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Summary

In order to obtain the plants with altered myrosinase activity, the transfor-
mation via Agrobacterium tumefaciens was performed. The myrosinase genes
TGG1 or TGG2 from Arabidopsis thaliana under the control of enhanced 35S pro-
moter and phosphotranspherase neomycin Il (NPTIl) as the selectable marker
were introduced into Arabidopsis. The presence and expression of NPTII gene in
selected plants was confirmed by ELISA and PCR analysis. The integration of
T-DNA with TGG1 or TGG2 gene caused differentiated effects from a multi-fold
increase of myrosinase activity to its lack. No morphological differences were
observed between transgenic and control plants. All the plants were fertile and
produced seeds. The majority of the plants with additional copy (copies) of
TGG1 showed increased enzyme activity. Conversely, most of the plants with in-
sertion of additional copy (copies) of TGG2 demonstrated decreased myrosinase
activity. Transgenic plants may be used in further studies explaining the physio-
logical role of glucosinolates in plant-pest interaction and the importance of the
myrosinase-glucosinolates system in growth and development.
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Transformacja Arabidopsis thaliana z udzialem Agrobacterium tumefaciens

1. Wstep

Mirozynazy (B-tioglukozydazy EC 3.2.3.1) s enzymami odpowiedzialnymi za hy-
drolize glukozynolanow, metabolitéow wtornych wystepujacych powszechnie u ros-
lin z rodziny Brassicaceae (1). Tworzenie aktywnych biologicznie produktéw hydro-
lizy tych zwigzkow jest odpowiedzig rosliny na biotyczne czynniki stresowe (2).
Przypuszcza sie rowniez, ze glukozynolany mogg stanowi¢ dla roslin zrédto S, Ci N,
a takze by¢ zapasowa pulg auksyn (1).

Liczba genéw kodujacych mirozynazy u rzepaku wynosi 25 (1), natomiast w ge-
nomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano cztery funkcjonalne geny kodujgce miro-
zynazy, dwa ulegajgce ekspresji w cze$ciach nadziemnych (TGG1, TGG2) oraz dwa
w korzeniu (TGG3 i TGG4) (3). Z tego wzgledu Arabidopsis moze by¢ gatunkiem mo-
delowym w badaniach funkgji systemu mirozynaza-glukozynolany. Mata liczba ge-
noéw, jak sie wydaje, ufatwia modyfikacje aktywnoS$ci enzymu in planta, co moze
skutkowa¢ wyrazniejszymi efektami.

Celem pracy byto przygotowanie wektoréw binarnych zawierajacych geny ko-
dujace mirozynaze u rzodkiewnika (TGG1 lub TGG2), wprowadzenie ich do genomu
tej rosliny oraz uzyskanie i wyselekcjonowanie transgenicznych roslin ze zmieniong
aktywno$cia enzymu.

2. Materialy i metody

2.1. Material roslinny

Materiatem badawczym byt rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana), ekotyp Columbia.
Rosliny rosty w doniczkach wypetnionych podiozem kwiatowym i piaskiem (3:1),
w kontrolowanych warunkach (20°C dzief/18°C noc, wilgotnos¢ 70%). Rosliny, z kto-
rych izolowano DNA do amplifikacji genéw mirozynazy oraz rosliny bedgce obiek-
tem transformacji utrzymywane byly w warunkach 12-godzinnego fotoperiodu. Ros-
liny pokolenia T; rosty przez 10 tygodni w 8-godzinnym fotoperiodzie i przez kolej-
ne 6 tygodni (do zbioru nasion) w 12-godzinnym fotoperiodzie.

2.2. Przygotowanie kaset ekspresyjnych i wektoréw binarnych z genami mi-
rozynaz

Do konstrukgji kaset genowych uzyto fagemida pBluescript Il SK(-), z ktérego
usunieto fragment Kpnl/Xbal polilinkera. Wektor trawiono enzymem Notl i ligowa-
no z promotorem P-e35S (z wirusa mozaiki kalafiora) i sekwencja liderowg genu
HSP17.9 (z soi) wycietymi z plazmidu pMON30069 (udostepniony przez Monsanto)
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(rys. 1, etap 1). Produkt ligacji trawiono Kpnl i Smal i nastepnie wstawiono termina-
tor T-35S (z wirusa mozaiki kalafiora) wyciety z wektora pRTLIl enzymami Kpnl
i Sphl (rys. 1, etap 2). Uzyskany konstrukt oznaczono jako pB A1/35S.

Kopie genoéw mirozynazy TGG1 (GenBank, X79194) lub TGG2 (GenBank, X79195)
namnazano w reakgcji PCR ze specyficznymi starterami na matrycy DNA wyizolowa-
nego z lisci rozetowych rzodkiewnika (4). Produkty amplifikacji trawiono enzymami
BamHI i Xbal (TGG1) oraz Ncol i BamHI (TGG2).

Sekwencje genu TGG1 klonowano do pB A1/35S, ktéry przed ligacja cieto enzy-
mami Bglll i Xbal (rys. 1, etap 3a). Otrzymany w ten spos6b wektor oznaczono jako
pB TGG1. Przed wstawieniem sekwencji genu TGG2 wektor pB A1/35S dodatkowo
trawiono enzymami Bglll i Ncol. Zmodyfikowany wektor oznaczono jako pB A2/35S.
Do niego, w miejscu ciecia dla Ncol i BamHI, wprowadzano nastepnie kopie TGG2
(rys. 1, etap 3b). Uzyskany konstrukt oznaczono jako pB TGG2.

Wektory pB TGG1 i pB TGG2 namnazano w komérkach bakterii E. coli DH5a., kto-
re hodowano w pozywce LB z ampicyling (100 mg-dm3). Z 10 losowo wybranych ko-
lonii bakteryjnych izolowano wektory (Qiagen DNA extraction kit) i obecno$¢ odpo-
wiednich insertow sprawdzano za pomocg enzymoéw restrykcyjnych. Z namnozo-
nych wektoréw pB TGG1 lub pB TGG2 wycieto enzymem Notl kasety z genami miro-
zynazy. Kasety subklonowano do wektora pMON51850 (udostepniony przez Mon-
santo) trawionego uprzednio réwniez enzymem Notl (rys. 1, etap 4a, b), ktory za-
wieral miedzy sekwencjg graniczng prawg (RB) i lewg (LB) gen fosfotransferazy neo-
mycyny (NPTII) wraz z promotorem (P-NOS) i terminatorem (T-NOS). Uzyskanymi
w ten spos6b wektorami pTGG1 lub pTGG2 transformowano komorki bakterii E. coli
DH5a., ktére nastepnie hodowano w pozywce LB ze spektynomycyng (100 mg-dm3).
Z pojedynczych kolonii izolowano wektory (Qiagen DNA extraction kit) i poddano je
ponownie analizie restrykcyjnej. Wektory pTGG1 lub pTGG2 z odpowiednimi inser-
tami wprowadzano do bakterii Agrobacterium tumefaciens szczep GV3101 (pMP90RK)
(udostepniony przez Csabe Koncza, Niemcy).

Wszystkie etapy przeprowadzono wg Sambrooka i in. (5) lub wg instrukcji za-
taczonych przez producentéw do odpowiednich produktow.

2.3. Transformacja rzodkiewnika i selekcja nasion

Rosliny w poczatkowym stadium kwitnienia transformowano metodg infiltragji
prozniowej (6). Nasiona zebrane z ro$lin transformowanych (Ty) poddano selekgcji na
pozywce Murashige i Skooga (MS) (7) z kanamycyng (50 mg-dm3). Po 2-3 tygo-
dniach, siewki oporne na antybiotyk przenoszono do doniczek z podtozem. Rosliny
T; w stadium kwitnienia byly ostaniane izolatorami. Z kazdego osobnika zbierano
nasiona. W analogicznych warunkach rosty rosliny typu dzikiego (WT).

W lisciach roslin T; przed przejsciem do fazy generatywnej oznaczano obecnos¢
genu NPTII i produktu jego ekspresji, a takze aktywno$¢ mirozynazy.
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2.4. Test ELISA

Obecnos¢ biatka NPTII w transformowanych roslinach sprawdzano testem ELISA
przy uzyciu zestawu PathoScreen NPTII ELISA (Agdia). Do tego celu pobierano okoto
50 mg Swiezej masy liSci rozetowych rzodkiewnika. Kontrole negatywng stanowit
ekstrakt z roslin WT rzodkiewnika, za$ kontrolg pozytywng byto biatko NPTII dostar-
czone przez producenta. Zawarto$¢ biatka ogélnego w prébach oznaczono metoda
Bradforda (8), stosujgc jako wzorzec albumine wotowg (BSA) (Sigma). Zawartos$¢
biatka NPTII wyrazono w mikrogramach biatka NPTII na miligram biatka ogolnego.

2.5. Analiza PCR

Obecnos¢ genu NPTII w genomowym DNA izolowanym z roslin metoda Doyle
i Doyle (9) potwierdzano amplifikujac fragment dtugosci 700 pz ze specyficznymi
starterami (10). Reakcje prowadzono przez 35 cykli w warunkach: 60 s/92°C, 60
s/61°C, 60 s/72°C.

2.6. Oznaczenie aktywno$ci mirozynazy

Prébki lisci o masie 100 mg homogenizowano w buforze ekstrakcyjnym (10 mM
imidazol-HCI, pH 6,2), (11). Homogenat wirowano przez 15 min przy 10 000 X g
w temp. 4°C, po czym supernatanty nanoszono na filtry Microcon YM-10 (Millipore)
i wirowano 1 godz. przy 14 000 X g w temp. 4°C. Do oznaczen pobierano 25 pl en-
zymu, dodawano 25 pl (375 pg) roztworu synigriny (Sigma) i 50 pl buforu cytrynia-
nowego (50 mM, pH 5,5). Mieszanine inkubowano przez 30 min w temp. 37°C, po
czym reakcje hamowano poprzez umieszczenie préob we wrzacej tazni wodnej na
5 min. Po ochtodzeniu pobierano 20 pul mieszaniny reakcyjnej i dodawano 200 pl
odczynnika GOD/PAP (Aqua-med), z ktérym glukoza uwolniona w wyniku hydrolizy
synigriny tworzyta barwny kompleks. Po 15 min inkubacji mierzono absorbancje
przy A 500 nm wobec préby odczynnikowej (bufor imidazolowy, synigrina, bufor cy-
trinianowy, GOD/PAP). llos¢ uwolnionej glukozy odczytano z krzywej wzorcowej.
Aktywnos$¢ specyficznag wyrazano w mikromolach uwolnionej glukozy min! mg-!
biatka. Biatko oznaczono metoda Bradforda (8), stosujac jako wzorzec BSA. Istot-
nos$¢ roznic w aktywnosci enzymu u potencjalnych transformantéw i w roslinach
kontrolnych (WT) oceniano testem Dunnetta, przy o = 0,05.
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3. Wyniki

Przy udziale A. tumefaciens do genomu rzodkiewnika wprowadzano genomowe
kopie jednego z czterech funkcjonalnych genéw kodujgcych mirozynazy (TGG1 lub
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Rys. 1. Schemat przygotowania wektorow binarnych pTGG1 i pTGG2 zawierajgcych geny mirozynazy.
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TGG2) u tego gatunku. Wyizolowane w reakcji PCR sekwencje sktadaly sie z 12 ekso-
néw i 11 intronéw o tacznej dtugosci 2673 pz dla genu TGG1 (pozycja 1785-4458 se-
kwencji GenBank, X79194) oraz 2714 pz dla genu TGG2 (pozycja 1468-4182 sekwen-
¢ji GenBank, X79195).

Geny mirozynazy w konstruktach genowych uzytych do transformacji kierowane
byly przez konstytutywny promotor P-e35S wirusa mozaiki kalafiora (rys. 1, etap 4a,
b). W wektorach binarnych oznaczonych odpowiednio pTGG1 i pTGG2 znajdowat
sie takze gen kodujacy fosfotransferaze neomycyny (NPTII) pozwalajgcy wyselekcjo-
nowac genetycznie zmodyfikowane rosliny.

Po 5-7 tygodniach od infiltracji rosliny rzodkiewnika wydatly nasiona, ktore pod-
dano selekcji w obecnosci kanamycyny. Do potwierdzenia procesu transformagji
i efektow wprowadzenia dodatkowych kopii genéw mirozynaz do genomu rzod-
kiewnika, z puli siewek opornych na zastosowany antybiotyk (pokolenie T;) wybra-
no 26 siewek. Polowa (13 osobnikéw) byta pochodna pokolenia, ktére transformo-
wano wektorem pTGG1, druga potowa (13 osobnikow) wyprowadzona zostata z ros-
lin transformowanych wektorem pTGG2.

Sposrod roslin pokolenia Ty uzyskanych po transformacji wektorem pTGG1 tylko
u jednej zawarto$¢ biatka NPTII ksztaltowata sie na poziomie kontroli (tab.). U tej
rosliny nie stwierdzono réwniez obecnosci genu NPTII (rys. 2A). U pozostaltych ros-
lin zawarto$¢ biatka NPTII byta zr6znicowana, lecz wyzsza w poréwnaniu z roslina-
mi WT. Analiza PCR potwierdzono u nich obecnos¢ genu NPTII (rys. 2A).

U przypuszczalnych transformantéw uzyskanych po transformacji wektorem pTGG2
zawarto$¢ biatka NPTII, wyzszg w porownaniu z roslinami typu dzikiego oraz obec-

A M WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 12 13

700 P——— —_— 700
600
500
400
300
200
B M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 07 11 12 13 W P
1§§g it
— L e e G G S— - B
R -

Rys. 2. Analiza elektroforetyczna produktéw amplifikacji DNA roslin rzodkiewnika pokolenia T,
w 1% zelu agarozowym otrzymanych po transformacji wektorem pTGG1 (A) i pTGG2 (B). Sciezki zawie-
rajg: M — marker mas czgsteczkowych DNA; WT — kontrola negatywna (DNA rosliny kontrolnej); W —
kontrola negatywna (woda); P-kontrola pozytywna (wektor pTGG1).
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nosc¢ genu NPTII stwierdzono u 10 osobnikow. W przypadku transformanta nr 11 zam-
plifikowano gen NPTII, natomiast nie wykryto produktu jego ekspresji (tab., rys. 2B).

W ro$linach, w ktorych na podstawie analizy PCR potwierdzono obecnos¢ genu NP-
TIl badano aktywno$¢ mirozynazy. Sposrod 12 roslin otrzymanych po transformacji
wektorem pTGG1 istotnie wyzszg aktywnosc¢ stwierdzono w lisciach osobnikéw nr 1,
2,4,6,7,10, 11, 12 (tab., rys. 3A). Szczegodlnie wysoka aktywnos$¢ enzymu, okoto dzie-
sieciokrotnie wyzsza w poréwnaniu z roslinami WT, stwierdzono u transformanta nr 6
i nieco nizsza u transformantéw nr 7 i 11. Lacznie wsrdd 12 roslin pokolenia Ty, u kto-
rych stwierdzono obecnos¢ genu NPTII: 8 (66%) wykazywato podwyzszona, 2 (17%) ob-
nizong i 2 (17%) niezmieniong aktywno$¢ mirozynazy w poréwnaniu z roslinami WT.

Wsrod 11 transformantéw uzyskanych po transformacji wektorem pTGG2, u szesciu
osobnikow (55%) oznaczonych numerami 2, 3, 4, 6, 8, 9 aktywnos$¢ enzymu byta istotnie
obnizona. Istotnie wyzszg aktywnoscig mirozynazy charakteryzowaly sie dwie (18%) wy-
selekcjonowane rosliny (nr 10,11). Wzrost ten nie byt tak znaczny, jak u roélin po trans-
formacji wektorem zawierajacym sekwencje genu TGG1. W ekstraktach pochodzgcych
z roélin nr 1, 51 7 (27%) nie stwierdzono aktywno$ci mirozynazy (tab., rys. 3B).

Zaréwno w fazie wegetatywnej jak i generatywnej nie obserwowano réznic fe-
notypowych pomiedzy ros$linami typu dzikiego, a roslinami stransformowanymi.
Wszystkie rosliny zakwitaly w tym samym czasie i wydaly nasiona.

Tabela

Zawarto$¢ biatka NPTII i aktywno$¢ mirozynazy w liSciach rolin rzodkiewnika pokolenia T, uzyskanych po
transformacji wektorami pTGG1 lub pTGG2

Aktywnos¢ Aktywnos¢
specyficzna specyficzna
Wektor | Ro$lina [pg-ml\ngLliaika] nla)iroyzy.nazy Wektor | RoSlina [pg-mf‘TLliaika] nll)iroyzfy'nazy
[pmol min-!mg! [pmol min-!mg!
biatka] biatka]
WT <0,6 0,2889 wT <0,6 0,2889
pTGG1 1 295,1 0,5876 pTGG2 1 76,3 0,0000
2 19,0 0,4995 2 27,5 0,0357
3 28,9 0,3039 3 103,2 0,1215
4 235,5 0,3811 4 185,6 0,2131
5 134,0 0,2332 5 32,8 0,0000
6 675,5 3,0498 6 9473 0,1660
7 917,8 1,6079 7 355,8 0,0000
8 05,0 0,0367 8 456,1 0,1546
9 39,5 0,0281 9 169,7 0,0958
10 480,1 0,6738 10 146,7 0,3634
11 463,4 1,0104 11 0,7 0,4124
12 540,6 0,4944
NIR45: 0,0775 NIRy gs: 0,0284
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Rys. 3. Aktywnos¢ specyficzna mirozynazy w lisciach transformantéw rzodkiewnika uzyskanych po
transformacji wektorem pTGG1 (A) i wektorem pTGG2 (B). Warto$ci wzgledne w stosunku do obiektu
kontrolnego (rosliny typu dzikiego). Liniami przerywanymi zaznaczono zakres przedzialu ufnosci Dun-
netta.

4. Dyskusja

Wprowadzenie do genomu rzodkiewnika przy udziale A. tumefaciens dodatkowej
kopii jednego z genéw mirozynaz, TGG1 lub TGG2, pod kontrolg konstytutywnego
promotora P-e35S spowodowatlo zmiane aktywnos$ci enzymu in planta. Na podstawie
analizy 23 niezaleznych transformantéw, u ktorych stwierdzono obecnos$¢ transge-
nu NPTII i/lub produktu jego ekspresji wykazano, ze wsréd nich, 10 roslin (43%) cha-
rakteryzowalo sie istotnie wyzszg, a 8 (35%) istotnie nizszg aktywnoscig mirozynazy
w stosunku do roslin typu dzikiego. U trzech transformantow (13%) nie stwierdzono
aktywnosci enzymu. Otrzymano takze 2 rosliny (9%) nier6znigce sie istotnie aktyw-
noscig w poréwnaniu z roslinami WT. Wplyw na zmiany aktywnos$ci enzymu praw-
dopodobnie mogta mie¢ obecna w wektorze sekwencja kodujaca mirozynaze. Geny
TGG1 i TGG2 charakteryzuja sie do$¢ wysokim podobienstwem sekwencji nukleoty-
dowych w obrebie eksonéw (75%), natomiast znacznie nizszym dla intronéw (42%)
(12). W badaniach nad wylaczeniem genéw wykazano, ze aby doszto do kosupresji
gen6ow natywnych dlugos¢ homologicznego fragmentu moze by¢ niewielka (13).

Wyciszenie, skutkujgce obnizeniem aktywno$ci enzymu, a nawet jej brakiem za-
obserwowano w wyniku wprowadzenia dodatkowych kopii genu TGG2. Ueda i in.
(14) wykazali, ze produkt ekspresji tego genu wystepuje w roslinie gtéwnie w kwia-
tach i tuszczynach, za$ jest ledwie wykrywalny w lisciach. Mozna przypuszczac, ze
gen TGG2 jest naturalnie wyciszany, a pojawienie sie jego kopii w genomie mogto
spowodowac supresje genow mirozynaz aktywnych w lisciach. Nie stwierdzono ta-
kiego efektu u roslin uzyskanych po transformacji Agrobacterium z wektorem pT-
GG1. Przeciwnie, u wiekszosci z nich, aktywnos$¢ byta podwyzszona. Barth i Jander
(15) badajac mutanty rzodkiewnika z insercjag T-DNA w genach TGG1 lub TGG2 wyka-
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zali, ze w znacznym stopniu za aktywnos$¢ enzymu w roslinie odpowiada locus TGG1.
U mutantéw tggl obserwowano az 95% redukcje catkowitej aktywnosci mirozynazy,
podczas gdy u mutantéw tgg2 zmiany aktywnosci byly niewielkie, co moze sugero-
wac ré6zng funkcje gendw TGG1 i TGG2 w roSlinie.

Wielu badaczy przypuszcza, ze istnieje metaboliczne powigzanie pomiedzy glu-
kozynolanami indolowymi i hormonem roslinnym kwasem indolilo-3-octowym
(IAA). Potwierdzeniem tych przypuszczen mogg by¢ wyniki badan, w ktérych uzy-
skano rosliny z nadekspresjg niektérych genéw wtaczonych w szlak biosyntezy glu-
kozynolanéw indolowych, co przejawialo sie m.in. utrata dominacji wierzchotko-
wej, charakterystycznej dla deficytu auksyn (16). Glukozynolany indolowe moga by¢
takze hydrolizowane przez mirozynaze do indolilo-3-acetonitrylu (IAN), ktory na-
stepnie przy udziale nitrylazy przeksztatcany jest do IAA. W pracy nie zaobserwowa-
no jednak réznic w tempie wzrostu i rozwoju u roslin z podwyzszong aktywnoscia
mirozynazy. Podobnie Normanly i in. (17) nie odnotowali zmian w fenotypie roslin
rzodkiewnika z nadekspresjg nitrylaz.

Mirozynaza naturalnie znajduje sie w komérkach mirozynazowych, ktére sg roz-
proszone w korzeniu, todydze, lisciach, ogonkach liSciowych i w siewkach (1,18-20).
W badaniach wykazano, ze enzym i substraty rozdzielone sa przestrzennie nie tylko
na poziomie subkomérkowym (1). Taka lokalizacja zabezpiecza rosliny przed two-
rzeniem in planta toksycznych produktéw hydrolizy glukozynolanéw takich jak tio-
cyjaniany, izotiocyjaniany czy nitryle (1). Ektopowa ekspresja gendéw mirozynazy
mogta znie$¢ przestrzenna izolacje sktadnikéw uktadu obronnego roslin. Zagroze-
nie tworzeniem sie szkodliwych produktéw rozktadu prawdopodobnie nie wystepo-
walo u transgenicznych roslin z obnizong aktywnoscig mirozynazy, poniewaz zmia-
na ekspresji kodujgcych je genéw spowodowata obnizenie iloSci enzymu. Natomiast
toksyczne zwigzki mogly sie tworzy¢ w komorkach roslin z podwyzszong aktywno-
$cig enzymu. Nie wiadomo, w jaki sposéb w roslinie zachodzi detoksykacja produk-
tow rozktadu glukozynolanéw. Przypuszcza sie, ze uczestnicza w tym nitrylazy i me-
tylotransferazy katalizujace in vivo odpowiednio nitryle i tiocyjaniany (21,22).

Wprowadzenie do genomu rzodkiewnika dodatkowych kopii genu TGG1 i TGG2
spowodowato zmiany aktywnos$ci mirozynazy in planta. Takie rosliny mogg zostac
wykorzystane w dalszych badaniach wyjasniajacych role glukozynolanéw w odpor-
nosci na czynniki chorobotwércze oraz znaczenia uktadu mirozynaza-glukozynola-
ny we wzroscie i rozwoju.

Badania wykonano w ramach projektu PB 0669/P06/2002/22 finansowanego przez MNiSW.
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