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Summary

Wheat germin, a glycoprotein mainly localized in the cell wall of monocots,
dicots and pine [Pinus caribaeca Morelet), is a specific marker of the onset of
growth in germinating seeds. There are two genes gf-2.8 and gf-3.8 of germin,
isolated from wheat (Triticum aestivum). Because of their structure and biochem-
istry, both of the germin’s isoforms have been now assimilated to the oxa-
late-oxidase enzyme (E.C. 1.2.3.4). Several constructs of the gf-2.8 and gf-3.8
genes promoters deletion were fused with uidA gene and tested for the GUS ac-
tivity in the transgenic tobacco plants. The aim of this work was to evaluate
whether some environmental factors induce the activity of germin. Hormonal
treatment (auxins 2,4-D, NAA, giPberellin GA3), salt treatment, salicylic acid,
heavy metals (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, As) and Al induced high GUS activ-
ity in root apex, cotyledons and hypocotyls in transgenic seedlings and in leaves
of the tobacco plants transformed with the entire and one partially deleted con-
struct of the gf-2.8 gene. Neither cold nor heat shock, enhanced significant GUS
activity. The gf-3.8 - GUS constructs of germin did not give a positive response
to any factors mentioned above. Thus, only the gf-2.8 protein seems to be regu-
lated by some factors. The gf-2.8 oxalate-oxidase activity could be then involved
in general stress-induced signalling in higher plants.
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Ekspresja genéw germin pod wplywem wybranych czynnikéw zewnetrznych w tytoniu transgenicznym

1. Wstep

Germiny sg biatkami powszechnie wystepujgcymi w kietkujgcych zarodkach
pszenicy {Triticum aestivum L.), jeczmienia {Hordeiim vulgare L.), rzodkiewnika (Arabi-
dopsis thaliana L.) oraz sosny (Pinus caribaea Morelet). Odkrycie germin nastgpito
w 1973 r., kiedy po raz pierwszy wyizolowano nowo powstate biatka w kietkujgcych
ziarniakach pszenicy (1). Struktura i funkcja germin jest najlepiej poznana u pszeni-
cy, stad tez pszeniczne germiny stanowig obiekt wielu badan (2-4).

W szczeg6towych badaniach sekwencji aminokwasowej wykazano, ze germiny
sg homopentamerycznymi biatkami o tgcznej masie czgsteczkowej 125 kD, zlokali-
zowanymi w btonie komérkowej i cytoplazmie (5). Ponadto sg to biatka rozpuszczal-
ne w wodzie, odporne na dziatanie proteaz oraz charakteryzuja sie duza stabilnoscig
(G2 = 60 s) w obecnosci detergentu - dodecylo siarczanu sodu (SDS) - w 100°C (5).
Pszenica zawiera dwa odrebne klony genomowe germin, zlokalizowane w chromo-
somach 4A (5 kopii), 4B (3 kopie) i 4D (9 kopii) (4). Stosujac technike trawienia enzy-
mem restrykcyjnym EcoR| wyizolowano klon o diugosci 2,8 tysigca par zasad (gen
gf-2.8) oraz klon o dlugosci 3,8 tysigca par zasad (gen gf-3.8). Sekwencje kodujace
genow gf-2.8 i gf-3.8 nie zawierajg introndw i sa do siebie podobne w 94% (4). Pomi-
mo wysokiego podobieristwa obu sekwencji kodujacych dwie izoformy germiny, sek-
wencje obu promotoréw 5 oraz terminatorow 3' réznig sie od siebie. Poza wyste-
pujacymi w promotorach gf-2.8 i gf-3.8 sekwencjami TATA i CAAT, ktoére inicjujg
poczatek transkrypciji, w gf-2.8 znajduja sie: sekwencje odwréconych powtérzen AT
oraz sze$¢ sekwencji zblizonych do elementéw odpowiedzi na auksyny - tzw.
AuxRE {Auxin-responsive elements) (rys. 1).

Promotor germiny g/-3.8 zawiera mniej elementéw o charakterze regulacyjnym:
wykryto w nim jedynie sekwencje bogatg w puryny oraz jedng sekwencje odwrotne-
go powtérzenia (200 pz) (rys. 2).

Poréwnujac aktywnos¢ germin z aktywnos$cig oksydazy szczawianowej jeczmie-
nia (E.C. 1.2.3.4.) w 1993 r. Lane i in. odkryli, ze oba biatka petnig te sama funkcje:
rozktadajg czasteczki szczawianu wapnia na dwutlenek wegla, nadtlenek wodoru
i jony wapnia w $rodowisku kwasnym (pH 4), przy dostepie tlenu (6). Reakcja ta
przebiega nastepujaco:

Oksydaza szczawianowa
(germina)

Ca2+(-00C-C0O0) + 202 + 4H+ —» 2C0O2 + 2H202 + Ca2+
szczawian wapnia
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EcoRI Xba | Sph | Hind EcoRlI
—m ~—m ~—m
—b» —>» PSRY* AS RY PS RY* SEKW. KODUJACA — pEMBL-2.8
-1694 -1075 -99 +85 +779 +1128

Konstrukty gf-2.8-GUS:

LEH”
GUS —  pBI 101

XH
— pBI 101

. SH’
— pBMOI

Rys. 1. Konstrukty ,EH”, ,XH” i ,SH” promotora germiny gf-2.8 w pBl 101. Catkowity promotor ,EH”
(od -1694 do -1-85) zawiera —» —» powtdrzenia Jednokierunkowe, RY: specyficzna sekwencja puryn
i pirymidyn, RY*; element RY indukowany przez auksyny w genie syntazy nopalinowej, PS: sekwencja ho-
mologiczna do genu PS-IAA 4/5, AS: sekwencja wigzaca regulacyjne biatko ASF-1. GUS: sekwencja ko-
dujaca syntaze glukuronidazowa. Sekwencja kodujgca: sekwencja kodujaca biatko gf-2.8.

W ostatnim dziesiecioleciu, powszechnie stosuje sie w biologii doswiadczalnej
rosliny transgeniczne, takie jak tyton, lucerna, kukurydza, ziemniak. Rosliny te nie
réznig sie morfologig od osobnikéw dzikich, jedynie posiadaja w swym genomie do-
datkowo wprowadzone geny strukturalne lub markerowe. Transformacja polega na
wprowadzeniu kodujacych fragmentéw DNA do genomu rosliny za pomoca techniki
wektorowej (infekcja Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes), lub bezwektorowej
(mikrowstrzeliwanie czasteczek DNA) (7). Uzyskane w ten sposo6b rosliny pozwalaja
na badanie ekspresji danego genu pod kontrolg wybranego promotora, oraz umozli-
wiajg kontrole ekspresji pod wplywem czynnikéw zewnetrznych.

Celem pracy, wykonanej w Laboratorium Rozwoju Roslin na Uniwersytecie Louis
Pasteur w Strasburgu (Francja), bytlo zastosowanie tytoniu transgenicznego do ba-
dan ekspresji dwoch genoéw germin gf-2.8 i gf-3.8 przy zastosowaniu genu markero-
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Ekspresja genéw germin pod wptywem wybranych czynnikéw zewnetrznych w tytoniu transgenicznym

EcoRlI Xba Sal | EcoRI

SEKW. KODUJACA — pEMBL-3.8

-1216 -565 +71 +779 +2545

Konstrukty gf-3.8-GUS:
,ES”

— pBI 101

XS
pBI 101

Rys. 2. Konstrukty ,ES” i ,XS” promotora germiny gf-3.8 w pBl 101. Catkowity promotor ,ES” (od
-1216 do -1-71) zawiera: —» <— powtdrzenia odwrotne, Pu: sekwencja bogata w puryny, GUS: sek-
wencja kodujgca syntaze gltikuronidazowa. Sekwencja kodujgca: sekwencja kodujaca biatko gf-3.8.

wego uidA (GUS), pod wplywem takich czynnikéw zewnetrznych jak: auksyny (2,4-D
i NAA), giberelina (GA3), kwas salicylowy, chtéd (4°C), wysoka temperatura (42°C),
NaCl, Jony metali ciezkich (Mn~+, FeM*, CoM, Nir+, CuM, Zn™, Cd™M, Hg2+, AsM™*)
oraz AP+ (tab. 1).
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Tabela 1
Czynniki zewnetrzne testowane w badaniu ekspresji i aktywnosci germin w tytoniu transgenicznym (11)

Czynnik Dawkowanie Czas inkubacji
NAA 100 yim 2 dni
2,4-D 50 lam 2 dni
GA® 50 |im 2 dni
SA 100 pim 2 dni
Chtod 4C 2 dni
Wysoka temp. 42°C 2 godz.
NaCi 200 nim 2 dni
ZnsS04 1 nim 2 dni
Cd(CH3C00)2 1 niM 2 dni
HgCl2 100 2 dni
CUSO4 1 mM 2 dni
CocClI2 I mm 2 dni
FeCE I mm 2 dni
MnCL 1 mm 2 dni
NiCl2 I mm 2 dni
AI(NO3)3 I mm 2 dni
Na3As04 100 pim 2 dni

2. Materia! i metody

2.1. Materiat roslinny

Nasiona tytoniu dzikiego oraz transgenicznego (Nicotiana tahacum var. Xanthi)
sterylizowano 70% alkoholem etylowym i wysiewano na sterylng pozywke MS (8),
zawierajacg selekcyjny antybiotyk dla roslin transgenicznych. Po dwumiesiecznym
wzroscie w warunkach in vit*-0 (25°C, 16 godz Swiatta 39 pExm'~xs", 8 godz. ciem-
nosci), rosliny przeniesiono do gleby i hodowano w szklarni az do samozapylenia i
zebrania nasion.

2.2. Plazmidy i szczepy bakteryjne

W badaniach uzyto nastepujace plazmidy: pEMBL 18 (-E) - gf-2.8 i pEMBL 18 (-E)
- gf-3.8 skonstruowane przez Lane i in. (4), oraz wektor pBl 101 (ClonTech, USA).

Plazmidy i wektory byty przechowywane w dwéch szczepach bakteryjnych: E. coli
JM 109 oraz A. tumefaciens LBA 4404 wg wskazéwek Sambrooka i in. (9).
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2.3. Klonowanie promotorow gf-2.8 i gf-3-8

Izolacja sekwencji promotora genu ~-2.8 polegata na trawieniu pEMBL-2.8 enzy-
mem restrykcyjnym EcoRl, po czym na oczyszczeniu fragmentu metoda Prep-A-Gene
(BioRad) i trawieniu enzymami odpowiednio Xbal i Sphl w celu uzyskania czescio-
wych delecji oraz wprowadzeniu uzyskanych fragmentéw przed gen markerowy
GUS w plazmidzie pBl 101 wg metod opisanych przez Sambrooka i in. (9). Korico-
wym wynikiem klonowania byly trzy konstrukty g/-2.S (10, rys. 1.):

- konstrukt ,EH”, zawierajacy catkowity promotor gf-2.8 przed genem GUS,

- konstrukt ,XH” - promotor pozbawiony pierwszych 610 pz,

- konstrukt ,SH” - delecja 1793 pz promotora.

Izolacja sekwencji promotora gf-3.8 przebiegata w podobny sposoéb jak izolacja
promotora g/-2.8, jedynie z powodu braku miejsca ciecia w kohcowej czesci promo-
tora wprowadzono sekwencje enzymu Sali za pomocg specyficznego startera w re-
akcji polimerazy tancuchowej (PGR - Polimerase Chain Reaction). Dzieki tej metodzie
uzyskano w drodze dalszych manipulaciji:

- konstrukt ,ES”, zawierajgcy catkowity promotor gf-3.8 przed genem GUS

- oraz konstrukt ,XS”, pozbawiony pierwszych 651 pz promotora (11, rys. 2.)

Wyhodowane rosliny tytoniu transgenicznego zostaly nastepnie nazwane ini-
cjatami konstruktéw, ktére postuzyty do ich transformaciji, tak zatem otrzymano li-
nie tytoniu ,EH”, ,XH”, ,SH” ,ES” i ,XS”.

2.4. Transformacja tytoniu

Transformacja roslin polegata na infekcji szczepem A. tumefaciens, do ktérego
uprzednio wprowadzono konstrukty ,EH”, ,XH”, ,SH” ,ES” i ,XS" metoda potrdjnej
koniugacji (12). Liscie 5-6-dniowych roslin tytoniu poddano sterylizacji w wodzie
chlorowanej z dodatkiem detergentu 0\% Tween 20. Nastepnie liscie ptukano
3 razy w wodzie dejonizowanej i suszono na bibule filtracyjnej. Skalpelem wycieto
w blaszce lisciowej kwadraty o wymiarach 2 cm”™ i umieszczono w 5 ml plynnej
pozywki MS wraz z | ml zawiesiny A. tumefaciens. Zainfekowane blaszki przeniesio-
no do pozywki MS selekcyjnej (MS z dodatkiem | mg x L' benzoamylopuryny,
0,1 mg x 1' NAA, 500 mgxL' karbenicyliny, 300 mg x ¥ kanamycyny), po czym do
pozywki MS regeneracyjnej (MS z dodatkiem 30 g x 1' sacharozy i 8 g x L' fitoaga-
ru). Regeneracja mtodych peddéw transgenicznego tytoniu trwala ok. 3-4 tygodni
w temperaturze 25°C, 16 godz. Swiatta o natezeniu 39 pE x m'2 x sm" 8 godz. ciem-
nosci. Po uptywie 1-2 miesiecy, rosliny przesadzano do gleby i hodowano w szklarni
w celu uzyskania homozygotycznych linii transgenicznych T2, traktowanych nastep-
nie wg opisu przedstawionego w tabeli 1.
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2.5. Badanie ekspresji genu markerowego GUS

Gen uidA koduje aktywne biatko GUS, ktore przeksztalca substrat 5-bromo-4-chlo-
ro-3-indolylo glukuronid (X-gluc) w zabarwiony na niebiesko produkt 3-hydroksy-5-bro-
mo-4-chloro indol. Obecnos$¢ niebieskiego barwnika w tkance transformowanych
roslin Swiadczy zatem o syntezie aktywnego biatka GUS.

Badania histologiczne aktywnosci GUS wykonano wedtug metody opracowanej
przez Jeffersona i in. (13), polegajacej na 16-godzinnej inkubacji materiatu roslinne-
go w temperaturze 37°C po dodaniu substratu (500 pg x ml ' X-gluc, ClonTech)
i obserwacji pod mikroskopem stereoskopowym typu NIKON. Analizie poddawano
okoto 10 niezaleznych linii transgenicznych T2.

3. Wyniki

3.1. Ekspresja i aktywnos$¢ enzymatyczna GUS w tytoniu transgenicznym
HEH”, ,XH" i ,SH"’

Wszystkie zastosowane czynniki, oprocz niskiej i wysokiej temperatury, wpty-
nely na ekspresje GUS w tkankach tytoniu ,EH” i ,XH”. Tak zatem miode siewki wy-
kazywaly indukcje GUS w merystemie korzeniowym, hipokotylu i liscieniach, podda-
nych dziataniu auksyn (NAA i 2,4-D), gibereliny, kwasu salicylowego, NaCl, jonéw
cynku, kadmu, zelaza i niklu (tab. 2, fot. 1, 2). Dojrzate ros$liny transgeniczne ,EH”
i XH” wykazywaty aktywno$¢ GUS w czesSciach merystematycznych pedu gornego
i lisciach u roslin traktowanych auksynami, kwasem giberelowym, kwasem salicylo-
wym, NaCl, oraz jonami cynku, kadmu, rteci, miedzi, kobaltu, zelaza, manganu, ni-
klu, glinu i arsenu. W przypadku stosowania jonow glinu i arsenu aktywno$¢ GUS
wystepowata réwniez w merystemach korzeniowych u dojrzatych roslin (tab. 2, fot.
2,3,4).

Zaden z wymienionych czynnikéw nie wplynat na ekspresje GUS w roslinach dzi-
kiego tytoniu (kontrola).

Obserwacje histologiczne zostaly potwierdzone za pomoca pomiaru fluoryme-
trycznego aktywnosci GUS (13) w badanych liniach tytoniu transgenicznego (11).
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Fot. 1. Aktywno$¢ GUS w tytoniu transgenicznym. A. 3-dniowa siewka ,EFT traktowana 100 tiM
NAA; B. 3-dniowa siewka ,,XH" traktowana 100 |aM NAA; C. 3-miesieczna roslina ,XH"” indukowana 50 |.iIM
2,4-D; D. 3-dniowe siewki ,SH”, ,XH” i ,EFI” traktowane 50 |.iM GA3.



Fot. 2. Badanie aktywnosci GUS metoda kolorymetryczng w roslinach traktowanych 200 niM NacCl.
A. 3-dniowe siewki ,SFI”, EFI” i XF1”; B. 1-miesieczna roslina ,EFI”; C. 1-miesieczna roslina ,XH”.



Fot. 3. Aktywnos$¢ GUS w tytoniu transgenicznym, traktowanym 100 fiM roztworem HgCI2. A. 3-mie-
sigczna roslina ,EFI"; B. 3-miesieczna roslina ,XFi”.



Fot. 4. Badanie aktywnosci GUS w tytoniu transgenicznym ,XFI”, pod wplywem jondw metali ciez-
kich i AP+. A. 1-miesieczna roslina (1 niM MnCI2): B. 3-miesieczna roslina (100 pM Na3As04); C. 3-mie-
sieczna roslina (1 niM AI(NO3)3).



Ekspresja genéw germin pod wptywem wybranych czynnikéw zewnetrznych w tytoniu transgenicznym

Tabela 2
Aktywnos$¢ GUS w tytoniu transgenicznym
Konstrukty
Czynnik
~EH" SXH” ~SH”

NAA a (ap, 1) a, h, ¢ (ap, 1) _
2,4-) a (ap, 1) a, h, ¢ (ap, 1) -
GA3 c (ap, 1) a, h, ¢ (ap, 1) -
SA h (ap) h (ap) —
4eC - - -
42°c - - -
NaCl h, ¢ (ap) a, h, ¢ (ap) -
ZnS04 ¢ (a, ap) c (1) -
Cd(CH3C00)2 a (1) a, h (ap, 1) _
HgCh (ap, 1) (a ap, 1) _
CUSO4 (ap) (ap) -
cocI2 (ap) (ap) -
FeCk c (ap) (ap) -
MnCh (ap) @ -
NiCh h (ap) h (ap) -
A1(NO3)3 (ap) (a, ap) -
Na3As04 (ap) (a ap, 1) -

Objasnienia: dla siewek 3-7-dniowych — a: merystem korzeniowy, c: licienie, h: hipokotyl. Dla 1-miesiecznych roslin (w
nawiasach) — ap: cze$¢ merystematyczna wierzchotka pedu, |: blaszki lisciowe.

3.2, Ekspresja i aktywnos¢ enzymatyczna GUS w tytoniu transgenicznym ,,ES”
i ,,XS”

W obserwacjach histologicznych mtodych siewek i dojrzatych roslin transgenicz-
nych ,ES” i ,XS” nie wykazano ekspresji GUS w zadnej tkance testowanych roslin,
mimo zwiekszonej ilosci substratu (550 pg x mk” X-gluc) oraz przedtuzonej inkuba-
cji do 24 godzin.

4. Dyskusja

Zastosowanie transgenicznego tytoniu do badan ekspresji genéw germin gf-2.8
i gf-3.8 miato na celu utworzenie systemu badan, w ktérym ekspresja kazdej z izo-
form bylaby poddana odrebnej regulacji. Pszenica posiada w genomie 17 loci ko-
dujacych germiny, tak zatem nie jest mozliwe rozréznienie, ktéry gen: gf-2.8 lub
gf-3.8 podlega regulacji pod wptywem badanego czynnika.
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4.1. Regulacja ekspresji genu gf-2.8

Stosowane fitohormony - auksyny i giberelina wptynely na ekspresje genu mar-
kerowego GUS, bedacego pod kontrolg promotoréw ,EH” i ,XH” genu gf-2.8. Znaj-
dujace sie w promotorze gf-2.8 sekwencje regulacyjne RY, RY* PS i AS typu AuxRE,
zawarte miedzy miejscami restrykcyjnymi EcoRI i Sphl warunkujg indukcje ekspresji
GUS pod wptywem auksyn i gibereliny (rys. 1, tab. 2, fot. 1). Konstrukt ,SH”, zawie-
rajacy tylko jeden element AuxRE, jak sie okazato, nie byt wystarczajgcy do indukcji
ekspresji genu GUS (rys. 1, tab. 2). Obecnie znanych jest wiele gendw, ktérych eks-
presja jest kontrolowana przez auksyny, np. gen PS-IAA4/5 u grochu (14) i gen GH3
u soi (15) oraz gibereliny: gen GEI2/4 (16). Niektérzy autorzy cytujg mozliwos¢ in-
dukcji elementéw AuxRE zaréwno przez auksyny jak i gibereliny, np. w genie GH3,
as-1, syntazy nopalinowej i transferazy glutationowej (16,17).

W badanych tkankach tytoniu, indukcja syntezy germiny gf-2.8 przez auksyny
i gibereline moze by¢ zwigzana z udzialem tego biatka w mechanizmach sygnalizaciji
komorkowej dzieki uwalnianym jonom Ca”+ i czgsteczkom H202. Jony wapnia
i czasteczki nadtlenku wodoru petnig funkcje przekaznikéw drugiego i trzeciego
rzedu w komdrkach rodlinnych i zwierzecych (18). Waph reguluje ciSnienie osmo-
tyczne w cytoplazmie i jest waznym sktadnikiem $ciany komérkowej (19). Na pod-
stawie badan Mehdy i in. (20) oraz Gelli i in. (21), przedstawiono hipotetyczny mo-
del udzialu germiny w metabolizmie komoérki roslinnej (rys. 3). Uwolnione przez
germine w cytoplazmie jony Ca™ mogga petnic¢ role aktywatoréw fosfokinazy C, kt6-
ra poprzez fosforylacje H+-ATPaz membranowych przyczynia sie do zakwaszenia
matrix Sciany komadrkowej. Wzrost stezenia jonéw wodorowych w Scianie komérko-
wej jest jednym z mechanizméw stymulowanych przez auksyny w czasie tzw. ,kwas-
nej teorii wzrostu” (22,23).

Kwas salicylowy, ktéry bierze udziat w reakcjach obronnych roslin przed patoge-
nami, réwniez wptywa na ekspresje genu GUS u roslin ,EH” i ,XH”. Kwas ten przy-
czynia sie do przekazania informacji o infekcji grzybowej (poprzez aktywowany eli-
cytorem receptor membranowy) via przekazniki drugiego i trzeciego rzedu (Ca+,
fosforany inozytolu), ktore z kolei aktywujg zlokalizowang w btonie komdrkowej
NAD(P)H oksydaze i H+ - ATPaze (20). W wyniku tych reakcji wzrasta w $cianie ko-
morkowej stezenie nadtlenku wodoru, co zapewnia odbudowe $ciany zniszczonej
enzymami proteolitycznymi grzyba (rys. 3). Biatka, ktérych synteza jest indukowana
przez kwas salicylowy naleza do tzw. biatek z rodziny PR (Pathogenesis Related Prote-
ins), a niektére z nich, jak np. gen GH2/4 u soi, podlegajg zarbwno regulacji przez
kwas salicylowy oraz auksyny (16).

Woptyw NaCl na ekspresje GUS w roslinach ,EH” i ,XH” wykazuje podobienstwo
do indukcji genéw Gsl i Gs2 w jeczmieniu. Biatka te, z rodziny germin, biorg udziat
w utrzymaniu statego poziomu potencjatu wodnego w komorkach jeczmienia (24).
Wysokie stezenie jondw Na+ i Cf powoduje m.in. zakldécenia w transporcie jonéw
przez btone komdrkowa oraz niszczy strukture Sciany komoérkowej. Tak zatem ger-
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Sciana Ca”Vszczawian Ca""
komérkowa

Rys. 3. Rola germin w reakcjach sygnalizacji komérkowej z udziatem jonéw wapnia (wg Mehdy i in.
(20), Gelli i in. (21), zmodyfikowane). G: biatko G, PLC: fosfolipaza C, PIP2; 4,5-dwufosforan fosfatydylino-
zytolu, IP3: 1,4,5-tr6jfosforan inozytolu, DAG: diacylglicerol, PKC: fosfokinaza C, SA: kwas salicylowy,
b.k.: btona komoérkowa.

mina gf-2.8 moze penic¢ role ochronng poprzez zwiekszong produkcje czgsteczek

H202 i odbudowe taricuchéw fenylopropanoidowych w $Scianie komérkowej.
Zaréwno niska (4°C) jak i wysoka (42°C) temperatura przyczyniajg sie do powsta-

nia w komérkach ros$linnych reaktywnych form tlenu H202, 0'2' i OH' (25,26).
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W przypadku germiny gf-2.8, stres termiczny nie wplynat na ekspresje badanych
konstriiktéw, tak zatem biatko to nie bierze udziatu w wytwarzaniu aktywnych form
tlenu oraz Jonéw wapnia sygnalizujacych szkodliwe dziatanie wysokiej i niskiej tem-
peratury w roslinie.

Regulacja ekspresji genéw pod wplywem jonéw metali ciezkich zostata zaobser-
wowana u wielu gatunkéw roslin, jony zelaza, kadmu i rteci powodujg indukcje
transkrypcji genow kodujacych fitochelatyny u Phaseolus vulgaris i Arabidopsis thalia-
na (27). Metale ciezkie wplywaja roéwniez na ekspresje ferrytyny, 1-3 p-glukanazy,
chitynazy i metalotioneiny u soi (28,29). W 1995 r. Kampfenkel i in. oraz Lobreaux
i in. zasugerowali hipoteze, ze stres wywotany przez wysokie stezenia metali cie-
zkich powoduje wzrost stezenia reaktywnych form tlenu, petnigcych role aktywato-
réw reakcji obronnych u roslin (30,31).

Ekspresja GUS w badanym tytoniu ,EH” i ,XH” byta wynikiem indukcji jonéw me-
tali ciezkich (Mn"+, Fe™+, Co"+, Ni*+, Cu™, Zn™+, CdM, Hg2+, AsM*) oraz glinu
(AP+). Aktywno$¢ GUS zlokalizowana byfa gtéwnie w tkankach merystematycznych
i w lisciach dojrzatych roslin, jony kadmu, rteci i arsenu, ktére sg szczegélnie szko-
dliwe dla roslin mogg stymulowac ekspresje germin w celu odbudowy uszkodzo-
nych Scian komoérkowych oraz w celu przekazywania informacji dotyczacej stresu
do sasiednich komoérek (32,33). Ponadto jony metali ciezkich takich jak miedz i zela-
z0 moga petni¢ role kofaktorow germiny, jak to ma miejsce u wielu oksydaz komor-
kowych. W 1992 r. Esaka i in. wykazali np. synergiczne dziatanie Cu™ i 2,4-D na ak-
tywnos¢ oksydazy askorbinowej u Cucurbita ssp. (34).

4.2. Regulacja ekspresji genu gf-3-8

Promotor germiny gf-3.8 nie indukowat ekspresji genu GUS w roslinach tytoniu
LES” i ,XS”, pod wplywem stosowanych czynnikdw zewnetrznych. W 1991 r. Lane
i in. wykazali, ze sposréd dwoéch genéw germin, transkrypcja genu gf-3.8 jest dzie-
sieciokrotnie mniejsza w poréwnaniu z transkrypcja genu gf-2.8 (4). W dalszych ba-
daniach ekspresji germin gf-3.8 w tytoniu transgenicznym, opartych m.in. na immu-
nologicznej i radioaktywnej analizie ekspresji réznych konstruktow gf-3.8, wykaza-
no, ze synteza biatka gf-3.8 nastepuje jedynie w roslinach transgenicznych zawie-
rajacych sekwencje kodujaca gf-3.8 pod kontrolg silnego promotora wirusa mozaiki
kalafiora - CaMV 35S (11). W tych roslinach, biatko gf-3.8 wystepowato w postaci
nieaktywnych monomerdéw o masie czgsteczkowej 25 kD. Nie jest wykluczone, ze
synteza aktywnej germiny gf-3.8 zachodzi w komérkach pszenicy, i jest prawdopo-
dobnie zalezna od specyficznych czynnikéw, nie wystepujagcych w komorkach tyto-
niu.
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5. Podsumowanie

Regulacja ekspresji genéw kodujgcych germiny gf-2.8 i gf-3.8 zalezy od rodzaju
izoformy (gf-2.8 lub gf-3.8), od badanego konstruktu genu germin oraz od rodzaju
stosowanego czynnika.

jedynie gen izoformy g/-2.8 podlegat indukcji w tytoniu transgenicznym. Badane
regulatory wzrostu (2,4-D, NAA, GA3) oraz kwas salicylowy, NaCl, jony metali cie-
zkich (Mn2+, Fe2+, Co™*, Ni*+, Cu2+, Zn™+, Cd™+, HgM+, As™+) | AP+ wplywajg na
indukcje ekspresji genu markerowego GUS w tytoniu ,EH” i ,XH”. Tak zatem sek-
wencje regulacyjne typu AuxRE usytuowane w pierwszych 1793 pz promotora gf-2.8
aktywujq transkrypcje genu w rostinach transgenicznych. Najkrotszy fragment pro-
motora germiny gf-2.8 ,SH” nie zawiera wystarczajacej liczby sekwencji regulacyj-
nych, indukowanych przez testowane czynniki zewnetrzne. Gen germiny gf2.8 nie
jest réwniez indukowany przez stres termiczny, tj. chtéd (4°C) i wysoka temperature
(42°C).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze transgeniczny tyton
jest odpowiednim modelem roslinnym do badan ekspresji wytacznie izoformy gf-2.8.
Germina gf-3.8 wymaga prawdopodobnie obecnosci innych czynnikéw transkrypcyj-
nych warunkujgcych prawidtowa ekspresje genetyczna.

Podsumowujac, germina jest jednym z powszechnie wystepujgcych biatek stre-
sowych w roslinach, bierze ona udziat w reakcjach sygnalizacji stresu w komorkach
roslinnych za posrednictwem jonéw wapnia i czgsteczek nadtlenku wodoru. W dal-
szych badaniach przeprowadzonych nad ekspresjg genu germin w innych gatun-
kach, np. u sosny (35), mozna by wyjasni¢ mechanizmy obronne drzew iglastych na
niekorzystne warunki $rodowiska.

Objasnienia skrétow:

AuxRE: element warunkujgcy odpowiedz na auksyny, 2,4-D: kwas dichlorofenoksyoctowy, GA3: kwas
giberelowy, GUS: syntaza glukuronidazowa, kD: (kilo Dalton) jednostka masy czasteczkowej biatek,
NAA: kwas a-naftylooctowy, pz: pary zasad, SA: kwas salicylowy, MS: pozywka Murashige i Skooga.
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