupy nr 3 (wraz z ros$ling
H4). Zbyt male roznice (statystycznie nieistotne) w poziomie ekspresji genu Mtcrel
migdzy ros$ling Al oraz H4 moga wynika¢ ze stosunkowo duzego odchylenia

standardowego zaréwno dla préby Al (8.06E-03) jak i1 dla préby H4 (5.06E-03).
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Jesli potraktowac jednorodne grupy jako zbiory roslin, wowczas mozna stwierdzic,
ze roslina A1l stanowi cze¢$¢ wspolng zbioru nr 3 (H4, A1) i nr 4 (kontrola), a roslina

H4 je roznicuje. Tabele 39 1 40 zawierajg wyniki analizy post hoc.

Tabela 39. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, blad
miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci
prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych ro$lin transgenicznych
réznigcych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtcrel. Kolorem czarnym
zaznaczono wartos$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze poréwnywanych roslin

transgenicznych nie réznigcych si¢ pod wzglgdem poziomu ekspresji genu Mtcrel

Test HSD Tuckey dla zmienne;j
poziom ekspresji genu Mtcrel dla roslin H i A.
MS = 0.00002, df=6
Lp Przyblizone prawdopodobienstwa dla testow post hoc
Roslina 1 2 3 4 5 6 L
0.07910 0.08265 0.11400 0.12650 0.13650 0.14850 P
1 H1 0.9492 0.0015 0.0004 0.0002 0.0002 1
2 H2 0.9492 0.0002 0.0005 0.0003 0.0002 2
3 H3 0.0015 0.0025 0.1558 0.0136 0.0015 3
4 H4 0.0004 0.0005 0.1558 0.2996 0.0151 4
5 Al 0.0002 0.0003 0.0136 0.2996 0.1778 5
6 kontrola 0.0002 0.0002 0.0015 0.0151 0.1778 9
Tabela 40. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad
miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Gwiazdki (*****) oznaczaja rosliny tworzace
jednorodng grupe
Test HSD Tuckey dla zmiennej
poziom ekspresji genu Mtcrel dla roslin Hi A.
Nr Grupy jednorodne, a=0.05; btad: MS = 0.00000, df=6
dkl
podiiasy Rodlina wartosci jednor. jednor. jednor. jednor.
zmiennej grupanrl | grupanr2 | grupanr3 | grupanr4
1 H1 0.079100 bl
2 H2 0.082650 FhEEE
3 H3 0.114000 FhEEE
6 kontrola 0.148500 Fheks
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e Test HSD Tuckey dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtprl0.1 u roslin

transgenicznych H oraz A

Przeprowadzony test HSD Tuckey dla zmiennej, poziom ekspresji genu
Mtprl0.1, podzielit rosliny analizowane na cztery jednorodne grupy. Rosliny
kontrolne utworzyty odrgbng grupe nr 4, tym samym wskazujagc na obecnos¢
istotnych statystycznie réznic w $rednich warto$ciach oczekiwanych (u) badanej
zmiennej mi¢dzy nimi, a wszystkimi analizowanymi ro$linami transgenicznymi
(Tabele 41 1 42). Potwierdzono réwniez roéznice w poziomach ekspresji genu
Mtprl0.1 miedzy roslinami H2 i H3 (zaliczanych do grupy nr 1) a rosling H4
(nalezaca do grupy nr 2).

Tabela 41. Zestawienie wynikéw testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad migdzygrupowy df,
stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono warto$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace
parze poréwnywanych ro§lin transgenicznych rézniacych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu
Mtprl0.11. Kolorem czarnym zaznaczono warto$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze
porownywanych roslin transgenicznych nie rézniacych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu
Mtpr10.1

Test HSD Tuckey dla zmienne;j
poziom ekspresji genu Mtprl0.1 dla roslin Hi A.
MS = 0.00000, df=6

Lp Przyblizone prawdopodobienistwa dla testow post hoc

Roslina 1 2 3 4 5 6 Lp

0.00297 | 0.00103 | 0.00148 | 0.00481 | 0.02350 | 0.02726

1 H1 0.3097 0.5359 0.3496 0.0002 0.0002 1
2 H2 0.3097 0.9915 0.0282 0.0002 0.0002 2
3 H3 0.5359 0.9915 0.0494 0.0002 0.0002 3
4 H4 0.3496 0.0282 0.0494 0.0002 0.0002 4
5 Al 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0289 5
6 kontrola | 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0289 9

Tabela 42.Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad mi¢dzygrupowy; df,
stopnie swobody.

Test HSD Tuckey dla zmiennej
Nt poziom ekspresji genu Mtpr10.1 dla roslin Hi A.
odklas Grupy jednorodne, 0=0.05; blad: MS = 0.00000, df=6
P Y - wartosci jednorodna | jednorodna | jednorodna jednorodna
Roslina . .
zmiennej grupa nr | grupa nr 2 grupanr3 | grupanr4

2 H2 0.001025 Ak

3 H3 0.001480 ok

1 H1 0.002965 e o

4 H4 0.004810 kK

5 Al 0.023500 P

6 Kontrola 0.027265 ok
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5.3 Analiza proteomiczna ros$lin transgenicznych

Zmiany na poziomie transkryptu w komodrce nie zawsze prowadza do
widocznych zmian na poziomie proteomu komoérkowego. Postanowiono sprawdzié
czy profil bialkkowy w otrzymanych roslinach transgenicznych odpowiada profilowi
roslin kontrolnych oraz jakie wystgpity w nim istotne zmiany. W tym celu
wykorzystano metody dwukierunkowego rozdziatu biatek 2D-PAGE oraz

spektrometrii mas MALDI-TOF.

5.3.1 Elektroforeza dwukierunkowa bialek

Do analizy proteomicznej metoda elektroforezy dwukierunkowej (2D-PAGE)
izolowano biatka z roélin transgenicznych metodg ekstrakcji fenolowej. Kazdorazowo
pobierano okolo 100 mg liSci, ktore rozcierano w ciektym azocie. Ocena ilo$ciowa
wykonana zostala z wykorzystaniem komercyjnego zestawu 2-D Quant (GE
Healthcare). Na pasek do ogniskowania izoelektrycznego (zakres pH 4—7) nanoszono
po 650 ng biatka z kazdej badanej proby. Drugi kierunek rozdziatu wykonano w 11%
zelu poliakrylamidowym z uzyciem systemu Etan DALT 6 (GE Healthcare).
Detekcja bialek z plamek biatkowych, ich pomiar ilo§ciowy oraz wstgpne oznaczenie
wykonano za pomoca oprogramowania Image Master Platinum v. 6.0.
Zidentyfikowano plamki biatkowe rdznicujagce miedzy prébami. Znormalizowano
intensywno$¢ sygnatu dla kazdego Zelu oraz obliczono odchylenie standardowe dla
probek (kazdy rozdziat powtarzano dwukrotnie). Wyniki ilosciowej analizy uznano za
wiarygodne, jesli migdzy badanymi probami $redni, znormalizowany poziom biatka

ulegt zmianie na poziomie wigkszym niz 1.3x.

Analizie poddano 6 tygodniowe ro§liny transgeniczne. Z uwagi na fakt, ze etap
ukorzeniania ro$lin kontrolnych zakonczyt si¢ niepowodzeniem, jako kontroli uzyto
6-tygodniowe, nietransformowane rosliny M. truncatula J5. Kontrole stanowita proba

biatek wyizolowanych z liSci pigciu wybranych roslin kontrolnych.

Zaobserwowano 8 biatek roznicujacych, ktére wycieto z zelu i poddano analizie z

wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI-TOF.
Ryciny 56-68 przedstawiaja wyniki rozdziatow dwukierunkowe;j elektroforezy bialtek.

Z powodow technicznych nie wykonano rozdzialu dla préb izolowanych z roslin

oznaczonych jako H3 oraz CS5.
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Rozdziaty dwukierunkowe w zelu poliakrylamidowym (2D-PAGE) ekstraktow biatek

z ros$lin transgenicznych. Kolorem czerwonym zaznaczono plamki rdznicujace.

Ryc. 56. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej H1

Ryc. 57. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej H2
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Ryc. 58. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej H4
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Ryc. 59. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej Al
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Ryc. 60. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej C1

Ryc. 61. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej C2
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Ryc. 62. 2D-PAGE preparatu bialkowego z rosliny transgenicznej C3

Ryc. 63. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej C4
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Ryc. 64. 2D-PAGE preparatu biatlkowego z rosliny transgenicznej C6

Ryc. 65. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej C7
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Ryc. 66. 2D-PAGE preparatu biatkowego z rosliny transgenicznej C8
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Ryc. 67. 2D-PAGE preparatu biatlkowego proby kontrolnej
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Ryc. 68. Wynik nalozenia rozdzialéw analizowanych preparatow biatkowych z roslin
transgenicznych z wykorzystaniem metody 2D-PAGE. Kolorem zielonym zaznaczono
roznicujace bialka, ktore postuzyty do analizy metoda MS-MALDI-TOF (oznaczenia: A-H)

5.3.2 Spektrometria mas MALDI-TOF

W celu dalszej identyfikacji plamek biatkowych réznicujacych proteomy
ro$lin badanych od kontrolych, wykonano ich analiz¢ metoda spektrometrii mas
MALDI-TOF. Wyciete z zelu poliakrylamidowego plamki biatkowe poddano
trawieniu trypsyna. Bialka identyfikowano na podstawie poréwnan map
peptydowych utworzonych w programie Mascot (Matrix Science), ktérymi nastgpnie
przeszukiwano baze danych MSDB/Swiss-Prot. Identyfikacja przebieglta z
doktadnoscig + 0.2Da.
Zidentyfikowano nastepujace biatka rdéznicujace proby badane od prob kontrolnych:
A, maltohydrolaza 1,4—a—D—glukanu (ang. 14-3-3-like protein); B, biatko OEEI (ang.
oxygen evolving enhancer protein 1); C, hydrolaza glikozylowa z rodziny 17 (ang.
glicoside hydrolase family 17, GH17); D, biatko podobne do biatka 14-3-3 (ang. 1,4—

o—D—glukan maltohydrolase).
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Charakterystyka bialek

OEEL1 (ang. oxygen evolving enhancer protein 1) - biatko o masie molekularnej ok.
30 kDa, kodowane przez genom jadrowy. Zlokalizowane w tylakoidach
chloroplastowych, pelni pomocniczag role w funkcjonowaniu fotosystemu II.
Wykazano iz jest ono niezbedne podczas akumulacji fotosyntetycznego tlenu, a
komorki roslin pozbawione aktywno$ci genu oeel charakteryzyja si¢ znaczaca
redukcja ilosci biatek wchodzacych w skiad centrum aktywnego fotosystemu II (PSII)
(Mayfield, 1991). W rezultacie stabilno$¢ oraz funkcja kompleksu centrum aktywnego
fotosystemu Il zostaje zaburzona (Mayfield i wsp., 1987). Pod wplywem stresu
abiotycznego, tj. wzrostu zasolenia, wzrasta poziom ekspresji genu O0eel oraz
nastepuje wzrost akumulacji biatka OEE1 (Sugihara i wsp., 2000). Dowiedziono, ze
biatko OEE1 posiada aktywnos$¢ tioredoksyny, co wskazuje na jego udziat w ochronie
komorki przed wplywem stresu oksydacyjnego (Heide i wsp., 2004). Do dalszych
analiz wybrano fragment sekwencji kodujacej Mtoeel (kod GenBank:
XM_003636036.1).

Bialka z rodziny hydrolaz glikozydowych nr 17 (EC.3.2.1; GH17) - szeroko
rozpowszechnione w krolestwie roslin oraz grzybéw. Do powyzszej rodziny
zaliczamy izoenzymy tj. endo-1,3-B-D-glukanazy, ktére hydrolizuja wigzania 1,3-p-
D-glikozydowe w polisacharydach, zlokalizowanych m.in. w §cianach komorkowych.
Odpowiedzialne s3 za metabolizm skrobii oraz remodeling $ciany komorkowej roslin
(Thomas i wsp., 2000). Enzymy te zaangazowane s3 rowniez w reakcje obronne ro$lin
(stanowig grupe 2 biatek zwigzanych z patogeneza — PR2). Baza danych CAZy (ang.
Carbohydrate Active enZYmes, www.cazy.org) wyréznia 131 rodzin hydrolaz
glikozydowych, skategoryzowanych na podstawie podobiefstwa sekwencji
aminokwasowych oraz struktury. Do dalszych analiz wybrano fragment sekwencji
kodujacej Mtgh17 (kod GenBank: XM 003607271.1).

Rodzina bialek o lacznej nazwie 14-3-3 - stanowi liczng grupe biatek wystepujaca
zarowno w krélestwie zwierzat, grzybow jak 1 roslin. Wigzg one motywy
fosfoserynowe oraz fosfotreoninowe tj. R(S/X)XpSXP' i RXXXpSXP' w innych
biatkach (m.in. kinazy, fosfatazy oraz enzymy zaangazowane w metabolizm wegla i

azotu w komorce) oraz wptywaja na pelnione przez nie funkcje.

' pS oznacza fosfoseryne lub fosfotreoning, X koresponduje do dowolnego aminokwasu
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Zaangazowane s3 w procesy regulatorowe na roznym poziomie w komorce (od
regulacji funkcji chromatyny, rozwoju roslin, transportu jondéw w komorce, do
odpowiedzi roslin na stres), dzigki zdolno$ci wigzania szerokiego spektrum ligandow
(ponad 100), m.in. czynnikow transkrypcyjnych lub innych czasteczek sygnatowych
(Roberts, 2003). Bialka z rodziny 14-3-3 zidentyfikowano zarowno w cytoplazmie
komoérkowej jak réwniez w chloroplastach. Sa to bialka o charakterze kwasnym,
ktérych masa molekularna wynosi ok. 30 kDa. W komodrce wystepuja w postaci
dimerow. Domena wigzaca, tzw. ,,box 17, stanowi najbardziej konserwatywny region
w strukturze wszystkich izoform bialek z rodziny 14-3-3 (Sehnke i wsp., 2000,
Roberts 1 Bruxelles 2002). Do dalszych analiz wybrano fragment sekwencji kodujace;j
Mt14-3-3 (kod GenBank: XM 003602775.1).

Maltohydrolaza 1,4-e-D-glukanu — powszechnie zwana p-amylazg, nalezy do
egzoamylaz, ktore hydrolizuja, od nieredukujacego konca, wigzania o—1,4—
glikozydowe w lancuchach poliglukanowych, w efekcie powodujac powstanie
dwucukru maltozy oraz niewielkich ilosci maltotrioz (Scheidig i wsp., 2002). Skrobia,
obok sacharozy, jest glownym produktem fotosyntezy oraz materialem zapasowym
roslin. Wystgpuje w komorce roslinnej w postaci nierozpuszczalnych ziaren. W
zalezno$ci od jej przeznaczenia i miejsca powstania wyrdzniamy skrobi¢ zapasowa
(powstaje w amyloplastach) oraz tranzystoryczng (powstaje w chloroplastach).
Skrobia tranzytoryczna syntetyzowana jest w trakcie dnia, aby w nocy ulec
hydrolitycznej degradacji w celu ciaglego zaopatrzenia komorki w niezbedne dla
metabolizmu cukry (Orzechowski, 2008). Przemiana ta ma miejsce w chloroplastach,
a powstata w skutek niej maltoza jest transportowana do cytoplazmy. Wykazano, ze
glownymi enzymami zaangazowanymi w katalizowanie reakcji odfaczania dwucukru
od linearnego glukanu w chloroplastach sa B—amylazy. Ta grupa enzyméw (EC
3.2.1.2), reprezentowana przez licznie wystepujace u roslin izoformy, podlega bardzo
kompleksowej regulacji przez takie czynniki jak m.in. naswietlenie, fitohormony,
proteolityczne cigcia, dostgpno$¢ cukrow czy tez stres abiotyczny tj. zasolenie i szok
termiczny. Dane literaturowe dowodza jednak, ze rdézne izoformy f—amylaz
charakteryzuja sie odmienng lokalizacja subkomoérkows. Kodowane przez genom
jadrowy, nie wszystkie zawieraja w sekwencji aminokwasowej peptydy sygnalne.
Fakt ten oznacza, ze czg¢$¢ izoform nie jest bezposrednio zaangazowana w przemiany

skrobii w chloroplastach(Kaplan i Guy, 2004; Reinhold, 2011) .

136



WYNIKI

Fulton 1 wspotpracownicy (2008) pokazali, ze istniejg p—amylazy nie wykazujace
aktywnos$ci enzymatycznej. Nie zawieraja one w centrum aktywnym katalitycznych
aminokwasow (tj. kwasu glutaminowego w pozycji 186 oraz kwasu glutaminowego w
pozycji 380), a pomimo to, sg niezb¢dne w procesie hydrolizy skrobii (Fulton i wsp.,
2008). Zasugerowano, ze enzymy te peinig funkcje regulatorowg w procesie
metabolizmu skrobii.

Zidentyfikowana maltohydrolaza 1,4- a-D-glukanu jest biatkiem kwasnym (pI 5.34),
zbudowanym z 496 aminokwasow. Jego masa molekularna wynosi 56.4 kDa. Analiza
sekwencji w/w biatka wykazata, ze nie posiada ono katalitycznie aktywnych
aminokwasow Glul86 oraz Glu380. Obie pozycje: 186 i 380 w sekwencji zajmuje
reszta glicyny. Przeprowadzone analizy in silico, z wykorzystaniem programéw
opartych na sieciach neuronowych, ChloroP 1.1 oraz TargetP 1.1 (Emanuelsson i
wsp., 1999, 2000), wykluczyty lokalizacje chloroplastowa biatka.

Nie wybrano do analiz poziomu ekspresji genu metodg real-time PCR.

Dodatkowo do analiz metoda PCRw czasie rzeczywistym wybrano geny kodujace
nastepujace biatka:

GAZ20x (ang. gibberellin 2 beta—dioxygenase) — enzym nalezacy do grupy biatek o
tacznej nazwie 20DD  (ang.  2-oxoglutarate—dependent  dioxygenase),
zaangazowanych w metabolizm 1 regulacj¢ st¢zenia giberelin w komorce roslinne;.
GA20x jest gléwnym enzymem nieodwracalnie katabolizujacym biologicznie
aktywne gibereliny oraz ich prekursory na drodze 2 beta — hydroksylacji wegla C2 w
pierscieniu diterpenowym (Thomas i wsp., 1999; Yamagichi, 2008). Substratem dla
wickszosci biatek GA2o0x sg gibereliny o pierScieniu 19-weglowym (aktywne
biologicznie gibereliny np. GA;, GA3, GA4 oraz prekursory np. GAg, GAy).

Ostatnio pojawity si¢ doniesienia literaturowe wskazujagce na mozliwosé
katabolizowania réwniez giberelin o pierScieniu 20-weglowym, do tzw. GA-
katabolitow (Rieu i wsp., 2008; Huang i wsp., 2010).

Przypuszcza si¢, ze petnig one kluczowa role¢ w zmniejszaniu puli prekursorow
giberelin takich jak np. GA |, oraz GAss. Wykazano, ze rozpuszczalne biatka GA20x u
ryzu, rzodkiewnika oraz szpinaku kodowane sg przez mate rodziny wielogenowe (Lee

i wsp., 2005).
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Geny ga2ox ulegaja jednoczesnej ekspresji we wszystkich organach Oryza sativa
(Sakamoto i wsp., 2004), w odrdéznieniu od tkankowo- specyficznej ekspresji oksydaz
GA2 u topoli (Gou i wsp., 2011).

Analizy metodg norther-blot pokazaly ekspresje genu ga2ox2 jedynie w lisciach 1
todydze A. thaliana (Dugardeyn i wsp., 2008).

Dwie niezalezne grupy badaczy Brenner i wsp. (2005) oraz Jasinski i wsp. (2005)
wskazali, ze $ciezka degradacji giberelin aktywowana jest sygnatami indukowanymi
przez cytokininy, co $wiadczy o antagonistycznym dzialaniu tych dwoéch grup
fitohormonoéw (Stamm 1 Kumar, 2010). Przeciwnie, Greenboim-Wainberg i wsp.
(2005) udowodnili, ze cytokininy nie wplywaja na procesy biosyntezy giberelin.
Interesujacy jest fakt, iz wyciszenie genu ga20X w tytoniu powoduje znaczace
zwiekszenie wzrostu rosliny, a tym samym wigkszg produkcj¢ biomasy (Dayan i wsp.,
2010), co w przysztosci moze znalez¢ zastosowanie w uprawie roslin zielarskich na
skale przemystowa.

W literaturze brak jest danych traktujacych o genach ga2ox oraz katabolizmie
giberelin u M. truncatula. Przeszukanie bazy danych NCBI > Nucleotide wykazato
obecnos$¢ pigciu sekwencji korespondujacych do ga2ox. Do dalszych analiz wybrano
fragment sekwencji kodujacej genu Mtga2ox (kod GenBank: XM 003591313.1),
ktérego homologia do genu Atga20x2 wynosi 45%. Identycznos¢ obu sekwencji na
poziomie aminokwasowym wynosi 41%, a podobienstwo 61%.

HPT1 (ang. histidine-containing phosphotransfer factor 1) —monomeryczne,
niskoczgsteczkowe (ok. 16 kDa, 150 reszt aminokwasowych) biatko posredniczace w
szlaku przekazywania sygnatu, indukowanego przez cytokininy, od receptora (kinazy
histydynowej) do regulatorow odpowiedzi (Tanaka i wsp., 2004). U podstawy
biologicznej funkcji biatek HPt lezy zdolno$¢ wigzania grupy fosforanowej przez
konserwatywng reszte histydyny w pozycji 80, a nastgpnie jej przeniesienie na resztg
Asp w regulatorach odpowiedzi (ang. response regulator, RR). W genomie A.
thaliana zidentyfikowano szes¢ genow kodujacych biatka HPt. Wykazano, ze nie
wszystkie jednak posiadaja w swojej sekwencji konserwatywna reszte histydyny (np.
AHP6) (Suzuki i wsp., 2000), co wprowadza dodatkowe niewyjasnione dotad watki w
petniong przez nie rolg w komorce.

Do niedawna obowigzujgcy model postulowal translokacje ufosforylowanych biatek
HPt z cytoplazmy do jadra komorkowego pod wptywem traktowania zewngtrzng

cytokining, a nast¢pnie indukcje genéw RR (Heyl i Schmulling, 2003).
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Badania prowadzone nad subkomoérkowa lokalizacja biatek HPt z rzodkiewnika
wykazuja ich réwnoczesna, niezalezng od zewngtrznych cytokinin, obecnos¢ zar6wno
w cytoplazmie jak i jadrze komoérkowym (Punwani i wsp., 2010; Punwani i wsp.,
2010; Nongpiur i wsp., 2012).

Ten zaskakujacy wniosek rzuca nowe $wiatto na dotychczasowy poglad traktujacy
procesy przekazywania sygnatu w komorce roslinnej. Autorzy sugeruja, ze biatka
HPt podlegaja ciagtym relokalizacjom pomig¢dzy cytoplazma a jadrem komérkowym
poprzez mechanizmy transportu aktywnego. Transport ten podlegatby specyficznej
kontroli, regulujacej tym samym wrazliwos¢ oraz odpowiedz komorki na cytokininy.
Wsrod poznanych struktur trzeciorzedowych biatek HPt sa: biatko ZmHP2 z
kukurydzy (kod PDB: 1WNO ; Sugawara i wsp., 2005) oraz biatko MtHPtl z M.
truncatula (kod PDB: 3US6 ; Ruszkowski i wsp., 2013).

Do dalszych analiz wybrano fragment sekwencji kodujacej genu Mthptl (kod
GenBank: XM 003594001.1) wykazujacy z AHP1 identyczno$§¢ na poziomie

aminokwasowym wynoszacg 69%, oraz podobienstwo 87%.

Sposrod zidentyfikowanych metoda MS-MALDI-TOF biatek tylko OEE1
réznicowalo badane proby pod wzgledem jakosciowym. Oznacza to, ze nie we
wszystkich badanych roslinach transgenicznych wykryto obecno$¢ biatka OEE1 (ang.
not available, N/A). Fakt ten nie jest jednak rownoznaczny ze stwierdzeniem, ze gen
kodujacy biatko OEEI nie ulegal ekspresji. Mozliwe, ze poziom biatka OEEI byl na
tyle niski, ze czuto§¢ metody 2D-PAGE w polaczeniu z MS-MALDI-TOF okazata si¢
niewystarczajaca aby je wykry¢. Biatka GH17, 14-3-3 oraz maltohydrolaza 1,4-a-D-
glukanu wykazywaty r6znice ilosciowe pomigdzy badanymi probami.

Tabela 42 oraz ryciny 69 1 70 zestawiajg wyniki analizy 2D-PAGE/MS-MALDI-TOF.
Wartosci intensywnos$ci plamek biatkowych na zelach 2D-PAGE (odpowiadajgce
ilosCi biatka) wyrazone zostaly w jednostce procentu objetosciowego (%vol). Z
uwagi na brak materiatu biologicznego, nie wszystkie proby poddano powtéornym
analizom. Dlatego tez na wykresie nie dla kazdej proby zaznaczono odchylenie

standardowe od intensywnosci plamek biatkowych.

139



WYNIKI

Tab. 43. Zestawienie wynikow dwukierunkowej elektroforezy biatek oraz spektrometrii mas
MALDI-TOF w badanych roslinach transgenicznych. Przedstawiony procent objgto§ciowy
intensywnosci plamki oraz odchylenie standardowe

OEE1 GH17 14-3-3 B-amylaza
Roslina | odchyl. | odchyl. | , odchyl. | odchyl.
badana soel standard. Gl standard. sovel standard. el standard.
Cil N/A - 0.521 0.053 0.615 0.103 0.160 0.048
C2 N/A - 0.040 0.021 0.165 0.014 0.103 0.044
C3 N/A - 0.229 - 0.982 - 0.508 -
C4 N/A - 0.852 - 0.754 - 0.387 -
C6 N/A - 0.416 - 0.736 - 0.191 -
C7 0,858 0.035 0.059 0.018 0.672 0.014 0.412 0.078
C8 N/A - 0.611 - 0.120 - 0.198 -
H1 0,607 0.224 0.153 0.027 0.559 0.019 0.412 0.001
H2 0,527 0.013 0.160 0.012 0.497 0.028 0.348 0.005
H4 N/A - 0.229 - 0.451 - 0.205 -
kontrola N/A - 0.067 0.012 0.597 0.011 0.985 0.255
1
0,9
0.8 (A) OEE1
— 0,7
S os
O\O 0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
(o] T T T
C1 c2 C3 c4a C6 c7 cs8 H1 H2 H4
0,9
0,8
07 1 (B) GH17
va 0,6
> 05 4
X 04 -
0,3 -
0,2
0,1
o 4
C1l c2 C3 Cc4 C6 Cc7 C8 H1 H2 H4
Rosliny badane

Ryc. 69. Analiza ilosciowa biatek: (A) OEEIL; (B) GH17 w roslinach transgenicznych, C oraz
H. Kolor czerwony, proby badane; kolor zielony, kontrolne
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1,2

(C) 14-3-3

0,8

0,6

% vol

0,4 A

0,2

C1 Cc2 C3 C4 C6 Cc7 Cc8 H1 H2 H4

(D) p-amylaza
T T T

c1 c2 c3 ca cé c7 c8 H1 H2 H4
Rosliny badane

Ryc. 70. Analiza ilosciowa biatek: (C) 14-3-3; (D) B-amylaza w roélinach transgenicznych, C
oraz H. Kolor czerwony, proby badane; kolor zielony, kontrola

Analiza 2D-PAGE w polaczeniu ze spektrometria mas MALDI-TOF
pozwolita na okreslenie réznic w proteomach badanych roslin transgenicznych w
porownaniu z kontrola. Jedyna zaobserwowana zmian¢ jakosciowag stanowita
obecno$¢ biatka OEEI u roslin C7, H1 oraz H2, a brakiem odpowiadajacej mu plamki
w zelach 2D-PAGE u pozostatych roslin poddanych analizie. Rosliny C7, H1 1 H2
charakteryzuje jednoczes$nie znaczacy spadek w poziomach ekspresji genow Mtcsbp,
Mtcrel oraz Mtprl0.1.

Wigkszo§¢  badanych ro$lin  transgenicznych  charakteryzowata  si¢
podwyzszonym poziomem hydrolazy glikozydowej nalezacej do rodziny 17 w
porownaniu z roslinami kontrolnymi. Najwigkszy poziom biatka GH17 wykryto u
ro$lin C4, C8, C6 oraz Cl, kilkukrotnie mniejszy u H1, H2, C3 oraz H4. Jedynie u

ro$lin C2 oraz C7 poziom enzymu nie zmienit si¢.
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Poziom biatka nalezacego do rodziny 14-3-3, ktorej przedstawicieli
charakteryzuje zdolno$¢ wigzania szerokiego spektrum ligandow, rowniez ulegh
zmianom. Ciekawostka jest fakt, iz w roslinach otrzymanych w wyniku transformacji
M.truncatula bakteriami A. tumefaciens zawierajgcymi wektor pHG12 C ilos¢ biatka
13-4-4 wzrosta, w przeciwienstwie do roslin otrzymanych w wyniku transformacji
M.truncatula bakteriami A. tumefaciens zawierajacymi wektor pHG12 H, gdzie
obserwujemy nieznaczny spadek poziomu w/w biatka.

Poziom [-amylazy ulegl znacznemu obnizeniu we wszystkich badanych

roslinach transgenicznych.

Ze wzgledu na brak powtérzen technicznych rozdziatéw 2D-PAGE oraz analiz
MS-MALDI-TOF dla wszystkich otrzymanych rodlin transgenicznych nie

przeprowadzono testow statystycznych w oparciu o wyniki zawarte w tabeli 42.

5.3.3 Potwierdzenie wynikow MS na poziomie transkryptu metoda PCR w
czasie rzeczywistym

Wyniki uzyskane z analizy 2D-PAGE potaczonej ze spektrometria mas
MALDI-TOF dla wybranych genow (Mtoeel, Mt14-3-3 i Mtghl7) zweryfikowano na
poziomie transkryptu z wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym.
Przeprowadzono wzgledng analize iloSciowa w ktorej wartosci liczbowe
odpowiadajace poziomowi ekspresji badanego genu znormalizowano wzgledem
poziomu ekspresji genu kodujacego aktyne u M. truncatula. Matryce przygotowano

zgodnie z opisem w rozdziale 5.2.3.1.1. Analizowano ro$liny 6 tygodniowe.

Dodatkowo na tym etapie badan przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji dwdch

wybranych genow: Mtga2ox oraz Mthptl.
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5.3.3.1 Przygotowanie standardow reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Dla kazdego badanego genu przygotowano odpowiadajace mu standardy
reakcji. Standardami reakcji qPCR byty amplifikowanane i oczyszczone fragmenty
genow Mtoeel, Mtghl7, Mt14-3-3, Mtga2ox i Mthpt.

Tabela 43. Temperatury topnienia (Tm) starterow stosowanych do przygotowania
standardow oraz wielkosci produktow.

Nazwa genu Tm starterow (°C) Wielkos$¢ spodziewanego produktu (pz)
Mtoeel 52 175
Mtgh17 52 134
Mt14-3-3 52 213
Mtga2ox 52 161
Mthptl 58 189

Jako$¢ otrzymanych standardéw zostala oceniona na podstawie elektroforezy w

1.5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (Ryc. 71, 72).

1 2 3 4 5 6

pz

200

M
Ranat g
300 | we—
.

100

Ryc. 71. Rozdziat elektroforetyczny standardow w reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
Linie przedstawiaja: Marker, Gene Ruler 100bp (Fermentas); 1, Mtoeel (175pz);
3, Mt14-3-3 (213pz); 5, Mtgh17 — 134pz; 2, 4 i 6, kontrole negatywne reakcji PCR

pz M M

300 [ A — B
—.

200 - o

100 -

Ryc. 72. Rozdziat elektroforetyczny standardow w reakcji PCR w czasie rzeczywistym: A,
Mtga2ox (164pz); B, Mthptl (189pz); marker, Gene Ruler 100bp (Fermentas)

Dla kazdego z przygotowanych standardow wyznaczono krzywe: amplifikacyjna,

standardowg (regresji) oraz topnienia.
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Krzywa standardowa charakteryzowana jest przez rownanie regresji:
Cr=-mlog(conc) + B,

(gdzie: m — wartos¢ nachylenia krzywej, conc — stezenie poczgtkowe badanego genu,

B — wyraz wolny, wartos¢ Ct dla stezenia rownego jednej jednostce, Cr — numer

cyklu, w ktorym rozpoczyna si¢ faza logarytmicznego wzrostu reakcji) oraz

wspotezynnik regresji R* (Tabela 44).

Tabela 44. Statystyki krzywych regresji dla standardow badanych genow

Nazwa wspolczynnik wydajnos$¢ | Zakres rozcienczen
genu korelacji, R? m B reakcji (%) standardu
Mtoeel 0.997 3742 | 2367 85 2.4x102-2.4x107
Mt14-3-3 0.997 -3.629 1.621 89 4.9x10"-4.9x10®
Mtgh17 0.997 3742 | 2367 85 3.4x1075-3.4x107
Mtga2ox 0.997 -3.321 1.053 100 1.4x107-1.4x107"°
Mthptl 0.997 -3.321 1.053 100 2.3x102.3x10°

Krzywa standardowa dla genu Mtoeel obejmuje sze$¢ 10-krotnych rozcienczen
standardu reakcji w zakresie stezeh od 2.4x107 do 2.4x107. Kazdy punkt
powtorzono czterokrotnie.

Ponizej przedstawiono przyktadowa krzywa standardowa, otrzymang dla genu
Mtoeel (Ryc. 73).

stezenie (ng/reakcj¢)

Ryc.73. Krzywa standardowa dla genu Mtoeel. Wydajnos¢ reakcji wynosita 85%.
Wartosci krzywej: m = -3.742; B = 2.367, R*= 0.997

Przygotowane krzywe standardowe charakteryzuja si¢ wysokim wspolczynnikiem
korelacji (R*>0,99). Stanowia one podstawe we wzglednej analizie poziomu

ekspresji genow Mtoeel, Mtghl7, Mt14-3-3, Mtga2ox oraz Mthpt1.
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Potwierdzeniem specyficznosci reakcji PCR w czasie rzeczywistym byty wykonane
po zakonczonych amplifikacjach krzywe topnienia otrzymanych produktow.
Obecnos¢ jednego piku na wykresie wskazuje, ze podczas reakcji powstat
specyficzny, interesujgcy nas fragment DNA. Oznaczona zostala rowniez
temperatura topnienia fragmentow genow Mtoeel: 84.5°C, Mt14-3-3: 85°C,
Mtgh17: 80.5°C, Mtga2ox: 80°C oraz Mthptl: 82.2°C

Ponizej przedstawiono przyktadowa krzywa topnienia dla genu Mtoeel (Ryc. 73).

dF/dT
0.254
0.2 -
0.15 -+
0.1 A

0.05 4=5=

0 65 70 75 80 85 90 T (°C)

Ryc.74. Krzywa topnienia standardow dla genu Mtoeel. Temperatura topnienia amplikonu
wynosi 84.5°C. NTC (ang. no template control), kontrola negatywna reakc;ji.

5.3.3.2 Wzgledna analiza iloSciowa genow Mtoeel, Mtghl7, Mt14-3-3, Mthptl
oraz Mtga2ox

Stezenie badanych gendéw obliczano na podstawie przygotowanych krzywych
standardowych. Reakcje qPCR wykonano na matrycy cDNA. Uzyskane wyniki
ilosciowej analizy ekspresji genow poddano normalizacji uwzgledniajacej poziom
ekspresji genu referencyjnego (aktyna), w wyniku ktorej uzyskano finalnie wzgledny
poziom ekspresji. Analizie poddano 6 tygodniowe ro$liny transgeniczne, u ktorych
zaobserwowano obnizenie poziomu ekspresji genu Mtcsbp (oznaczenia H oraz C). Z
uwagi na fakt, Zze niepowodzeniem zakonczyl si¢ etap ukorzeniania ro$lin
kontrolnych, za kontrol¢ postuzyty dzikie 6-tygodniowe rosliny M. truncatula.
Catkowite RNA z lisci pigciu roslin kontrolnych izolowane bylo jednocze$nie i
stanowito probe usredniong. Wszystkie proby analizowane w reakcji PCR w czasie

rzeczywistym powtarzano dwukrotnie.
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Tabele 45-49 oraz rysunki Ryc. 75-79 zawieraja zestawienie wynikow PCR w czasie
rzeczywistym uzyskanych dla poszczegdlnych gendéw. Analiza statystyczna
wynikow ilosciowych dla genow Mtoeel, Mtghl7, Mtl14-3-3, Mtga2ox i Mthptl
znajduje si¢ w rozdziale 5.3.4

Tabela 45. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mtoeel w badanych
ro$linach transgenicznych, s$rednie Cr przed normalizacja; $redni znormalizowany

wzgledem genu referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mtoeel; odchylenie standardowe
od $redniej

Mtoeel
- : . Sredni poziom Odchylenie
SeHN 1A BELE; ekspresji Mtoeel standardowe
C1 14.12 5.11E+02 3.97E+00
Cc2 14.23 8.94E+02 2.23E+01
C3 14.25 4.59E+02 1.46E+01
C4 14.53 3.30E+02 1.35E+01
C5 14.89 3.60E+02 2.17E+01
C6 14.63 2.94E+02 3.44E-01
c7 14.34 3.77E+02 8.01E-01
Cc8 14.64 4.18E+02 1.35E+01
H1 14.43 1.04E+02 11.33E-01
H2 14.45 1.95E+02 3.51E+00
H3 14.84 1.29E+02 5.82E+00
H4 15.08 1.07E+02 3.62E+00
kontrola 17.23 5.92E+01 3.56E+00
1,00E+03
‘=, 9,00E+02
w2
°:;_ 8,00E+02
= 7,00E+02
£ 6,00E+02
g
N 5,00E+02
Q.
2 4.00E+02 1
B 3,00E+02 1
&’ 2,00E+02 -
= 1,00E+02
0,00E+00 -

cTL c2 3 c4 c5 Cc6 C7T C8 HL  H2  H3  H4
Rosliny badane

Ryc.75. Znormalizowany sredni poziom ekspresji genu Mtoeel w badanych roslinach
transgenicznych C i H. Kolorem zielonym oznaczono grup¢ kontrolna, a kolorem
czerwonym rosliny badane
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Tabela 46. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mtghl7 w badanych
ro§linach transgenicznych; $rednie Cr przed normalizacja; S$redni znormalizowany
wzgledem genu referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mtghl7; odchylenie standardowe
od $redniej

Mtghl7
i : . Sredni poziom Odchylenie
e Hees sl BELE; ekspresji Mtgh17 standardowe
C1 17.62 1.61+00 5.66E-02
Cc2 18.46 1.77E+00 4.95E-02
C3 17.98 1.24E+00 4.95E-02
C4 16.32 3.01E+00 2.12E-01
C5 20.85 2.43E-01 3.54E-02
C6 17.76 1.16E+00 00E+00
C7 21.12 1.54E-01 1.84E-02
C8 18.26 8.46E-01 7.85E-02
H1 20.23 7.75E-02 3.61E-03
H2 19.46 2.39E-01 1.70E-02
H3 22.45 3.11E-02 2.05E-03
H4 20.90 7.82E-02 9.19E-03
kontrola 18.41 2.59E-01 3.25E-02
3,50E+00
3,00E+00
2,50E+00
2,00E+00
1,50E+00 -
1,00E+00 -
5,00E-01 -
0,00E+00 -

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 H1 H2 H3 H4
Rosliny badane
Ryc.76. Znormalizowany S$redni poziom ekspresji genu Mtghl7 w badanych roslinach

transgenicznych C i1 H. Kolorem zielonym oznaczono grupe kontrolng, a kolorem
czerwonym rosliny badane.
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Tabela 47. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mt14-3-3 w
badanych roélinach transgenicznych; srednie Ct przed normalizacja; sredni znormalizowany
wzgledem genu referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mt14-3-3; odchylenie
standardowe od $rednigj

Mt14-3-3
Roslina badana Srednie Cy eki}f)iggii II)\;I)tZliZfI;- 3 S%iiihe;lévee
C1 18.62 2.61E+00 2.00E-01
Cc2 18.98 3.78E+00 2.69E-01
C3 19.66 1.24E+00 1.74E-01
C4 17.78 3.84E+00 6.12E-02
C5 18.69 2.79E+00 1.70E-01
C6 18.07 2.99E+00 2.56E-02
c7 18.84 1.89E+00 3.93E-03
Cc8 18.52 3.13E+00 5.20E-02
H1 17.91 1.04E+00 2.72E-02
H2 18.70 1.15E+00 3.60E-02
H3 18.86 8.68E-01 3.91E-02
H4 17.61 1.95E+00 1.26E-01
Kontrola 18.36 8.14E-01 4.47E-03

4,50E+00

4,00E+00 T

3,50E+00

3,00E+00

2,50E+00 -

2,00E+00 ==

1,50E+00 +

1,00E+00 -

5,00E-01 -

0,00E+00 -

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 H1 H2 H3 H4

Rosliny badane

Ryc.77. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mt14-3-3 w badanych roslinach
transgenicznych C i H. Kolorem zielonym oznaczono grup¢ kontrolna, a kolorem
czerwonym rosliny badane.

148




Wzgledny poziom ekspresji

WYNIKI

Tabela 48. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mtga2ox w
badanych roélinach transgenicznych; srednie Ct przed normalizacja; sredni znormalizowany
wzgledem genu referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mtga20x; odchylenie standardowe

od $redniej

Mtga2ox
i : . Sredni poziom Odchylenie
e Hees sl BELE; ekspresji Mtga2ox standardowe
C1 27.72 7.28E-03 2.62E-04
C2 26.52 3.06E-02 4.52E-03
C3 27.29 9.40E-03 7.66E-04
C4 26.74 1.18E-02 1.34E-03
C5 24.70 6.29E-02 1.16E-03
C6 26.97 9.56E-03 6.96E-04
C7 26.76 1.18E-02 1.32E-04
C8 26.43 1.94E-02 1.56E-04
H1 26.67 3.63E-03 3.82E-04
H2 26.71 6.72E-03 7.19E-05
H3 27.05 4.52E-03 3.32E-04
H4 28.15 2.05E-03 9.08E-05
Kontrola 26.11 1.70E-02 3.13E-03

7,00E-02

6,00E-02

5,00E-02

4,00E-02

3,00E-02

2,00E-02

1,00E-02 -

0,00E+00 -
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 H1 H2 H3 H4

Roéliny badane

Ryc.78. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mtga2ox w badanych roslinach

transgenicznych C i H. Kolorem zielonym oznaczono grupe

czerwonym rosliny badane.
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Tabela 49. Zestawienie wynikow wzglednej analizy ilosciowej dla genu Mthptl w badanych
ro§linach transgenicznych: srednie Cr przed normalizacja; §redni znormalizowany
wzgledem genu referencyjnego (aktyna) poziom ekspresji Mthptl; odchylenie standardowe
od $redniej

Mthptl
i : . Sredni poziom Odchylenie
e Hees sl BELE; ekspresji Mthptl standardowe
C1 19.98 2.09E+01 4.84E-01
Cc2 17.89 2.14E+01 1.41E+00
C3 17.24 1.71E+01 7.95E-01
C4 17.89 9.54E+00 5.66E-01
C5 16.77 2.71E+01 1.97E+00
C6 17.43 1.22E+01 5.93E-01
C7 17.19 1.54E+01 1.37E+00
C8 17.79 1.37E+01 0.00E+00
H1 18.35 2.08E+00 5.50E-02
H2 18.14 4.54E+00 3.99E-03
H3 18.32 3.40E+00 3.44E-01
H4 19.25 1.76E+00 3.54E-01
Kontrola 19.39 1.12E+00 4.17E-02
3,50E+01
3,00E+01
2,50E+01
2,00E+01 A
1,50E+01 A
1,00E+01 A
5,00E+00 -
0,00E+00 -

C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 H1 H2 H3 H4
Badane rosliny

Ryc. 79. Znormalizowany $redni poziom ekspresji genu Mthptl w badanych roslinach

transgenicznych C i H. Kolorem zielonym oznaczono grup¢ kontrolna, a kolorem
czerwonym rosliny badane.
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W wyniku analizy metodg PCR w czasie rzeczywistym wykazano, ze gen
Mtoeel ulega podwyzszonej ekspresji u wszystkich analizowanych (metoda MS-
MALDI-TOF) ros$lin transgenicznych.

Podobnie u wszystkich badanych roslin C i H zaobserwowano wzrost poziomu
ekspresji genu kodujacego biatko Mt14-3-3 oraz biatko transmiterowe MtHPtI.
Ekspresja genu kodujacego hydrolazg glikozydowa z rodziny 17 ulega zwigkszeniu
u wigkszos$ci roslin C, za$ zmniejszeniu u wszystkich roslin H oraz rosliny C7.
Gen kodujacy oksydaze ga2 (Mtga2ox) ulega za§ zmniejszonej ekspresji u znacznej

wiekszos$ci analizowanych roslin.

5.3.4 Analiza statystyczna

W celu wykazania istotnosci r6znic migdzy Srednimi wartosciami poziomow
ekspresji badanych genow (Mtoeel, Mtghl7, Mt14-3-3, Mtga2ox oraz Mthptl) w
ros§linach transgenicznych, a $rednimi poziomami ekspresji w/w genéw w probie
roslin kontrolnych wykonano testy parametryczne analizy wariancji ANOVA.
Pierwszym etapem wnioskowania statystycznego byto sprawdzenie czy reszty
badanych zmiennych reprezentujg rozktad normalny.

Poniewaz podczas analizy metodami 2D-PAGE/MS-MALDI-TOF rosliny C
oraz H posiadaly wspdlng kontrolg, w badaniu statystycznym utworzyty one jedna

grupg roslin.
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5.3.4.1 Normalno$¢ rozkladu

Aby potwierdzi¢ zgodno$¢ danych z zatozeniami analizy ANOVA wykonano
testy normalnosci (Kotmogorowa-Smirnowa, poprawki Lillieforsa i Shapiro-Wilka).
Analizy przeprowadzono w programie STATISTICA 9.0 na poziomie istotnosci
0=0.05. Dla kazdego genu analizowano jedna populacj¢ badang, obejmujaca rosliny
transgeniczne oraz ro$liny kontrolne.
Whioskowanie statystyczne opieralo si¢ na testowaniu hipotezy zerowej:
Hy - stanowiacej o rozktadzie normalnym reszt analizowanej zmiennej
wzgledem hipotezy alternatywne;:

H; — stanowiacej o braku rozktadu normalnego reszt analizowanej zmiennej

Tabela 50. Zestawienie wynikow statystyk testowych : test Kolmogorowa-Smirnowa (K-S);
test Lillieforsa (Lillief.); test Shapiro-Wilka (W). Oznaczenia: N, liczba jednostek
statystycznych w populacji badanej; p, prawdopodobienstwo.

Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci statystyk testowych oraz prawdopodobienstwa
odrzucajace hipoteze Hy

Testy normalnoSci

Zmienna N K-S, p | Lillief, p W p
poziom ekspresji genu Mtoeel 26 p>0.20 p>0.20 | 0.881736 | 0.006265
poziom ekspresji genu Mtghl7 26 p<0.05 p<0.01 | 0.822885 | 0.000443
poziom ekspresji genu Mt14-3-3 26 p>0.20 p<0.05 0.906783 | 0.022261
poziom ekspresji genu Mtga20x 26 p<0.05 p<0.01 | 0.699119 | 0.000005
poziom ekspresji genu Mthptl 26 p>0.20 p<0.05 | 0.921717 | 0.049337

Poniewaz wigkszo$¢ przeprowadzonych testow odrzucita normalnosé
rozkladu badanych zmiennych (p<a), w kolejnym etapie sprawdzono, jaki rozktad
charakteryzuje reszty surowe zmiennych. Wykonano histogramy dla wartosci reszt

surowych.
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Histogram reszt surowy ch

Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mtoeel
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Ryc. 80. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtoeel

Tabela 51. Analiza reszt. Warto$ci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mtoeel.

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty.
Roélina Zmienna: poziom ekspresji genu Mtoeel
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mtoeel - obserwowany Mtoeel - przewidywany Mtoeel - reszty

Cl 508.3871 511.1935 -2.8065
Cl 514.0000 511.1935 2.8065
C2 910.2091 894.4249 15.7842
C2 878.6408 894.4249 -15.7842
C3 448.7342 459.0805 -10.3463
C3 469.4268 459.0805 10.3463
C4 320.8556 330.4278 -9.5722
C4 340.0000 330.4278 9.5722
C5 344.6809 360.0327 -15.3519
C5 375.3846 360.0327 15.3519
C6 293.8144 294.0575 -0.2430
C6 294.3005 294.0575 0.2430
C7 377.8378 377.2712 0.5666
C7 376.7045 377.2712 -0.5666
C8 427.0000 417.5000 9.5000
C8 408.0000 417.5000 -9.5000
H1 104.0000 104.0000 0.0000
H1 104.0000 104.0000 0.0000
H2 193.0000 195.5000 -2.5000
H2 198.0000 195.5000 2.5000
H3 133.0000 129.0000 4.0000
H3 125.0000 129.0000 -4.0000
H4 109.0000 106.5000 2.5000
H4 104.0000 106.5000 -2.5000

Kontrola 61.7000 59.2000 2.5000

Kontrola 56.7000 59.2000 -2.5000

153



WYNIKI

Histogram reszt surowych

Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mtghl7
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Ryc. 81. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtgh17

Tabela 52. Analiza reszt. Warto$ci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mtghl7

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty.
Roslina Zmienna: poziom ekspresji genu Mtghl7.
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mtgh]j - obserwowany Mtgh17 - przewidywany Mtghl7 - reszty
C1 1.570000 1.610000 -0.040000
C1l 1.650000 1.610000 0.040000
C2 1.810000 1.775000 0.035000
C2 1.740000 1.775000 -0.035000
C3 1.210000 1.245000 -0.035000
C3 1.280000 1.245000 0.035000
C4 2.860000 3.010000 -0.150000
C4 3.160000 3.010000 0.150000
C5 0.218000 0.243000 -0.025000
C5 0.268000 0.243000 0.025000
C6 1.160000 1.160000 0.000000
C6 1.160000 1.160000 0.000000
Cc7 0.141000 0.154000 -0.013000
c7 0.167000 0.154000 0.013000
C8 0.791000 0.846500 -0.055500
C8 0.902000 0.846500 0.055500
H1 0.075000 0.077550 -0.002550
H1 0.080100 0.077550 0.002550
H2 0.227000 0.239000 -0.012000
H2 0.251000 0.239000 0.012000
H3 0.032600 0.031150 0.001450
H3 0.029700 0.031150 -0.001450
H4 0.084700 0.078200 0.006500
H4 0.071700 0.078200 -0.006500
Kontrola 0.280000 0.259000 0.023000
Kontrola 0.236000 0.259000 -0.023000

154



WYNIKI

Histogram reszt surowy ch

Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mt14-3-3
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Ryc. 82. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mt14-3-3

Tabela 53. Analiza reszt. Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mt14-3-3

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty.
Roélina Zmienna: poziom ekspresji genu Mt14-3-3
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mt14-3-3 - obserwowany | Mt14-3-3 - przewidywany Mt14-3-3 - reszty

C1l 2.464516 2.605591 -0.141075
C1l 2.746667 2.605591 0.141075
C2 3.972940 3.782586 0.190353
C2 3.592233 3.782586 0.190353
C3 1.367089 1.244054 0.123035
C3 1.121019 1.244054 -0.123035
C4 3.796791 3.840062 -0.043271
C4 3.883333 3.840062 0.043271
C5 2.666667 2.787179 -0.120513
C5 2.907692 2.787179 0.120513
C6 3.005155 2.987033 0.018121
C6 2.968912 2.987033 -0.018121
Cc7 1.886486 1.889266 -0.002779
Cc7 1.892045 1.889266 0.002779
C8 3.161765 3.125000 0.036765
C8 3.088235 3.125000 -0.036765
H1 1.020000 1.035000 -0.015000
H1 1.050000 1.035000 0.015000
H2 1.180000 1.155000 0.025000
H2 1.130000 1.155000 -0.025000
H3 0.896000 0.868000 0.028000
H3 0.840000 0.868000 -0.028000
H4 2.040000 1.950000 0.090000
H4 1.860000 1.950000 -0.090000

Kontrola 0.817544 0.814384 0.003160

Kontrola 0.811224 0.814384 -0.003160
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Histogram reszt surowych
Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mtga2ox
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Ryec. 83. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mtga2ox

Tabela 54. Analiza reszt. Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mtga2ox

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty.
Roslina Zmienna: poziom ekspresji genu Mtga20x
badana poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu | poziom ekspresji genu
Mtga2ox - obserwowany | Mtga2ox - przewidywany Mtga2ox - reszty

C1l 0.007097 0.007097 0.000000
C1 0.007467 0.007097 0.000000
C2 0.033825 0.030626 0.003199
C2 0.027427 0.030626 -0.003199
C3 0.009937 0.009395 0.000542
C3 0.008854 0.009395 -0.000542
C4 0.012727 0.011780 0.000947
C4 0.010833 0.011780 -0.000947
C5 0.062128 0.062948 -0.000821
C5 0.063769 0.062948 0.000821
C6 0.010052 0.009559 0.000492
C6 0.009067 0.009559 -0.000942
C7 0.011892 0.011798 0.000094
Cc7 0.011705 0.011798 -0.000094
C8 0.019559 0.019449 0.000110
C8 0.019338 0.019449 -0.000010
H1 0.003360 0.003630 -0.000270
H1l 0.003900 0.003630 0.000270
H2 0.006670 0.006720 -0.000050
H2 0.006770 0.006720 0.000050
H3 0.004760 0.004525 0.000235
H3 0.004290 0.004525 -0.000235
H4 0.002110 0.002045 0.000065
H4 0.001980 0.002045 -0.000065

Kontrola 0.014745 0.016960 -0.002215

Kontrola 0.019175 0.016960 0.002215
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Histogram reszt surowy ch

Zmienna zalezna: poziom ekspresji genu Mthptl
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Ryc. 84. Histogram reszt surowych dla zmiennej poziom ekspresji genu Mthptl

Tabela 55. Analiza reszt. Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty zmiennej poziom
ekspresji genu Mthptl

Wartosci obserwowane, przewidywane i reszty.
Roélina Zmienna: poziom ekspresji genu Mthptl
badana | poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu poziom ekspresji genu
Mthptl- obserwowany | Mthptl- przewidywany Mthpt1- reszty
Cl 20.50000 20.85000 -0.35000
Cl 21.20000 20.85000 0.35000
C2 22.40000 21.40000 1.00000
C2 20.40000 21.40000 -1.00000
C3 16.50000 17.05000 -0.55000
C3 17.60000 17.05000 0.55000
C4 9.14000 9.54000 -0.40000
C4 9.94000 9.54000 0.40000
C5 25.70000 27.10000 -1.40000
C5 28.50000 27.10000 1.40000
C6 11.80000 12.20000 -0.40000
C6 12.60000 12.20000 0.40000
Cc7 14.40000 15.40000 -1.00000
C7 16.40000 15.40000 1.00000
C8 13.70000 13.70000 0.00000
C8 13.70000 13.70000 0.00000
H1 2.12000 2.08000 0.04000
H1 2.04000 2.08000 -0.04000
H2 4.54000 4.54000 0.00000
H2 4.54000 4.54000 0.00000
H3 3.16000 3.40000 -0.24000
H3 3.64000 3.40000 0.24000
H4 2.01000 1.76000 0.25000
H4 1.51000 1.76000 -0.25000
Kontrola 1.15000 1.12000 0.03000
Kontrola 1.09000 1.12000 -0.03000
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Dla wszystkich badanych zmiennych (poziom ekspresji genéw: Mtoeel, Mtgh17,
Mt14-3-3, Mtga2ox i Mthptl) wyniki przeprowadzonych testow Kolmogorowa-
Smirnowa, poprawki Lillieforsa 1 Shapiro-Wilka odrzucajg normalnos¢ rozktadow
(warto$¢ prawdopodobienstwa p mniejsza od zatozonego poziomu istotnos$ci testu o).

Z przeprowadzonej analizy reszt oraz uzyskanych histogramow wynika jednak,
ze mozna przypisa¢ rozkltad normalny wszystkim analizowanym zmiennym.

Histogramy nie wykazuja cech sko$nosci lub wielomodalnosci.

5.3.4.2 ANOVA jednoczynnikowa

Badanie istotno$ci réznic migdzy $rednimi poziomami ekspresji genow
Mtoeel, Mtghl7, Mt14-3-3, Mtga2ox oraz Mthptl w obrgbie grup zawierajacych
ro$liny transgeniczne i ro$liny kontrolne przeprowadzono wedlug modutu ANOVA
jednoczynnikowa.
Testowano nastepujaca hipotezg zerowa:

Ho: lMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl._C17~HMtoee1/Migh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl_C2~
UMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthptl_C3— HMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl C4—
UMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthptl_C5— HMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthptl C6—
UMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl_C7~ MU Mtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl_C8™
HMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl H1— K Mtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl H2 ™
HMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl _H3— HMtoee1/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga2ox/Mthptl H4—

Hkontrola
(stownie: $rednie poziomy ekspresji genow Mtoeel, Mtghl7, Mtl14-3-3, Mtga2ox
oraz Mthptl w badanych roslinach transgenicznych oraz roslinach kontrolnych sa
rowne)

wzgledem hipotezy alternatywne;j:

Hi: HMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthpt17C175l«lMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthpt17C2
#M Mtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthptl_C37£!vl MtoeellMtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthptl_C43’é
HMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthpt1_C57ﬁthoeellMtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthpt1_C67£
uMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthpt1_C7¢HMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthptl_C87£
HMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthpt1_H1¢ l/lMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/MtgaZox/Mthptl_I—Iz?é
UMtoee1/ Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthpt1_H3¢HMtoeel/Mtgh17/Mt14-3-3/Mtga20x/Mthptl_H47£

Mkontrola
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(stownie: $rednie poziomy ekspresji genéw Mtoeel, Mtghl7, Mt14-3-3, Mtga2ox

oraz Mthptl w badanych roslinach transgenicznych ro$linach kontrolnych nie sa

rowne).

W przypadku gdy: p<a wowczas hipoteza zerowa zostaje odrzucona, lub gdy p>a

nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej. Poziom istotnosci a = 0.05.

Tabela 56. Zestawienie wynikéw analizy ANOVA. Oznaczenia: SS (ang. Sum of Squares),
suma kwadratow odchylen; df, stopnie swobody; MS (ang. Mean of Squares) $rednie
kwadraty odchylen pomigdzy grupami tzw. blad migdzygrupowy; F, wartos¢ statystyki
testowej; p, prawdopodobienstwo. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci statystyki
testowej F oraz prawdopodobienstwa odrzucajace hipoteze Hy

Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej:

Efekt poziom ekspresji genu Mtoeel. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F p
wyraz wolny 2763421 1 2763421 21992.36 0.000000
roslina 1225598 12 102133 812.81 0.000000
btad 1633 13 126
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej:
Efekt poziom ekspresji genu Mtgh17. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F P
wyraz wolny 17.70747 1 17.70747 3695.203 0.000000
roslina 19.56269 12 1.63022 340.196 0.000000
btad 0.06230 13 0.00479
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej:
Efekt poziom ekspresji genu Mt14-3-3. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F P
wyraz wolny 121.3329 1 121.3329 7958.130 0.000000
roslina 28.489 12 2.3957 157.135 0.000000
btad 0.1982 13 0.0152
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej:
Efekt poziom ekspresji genu Mtga2ox. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F P
wyraz wolny 0.005202 1 0.005202 1793.498 0.000000
ro$lina 0.006367 12 0.000490 168.846 0.000000
btad 0.000035 13 0.000003
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zmiennej
Efekt poziom ekspresji genu Mthptl. Dekompozycja efektywnych hipotez
SS df MS F P
wyraz wolny 3468.003 1 3468.003 4669.405 0.000000
roslina 1778.690 12 148.224 199.573 0.000000
btad 9.655 13 0.743
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Analizy  przeprowadzone z  zastosowaniem  metody ANOVA
jednoczynnikowa wykazaly, ze $rednie poziomy ekspresji badanych gendéw: Mtoeel,
Mtghl7, Mt14-3-3, Mtga2ox oraz Mthptl ro6znig si¢ w obrebie grup zawierajacych
rosliny transgeniczne i kontrole (kazdorazowo warto§¢ prawdopodobienstwa p dla
statystyki testowej F wynosita: p=0.0000). Nie wskazaty jednak roslin rdznicujacych
dla zadnej z grup. W celu uszczegdtowienia wyniku statystycznego wykonano tzw.
analiz¢  post-hoc (test HSD Tukey), ktorej celem jest poréwnanie ze sobg
wszystkich indywidualnych prob badanych (roslin).
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Tabela 57. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci
prawdopodobienstwa odpowiadajagce parze porownywanych ro$lin réznigcych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtoeel. Kolorem czarnym
zaznaczono warto$ci prawdopodobienistwa odpowiadajace parze porownywanych roslin nie réznigcych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtoeel

Test HSD Tuckey.
o Zmienna: poziom ekspresji genu Mtoeel. Przyblizone prawdopodobienstwa dla testow post hoc. MS=125.65; df=13
rodlina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

511.19 | 360.03 | 894.42 | 459.08 330.43 294.06 | 377.27 | 417.50 104.00 195.50 | 129.00 | 106.50 | 59.200
1 C1 0.0001 | 0.0001 0.0165 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
2 C2 0.0001 0.0001 0.0002 0.3727 0.0002 0.9214 0.0076 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
3 C3 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
4 C4 0.0165 | 0.0002 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0004 0.0774 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
5 C5 0.0001 | 0.3727 | 0.0001 0.0001 0.1603 0.0359 0.0002 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
6 C6 0.0001 | 0.0023 | 0.0001 0.0001 0.1603 0.0003 0.0001 0.0001 0.0002 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
7 c7 0.0001 | 0.9214 | 0.0001 0.0774 | 0.0359 0.0003 0.0938 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
8 C8 0.0002 | 0.0072 | 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001 0.0938 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
9 H1 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002 | 0.5895 | 1.0000 | 0.0485
10 H2 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001 0.0001 0.0002 0.0021 | 0.0002 | 0.0001
11 H3 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.5895 0.0021 0.7147 | 0.0014
12 H4 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 1.0000 0.0002 | 0.7147 0.0336

13 | kontrola | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0485 0.0001 | 0.0014 | 0.0336
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Tabela 58. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Utworzono tzw. jednorodne grupy
(oznaczone gwiazdkami *****) w obrebie ktorych zmienna nie réznicowata analizowanych ro$lin

Test HSD Tuckey.

Nr Zmienna: poziom ekspresji genu Mtoeel. Grupy jednorodne, 0=0.05, MS=125.65, df=13

Roélina Z‘;Vnitg;; Nr 1 Nr 2 Nr 3 Nr 4 Nr 5 Nr 6 Nr 7 Nr 8 Nr 9 Nr 10
13 Kontrola 59.2000 ootk
9 H1 104.0000 Hokdk
12 H4 106.5000 ok
11 H3 129.0000 Hok ok
10 H2 195.5000 ok ok
6 C6 294.0575 P
5 C4 330.4278 otk ook ok
2 C5 360.0327 ek e ok -
7 Cc7 377.2712 s sk sk P
8 C8 417.5000 stk ok ——
4 C3 459.0805 P
1 C1 511.1935 P
3 C2 894.4249 EkRRK
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Tabela 59. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono warto$ci
prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych roslin réznigcych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtghl7. Kolorem czarnym
zaznaczono wartosci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych roslin nie rézniacych si¢ pod wzglgdem poziomu ekspresji genu Mtgh17

Test HSD Tuckey.
e Zmienna: poziom ekspresji genu Mtgh17. Przyblizone prawdopodobienstwa dla testow post hoc. MS=0,00479; df=13
rodlina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
0.2430 | 1.6100 | 1.7750 1.2450 3.0100 1.1600 0.1540 0.8465 0.7755 0.2390 | 0.3115 | 0.7820 | 0.2590
1 C1 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.9753 0.0002 0.5004 1.0000 0.2107 0.5055 1.0000
2 C2 0.0001 0.0060 0.0060 0.0001 0.0009 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
3 C3 0.0001 | 0.5039 0.0003 0.0003 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
4 C4 0.0001 | 0.0060 0.0001 0.9823 0.0001 0.0028 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
5 C5 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
6 C6 0.0001 | 0.0009 0.9823 0.9823 0.0001 0.0001 0.0202 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
7 c7 0.9753 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.9922 0.9823 0.8321 0.9927 0.9276
8 C8 0.0002 | 0.0001 0.0028 0.0028 0.0001 0.0202 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001 0.0001 0.0002
9 H1 0.5004 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.9922 0.0001 0.5321 0.9999 1.0000 0.3821
10 H2 1.0000 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.9823 0.0202 0.5321 0.2290 0.5373 1.0000
11 H3 0.2107 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.8321 0.0001 0.9999 0.2290 0.9999 0.1493
12 H4 0.5055 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.9927 0.0001 1.0000 0.5373 0.9999 0.3865
13 kontrola | 1.0000 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.9276 0.0002 0.3821 1.0000 0.1493 0.3865
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Tabela 60. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci
prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych roslin réznigcych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mt14-3-3. Kolorem czarnym
zaznaczono wartos$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych roslin nie rézniacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mt14-3-3

Test HSD Tuckey.
N Zmienna: poziom ekspresji genu Mt14-3-3. Przyblizone prawdopodobienstwa dla testow post hoc. MS=0.01525; df=13
roslina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
2.7872 | 2.6056 | 3.7826 | 1.2441 | 3.8401 | 2.9870 | 1.8893 | 3.1250 1.0350 | 1.1550 | 0.8680 | 1.9500 | 0.8143
1 C1 0.9399 0.0002 0.0001 0.0002 0.8951 0.0004 0.3301 0.0001 0.0001 0.0001 0.0007 0.0001
2 C2 0.9399 0.0001 0.0001 0.0001 0.2021 0.0026 0.0343 0.0001 0.0001 0.0001 0.0056 0.0001
3 C3 0.0002 | 0.0001 0.0001 0.9999 0.0010 0.0001 0.0055 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
4 C4 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0065 0.0001 0.8669 0.9998 0.2153 0.0030 0.1115
5 C5 0.0002 | 0.0001 0.9999 0.0001 0.0006 0.0001 0.0026 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
6 C6 0.8951 | 0.2021 0.0010 0.0001 0.0006 0.0001 0.9914 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001
7 c7 0.0004 | 0.0026 0.0001 0.0065 0.0001 0.0001 0.0001 0.0006 0.0021 0.0002 0.9999 0.0002
8 C8 0.3301 | 0.0343 0.0055 0.0001 0.0026 0.9914 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
9 H1 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.8669 0.0001 0.0001 0.0006 0.0001 0.9973 0.9650 0.0003 0.8266
10 H2 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.9998 0.0001 0.0001 0.0021 0.0001 0.9973 0.5365 0.0010 0.3205
11 H3 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.2153 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001 0.9650 0.5365 0.0002 0.9999
12 H4 0.0007 | 0.0056 0.0001 0.0030 0.0001 0.0002 0.9999 0.0001 0.0003 0.0010 0.0002 0.0001
13 kontrola | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.1155 0.0001 0.0001 0.0002 0.0001 0.8266 0.3205 0.9999 0.0001
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Tabela 61. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci
prawdopodobienstwa odpowiadajace parze poréwnywanych roslin rézniacych sie pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtga2ox. Kolorem czarnym
zaznaczono warto$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych roslin nie rézniacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mtga2ox

Test HSD Tuckey.
N Zmienna: poziom ekspresji genu Mtga2ox. Przyblizone prawdopodobienstwa dla testow post hoc. MS=0.00000; df=13
roslina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
0.6295 | 0.0728 | 0.0306 | 0.0094 | 0.1178 | 0.0095 | 0.1180 | 0.1945 0.0030 | 0.0067 | 0.0045 | 0.0020 | 0.0169
1 C1 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
2 C2 0.0001 0.0001 0.9747 0.3256 0.9579 0.3209 0.0003 0.5899 1.0000 0.8709 0.1722 0.0022
3 C3 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0006 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002
4 C4 0.0001 | 0.9747 0.0001 0.9435 1.0000 0.9408 0.0016 0.1047 0.8899 0.2387 0.0216 0.0174
5 C5 0.0001 | 0.3256 0.0001 0.9435 0.9644 1.0000 0.0157 0.0097 0.2019 0.0238 0.0021 0.1814
6 C6 0.0001 | 0.9579 0.0001 1.0000 0.9644 0.9624 0.0018 0.0893 0.8501 0.2067 0.0183 0.0205
7 C7 0.0001 | 0.3209 0.0001 0.9408 1.0000 0.9624 0.0159 0.0095 0.1987 0.0238 0.0021 0.1843
8 Cc8 0.0001 | 0.0003 0.0001 0.0016 0.0157 0.0018 0.0150 0.0001 0.0002 0.0001 0.0001 0.9268
9 H1 0.0001 | 0.5896 0.0001 0.1047 0.0097 0.0893 0.0095 0.0001 0.7784 0.9999 0.9974 0.0002
10 H2 0.0001 1.0000 0.0001 0.8899 0.2019 0.8501 0.1987 0.0002 0.7784 0.9671 0.2819 0.0013
11 H3 0.0001 | 0.8709 0.0001 0,2387 0.0238 0.2067 0.0233 0.0001 0.9999 0.9671 0.9283 0.0003
12 H4 0.0001 | 0.1722 0.0001 0.0216 0.0021 0.0183 0.0021 0.0001 0.9974 0.2819 0.9283 0.0001
13 kontrola | 0.0001 | 0.0022 0.0022 0.0174 0.1814 0.0205 0.1843 0.9268 0.0002 0.0013 0.0003 0.0001
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Tabela 62. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad miedzygrupowy; df, stopnie swobody. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci
prawdopodobienstwa odpowiadajace parze poréwnywanych roslin rézniacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mthptl. Kolorem czarnym
zaznaczono warto$ci prawdopodobienstwa odpowiadajace parze porownywanych roslin nie rézniacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji genu Mthpt1.

Test HSD Tuckey.
N Zmienna: poziom ekspresji genu Mthptl. Przyblizone prawdopodobienstwa dla testoéw post hoc. MS=0.74271; df=13
roslina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
20.850 | 21.400 | 17.050 | 9.5400 | 27.100 12.200 | 15.400 | 13.700 2.0800 | 4.5400 | 3.4000 | 1.7600 | 1.1200
1 C1 0.9999 | 0.0246 | 0.0001 0.0004 | 0.0001 | 0.0012 | 0.0002 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
2 C2 0.9999 0.0086 | 0.0001 0.0008 | 0.0001 | 0.0005 | 0.0001 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
3 C3 0.0246 | 0.0086 0.0002 | 0.0001 0.0034 | 0.7640 | 0.0580 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
4 C4 0.0001 | 0.0001 | 0.0002 0.0001 0.2028 | 0.0006 | 0.0123 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
5 C5 0.0004 | 0.0008 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
6 C6 0.0001 | 0.0001 | 0.0034 | 0.2028 | 0.0001 0.0769 | 0.8471 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
7 C7 0.0012 | 0.0005 | 0.7640 | 0.0006 | 0.0001 0.0769 0.7350 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
8 Cc8 0.0002 | 0.0001 | 0.0580 | 0.0123 | 0.0001 0.8471 | 0.7335 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
9 H1 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0002 | 0.0001 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.2818 | 0.9233 | 1.0000 | 0.9916
10 H2 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0026 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.2818 0.9699 | 0.1650 | 0.0508
11 H3 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0004 | 0.0001 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.9233 | 0.9699 0.7700 | 0.3706
12 H4 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 | 0.0001 0.0001 1.0000 | 0.1650 | 0.7700 0.9997
13 | kontrola | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.9916 | 0.0508 | 0.3706 | 0.9997
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Tabela 63. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad migdzygrupowy; df,
stopnie swobody. Utworzono tzw. jednorodne grupy (oznaczone gwiazdkami *****) w obrebie
ktérych zmienna badana nie réznicowata roslin

Test HSD Tuckey. Zmienna: poziom ekspresji genu Mtgh17.
Nt Grupy jednorodne. a=0.05, MS=125.65, df=13
Roslina wartos¢ Nr 1 Nr2 Nr3 Nr 4 N5
zmiennej

11 H3 0.031150 ok

9 H1 0.077550 Hook ok

12 H4 0.078200 ok

7 c7 0.154000 ok

10 H2 0.239000 Hook ok

1 C5 0.243000 ok

13| kontrola 0.259000 ek ok

8 C8 0.846500 ok

6 C6 1.160000 ok

4 C3 1.245000 ok

2 C1 1.610000 ok

3 C2 1.775000 ok

5 C4 3.010000 ko

Tabela 64. Zestawienie wynikoéw testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad migdzygrupowy; df,
stopnie swobody. Utworzono tzw. jednorodne grupy (oznaczone gwiazdkami *****) w obrgbie
ktorych zmienna badana nie réznicowata roslin

Test HSD Tuckey. Zmienna: poziom ekspresji genu Mt14-3-3.
Grupy jednorodne. 0=0.05, MS=0.1525, df=13

Nr
Roslina Zﬁ:ﬁ; Nr Nr2 Nr 3 Nr 4 Nr 5
13 kontrola 0.814384 stk
11 H3 0.868000 ok
9 H1 1.035000 Hok ok
10 H2 1.155000 ok
C3 1.244054 ok ko
7 C7 1.889266 ok k
12 H4 1.950000 -
2 C1 2.605591 kg
1 C5 2787179 I
6 C6 2.987033 Aok ok -
8 C8 3.125000 ——
3 C2 3.782586 P
3 C4 3.840062 .
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Tabela 65. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS -btad migdzygrupowy, df -
stopnie swobody. Utworzono tzw. jednorodne grupy (oznaczone gwiazdkami *****) w obregbie
ktérych zmienna badana nie réznicowata roslin

Test HSD Tuckey. Zmienna: poziom ekspresji genu Mtga2ox
Grupy jednorodne. 0=0,05, MS=0,00000, df=13

Nr
Roslina | " | Nr1 | Nr2 | Ne3 | Nr4 | NeS | Ne6 | Ne7
Zzmiennej
12 H4 0.002045 | HExik
9 H1 0.003630 | Hkrws | sokskokk
11 H3 0.004525 | #wkrk | ik
10 H2 0.006720 | #xwskx | ks | rskonk
1 C1 0.007282 | *#k#k | wrkak | wkskx
3 C3 0.009395 PP R
6 C6 0.009559 T
4 C4 0.011780 PP
7 c7 0.011798 o R
13 kontrola 0.016960 steofse ok Hok kR
8 C8 0.019449 sk sk s ok
2 C2 0.030626 sk sk s ok
5 C5 0.062948 Segggk

Tabela 66. Zestawienie wynikow testu HSD Tuckey. Oznaczenia: MS, btad miedzygrupowy; df,
stopnie swobody. Utworzono tzw. jednorodne grupy (oznaczone gwiazdkami *****) w obregbie
ktérych zmienna badana nie ré6znicowata roslin

Test HSD Tuckey. Zmienna: poziom ekspresji genu Mthptl.
Grupy jednorodne. 0=0.05, MS=0.74271, df=13

Nr
Roglina | "% | Nr1 | N2 | N3 | Ne4 | NeS5 | Nr6
zmienne;

13 kontrola 1.12000 HokHE

12 H4 1.76000 | *****

9 H1 2.08000 | FExE*

11 H3 3.40000 | *xEEE

10 H2 4.54000 | wHEE*

4 C4 9.54000 ok

6 C6 12.20000 EEE T

8 C8 13.70000 otk P

7 c7 15.40000 stttk o

3 C3 17.05000 Hkk ok

1 C1 20.85000 ok ok

2 Cc2 21.40000 Rk ok ok

S C5 27.10000 P
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Przeprowadzona analiza statystyczna (test HSD Tuckey) wykazata, ze poziom
ekspresji genu Mtoeel u roslin kontrolnych znaczgco ro6zni si¢ w stosunku do poziomu
tego genu u badanych roslin transgenicznych. Dodatkowo, zaobserwowano, ze wsrod
samych analizowanych ro$lin transgenicznych istniejg statystycznie istotne réznice w
poziomie ekspresji w/w genu (Ryc. 75; Tabela 57, 58). Stad tez utworzonych zostato az
10 jednorodnych (cho¢ czg¢sciowo na siebie nachodzacych) grup. Biatko OEEI1
zaangazowane jest w niwelowanie skutkow stresu oksydacyjnego u roslin. Bioragc pod
uwage fakt, ze analizowano 12 ro$lin transgenicznych oraz jedng grupe kontrolng
(biatka izolowano z 5 ro$lin kontrolnych, a nastepnie proby potaczono) wnioskowaé
mozna, ze niemal kazda roslina wykazywata r6zny poziom stresu oksydacyjnego.

Poziom ekspresji genu Mtghl7 u ro$lin kontrolnych jest znaczaco rozny (istotnie
statystycznie) od poziomu ekspresji tego genu u roslin C8, C6, C3, C1, C2 oraz C4.
Roéliny te nalezg do odrgbnych jednorodnych grup w stosunku do kontroli. Pozostate
rosliny transgeniczne (H3, H1, H4, C7, H2 oraz C5) wykazuja poziom ekspresji genu
Mtghl7 nie roznigcy si¢ od kontroli i dlatego wspoélnie utworzyty jednorodng grupg nr
1. Spadek ekspresji genu Mtghl17 u roslin H3, H1, H4, C7, H2 oraz C5 (Ryc. 76; Tabela
59, 63) nie jest statystycznie istotny.

Analiza post hoc wykazata, ze poziom ekspresji genu Mt14-3-3 roslin
transgenicznych oznaczonych jako C1, C2, C4, C5, C6, C7, C4 oraz H4 jest istotnie
rézny od poziomu ekspresji w/w genu w probie roslin kontrolnych. Dodatkowo
zaobserwowano brak istotnych réznic w poziomach ekspresji tego genu obrebie roslin
transgenicznych nalezacych do jednorodnej grupy nr 1, utworzonej przez ro$liny HI,
H2, H3, C3 oraz kontrolg (Ryc. 77; Tabela 60, 64).

Poziom ekspresji genu kodujacego enzym oksydaze GA2 (Mtga2ox),
zaangazowang w katabolizm giberelin, u roslin kontrolnych nie réznit si¢ od poziomu
ekspresji u roélin transgenicznych C4, C7 oraz C8. Pozostale analizowane rosliny
transgeniczne wykazywaly znaczace r6znice w poziomie ekspresji badanego genu w
stosunku do roslin kontrolnych. Istotny statystycznie spadek ekspresji Mtga2ox
zaobserwowano u 6 sposrod 12 ro$lin transgenicznych, charakteryzujacych sie

obnizonym poziomem ekspresji genu Mtcsbp (Ryc. 78; Tabela 61, 65).
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Analiza statystyczna zmiennej: poziom ekspresji genu Mthptl udowodnita brak
roznic w poziomie ekspresji badanego genu u roslin H1, H2, H3, H4 oraz kontrolnych
(jednorodna grupa nr 1). Rosliny transgeniczne oznaczone jako C (8 roslin) wykazaty
istotny wzrost poziomu ekspresji Mthptl i utworzyly jednorodne, aczkolwiek
zazgbiajace sie, grupy nr 2,3,4,5 oraz 6.

Analiza statystyczna z zastosowaniem tzw. testow ,, po fakcie” pozwolita na
wyodrebnienie roslin réznigcych si¢ znaczaco profilem ekspresji badanego genu. Nie
zawsze potwierdzila jednak obserwowane na rycinach réznice pomig¢dzy poziomem

ekspresji badanego genu u roslin transgenicznych a roslin kontrolnych.
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6. DYSKUSJA

Hormony roslinne odgrywaja istotng role na kazdym z etapow wzrostu i rozwoju
roslin. Koordynacja procesow zyciowych organizméw roslinnych wynika z
wzajemnych oddziatywan pomiedzy fitohormonami nalezacymi do odrebnych, z punktu
widzenia strukturalnego i funkcjonalnego, grup tj. auksyny, cytokininy, gibereliny,
etylen, kwas jasmonowy, abscysynowy i salicylowy, brasinoteroidy oraz strigolakton.
Co ciekawe, w przeciwienstwie do hormondw zwierzecych, fitohormony wykazujg
dziatanie o charakterze plejotropowym.

Cytokininy odkryto w potowie XX wieku (Miller i wsp., 1955). Od tego czasu sg
one przedmiotem badan licznego grona badaczy na calym $wiecie. Fizjologiczne efekty
dziatania cytokinin na komorki roslinne sa szeroko opisane w literaturze naukowe;,
jednak molekularne podstawy ich dziatania nie zostaty jednoznacznie wyjasnione. Do
chwili obecnej zidentyfikowano wiele biatek posiadajacych zdolno$¢ wigzania
przedstawicieli tej grupy fitohormondéw np. biatko CBF z kapusty, CBF-1 z pszenicy,
CBP67 z jeczmienia, CBP1 oraz CBP2 z tytoniu oraz biatka AHK2, AHK3 i
CRE1/AHK4 z rzodkiewnika. Dowiedziono, ze bialkko CRE1/AHK4 petni funkcje
receptora cytokinin w komorce roslinnej (Inoue i wsp., 2001; Suzuki i wsp., 2001,
Yamada i wsp., 2001). Ostatnie badania nad lokalizacja subkomorkowa CREI1
wykazaty, Ze jest ono zakotwiczone w blonie retikulum endoplazmatycznego (Caesar i
wsp., 2011; Wulfetange i wsp., 2011). Fakt ten zmienia dotychczas obowigzujacy
model transdukcji sygnatu indukowanego przez cytokininy w komorce roslinne;.

Biatko specyficznie wigzace cytokininy (ang. Cytokinin-Specific Binding
Protein, CSBP) wyizolowano po raz pierwszy z etiolowanych siewek fasoli mung
(Vigna radiata) (Fujimoto i wsp., 1998). Homologiczne biatka zidentyfikowano u
przedstawicieli roslin bobowatych tj. soja (Glycine max), tubin zo6tty (Lupinus luteus)
oraz lucerna (Medicago truncatula). Na podstawie podobienstwa struktur III-rzedych
zaklasyfikowano je, jako osobng podklase w rodzinie 10 bialek zwigzanych z
patogenezg (ang. Pathogenesis-related proteins, PR). Funkcja biologiczna biatek CSBP

nie jest znana.
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6.1 Badania strukturalne bialka MtCSBP

Produkcje rekombinowanego biatka MtCSBP przeprowadzono w systemie

prokariotycznym, w komorkach E. coli BL21, uzyskujagc wystarczajaca ilos¢
homogennego preparatu do dalszych analiz fizykochemicznych i strukturalnych.
Pasternak i wsp. (2006) wykazali, ze biatko VrCSBP wigze dwie czasteczki trans-
zeatyny. Stala dysocjacji tego kompleksu Kgyrcsppitrans-zeatyna  j€St wysoka 1 wynosi
106.8 uM. Metodg ITC oznaczono stata dysocjacji kompleksu biatka MtCSBP z
ligandem (trans-zeatyna), ktora wynosita Kamicssp:trans-zeatyna =399.5 uM. Stechiometria
wigzania trans-zeatyny do MtCSBP wynosi n=1.46 co oznacza, ze w kieszeni wigzacej
MtCSBP moga znajdowaé si¢ dwie czasteczki ligandu. Z pordwnania obu statych
dysocjacji wnioskowa¢ mozna, ze wigzanie trans-zeatyny przez biatko MtCSBP jest
nieznacznie stabsze niz w przez homologiczne biatko VrCSBP (podobienstwo obu
biatek wynosi 86%).
Bioragc pod uwagg najnowsze doniesienia literaturowe (Zawadzki i wsp., 2011), w
ktérych sugerowano mozliwo$¢ wigzania innych ligandow przez biatko VrCSBP,
podjeto probe otrzymania krysztatlow kompleksow sktadajacych si¢ z biatka MtCSBP i
ligandow 1) trans-zeatyny oraz ii) kwasu giberelinowego GAj;, oraz rozwigzania struktur
w/w kompleksow z wykorzystaniem metod opartych na dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego. Nie udato si¢ uzyskac krysztalu kompleksu MtCSBP z trans-zeatyna.
Bialko ulegalo precypitacji lub krystalizowalo w formie igiel (Ryc. 85)

Ryc. 85. Krystalizacja biatka MtCSBP z trans-zeatyna.
Widoczny jest osad wytraconego biatka oraz krysztaly
w formie igiet

W  wyniku krystalizacji kompleksu biatka MtCSBP z kwasem giberelinowym
otrzymano krysztalty rozpraszajace promieniowanie rentgenowskie z wysokg
rozdzielczo$cia, 1.34A. Struktura kompleksu wykazata oddziatywanie biatka MtCSBP z

fitohormonem nalezacym do grupy giberelin.
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Z poroéwnania struktur VICSBP 1 MtCSBP wynika, ze oba biatka reprezentujg ten sam
kanoniczny model struktury IlI-rzedowej, charakterystyczny dla biatek z rodziny PR10.
Najbardziej intrygujacy jest sposob wigzania GAj; w kieszeni wigzacej MtCSBP,
utworzonej przez nast¢pujace reszty aminokwasowe: Phe58, Phe56, 1le26 oraz Phel03.
Kwas giberelinowy tworzy trzy bezposrednie wigzania wodorowe z resztami
aminokwasowymi MtCSBP: GIn68, Thr141 i GIn22. Wigzania te stabilizuja polozenie
GA; w kieszeni wigzacej. Z porownania sekwencji aminokwasowych MtCSBP i
VrCSBP (Ryc. 25) wynika, ze reszty aminokwasowe MtCSBP zaangazowane w
wigzanie kwasu giberelinowego odpowiadajg resztom bioragcym udziat w wigzaniu
trans-zeatyny w kieszeni wigzacej biatka VrCSBP. Taki model wigzania ligandow
przez biatko wskazuje na jego konserwatywny, a jednocze$nie mato specyficzny
charakter. Metoda ITC okazata si¢ niewystarczajaca, aby okresli¢ stala dysocjacji
kompleksu MtCSBP:GA3, dlatego tez ciggle niewyjasnione pozostaje, wigzanie ktorego
z ligandow (trans-zeatyny czy kwasu giberelinowego) jest preferowane i w jakich
warunkach. W $wietle powyzszych wynikow zasugerowano zmian¢ nazwy biatka z
bialka specyficznie wigzacego cytokininy CSBP na biatko wiazace fitohormony PhBP
(ang. Phytohormone Binding Protein). Dowody na wigzanie przez MtCSBP czasteczki
GAj; sugeruja, ze badane biatko jest zaangazowane w interakcje pomiedzy cytokininami
i giberelinami w komodrkach roslinnych. MtCSBP jest pierwszym przedstawicielem

biatek PR10 dla ktérego stwierdzono zdolno$¢ wigzania hormondéw z grupy giberelin.

6.2 Wyciszanie genu Mtcsbp z wykorzystaniem technologii interferencji RNA
W celu poznania biologicznej funkcji biatka CSBP u M. truncatula Jemalong J5

wykorzystano technologi¢ potranskrypcyjnego wyciszania genu. Na podstawie
przeszukania baz danych zidentyfikowano w genomie rosliny modelowej jedna
sekwencje kodujaca genu Mtcsbp. Eksplanty ro$lin transformowano bakteriami A.
tumefaciens GV3101, zawierajacymi kazdorazowo jeden z trzech przygotowanych
wektorow binarnych, z wklonowanymi fragmentami sekwencji kodujacej genu Mtcsbp,
r6éznigcymi si¢ dtugoscia (tj. pHG12 A — 260 pz, pHG12 C — 443 pz, oraz pHGI12 H —
130 pz). Pelna sekwencja kodujaca genu Mtcsbp posiada 471 pz. Helliwell i Waterhouse
(2003), autorzy plazmidu Hellsgatel2, twierdza, ze najwyzsza wydajno$¢ wyciszenia
uzyskuje si¢ jesli dtugos¢ fragmentu genu wklonowanego do wektora binarnego miesci

si¢ w przedziale 300-600 pz.
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W tej pracy donoszg rowniez, ze efektywno$¢ wyciszenia nie zalezy od
lokalizacji genowej zastosowanych fragmentéw gendw (5’UTR, 3°UTR, rejon
kodujacy). W wyniku przeprowadzonych transformacji eksplantow liSciowych oraz
proceséw regeneracji roslin opisanych w niniejszej rozprawie otrzymano: 8 roslin
transgenicznych C (oznaczane: C1-C8), 4 rosliny transgeniczne H (oznaczane: H1-H4)
oraz jedna roéline transgeniczng A. Zadna z badanych roélin transgenicznych nie
wykazywata zmian fenotypowych.

Wykorzystujac metode PCR w czasie rzeczywistym zbadano poziom ekspresji genu
Mtcsbp u roslin transgenicznych i kontrolnych. Najwigkszy spadek poziomu ekspresji
genu Mtcsbp (8-30x) zaobserwowano kolejno u roslin C. Rosliny H charakteryzowatly
si¢ znacznie mniejszym spadkiem poziomu ekspresji genu Mtcsbp (3-15x). Roslina
transgeniczna A jako jedyna nie wykazala efektu wyciszenia badanego genu.
Zakladajac przedziat ufno$ci wynoszacy 95% (0=0.05) potwierdzono, ze S$rednie
poziomy ekspresji genu Mtcsbp w obrebie badanych grup roslin (1-rosliny C i kontrolne
oraz 2-rosliny H i kontrolne) r6znig si¢ migdzy sobg. Dodatkowo, za pomoca testu HSD
Tuckey, pokazano, ze wszystkie rosliny C utworzyly jednorodng grupe, w obrebie
ktorej poziom ekspresji genu Mtcsbp nie réznicowat roslin transgenicznych. Fakt ten
wskazuje na rownomierne wyciszenie u nich genu Mtcsbp. Odrebng grupe stanowita
kontrola, u ktorej poziom ekspresji genu Mtcsbp zdecydowanie roznit si¢ od poziomu
ekspresji w/w genu u kazdej z badanych roslin C. Analiza post hoc zmiennej: poziom
ekspresji genu Mtcsbp u roslin H, rowniez wykazata istotng rdéznicg miedzy $rednig
warto$cig zmienne] dla kontroli a $rednimi wartoSciami zmiennej dla roslin
transgenicznych.

W obrgbie roslin transgenicznych H wyciszenie genu Mtcsbp nie miato jednak tak
réwnomiernego charakteru jak u roslin C. Uzyskane wyniki efektywnos$ci wyciszenia
badanego genu sg zgodne z powyzszym stwierdzeniem, Ze ,,najwyzsza wydajnos¢
efektu wyciszenia uzyskuje si¢ jesli dlugos¢ fragmentu genu wklonowanego do wektora
binarnego miesci si¢ w przedziale 300-600 pz” (Helliwell i Waterhouse, 2003).
Analizy efektu wyciszenia genu Mtcsbp nie udato si¢ potwierdzi¢ na poziomie biatka,
metodg immunochemicznej detekcji (ang. western blot). Stosujac przeciwciata
poliklonalne anty-MtCSBP, biotynylowane wtorne przeciwciata antykrolicze oraz
system detekcji wykorzystujacy reakcje barwng enzymu alkalicznej fosfatazy nie
zaobserwowano prazka odpowiadajacego biatku MtCSBP na membranie, po rozdziale

zagegszczonych ekstraktow biatkowych (ok. 100x), izolowanych z liSci roslin
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nietransformowanych (stanowigcych kontrole pozytywng) (Ciesielska, wyniki nie
Zamieszczone w rozprawie).

MtCSBP nalezy do klasy 10 bialek zwigzanych z patogeneza (PR10). Jego
najblizszym homologiem u M. truncatula jest MtPR10.1. Doniesienia literaturowe nie
przypisuja biatku MtPR10.1 jednoznacznej funkcji. Srivastava i wsp. (2006) analizowali
ro$liny transgeniczne Brassica napus, u ktorych wystepowata zwigkszona ekspresja
genu Psprl0.1. Wykazali, ze biatko PsPR10.1 posiada aktywno$¢ rybonukleazowg oraz,
ze jego podwyzszona ekspresja prowadzi do akumulacji cytokinin w komorce.
Aktywnos$¢ rybonukleazowg stwierdzono rowniez dla biatka PR10.1 z Astragalus
mongholicus (Yan i wsp., 2008) oraz PR10.1 z kukurydzy (Xie i wsp., 2010). Chen i
wspotpracownicy (2010) odkryli, ze biatka ZmPR10.1 i ZmPR10.2 z kukurydzy maja
dodatkowo wlasciwosci przeciwgrzybiczne. Aktywnosci rybonukleazowej nie posiada
homolog PR10.1 z Medicago sativa. Analiza sekwencji genu Msprl0.1 ujawnita
obecno$¢ elementow regulatorowych, dziatajacych in cis, zwigzanych z odpowiedzig na
m.in. etylen, kwas abscysynowy (ABA), zranienie oraz stres temperaturowy
(Bahramnejad i wsp., 2010). Ekspresj¢ genu pr10.1 wykryto zarowno w lisciach jak i w
korzeniach roslin M. truncatula. Jest ona znacznie wyzsza w korzeniach w poréwnaniu
z ekspresja w lisciach w/w ro$lin. Na etapie rozwoju siewki (do 12 dnia. od
kietkowania), w warunkach braku dzialania bodzca stresowego, ekspresja Mtprl0.1
charakteryzuje si¢ wzglednie statym poziomem w obu organach rosliny i znaczaco
przewyzsza poziom ekspresji genu Mtcsbp (Ciesielska, dane nie opisane w rozprawie).
Colditz i wsp. (2007) analizowali proteomy korzeni transgenicznych M. truncatula,
otrzymanych w wyniku transformacji A. rhizogenes. Korzenie te charakteryzowaty si¢
wyciszong ekspresja genu Mtprl0.1. Interesujacy jest fakt, Ze wyciszenie genu
Mtprl0.1 wywotywato indukcj¢ biatek z rodziny PR5b (ang. thaumatin-like proteins,
TLP), a w konsekwencji zwickszong opornos¢ na infekcje lggniowcami A. euteiches
(Oomycetes). Autorzy publikacji przyznaja jednak, ze w wyniku przeprowadzonego
przez nich dos$wiadczenia, niespecyficznemu obnizeniu poziomu ekspresji ulegly
rowniez cztery inne geny, kodujace biatka z rodziny PR10. Zatem efekt indukcji
ekspresji biata PR5b mogt by¢ wynikiem kumulacji obnizenia poziomoéw ekspres;ji
facznie pieciu gendow kodujacych biatka z rodziny PR10.

Zbadano jak obnizenie poziomu ekspresji genu Mtcsbp wptyneto na ekspresje

pr10.1 u roslin transgenicznych M. truncatula.
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U wszystkich roslin transgenicznych C (z wyjatkiem rosliny C4) oraz H
wykazano statystycznie istotne obnizenie poziomu ekspresji Mtprl0.1 (od 6 do 260x).
Helliwell 1 Waterhouse (2003) sugerujg, aby w celu minimalizacji efektu
niespecyficznego wyciszenia genéw (ang. off target effect, OTE) na etapie tworzenia
plazmidu binarnego zostaly wykorzystane takie sekwencje, ktore nie zawieraja
homologicznych rejonéw dluzszych niz 20 nt z sekwencjami nie bgdacymi celem
wyciszenia. Poréwnanie sekwencji genu Mtcsbp z jego najblizszym homologiem
Mtpr10.1 (homologia wynosi 44%) nie wykazalo wystgpowania identycznych
fragmentéw sekwencji nukleotydowych dtuzszych niz 7 (Ryc.27). Niemniej jednak,
zgadzajac si¢ z Senthil-Kumar i Mysore (2011) nie mozna nigdy calkowicie wykluczy¢
efektu niespecyficznego wyciszenia genu.

Biorgc pod uwage prace Colditz i wsp. (2007) prawdopodobnym jest, ze obnizenie
poziomu ekspresji Mtcsbp w konsekwencji spowoduje wzrost opornosci roslin
transgenicznych na infekcje A. euteiches.

W kolejnym etapie badan przedstawionych w niniejszej rozprawie analizowano
poziomy ekspresji genéw bioragcych udziat w szlaku przekazywania sygnalu
indukowanego przez cytokininy w komorce roslinnej: Mtcrel oraz Mthptl. Biatko
MtCRE]1 posiada aktywno$¢ kinazy histydynowej i jako receptor jest odpowiedzialne za
wigzanie wolnych cytokinin (w formie zasad). Nie wykazuje ono zdolno$ci wigzania
cytokinin w formie rybozydow lub glikozydowych pochodnych (Hutchison i wsp.,
2002). Zwiazanie cytokininy do receptora MtCRE] inicjuje kaskade transdukcji sygnatu
w komorce. Z badan nad lokalizacjg subkomoérkowa tego biatka wynika, ze jest ono
zakotwiczone w btonie retikulum endoplazmatycznego. Nie mozna jednak wykluczy¢
jego obecnosci rowniez w btonie komorkowej. Rosliny A. thaliana posiadajace mutacje
w genie crel nie wykazywaly silnych zmian fenotypowych, ale charakteryzowaty si¢
zmienionymi cechami fizjologicznymi tj. obnizong zdolnoscia do odpowiedzi na
cytokininy oraz zwigzang z nig odpowiedzig na niedobdr fosforu, jak réwniez
podwyzszong zawartoscig biologicznie aktywnych form cytokinin w komorce (Franco-
Zorrilla i wsp., 2002; Higuchi i wsp., 2004; Riefler i wsp., 2006). Przedstawione w
niniejszej rozprawie badania wykazaly, ze obnizenie poziomu ekspresji genu Mtcsbp u
M. truncatula wywotuje spadek poziomu ekspresji genu kodujacego receptor cytokinin
(do 80x). Najwigkszy efekt obnizenia poziomu ekspresji genu Mtcrel zaobserwowano u
rosliny C6, charakteryzujacej si¢ jednoczesnie najwickszym spadkiem poziomu

ekspresji genu Mtcsbp. Wyniki te zostaty potwierdzone statystycznie (a=0.05).
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Nie zaobserwowano natomiast istotnej zmiany w poziomie ekspresji genu Mtcrel u
ro$liny, ktéra nie wykazata zmian w poziomie ekspresji genu Mtcsbp, w odniesieniu do
kontroli.

W takiej sytuacji spodziewany bylby rowniez spadek poziomu ekspresji genu
kodujacego biatko przekaznikowe MtHPt1 (ang. Histidine-containing Phosphotransfer
protein), bioragce udziat w przekazywaniu sygnatu od receptora MtCRE1 do jadrowych
regulatorow odpowiedzi (ang. response regulator, RR). MtHPtl jest najblizszym
homologiem biatka AHP1 z A. thaliana (69% identycznos$ci, 87% podobienstwa) (Ryc.
86).

* 20 * 40
MtHPtl :NMEVEOGMRROWV|DNERESMIVINENNEO)-BHOINCIOINOINNNNIZE IAVANHAYSS 4/
AHP1 HMD LW OKQOKSLODYRIKSLEFLEGMLDEIOFLOLOOLODESINPDE VIOV Vi,
* 60 * 80 *
JUAW=0S N T F' ' DD SR T LKDLSFAWDOOS IDFKKVDAHVHQFKGS SASTGAQRVKEEE
AHP1 :LFFQDSDRILNDLSLSLDQQTTDFKKVDPHVHQLKGSSSSIGAQRVK 94
100 * 120 * 140
AN \SICVAFRNFCEEQN I DACIRCLOQVKQEYLLVKNKLETLIMNL.EQQO T Vik‘ui

AHP1 HNACVIYFRSFCEGONIACHRCLOQVKQEYMLVKNRLETLEFKLEQQT Vikiui

*

MtHPt1l :pUNCESINEMUINEN- 153 Medicago truncatula
AHP1 JASECNRINVENNEY 154 2 Arabidopsis thaliana

Ryc. 86. Porownanie sekwencji aminokwasowych biatek HPtl z M. truncatula i AHP1
Arabidopsis thaliana. Poziom zachowawczosci wyraza intensywnos$¢ tla (identycznos¢ — 69%;
podobienstwo — 87%)

MtHPtl zawiera konserwatywnag reszte¢ histydyny (His79), posredniczaca w
przekazywaniu reszty fosforanowej od donora (fosforylowana reszta Asp receptora
MtCREL1) do reszty His znajdujacej si¢ w sekwencji jadrowych regulatoréw odpowiedzi
(MtRR) (Ferreira i Kieber, 2005). Analiza genomu A. thaliana wykazata obecnos¢
pieciu genow kodujacych biatka AHP (AHP1-AHPS), zawierajacych konserwatywna
reszte histydyny oraz jeden gen kodujacy biatko AHP6, ktory jej nie zawiera. Badania
nad A. thaliana posiadajacymi mutacje typu knockout w genach Ahpl, Ahp2, Ahp3,
Ahp4 oraz Ahp5 wykazaly, ze w/w ro$liny nie sg wrazliwe na dziatanie egzogenne;j
cytokininy. Poddanie mutantéw Ahpl,2,3,4,5 dziataniu cytokininy nie powodowato

indukcji gen6w kodujacych regulatory odpowiedzi typu A (ARR-A).
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Sytuacja ta ulegta zmianie, gdy zmutowano tylko wybrane geny kodujace biatka AHP.
Z powyzszych badan wynika, ze biatka te sg pozytywnymi regulatorami odpowiedzi
indukowanej cytokininami (Hutchison i wsp., 2006).

Badania krystalograficzne doprowadzity do uzyskania struktury IIl-rzedowej bialka
MtHPtl. Dowiedziono réwniez, ze jest ono fosforyzowane przez kinazg receptora
MtCREI1. Mutacja konserwatywnej reszty histydyny prowadzi do utraty aktywnosci
biologicznej biatka MtHPtl (brak fosforylacji). Wyniki te wskazuja na udzial tego
biatka w szlaku przekazywania sygnatu indukowanego cytokininami (Ruszkowski i
wsp., 2013). Najnowsze analizy lokalizacji subkomorkowej biatek AHP1, w warunkach
braku dziatania egzogennej cytokininy, wskazuja jednak na ich obecno$¢ zarowno w
cytoplazmie jak i jadrze komoérkowym, a nie jak sadzono dotychczas jedynie w
cytoplazmie komoérki (Hwang i Sheen, 2001; Tanaka i wsp., 2004; Punwani i wsp.,
2010). Dodatkowo kontrowersyjng pozostaje kwestia indukcji transkrypcji genéw Ahpl
egzogennymi cytokininami. W literaturze opisane sg doswiadczenia (wykorzystanie
metod mikromacierzy DNA oraz northern blot), wskazujace na brak korelacji miedzy
zastosowaniem egzogennej cytokininy, a indukcja genéw kodujacych biatka AHP
(Suzuki i wsp., 2000; Tanaka i wsp., 2004; Brenner i wsp., 2005). Hradilova i wsp.
(2007) demonstrujg jednak wzrost poziomu transkryptow genow Ahpl w odpowiedzi na
traktowanie ro$lin cytokininami (analiza metodq real-time PCR). Rozbieznosci w
uzyskanych danych eksperymentalnych moga wynika¢ z zastosowania roéznych
metodyk badawczych, niemniej jednak wplyw cytokinin na ekspresje genéow Ahp
pozostaje nadal niejasny. Hutchison i Kieber (2007) zasugerowali, ze biatka AHP moga
posredniczy¢ w innych szlakach przekazywania sygnatu oraz funkcjonowac jako tzw.
czasteczki taczace ze sobg rozne szlaki transdukcji sygnatu in planta (ang. signaling
connector). Hipoteza ta zostala potwierdzona rok pdzniej, kiedy Scharein i wsp. (2008,
2011) stosujac metode spektroskopii fluorescencyjne; wykazali interakcje pomigdzy
biatkiem AHP1 a biatkiem bedgcym receptorem etylenu ETR1 (ang. ethylene receptor
1). ETR1 posiada rowniez aktywno$¢ kinazy histydynowej (Scharein 1 Groth, 2011).
Badania przedstawione w niniejszej rozprawie wykazuja, ze u wszystkich roslin
transgenicznych oznaczonych jako C zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
poziomu ekspresji genu Mthptl. Fakt ten pozostaje w sprzecznosci obserwacja
zmniejszonego poziomu ekspresji genu kodujgcego receptor cytokinin Mtcrel.

Wskazuje to zatem na brak korelacji miedzy ekspresja obu genow.
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Wynik taki poddaje w watpliwo$¢ udzial biatka MtHPtl wylacznie w szlaku
przekazywania sygnalu indukowanego przez cytokininy. Ze wzgledu na brak analizy
poziomu ekspresji genu kodujacego receptor etylenu (Mtetrl) mozna jedynie
spekulowac o jego indukcji w analizowanych roslinach transgenicznych.

Badania nad strukturg krystaliczng biatka MtCSBP wykazaty, ze wigze ono
hormony z grupy giberelin (tj. kwas giberelinowy, GAs;) (opisane w niniejszej
rozprawie). Majac na uwadze ten fakt sprawdzono poziom ekspresji genu kodujacego
enzym zaangazowany Ww regulacje st¢zenia giberelin w komorce roslinnej,
oksydaze/dehydrogenaze GA2, Mtga2ox. Oksydaza GA2 katalizuje reakcje 2pB-
hydroksylacji wegla C2 zaréwno aktywnych biologicznie giberelin jak i ich
prekursorow, prowadzac do ich nicodwracalnej inaktywacji (Huang i wsp., 2010).
Analiza poziomu ekspresji genu Mtga2ox wykazata istotny statystycznie (a=0.05)
spadek jego ekspresji u 9 z 12 badanych roélin transgenicznych, co stanowi 75%
analizowanych przypadkow. Obnizenie poziomu oksydazy MtGA20X prowadzi zatem
do zmniejszenia degradacji endogennych giberelin w komorce ro$linnej. Interakcje
pomiedzy cytokininami a giberelinami opisane w literaturze dowodza, ze cytokininy
wplywaja negatywnie na akumulacj¢ giberelin (Jasinski i wsp., 2005). Bolduc i Hake
(2009) pokazaty, ze cytokininy indukuja ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych
KNOTTEDI, ktére stymuluja ekspresje genu Zmga2ox u kukurydzy, a tym samym
degradacje giberelin. Ponadto, badania przeprowadzone przez Brenner i wsp. (2005) na
roslinie modelowej A. thaliana dowiodly, Ze cytokininy hamujg ekspresje genu
kodujacego biatko zaangazowane w synteze giberelin — Atga200x. Wiadomo rowniez,
ze podobne dzialanie wykazuje etylen, obnizajac ekspresje genow kodujacych biatka
GA200X, a pozytywnie regulujac ekspresje genéw kodujacych oksydazy GA2 u A.
thaliana (Weiss i Ori, 2007; Dugardeyan i wsp., 2008).

W wyniku przeprowadzonych analiz, opisanych w niniejszej rozprawie,
zaproponowano nastepujacy model funkcjonowania biatka MtCSBP (MtPhBP) in
planta. Biatko wiazac aktywne biologicznie gibereliny (tj. kwas giberelinowy) reguluje
ich dostgpnos¢ w komorce. W przypadku obnizenia poziomu ekspresji genu kodujacego
biatko MtCSBP wzrasta ilo§¢ niezwigzanych, wolnych, aktywnych biologicznie
giberelin. Powoduje to spadek ekspresji genu kodujacego receptor cytokinin Mtcrel.

W konsekwencji odpowiedZz komodrki na cytokininy zostaje obnizona (Greenboim-

Wainberg i wsp., 2005; Weiss i Ori, 2007).
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Wywoluje to rowniez spadek ekspresji genu zaangazowanego w degradacje giberelin
(Mtga2ox). Cytokininy indukuja ekspresj¢ genu Mtga2ox i w konsekwencji degradacje
giberelin. Gibereliny jednoczesnie stymuluja synteze etylenu (Garcia-Martinez i Wsp.,
1984; Dugardeyn i wsp., 2008). Wraz ze wzrostem stezenia etylenu indukowana jest
ekspresja genu (Mthptl) kodujgcego biatko o potencjalnej roli posredniczacej w szlaku
przekazywania sygnatu od receptora ETR1 do bialek regulatorowych.

Etylen negatywnie reguluje odpowiedZ komorki na sygnat indukowany wysokim
stezeniem giberelin. Hamuje ekspresje genu kodujacego enzym MtGA200x
(zaangazowany w synteze giberelin) oraz indukcje ekspresji genow kodujacych enzymy
zaangazowane w degradacj¢ giberelin (Mtga2ox) (Dugardeyn i wsp., 2008).
Jednoczesnie wysoki poziom giberelin indukuje ekspresje genu kodujacego biatko
Mt14-3-3 (wyniki opisane w rozprawie). Wiadomo, ze wigze ono czynnik
transkrypcyjny RSG (ang. Repression of Shoot Growth) w cytoplazmie komorki,
uniemozliwiajac jego translokacje do jadra komorkowego. W konsekwencji blokowania
czynnika RSG nie zachodzi ekspresja genéw kodujacych enzymy szlaku syntezy
giberelin. W wyniku zaistnialych zmian poziom giberelin spada, co jest sygnatem do
wzrostu syntezy cytokinin w komoérce (Izhaki i wsp.,2001; Sun i Gubler, 2004;
Greenboim-Wainberg i wsp., 2005).

Na tym etapie nalezatoby przeprowadzi¢ doswiadczenia traktujgce o ewentualnej
indukcji ekspresji genu Mtcsbp przez cytokininy (doswiadczenia zostaly wykonane, ale

zakonczyly sig niepowodzeniem z uwagi na brak indukcji genu kontrolnego, Mtnin).
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Proponowany schemat wspotdziatania szlakow transdukcji sygnatdw hormonalnych cytokinin i giberelin
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6.3 Analizy proteomiczne roslin transgenicznych

Przeprowadzone analizy metoda dwukierunkowej elektroforezy biatek oraz
spektrometrii mas wykazaty roznice w proteomach badanych ro$lin transgenicznych i
roslin kontrolnych. Zidentyfikowano cztery biatka rdéznicujagce: OEE1 (ang. oxygen
evolving enhancer protein 1), GH17 (ang. glicoside hydrolase family 17), biatko z
rodziny 14-3-3 oraz maltohydrolaze 1,4-a-D-glucanu  (ang.l,4—a—D—glukan
maltohydrolase).

Jedynie biatko OEE1 wykazywalo roznice jakosciowe. Zidentyfikowano je w
proteomach roslin C7, H1 oraz H2. Co ciekawe, roslina C7, charakteryzujaca si¢
najwyzszym zaobserwowanym poziomem biatka OEEI, wykazywala jednocze$nie
najnizszy poziom ekspresji genu Mtcsbp. Biatko OEE1 zakotwiczone jest w blonach
tylakoidow. OEE1 tworzy z biatkami OEE2 i OEE3 kompleks OEC (ang. Oxygen
Evolving Complex) wchodzacy w sktad centrum aktywnego fotosystemu II. OEEl
stabilizuje nieorganiczne kofaktory tj. kationy Ca*". Brak funkcjonalnego biatka OEE1
powoduje uposledzenie procesu fotosyntezy i w konsekwencji hamuje rozwoj roslin
(Mayfield i wsp., 1987, Mayfield 1991). W literaturze opisane jest zwigkszenie poziomu
OEE1 u Bruguiera gymnorrhiza w wyniku stresu biotycznego (wzrostu zasolenia)
(Sugihara i wsp., 2000). Dowiedziono rowniez, ze OEEl posiada aktywno$¢
tioredoksyny, co sugeruje iz petni ono funkcje w regulacji stanu redoks komoérki oraz
ochrony przed stresem oksydacyjnym (Heide i wsp., 2004). Wassim i wsp. (2013)
potwierdzili udziat OEE1 w detoksyfikacji reaktywnych form tlenu u topoli. Co
ciekawe, badacze pokazali brak korelacji pomiedzy poziomem biatka a poziomem
transkryptow genu oeel.

Opisana w rozprawie analiza poziomu ekspresji genu Mtoeel wykazala, ze ulega on
wyzszej ekspresji u wszystkich badanych roslin transgenicznych M. truncatula w
porownaniu z kontrolg, mimo iz obecno$¢ biatka OEE1 zaobserwowano jedynie u
trzech z nich. Wyniki analizy iloSciowej poziomu ekspresji genu Mtoeel zostaty
potwierdzone statystycznie. Obnizenie poziomu ekspresji genu Mtcsbp spowodowato
znaczny spadek ekspresji genu kodujacego receptor cytokinin Mtcrel. Cytokininy
stymulujg enzymy zaangazowane w usuwanie reaktywnych form tlenu (ang. Reactive
Oxygen Species, ROS) u roslin w warunkach stresu biotycznego i abiotycznego.
Opisana w literaturze mutacja w genie kodujagcym kinaze histydynowa AHKS u A.
thaliana powoduje wzrost poziomu ROS (Stopari¢ i Maksimowi¢, 2008, Pham i wsp.,

2012). Dodatkowo, Ishibashi i wsp. (2012) zaobserwowali podwyzszenie poziomu ROS
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w warunkach wzrostu stezenia giberelin w komorkach warstwy aleuronowej u
jeczmienia.

W przypadku zaburzenia réwnowagi hormonalnej u badanych roslin transgenicznych
(drastycznego spadku percepcji cytokinin oraz wzrostu poziomu giberelin w komorce),
podwyzszenie poziomu biatka OEE]1 sprawia, ze rosliny lepiej radzg sobie z powstatym
stresem oksydacyjnym.

W wyniku analizy 2D-PAGE-MS u wigkszosci badanych roslin transgenicznych
zaobserwowano wzrost poziomu biatka nalezacego do rodziny 17 hydrolaz
glikozydowych, GH17. Biatko GH17 hydrolizujg wigzania 1,3-B-D-glikozydowe w
polisacharydach, pelnigc funkcje obronng w odpowiedzi na atak rosliny grzybem
patogennym jak rowniez w odpowiedzi na stres wywotany niska temperatura.
Hydrolazy rodziny 17 naleza do klasy 2 biatek zwigzanych z patogeneza (PR2). Oprocz
tej podstawowej roli obronnej, odpowiedzialne sa za szereg innych funkcji w roslinie
np. udzial w rozwoju pyltku, podzialach komoérkowych (na etapie cytokinezy),
réznicowaniu komorek oraz odktadaniu i usuwaniu kallozy (Doxey i wsp., 2007).
Badania opisane w rozprawie wykazaty, ze poziom transkryptow genu Mtghl7 u ro$lin
C rowniez ulegt zwigkszeniu (potwierdzone testami statystycznymi). Brak korelacji
pomiedzy poziomem biatka a poziomem mRNA zaobserwowano dla roslin H
(zwigkszony poziom biatka GH17, zmniejszony poziom transkryptow Mtghl7 w
stosunku do kontroli). Wiadomo, ze biatka z rodziny GH17 u topoli sa indukowane
przez gibereliny (Rinne i wsp., 2011). Dodatkowo, opisane w literaturze wyciszenie
genu Mtpr10.1 u M. truncatula indukowato ekspresje genow pr nalezacych do innych
klas (PR5b) po infekcji A. euteiches (Colditz i wsp., 2007). Biorac ten fakt pod uwage
oraz pami¢tajac, ze w badaniach opisanych w rozprawie roéwniez zaobserwowano
spadek ekspresji genu Mtprl0.1, mozna wnioskowaé, ze obnizenie poziomu ekspresji
genu Mtcsbp wptywa na indukcje gendw kodujacych biatka z rodziny PR2 oraz PR5Db, a
tym samych na wzrost opornosci roslin transgenicznych na infekcje wywolane
grzybami i legniowcami.

Kolejnym biatkiem roznicujacym profile proteomiczne roslin transgenicznych
od kontroli byto biatko nalezace do rodziny 14-3-3. U pieciu (z siedmiu badanych)
roslin C wykryto zwigkszony poziom biatka 14-3-3. Przeciwnie, ros$liny H
charakteryzowatly si¢ jego obnizong zawartoscig. Analizy poziomu ekspresji genu Mt14-
3-3 metodg real-time PCR nie korelowaty w pelni do otrzymanych wynikow 2D-PAGE-
MS.
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Wykazaly one natomiast, ze u niemal wszystkich roslin transgenicznych (poza rosling
H3) nastapil istotny statystycznie wzrost ekspresji genu kodujacego biatko 14-3-3.
Biatka nalezace do rodziny 14-3-3 wigza szerokie spektrum liganéw (ponad 100).
Poprzez wigzanie motywoéw fosfoserynowych oraz fosfotreoninowych wchodza w
interakcje z innymi biatkami (np. enzymami, czynnikami transkrypcyjnymi) modulujac
ich funkcje (Roberts, 2003).

Wykazano, ze biatko RSG (ang. Repression of Shoot Growth) u tytoniu posiada reszte
seryny (Serl14) w poblizu motywu wigzacego biatko 14-3-3 (RSXpSXP). Fosforylacja
Ser114 umozliwia zwigzanie biatka RSG przez biatko 14-3-3. RSG stanowi czynnik
transkrypcyjny aktywujacy ekspresj¢ gendw bioracych udziat w szlaku syntezy
giberelin. Sygnatem do przemieszczenia RSG z cytoplazmy do jadra komdrkowego jest
niski poziom endogennych giberelin.

Biatka 14-3-3 wigzac si¢ do RSG w cytoplazmie uniemozliwiajg jego translokacje do
jadra komoérkowego. W konsekwencji hamowana jest ekspresja genéw kodujacych
enzymy szlaku syntezy giberelin, a poziom endogennych giberelin obniza si¢ (Ishida i
wsp., 2004; Nakata i wsp., 2009).

Sposrod  zidentyfikowanych metoda MS-MALDI-TOF biatek roznicujacych
proteomy roslin transgenicznych od kontrolnych, jedynie poziom -amylazy obnizyl si¢
u wszystkich roslin C oraz H. B-amylaza jest enzymem odpowiedzialnym za hydrolize¢
wigzania o-1,4-glikozydowego w tancuchach poliglukanowych. W komorce
zlokalizowana jest zar6wno w chloroplastach, wakuoli jak i1 cytoplazmie. Ekspresja
genow kodujacych B-amylazy podlega regulacji przez czynniki takie jak S$wiatto,
temperatura (niska/szok termiczny), stres osmotyczny oraz zasolenie (Kaplan 1 Guy,
2004). Zhang i wsp. (2005) wykazali, ze poziom B-amylazy, na wczesnych etapach
kietkowania nasion pszenicy, nie ulega zmianom pod wptywem dziatania giberelin.
Przeciwnie, badania Rentzsch i wsp. (2012) udowodnity wzrost poziomu B-amylazy w
kietkujacych bulwach ziemniaka pod wplywem dziatania egzogennego kwasu
giberelinowego.

Z uwagi na brak danych literaturowych traktujacych o zidentyfikowanej metoda MS-
MALDI-TOF B-amylazie u M. truncatula trudna jest interpretacja uzyskanego wyniku

w kontekscie fizjologii komorki.
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7. Podsumowanie

Regulacja wzrostu i rozwoju roslin przez fitohormony stanowi zagadnienie
niezwykle skomplikowane. Pomimo szeroko opisanych efektow dzialania hormonow
ro$linnych, molekularne mechanizmy lezace u podstaw ich dziatania w dalszym ciggu
pozostaja niejasne, szczegélnie w kontekscie interakcji pomiedzy poszczegdlnymi
grupami fitohormondow.

W wyniku przeprowadzonych badan, opisanych w niniejszej rozprawie,
dowiedziono, ze biatko MtCSBP (dotychczas uznawane za specyficznie wigzace
cytokininy) uczestniczy rdwniez w wigzaniu odleglej chemicznie grupy fitohormonow-
giberelin. Stad tez postulowana jest zmiana nazwy biatka z MtCSBP (ang. Cytokinin-
Specific Binding Protein) na MtPhBP (ang. Phytohormone Binding Protein).

Z powodzeniem dostosowano protokodt transformacji i regeneracji dla roslin M.
truncatula Jemalong J5, jednak otrzymane wydajnoSci regeneracji nie byly
zadowalajace. Opisane w rozprawie analizy molekularne przeprowadzone byty zatem
na stosunkowo mato licznych populacjach roslin transgenicznych, co z pewnoscia
wplyneto na obraz wynikow.

Wyniki analiz proteomicznych oraz analiz na poziomie transkryptow (metoda
real-time PCR) otrzymanych roslin transgenicznych, posiadajacych obnizony poziom
ekspresji genu kodujacego biatko MtCSBP, wskazuja na petlniong przez nie funkcje
depozytowa, regulujacg dostepnos¢ zwigzanych hormonéw w danych warunkach
fizjologicznych. Nie okreSlono w jakich warunkach preferowane jest wigzanie
cytokinin, a w jakich giberelin przez biatko MtCSBP, oraz ktéry z utworzonych
kompleksow biatko-ligand jest stabilniejszy. Porownanie stalych dysocjacji kompleksu
biatka VrCSBP z trans-zeatyng oraz kompleksu homologicznego biatka MtCSBP z
kwasem giberelinowym GAj; wskazuje, ze oddzialtywania pomig¢dzy biatkami CSBP
(VrCSBP 1 MtCSBP) a ligandami w postaci cytokinin i giberelin s3 na podobnym
poziomie (uM). Sugeruje to obecnos¢ zewnetrznego czynnika regulujacego specyfike

wyboru wigzanego przez biatko MtCSBP ligandu w danych warunkach fizjologicznych.
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Zaproponowano wstepny model oddzialywan pomigdzy giberelinami 1
cytokininami uwzgledniajacy analizowane geny (Mtcsbp, Mtcrel, Mt14-3-3, Mthptl,
Mtga20x). Model ten nalezatoby uzupeini¢ o analiz¢ profilu ekspresji genéw m.in.
receptora giberelin (Mtgidl), receptora etylenu (Mtetrl), wybranych gendéw odpowiedzi
na cytokininy, etylen, gibereliny, gendw kodujacych biatka nalezace do réznych klas
biatek PR itp. Zasadnym bytoby wykorzystanie mikromacierzy genomowych w celu
uzyskania szerszego pogladu na to, ktore geny ulegaja zrdznicowanej ekspresji w
otrzymanych roslinach transgenicznych.

Zaobserwowano réwniez zmiany w proteomach ro$lin transgenicznych oraz

podjeto probe interpretacji ich wptywu na fizjologie komorki.
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WYKAZ NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW

CKXs - ang. cytokinin oxidase/dehydrogenases

RR, ARR - ang. response regulator, Arabidopsis response regulator
LOG - ang. lonely guy,

IPT - ang. isopentenyltransferase

CRE1 - ang. cytokinin receptor 1,

CHASE - ang. Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular
CSBP - ang. Cytokinin Specific Binding Protein

HPt - ang. ang. histidine phosphotransfer protein

STM - ang. shoot meristemless

GA200x - ang. gibberrelin 20 oxygenase

GA20x - ang. gibberrelin 2 oxygenase

PIN - ang. auxin efflux carrier

Aux/IAA - ang. auxin-responsive genes

SAR - ang. systemic acquired resistance

CBPs - ang. cytokinin binding proteins

OLP - ang. ang. osmolin-like proteins

PR - ang. pathogenesis-related proteins

ITC - ang. isothermal titration kalorymetry

pHGI12 - ang. pHellsgate12

PhBP -ang. Phytohormone-Binding Protein

Oznaczenia roslin transgenicznych: A, C oraz H korespondujag do wklonowanych
fragmentow sekwencji cDNA genu Mtcsbp o dlugosciach: A - 265pz, C- 443pz, H — 130pz.
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