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A. WSTEP

Azot, ktory jest jednym z podstawowych pierwiastkéw tworzacych organizmy zywe,
wystgpuje gltdwnie w atmosferze, w niereaktywnej formie czasteczkowej No.
Dostgpnos¢ przyswajalnych form tego pierwiastka w biosferze jest niezbgdnym
warunkiem zapewniajacym prawidlowe funkcjonowanie organizméw. Biologiczna
redukcja azotu atmosferycznego przeprowadzana jest wylacznie przez niektore
organizmy prokariotyczne. Wsrdd nich szczegdlna nisz¢ ekologiczna zajmuja Gram-
ujemne bakterie glebowe z rodzajow Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium 1 Mesorhizobium, potocznie zwane rizobiami. Maja one zdolnos¢ do
oddziatywan symbiotycznych z ro$§linami nalezacymi do rodziny motylkowatych
(Leguminosae). Rozw6j symbiozy roslin motylkowatych z rizobiami jest zlozonym i
wieloetapowym procesem, prowadzacym do utworzenia nowych organdéw roslinnych —
brodawek korzeniowych, skolonizowanych przez mikrosymbionta. Dojrzate brodawki
sa miejscem wigzania azotu atmosferycznego, a takze wymiany metabolitow pomig¢dzy
partnerami symbiozy. Dzigki partnerowi roslinnemu, dostarczajacemu energi¢
niezbedna do wigzania azotu, a takze zapewniajacemu ochrong dla wrazliwego na tlen
kompleksu bakteryjnej nitrogenazy, symbiotyczne wigzanie azotu stanowi jedno z

najbardziej efektywnych zrédet zwiazanej formy tego pierwiastka w biosferze.

Znaczenie ekologiczne i1 gospodarcze tego procesu powoduje, ze od kilku juz
dziesigcioleci trwaja prace nad poznaniem mechanizmu oddzialywan symbiotycznych.
Jednoczes$nie poszukuje si¢ odpowiedzi na pytanie, dlaczego symbioza z rizobiami jest
tak unikalna - jak dotad opisano tylko jeden przyktad ro$liny (Parasponia) spoza
rodziny Leguminosae zdolnej do tego typu interakcji. Proces rozwoju symbiotycznych
brodawek korzeniowych stal si¢ takze doskonatym modelem do badania organogenezy

oraz mechanizméw odréznicowywania komarek u roslin.
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A. 1. Wczesne etapy oddzialywan symbiotycznych

A. 1.1. Rozpoznanie partnerow symbiozy

Zawiazanie symbiozy jest mozliwe w warunkach niedoboru przyswajalnych form azotu
w glebie, przy zachowanej zdolnosci fotosyntetycznej rosliny i rozpoczyna si¢ od
preinfekcji - wzajemnego rozpoznania przysztych partneréw. Etap ten polega na
wymianie chemicznych sygnaléow pomigdzy rosling 1 bakteria — zwiazki obecne w
eksudatach korzeni roslin, gtéwnie flawonoidy 1 izoflawonoidy, wywotuja dodatnia
chemotaksj¢ bakterii oraz wiaza si¢ do konstytutywnie produkowanego przez bakterie
biatka NodD. W obecnosci tych induktoréw biatko NodD, nalezace do rodziny
aktywatoréw transkrypcji LysR, aktywuje ekspresj¢ bakteryjnych genéw nod [Mulligan
1 Long 1985, Rolfe 1988], czego nastgpstwem jest synteza tzw. czynnika Nod (Rys. 1).

R3 - -\ R4
~
\ o OH o
O ® O
—o o o OH
O O
- N Y / N
R1I™ \ o RS
R2 (
. Jn=1-3

R1 - reszta kwasu ttuszczowego (C16, C18, C20)

R2 — woddr, metyl

R3 — woddr, acetyl, karbamyl

R4 - woddr, octan, siarczan, fukoza, metylofukoza, sulfo-metylofukoza, acetyl-metylofukoza,
arabinoza

R5 - woddr, arabinoza

Rysunek 1. Schemat ogolny struktury czynnikéw Nod (wg: Jakubowska i Kowalczyk [1998], zmienione)

Rdzen tego zwiazku stanowi 3-5 reszt N-acetylo-D-glukozoaminowych, potaczonych
wigzaniami B-1,4 glikozydowymi. Powstaje on w wyniku ekspresji tzw. wspdlnych
genow brodawkowania (nodABC). W pozycji C-2 reszty glukozoaminowej usytuowanej

na nieredukujacym koncu czasteczki dotaczony jest tancuch aminoacylowy o réznej
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dtugosci (C16, C18, C20) i zréznicowanym stopniu nasycenia wigzan wegiel - wegiel.
Ten podstawowy szkielet jest dodatkowo modyfikowany w charakterystycznych dla
danego czynnika Nod pozycjach poprzez acetylacje, metylacje, sulfonowanie,
dotaczanie reszt cukrowych, np. fukozy czy arabinozy oraz innych podstawnikéw. Za
dotaczanie konkretnych grup chemicznych odpowiedzialne sa tzw. geny specyficzno$ci
gospodarza (geny hsn), wystgpujace w roznych zestawach, w zaleznosci od szczepu
bakterii [Lerouge 1 wsp. 1990; Roche 1 wsp. 1991a; Mergaert 1 wsp. 1993; Debelle i
wsp. 1996].

Jak wykazano, to wtasnie percepcja czynnika Nod, bedacego silnym morfogenem,
indukuje wczesne odpowiedzi rosliny, poprzedzajace infekcje rizobiami. Podanie
oczyszczonego czynnika Nod, nawet przy braku obecnosci bakterii w podtozu, jest
wystarczajacym bodzcem do wywolania deformacji wlosnikéw, ekspresji roslinnych
genéw brodawkowania (nodulin) i zainicjowania tworzenia brodawki korzeniowej (por.
dalej) [Lerouge 1 wsp. 1990; Roche 1 wsp. 1991b; Denarie 1 wsp. 1996; Esseling 1 wsp.
2003]. Obecno$¢ bakterii wymagana jest do prawidtowego przebiegu dalszych etapéw
brodawkowania (wzrost nici infekcyjnych i zakazanie komoérek brodawki). Z kolei
mutanty delecyjne nodABC™ szczepu Rhizobium sp. NGR234, nie wytwarzajace
czynnika Nod, nie sa zdolne ani do wywotania wczesnych odpowiedzi, ani do
zainfekowania gospodarza. Infekcyjno$¢ bakterii przywracata inokulacja korzeni
mutantami nodABC™, potaczona z jednoczesnym podaniem czynnikéw Nod

charakterystycznych dla tego szczepu [Relic i wsp.1993].

Okreslony szczep bakterii ma najczgsciej zdolnos¢ infekowania roslin nalezacych do
kilku rodzajéw, jednak w pewnych przypadkach zakres gospodarza bywa bardzo waski
lub niezwykle szeroki, np. Rhizobium leguminosarum bv. trifolii zakaza wytacznie
gatunki z rodzaju Trifolium, a szczep Rhizobium sp. NGR234 moze zakazac
kilkadziesiat rodzajow ro$lin [Guerts 1 Franssen 1996, Pueppke i Broughton 1999]. O
specyficznosci gatunkowej tych interakcji decyduje w szczegdlnosci struktura czynnika
Nod, zdeterminowana przez rodzaj i polozenie podstawnikéw w czasteczce. Z reguly
dany szczep bakterii ma zdolnos¢ wytwarzania calego spektrum czynnikow Nod o
zblizonej strukturze, jednak mozna wyr6zni¢ ws$rdd nich charakterystyczne
modyfikacje, kluczowe dla prawidtowego rozpoznania mikrosymbionta przez rosling.

Przyktadowo, obecno$¢ grupy sulfonowej na koncu redukujacym czynnika Nod u
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Sinorhizobium meliloti jest niezbedna do skutecznego zakazenia lucerny (Medicago
sativa) [Roche 1 wsp. 1991a]. Zmiana struktury czynnika Nod, spowodowana np.
mutacja w jednym z gendéw nod, odpowiadajacych za dotaczenie konkretnej grupy
chemicznej do szkieletu lipooligosacharydowego, moze spowodowaé przesunigcie
zakresu gospodarza. Zastapienie genu nodE u szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
homologicznym genem z R. leguminosarum bv. viciae, przesuwato zakres gospodarza z
rodzaju Trifolium na Vicia 1 Lathyrus [Vanrhijn 1995; Spaink 1989]. Z kolei
wprowadzenie do genomu R. leguminosarum bv. viaciae genu nodZ, kodujacego
fukozylotransferaze i odpowiedzialnego za dolaczenie reszty fukozy do czasteczki
czynnika Nod, umozliwiato bakteriom zakazanie korzeni Macroptilium, Vigna i Glycine
[Lopez-Lara 1 wsp. 1996]. Rowniez dlugos¢ rdzenia oligosacharydowego ma wplyw na

efektywnos¢ rozpoznawania czynnika Nod przez rosling.

A. 1.2. Infekcja i inwazja bakterii

Zdolnos¢ do reakcji na obecno$¢ bakterii symbiotycznych w srodowisku (réwnoznaczna
z wrazliwo$cia na obecno$¢ czynnika Nod) posiadaja jedynie mtode wiosniki, o prawie
zakonczonym wzroscie [Heidstra i wsp. 1994; Sieberer i Emons 2000]. Juz po
kilkunastu minutach od podania swoistego czynnika Nod mozna zaobserwowac
pierwsze zmiany w morfologii tych wloSnikbw w postaci zgrubienia ich
wierzchotkowej czgsci, a nastgpnie (po jednej do czterech godzin) deformacji i zwijania
si¢ w ksztalt pastoratu. Doswiadczenia Esselinga i wsp. [2003] przeprowadzone na
Medicago truncatula pokazuja, ze zwijanie wlosnikow jest reakcja fizjologiczna na
lokalne podanie czynnika Nod. Jest to reakcja specyficzna — nie wywotuje jej podanie
czynnika Nod pozbawionego charakterystycznej grupy sulfonowej ani tetrameru N-
acetyloglukozoaminy (szkieletu czasteczki czynnika Nod), a takze rozpuszczalnika -
wody. Proponuje si¢, ze deformacja wio$nikéw polega na zmianie kierunku ich wzrostu
wierzchotkowego, a prowadzi do tego nastgpujaca sekwencja wydarzen [Esseling 1 wsp.
2003; Gage 2004]:
1. Czynnik Nod powoduje wzrost stezenia wewnatrzkomérkowego jonéw Ca?*. Jest to
efekt lokalny, poniewaz czynnik Nod jest immobilizowany na powierzchni Sciany

komoérkowej [Goedhardt i wsp. 2000].
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2. Zmieniony gradient jondw wapnia w komoérce wplywa na reorientacj¢ kierunku
transportu 1 egzocytozy pecherzykow blonowych przez filamenty aktynowe, do
miejsca podwyzszonego stezenia jondw Ca™.

3. Ciagle punktowe wytwarzanie czynnika Nod przez przytwierdzone do powierzchni
wtosnika bakterie wywotuje dalsza reorientacje, a przez to efekt zwijania.

W zgodzie z tym zalozeniem pozostaja obserwowane rearanzacje mikrofilamentow

aktynowych 1 mikrotubul, rozpoczynajace si¢ po 3-10 min od podania czynnika Nod

[Cardenas 1 wsp. 1998; de Ruijter i wsp. 1999; Weerasinghe i wsp. 2003; Gage 2004].

Udzial elementéw cytoszkieletu i gradientu jondw wapnia w utrzymaniu prawidtowego

wzrostu wierzchotkowego wtosnikéw réwniez potwierdza opisany model deformacji

wlosnikow [Bibikova i wsp 1997, 1999].

Zwijanie wilo$nikow prowadzi do utworzenia kieszeni, w ktorej zostaja zamknigte
bakterie. Wnikaja one nastgpnie do wnetrza korzenia dzigki lokalnej lizie $ciany
komoérkowej 1 inwaginacji roslinnej btony komérkowej. W czasie tego procesu roslinne
struktury blonowe otaczaja komorki bakterii i zamykaja wewnatrz, tworzac tak zwane
nici infekcyjne. Rizobia pozostana oddzielone od komdrki gospodarza strukturami
btonowymi pochodzenia ro$linnego przez caly okres trwania symbiozy, az do

degradacji brodawki.

W wyniku wzrostu wierzchotkowego i rozgal¢ziania nici infekcyjne przerastaja
epidermeg, a nastgpnie kor¢ korzenia, transportujac rozmnazajace si¢ wewnatrz nich
bakterie w strong¢ zawiazka brodawki (primordium). Powstaje on na skutek
odroznicowania komorek kory pierwotnej korzenia, polozonych naprzeciwko pol
protoksylemu i aktywacji genéw wczesnych nodulin - biatek zaangazowanych w rozwdj
brodawki i proces infekcji bakteryjnej. Czynnikiem wyzwalajacym aktywnos$¢
podziatlowa komorek kory jest czynnik Nod, a rozwdj primordium rozpoczyna si¢ juz w
kilka godzin po percepcji tego sygnatu. Gdy wydluzajaca sig¢ ni¢ infekcyjna dociera do
zawiazka, rizobia pobierane sa przez komorki na zasadzie endocytozy i otaczone tzw.
btona peribakteroidalng. W ten sposéb tworza si¢ symbiosomy — pseudoorganelle, w
ktorych rizobia réznicuja si¢ w bakteroidy — formg¢ zdolna do redukcji azotu

atmosferycznego.
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A.1.3. Rola jonéw wapnia we wczesnej odpowiedzi na czynnik Nod

Najwczesniejsza zaobserwowana reakcja miodych witosnikéw korzenia na podanie
czynnika Nod (juz po kilku sekundach) jest naptyw do komérek jonéw Ca** z
przestrzeni otaczajacej wtosniki (ang. calcium flux). Ten poczatkowy naptyw jonéw
Ca®* ma charakter dwufazowy (prowadzone na biezaco pomiary zmian st¢zenia tych
jonéw we wiosnikach po podaniu czynnika Nod pozwolily zaobserwowacé dwa
nastgpujace po sobie piki) [Shaw i Long 2003]. Wzrost st¢zenia niezwiazanego wapnia
w cytoplazmie prawdopodobnie powoduje aktywacj¢ kanatéw anionowych, prowadzac
do kolejnych zmian: wyptywu jonéw Cl i przejSciowej depolaryzacji btony
komorkowej (po 30-60 s) [Ehrhardt 1 wsp. 1992; Kurkdijan 1995; Felle 1 wsp. 1998].
Depolaryzacja jest nastepnie zatrzymywana na skutek wyplywu jonéw K*, a aktywno$é
pompy protonowej przywraca potencjal spoczynkowy blony komoérkowej po 25 — 30
minutach, nawet przy ciaglej obecnosci czynnika Nod [Felle i wsp. 1998, Cardenas i
wsp. 2000]. W reakcji na czynnik Nod nastgpuje takze natychmiastowy (po 15 s) wzrost
pH wewnatrzkomérkowego o 0,2 — 0,3 pH [Felle i wsp. 1996].

Podwyzszony poziom jonéw wapnia w komoérce utrzymuje si¢ przez co najmniej 6
minut. Nastgpnie (po 10 - 25 minutach od podania czynnika Nod) obserwowane sa
oscylacje stgzenia jondw Ca®* (ang. calcium spiking). Sa one wynikiem zmiany
rozktadu wewnatrzkomérkowych zapaséw wapnia i utrzymuja si¢ przez kilkadziesiat
minut [Ehrhardt i wsp. 1996; Shaw i Long 2003]. Zastosowanie technik obrazowania z
uzyciem dwoch barwnikéw fluorescencyjnych pozwolito wykaza¢ na przyktadzie M.
truncatula, ze reakcja ta jest niezalezna od poczatkowego naptywu jonéw Ca** [Shaw i
Long 2003]. Oscylacje wywotywane sa przy bardzo niskich (nawet 1 — 10 pM)
stezeniach czynnika Nod, podczas gdy naptyw jonéw Ca®* wymaga stezenia 10 nM.
Rowniez miejsce inicjacji 1 sposOb rozchodzenia tych sygnatow w komorce sa
odmienne — oscylacje sa inicjowane w poblizu jadra i propagowane w kierunku
szczytowej czesci wlosnika, natomiast naptyw jonéw Ca’* obserwowany byt
poczatkowo w peryferyjnych regionach komorki i rozprzestrzeniat si¢ w kierunku jadra.
Ponadto komorki, w ktorych poprzez podanie czynnika Nod w stgzeniu 1 nM,
wywotano oscylacje (ale nie poczatkowy naptyw) jondéw Ca™, w dalszym ciagu
zachowuja zdolno$¢ do reakcji w postaci gwattownego naptywu jonéw wapnia po

zwigkszeniu stezenia do 10 nM. Z kolei podanie czynnika Nod pozbawionego grupy
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sulfonowej na koncu redukujacym powodowalo wystapienie oscylacji, ale nie

poczatkowego naptywu jonéw wapnia [Shaw 1 Long 2003].

Jony wapnia powszechnie funkcjonuja jako wtorne przekazniki w wielu szlakach
sygnalizacji u eukariontéw, a takze prokariontéw [Sanders i wsp. 1999; Dominiguez
2004; Ward 2004; Bothwell 1 Ng 2005]. Poniewaz zmiany st¢zenia jonow Ca™* w
komérkach  poddanych dziataniu czynnika Nod stanowia najwcze$niejsza
zaobserwowana reakcje fizjologiczna, mozliwe, ze sa one komponentem szlaku
transdukcji indukowanego przez sygnat bakteryjny [Felle i wsp. 1999]. Za taka rola
jonéw wapnia w symbiozie przemawia tez istnienie mutantéw niezdolnych do
brodawkowania, u ktérych nie wykrywa si¢ oscylacji poziomu Ca™ w odpowiedzi na
czynnik Nod [Wais 1 wsp.2000; Shaw i Long 2003]. Badania Pingret’a i wsp. [1998]
sugeruja zas, ze powyzej tego przekaznika dziata uktad transdukcji sygnalu zwiazany z

biatkami typu G i fosfolipaza.
A.1.4. Geny szlaku transdukcji sygnatu inicjowanego przez czynnik Nod

Obserwacje, ze czynnik Nod w sposéb specyficzny i w bardzo niskich stezeniach (10”
- 10" M) indukuje wszystkie reakcje typowe dla wczesnych stadiow symbiozy,
wskazywaly na istnienie ro$linnego receptora o wysokim powinowactwie. Poszukiwano
go miedzy innymi ws$réd lektyn — biatek wiazacych oligosacharydy bakteryjne.
Doniesienia wskazujace na lektyng o wlasciwosciach apyrazy jako obiecujacego
kandydata, na kilka lat skupity uwage¢ grup badawczych na tej klasie biatek [Etzler 1
wsp. 1999]. Opisane biatko Db-LNP z Dolichos biflorus, zlokalizowane na powierzchni
wlosnikow korzeniowych i1 majace zdolnos¢ wiazania czynnikéw Nod ze szczepow
efektywnie zakazajacych ta rosling, reprezentuje specyficzna dla roslin motylkowatych
klas¢ apyraz [Roberts 1 wsp. 1999]. Deficyt zwiazanych form azotu w podlozu
powoduje wzrost poziomu biatka Db-LNP w korzeniach, a zwiazanie czynnika Nod
indukuje jego aktywnos¢ ATP-azowa [Etzler 1 wsp. 1999; Kalsi i Etzler 2000]. U soi
zidentyfikowano ortolog genu Db-LNP, nazwany GS52 [Day i wsp. 2000]. Poziom
transkryptow GS52 wzrasta przejsciowo w ciagu kilku godzin od inokulacji
symbiotycznym szczepem. Wykazano takze, Zze przeciwciata skierowane przeciwko
biatkom Db-LNP i GS52 hamowaty zdolnos¢ roslin do brodawkowania w odpowiedzi

na obecno$¢ symbiotycznych szczepéw bakterii [Etzler i wsp. 1999, Day i wsp. 2000].
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Jednak, cho¢ powyzsze wyniki wskazuja na udzial lektyn o wtasciwo$ciach apyraz we
wczesnych oddziatywaniach symbiotycznych, pdzniejsze badania prowadzone na
M. truncatula wykluczyty mozliwos$¢, by peinity one rolg receptoréw czynnika Nod

[Cohn i wsp. 2001; Navarro-Gochicoa i wsp. 2003].

Ostateczng identyfikacje (jak si¢ obecnie wydaje) receptorow czynnika Nod umozliwity
badania mutantéw roslin motylkowatych. Mutanty Lotus japonicus nfrl 1 nfr5 sa
niezdolne do odpowiedzi na obecno$¢ bakterii symbiotycznych lub oczyszczonego
czynnika Nod [Radutoiu i wsp. 2003; Madsen i wsp. 2003], przy niezmienionej
wrazliwo$ci na niepodstawione oligosacharydy chitynowe. Jedyna znana reakcja
fizjologiczna zaobserwowang u mutanta nfrl jest, w zaleznosci od allelu, powolna 1
ostabiona alkalizacja lub zakwaszenie przestrzeni pozakomodrkowej wlosnikow,
przypominajace odpowiedzi na niespecyficzne oligosacharydy. Mutant nfr5 nie
wykazuje zadnych odpowiedzi fizjologicznych na czynnik Nod. Komplementacja
zmutowanych gendw NFR1 1 NFR5 przywraca peilng zdolno$¢ do symbiozy z rizobiami

w roslinach transgenicznych [Radutoiu 1 wsp. 2003; Madsen 1 wsp. 2003].

Wiele mutantéw symbiotycznych (np. symRK, por. nizej) jest rowniez niezdolnych do
nawigzania symbiozy z grzybami mikoryzowymi, a szereg gendw zaliczanych do
wczesnych nodulin ulega specyficznej indukcji takze w czasie mikoryzy arbuskularnej
[Duc i wsp. 1989; van Rhijn i wsp. 1997; Catoira i wsp. 2000]. Wskazuje to na istnienie
wspolnego etapu transdukcji sygnatu w obu rodzajach symbiozy (Rys. 2). W $Swietle
tych odkry¢ niezwykle istotne jest spostrzezenie, ze mutanty nfrl i nfr5 zachowuja
petna zdolno$¢ do mikoryzy arbuskularnej. Geny NFRI 1 NFR5 odgrywaja zatem
zasadnicza rol¢ w inicjowaniu najwczesniejszych wykrywalnych reakcji komérkowych
na czynnik Nod, poprzedzajacych etap wspolnych odpowiedzi symbiotycznych (ang.
common symbiotic pathway). Potwierdzaja to analizy podwdjnych mutantéw nfrl —

symRK [Radutoiu 1 wsp. 2003].

Biatka kodowane przez geny NFRI i NFR5 to kinazy typu receptora (RLK, ang.
receptor-like kinase), ktére w swojej domenie zewnatrzkomoérkowej posiadaja
odpowiednio dwa lub trzy motywy LysM (Rys. 3). Motywy te wystgpuja powszechnie
u bakterii (migdzy innymi w enzymach degradujacych $ciany komoérkowe — lizynie i

muramidazie) oraz w niektérych biatkach eukariotycznych, w tym chitynazach glonéw i
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Rysunek 2. Wezesne etapy odpowiedzi rosliny na obecno$¢ mikrosymbionta bakteryjnego. (A) biatka i mechanizmy zaangazowane w transdukcje sygnatu i inicjacje brodawkowania;
(B) zmiany morfologiczne. Nod — czynnik Nod, AM - niezidentyfikowany sygnat produkowany przez grzyby mikoryzowe. Podwojne strzatki wyznaczaja wspdlny etap sygnalizacji w
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nicieni. Wykazano, ze domena z motywem LysM autolizyny z Lactococcus lactis ma
zdolno$¢ wiazania peptydoglikanow — zwiazkOw wykazujacych strukturalne
podobienstwo do rdzenia czynnika Nod [Steen i wsp. 2003]. W $wietle tych danych
bardzo prawdopodobne wydaje si¢, ze domeny LysM bialek NFR1 i NFR5 maja
zdolnos¢ wiazania czynnika Nod, cho¢ nadal wymaga to potwierdzenia. Domena
wewnatrzkomorkowa biatka NFRS nie posiada typowej dla kinaz konserwatywnej petli
aktywacyjnej. Aktywno$¢ kinazowa tego biatka moze by¢ zatem wyzwalana
bezposrednio przez percepcj¢ ligandu (czynnika Nod). Mozliwe jest réwniez, ze NFR1 1
NFRS5 inicjuja kaskade transdukcji sygnaléw jako heterodimery, gdzie zwiazanie
czynnika Nod przez receptorowa domen¢ NFRS powoduje aktywacje domeny

kinazowej biatka NFR1 [Radutoiu i wsp. 2003; Madsen 1 wsp. 2003].

A)
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Rysunek 3. Schemat struktury biatek NFR5 (A), NFR1 i Lyk3 (B) oraz SYMRK (C). PS - peptyd sygnalny; TB —
domena transbtonowa; K - domena kinazowa; LysM - motyw LysM; LRR - motyw LRR; | - domena
zenatrzkomorkowa; Il — domena wewnatrzkomdrkowa.

Homologi NFR5 znaleziono u grochu (Pisum sativum - gen SYM10) 1 u M. truncatula
(gen NFP), a ich mutanty maja fenotypy podobne do fenotypu mutata nfr5 z
L. japonicus [Maden i wsp. 2003; Amor i wsp. 2003]. U M. truncatula zidentyfikowano
takze gen LYK3, kodujacy biatko typu RLK, z dwoma motywami LysM w domenie
zewnatrzkomorkowej oraz majacy podobna strukture jak gen NFRI (Rys. 3.) [Limpens 1
wsp. 2003]. Wyciszenie genu LYK3 w korzeniach technika RNAIi z zastosowaniem
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transformacji Agrobacterium rhizogenes zatrzymywato rozwéj symbiozy z S. meliloti
na etapie tworzenia nici infekcyjnych, mimo ze nastgpowata deformacja wlosnikow
oraz indukcja podzialowa komorek kory. Efekt ten zalezat od struktury czynnika Nod —
wywotywany byl przy zakazaniu szczepem nodFE, produkujacym czynnik Nod o
nieznacznie zmienionej strukturze (zamiana specyficznej reszty acylowej (C16:2) na
resztg (C18:1)). Natomiast oddziatywanie z dzikim szczepem prowadzito do powstania
nici infekcyjnych, cho¢ wzrost czgsci z nich byt zahamowany [Limpens 1 wsp. 2003]. Z
kolei rosliny typu dzikiego ulegaty efektywnemu zakazeniu oboma szczepami
S. meliloti. R6znice w fenotypach mutantéw [yk3 i nfrl sugeruja, ze nie mamy tu do
czynienia z ortologami. Wprawdzie powodem tych réznic moze by¢ niepelne
wyciszenie genu LYK3 u M. truncatula badz odmiennos¢ drég transdukcji sygnatu u
obu roslin, jednak jest rowniez mozliwe, ze LYK3 koduje receptor niezb¢dny do
rozpoznania czynnika Nod dopiero na etapie tworzenia nici infekcyjnych, czyli tak
zwany ,receptor wejsciowy” (ang. entry receptor) [Limpens i wsp. 2003; Riely i wsp.
2004]. Istnienie co najmniej dwoch rodzajow receptorow czynnika Nod (badz jednego
receptora o réznych aktywnosciach) postulowano na podstawie badan mutantéw S.
meliloti nodFnodL, produkujacych czynnik Nod o nieco zmienionej strukturze (brak
podstawnika acetylowego przy terminalnej reszcie glukozoaminy na koncu
nieredukujacym, oraz zamiana specyficznej reszty acylowej (C16:2) na reszt¢ kwasu
wakcenowego (C18:1). Szczep ten byt zdolny do wywotania deformacji wlo$nikéw
korzeniowych i aktywnos$ci podziatowej komoérek kory u lucerny (M. sativa), ale nie
nastgpowato zwijanie wlosnikéw oraz nie tworzyty si¢ nici infekcyjne. W oparciu o te
obserwacje wysuni¢to hipotezg¢ o istnieniu mniej specyficznego ,,receptora sygnalnego”,
inicjujacego deformacje wlosnikbw 1 tworzenie primordium oraz Dbardziej
specyficznego ,receptora wejsciowego”’, kontrolujacego uwalnianie bakterii z nici
infekcyjnych [Ardourel i wsp. 1994]. Istnieniem podwdjnego receptora mozna by
rowniez wytlumaczy¢ fakt indukowania réznych odpowiedzi komoérki odmiennymi

warto$ciami progowymi st¢zenia czynnika Nod (por. punkt A.1.3.).

Interesujacym spostrzezeniem jest, ze biatka typu RLK, ktére zawieraja jednocze$nie
motywy LysM w domenie zewnatrzkomodrkowej, takie jak NFR1, NFRS5 1 LYK3,
znaleziono dotychczas wytacznie u roslin; ich funkcje nie sa jeszcze rozpoznane.

Podobienstwo na poziomie sekwencji aminokwasowych pomiedzy produktami genéw
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NFRI i NFRS5, a niektérymi biatkami RLK-LysM z Arabidopsis thaliana i Oryza sativa,
jest dos¢ wysokie, rzedu 32 — 54% [Radutoiu 1 wsp. 2003; Madsen 1 wsp. 2003].

We wczesne etapy transdukcji sygnalu w symbiozie z rizobiami zaangazowany jest
rowniez produkt genu zwanego SYMRK lub NORK [Endre i wsp. 2002, Stracke i wsp.
2002]. Mutacja genu SYMRK/NORK, zidentyfikowanego pierwotnie u L. japonicus i
M. sativa, a pozniej takze u P. sativum (SYM19) 1 M. truncatula (DMI2), powodowata
zablokowanie odpowiedzi symbiotycznych juz na etapie zmian st¢zenia jonOw wapnia
(brak oscylacji [Ca®]), a wiosniki korzeniowe ulegaly jedynie nietypowym
deformacjom w postaci zgrubien i rozgal¢zien. Nie dochodzito do podzialéw komoérek
kory ani infekcji oraz nie nast¢gpowata ekspresja gendéw wczesnych nodulin, np.
ENODI 1 [Catoira i in. 2000]. Mutanty byty takze uposledzone pod wzgledem zdolnosci
do oddzialywan z grzybami symbiotycznymi - mikoryza arbuskularna byta u nich
zablokowana na etapie infekcji [Endre i1 wsp. 2002, Stracke i wsp. 2002].
SYMRK/NORK jest transblonowym biatkiem receptorowym z domenag kinazowa, ale —
w odréznieniu od NFR1, NFRS i LYK3 - w domenie zewnatrzkomérkowej posiada
motywy typu LRR (ang. leucine-rich repeat; powtérzenie bogate w leucyny, Rys. 3).
Obecnos¢ motywéw LRR wskazuje, ze domena ta jest zaangazowana w interakcje z

innymi, niezidentyfikowanymi dotad biatkami.

SYMRK/NORK jest pierwszym scharakteryzowanym pod wzgledem molekularnym
genem, zaangazowanym w szlak sygnalizacji wspdlny dla mikoryzy i symbiotycznego
wigzania azotu. Kolejne mutanty niezdolne do nawigzania obu typow interakcji z
mikroorganizmami to dmil i dmi3 - mutanty M. truncatula. Rozwdj symbiozy z
rizobiami jest u nich réwniez bardzo wczes$nie hamowany (u dmil juz na etapie
poprzedzajacym oscylacje st¢zenia jondw wapnia, Rys. 2). Geny DMI1 i DMI3 koduja
odpowiednio: biatko bgdace prawdopodobnie btonowym kanatem jonowym oraz kinaze
zalezna od wapnia i1 kalmoduliny [Ane i wsp. 2004; Levy i wsp. 2004; Mitra i wsp.
2004]. W dalszym ciagu brak jednak wystarczajacych danych, aby powiaza¢ ze soba
kolejne poznane do tej pory elementy szlaku sygnalizacji indukowanego obecno$cia
czynnika Nod; nie wiadomo takze, co bezposrednio inicjuje depolaryzacj¢ btony 1
oscylacje stezenia jonéw Ca®* oraz czy wszystkie opisane odpowiedzi wywolywane sa

na wspoélnej drodze przekazywania sygnatu, czy drogi te si¢ rozgateziaja (Rys. 2).
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Kolejnym zidentyfikowanym elementem szlaku odpowiedzi na czynnik Nod jest biatko
kodowane przez gen NIN z L. japonicus (oraz jego homolog u P. sativum) [Schauser 1
wsp. 1999; Borisov 1 wsp. 2003]. U mutantéw nin, poza wystgpowaniem Wwzmozonej
deformacji witosnikéw, zablokowane byty wszystkie dalsze odpowiedzi ro$liny na
bakterie symbiotyczne — nie rozwijaty si¢ brodawki, nie zachodzita réwniez efektywna
infekcja. Rosliny byly jednak zdolne do mikoryzy arbuskularnej, nie wykazywaty
rOwniez innych anomalii rozwojowych. Mozna zatem wnioskowac, ze ekspresja tego
genu jest wymagana na pozniejszych etapach niz genéw SYMRK, DMI1 i1 DMI3 (Rys.
2). Biatko NIN zawiera 6 domen konserwatywnych, w tym motyw RWP-RK, ktory
moze bra¢ udzial w dimeryzacji i wiazaniu DNA oraz domeng PB1, przypuszczalnie
odpowiedzialng za heterodimeryzacj¢ [Schauser 1 wsp. 1999]. Funkcjonuje ono
najprawdopodobniej jako czynnik transkrypcyjny. Analizy podwéjnych mutantéw
nfrl-nin potwierdzaja, ze oba geny dzialaja na wspdlnej drodze transdukcji sygnatéw
prowadzacej od czynnika Nod do zainicjowania podzialéw komoérkowych i infekcji

[Radutoiu 1 wsp. 2003].

A.2. Morfogeneza brodawki

A.2.1. Typy brodawek

W trakcie rozwoju zawiazka brodawki powstaja charakterystyczne tkanki: korowa -
odgraniczajaca brodawke¢ od srodowiska zewngtrznego, bakteroidalna - zawierajaca
zainfekowane komorki, w ktérych nastgpuje wiazanie azotu oraz tkanka przewodzaca,
posredniczaca w wymianie metabolitow migdzy partnerami symbiozy. W zaleznos$ci od
przebiegu rozwoju i budowy dojrzatych brodawek wyréznia si¢ ich dwa podstawowe
typy: brodawki zdeterminowane 1 niezdeterminowane [Sprent 1980; Hisrch 1992].
Brodawki niezdeterminowane wystgpuja u roslin strefy umiarkowanej (Pisum,
Medicago, Vicia, Trifolium, Ornithopus) 1 rozwijaja si¢ poprzez odréznicowanie
komérek wewnetrznych warstw kory korzenia. Tkanka bakteroidalna dojrzatej
brodawki niezdeterminowanej zachowuje aktywne centrum merystematyczne, przez co
mozna w niej wyrdzni¢ kilka stref o réznym stopniu odréznicowania (Rys. 4A). Za

potozonym dystalnie merystemem (I) znajduje sig strefa infekcji (I1), w ktérej nastgpuje
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Rysunek 4. Budowa anatomiczna brodawek (A) niezdeterminowanych; (B) zdeterminowanych (C)
lupinoidalnych. A i B: 1 — epiblema, 2 — migkisz kory pierwotnej, 3 — endoderma, 4 — perycykl, 5 — floem pierwotny,
6 — ksylem pierwotny, 7 — kora brodawki, 8 — ,endoderma” korowa, 9 — wigzka przewodzaca, 10 — tkanka
bakteroidalna. C: 1 — egzoderma, 2 — migkisz kory pierwotnej, 3 — floem wtdrny, 4 — kambium, 5 — ksylem wtérny, 6 —
ksylem pierwotny, 7 — tkanka okrywajaca brodawki, 8 — kora zewnetrzna, 9 — kora wewnetrzna, 10 — wigzka
przewodzaca z endoderma, 11 — tkanka bakteroidalna. | — merystem, Il — strefa infekcii, Il - strefa wigzania azotu, IV
- strefa starzenia. Wg: [Golinowski i totocka 1991]

zakazanie nowo powstalych komérek bakteriami (nici infekcyjne sa obecne takze w
dojrzatej brodawce). Dalej wystgpuje bogata w amyloplasty strefa przejSciowa, a za nig
strefa wigzania azotu (III), w ktérej ma miejsce redukcja azotu atmosferycznego przez
bakteroidy. W polozonej najbardziej proksymalnie strefie starzenia (IV) nastgpuje
degradacja bakteroidéw i komoérek tkanki bakteroidalnej. Dzigki temu ukladowi
brodawka przybiera charakterystyczny podiuzny ksztalt (starsze brodawki moga byc¢

rozgaltezione na skutek podzialu centrum merystematycznego) [Golinowski 1 Lotocka
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1991]. Natomiast brodawki zdeterminowane rozwijaja si¢ u roslin motylkowatych
strefy tropikalnej (Phaseolus, Glycine, Lotus). Ich zawiazki powstaja przez
odr6znicowanie komoérek zewnetrznych warstw kory, a aktywno$¢ merystematyczna
utrzymuje si¢ przez krotki czas. Dojrzale brodawki zdeterminowane maja ksztatt
sferyczny; ich centralna cze$¢ zajmuja zréznicowane komorki tkanki bakteroidalne;j,
ktore po kilkutygodniowym okresie wigzania azotu jednoczesnie zaczynaja sig starzec,

co prowadzi do rozpadu brodawki (Rys. 4B).

Ciekawa odmiang brodawek typu niezdeterminowanego sa kotnierzykowate brodawki
tubinéw, ktére ze wzgledu na szereg unikalnych wtasciwosci (por. punkt A.5) bywaja

czasem opisywane jako oddzielny typ, zwany lupinoidalnym (Rys. 4C).

A.2.2 Rola fitohormonow

Lokalizacja miejsca inicjacji zawiazkOw brodawek zalezna jest od endogennego
rozktadu fitohormonéw [Foucher i Kondorosi 2000; Oldroyd 1 wsp. 2001b; de Billy i
wsp. 2001]. Dzialanie czynnika Nod (badZ innych przekaznikéw sygnalnych przez
niego indukowanych) prawdopodobnie polega na przejsciowym zaburzeniu polarnego
transportu auksyn w korzeniu. Proces ten polega na aktywnym transporcie hormonu
syntetyzowanego w nadziemnych czgsciach ro$liny przez migkisz ksylemu do
wierzchotkowej czgsci korzenia, zgodnie z jego gradientem [Pacios-Bras i wsp. 2003].
Wykazano hamujacy efekt czynnika Nod na polarny transport auksyn u Trifolium
repens 1 Vicia sativa [Mathesius 1 wsp. 1998; Boot 1 wsp. 1999; Mathesius 2001].
Proponuje sig, ze powoduje to lokalne zwigkszenie stgzenia auksyn w miejscu
inokulacji, co z kolei pobudza komoérki kory do podziatéw. Réznica w dystrybucji
auksyn w czasie pierwszych podziatow komédrek primordium tlumaczy si¢ réwniez
roznice w lokalizacji zawiazkow brodawek zdeterminowanych i1 niezdeterminowanych
— silng ekspresje¢ biatkka GUS umieszczonego pod kontrola wrazliwego na auksyny
promotora GH3 obserwowano w dzielacych si¢ komérkach zewnetrznych warstw kory
L. japonicus, natomiast u 7. repens najwyzsze st¢zenie auksyn zlokalizowano w

warstwach wewngtrznych [Mathesius 1 wsp. 1998; Pacios-Bras 1 wsp. 2003].

W tworzenie brodawek korzeniowych zaangazowane sa rowniez cytokininy.

Zewnetrzne podanie cytokinin na korzenie Medicago hodowanych w warunkach
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niedoboru azotu wywotuje te same zmiany, co podanie czynnika Nod - pobudzenie
aktywno$ci podzialowej komoérek kory, odkladanie amyloplastow w wewngtrznej
warstwie kory korzenia oraz ekspresj¢ szeregu genéw kodujacych wczesne noduliny,
mig¢dzy innymi ENODI12A, ENOD40 czy ENOD?2 [Dehio i de Bruijn 1992; Bauer i wsp.
1996; Fang and Hirsch 1998]. Wynika z tego, ze drogi sygnalizacji indukowane przez
czynnik Nod 1 przez cytokininy przynajmniej czgsciowo si¢ zbiegaja. Mozliwe jest
rOwniez, ze to stosunek stg¢zen auksyn do cytokinin, a nie ich bezwzgledne poziomy,
warunkuje prawidtowy przebieg brodawkowania [Hirsch 1 Fang 1994; Mathesius 1 wsp.

2000a].

Inicjacja aktywno$ci podzialowej prowadzacej do powstania primordium nastgpuje
tylko w komorkach kory lezacych naprzeciwko pdl protoksylemu. Taki efekt pozycyjny
tlhumaczy si¢ hamujacym dziataniem etylenu. Inhibuje on na wczesnym etapie rozwdj
brodawek u Medicago, Pisum, Vicia 1 Lotus. Aktywno$¢ oksydazy kwasu 1-
aminocyklopropano-1-karboksylowego (oksydazy ACC), bedacej ostatnim enzymem na
szlaku biosyntezy etylenu, wykryto w obszarach lezacych naprzeciwko pdl floemu u
V. sativa [Heidstra i wsp. 1997]. Zatem w tych miejscach rozwdj brodawek jest
hamowany przez powstajacy fitohormon. Rozwdéj zawigzkéw brodawek naprzeciwko
pol floemu na korzeniach poddanych dziataniu inhibitoréw syntezy etylenu jest tego
dodatkowym potwierdzeniem [Heidstra i wsp. 1997]. Opisano takze mutanta
M. truncatula, sickle, u ktérego brodawkowanie jest niezalezne od obecnosci etylenu, a
zawiazki formuja si¢ na calym obwodzie korzenia [Penmetsa i Cook 1997]. Wptyw
etylenu na rozwdj brodawek jest jednak odmienny u réznych motylkowatych; jego
obecnos¢ nie ma znaczenia dla prawidlowego brodawkowania u soi (Glycine max), jest
natomiast wymagany dla utworzenia brodawek symbiotycznych u S. rostrata [Hunter

1993; Schmidt i wsp. 1999; D'Haeze i wsp. 2003].

Fenotyp wspomnianego powyzej niewrazliwego na etylen mutanta sickle charakteryzuje
si¢ powstawaniem wyjatkowo licznych brodawek, dziesi¢ciokrotnie liczniejszych niz u
ros$lin typu dzikiego [Penmetsa i Cook 1997]. Dalsze eksperymenty pokazaty, ze
hamujacy wptyw etylenu objawia si¢ juz na bardzo wczesnych etapach odpowiedzi na
czynnik Nod, a mianowicie na poziomie oscylacji st¢zenia jondw wapnia. Nie ustalono

na razie, czy fitohormon dziata bezposrednio na tym (lub wyzszym) poziomie
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sygnalizacji, czy tez moze zaburzenie dalszych etapéw transmisji sygnatu oddziatuje

zwrotnie na obecnos¢ 1 czgstotliwos¢ oscylacji [Oldroyd 1 wsp. 2001b].

Ograniczenie liczby brodawek pozwala zachowaé¢ réwnowage miedzy korzysSciami
ptynacymi z symbiozy, a wydatkiem energetycznym zwiazanym z obecnoscia
mikrosymbionta. Kolejnym waznym elementem tej autoregulacji jest istnienie
dlugodystansowej komunikacji pomi¢dzy korzeniami, a pgdami roslin motylkowatych,
co wykazaty eksperymenty ze szczepieniem super-brodawkujacych mutantéw roslin
typu dzikiego. Opracowany na podstawie tych badan model zaktada, ze brodawkowanie
stymuluje produkcje sygnatu przesylanego od korzeni do pedu; ten z kolei produkuje
inhibitor, transportowany do korzenia i zwrotnie hamujacy tworzenie nowych brodawek
[Caetano-Anolles 1 Gresshoff 1991]. Ulegajacy ekspresji w pedach L. japonicus gen
HARI (tak jak jego ortolog NARK zidentyfikowany w G. max) koduje receptorowa
kinazg¢ serynowo — treoninowa, o wysokiej homologii do biatka CLAVATAI z
A. thaliana [Nishimura 1 wsp. 2002a; Krusell i wsp. 2002; Searle 1 wsp. 2003].
Przypuszcza sig¢, ze biatlko HARI/NARK bierze udziat w regulacji sygnatu
powodujacego ograniczenie liczby powstajacych brodawek. Wydaje si¢ réwniez, ze
mechanizm dziatania tego sygnalu jest podobny do mechanizmu represji
brodawkowania w obecno$ci zwiazanych form azotu [Limpens i1 Bisseling 2003].

Jednak jego natura nie zostata dotad poznana.

A.2.3 Ekspresja genéw wczesnych nodulin w czasie rozwoju brodawki

Proces organogenezy brodawki znajduje si¢ pod kontrola genomu roslinnego.
Potwierdzeniem tego jest zdolno$¢ jednego szczepu bakterii do indukowania rozwoju
r6znych morfologicznie i anatomicznie brodawek, w zaleznos$ci od gatunku rosliny. Z
kolei dany gatunek rosliny tworzy konkretny rodzaj brodawek, niezaleznie od szczepu
mikrosymbionta. Wyjatkiem jest tu rosnaca na podmoktych terenach tropikalna roslina
S. rostrata, wytwarzajaca brodawki todygowe. Ma ona zdolno$¢ tworzenia brodawek
obu typow, jednak czynnikiem determinujacym program rozwojowy brodawek jest nie
rodzaj mikrosymbionta, a obecno$¢ etylenu [Fernandez-Lopez 1 wsp. 1998]. Ponadto
nieliczne ro$liny motylkowate, np. lucerna, maja zdolnos¢ wytwarzania tzw. brodawek
spontanicznych. Te niefunkcjonalne organy powstaja bez udziatu bakterii w warunkach

deficytu azotowego [Truchet i wsp. 1989].
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Mimo wieloletnich badan, wiedza na temat molekularnych podstaw tworzenia
brodawek symbiotycznych wciaz nie jest petna. Wprawdzie zidentyfikowano szereg
genéw wczesnych nodulin ulegajacych wzmozonej lub specyficznej indukcji w
tworzacych si¢ brodawkach, jednak tylko dla niektérych udato si¢ zidentyfikowac
funkcj¢ w rozwoju badz funkcjonowaniu tego organu [Mylona 1 wsp. 1995;
Bladergroen 1 Spaink 1998; Jakubowska 1 Kowalczyk 1998; Stougaard 2000]. Do
najlepiej scharakteryzowanych wczesnych nodulin nalezy peroksydaza ripl. Ekspresja
genu ripl jest skojarzona z etapem preinfekcji — transkrypty wykryto w tych komérkach
epidermalnych korzenia, ktére nast¢pnie zostaja zainfekowane bakteriami. Maksymalny
poziom ekspresji genu ripl obserwowany jest juz okoto 3 hpi (godziny po inokulacji) 1
maleje po 48 hpi [Cook 1 wsp. 1995]. W sekwencji promotora rip/ zidentyfikowano
motywy OCS i OBP, ktore odgrywaja rolg regulatorowa w pewnych genach roslinnych
aktywowanych pod wplywem nadtlenku wodoru; niektére z tych genéw petnia funkcje
ochronne przed $miercia oksydacyjna badz ingerencja patogenéw [Ramu i wsp. 2002].
Tkankowa lokalizacja transkryptéw ripl jest zbiezna z miejscem produkcji wolnych
rodnikéw, stymulowane]j przez podanie czynnika Nod; podanie do korzeni nadtlenku
wodoru réwniez indukuje ekspresj¢ tego genu [Ramu i wsp. 2002]. Brak ekspresji rip/
oraz produkcji wolnych rodniké6w u mutanta dmil, u ktérego rozwdj symbiozy
hamowany jest na bardzo wczesnym etapie (por. punkt A.1.4), wskazuje na nowe

kierunki w badaniach szlaku transdukcji sygnatu w symbiozie [Ramu i wsp. 2002].

Liczna 1 dos¢ dokladnie zbadana grupg¢ wczesnych nodulin stanowia geny kodujace
prolinobogate biatka, wsréd nich ENOD2, ENODI10, ENODI11, ENODI12, PRP4. Ich
wspOlna cecha jest obecnos¢ N- koncowej sekwencji kierujacej, sugerujaca lokalizacje
produktéw w S$cianie komoérkowej oraz wystgpowanie bogatych w proling i
hydroksyproling powtdrzen pentapeptydowych, np. PPVEK, PPVHK i PPVYK w
sekwencji biatka MtPRP4 z M. truncatula [Wilson 1 wsp. 1994]. Uwaza sig, ze biatka
prolinobogate zaangazowane sa w modyfikacj¢ matriks zewnatrzkomoérkowej, co
stanowi prawdopodobnie jedna z pierwszych zmian indukowanych obecno$cia
mikrosymbionta. Ekspresj¢ gendw kodujacych biatka prolinobogate wykrywa si¢ na
bardzo wczesnych etapach symbiozy. Przyktadowo, u M. truncatula aktywnos$¢ genu
MtENODI1 zaobserwowano juz w kilkanascie godzin po inokulacji, w réznicujacych

si¢ komorkach epidermalnych zlokalizowanych w strefie miodych wtosnikow. W
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pozniejszych  stadiach  brodawkowania oraz ~w  dojrzalych  brodawkach
niezdeterminowanych, gen ten ulega ekspresji w komorkach strefy infekcji, w ktérych
obecne sa nici infekcyjne [Journet 1 wsp. 2001]. Podobny profil ekspresji ma gen
MtENODI12, podczas gdy aktywacja homologéw ENODI2 u innych motylkowatych
(PSENODI12A, VSENODI12, MsENOD12A) wyprzedza pojawienie si¢ nici infekcyjnych
w tych komorkach [Pichon 1 wsp. 1994; Scheres 1 wsp. 1990a; Vijn i wsp. 1995; Bauer i
wsp. 1996]. Inaczej niz pozostate biatka prolinobogate, ENODI11 1 ENODI12 cechuje
ogolnie niska zawarto$¢ tyrozyny i calkowity brak tego aminokwasu w sekwencjach
powtdérzen bogatych w proling [Journet i wsp. 2001]. Uwaza sig, taka budowa stuzy
zwigkszeniu porowatosci $ciany komoérkowej (tyrozyna w biatkach prolinobogatych
bierze udzial w tworzeniu wiazan krzyzowych). Rozluznienie struktury Sciany w
komoérkach strefy pre- oraz infekcji ma sprzyja¢ tworzeniu nici infekcyjnej badz

utatwia¢ penetracj¢ bakterii.

Geny Ps/VSENODS, GmENODSS5, MtENODI16 1 MtENOD20 koduja grupg biatek
roOwniez zawierajacych krétkie domeny bogate w (hydroksy)proling. Ich ekspresja ma
miejsce w zainfekowanych komoérkach (ENODS5 - takze w komodrkach jeszcze nie
zainfekowanych, ale zawierajacych nici infekcyjne) [Scheres i wsp. 1990b; de Blank i
wsp. 1993; Greene 1 wsp. 1998; Fruhling 1 wsp. 2000]. Te wczesne noduliny wykazuja
duze podobienstwo do fitocyjanin, cho¢ w przypadku biatka ENODS brak znacznej
czgsci charakterystycznej dla fitocyjanin globularnej domeny zewnatrzkomoérkowe;j
[Greene 1 wsp. 1998]. Modelowanie strukturalne wykazalo jednak, ze
najprawdopodobniej biatka te nie sa zaangazowane w wigzanie miedzi, z uwagi na brak
kluczowych dla fitocyjanin aminokwaséw, tworzacych miejsce wiazania tego atomu.
Moga by¢ natomiast zaangazowane w oddziatywania z innymi komponentami matriks
zewnatrzkomérkowej [Greene 1 wsp. 1998]. Funkcje poszczegdlnych biatek
prolinobogatych wciaz nie zostaty jednak doktadnie okreslone, do czego przyczynia si¢
fakt, ze kodujace je geny prawdopodobnie uzupetniaja si¢ funkcjonalnie. Tym prébuje
si¢ tlumaczy¢ miedzy innymi brak objawéw fenotypowych u mutanta M. sativa,

posiadajacego niefunkcjonalny allel ENODI2 [Csanadi i wsp. 1994].

Do najwczesniejszych nodulin nalezy réwniez ENOD40. Gen ten ulega indukcji pod
wptywem czynnika Nod, a takze cytokinin. Jego ekspresja w zainfekowanym korzeniu

poprzedza wystapienie pierwszych podzialéw komoérkowych, prowadzacych do
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powstania primordium [Fang i Hirsch 1998; Compaan i wsp. 2001]. W dojrzatych
brodawkach transkrypty ENOD40 obserwuje si¢ w komorkach otaczajacych wiazki
przewodzace brodawki [Yang i wsp. 1993]. Nadekspresja genu ENOD40 powodowata
wzmozone brodawkowanie transgenicznych M. truncatula, podczas gdy ro$liny ze
zmniejszona ekspresja genu mialy nieliczne i zmienione brodawki [Charon i wsp.
1999]. U wielu motylkowatych zidentyfikowano po dwa homologi tego genu
[Matvienko 1 wsp. 1994; Fang 1 Hirsch 1998; Takeda 1 wsp. 2005, Podkowinski 1 wsp.
dane niepublikowane]. Z reguty jeden z nich wykazuje brak specyficznej indukcji w
symbiozie badz tez ich profile ekspresji w brodawkach sa nieco odmienne. Ciekawa
cecha gendw ENOD40 jest brak intronéw oraz brak wspdlnych dtugich ramek odczytu.
Zidentyfikowano natomiast dwa konserwatywne rejony mRNA, w ktérych zakodowane
sa bardzo krétkie ramki odczytu: 12 -13 aa w regionie 5’- koncowym (ORF I) oraz ok.
24 aa w czgsci centralnej (ORF II) [Matvienko 1 wsp. 1994; Fang i Hirsch 1998; Takeda
i wsp. 2005, Podkowinski i wsp. dane niepublikowane]. Zachowanie tych ramek
odczytu jest niezbedne do utrzymania aktywnosci biologicznej ENOD40 u lucerny
[Sousa 1 wsp. 2001]. Niedawno wykazano aktywno$¢ translacyjna obu fragmentéw
genu ENOD40 soi w ekstraktach z zarodkéw pszenicy [Rohrig i wsp. 2002]. Pokazano
takze, ze powstate peptydy wiaza si¢ do biatka syntazy sacharozy, przy czym zwiazanie
krotszego peptydu indukuje aktywnos¢ hydrolityczna, ale nie syntetazowa enzymu
[Rohrig 1 wsp. 2002, 2004]. Drugi z peptydow nie jest tak dobrze zachowany u
wszystkich motylkowatych, co w zasadzie poddaje w watpliwos¢ jego udziat w
ogbélnym mechanizmie dziatania ENOD40. Z kolei biochemiczne i komputerowe
analizy drugorzgdowej struktury mRNA dodatkowo wskazuja, ze ENOD40 moze
dziala¢ jako ryboregulator [Sousa i wsp. 2001; Girard 1 wsp. 2003]. U M. truncatula
zidentyfikowano takze biatko MtRBPI1, nalezace do bialek wiazacych RNA, ktére
oddziatuje z RNA ENOD40. Wykazano takze udziat RNA ENOD40 w re-lokalizacji do
cytoplazmy tego jadrowego biatka [Campalans 1 wsp. 2004].

A.3. Metabolizm wegla i azotu w dojrzatej brodawce
Znacznikiem fizjologicznym decydujacym tradycyjnie o zakwalifikowaniu genu do

grupy wczesnych badZz pdéznych nodulin, jest rozpoczgcie wiazania azotu [Nap i

Bisseling 1990]. W procesie tym azot czasteczkowy (N») ulega wiazaniu i redukcji w
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bakteroidach przy pomocy bakteryjnego enzymu — nitrogenazy. Nast¢pnie zostaje
uwalniany do cytoplazmy komorki gospodarza w formie amoniaku (Rys. 35).
Charakterystycznym wskaznikiem dojrzatosci funkcjonalnej brodawek jest ich r6zowe
zabarwienie, wynikajace z produkcji duzej ilosci biatka leghemoglobiny — moze ona
stanowi¢ nawet 30% biatek obecnych w zainfekowanych komérkach tkanki
bakteroidalnej. Leghemoglobiny to biatka zawierajace hemowa grupe prostetyczna.
Zazwyczaj kodowane sa przez rodziny gendw: u M. truncatula zidentyfikowano ich 6, a
u L. japonicus 1 L. luteus - po 3 [Gyorgyey 1 wp. 2000; Szczyglowski 1 wsp. 1997,
Szybiak-Strézycka 1 wsp. 1987]. Od dawna uwazano, ze leghemoglobiny petnia wazna
funkcje w regulacji st¢zenia tlenu czasteczkowego w brodawce, wiazac jego nadmiar i
stopniowo uwalniajac. W ten sposéb stgzenie tlenu utrzymuje si¢ na poziomie na tyle
niskim, aby nie nastapita dezaktywacja kompleksu nitrogenazy, a jednocze$nie
wystarczajacym do podtrzymania proceséw oddechowych bakteroidéw i1 produkcji
ATP. Teze t¢ udokumentowano bezposrednio stosunkowo niedawno, wyciszajac
ekspresj¢ trzech genéw symbiotycznych leghemoglobin w L. japonicus technika RNA1
[Ott 1 wsp. 2005]. Co ciekawe, okazalo sig, ze w takich brodawkach obserwowano
obnizony poziom mRNA nitrogenazy, jednoczesnie nie wykrywajac biatka. Poniewaz
stgzenie wolnego tlenu w glebszych partiach brodawki w dalszym ciagu byto
stosunkowo niskie, moze to znaczy¢, ze symbiotyczne leghemoglobiny petnig takze
inne funkcje poza buforowaniem tlenu (zob. tez podrozdzial A.4). Na dodatkowa rolg
tych genéw w symbiozie wskazuja tez doniesienia, ze u V. sativa transkrypty
leghemoglobiny wykryto juz po 1 godzinie od podania czynnika Nod, cho¢ gen ten

uwazany jest za typowa p6zna noduling [Heidstra 1 wsp. 1997].

Uwolniony do cytoplazmy komorki roslinnej amoniak jest wlaczany w przemiany
aminokwaséw dzigki aktywno$ci syntetazy glutaminowej (GS, EC 6.3.1.2) oraz
zaleznej od NADH syntazy glutaminianowej (NADH-GOGAT, EC 1.4.1.14).
Syntetyzowane w cyklu GS/GOGAT kwas glutaminowy oraz glutamina sa dalej
przeksztatcane w kwas asparaginowy i asparaging w reakcjach katalizowanych przez
aminotransferaze kwasu asparaginowego (AAT, EC 2.6.1.1) oraz syntetazg asparaginy
(AS, EC 6.3.5.4). Amidy te sa jednoczesnie podstawowymi transporterami azotu z
brodawek typu niezdeterminowanego do pozostalych czgsci rosliny (Rys. 5). Analizy
biochemiczne i molekularne wykazaly, ze za metabolizm wegla i azotu w brodawkach

odpowiadaja gtéwnie brodawkowo-specyficzne lub wzmocnione izoformy tych
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podstawowych enzyméw, kodowanych z reguty przez rodziny wielogenowe [Shi i wsp.
1997; Hohnjec 1 wsp. 1999; Trepp 1 wsp. 1999; Yoshioka 1 wsp. 1999]. Przyktadowo, w
brodawkach M. sativa zidentyfikowano trzy rézne izoformy syntetazy glutaminowej,

dwie cytozolowe i jedna plastydowa, przy czym to giéwnie cytozolowe izoformy
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Rysunek 5. Metabolizm wegla i azotu w symbiotycznej brodawce niezdeterminowanej. Petne nazwy
enzymow — w tekscie
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(brodawkowo wzmocniona GS13 oraz GS100) sa zaangazowane w asymilacje
amoniaku [Temple 1 wsp. 1995]. Z kolei syntaza glutaminianowa zalezna od NADH
wystgpuje przede wszystkim w brodawkach, a jej poziom jest niewykrywalny w
tkankach zielonych, gdzie dominuje forma enzymatyczna zalezna od ferredoksyny
[Gregerson i wsp. 1993]. Metoda hybrydyzacji in situ okreslono lokalizacje
transkryptow gendéw metabolizmu wegla 1 azotu w niezdeterminowanych brodawkach
M. sativa [Trepp 1 wsp. 1999]. W mlodych brodawkach najsilniejsza ekspresja tych
gendw ma miejsce w strefie przejsciowej, a w dojrzatych, 33-dniowych organach —
przede wszystkim w dystalnej czgsci strefy wiazania azotu, gdzie réwniez wykrywany
jest wysoki poziom aktywnosci nitrogenazy. Znaczacy poziom ekspresji gendw GS100 i
AS wykryto réwniez w proksymalnej czg¢sci strefy III, gdzie nie zachodzi juz wiazanie
azotu, a tkanka bakteroidalna zaczyna przejawia¢ pierwsze objawy starzenia. Sugeruje
to udziat tych enzyméw w re-mobilizacji i odzyskiwaniu zwiazkéw azotowych z
komoérek. Jest to rowniez zgodne z doniesieniami na temat ich aktywno$ci w
starzejacych si¢ tkankach zielonych A. thaliana 1 Asparagus officinalis L [Bernhard i
Matile 1994; Davies i King 1993].

W brodawkach zdeterminowanych forma transportowa zwiazanego azotu sa ureidy,
takie jak alantoina i kwas alantoinowy. U soi kluczowe enzymy w procesie oksydacji
puryn — urykaza (homotetramer polipeptydu znanego jako nodulina 35) oraz
alantoinaza, ulegaja ekspresji w peroksysomach niezainfekowanych komoérek tkanki
bakteroidalnej. Sie¢ tworzona przez te komorki stanowi takze droge transportu
organicznych zwiazkow azotowych do tkanki przewodzacej brodawki, inaczej niz w
przypadku roslin o brodawkach niezdeterminowanych, gdzie amidy sa transportowane
do wiazek przewodzacych za posrednictwem komorek transferowych. Co ciekawe,
transkrypty genéw homologicznych do urykazy/noduliny 35 zaobserwowano takze w
brodawkach niezdeterminowanych M. sativa, a wzorzec ich ekspresji byl zbiezny z
profilem opisanym dla brodawek zdeterminowanych. Wykrycie obecnosci ureidow w
soku ksylemowym potwierdzito funkcjonalno$¢ tych genéw w lucernie [Cheng i wsp.

2000].

Asymilacja amoniaku wymaga dostarczenia energii oraz tancuchéw weglowych
niezbednych do syntezy aminokwaséw. Zrédtem wegla dostarczanym do brodawek sa

produkty fotosyntezy, gtéwnie sacharoza, ktéra nast¢pnie jest metabolizowana do
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szczawiooctanu przy udziale szeregu enzymoOw, migdzy innymi syntazy sacharozy
(SuCS, EC 2.4.1.13) oraz karboksylazy fosfoenolopirogronianu (PEPC, EC. 4.1.1.31). Z
kolei szczwiooctan jest nie tylko donorem weggla w procesie asymilacji amoniaku, ale
stuzy réwniez do produkcji innych zwiazkow organicznych, np. jabtczanu, niezbednego
do podtrzymania metabolizmu bakteroidow (Rys. 5). Syntez¢ jabtczanu katalizuje
dehydrogenaza jabtczanowa (MDH, EC.1.1.1.37). Brodawkowo wzmocnione izoformy
tego enzymu zidentyfikowano migdzy innymi u grochu i lucerny [Appels 1 Haaker
1988; Miller i wsp. 1998]. Natomiast enzym anhydraza we¢glanowa (AC, EC 4.2.1.1)
prawdopodobnie petni w brodawkach podwdjna funkcje — uczestniczy w przemianach
fosfoenolopirogronianu do szczawiooctanu w komodrkach strefy wiazacej azot, ale takze
bierze udziatl w transporcie gazow majacym miejsce w czgsci korowej brodawki [Coba

de la Pena i wsp. 1997; Galvez i wsp. 2000].

A.4. Symbiotyczne wigzanie azotu a inne programy rozwojowe rosliny

Interesujacy jest fakt, ze ekspresje znacznej czgsci gendéw uznawanych pierwotnie za
brodawkowo-specyficzne, wykryto takze w innych organach roslin motylkowatych
(Tab. 1). Co wigcej, w wielu przypadkach zidentyfikowano homologi tych genéw u
innych ro$lin, w tym jednoli§ciennych. Warto przy tym zauwazy¢, ze obserwacje te
spowodowaly zmian¢ znaczenia terminu ,noduliny”, stworzonego pierwotnie dla
okreslenia genow brodawkowo — specyficznych [Legocki 1 Verma 1980]. Obecnie
powszechnie okresla si¢ tym mianem takze geny o ekspresji podwyzszonej w
brodawkach, ale wykrywalnej w innych organach rosliny. Doskonalym tego
przykladem jest produkt genu ENOD40, ktérego funkcja nie zostata dotad ostatecznie
wyjasniona (por. punkt A.2.3). Jego ekspresja jest indukowana juz kilka godzin po
inokulacji mikrosymbiontem [Fang 1 Hirsch 1998], ale wiaze si¢ takze z rozwojem
korzeni bocznych, mikoryza arbuskularna czy infekcja pasozytniczym nicieniem
[Mathesius 1 wsp. 2000b; Staehelin i wsp. 2001; Favery i wsp. 2002]. Transkrypty
ENOD40 sa wykrywane w niesymbiotycznych organach, a homologi tego genu wykryto

migdzy innymi w tytoniu, pomidorze, kukurydzy i ryzu.



Nazwa

Ekspresja w organach i roélinach

genu Produkt Ekspresja na wczesnych etapach symbiozy niesymbiotycznych Literatura
od 3 h do 96 h po inokulacji w komérkach Cook i wsp. 1995 Ramu i
rip1 biatko peroksydaza epidermy; od 3 do 7 dnia w komdrkach wierzchotek korzenia P ’
. . wsp. 2002
zawigzka brodawki
bla’r!<o zawierajace od 3-6 h po inokulacj w tkankach korzen, pedy, kietkujace nasiona;
powtdrzenia bogate w . . aktywowany na wczesnych etapach . . , .
. . epidermalnych w strefie mtodych . o . journet i wsp. 2001; Kosuta i
ENOD11 proliny, przypuszczalnie S , symbiozy z grzybami mikoryzowymi w
-~ wtosnikow; w zawigzkach brodawek na . . o wsp. 2003
wchodzace w sktad $ciany . . A - komorkach kory korzenia zawierajacych
. . etapie preinfekcii i infekcji . .
komorkowe; strzepki grzybni
od 2-12 h po inokulacji, w zaleznoéci od
gatunku rosliny; ekspresja we wtodnikach i rozW6i korzeni bocznveh: wezesne eta Scheres i wsp. 1990a, 1990b;
ENOD12 biatko bogate w proliny komarkach kory, w ktérych nastapi lub I mikorvz arbyusk,ularne' by Vijn i wsp. 1995; Bauer i wsp.
nastepuje infekcja, w komérkach yzy ) 1996, 1997
przysztego zawigzka brodawki
ENOD5 biatko bogate w proliny w komérkach ulegajacych infekcji mikoryza arbuskularna Vijn'i wsp. 1995
todyga, kwiaty; rozwdj korzeni bocznych;
komarki olbrzymie powstajace w wyniku
1-6 h po inokulacji w perycyklu korzenia infekcji pasozytniczym nicieniem; na Vijn'i wsp. 1995; Fang i
ENOD40 prawdopodobnie krotki oraz komérkach przysziego zawiazku wczesnych etapach mikoryzy Hirsch 1998; Mathesius i

peptyd i / lub ryboregulator

brodawki

arbuskularnej; u szeregu motylkowatych

obecny jest drugi, niesymbiotyczny gen

ENODA40; homologi w ryzu, kukurydzy,
tytoniu, pomidorze

wsp. 2000b; Staehelin i wsp.
2001; Favery i wsp. 2002

Tabela 1. Ekspresja niektorych genéw nodulin w warunkach symbiotycznych i niesymbiotycznych

dALSM 'V
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Znane sa geny nodulin ulegajace podwyzszonej ekspresji rowniez w kwiatach albo
wykazujace homologi¢ do gendéw specyficznych dla tkanek kwiatu [Szczyglowski 1
Amyot 2003]. Wykryto szereg analogii pomigdzy wydtuzaniem nici infekcyjnych w
symbiozie, a wierzchotkowym wzrostem tagiewki pylkowej. Symbiotyczne mutanty
L. japonicus, crinkle, wykazuja zaburzenia na wczesnym etapie rozwoju nici
infekcyjnych, ale takze nieprawidtowy rozwdj pyltku i tagiewki pytkowej [Tansengco 1
wsp. 2003, 2004]. Wskazuje si¢ na mozliwe podobienstwo mechanizméw regulacji 1
sygnalizacji tych proceséw [Szczyglowski 1 Amyot 2003]. Wyniki badan Rodriguez-
Llorente i wsp. [2004] prowadzonych na dwdéch gatunkach Medicago sugeruja, ze w
rozwéj nici infekcyjnych zaangazowana jest maszyneria modyfikacji pektyn i
degradacji $cian komorkowych, niezbgdna takze do prawidtowego kietkowania
fagiewki pytkowej. Wedtug Autoréw, geny symbiotycznych poligalakturonaz MtPG3 1
MsPG3 oraz gen symbiotycznej metylesterazy pektynianowej MtPER mogly powstac
przez duplikacj¢ ich niesymbiotycznych homologéw, specyficznych dla pytku (o czym
Swiadczy m. in. wysoki stopien identyczno$ci na poziomie aminokwasowym, podobna
organizacja genéw homologicznych, obecno$¢ w promotorach genéw symbiotycznych
motywu regulatorowego specyficznego dla genéw ulegajacych ekspresji w pytku oraz
umiejscowienie genu MtPER wraz z niesymbiotycznymi MtPEFI i MTPEF2 we

wspOlnym lokus w genomie M. truncatula).

Szczegblnie wyrazne sa podobienstwa migdzy symbiotycznym wigzaniem azotu i
ewolucyjnie starsza forma symbiozy - mikoryza arbuskularna, do ktérej zdolnosé
posiada ponad 80% gatunkéw roslin. Zaréwno dane na temat aktywnoSci szeregu
gendw, jak i analizy mutantéw (por. punkt A.1.4.) wskazuja na obecno$¢ wspdlnych
etapow w rozwoju obu rodzajéw symbiozy. Podobienstwa siggaja takze systemow
autoregulacji liczby efektywnych infekcji mikrosymbiontem; super-brodawkujace
mutanty soi maja jednoczesnie uposledzone mechanizmy supresji kolonizacji korzenia
przez grzyby mikoryzowe [Meixner i wsp. 2005]. Stad hipotezg, ze w trakcie ewolucji
symbiozy z rizobiami zaadaptowane zostatly istniejace juz szlaki i mechanizmy aktywne
w mikoryzie, uznaje si¢ za bardzo wiarygodna [Albrecht i wsp. 1999; Kistner i Parniske

2002; Brewin 2002; Szczygtowski 1 Amyot 2003].

Wsréd genéw nodulinowych, ktére ulegaja indukcji w trakcie mikoryzy arbuskularne;j,

jest tez leghemoglobina [Vieweg i wsp. 2004]. Po raz kolejny wskazuje to na nowe
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aspekty dzialania tej pozornie najlepiej poznanej noduliny. Ponadto liczne rosliny, nie
tylko  motylkowate, posiadaja geny niesymbiotycznych  hemoglobin, o
niezidentyfikowanej funkcji [Arredondo-Peter i wsp. 1998]. Cz¢$¢ z nich (tzw. klasa 1),
z uwagi na zbyt duze powinowactwo do tlenu, nie bierze najprawdopodobniej udziatu w
jego buforowaniu. Zaproponowano, ze odgrywaja one role w szlaku odpowiedzi na
niedotlenienie, w ktérym indukowana jest produkcja tlenku azotu 1 wolnych rodnikéw
[Dordas 1 wsp. 2003a, 2003b, 2004]. Nie wiadomo na razie, czy symbiotyczne
leghemoglobiny petnia dodatkowo podobna rolg regulatorowa w brodawkach

korzeniowych.

Odkrywane podobienstwa pomigdzy symbiotycznym wigzaniem azotu, a innymi
formami interakcji roslin z mikroorganizmami, reakcjami obronnymi komorki i
procesami rozwojowymi pokazuja, ze podczas ewolucji symbiotycznego wiazania azotu
zostaly wykorzystane i zmodyfikowanie juz istniejace mechanizmy, powszechne w
swiecie roslin [Hirsch 1 wsp. 2001]. W s$wietle tych faktow unikalno$¢ symbiozy z

rizobiami wydaje si¢ jeszcze bardziej intrygujaca.

A.S. Symbiotyczne wigzanie azotu w tubinie

Uktad symbiotyczny tubiny — bakterie z rodzaju Bradyrhizobium cechuje szereg
unikalnych wlasciwosci, takich jak nietypowa budowa brodawek (Rys. 4C.) [Pueppke 1
Broughton 1999]. Ich charakterystyczny kotnierzykowaty ksztatt jest wynikiem
wczesnego podzialu merystemu brodawki na merystemy boczne. Aktywnos¢ tych
merysteméw powoduje obrastanie korzenia przez rosnaca brodawke. Organogeneza
brodawek tubinéw rozpoczyna si¢ przez odréznicowanie zewngtrznych warstw kory
korzenia, co jest cechag charakterystyczna brodawek zdeterminowanych [Golinowski 1
Fotocka 1991; Lotocka i Golinowski 1995]. Réwniez przebieg infekcji jest u tubinu
odmienny — bakterie wnikaja do wilosnika poprzez pgknigcia i przerwy w $cianie
komoérkowej, a nastgpnie, na zasadzie endocytozy, do komérek zawiazka brodawki
[Tang 1 wsp. 1993, Eotocka 1 wsp. 2000]. Nie wystepuje tu strefa infekcji 1 nie tworza
si¢ nici infekcyjne; zakazanie komoérek ma miejsce jeszcze przed ustaniem ich
aktywnos$ci podzialowej, a w dojrzalych brodawkach nie ma charakterystycznego dla

brodawek niezdeterminowanych podziatu na strefy oraz nie tworzy si¢ zewngtrzna
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warstwa korowa, tzw. endoderma [Lotocka i wsp. 2000]. Interesujace jest rOwniez to, ze
rosliny z rodzaju Lupinus, sa jedynymi znanymi motylkowatymi nie posiadajacymi
zdolno$ci do symbiozy z grzybami mikoryzowymi, cho¢ u niektorych gatunkow
zaobserwowano pewien wzrost strz¢pek zewnetrznych lub wewngtrznych grzyba [Oba i

wsp. 2001].

Dotychczasowe badania symbiotycznego wiazania azotu w tubinie skupiaty si¢ przede
wszystkim na  funkcjonowaniu  dojrzatej brodawki. W  lubinie  z6itym
scharakteryzowano pod wzgledem ekspresji w brodawkach, a czasem tez funkcji w
symbiozie szereg gendéw, migdzy innymi leghemoglobiny [Szybiak-Strézycka i wsp.
1987], ferrytyny [Strézycki 1 wsp. 2003], brodawkowo-specyficzna syntetazg
glutaminianowa [Boron 1 wsp. 1989], brodawkowo-specyficzna aminotransferaze
asparaginy [Golinska i wsp. 1989] czy noduling-45 [Szczygtowski 1 wsp. 1989].
Niewiele natomiast wiadomo o molekularnym podiozu wczesnych etapéw symbiozy w
tubinie. Poszerzenie wiedzy o szlakach sygnalizacji 1 najwczesniejszych stadiach
rozwoju brodawek lupinoidalnych moze by¢ oryginalnym uzupetnieniem informacji o

mechanizmach funkcjonujacych podczas zawigzywania symbiozy.

A.6. Metody analizowania ekspresji gen6w na poziomie transkrypcji w

badaniach rozwoju i funkcjonowania brodawek symbiotycznych

Podstawowym sposobem odpowiedzi organizméw na sygnaly wewngtrzne i zewngtrzne
jest modulacja ekspresji gendw. Dlatego $ledzenie zmian w ekspresji genow jest
uzytecznym narze¢dziem stuzacym odkrywaniu molekularnych podstaw procesow
biologicznych. Mimo, ze koncowymi produktami ekspresji wigkszosci poznanych
gendw sa biatka, szeroko stosowana jest analiza ekspresji gendéw na poziomie
transkryptow - jest to duzo prostsze i mniej kosztowne niz pomiar st¢zenia bialek.
Dodatkowo pozwala to na uzyskanie szeregu istotnych informacji na temat badanych
proceséw, np. przypuszczalnych funkcji genéw — zwlaszcza w potaczeniu z analiza
sekwencji transkryptow. Dzigki szybkiemu rozwojowi technologii i informatyki oraz
wynikajacemu z tego postgpowi w technikach sekwencjonowania DNA, w ostatnich
dwoch dziesigcioleciach dokonat si¢ prawdziwy przetlom w tej dziedzinie. Obok

tradycyjnych metod umozliwiajacych analiz¢ ekspresji pojedynczych gendw, takich jak
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hybrydyzacja northern, hybrydyzacja kropkowa (ang. dot blot) czy test ochrony przed
nukleaza (ang. nuclease protection assay), pojawily si¢ techniki pozwalajace na analizg
poréwnawcza nawet catego transkryptomu. Sa one oparte o komputerowa analizg
sekwencji (np. elektroniczny northern sekwencji EST lub SAGE), analize fragmentéw
(np. amplifikacja réznicowa) badz hybrydyzacj¢ (np. hybrydyzacja rdéznicowa,
hybrydyzacja subtrakcyjna, makro- 1 mikromacierze DNA).

Zasadniczym celem takich masowych analiz jest proba identyfikacji puli gendw,
podlegajacych pozytywnej badz negatywnej regulacji. To z kolei stanowi wskazéwke
do odkrycia kluczowych dla badanego procesu szlakéw i zaleznosci. Poniewaz wzorce
ekspresji wielu genéw w trakcie rozwoju 1 funkcjonowania brodawek sa dramatycznie
rézne od profili ekspresji w korzeniu, co opisano w poprzednich podrozdziatach,
analizy r6znicowe sa z duzym powodzeniem wykorzystywane do identyfikacji nowych
genéw nodulin w roslinach motylkowatych. Ponizej przedstawiono pokrétce te metody,
ktore przyczynity si¢ do znaczacego wzrostu wiedzy na temat molekularnych podstaw

brodawkowania.

A.6.1. Hybrydyzacja subtrakcyjna

Hybrydyzacja subtrakcyjna jest odmiang hybrydyzacji réznicowej, ktéra polega na
przeszukaniu puli sond cDNA dwiema prébami pochodzacymi z tkanki badanej i
kontrolnej, a nastgpnie porownywaniu intensywnosci sygnalow otrzymanych dla kazdej
z sond. Geny, dla ktérych wykazane zostang istotne réznice w intensywnosci sygnatow,
sa typowane na ulegajace regulacji w badanym procesie. Hybrydyzacja réznicowa jest
do$¢ skuteczna metoda w przypadku gendéw ulegajacych silnej ekspresji, jednak dla
gendw wyrazanych na niskim poziomie jej czutos¢ jest niewystarczajaca. Subtrakcja
pozwala na zwigkszenie czulosci przeszukiwania przez wzbogacenie proby w
transkrypty ulegajace réznicowej ekspresji, na etapie poprzedzajacym znakowanie
[Sargent i Dawid 1983; Wang i Brown 1991]. Efekt ten uzyskuje si¢ przez wstepna
hybrydyzacj¢ jednoniciowego cDNA, otrzymanego na matrycy mRNA z tkanki
badanej, do mRNA pochodzacego z tkanki kontrolnej. Frakcja cDNA, dla ktérej w puli
kontrolnego mRNA nie ma komplementarnych transkryptéw, nie tworzy duplekséw i
jest nastgpnie oddzielana od hybryd cDNA-RNA, np. na kolumnie hydroksyapatytowej.
Po hybrydyzacji biblioteki cDNA z tak przygotowana proba otrzymuje si¢ sygnat
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wytacznie od klonéw reprezentujacych geny ulegajace znaczaco podwyzszonej
ekspresji w badanej tkance w poréwnaniu z tkanka kontrolng. Minusem tej metody jest
konieczno$¢ zastosowania duzych ilosci wyjSciowego materialu, a takze
jednokierunkowo$¢ badanych zmian — w procesie subtrakcji préba wzbogacana jest
tylko w cDNA specyficzne dla jednego z poréwnywanych proceséw. Poszukiwanie
gendw ulegajacych negatywnej regulacji wymaga zatem odrgbnej, odwrotnej subtrakcji.
Dodatkowo, kilkuetapowy proces subtrakcji 1 oczyszczania proby stwarza ryzyko utraty
tych cDNA, ktére wystgpuja w niewielkiej ilosci kopii. Niemniej hybrydyzacja
subtrakcyjna okazata si¢ cennym narz¢dziem w badaniu symbiotycznego wigzania
azotu, miedzy innymi u G. max, V. faba i M. truncatula [Kouchi i Hata 1993; Purlick i
Puhler 1993; Cook 1 wsp. 1995]. W ten sposob na przyktad zidentyfikowano w bobie
szereg homologéw wczesniej poznanych genéw nodulin (PsENOD2, PsENOD3,
PsENODS5, PsENODI12, MsNOD?25, leghemoglobiny), oraz brodawkowo specyficzne
homologi syntazy sacharozy i syntetazy asparaginy. [Purlick i Puhler 1993]. Przede
wszystkim jednak hybrydyzacja subtrakcyjna pozwolita na wyizolowanie szeregu
nowych genéw nodulin, ulegajacych ekspresji na wczesnych etapach brodawkowania,
kiedy zawiazki brodawek nie sa jeszcze widoczne. Przykladem moze tu by¢
zidentyfikowanie nowej noduliny w subtrakcyjnej bibliotece z korzeni M. truncatula,
wzbogaconej w cDNA specyficzne dla wczesnych stadiow brodawkowania (48 1 108
hpi) [Cook 1 wsp. 1995]. Odkryty gen, nazwany ripl, koduje biatko peroksydaz¢ i ulega
przejsciowej ekspresji na etapie preinfekcji (por. punkt A.2.3). W innym
eksperymencie, rowniez u M. truncatula, zidentyfikowano 29 nowych genéw nodulin,
migdzy innymi MtN13 i MtN6 (kodujace biatka homologiczne do genéw odpowiedzi
obronnej) oraz MtN1 (ulegajacy ekspresji na etapie preinfekcji w primordiach i w strefie

infekcji dojrzatych brodawek) [Gamas 1 wsp. 1996, 1998; Mathis i wsp. 1999].

A.6.2. Wyszukiwanie zimnych tysinek

Innym sposobem identyfikacji genéw na podstawie ekspresji rdéznicowej jest
poszukiwanie zimnych tysinek (ang. cold plaque screnning). Metoda ta, opisana na
poczatku lat dziewigcdziesiatych, jest alternatywnym do hybrydyzacji subtrakcyjnej
podejsciem, pozwalajacym na identyfikacje transkryptow o niskiej ekspresji [Hodge 1
wsp. 1992]. Bazuje ona na wstegpnej selekcji takich klonéw (reprezentowanych przez

tysinki fagowe), dla ktérych nie mozna wykry¢ sygnatu po hybrydyzacji z sonda
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pochodzaca z tego samego materiatu, co przeszukiwana biblioteka. Wyselekcjonowane
z takich ,,zimnych” tysinek klony poddaje si¢ amplifikacji PCR, a nastgpnie prowadzi
si¢ ich dalsza analizg, np. przy pomocy hybrydyzacji northern. Metodg poszukiwania
zimnych tysinek, sama badz w kombinacji z hybrydyzacja r6znicowa, zastosowano do
identyfikacji genéw M. sativa, regulowanych w trakcie symbiozy z S. meliloti, co
zaowocowalo identyfikacja szeregu gendéw nodulin [Frugier 1 wsp. 1998, 2000;
Jimenez-Zurdo 1 wsp. 2000]. Sekwencje produktow kodowanych przez niektore z nich
(np. biatka zawierajacego motyw palca cynkowego, biatka z domenag kinazowa czy
homologu supresora nerczaka zarodkowego) sugeruja, ze geny te moga odgrywac rolg

regulatorowa w szlakach sygnalizacji indukowanych w czasie symbiozy.

A.6.3. Amplifikacja réznicowa

Metoda amplifikacji réznicowej (ang. differential display) zostata opisana na poczatku
lat dziewigcdziesiatych ubiegtego wieku [Liang 1 Pardee 1992]. Polega ona na
rownolegte] amplifikacji RT PCR transkryptow pochodzacych z tkanki badanej i
kontrolnej. Na etapie odwrotnej transkrypcji stosuje si¢ cztery pule zmodyfikowanych
starterow oligo(dT), rézniacych si¢ koncami 3’, a do amplifikacji uzywa si¢ tych
samych starterow oraz arbitralnie zaprojektowanych starterow 10-nukleotydowych.
Wyznakowane radioaktywnie w czasie PCR produkty amplifikacji sa rozdzielane w
zelu poliakrylamidowym, a organospecyficzne produkty sa identyfikowane poprzez
poréwnywanie wzoréw prazkéw na zelach dla obu badanych tkanek. Amplifikacja
roznicowa zyskata uznanie przede wszystkim z uwagi na niewielka ilos¢ wyjsciowego
materialu potrzebnego do amplifikacji oraz fakt, ze czulo§¢ metody nie jest zalezna od
poziomu ekspresji genu. Oznacza to mozliwos¢ identyfikacji takze tych gendw, ktére
ulegaja ekspresji na bardzo niskim poziomie. Jednak wigze si¢ ona rowniez z
trudnosciami  polegajacymi na duzej iloSci falszywie pozytywnych wynikéw
(artefaktow) oraz klopotach w sekwencjonowaniu i identyfikacji wycigtych z zelu,
czesto zanieczyszczonych, fragmentéw [Lievens i wsp. 2001]. Dodatkowo, podobnie
jak hybrydyzacja subtrakcyjna i wyszukiwanie zimnych tysinek, nie jest to metoda

ilosciowa.

Amplifikacje r6znicowa stosowano kilkakrotnie do identyfikacji genéw specyficznych

brodawkowo u S. rostrata, L. japonicus i M. truncatula [Goormachtig i wsp. 1995;



A. WSTEP 42

Szczygtowski 1 wsp. 1997; Nieble i wsp. 1998]. Takze w Pracowni Biologii
Molekularnej Roslin IChB PAN w Poznaniu uzyto tej metody do poszukiwania
specyficznych-brodawkowo genéw z L. luteus [Swiderski i wsp. 2000]. Zaowocowato
to identyfikacja 12 takich produktéw, z czego dla czterech okreslono kompletna lub
czesciowa sekwencje cDNA oraz profil ekspresji w trakcie brodawkowania. Trzy z nich
to p6zne noduliny, ktérych funkcji nie zidentyfikowano. Czwarty — gen desaturazy
stearoilo-ACP — ulega ekspresji od 9 dpi (dni po inokulacji) 1 moze by¢ zaangazowany
w tworzenie bton retikulum endoplazmatycznego oraz btony peribakteroidalnej

[Zaborowska i wsp. 2002].

A.6.4. Sekwencje EST i elektroniczny northern

Sekwencje EST (ang. EST - expressed sequence tag), czyli etykiety ekspresyjne to
kilkusetnukleotydowe fragmenty sekwencji cDNA wuzyskane przez jednokrotne
sekwencjonowanie ich koncéw. Dzigki latwosci otrzymywania, tworzenie bibliotek
EST stato si¢ alternatywa dla projektoéw sekwencjonowania genomoéw, w szczegdlnosci
duzych 1 czgsto poliploidalnych genoméw roslinnych. Oparte o komputerowa analize
badanie czg¢stosci wystgpowania sekwencji EST uzyskanych z bibliotek pochodzacych z
roznych organéw czy tkanek, zwane elektronicznym northernem, okazalo sig
skutecznym podejsciem do analizy ekspresji genéw in silico. W analizach wykorzystuje
si¢ sekwencje pochodzacych z nie znormalizowanych i nie poddanych subtrakcji
bibliotek, a trafnos¢ takich przewidywan zwigksza si¢ oczywiscie wraz ze wzrostem
ilosci danych, a zatem zalezy od poziomu ekspresji genu oraz liczby wygenerowanych
sekwencji EST dla danej biblioteki [Rafalski 1 wsp. 1998]. Stad, w przypadku ro$lin
motylkowatych, elektroniczny northern moze mie¢ obecnie najwigksze zastosowanie w
badaniu G. max, M. truncatula oraz L. japonicus [Ramirez i wsp. 2005; Journet i wsp.
2002; Fedorova i wsp. 2002], dla ktérych w bazach sekwencji Gene Indices (TIGR) 1
GenBank (NIH) notuje si¢ obecnie najwigksza ilo$¢ sekwencji z réznorodnych bibliotek

cDNA.

Potencjat tej metody obrazuje bardzo dobrze analiza przeprowadzona przez Fedorova 1
wsp. [2002], na okoto 141 000 sekwencji z M. truncatula, zdeponowanych w bazie
MtGI (obecnie jest ich juz ponad 226 000). Stosujac operatory logiczne, Autorzy
wyekstrahowali z tej puli 340 sekwencji EST wystepujacych wytacznie w bibliotekach
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pochodzacych z brodawek symbiotycznych w r6znych stadiach rozwoju, w co najmniej
dwoéch powtdrzeniach. Czg¢s¢ z nich opisano po raz pierwszy, mig¢dzy innymi 6
kontigdw ztozonych z 3-14 fragmentéw kodujacych produkty biatkowe o wysokiej
homologii do kalmodulin. Analiza ich sekwencji aminokwasowych wykazata jednak
obecnos¢ niespotykanego u tego typu biatek peptydu sygnalnego na koncu N oraz
mniejszej liczby kompletnych domen wiazacych jony Ca®™, co sugeruje ich inna
lokalizacj¢ komoérkowa 1 wyspecjalizowana funkcjg. Weryfikacja profilu ekspresji 91
genéw przy pomocy makromacierzy DNA 1 hybrydyzacji kropkowej potwierdzita
skutecznos$¢ selekcji dla gendw reprezentowanych przez co najmniej 6 sekwencji EST,
podczas gdy dla mniej licznych grup wyniki nie zawsze byly zgodne. Potwierdza to

zasadnos¢ wyboru jak najwigkszych bibliotek EST do tego typu analiz.

A.6.5. Makro- i mikromacierze DNA

Roéwnolegle z generowaniem bibliotek EST bardzo czgsto prowadzone sa badania
ekspresji z zastosowaniem macierzy DNA, czyli uporzadkowanego zestawu sond
reprezentujacych analizowane klony, unieruchomionych na stalym nos$niku. Macierz
jest poddawana hybrydyzacji z komplementarnymi czasteczkami DNA (cDNA) lub
RNA (cRNA), zawartymi w probie otrzymanej na matrycy transkryptow
wyizolowanych z wybranego organu badz tkanki. W przypadku radioaktywnie
znakowanych préb, najpowszechniej dotad stosowanych, sondy DNA (plazmidy z
insertami c¢cDNA lub produkty amplifikacji PCR) umieszczane sa na btonach
nylonowych lub nitrocelulozowych. Przygotowanie takich macierzy DNA jest mozliwe
nawet przy uzyciu standardowego wyposazenia laboratoryjnego (pipeta lub replikator
dopasowany do ptytek mikrostudzienkowych), co sprawia, ze jest to technika tatwa do
wdrozenia. Jednak z uwagi na duze rozmiary otrzymywanych macierzy (wynikajace ze
sposobu nanoszenia sond, wtasciwosci podtoza oraz koniecznos¢ zachowania odlegtosci
pomigdzy sondami, co ma zapobiec naktadaniu si¢ sygnaléw), podejscie to stosuje sig
do analiz kilkuset, maksymalnie kilku tysigcy gendéw jednoczesnie - sa to
makromacierze DNA. Miniaturyzacj¢ procesu umozliwito zastosowanie nowoczesnych
technologii — od okoto dziesigciu lat rozwija si¢ metoda analizy ekspresji przy uzyciu
mikromacierzy DNA [Schena 1 wsp. 2005], gdzie sondy w postaci produktéw
amplifikacji PCR lub krétkich syntetycznych oligonukleotydéw, nanoszone sa z duza

gestoscia na szklane podtoze pokryte odpowiednim no$nikiem (polilizyna, aminosilany,
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aldehydy i inne). Geste upakowanie (do kilkudziesigciu tysigcy sond na mikromacierzy)
oraz fluorescencyjne znakowanie proby pozwala na przeprowadzenie reakcji
hybrydyzacji w objgtosci nawet kilkudziesigciu mikrolitréw buforu hybrydyzacyjnego,
a detekcja laserowa z zastosowaniem systeméw wzmacniania sygnatu zapewnia wysoka
czutos¢ reakcji. Co wigcej, w przypadku mikromacierzy cDNA, zastosowanie
odpowiednio dobranej pary fluoroforow (np. Cy3 i Cy5) 1 dlugo$ci fal wzbudzenia
laserem, pozwala na hybrydyzowanie jednoczesnie dwoch prob do pojedynczej
mikromacierzy. Takie postgpowanie znaczaco podnosi jakos¢ analiz réznicowych, bo
wyklucza réznice w intensywnosci sygnaléw powodowane naniesieniem odmiennych
ilosci sondy badz zmiana warunkéw hybrydyzacji. Wprawdzie obrdbka i analiza
olbrzymiej ilosci danych uzyskanych przy pomocy mikromacierzy cDNA wymaga
zastosowania specjalnego oprogramowania, ale ma to rowniez taka zaletg, ze dostgpne
sa aplikacje pozwalajace na integrowanie wynikéw z szeregu eksperymentéw i
grupowanie genéw pod katem zblizonych profili ekspresji oraz - co za tym cze¢sto idzie

- podobnych funkcji [Eisen 1 wsp. 1998; Brazma 1 wsp. 2001; Quackenbush 2001].

Technika macierzy DNA jest coraz powszechniej wykorzystywana do analizy
brodawkowania i symbiotycznego wiazania azotu u motylkowatych. Tylko w 2004 roku
opublikowano pokazng ilos¢ prac opartych o te techniki, przy czym wigkszos$¢ dotyczy
roslin modelowych, dla ktérych projekty sekwencjonowania genomu sa daleko
zaawansowane oraz dostgpna jest duza liczba sekwencji EST [Kuster i wsp. 2004; Lee i
wsp. 2004; Manthey i wsp. 2004; El Yahyaoui i wsp. 2004; Suganuma i wsp. 2004;
Barnett i wsp. 2004; Kouchi 1 wsp. 2004; Colebatch 1 wsp. 2004]. W przypadku
M. truncatula szerokie zastosowanie znajduja blizniacze makro- 1 mikromacierz
Mt6k-RIT, zawierajace po 5 648 sond cDNA, reprezentujacych geny ulegajace
ekspresji w korzeniach nieinfekowanych oraz w r6znych rodzajach symbiozy. Macierze
te nadaja takze do badan poréwnawczych symbiotycznego wigzania azotu i mikoryzy
arbuskularnej [Kuster i wsp. 2004]. Ich uzycie zaowocowalo wstepna identyfikacja
kilkuset gendéw o ekspresji zmienionej w trakcie symbiozy z S. meliloti oraz
kilkudziesieciu genéw, ktére moga by¢ wazne w obu rodzajach interakcji
symbiotycznych. Wsréd nich znalazio si¢ szereg gendéw o potencjalnych funkcjach
regulatorowych [Manthey 1 wsp. 2004; Yahyaoui 1 wsp. 2004]. Réwniez dla
L. japonicus profilowanie ekspresji przy uzyciu macierzy cDNA przyniosto

identyfikacj¢ duzej iloSci genéw ulegajacych podwyzszonej ekspresji w czasie infekcji
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rizobiami badz specyficznych dla tego etapu. Wsérdéd nich znalazto si¢ wiele nowych
potencjalnych nodulin, reprezentujacych tak r6zne procesy komorkowe jak: transport
btonowy, reakcje obronne, synteza i odpowiedz na fitohormony, sygnalizacja, synteza
scian komoérkowych czy regulacja transkrypcji [Kouchi i wsp. 2004; Colebatch 1 wsp.
2004]. Macierze DNA wykorzystuje si¢ réwniez do analiz transkryptoméw
symbiotycznych mutantéw, w celu identyfikacji szlakéw transdukcji sygnatu i
mechanizméw regulacji brodawkowania [Suganuma 1 wsp. 2004; El Yahyaoui 1 wsp.
2004]. Warto takze wspomnie¢ o pionierskiej pracy Barnett i wsp. [2004], gdzie
wykorzystano wspd6lng mikromacierz oligonukleotydowa do jednoczesnej analizy

transkryptoméw obu partneréw symbiozy, w uktadzie M. truncatula — S. meliloti.
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B. CELE I ZALOZENIA PRACY

Niniejsza rozprawa poswigcona jest charakterystyce oddziatywan symbiotycznych
tubinu waskolistnego z bakteriami Bradyrhizobium japonicum bv. genistareum WMO.
Celem pracy byta identyfikacja genéw roslinnych zaangazowanych w ustanowienie
tych oddziatywan oraz w rozwdéj i funkcjonowanie brodawek korzeniowych, oraz

charakterystyka czasowych zmian ekspresji tych genéw w symbiozie.

Na szczegbétowe zalozenia pracy skladajg sig:

- selekcja genéw o ekspresji modulowanej w symbiozie poprzez analizg
roznicowa cDNA ze znormalizowanej biblioteki z korzeni tubinu
waskolistnego infekowanych mikrosymbiontem;

- otrzymanie zestawu cDNA markerowych reprezentujacych geny zwigzane z
tworzeniem 1 funkcjonowaniem brodawek, sygnalizacja w symbiozie oraz
geny odpowiedzi na czynniki stresowe poprzez i) losowy wybor klonéw
cDNA z ww. biblioteki oraz ii1) amplifikacj¢ RT PCR, w oparciu o dane
sekwencyjne gendéw z innych roslin;

- czesciowe okreslenie sekwencji nukleotydowych otrzymanych klonéw
cDNA i ich analiza komputerowa;

- konstrukcja makromacierzy cDNA 1 analiza zmian ekspresji otrzymanych
gendéw w symbiozie;

- weryfikacja uzyskanych profili ekspresji poprzez analiz¢ northern kilku
klonéw cDNA;

- préba okreslenia catkowitej sekwencji cDNA wybranych genéw.

W 2003 roku opublikowano doniesienia o identyfikacji prawdopodobnych receptoréw
bakteryjnego czynnika Nod. Poznanie procesu ewolucji kodujacych je genéw oraz
sposobu 1 specyfiki oddzialywan receptorow z czasteczkami czynnika Nod moze
okaza¢ si¢ pomocne w zrozumieniu, dlaczego zdolnos¢ do symbiozy z rizobiami
wyksztatcita si¢ u tak waskiej grupy roslin nasiennych. Stad jako dodatkowe zadanie
przyjeto konstrukcje drzewa filogenetycznego genu receptora NFR5 obejmujaca rézne
gatunki rodzaju Lupinus oraz pokrewnych gatunkéw i1 poréwnanie go z drzewami

uzyskiwanymi dla genéw nie zwigzanych z symbiotycznym wiazaniem azotu.
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C. MATERIALY I METODY

C.1. Wykaz stosowanych materialéw i odczynnikow

C.1.1. Materiatl biologiczny

C.1.1.1. Rosliny

Nasiona pochodzity z nast¢pujacych zréodet:

HR Smolice O/Przeb¢edowo
L. angustifolius, var. EMIR
SHR Wiatrowo
L. luteus, var. VENTUS
INIAP, Ekwador - dzigki uprzejmosci Gustavo Bernal’a
L. mutabilis
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazylia — dzigki uprzejmosci
Marii Teresy Schifino Wittmann
L. quadraticus
University of Oxford, Wielka Brytania — dzigki uprzejmosci Colina Hughes’a
L. sp CEH 2001
United States Department of Agriculture, USA — dzigki uprzejmsci Clarence
Coyne

pozostate gatunki

C.1.1.2. Szczepy bakteryjne

Escherichia coli SOLR® - eld—(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC
recB rec] uvrC umuC::TnS (Kanr) lac gyrA96 relAl thi-1 endA1 AR [F” proAB
laclgZAM15] Su— (Stratagene)

szczep uzyty do przygotowania znormalizowanej biblioteki cDNA 115/2

Escherichia coli INVoF~ - F~ endA1 recAl hsdR17 (rk-, mk+) supE44 thi-1
gyrA96 relAl ¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 A- (Invitrogen)
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Bradyrhizobium japonicum bv. genistaerum WM9 — szczep wyizolowany z
brodawek tubinu zéttego zebranego na terenie Roztocza, otrzymano od prof. W.

Matek (UMCS, Lublin)

C.1.1.3. Wektory plazmidowe
pBluescript SK (+/-) - pochodna pUC19, wektor uzyty do przygotowania
znormalizowanej biblioteki cDNA 115/2. Zawiera: ColE1 ori, {1 ori, promotory
polimeraz T3 i1 T7, promotor lac z fragmentem sekwencji kodujacej lacZ,
umozliwiajacy przeprowadzenie testu a-komplementacji w celu selekcji
rekombinantéw, gen opornosci na ampicyling, miejsce wielokrotnego

klonowania

pCR®2.1 - zawiera pUC ori, fl ori, promotor polimerazy T7, promotor lac z
fragmentem lacZo, kodujacym 146 aa P-galaktozydazy, umozliwiajacy
przeprowadzenie testu a-komplementacji w celu selekcji rekombinantéw, geny
opornos$ci na ampicyling i kanamycyng, miejsce wielokrotnego klonowania

(Invitrogen)

pGEMP®-T i pGEM®-T Easy — zawieraja f1 ori, promotory polimeraz T7 i SP6,
miejsce wielokrotnego klonowania, gen opornosci na ampicyling, operon lacZ,
umozliwiajacy przeprowadzenie testu a-komplementacji w celu selekcji

rekombinantow

C.1.1.4. AFGC Microarray Control Set
Zestaw kontrolny sktadajacy si¢ z 18 plazmidéw zawierajacych fragmenty gendéw nie

pochodzacych z roslin uzyskano z The Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).

W pracy wykorzystywano 11 plazmidow z zestawu AFGC Microarray Control Set
(Tab. 2).
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N Wycinek . _
Klon ID dostepu zdeponowg_ne; Wektor Poli(A)
sekwencji
BT B. thuringiensis cry1Ac ug9872 415-2225nt | pBluescript Il SK X
GFP Green Fluorescent Protein AF(078810 | 1603-2319 nt pGEM-T X
Globin Globin NM_000518 50-523 nt pBluescript Il SK X
GUS beta-glucuronidase (uidA) A00196 284-2151 nt | pBluescript Il SK X
HPH hygromycin B phosphotransferase K01193 199-1251 nt | pBluescript Il SK X
Luc Luciferase X65316 102-1754 nt | pBluescript Il SK X
BAR Phosphinothricin acetyl transferase X17220 94-535 nt pGEM-T Easy X
il "F;"‘h”é“;%g'{r‘g neomyen VOOG18 | 142-953nt | pGEM-TEasy | x
Spi B-cell receptor prot. (IMAGE:1420858) AF126021 270-1416 nt | pBluescript Il SK | 18nt
Sp2 Myosin heavy chain (IMAGE:1593605) X13988 5049-6032 nt | pBluescriptll SK | 19nt
Sp4 '”S‘(Jlmgfzﬂrg;g%gftor X07868 | 3250-4087nt | pBluescriptll SK | 18 nt

Tabela 2. Lista plazmidow z zestawu AFGC Microarray Control Set wykorzystanych jako kontrole

C.1.1.5. Znormalizowana biblioteka cDNA

Znormalizowana biblioteka cDNA 115/2 zostala przygotowana przez dr J.
Podkowinskiego (IChB PAN, Poznan) z korzeni i brodawek tubinu waskolistnego
odmiany EMIR, infekowanych szczepem B. japonicum bv. genistaerum WM9. Do
sporzadzenia biblioteki uzyto RNA wyizolowany z materiatu zebranego 7- 14-1 21- dni
po infekcji i wymieszany w stosunku 1:1:1. W trakcie syntezy do cDNA dotaczono
przez ligacj¢ sekwencje adapterowe, umozliwiajace pOzniejsza amplifikacje 1
klonowanie cDNA. Sekwencja (5° ATACGACTCACTATAGGGCTCGAG 3’)
bezposrednio  graniczy z  kofcem 5°  kazdego  insertu.  Sekwencja
(5 AGTACTCTGCGTTGTTACCACTGCT 3’) graniczy bezposrednio z koncami 3’
insertow. Startery komplementarne do tych odcinkéw adapterowych to odpowiednio:
LAVecF i LAVecR. Normalizacj¢ przeprowadzono w oparciu o procedurg opisanag
przez [Ko 1990], bez etapu fragmentacji DNA, osiagajac co najmniej
kilkudziesigciokrotna redukcje réznicy w stezeniu wysoko- i niskoreprezentowanych
transkryptow [Kisiel 1 wsp. 2004]. Znormalizowany cDNA wklonowano do wektora

fagemidowego ZAP II XR (Stratagene), a nastgpnie wyintegrowano plazmidowy DNA
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z insertami. Uzyskana biblioteka 115/2 zawiera niefrakcjonowany cDNA o $redniej
dlugosci insertu 1 kb. Miano biblioteki wynosi 20x10° cfu/ml, z czego 70 % stanowia

rekombinanty z insertem cDNA.

C.1.2. Enzymy

Enzym* Producent
Polimeraza Tag DNA Fermentas
Ligaza DNA T4 Fermentas
Terminalna transferaza deoksynukleotydylowa (TdT) Fermentas
Odwrotna transkryptaza M-MuLV Fermentas

Tabela 3. Lista stosowanych enzymoéw
*Odpowiednie bufory do reakcji dostarczano wraz z enzymem

C.1.3. Zestawy do wykonywania reakcji

Nazwa zestawu Przeznaczenie Producent
RNeasy Plant Mini Kit Izolacja catkowitego RNA z roslin QIAGEN
DNeasy Plant Mini Kit Izolacja genomowego DNA z roslin QIAGEN
QlIAprep Spin Miniprep Kit Izolacja plazmidowego DNA QIAGEN
QIAquick Gel Extraction Kit Izolacja DNA z zelu agarozowego QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit Oczyszczanie produktéw PCR QIAGEN
Oczyszczanie produktéw PCR w systemie
MinElute 96 UF PCR Purification Kit QIAGEN
mikroptytek
BigDye®  Terminator vi1.1  Cycle _ _ o
o Sekwencjonowanie DNA Applied Biosystems
Sequencing Kit
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Znakowanie ss cDNA Fermentas
Synthesis Kit
HexalLabel™ DNA Labeling Kit Znakowanie ds DNA Fermentas
TA Cloning® Kit Klonowanie DNA do wektora PCR® 2.1 Invitrogen

Tabela 4. Lista uzywanych zestawoéw do wykonywania reakcji
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C.1.4. Markery dlugosci DNA

Marker Producent
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Fermentas
MassRuler™ DNA Ladder, Mix, ready-to-use Fermentas

Tabela 5. Lista uzywanych markeréw ditugos$ci DNA

C.1.5. Oligonukleotydy

Startery oligonukleotydowe pochodzity z IBB PAN lub SIGMA-ARK GmbH.
Liofilizowany DNA rozpuszczano w dejonizowanej sterylnej wodzie. Przygotowane
porcje 100 pM przechowywano w -20 °C i uzywano do sporzadzania roztwordw

reakcyjnych.

C.1.5.1. Startery uniwersalne

Nazwa Sekwencja (5" — 3) Templera'tura
topnienia*
JP203 CGGCCAGTGAATTGTAATACG 539°C
JP204 ATGACCATGATTACGCCAAGC 55,7°C
JP205 CGCCTGAATTCTAGATAG 46,5°C
JP206 CTAGATAGGTACCGTCGACG 53,6 °C
JP207 CGCCTGAATTCTAGATAGGTACCGTCGACGTTTTTTTTTTTTTTT 63,3°C
LAVecF ATACGACTCACTATAGGGCTCGAG 57,1°C
LAVecR AGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACT 60,0 °C
univM13F GTTTTCCCAGTCACGACGTTG 56,5 °C
univM13R TGAGCGGATAACAATTTCACACAG 55,6 °'C
RACE-FL GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTITTT 61,4°C
RACE-FS GGCCACGCGTCGACTAGTAC 60,1°C

Tabela 6. Lista wykorzystanych starterow uniwersalnych
* Temperature topnienia obliczano wg programu OligoAnalyzer 3.0 (IDT)
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C.1.5.2. Startery do amplifikacji i sekwencjonowania indywidualnych klonéw
Nazwa Sekwencja (5" — 3) Tempfera.tura
topnienia*
2072F TGGTTGACATTGTACGCGAGT 56,8 'C
224F GTAAGCAACTCCAACAGAACC 53,8°C
225F GGTTCTGTTGGAGTTGCTTAC 53,8 °C
43RACEQ GGAAACACCCCAATATATTGAA 506 °C
43RACE1 GGTTACATGTTCCTAAGTCT 49,0°C
43RACE2 CAACCTATTCCTATTGAACTCAA 50,4 °C
43RACE3 GCAAAGCATCCCACCAAGTA 55,6 °C
AZ_28 GGAGACAGAATCAAGTGAATGATACTCA 56,2 °C
FINFR1 TGTGATNTAGCYYTAGCTTCNTA 53,1°C
LA0O1 GAACARTTCAGTGATGGAGTTGG 45,7°C
LA002 GCAATCAATGTCATTTCCTCATCTC 54,5°C
LA003 TGCTGGTGCTCACACTAATTACAG 57,1°C
LA004 GGTGACACNGGCACAGATTGCAT 54,3°C
LA005 GAATGGCGYGCYTTGATGGATC 54,5°C
LA006 CGTATTSAMGAGAAGTACACA 50,8 °C
LA007 GAGGATACYTTCATTGCTG 49,1°C
LA008 CTAAAGATGCCAAATATTCATTTC 48,6 °C
LAO10F GATATNGCNAAYGTYAAGGGAGT 54,6 °C
LA101 TCCTWCTCAGAATCCACAGAATAT 53,0°C
LA102 TGNCAATTGAGCCTTATGA 50,2°C
LA103 CCACCGGTGMAYAAGCCA 58,3°C
LA106 GCTTTTGTGWTKGAATTCATAAT 49,31 °C
LA107 TCATAAGTACCGAACCACTAAATT 51,9°C
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LA201 GAWCCWTAYATNAAGAAGCTTGT 50,6 'C
LA203 GACAARGATGGHGACTGGATG 55,1°C
LA205F TCTGCAACTVAAGGGTTTGAGA 55,6 °C
LA207R TTCATGTAYTCAGATGCATTGTTTTC 534 °C
LA208F TGTGATNTAGCYYTAGCTTCNTA 53,1°C
LA209R ACTGTNAWYTGTTCNTGTGG 51,6 °C
LA214R TCTYYWAGYCTWGGATCCACCA 56,1°C
LA215F TGCAARAGCCAGTAACATAGA 52,8°C
LA217R ATCCTTCCACAGCATAACCA 53,8 °C
LA219R ATCTTGAGAACAGAATCAAT 53,8°C
LA302 CCVATHWCCAARTGGGAAGAT 53,6 'C
LA303 CAYCCHGGTGGACCTGCAATT 59,8 °C
Lang_GS_FORWARD_1_ ATGCCDGGYCARTGGGRRTTYCAAGTTGG 65,7°C
M_ACTIN_007 YTVGAYTCTGGDGATGGTGT 547°C
M_PEPC_002 CTBCGHGCDATHCCWTGGATCTTTGC 612°C
M10_E40F CTCAYYCCTCACACTCC 51,7°C
M11_E40R CCTACYTWCTCATCTGCA 49,4°C
NFR5-R5 TAGGCTGCCACACATAAGTAATCA 56,0 °C
NFR5-R6 AAGGGCACCTGCAGAATAAAGGGA 60,6 'C
R1NFR1 TCTYYWAGYCTWGGATCCACCA 56,1°C
SYMRK-R1 GAATGGAAATATGCCCCTTA 49,8°C
SYMRK-R2 AGCATCTCTTTCCCTCATCTATATCA 55,0°C
SYMRK-R4 ACTATAATCTGTTGTGTAAT 43,3°C
S2EST10 TTGCAGATTCTGATGAAACCCCAT 56,9 °C

Tabela 7. Lista wykorzystanych starterow specyficznych do poszczegdlnych sekwencji
* Temperature topnienia obliczano wg programu OligoAnalyzer 3.0 (IDT). W przypadku starteréw o zdegenerowanej
sekwencji podano $rednig temperature topnienia.
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C.1.6. Inne materialy i odczynniki

Nazwa Producent
[032P]dCTP 3000Ci/mmol ICN Biomedicals
[033P]dCTP 3000Ci/mmol ICN Biomedicals
Agar Prona, Sigma
Agaroza Prona
Ampicylina Sigma
Bactotrypton Serva
Bromek etydyny Sigma
Bromofenol blue Sigma
BSA Sigma
Chlorek cezu Serva
Chlorek litu Sigma
Chlorek sodu POCh SA
DEPC Sigma
DNA ze spermy $ledzia Sigma

dNTP Promega, Fermentas
EDTA Sigma
Ekstrakt drozdzowy Serva
Etanol POCh SA
Fenol Sigma
Ficol typ 400 Sigma
Formaldehyd Sigma
Formamid Sigma
Glicerol Sigma
Ksylen-cyjanol FF Sigma
Mannitol Fluka
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Membrana Hybond N+ Amersham BioSciences
MES ICN Biomedical
MOPS Sigma

Octan amonu POCh SA

Octan sodu POCh SA

Parafilm Pechiney

PVP Sigma

SDS Sigma

Sephadex G-50 Fine Sigma

Tris POCh SA

TSR Applied Biosystems
X-Gal Sigma
B-merkaptoetanol Sigma

Ekran wzmacniajacy Storage Phosphor Screen

Kodak, Amersham Biosciences

Kaseta do radiografii

Molecular Dynamics

Tabela 8. Lista innych wykorzystanych materiatéw i odczynnikéw

Pozostate odczynniki pochodzity z POCh SA oraz z Sigma

C.1.7. Pozywki

C.1.7.1. Pozywki do hodowli bakterii

Podloza state mialy sktad identyczny jak ptynne i zawieraty dodatkowo agar w st¢zeniu

15 g/l. Pozywki po rozpuszczeniu skladnikéw sterylizowano przez 20 min w temp.

121 °C, pod ci$nieniem 1,5 bar. Gotowe pozywki przechowywano w temp. 4 °C.

LB do hodowli E. coli:

NaCl
Baktotrypton

Ekstrakt drozdzowy

10 g/l
10 g/l

5¢g/l




C. MATERIALY I METODY

56

SOC do hodowli E. coli po transformacji:

wg [Sambrook i Russel 2001]

YMB do hodowli Bradyrhizobium japonicum.:

K,;HPO4
MgSO4
NaCl
Mannitol

Ekstrakt drozdzowy

C.1.7.2. Pozywka do hodowli roslin

0,5 g/l
0,1 g/l
0,1 g/l
10 g/l

0,4 g/l

Stezenie koricowe

Roztwor Zwigzek
Rosl. nieinfekowane Rosl. infekowane

A2 MgSO4 2,0mM 2,0mM
B FeSO4 0,1 mM 0,1 mM
Na2EDTA 0,1 mM 0,1 mM
C CaCl2 1,7mM 1,7mM
MnSO4 83,0 uM 83,0 uM
MnCl2 23,0 uM 23,0 pM
KJ 50 uM 5,0 uM
EPF ZnS04 30 uM 30 uM
CoCI2 0,1 uM 0,1 pM
CuS04 0,32 uM 0,32 uM
H3BO3 100 pM 100 pM
Na2MoO4 1,0uM 1,0uM

D KNO3 10 mM

I NH4H2PO4 2,0mM

J Ca(NO3)2 2,1 mM
A3 K2S04 49 mM
A4 KCl 1,3 mM
F KH2PO4 2,0mM

Tabela 9. Roztwory uzywane do sporzadzenia pozywki do hodowli roslin (wg. P. Strozyckiego, IChB PAN )
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Pozywke przechowywano w 4 °C w postaci roztworéw stezonych stu- lub

dwustukrotnie, ktore rozcienczano 1 mieszano bezposrednio przed podlaniem roslin.
C.1.8. Roztwory
C.1.8.1. Roztwory do izolacji catkowitego RNA z roslin

Wszystkie roztwory sterylizowano w temp. 121 °C, pod ci$nieniem 1,5 bar przez 20

min.

GHCH, pH 7,0
Chlorowodorek guanidyny &M
MES 20 mM
EDTA 20 mM
B-merkaptoetanol 50 mM
GTC,pH 7,0
Tiocyjanian guanidyny 4M
Cytrynian sodu 25 mM
Sarkozyl 0,5 %
B-merkaptoetanol 100 mM
H,O0-DEPC
DEPC Iml/1

Przed sterylizacja roztwor wytrzasano przez 16 h w temp. pokojowe;.
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C.1.8.2. Roztwory do elektroforezy DNA

50x TAE:

wg. [Sambrook i Russel 2001]

6x roztwor obcigzajacy:

wg. [Sambrook i Russel 2001]

C.1.8.3. Roztwory do elektroforezy RNA

Sx MOPS, pH 7,0

MOPS 10M
Octan sodu 10 mM
EDTA 10 mM

Roztwoér sterylizowano w temp. 121 °C, pod ci$nieniem 1,5 bar przez 20 min.

Roztwér denaturujacy do prébek

5x MOPS 200 pl/ml
Formaldehyd 50 pl/ml
Dejonizowany formamid 500 pl/ml

Roztwor obciazajacy

Glicerol 400 pl/ml

1% Bromofenol blue 80 pl/ml
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C.1.8.4. Roztwory do transferu i hybrydyzacji
Roztwory: 20 x SSC, denaturujacy i neutralizujacy sterylizowano w temp. 121 °C, pod
cisnieniem 1,5 bar przez 20 min.

20 x SSC, pH 7,0

NaCl 4 M

Cytrynian sodu 0,3 M

Roztwoér denaturujacy

NaCl ISM

NaOH 0,5M

Roztwér neutralizujacy, pH 7,5

NaCl 1,5M
Tris 0,5M

100 x Denhardt
BSA 2 g/100 ml
Ficol typ 400 2 ¢/100 ml
PVP 2 g/100 ml

Bufor do prehybrydyzacji / hybrydyzacji

20x SSC 5x
100x Denhardt 5x

SDS 0,5 %
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DNA ze spermy $ledzia* 100 ug/ul

*DNA ze spermy S$ledzia uprzednio degradowano przez wielokrotne
przeciaganie przez strzykawke z igla, a bezposrednio przed dodaniem
denaturowano w temp. 95 °C przez 5 min i chtodzono na lodzie.

C.1.8.5. Pozostale roztwory

TE

wg [Sambrook i Russel 2001]

10x TEN

wg [Sambrook i Russel 2001.]

C.1.9. Wazniejsza aparatura

Wirowki

5810 R z chtodzeniem, rotory F-45-30-11, F-34-6-38, A-2-DWP (Eppendorf)
5415R z chlodzeniem, rotor F-45-24-11 (Eppendorf)
J2-21 z chtodzeniem, rotory JA-17, JS-7.5 (Beckman)

Ultrawiréwka XL-70 z chtodzeniem, rotor SW 40T1 (Beckman)

Termocyklery

PTC-200 (MJ Research)

UNOII (Biometra)
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Spektrofotometr

DU-62 (Beckman)

Licznik scyntylacyjny

LS 5000 TA (Beckman)

Hybrydyzator

7601 (GFL)

System do wizualizacji radioaktywnosci i fluorescencji

Typhoon 8600 (Molecular Dynamics)

Sekwenator

AbiPrism 310 (Applied Biosystems)

C.2. Metody

C.2.1. Hodowla roslin

Nasiona sterylizowano powierzchniowo w 25 % wybielaczu Clorox (L. angustifolius, L.
luteus, L. albus, L. arizonicus, L. albicaulis, L. cosentinii, M. atropurpureum, O.
compressus) lub w stezonym kwasie siarkowym (pozostate rosliny) przez 20 min,
delikatnie mieszajac, po czym plukano je obficie woda destylowang 1 moczono w
niewielkiej ilosci wody przez ok. 4 h. Nastgpnie wykladano je na szalki pokryte
wilgotna bibuta filtracyjna i inkubowano w temp. pokojowej, w ciemnosci, az do
skietkowania (L. angustifolius - 1 dzien, pozostale rosliny — przez 1-5 dni). Siewki

umieszczano w sterylnych doniczkach z perlitem na gltgbokosci ok. 1 cm. Rosliny
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hodowano w pomieszczeniu hodowlanym (temp. 24 °C, oswietlenie 16 h / dobg). Do
czasu pojawienia si¢ liscieni na powierzchni, doniczki przykrywano pokrywkami w celu
zapobiezenia nadmiernej utracie wilgotnosci. Rosliny podlewano woda, a raz w
tygodniu — pozywka z dodatkiem mineralnego azotu. Hodowle tubinu waskolistnego,
przeznaczone do badania stadiéw rozwoju brodawek korzeniowych polewano zawiesina
bakterii B. japonicum bv. genistareum WMO, podana przy pomocy pipety (2 ml
zawiesiny w poblize kazdej rosliny), po 4-5 dniach od wysiania. Infekowane rosliny
podlewano pozywka bezazotowa. Material roslinny zamrazano w cieklym azocie

bezposrednio po zebraniu i przechowywano w temp. =70 °C.

C.2.2. Hodowla bakterii

Bakterie przechowywano na szalkach ze stata pozywka, w temp. 4 °C, przez krétki
okres — do kilku tygodni lub zamrazano w 25 % glicerolu w temp. =70 ‘C. W tym celu
przenoszono 500 pl ptynnej hodowli do 1,5-ml probéwki, mieszano delikatnie z réwna
objetoscia 50 % glicerolu 1 zamrazano btyskawicznie na suchym lodzie, po czym

przenoszono do zamrazarki.

C.2.2.1. Escherichia coli

Komorki E. coli hodowano w ptynnej lub statej pozywce LB z dodatkiem ampicyliny
(100 pg/ml). Hodowle prowadzono przez ok. 16 godzin, w temp. 37 °C. Plynna
hodowle wytrzasano z szybkoscia 250 — 350 rpm. Przy kolorymetrycznym oznaczaniu
aktywno$ci enzymu [-galaktozydazy (selekcja bialych i niebieskich kolonii), na
powierzchni zestalonej pozywki na szalkach Petriego rozprowadzano réwnomiernie
40 ul X-Gal rozpuszczonego w dimetyloformamidzie (40 mg/ml) i inkubowano przez

co najmniej 30 min w temp. 37 °C, bezposrednio przed wysianiem bakterii.

C.2.2.2. Bradyrhizobium japonicum bv. genisteaeum
Bakterie hodowano w ptynnej lub statej pozywce YMB, w temp. 28 °C przez ok. 5 dni.
Ptynna hodowlg wytrzasano z szybkoscia 200 rpm.
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C.2.3. Izolacja roslinnego RNA

W kazdej z zastosowanych metod zamrozony materiat roslinny ucierano na drobny
proszek w mozdzierzu schlodzonym cieklym azotem. Odpowiednia ilo$¢ utartego
materiatu przenoszono do probéwki i, po odparowaniu resztek azotu, przystgpowano do
izolacji zgodnie z protokotem. Gotowe preparaty catkowitego RNA przechowywano w

temp. =70 °C.

C.2.3.1. Metoda GHCH-LiCl

Proszek uzyskany z utarcia 5 g materiatu roslinnego zawieszano w 7,5 ml buforu
GHCH 1 7,5 ml fenolu. Cato$¢ mieszano homogenizatorem Polytron, przy
maksymalnych obrotach, kilka razy po 30 s, w mig¢dzyczasie chtodzac probéwke¢ na
lodzie. Ekstrakcj¢ przeprowadzano wytrzasajac proboéwke przez 10 min w temp.
pokojowej. Do roztworu dodawano nastgpnie rowna objetos¢ mieszaniny chloroform :
alkohol izoamylowy (24 : 1) 1 wytrzasano przez kolejne 10 min. Mieszaning wirowano
(10 000 rpm, 10 min) w temp. 4 °C, po czym fazg wodna przenoszono do nowej
probowki i ekstrahowano jeszcze dwukrotnie, najpierw réwna objgtoscia mieszaniny
P:C:I (fenol : chloroform : alkohol izoamylowy 25 : 24 : 1), a p6zniej réwna objetoscia
chloroformu, wytrzasajac 1 wirujac jak poprzednio. Po ostatecznej ekstrakcji faze
wodng przenoszono do nowej probowki, dodawano 0,2 objgtosci 1 M kwasu octowego i
0,7 objetosci etanolu, po czym wytracano w temp. —20 °C, przez noc. Po wirowaniu
(14 000 rpm, 30 min) w temp. 4 °C supernatant usuwano, a osad przemywano 80 %
etanolem, osuszano 1 rozpuszczano w 1 ml H,O-DEPC. RNA wytracano dodajac 1/3
objetosci 8 M chlorku litu, przez 3 - 24 h, w temp. 4 °C. Supernatant oddzielano przez
pétgodzinne wirowanie ( 14 000 rpm) w temp. 4 °C, a osad przemywano 2 M chlorkiem
litu, nastgpnie 80 % etanolem, osuszano i rozpuszczano w H,O-DEPC. W celu
usunigcia pozostatosci chlorku litu RNA ponownie przetracano, tym razem podwdjna
objetoscia etanolu i1 0,1 objetosci 3 M octanu sodu, pH 5.2. Po calonocnej inkubacji w
temp. —20 °C osad RNA wirowano jak poprzednio, przemywano 80 % etanolem,

osuszano i rozpuszczano w 50 — 200 ul H,O-DEPC.

C.2.3.2. Metoda GTC-CsCl
8 g utartego materiatu roslinnego zawieszano w 10 ml buforu GTC i homogenizowano

przy uzyciu aparatu Polytron, na najwyzszych obrotach, dwa razy po 30 s, w przerwach
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chtodzac roztwor na lodzie. Probéwki wytrzasano przez 20 min w temp. pokojowej, a
nastgpnie roztwor nawarstwiano na poduszke z 5,7 M chlorku cezu 1 100 mM EDTA,
pH 7,0, w probéwkach do ultrawirowania. Wirowanie prowadzono przez okoto 24
godziny, w temp. 20 °C, przy szybkosci 36 000 rpm. Zebrany osad rozpuszczono w
buforze GHCH, a nastgpnie dwukrotnie przetracano podwdjna objetoscia etanolu i 0,1
objgtosci octanu sodu, pH 5,2. Kazdorazowo preparat inkubowano w temp. —20 °C
przez noc, wirowano (14 000 rpm, 40 min) w temp. 4 °C, przemywano 70 % etanolem,

suszono 1 rozpuszczano w 50 — 200 ul H,O-DEPC.

C.2.3.3. Metoda GTC-PVP-LiCl

Po utarciu 10 g materialu roslinnego proszek zawieszano w 30 ml buforu
denaturujacego GTC 1 homogenizowano kilkakrotnie przez 30 s przy uzyciu aparatu
Polytron, przy maksymalnych obrotach, w przerwach chtodzac mieszaning na lodzie.
Nastgpnie dodawano 7,5 ml 10 % PVP i powtarzano homogenizacje. Roztwoér
wirowano (11 000 rpm, 4 min) w temp. 20 °C. Zebrany supernatant ekstrahowano
mieszaning P:C:I, wytrzasajac przez 1 min, inkubowano na lodzie przez 15 min, po
czym wirowano (11 000 rpm, 10 min) w temp. 4 °C. Do zebranej fazy wodnej
dodawano réwna objetos¢ izopropanolu i wytracano przez noc w —20 °C. Nastepnie, po
pétgodzinnym wirowaniu (14 000 rpm) w temp. 4 °C i usunigciu supernatantu, osad
przemywano 80 % etanolem, osuszano i rozpuszczano w 1 ml H,O-DEPC. RNA
przetracano nastgpnie kolejno: chlorkiem litu i etanolem, identycznie jak w metodzie

GHCH-LIiCL

C.2.3.4. Metoda RNeasy

Izolacj¢ prowadzono przy uzyciu zestawu kolumienkowego RNeasy Plant Mini Kit,
zgodnie z zaleceniami producenta, uzywajac 100 mg utartego materiatu roslinnego na
pojedyncza izolacje. Wybrano zalecana przez producenta opcje ekstrakcji w buforze
GITC, dostgpnym w zestawie. RNA wymywano z kazdej kolumienki 2 x 100 pl wody
wolnej od RNaz. Nastepnie faczono wszystkie eluaty uzyskane z tego samego materiatu
roslinnego i zageszczano RNA przez calonocne przetracanie w —20 °C etanolem z

dodatkiem octanu sodu 1 wirowanie, tak jak w pozostatych metodach izolacji.
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C.2.4. Izolacja catkowitego DNA z roslin

Zamrozony materiat roslinny ucierano na drobny proszek w mozdzierzu chtodzonym
ciektym azotem. Izolacjc DNA prowadzono nastgpnie przy uzyciu zestawu
kolumienkowego DNeasy Plant Mini Kit, zgodnie z procedura zalecana przez
producenta. W pojedynczej izolacji ekstrahowano DNA ze 100 mg proszku roslinnego.
DNA wymywano z kolumienek uzywajac 2 x 75 pul wody wolnej od RNaz. Gotowe

preparaty przechowywano w temp. 4 °C.

C.2.5. Izolacja plazmidéw z komorek E. coli

Kultury bakterii po calonocnej hodowli w 5 ml pozywki LB z antybiotykiem,
oddzielano od pozywki przez wirowanie ( 4 500 rpm, 15 min) w temp. 4 °C. Nast¢pnie
zlewano pozywke, a z osadu bakterii izolowano plazmidy uzywajac zestawu
kolumienkowego QIAprep Spin Miniprep Kit, zgodnie z zaleceniami producenta. DNA
wymywano z kolumienek 50 pl buforu EB, dotaczanego do zestawu 1 przechowywano

w =20 °C.

C.2.6. Analiza spektrofotometryczna kwaséw nukleinowych

Stezenie kwaséw nukleinowych oceniano spektrofotometrycznie, badajac ich absorpcje
w wodzie przy dtugosci fali 260 nm i przyjmujac przelicznik 10D = 40 ug/ml RNA lub
50 pg/ml ds DNA. W celu zbadania czystosci preparatdw RNA mierzono stosunek
absorpcji przy dlugosci fali 260 nm do absorpcji przy dlugosci 280 nm, w buforze TE,

pH 8,0. Jako prawidtowe przyjmowano wartosci 1,8 — 2,2.

C.2.7. Elektroforeza DNA

Prébki obciazano roztworem obciazajacym z dodatkiem bromofenolu blue i ksylen-
cyjanolu. DNA rozdzielano w 1,5 % zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w
ilosci 0,5 pg/ml. Elektroforez¢ prowadzono w buforze 1x TAE przez 35 — 60 min, przy
nat¢zeniu pola elektrycznego 5 — 9 V/cm. Obraz prazkéw po rozdziale uzyskiwano
skanujac zel na aparacie Typhoon 8600, przy uzyciu filtru wzbudzenia 532 nm i filtru

emisji 610 nm. Jesli rozdziat prowadzono w celu oszacowania st¢zenia preparatéw, do
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zelu nie dodawano bromku etydyny. W tym przypadku zel wybarwiano po
elektroforezie w pudetku z buforem I1x TAE i bromkiem etydyny (1 pg/ml), w temp.
pokojowej, przez 2 — 4 h, lekko kotyszac. Nastgpnie zastgpowano bufor woda

destylowana i kotysano jeszcze przez 15 min, po czym zbierano obraz fluorescencji.

C.2.8. Elektroforeza RNA

1-2 pg catkowitego RNA liofilizowano (jesli objgtos¢ przekraczata 2 pl), rozpuszczano
w 10 pl buforu denaturujacego do prébek i inkubowano przez 7 min w temp. 65 °C, po
czym schladzano na lodzie i krétko wirowano (13 000 rpm) w celu zebrania roztworu
na dnie probowki. Do prébek dodawano po 1,5 pl buforu obciazajacego i rozdzielano je
w 1,5 % zelu agarozowym, w warunkach denaturujacych (z dodatkiem 5 % v/v
formaldehydu), w buforze 1x MOPS. Elektroforez¢ prowadzono przez ok. 1 h, przy
natezeniu pola elektrycznego 6 V/cm. Zel wybarwiano po elektroforezie, inkubujac go
przez 2 - 4 h w pudetku z buforem 1x MOPS i bromkiem etydyny (I pg /ml), a
nastgpnie przez 15 min w sterylnej wodzie, lekko kotyszac. Obraz prazkéw po
elektroforezie uzyskiwano skanujac zel na aparacie Typhoon 8600 przy diugosciach fali

532/ 610 nm.

C.2.9. Reakcja odwrotnej transkrypcji

W 200-pl probéwce do PCR mieszano:

catkowity RNA 1,5 ng
10 uM starter 3,6 ul
woda do obj. 12 ul

Mieszaning inkubowano w temp. 70 ‘C przez 5 min, chtodzono na lodzie i krétko

wirowano (13 000 rpm). Nastgpnie do probéwki dodawano:

5 x bufor RT 4 ul

10 mM dNTP 2ul
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20 U/l RNasin 1wl

Catos¢ inkubowano w temp. 37 °C przez 5 min. Nastgpnie dodawano enzym:

200 u/pul odwrotna transkryptaza 1wl

Reakcje prowadzono przez 60 min w temp. 42 °C, po czym dezaktywowano enzym

przez dziesigciominutowa inkubacje w 70 °C.

C.2.10. Amplifikacja PCR

Reakcj¢ amplifikacji przeprowadzano przy uzyciu enzymu Polimerazy Taq DNA, w

buforze zawierajacym siarczan amonu.

Sklad standardowej mieszaniny reakcyjnej:

10x bufor do PCR Ix

25 mM MgCl, 2 mM

10 mM dNTP 0,2 mM

(5 - 100 uM) starter F 0,3-0,6 uM

(5 - 100 uM) starter R 0,3-0,6 uM

matrycowy DNA zaleznie od rodzaju matrycy
H,O zaleznie od objgtosci reakcji
5 u/pl Polimeraza Taq 2 u/100 pl

Rodzaje stosowanych matryc DNA:

zabite bakterie — koloni¢ bakterii podnoszono z szalki przy pomocy sterylnej
wykataczki, zawieszano w 150 pl buforu TE 1 wytrzasano na worteksie przez ok. 5

min. Nastgpnie probkg inkubowano w temp. 95 °C przez 7 min i chtodzono na lodzie.
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Zdenaturowang probke wirowano (10 000 rpm, 2 min) w temp. 4 °C. Supernatant

stosowano jako matrycg w reakcji PCR, w ilosci 3 pl / 10-pl reakcjg.

plazmidowy DNA — na 100-ul reakcje amplifikacji uzywano 1 pl pigédziesigciokrotnie
rozcienczonego preparatu uzyskanego w standardowej izolacji. W przypadku braku
produktu reakcj¢ powtarzano stosujac jako matryc¢ nie rozcienczony DNA

plazmidowy.

genomowy DNA z roslin — na 50-pl reakcje uzywano 10 pl preparatu uzyskanego w

standardowej izolacji.

ss cDNA — na 10-pl reakcjg uzywano 0,5 - 1 pl mieszaniny po odwrotnej transkrypcji.

Profil temperaturowy reakcji w termocyklerze:

wstgpna denaturacja 94 °C 2 min

35 x:
denaturacja 94 °C 45 s
hybrydyzacja zmiennie* 1 min
wydluzanie 72 °C 1 min 30s

koncowe wydtuzanie 72 °C 10 min

Po reakcji probki pozostawaly w temp. 4 °C do czasu wyjecia z termocyklera.

* Temperatura hybrydyzacji byta zalezna od zestawu uzytych starteréw.

C.2.11. Oczyszczanie produktéw amplifikacji PCR

Produkty reakcji PCR oczyszczano w trojaki sposéb. 1) Przy oczyszczaniu mieszaniny
reakcyjnej bezposrednio po amplifikacji uzywano zestawu kolumienkowego QIAquick
PCR Purification Kit, postgpujac zgodnie z zaleceniami producenta. 2) W przypadku
oczyszczania  duzej ilosci  produktéw PCR  stosowano system  plytek

mikrostudzienkowych z 96 zaglebieniami oraz zestaw MinElute 96 UF PCR
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Purification Kit. Przesaczanie roztworéw wymuszano stosujac wodna pompe ssaca.
3) Niektore preparaty oczyszczano przez rozdzial w zelu agarozowym 1 wycigcie z zelu
prazkéw oczekiwanej diugosci, pod lampa UV. Nastgpnie DNA eluowano z zelu
stosujac zestaw kolumienkowy QIAquick Gel Extraction Kit, wedlug procedury

podanej przez producenta.

C.2.12. Znakowanie radioaktywne ss cDNA

Znakowany ss cDNA uzyskiwano w reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) na matrycy
catkowitego RNA wyizolowanego z odpowiednich fragmentéw ro$liny. Do znakowania
stosowano [(132P]dCTP lub [(133P]dCTP o aktywnosci 3000Ci/mmol. W reakcji RT
uzywano zestaw RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, z niewielkimi
modyfikacjami w procedurze podanej przez producenta.

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

W 200-pl probéwce do PCR mieszano:

catkowity RNA 15 ng
oligo (dT) s 4 ug
woda do obj. 7,5 ul

Mieszaning inkubowano w temp. 70 °C przez 5 min, chtodzono na lodzie i krétko

wirowano (13 000 rpm). Nastgpnie do probéwki dodawano:

5 x bufor RT 4 ul
10 mM (dATP, dGTP, dCTP) 1wl
0,25 mM dCTP 1wl
20 U/ul RNasin 1wl

[a**P]dCTP lub [« *P]dCTP 5ul
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Catos¢ inkubowano w temp. 37 °C przez 5 min. Nastgpnie dodawano enzym:

200 u/pul odwrotna transkryptaza 1wl

Reakcje prowadzono przez 60 min w temp. 42 °C. Po tym czasie do mieszaniny

dodawano:

S mM dCTP 1wl

Inkubacj¢ w 42 °C prowadzono przez dalsze 20 min. Nastgpnie przektadano probowke

na 16d i dodawano, w celu dezaktywacji enzymu:

0,5 M EDTA pH 8,0 5l

Degradacja matrycowego RNA

W celu degradacji matrycy do mieszaniny dodawano réwna objetos¢ 0,6 M NaOH i
inkubowano w 70 °C przez 30 min, a nastgpnie pozostawiano w temp. pokojowej przez

15 min. Mieszaning neutralizowano przez dodanie 10 pl 1 M Tris pH 7,01 3 pul 2 N HCL.

Oczyszczanie ss cDNA

Znakowany ss cDNA rozcienczano buforem 1x TEN z dodatkiem 0,1 % SDS do
objetosci 150 pl i oczyszczano od wolnych dezoksyrybonukleotydéw na kolumnach z
Sephadexem G-50, przygotowanych zgodnie z [Sambrook i Russel 2001]. Kolumny
wirowano w wychylnym rotorze (1000 rpm, 4 min) w temp. 20 °C. Specyficzna
aktywno$¢ zebranej po wirowaniu frakcji c¢cDNA analizowano w liczniku
scyntylacyjnym. Bezposrednio przed hybrydyzacja prébg denaturowano przez 5 min w

temp. 95 °C i chtodzono na lodzie.
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C.2.13. Znakowanie radioaktywne produktéw PCR

Produkty PCR znakowano metoda heksamerowa stosujac zestaw Hexalabel™ DNA
Labeling Kit i [o’*P]dCTP o aktywnosci 3000 Ci/mmol, wedtug zalecen producenta.
DNA po znakowaniu oczyszczano na kolumienkach z zestawu QIAquick PCR
Purification Kit, zgodnie z dolaczonym protokotem. Specyficzng aktywnos¢
wyznakowanego DNA mierzono w liczniku scyntylacyjnym. Bezpo$rednio przed

hybrydyzacja sondy denaturowano przez 5 min w temp. 95 °C i chtodzono na lodzie.

C.2.14. Hybrydyzacja kolonijna

Przygotowanie filtrow

Bakterie ze znormalizowanej biblioteki ¢cDNA hodowano na szalkach Petriego z
gestoscia umozliwiajaca odseparowanie pojedynczych kolonii (okoto 250/ szalkg, w
tym 40 - 80 % rekombinantéw z insertem, co oszacowywano na podstawie testu o-
komplementacji). Nastgpnie dokonywano transferu bakterii w niezmienionym uktadzie
na filtry nylonowe, przyktadajac do powierzchni szalki odpowiednio przycigta
membrang i lekko przyciskajac. Po rozdzieleniu filtry uktadano na szalkach ze Swieza
pozywka LB i hodowano przez kilka godzin w temp. 37 °C, w celu zregenerowania
kolonii. Macierzyste szalki réwniez inkubowano przez kilka godzin w temp. 37 °C, a

nastgpnie przechowywano w temp. 4 °C do uzyskania wynikéw hybrydyzacji.

Po inkubacji filtry przenoszono na bibut¢ 3MM nasaczona roztworem denaturujagcym
(na 4 min), a p6zniej na bibul¢ z roztworem neutralizujacym (2 x 3 min), koloniami do
gbry. Po neutralizacji filtry ptukano przez zanurzenie w 2x SSC i suszono w temp.
pokojowej. DNA immobilizowano na membranach przez dwugodzinne zapiekanie w
temp. 80 °‘C. Gotowe filtry przechowywano w temp. pokojowej w szczelnym

zamknigciu.

Hybrydyzacja i wizualizacja

Filtry umieszczano w pudetku z 50 ml buforu do prehybrydyzacji i inkubowano przez

3h w temp. 65 °C, kotyszac. Nastgpnie do buforu dodawano ss cDNA znakowany
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[a**P]dCTP i prowadzono hybrydyzacje przez 15 h w tych samych warunkach. Po
hybrydyzacji filtry obmywano w uprzednio podgrzanych roztworach inkubujac je za

kazdym razem w temp. 65 °C, z kotysaniem:

2x SSC, 0,1 % SDS — dwukrotnie przez 5 min
1x SSC, 0,1 % SDS — 15 min

0,1x SSC, 0,1 % SDS — dwukrotnie przez 10 min

Na koncu filtry ptukano pobieznie w 2x SSC, zamykano szczelnie w przezroczystym
worku 1 przyktadano do ekranu wzmacniajacego na kilka godzin. Po zeskanowaniu
obrazu na aparacie Typhoon 8600 filtry w razie koniecznosci ponownie odmywano, a

nastgpnie suszono w temp. pokojowej i poddawano ekspozycji przez 24 -72 h.
C.2.15. Hybrydyzacja makromacierzy DNA o niskiej gestosci
Przygotowanie filtrow

W celu otrzymania sond DNA wybrane inserty namnazano w reakcji PCR (2 — 3
reakcje w objetosci 100 pl dla kazdej sondy). Zastosowano parg starterow LaVecF 1
LaVecR, a matryce¢ do amplifikacji stanowily zabite bakterie. Produkty reakcji
zageszczano przez odparowanie w bloku termicznym nagrzanym do temp. 94 °C i
rozpuszczenie w 25 pl wody. Bezposrednio przed naniesieniem na filtry sondy
denaturowano (5 min w temp. 95 °C), chtodzono na lodzie i wirowano, po czym
dodawano do nich 2,5 ul 20x SSC. Na filtry nylonowe nanoszono po 0,8 ul kazde;j
sondy wg uprzednio przygotowanych szablonéw. Kazdorazowo przygotowywano dwa
identyczne zestawy filtrow. Po naniesieniu wszystkich sond filtry pozostawiano na
15 min do wyschnigcia, a p6zniej zapiekano przez 2 h w temp. 80 °C. Gotowe filtry

przechowywano w temp. pokojowej w szczelnym zamknigciu.
Hybrydyzacja i wizualizacja

Filtry umieszczano w tubach zawierajacych bufor do prehybrydyzacji i poddawano

czterogodzinnej inkubacji w 65 °C. Nastgpnie do tub dodawano odpowiednia prébe
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ss cDNA wyznakowanego [o’°P]JdCTP i hybrydyzowano przez ok. 16 h. Filtry
odmywano 1 poddawano ekspozycji w identyczny sposob, jak przy hybrydyzacji

kolonijnej. Obraz zbierano z maksymalna rozdzielczo$cia skanera (50 um2).
C.2.16. Hybrydyzacja makromacierzy DNA o wysokiej gestosci

Analiz¢ ekspresji genéw z zastosowaniem makromacierzy DNA o wysokiej gestosci
przeprowadzono w dwdch powtdrzeniach (por. punkt D.4.1). Do kazdego z powtdrzen
zestawy makromacierzy byly przygotowywane niezaleznie, z niewielkimi réznicami w

procedurze.
Przygotowanie filtréw

Sondy przeznaczone do naniesienia na filtry otrzymywano przez amplifikacj¢ insertow
z parami uniwersalnych starterow LaVecF 1 LaVecR, JP203 i JP204 lub univMI13F 1
univM13R, zaleznie od rodzaju plazmidu. Jako matryce do amplifikacji wykorzystano
zabite bakterie (w pierwszym powtérzeniu) lub plazmidowe DNA wyizolowane z
odpowiednich rekombinantéw (w drugim powtoérzeniu). Przeprowadzano 2 — 3 reakcje
amplifikacji szacujac st¢zenia otrzymywanych produktow na zelu agarozowym. Dla
wigkszosci sond uzyskiwano w ten sposéb co najmniej 3 pg DNA. Po amplifikacji
produkty PCR oczyszczano i zaggszczano przez oczyszczanie systemem MinElute 96
UF PCR Purification Kit i elucj¢ 30 pl wody. W pierwszym powtérzeniu eksperymentu
sondy bezposrednio przed naniesieniem denaturowano przez dodanie 5 pl 0,6 M NaOH
na 10 pl roztworu DNA i inkubacje w temp. 37 °C przez 15 min. Nastgpnie nanoszono
je w trzech powtérzeniach na membrany nylonowe przy pomocy 96-igtowego
replikatora (Nalge Nunc International). W celu kontrolowania procesu nanoszenia,
roztwory sond zabarwiano 0,001 % bromofenolem blue. W drugim powtérzeniu
eksperymentu sondy byty denaturowane dopiero po naniesieniu na filtry, przez
umieszczenie membran na bibule 3MM nasaczonej roztworem denaturujacym (3 x 10
min), a nast¢pnie buforem neutralizujacym (3 x 10 min) i obmycie w 2x SSC. Gotowe
filtry zapiekano przez 2 h w temp. 80 °C i przechowywano szczelnie zamknigte w temp.

pokojowej do czasu hybrydyzacji.
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Hybrydyzacja i wizualizacja

Protokét hybrydyzacji zaczerpnigto z [Loriod i wsp. 2001]. Filtry umieszczone w
tubach do hybrydyzacji inkubowano w temp. 68 ‘C przez minimum 6 h w buforze
prehybrydyzacyjnym. Nastegpnie dodawano odpowiednia probe ss cDNA, znakowana
[a’*P]dCTP i hybrydyzowano przez 48 h w tych samych warunkach. Po hybrydyzacji
filtry odmywano (3 x 1 h w 0,1 % SSC i 0,1 % SDS) w temp. 68 °C i ptukano je w 2x
SSC. Zamknigte szczelnie w foliowych woreczkach membrany poddawano ekspozycji
przez ok. 48 h i skanowano na aparacie Typhoon 8600. Po uzyskaniu wst¢pnego
obrazu, filtry w razie potrzeby odmywano dodatkowo przez 1 h w takich samych
warunkach jak poprzednio, suszono i poddawano ponownej ekspozycji przez ok. 7 dni.
Odmywano zawsze oba odpowiadajace sobie filtry reprezentujace poréwnywane stadia,
tak aby czas odmywania byl dla nich jednakowy. Obraz zbierano z maksymalna

rozdzielczoscia skanera (50 umz).
C.2.17. Hybrydyzacja Northern
Przygotowanie filtrow

Po 5 pg catkowitego RNA rozdzielano w denaturujacym zelu agarozowym. Nastgpnie
zel ptukano w sterylnej wodzie oraz dwukrotnie w 10x SSC, kazdorazowo przez 15
min. RNA przenoszono na membrang hybrydyzacyjna, suszono w temp. pokojowej i
zapiekano w temp. 80 °C przez 2 h. Szczelnie zamknigte filtry przechowywano w temp.

pokojowej do czasu hybrydyzacji.
Hybrydyzacja i wizualizacja

Filtry umieszczone w tubach do hybrydyzacji inkubowano w 5 ul buforu
prehybrydyzacyjnego przez 2 h. Nastgpnie dodawano odpowiednia sondg¢ ds DNA,
wyznakowang [o”°P]dCTP i hybrydyzowano przez kolejne 16 h. Po hybrydyzacii filtry
ptukano i poddawano ekspozycji, tak jak przy hybrydyzacji kolonijne;j.
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C.2.18. Ustalanie konca 5’ transkryptu

W celu ustalenia konca 5° cDNA stosowano technik¢ 5° RACE, wykorzystujac cztery
startery oligonukleotydowe, komplementarne do regionu 5’- koncowego znanego
fragmentu sekwencji Starter I potozony byt najdalej, a starter IV — najblizej konca 5’

znanego fragmentu cDNA:

nieznany koniec 5’ znany fragment sekwencji transkryptu
A e —

5’ 35
tarter |
Odwrotna starter
transkrypcja
3 5
Dobudowanie

ogona poli (A)
starter RACE-FL
R

3 AA--AA 5
4_
starter Il
starter Amplifikacja J/
RACE-FS
—>
5 wmssrenuas TT--TT. 3
3 mmmaamaus AA-- AA 5

4+— <4—
starter IV starter lll

Powtdrna
amplifikacja

lub

|

Sekwencjonowanie

Rysunek 6. Schemat postepowania przy ustalaniu korncow 5’ transkryptow

Odwrotna transkrypcja

W reakcji odwrotnej transkrypcji uzywano specyficzny starter I. Jednoniciowy cDNA

oczyszczano od niewbudowanych nukleotydéw przy pomocy zestawu kolumienkowego
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QIAquick PCR Purification Kit. Do elucji uzywano 50 ul wody podgrzanej do temp.
65 °C.

Dobudowanie ogona poli(dA) na koncu 3’

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

5x bufor TdT Sul
oczyszczony ss cDNA 10 ul
1 mM dATP 4 ul
20 u/pl terminalna transferaza 2ul
H,O 4 ul

DNA w wodzie denaturowano przez 2 min w temp. 94 °C i chtodzono na lodzie, po
czym dodawano reszte sktadnikéw. Reakcj¢ prowadzono przez 15 min w temp. 37 °C,
nast¢pnie dezaktywowano enzym przez 10 min w temp. 70 °C i schtadzano do temp.

4°C.

Amplifikacja konca 5’

Przeprowadzano standardowa reakcje PCR uzywajac jako matrycg 4 pl cDNA z
ogonem poliadenozynowym oraz starter RACE-FL 1 specyficzny starter II. Produkty
reakcji rozdzielano w zelu agarozowym. W przypadku braku widocznego prazka
spodziewanej dtugosci przeprowadzano powtérna amplifikacje, na matrycy 1 pl
mieszaniny reakcyjnej z pierwszej reakcji PCR, uzywajac starter RACE-FS oraz starter
III lub starter IV. Otrzymana pulg¢ produktéw cDNA klonowano do wektora
plazmidowego, a nastgpnie amplifikowano pewna ilos¢ insertow 1 sekwencjonowano

najdtuzsze z nich.

C.2.19. Klonowanie produktéw PCR do wektora plazmidowego

Do klonowania produktéw PCR do wektora uzywano zestawu TA Cloning® Kit i

komérek kompetentnych One Shot® INVoF”.
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Ligacja

Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl. Produkt PCR bez oczyszczania mieszano z
50 ng zliniowanego plazmidu pCR® 2.1 w stosunku molarnym 3:1, dodawano 1 pl 10x
buforu do ligacji i 4 u ligazy. Mieszaning reakcyjna inkubowano w temp. 14 °C przez

noc.

Transformacja

2 pl mieszaniny ligacyjnej dodawano do probowki zawierajacej 50 pl komorek
kompetentnych, mieszano delikatnie koncoéwka pipety 1 pozostawiano na lodzie przez
30 min. Nastgpnie przeprowadzano transformacj¢ metoda szoku termicznego,
zanurzajac probéwke na 30 s w tazni wodnej, nagrzanej do temp. 42 °C i chitodzac na
lodzie przez 2 min. Do schiodzonych komérek dodawano 250 pl pozywki SOC 1
hodowano przez 1 h w temp. 37 °C, wytrzasajac probéwke z predkoscia 225 rpm. Po
tym czasie rozprowadzano 100 — 200 pl zawiesiny komoérek na szalkach LB z
ampicyling i X-gal, i inkubowano przez noc w temp. 37 °C. Rekombinanty
selekcjonowano przesiewajac biate kolonie i przeprowadzajac kontrolne reakcje PCR na

matrycy zabitych bakterii.

C.2.20. Sekwencjonowanie DNA

DNA sekwencjonowano automatycznie metoda terminacji fancucha przez wbudowanie
znakowanych fluorescencyjnie dideoksynukleotydéw oraz elektroforez¢ kapilarna. Do
amplifikacji uzywano zestaw BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit. Reakcje
prowadzono w objetosci 10 pl.

Amplifikacja PCR

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

Terminator Ready Reaction Mix 2ul
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Big Dye Sequencing Buffer 1wl
1,6 uM starter 1wl
matrycowy DNA:
plazmid 200 ng
produkt PCR 10 ng
woda do 10 ul

Profil temperaturowy reakcji w termocyklerze:

wstgpna denaturacja 96 °C 1 min
25 x:
denaturacja 96 °C 10s
hybrydyzacja zmiennie* 10s
wydtuzanie 60 °C 4 min

Po reakcji probki pozostawaly w temp. 4 °C do czasu wyjecia z termocyklera.

* Temperatura hybrydyzacji byta zalezna od zestawu uzytych starteréw.

Oczyszczanie produktu amplifikacji

Mieszaning reakcyjna umieszczano w 1,5-ml probéwce i dodawano do niej 25 ul
etanolu o temp. pokojowej, 1 pl 3M octanu sodu, pH 5,21 1 pl 125 mM EDTA. Catos¢
mieszano na worteksie i pozostawiano w temp. pokojowej na 15 min, po czym
wirowano (40 min, 14 000 rpm) w temp. 4 °C. Po usunigciu supernatantu osad
przemywano 100 ul 80 % etanolu, suszono przez 10 min w temp. pokojowej i
rozpuszczano przez co najmniej pot godziny w 10 pl buforu TSR. Nastgpnie probke
denaturowano przez 2 min w temp. 95 °C, chtodzono na lodzie, krétko wirowano i

przenoszono do 0,5-ml probéwki do elektroforezy kapilarnej.
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Elektroforeza kapilarna

Elektroforezg prowadzono przez 120 min w sekwenatorze Abi Prism 310, w temp.
50 °C, przy natezeniu pola elektrycznego 200 V/cm. Czas iniekcji préby wynosit 30 s, a

napigcie w czasie iniekcji - 2,5 kV.

C.2.21. Komputerowa obrobka i analiza danych

Do obrébki sekwencji uzywano zainstalowanego zdalnie lub lokalnie oprogramowania:
BioEdit 4.8.10, GeneDoc 2.3.000, ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/#), CAP
(http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/cap_in.pl), Signal P3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/Signal P) oraz zestawu aplikacji BCM Search

Launcher: Sequence Utilities (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seq-util.html).

Przeszukanie baz danych prowadzono za posrednictwem serweréw National Center for
Biotechnology Information, The Institute for Genomic Research, ExXPASy, Pfam, oraz
EMBL-EBI, korzystajac z dostgpnych programéw. W kazdym rodzaju przeszukania
jako wskaznik znaczacego podobienstwa przyjmowano warto$¢ oczekiwana Expect <

107,

Do analizy ilosciowej wynikow hybrydyzacji makromacierzy DNA uzywano
programéw ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics) oraz Excel 2000 (Microsoft). Na
potrzeby analizy iloSciowej obrazéw fluorescencji i radiograméw kazdorazowo
stosowano opcje redukcji tta ,,Local Average”, a wyniki odczytywano w kolumnach
wartosci ,,Volume” (analiza stgzeh RNA 1 DNA w zelach agarozowych, analiza
iloSciowa radiograméw) lub ,Sum Above Background’ (analiza iloSciowa

radiograméw).
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D. WYNIKI

D.1. Selekcja genéw o ekspresji modulowanej w symbiozie

Pierwsza czgs¢ pracy eksperymentalnej polegata na wstgpnej selekcji gendw, ktdre
moga by¢ zaangazowane w rozwoj 1 funkcjonowanie brodawek symbiotycznych tubinu

waskolistnego. W tym celu wykonano trzyetapowe przeszukanie znormalizowanej

tubin nieinfekowany tubin infekowany

| |

RNA RNA
DNA[B . g
CD%[AI GONAE] znormalizowana biblioteka cDNA

v

5000 rekombinantéw na filtrach nylonowych

> @

hybrydyzacja

v

“zimne rekombinanty”

!

pary sond na filtrach nylonowych

= ® | merzasa
@

—>

klony o sygnale Int, / Int,> 4

l

sondy w dwoch powtérzeniach
na filtrach nylonowych

b . hybrydyzacja
> @

klony o sygnale Int; / Int, > 4
lub Intg / Int,< 0,25

Rysunek 7. Schemat trzyetapowego przeszukania znormalizowanej biblioteki cDNA, majacego na celu
wyselekcjonowanie genéw o podwyzszonej lub obnizonej ekspresji w trakcie symbiozy z
bradyrizobiami. Opis w tekscie.
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biblioteki cDNA przygotowanej z korzeni w réznych stadiach symbiozy z bakteriami
B. japonicum bv. genistaecrum WM9. Polegalo ono na kolejnych hybrydyzacjach z
radioaktywnie wyznakowanymi prébami cDNA, pochodzacymi z korzeni roslin
nieinfekowanych oraz zainfekowanych mikrosymbiontem (Rys. 7). Ostatecznym celem

przeszukania byto wybranie puli cDNA ulegajacych réznicowej ekspresji.

D.1.1. Optymalizacja procedur izolacji RNA i znakowania cDNA

Do analizy réznicowej uzyto znakowane radioaktywnie [**P] préby cDNA [A] oraz [B],
otrzymane w reakcji odwrotnej transkrypcji, z zastosowaniem uniwersalnego startera
oligo(dT)s. Probg [A] przygotowano na matrycy catkowitego RNA wyizolowanego z
nieinfekowanych korzeni, hodowanych na podtozu z dodatkiem zwiazanych form azotu.
Do syntezy préby [B] uzyto natomiast catkowity RNA wyizolowany z fragmentéw

zainfekowanych korzeni z dojrzatymi brodawkami (34 dpi).

W celu otrzymania matrycowych RNA do syntezy, zastosowano pierwotnie metode
GHCH-LICI: ekstrakcj¢ buforem zawierajacym chlorowodorek guanidyny, a nastgpnie
mieszaning fenol: chloroform: alkohol izoamylowy (P:C:I), potaczona z przetracaniem
2M chlorkiem litu. Pierwsze proby znakowania otrzymanego RNA wykazatly, ze mimo
odpowiedniego stgzenia 1 czystoSci preparatu, reakcje odwrotnej transkrypcji
przebiegaly z r6zna wydajnoscia, w zalezno$ci od uzytej partii RNA. Podczas gdy w
najbardziej udanych reakcjach znakowania udziat czasteczek [o->°P]dCTP
wbudowanych do cDNA siggat 20 % wyjsciowe]j ilosci izotopu, w innych warto$¢ ta
bylta bliska zeru (Tab. 10). Zmienne wyniki uzyskiwano dla obu préb, ale szczegdlnie
czesto dotyczyto to znakowania préby [B]. Catkowity RNA z korzeni z brodawkami
rowniez bardzo trudno rozpuszczal si¢ w trakcie izolacji, a osad byt biatawy, a nie
przezroczysty. Wyciagni¢to stad wniosek, ze zastosowana procedura ekstrakcji 1
oczyszczania RNA nie pozwala na doktadne usunigcie jakiego$ metabolitu wtérnego,
obecnego w tkankach roslinnych, ktéry pézniej inhibuje reakcj¢ odwrotnej transkrypcji.
Preparaty RNA poddano zatem dodatkowemu oczyszczaniu, przez powtdrna ekstrakcje
mieszaning P:C:I. Nastgpnie przeprowadzono seri¢ kontrolnych reakcji znakowania,
uzywajac jako matrycg kontrolny RNA dotaczony do zestawu (1,5 pg / reakcjg), sam
lub w kombinacji z powtdrnie oczyszczonym RNA z tubinu (5 pg). Wykazaty one, ze

dodanie do mieszaniny reakcyjnej RNA z tubinu nie obnizato poziomu syntezy



D. WYNIKI 82

kontrolnego cDNA. Jednak wydajno$¢ znakowania préb [A] i [B] nie poprawila si¢
mimo oczyszczenia. Jedna z mozliwych przyczyn mogta by¢ degradacja matryc,
spowodowana wieloetapowa procedura izolacji. W zwiagzku z tym zdecydowano si¢ na
modyfikacj¢ tej procedury, zastgpujac wytracanie chlorkiem litu separacja RNA przez
wirowanie w gradiencie chlorku cezu (metoda GHTC-CsCl). Wyeliminowano w ten
sposOb przypadki catkowicie nieudanego znakowania, jednak w dalszym ciagu
uzyskiwano niepowtarzalne wyniki (Tab. 10). W rownolegle wyprobowanej metodzie
GTC-PVP-LiCl zastosowano denaturacj¢ w buforze zawierajacym tiocyjanian
guanidyny, z dodatkiem poliwinylopirolidonu (PVP), potaczona z ekstrakcja
mieszaning P:C:I i przetracaniem chlorkiem litu. Tiocyjanian guanidyny ma wigksze
wlasciwosci denaturujace 1 lepiej rozrywa komorki niz chlorowodorek guanidyny,
natomiast PVP tworzy kompleksy z powszechnymi w tkankach roslinnych
polisacharydami i1 zwiazkami polifenolowymi. Przetestowany preparat RNA
wyizolowany tym sposobem rzeczywiscie okazat si¢ dobra matryca do odwrotne;j
transkrypcji - przeprowadzono jedno probne znakowanie, w czasie ktorego do
syntetyzowanego cDNA wbudowato si¢ okoto 20% czasteczek [0->>P] dCTP (Tab. 10).
Jednak wydajnosc¢ izolacji (50 pg RNA/ 1 g §wiezej masy) nie byta zadowalajaca.

. ; . Wydajnos¢ izolacji o .
Metoda izolacji Czas trwania - Wydajnos¢ znakowania™
(Mg/ g Swiezej masy)

GHCH-LICI 3-4 dni* 0,1-140 g 0-20 %
GHCH-CsCl 3-4 dni* 0,1-240 ug 10-20 %
GITC-PVP-LICl 3-4 dni* 50 ug 20 %***
RNeasy 30 min — 24h* 100-400 ug 5-50 %

Tabela 10. Pordwnanie wydajnosci izolacji catkowitego RNA i znakowania ss ¢cDNA przy zastosowaniu
réznych metod izolaciji.

* czas trwania izolacji byt zalezny od obecnosci lub braku dodatkowych etapéw przetracania, majacych na celu
zageszczenie preparatow

** mierzona jako procent czasteczek [a-2P]JdCTP wbudowanych do cDNA w odniesieniu do catkowitej ilosci izotopu
uzytej do znakowania

*** przeprowadzono tylko jedno prébne znakowanie

Ktopoty z wydajnoscia obserwowano réwniez w przypadku poprzednich metod
preparatyki RNA. Zastosowano zatem komercyjny zestaw do izolacji RNA, w ktérym
po wstepnej lizie 1 denaturacji w buforze z izotiocyjanianem guanidyny, RNA jest

wigzane 1 oczyszczane metoda chromatografii jonowymiennej na kolumienkach z
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silikonowa membrana (metoda RNeasy). Pozwolito to na szybka izolacj¢ RNA z bardzo
duza wydajnoscia, a w wigkszosci przypadkow uzyskiwano takze wysoki stopien
wyznakowania cDNA (Tab. 10). Te czynniki zadecydowaly, ze w kolejnych

eksperymentach izolowano RNA wylacznie metoda RNeasy.

D.1.2. Etap I analizy réznicowej

Do wstgpnego przeszukania znormalizowanej biblioteki c¢cDNA zastosowano
hybrydyzacj¢ kolonijng - okoto 5000 losowo wybranych rekombinantéw przeniesiono
na filtry nylonowe i poddano hybrydyzacji z proba [A]. Po odmyciu niezwiazanego
cDNA, ekspozycji 1 wizualizacji, poréwnywano uktad sygnatéw wuzyskany dla
poszczegblnych filtréw z ukladem rekombinantéw na wyjsciowych szalkach. Dla
ulatwienia tej analizy obrazy filtréw drukowano w oryginalnych rozmiarach na
przezroczystych kliszach, a nastgpnie przyktadano do szalek na pod$wietlarce. Na tej
podstawie wybierano ,,zimne klony”, tj. takie, dla ktérych nie uzyskano sygnatu po
hybrydyzacji. Byto ich okoto 2500. Wyb6r opierat si¢ na zatozeniu, ze reprezentuja one
geny o niskim poziomie ekspresji lub jej braku w niesymbiotycznych tkankach i moga

by¢ wybidrczo zaangazowane w procesy zwiazane z symbioza.

D.1.3. Etap II analizy réznicowej

Grupa klonéw wyselekcjonowanych we wstgpnym przeszukaniu zostala poddana
hybrydyzacji réznicowej z wykorzystaniem makromacierzy DNA o niskiej ggstosci.
Inserty amplifikowano na matrycy plazmidowych DNA uwolnionych z analizowanych
kolonii, stosujac startery JP203 i JP204, komplementarne do sekwencji wektorowych
otaczajacych inserty. W pojedynczej reakcji amplifikacji uzywano po dwie matryce,
otrzymujac w ten sposéb pary sond (Rys. 8). Pozwolito to ograniczy¢ ich liczbe, a tym
samym zmniejszy¢ rozmiar przygotowywanych filtréw nylonowych 1 objgtos¢

mieszaniny hybrydyzacyjne;j.

Produkty amplifikacji nanoszono na filtry nylonowe, przygotowujac dwa identyczne

zestawy makromacierzy DNA. Kazdy zestaw hybrydyzowano odpowiednio z préba [A]
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Rysunek 8. Przyktadowy obraz insertow uzyskanych przez amplifikacje PCR klonéw wybranych we
wstepnym przeszukaniu znormalizowanej biblioteki cDNA. Matrycami w kazdej reakcji byty dwa rézne klony
cDNA. M — marker dtugosci.

lub [B]. Obie proby byly wyznakowane w zblizonym stopniu: specyficzna aktywnos¢
préby [A] wynosita 109 x 10° cpm (w kilku reakcjach znakowania uzyto tacznie 115 pg
RNA), préby [B] — 90,6 x 10° cpm (do znakowania uzyto tacznie 97,5 ng RNA). Po
zakonczonej hybrydyzacji 1 ekspozycji przeprowadzono ilosciowa analize
intensywnosci sygnalow uzyskanych dla poszczegdlnych par sond. Na tej podstawie
wyselekcjonowano klony o ekspresji indukowanej w brodawkach, w poréwnaniu z
nieinfekowanymi korzeniami. Jako warto$§¢ graniczna przyjeto czterokrotnie wyzszy
poziom intensywnos$ci poszczegollnych sygnatéw (i) na filtrach [B] w stosunku do
filtrow [A] (Intg; / Inta; > 4). Program Image Quant, ktory zastosowano do analizy
ilosciowej, oblicza intensywno$¢ sygnaléw dla kazdego obiektu na kilka sposobéw. Do
poréwnania wybrano dwa z nich. Wynik ,,Volume” informuje o sumie intensywnosci
wszystkich pikseli w obiekcie, po odjeciu $redniej wartosci tta od kazdego z nich. Z
kole1 wynik ,,Sum Above Background” podaje sumg intensywnosci tylko tych pikseli
obiektu, dla ktérych warto$¢ ta jest dodatnia po odjeciu Sredniej intensywnosci tta.
Poniewaz kazda z metod dawala w rezultacie inne wyniki poréwnan dla
poszczegbdlnych sond, na tym etapie przeszukania zdecydowano si¢ na selekcjg
wszystkich klonow, ktore spetnialy przyjety warunek Intg; / Inta; > 4 przynajmniej wg
jednej z nich. Wyodrgbniono w ten sposoéb 184 pary sond wykazujace podwyzszony
poziom ekspresji w korzeniach z brodawkami. Rozmieszczenie tych par na filtrach

wskazuje, ze uzyskane wartosci nie sa wynikiem btedéw przy hybrydyzacji, takich jak
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nieréwnomierne rozprowadzenie buforu hbrydyzacyjnego lub lokalne podwyzszenie tta

(Rys. 9).
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Rysunek 9. Rozktad par sond wyselekcjonowanych na drugim etapie analizy réznicowej na odpowiadajacych
sobie filtrach z poddanych hybrydyzacji zestawéw. Okregi wskazujg potozenie par sond wykazujacych réznicowa
ekspresje: zielone - na filtrze hybrydyzowanym z préba [B] pochodzaca z infekowanych korzeni, czerwone - na
filtrze hybrydyzowanym z prébg [A] pochodzacq z korzeni kontrolnych.

D.1.4. Etap III analizy réznicowej

Kolejnym krokiem byta indywidualna analiza ekspresji wyselekcjonowanych klonéw
cDNA. Przebiegala ona podobnie jak na etapie II, tym razem jednak kazda sondg

przygotowywano w niezaleznej reakcji na matrycy poszczegdlnych plazmidow.

Ostatecznie amplifikowano 199 sond (54,6% klonéw wyselekcjonowanych w fazie II),
ktore naniesiono na filtry w dwoch powtorzeniach, w oddalonych od siebie pozycjach.
Dwie identycznie przygotowane membrany hybrydyzowano z prébami [A] 1 [B], kazda
otrzymana z 60 pg odpowiedniego RNA, o zblizonej specyficznej aktywnosci (30 x 10°
i 29 x 10° cpm). Po odmyciu i ekspozycji filtréw uzyskano obrazy, ktére poddano
analizie ilosciowej przy pomocy programu ImageQuant. Nastgpnie wybrano te klony,
dla ktérych stosunek intensywnosci sygnatow wynosit Intg; / Inta; > 4, wg metody
,Volume” lub ,,.Sum Above Background”. Bylo ich 55. Z kolei dla 35 innych klonéw
zaobserwowano znaczacy spadek ekspresji w brodawkach w poréwnaniu z

nieinfekowanymi korzeniami: Intg; / Inta; < 0,25. Wynik ten mégt by¢ zgodny z
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wynikiem etapu II przeszukania w przypadku obserwowanej jednoczesnie silnej
indukcji drugiego genu z pary. Mogta ona zamaskowac spadek ekspresji pierwszego
genu. Potwierdzito si¢ to dla pigciu klonéw cDNA. W przypadku dalszych 24 klonéw
cDNA wykazujacych na tym, ostatnim, etapie analizy réznicowej spadek ekspresji w
brodawkach, wynik ten jest nieoczekiwany. Sondy, z ktérymi byly one wczesniej
sparowane, podczas analizy indywidualnej w III fazie przeszukania nie wykazaty
znaczacej zmiany ekspresji w brodawkach lub ich ekspresja rowniez byta obnizona. Dla
pozostatych szesciu gendéw nie udato si¢ sprawdzi¢ ekspresji gendw z pary, poniewaz
nie byly on analizowane na ostatnim etapie przeszukania. Mimo to wszystkie klony

cDNA o stosunku sygnaléw Intg;/ Inta; < 0,25 takze uzyto do dalszych badan.

D.1.5. Sekwencjonowanie insertéw

W celu ustalenia fragmentow sekwencji wyselekcjonowanych klonéw cDNA
przeprowadzono jednokrotne reakcje sekwencjonowania dla kazdego z nich. Inserty
amplifikowano, uzywajac starteréw JP203 1 JP204, i rozdzielano w zelu agarozowym.
Jesli obserwowano wigcej niz jeden produkt amplifikacji, odpowiednie rekombinanty
rozsiewano do pojedynczych kolonii na szalkach z zestalona pozywka, amplifikowano
inserty z 8 - 20 losowo wybranych kolonii i1 rozdzielano elektroforetycznie. W kazdym
z takich przypadkow uzyskano pojedyncze prazki identycznej dtugosci dla wszystkich
sprawdzanych kolonii z danej serii 1 taki produkt — jako dominujacy — dotaczano do puli
sekwencjonowanych insertow. Wszystkie amplikony oczyszczono i oszacowano ich
stgzenia przez powtorny rozdziat elektroforetyczny (Rys. 10). Sekwencjonowanie
przeprowadzono uzywajac starter LAVecF. Uzyskiwano w ten sposob sekwencje
koncow 5’ insertéw. Otrzymane sekwencje poddawano obrébce, polegajacej na
usunigciu koncéwek o niskiej jakosci oraz pozostatosci fragmentéw wektorowych,
ktore wyszukiwano rgcznie 1 przy pomocy programu VecScreen (NCBI). W
czterdziestu czterech sekwencjach wystepowat ciag kilkunastu — kilkudziesigciu adenin,
po ktérych sekwencje stawaly si¢ nieczytelne. W takim przypadku sekwencje obcinano
usuwajac nukleotydy za czwarta adenina segmentu poliadeninowego. Sekwencje
catkowicie nieczytelne oraz takie, ktérych dtugos¢ po obrobce nie przekraczata 60 nt,
odrzucono. Ostatecznie stworzono bibliotek¢ zawierajaca pigcdziesiat dziewigc

sekwencji EST, ktéra nazwano ja LAO2 (Rys. 10, Tab. 11). Trzydziesci siedem z nich
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wyniku sekwencjonowania danego produktu. X - produkty, dla ktérych nie otrzymano czytelnej sekwencii lub byta

wyselekcjonowanych w trakcie analizy réznicowej. Kazda linie opisano nazwa sekwencji EST otrzymanej w
ona krétsza niz 60 nt,; M — marker dtugo$ci DNA.

Rysunek 10. Rozdziat elektroforetyczny oczyszczonych produktow amplifikacji insertow z klondw
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reprezentowalo klony o ekspresji podwyzszonej w symbiozie (wg rezultatow III fazy
analizy réznicowej), a pozostale dwadziescia dwa — klony o obnizonej ekspresji.
Sekwencje EST zostaly zdeponowane w bazie GenBank, pod numerami dostgpu:
DV468716 - DV468774. Zamieszczono je réwniez w pliku tekstowym ,JL.A02
sekwencje EST” na dotaczonym do pracy dysku CD, w folderze ,,Biblioteka LA02”.

D.1.6. Przeszukanie baz danych

Sekwencje EST wykorzystano do wstgpnego scharakteryzowania reprezentowanych
przez nie genéw przez poréwnanie ich z bazami danych biatkowych oraz DNA, w
poszukiwaniu sekwencji homologicznych. Jako pierwsza przeszukiwano baz¢ biatkowa
nr za posrednictwem serwera NCBI. Baza ta obejmuje wszystkie nie powtarzajace si¢
sekwencje utworzone w wyniku translacji cDNA zdeponowanych w GenBank-u oraz
sekwencje biatkowe z baz SwissProt, PDB, PIR i PRF. Podczas takiego przeszukania
indywidualne sekwencje EST byly ttumaczone na sekwencje aminokwasowe we
wszystkich mozliwych ramkach odczytu, a nastgpnie porownywane z danymi z bazy,
dzigki algorytmowi BlastX. W przypadku braku sekwencji biatkowych o znaczacej
homologii, sekwencje EST poréwnywano nastgpnie z nukleotydowa baza nr,
zawierajaca wszystkie sekwencje DNA z GenBank-u, EMBL, DDBJ 1 PDB (z
pominigciem sekwencji EST, STS, GSS i1 HTGS), przy uzyciu algorytmu BlastN.
Wykorzystujac wyniki poszukiwania homologéw dokonano adnotacji przypuszczalnej
funkcji zidentyfikowanych genéw (Tab. 11). Jesli znajdowano istotne podobienstwo do
szeregu roznorodnych sekwencji, przy adnotacji funkcjonalnej wykorzystywano
wszystkie znalezione rekordy. Az dla 28 sekwencji EST z biblioteki LAO2 (ponad
47 %) poszukiwanie homologéw w bazach biatkowych nie dato rezultatow. Tylko 10 z
nich udato si¢ nastepnie zidentyfikowa¢ na podstawie podobienstwa do sekwencji
DNA. Cztery sekwencje, LAO2EST009, LAO2EST048, LAO2ESTO051 i LAO2ESTO054,
wykazaty podobienstwo do cDNA leghemoglobin I i II z tubinu zéttego. Kolejne trzy
byly podobne do cDNA o nieprzypisanej funkcji, wcze$niej znalezionych w
genomowych sekwencjach roslinnych (LAO2ESTO013, LAO2ESTO033, LAO2ESTO037).
Dwa z nich wykazywaly jednoczesnie homologi¢ do niekodujacych RNA (7S RNA 1
U3 snRNA). Podobienstwo do snRNA wykazano takze dla trzech innych sekwencji
(LAO2ESTO001, LAO2EST002, LAO2EST052). EST LAO2ESTO056 reprezentuje
najprawdopodobniej bakteryjny gen kodujacy rybosomalny RNA 23S. Sposréd
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pozostatych 18 sekwencji, dla ktérych nie znaleziono homologéw w bazach danych,
prawie wszystkie (z wyjatkiem LAO2ESTO003) byty zakonczone ciagiem poli(A), a trzy
czwarte z nich byty bardzo krétkie — ponizej 250 nt.

Jako dopetnienie préby adnotacji funkcjonalnej genéw na podstawie sekwencji EST,
przeszukano nimi bazy roslinnych sekwencji nukleotydowych TIGR Gene Indices
(TGI), stosujac algorytm BlastN. Czterdziesci sekwencji EST wykazalo znaczace
podobienstwo do zdeponowanych w bazie DNA (Tab. 11). Zgodnie z
przewidywaniami, w grupie tej znalazly si¢ prawie wszystkie sekwencje, ktore
wczesniej adnotowano na podstawie przeszukania baz bialkowych. Wyjatkiem jest
LAO2ESTO15, ktory prawdopodobnie reprezentuje gen bakteryjny. Co ciekawe, dla
pigciu  sekwencji (LAO2ESTO013, LAO2ESTO18, LAO2EST022, LAO2EST029 i
LAO2ESTO042) przeszukanie roslinnych baz TGI zaowocowalo odnalezieniem
homologicznych sekwencji wytacznie w roslinach motylkowatych. Tylko w jednym z
tych przypadkéw (LAO2EST022) wczesniejsze analizy wykazaty podobienstwo takze

do biatek roslin z innych rodzin (A. thaliana i O. sativa).

Pelne wyniki poszukiwania homologéw dla poszczegélnych sekwencji EST

umieszczono na dysku CD w folderze ,,Biblioteka LA02”.



] Rl Obecnosé : - Homologi w bazach sekwencii i
EST dostepu po ciagu poli(A) Homologi w bazach sekwencji biatkowych nukleotydowych logi
GenBank-u obrébce TGl
LA02ESTO001 DV468716 100 + U1 snRNA t
LAO2EST002 DV468717 177 + U2 snRNA +
LAO2EST003 DV468718 579
LAO2EST004 DV468719 136 +
LAO2EST005 DV468720 136 +
LAO2EST006 DV468721 764 subtilisin-like serine protease X +
LAO2EST007 DV468722 513 + unknown / putative glutamine synthetase / hydrolase X +
LAO2EST008 DV468723 281 + ribosomal protein L41 X t
LAO2EST009 DV468724 99 + leghemoglobin
LAO2EST010 DV468725 721 unnamed / putative zinc finger protein X t
LAO2ESTO11 DV468726 683 + hypothetical / membrane associated protein X t
LAO2EST012 DV468727 759 beta (1,2)-xylosyltransferase X +
LA02ESTO13 | Dva4ssros 69 + sekwencja genomowa M. leg
fruncatula

LA02ESTO014 DV468729 419 + unknown X t

abela 11. Biblioteka LA02 sekwencji EST uzyskanych przez czesciowe sekwencjonowanie klonéw wybranych w trzyetapowym przeszukaniu znormalizowanej biblioteki
DNA. Kolorem zielonym oznaczono te klony, dla ktdrych na trzecim etapie analizy rdznicowej wykazano indukcje ekspresji w brodawkach. Kolorem czerwonym oznaczono klony
iykazujace obnizong ekspresje. ,leg” — homologi znaleziono wytacznie wéréd sekwencji z roslin motylkowatych.
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] Rl Obecno$¢ Homologi w bazach sekwenciji Lol
EST dostepu po ciagu poli(A) Homologi w bazach sekwencji biatkowych ngukleot dowveh ) logi
GenBank-u obrébce agup ydowy TGl
LAOESTO15 DV468730 768 hypothehqal / predpted HD phosphohydrolase ,
(sekwencie bakteryjne)
LAO2EST016 DV468731 666 unknown X +
LAO2EST017 DV468732 471 + unknown / lipid transfer protein X +
LAO2EST018 DV468733 446 + leg
LAO2ESTO19 DV468734 638 1tjancr;(a)l:ned / ethylene response factor / DRE binding , .
LAO2EST020 DV468735 502 + UDP glucuronate decarboxylase X +
LAO2EST021 DV468736 656 lipase class 3 protein-like X +
LAO2EST022 DV468737 437 + putative X leg
LAO2EST023 DV468738 411 + unnamed X +
LAO2EST024 DV468739 211 +
LAO2EST025 DV468740 730 + unknown X +
LAO2EST026 DV468741 554 + actin polymerization factor X +
LAO2EST027 DV468742 775 Egm)lzvg / Shwachman-Bodian-Diamond syndrome , .
LAO2EST028 DV468743 409 N unknown / ENOD1 8 / st.ress., responsive / ethylene , N
responsive /CHP-rich zinc finger protein

LAO2EST029 DV468744 516 + leg

Tabela 11. Biblioteka LA02 cd.
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] Rl Obecno$¢ Homologi w bazach sekwenciji Lol
EST dostepu po ciagu poli(A) Homologi w bazach sekwencji biatkowych ngukleot dowveh ) logi
GenBank-u obrébce agup ydowy TGl
LAO2EST030 DV468745 707 protein kinase X +
LAO2EST031 DV468746 510 + cysteine proteinase inhibitor X +
LAO2EST032 DV468747 63 +
LAO2ESTO33 DV468748 200 . rolinne sekwencje genomowe /
U3 snRNA
LAO2EST034 DV468749 357 + unknown X +
LAO2EST035 DV468750 383 + ABC transporter X +
LAO2EST036 DV468751 338 + unknown / ring box protein X +
LAO2ESTO37 DV468752 200 ¥ roslinne sekwencje genomowe / "
small cytoplasmic RNA 7S
LAO2EST038 DV468753 247 +
LAO2EST039 DV468754 92 +
LAO2EST040 DV468755 94 +
LAO2ESTO41 DV468756 703 Cell division protein / ATP-ase / ATP-dependent , .
metalloprotease

LAO2EST042 DV468757 433 + leg
LAO2EST043 DV468758 131 +
LAO2EST044 DV468759 695 phosphoinositide phospholipase C X +

Tabela 11. Biblioteka LA02 cd.
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] Rl Obecno$¢ Homologi w bazach sekwenciji Lol
EST dostepu po ciagu poli(A) Homologi w bazach sekwencji biatkowych ngukleot dowveh ) logi
GenBank-u obrébce agup ydowy TGl
LAO2EST045 DV468760 338 + +
LAO2EST046 DV468761 752 leucine rich repeat receptor-like kinase X +
LAO2EST047 DV468762 629 . late embryogenesis protein / IAA-induced protein ARG2 , .
homolog

LAO2EST048 DV468763 228 + leghemoglobin

LAO2EST049 DV468764 508 +

LAO2EST050 DV468765 574 nodulin-26 / aquaporin X +
LAO2ESTO051 DV468766 629 + leghemoglobin X +
LAO2EST052 DV468767 150 + U2 snRNA +
LAO2EST054 DV468768 235 + leghemoglobin

LAO2EST055 DV468769 774 subtilisin-like serine protease X +
LAO2ESTO056 DV468770 161 ¥ 23S ribosomal RNA (sekwencia +

bakteryjna)

LAO2EST057 DV468771 115 +

LAO2EST058 DV468772 114 +

LAO2EST059 DV468773 783 +

LAO2EST060 DV468774 166 +

Tabela 11. Biblioteka LA02 cd.
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D.2. Otrzymanie cDNA reprezentujacych geny markerowe

Réwnoleglym zadaniem bylo przygotowanie zestawu klonéw cDNA, ktére miatyby
postuzy¢ w planowanych analizach ekspresji jako markery wybranych procesow i

szlakéw metabolicznych. Zatozono, ze wsrdd tych markeréw powinny znalez¢ sig:

= geny metabolizmu podstawowego, o konstytutywnej ekspresji w symbiozie,

= geny zaangazowane w metabolizm wegla 1 azotu w brodawkach korzeniowych,
= geny znanych nodulin o udokumentowanym profilu ekspresji w symbiozie,

= geny zwiazane ze szlakiem transdukcji sygnatéw w symbiozie,

= geny zaangazowane w sygnalizacje hormonalna,

* geny odpowiedzi obronnych rosliny.

W celu zebrania puli markeréw zastosowano dwa niezalezne podejscia. Jednym z nich
bylo czesciowe sekwencjonowanie klonéw cDNA losowo wybranych ze
znormalizowane] biblioteki c¢DNA. Jako podejscie drugie — wuzupelniajace —
zaplanowano amplifikacj¢ 1 klonowanie wybranych ¢cDNA w oparciu o znane

sekwencje genéw z innych roslin motylkowatych.

D.2.1. Losowy wybor klonéw ze znormalizowanej biblioteki cDNA

Ze znormalizowanej biblioteki ¢cDNA wybrano losowo 96 rekombinantéw. Inserty
amplifikowano uzywajac starterow JP203 i1 JP204, oczyszczono i zmierzono stg¢zenie
produktéw przez rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym (Rys. 11). Nastgpnie
poddano je pojedynczej reakcji sekwencjonowania od strony kofica 5’°, stosujac starter
LaVecF, a otrzymane sekwencje obrabiano w podobny sposéb jak sekwencje LA02. W
rezultacie otrzymano 67 sekwencji EST o dtugosci od 63 do 753 nt, ktére utworzyty
bibliotek¢ LAO1. Otrzymane sekwencje zdeponowano w bazie GenBank, pod numerami

dostepu DV468649 - DV468715.

Sekwencje EST wykorzystano do przeszukania biatkowych i nukleotydowych baz
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Rysunek 11. Rozdziat elektroforetyczny oczyszczonych produktéw amplifikacji insertéw z losowo wybranych
klonéw. Kazda linie opisano nazwg sekwencji EST otrzymanej w wyniku sekwencjonowania danego produktu. X. -
produkty, dla ktérych nie otrzymano czytelnej sekwencji lub byta ona krdtsza niz 60 nt,; M — marker dtugosci DNA.
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danych. W rezultacie adnotowano czterdziesci pig¢ gendéw, z czego piec
zidentyfikowano jako geny kodujace biatka nieznane lub przypuszczalne (Tab 12).
Kolejne pig¢ to geny biatek rybosomalnych, (LAOIEST006, LAOIESTO007,
LAOIESTO022, LAOIEST023, LAOIEST032). Kilka innych prawdopodobnie koduje
czynniki  transkrypcyjne (np. LAOIEST002, LAOIESTO18, LAOIESTO028,
LAO2ESTO030), biatka indukowane w obecnosci okreslonych czynnikow
(LAOI1ESTO13, LAOIESTO050) czy biatka, ktére moga by¢ zwigzane z reakcjami
obronnymi rosliny (LaO1ESTO17). Na koncach 3’ czternastu sposréd dwudziestu dwoch
nieadnotowanych sekwencji znajdowaty si¢ ciagi kilkunastu — dwudziestu kilku adenin,
prawdopodobnie reprezentujace lancuchy poli(A). Pigtnascie z nieadnotowanych

sekwencji miato dtugos¢ ponizej 400 nt.

Sekwencje LAO1 oraz wynikowe pliki przeszukiwan baz danych zamieszczono w

folderze ,,Biblioteka LAO1” na dysku CD dotaczonym do pracy.



Numer

Dtugos¢

EST GgﬁthaQrﬁ)lg-u " r%c; . ngﬁ?;iz) Homologi w bazach sekwencji biatkowych Homolc:]gﬂkvlvegglzdfxyscehkwenq|
LAO1EST001 DV468649 416 + unknown X
LAO1EST002 DV468650 612 heat shock transcription factor X
LAO1EST003 DV468651 285 +
LAO1EST004 DV468652 434 ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase X
LAO1ESTO005 DV468653 510 high mobility group protein HMG-1 X
LAO1EST006 DV468654 396 acidic ribosomal protein 60S
LAO1EST007 DV468655 423 + 40S ribosomal protein S28 X
LAO1ESTO008 DV468656 592 Xyloglucan endotransglycosylase X
LAO1EST009 DV468657 753
LAO1ESTO10 DV468658 657 + unknown X
LAO1ESTO11 DV468659 91 +
LAO1EST012 DV468660 706 chloride channel protein X
LAO1ESTO013 DV468661 597 + nitrate-induced protein / unknown X
LAO1ESTO014 DV468662 372 +

Tabela 12. Biblioteka LA01 sekwencji EST uzyskanych w wyniku jednokrotnego sekwencjonowania klonéw losowo wybranych ze znormalizowanej biblioteki

cNNA.
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Numer

Dtugosc

EST dostepu po CiObﬁcn;;Z) Homologi w bazach sekwencii biatkowych HomOI?ﬁkal‘g gfzd?vt/] scikwencp
GenBank-u obrdbce aup ydowy
LAO1ESTO15 DV468663 217 cyclophilin X
LAO1ESTO016 DV468664 243 aconitase X
LAO1ESTO17 DV468665 535 Caffeoyl-CoA O-methyltransferase X
LAO1ESTO018 DV468666 488 + putative / WD-40 repeat family protein X
LAO1EST019 DV468667 693 hydroxyprolme rich protein /
extensin
LAO1ESTO020 DV468668 68 ferredoxin:sulfite reductase
precursor
LAO1EST021 DV468669 691 U6 snRNA-associated Sm-like protein X
LAO1EST022 DV468670 246 + 60S ribosomal protein L39 X
LAO1EST023 DV468671 318 + 60S ribosomal protein L27 X
LAO1EST024 DV468672 457 + thioredoxin H-type X
LAO1EST025 DV468673 372
LAO1EST026 DV468674 579
LAO1EST027 DV468675 370 + transcription factor BTF3 X
LAOESTO028 DV468676 465 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein / «
unknown
LAO1EST029 DV468677 316 +

Tabela 12. Biblioteka LAO1 cd.
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Numer

Dtugosc

EST dostepu po CiObﬁcn;;Z) Homologi w bazach sekwencji biatkowych HomOI?ﬁkal‘fe gfzd?vt/] scikwencp
GenBank-u obrébce aup yaowy
LAO1EST030 DV468678 312 putative transcription regulatory protein X
LAO1ESTO031 DV468679 697 auxin-induced protein / putative membrane protein X
LAO1EST032 DV468680 537 60S ribosomal protein L24 X
LAO1ESTO033 DV468681 254 rhodanese-like domain protein / unknown X
LAOTESTO034 DV468682 466 glycine hydroxymethyltransferase / serine X
hydroxymethyltransferase
LAO1EST035 DV468683 734 voltage-dependent anion channel X
LAO1EST036 DV468684 711 serine-rich protein / unknown X
LAO1EST037 DV468685 343 unknown / putative protein X
LAO1EST038 DV468686 520 serine/threonine protein phosphatase X
LAO1EST039 DV468687 402 +
LAOTEST040 DV468688 466 + sekwencja genomowa L.
japonicus
LAO1EST041 DV468689 207
LAO1EST042 DV468690 660 putative protein X
LAO1EST043 DV468691 706
LAO1EST044 DV468692 353 fiber NTGP1-related protein / ATGP1-like protein X

Tabela 12. Biblioteka LAO1 cd.
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s Dhgess Obecnos¢ . o Homologi w bazach sekwenc;i
EST dostepu po ciagu poli(A) Homologi w bazach sekwencji biatkowych nukleotydowych
GenBank-u obrébce
LAO1EST045 DV468693 129 ¥ Zifgr‘]’:%pro"”e fich glycoprotein
LAO1EST046 DV468694 554
LAO1EST047 DV468695 719
LAO1EST048 DV468696 397 +
LAO1EST049 DV468697 366 +
LAO1EST050 DV468698 416 + phi-1 phosphate-induced protein X
LAO1ESTO51 DV468699 370 +
LAO1EST052 DV468700 438 + putative G-box binding protein / B12D X
LAO1EST053 DV468701 410
LAO1EST054 DV468702 96 + bakteryjne sekwencje genomowe
LAO1ESTO055 DV468703 74 +
LAO1EST056 DV468704 135 + bakteryjne sekwencje genomowe
LAO1EST057 DV468705 527 protein kinase X
LAO1ESTO058 DV468706 87 +
LAO1EST059 DV468707 219 ring finger protein / ubiquitin--protein ligase X

Tabela 12. Biblioteka LAO1 cd.
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AL Rl Obecnos¢ Homologi w bazach sekwencji
EST dostepu po ciagu poli(A) Homologi w bazach sekwencii biatkowych n%kleot dowveh )
GenBank-u obrdbce aup ydowy
LAO1ESTO060 DV468708 139 + hypothetical protein X
LAO1ESTO61 DV468709 82 N U3 snRNA / roslinne sekwencje
genomowe
LAO1EST062 DV468710 101 + 5.8S RNA and ITS2
LAO1EST063 DV468711 108 +
LAO1EST064 DV468712 148 + U2 snRNA
LAO1EST065 DV468713 134 +
LAO1EST066 DV468714 72 +
LAO1EST067 DV468715 65 +

Tabela 12. Biblioteka LAO1 cd.
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D.2.2. Amplifikacja RT PCR w oparciu o dane sekwencyjne genéw z

innych roslin

Na podstawie dostgpnych w literaturze danych sporzadzono list¢ genéw, ktére mogtyby

stuzy¢ jako markery w zaplanowanych doswiadczeniach. Dla kazdego genu z listy

wyszukiwano w bazach danych dostgpne roslinne sekwencje cDNA i analizowano ich

podobienstwo, uzywajac programu ClustalW. Na podstawie sporzadzonego poréwnania

projektowano startery do amplifikacji, poszukujac regionéw sekwencji wystarczajaco

zachowawczych dla zaprojektowania efektywnych starterow, a jednoczesnie mozliwie

specyficznych dla ¢cDNA =z ro$lin motylkowatych, czy tez cDNA brodawkowo

specyficznych izoform (Tab. 13).

Wybrany gen

Sekwencje zrédtowe - organizm i nr dostepu w
bazie danych

Zaprojektowane
specyficzne startery

METABOLIZM WEGLA | AZOTU

aminotransferaza
asparaginianu (AAT

L. angustifolius (X59761.1; M92094.1)

LA002

syntetaza asparaginy (AS)

M. sativa (U89923.1), L. japonicus (X89410.1;
X89409.1), P. sativum (X52179.1), V. faba
(Z72354.1), G. max (U77679.1), P. vulgaris

(AJ009952.1; AJ133522.1), Z. mays (X82849.1)

LA0O1

urykaza (podj. Nod -35)

M. sativa (AB028149.1), G. max (D86930.1;
AB002810.1), P. vulgaris (U72663.1), V. aconitifolia
(M92435.1)

LAOO8

syntetaza glutaminy (GS)

L. angustifolius (X15578.1), M. truncatula (Y10268.1
), P. vulgaris (X14605.1; X04001.1) G. max
(X81700.1, X81460.1; S46513.1), L. japonicus
(X94299.1), V. aconitifolia (M94765.1), M. sativa
(V15591)

LA003;
Lang_GS_FORWARD_1_

syntaza glutaminianowa

P. vulgaris (AF314924.1; AF314925.1), M. sativa

NADH-zalezna (GOGAT) (L37606.1), O. sativa (AB008845.1) LAO4
L. esculentum (S48722.1), Z. mays (U17973.1), S.
enele oleracea (AJ271719.1), R. communis (Z28386.1) LAOO7
karboksylaza M. sativa (M83086.1; L39371.1), V. faba
fosfoenolopirogronianu (AJ011302.1), G. max (D13998.1; AB008540.1), P. LA005; M_PEPC_002
(PEPC) sativum (D64037.1), Z. mays (AB012228.1)

Tabela 13. Lista sekwencji zrédtowych uzytych do zaprojektowania starteréw do amplifikaciji fragmentéw
cDNA genéw markerowych z tubinu
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P. sativum (X98598.1), V. faba (X69773.1), M.

fruncatula (AAM76685.1), M. sativa (AD10807.1)

syntaza sacharozy (SUCS) | sativa (AF049487.1), M. truncatula (AJ131943.1), P. LA006
vulgaris (AF315375.1), G. max (AF030231.1)
M. sativa (AF020273.1), P. sativum (AF079850.1)
dehydrogenaza jabtczanowa | G. max (AF068686.3), M. truncatula (F461200.1), A. LAO10F
thaliana (NM_114620.2), N. tabacum (AJ006974.1),
GENY O KONSTYTUTYWNEJ EKSPRESJI
V. radiata (AF143208.1), P. sativum (U76192.1;
aktyna U76191.1; U76190.1; U81048.1; U81046.1; M_ACTIN_007
U81047.1), G. max (U60497.1; U60499.1)
NODULINY
T. repens (AJ310340.1), V. faba (AJ250498.1;
ENOD5 AJ250497.1), P. sativum (S45139.1), V. sativa LA101
(X83681.1)
P. sativum (X93172.1), V. faba (Z81320.1;
ENOD7 781319.1) LA102
P. sativum (M60585.1), M. truncatula (X68032.1), M.
ENOD12 sativa (X67507.1; X74356.1; X74355.1), V. faba LA103
(AJ277289.1)
L. luteus (AF352375.1; AF352374.1), G. max .
ENOD40 (X69154.1) M10_E40F; M11_E40R
. G. max (M94764.1), M. truncatula (AY059381.1) L.
LT Jjaponicus (AF275316.1) LA106
nodulina -45 L. angustifolius (Z12820.1), L. luteus (X77044.1) LA107
SYGNALIZACJA HORMONALNA | REAKCJE OBRONNE
G. max (AF169830.1), P. tremula x P. tremuloides
AUX/IAA (AJ306829.1), A. thaliana (U18416.1; U18409.1 LA203
), N. tabacum (AF123508.1)
M. sativa (L02903.1; U01021.1), G. max
syntaza chalkonowa (CHS) (M98871.1), P. sativum (D88262.1) LA303
L. luteus (BG154076.1 ), N. attenuata
alfa-dioksygenaza / feebly | (AF229926.1), N. tabacum (AJ007630.1), C. annum LA302
(AY040869.1), A. thaliana (AY064666.1)
SZLAK TRANSDUKCJI SYGNALU INICJOWANY PRZEZ CZYNNIK NOD
TR D. biflorus (AF139807.1), L. japonicus
Sy °aw*?:§"w°5°'a°h (AF156780.1), M. sativa (AF156782.1), M. LA201
pyrazy truncatula (AF288132.1)
L. japonicus (AJ575249.1; AJ575248.1), M. LA208F; LA209F;
NFR1 truncatula (AY372406.1; AY372420.1; AY372401.1; LA214R; LA219R;
AY372424.1; AY372404.1) FINFR1; RINFR1
NFR5 L. japonicus (AJ575254.1), P. sativum (AJ575250.1) LA215F; LA217R
L. japonicus (AAM67418.1), V. hirsuta
SYMRK (CAD22012.1), P. sativum (AAM76684.1), M. LA205F; LA207R

Tabela 13. Lista sekwenciji zrédtowych cd.
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Matrycami w reakcji amplifikacji byty:

1 - znormalizowany ss cDNA, taki sam jak uzyty do przygotowania
znormalizowanej biblioteki cDNA (por. punkt C.1.1.5). Przy amplifikacji stosowano
specyficzny dla konkretnej sekwencji starter F oraz uniwersalny starter LAVecR;

2 - ss cDNA syntetyzowany z RNA z infekowanych korzeni tubinu (mieszanina
kilku stadiow po infekcji) w reakcji odwrotnej transkrypcji, z udzialem uniwersalnego
startera JP207. Starter ten jest komplementarny do tancucha poli(A) mRNA 1 zawiera
odcinek adapterowy na koncu 5°. Do amplifikacji konkretnej sekwencji uzywano
nastgpnie niespecyficznego startera JP205, komplementarnego do odcinka
adapterowego oraz specyficznego startera F;

3 — ss cDNA, przygotowany z RNA z infekowanych (mieszanina kilku stadiow
po infekcji) lub nieinfekowanych korzeni tubinu. Do odwrotnej transkrypcji uzywano
specyficzny starter R, przygotowany na podstawie znanych sekwencji danego genu.

Amplifikacje prowadzono wéwczas przy uzyciu dwéch specyficznych starteréw, F i R.

Dla wigkszosci gendéw projektowano tylko specyficzny starter F, komplementarny do
takiego miejsca, aby po amplifikacji otrzyma¢ fragment cDNA kodujacy kilkadziesiat —
sto kilkadziesiat aminokwaséw z konca C biatka oraz region 3° UTR. W przypadku
NFRI, NFR5 1 SYMRK uzyto pary specyficznych starterow F 1 R, zaprojektowanych w
taki sposob, aby amplifikowa¢ duze fragmenty sekwencji kodujacych, bez regionu
3" UTR. Dwa specyficzne startery wykorzytano réwniez do uzyskania
konserwatywnego fragmentu cDNA genu ENOD40, zawierajacego zachowawcza
otwarta ramke odczytu ORF II. Produkty PCR o spodziewanej dtugosci (szacowanej na
podstawie sekwencji uzytych do projektowania starterow) wycinano z zelu 1
oczyszczano. W przypadku uzyskania szeregu produktéw o réznych dtugosciach i braku
wyrdzniajacego si¢ prazka po elektroforezie, przeprowadzano powtérna amplifikacj¢ na
matrycy produktow z pierwszej reakcji PCR 1 powtdrnie oczyszczano. Nastgpnie
fragmenty cDNA klonowano do wektora pCR2.1, transformowano nimi komorki E. coli
i przeprowadzano selekcj¢ zrekombinowanych kolonii. Uzyskanie fragmentu zadanego
cDNA potwierdzano sekwencjonujac inserty z wyizolowanych plazmidéw i poréwnujac
z sekwencjami w bazach biatkowych lub nukleotydowych oraz przeszukujac baze

domen biatkowych CDD (NCBI).



Dt. Dt. Dt.
Klon Adnotacja funkconalna matryga d(.). Starter 5’ Starter 3 sklonowanego sekwencii regionu
amplifikacji C ;
fragmentu kodujacej 3" UTR
LA10SEQoof | AAT - aminatransferaza 1 LAO02 LAVecR 592 nt 136aa | 181nt
asparaginianu
LA10SEQ002 AS - syntetaza asparaginy 1 LA0O1 LAVecR 467 nt 112 aa 145 nt
LA10SEQ003 Urykaza (podj. Nod -35) 1 LA008 LAVecR 407 nt 41 aa 281 nt
LA10SEQ004 GS - syntetaza glutaminy 2 Lang_GS_FORWARD_1_ JP205 726 nt 153 aa 266 nt
LA10SEQ020 Enolaza 1 LA007 LAVecR 355 nt 52 aa 196 nt
LA10SEQo21 | PEPC - karboksylaza 2 M_PEPC_002 JP205 655 nt 191aa | 78nt
fosfoenolopirogronianu
LA10SEQ022 SUCS - syntaza sacharozy 1 LA006 LaVecR 406 nt 54 aa 241 nt
LA10SEQ040 ENOD40 3 (inf.) M10_E40F M11_E40R 365 nt ND
LA10SEQO041 Nodulina -45 2 LA107 JP205 437 nt 55 aa 269 nt
LA10SEQ042 Nodulina-26 1 LA106 LAVecR 622 nt 112 aa 283 nt
LA10SEQ064 Aktyna 2 M_ACTIN_007 JP205 688 nt 166 aa 187 nt
LA10SEQ080 AUX/IAA 1 LA203 LAVecR 326 nt 40 aa 203 nt
LA10SEQ081 CHS - syntaza chalkonowa 1 LA303 LAVecR ~500 nt 80 aa >136 nt
LA10SEQ082 alfa-dioksygenaza / feebly 1 LA302 LAVecR 496 nt 127 aa 112 nt
LA10SEQ090 NFR5 3 (nieinf.) LA215F LA217R 923 nt 307 aa X
LA10SEQ091 SYMRK 3 (nieinf.) LA205F LA207R 2571 nt 857 aa X

Tabela 14. Biblioteka LA10 fragmentow cDNA gendw markerowych, uzyskanych przez klonowanie na podstawie sekwencji dostepnych w bazach danych.
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Sposréd wybranych do klonowania gendéw zaangazowanych w réznorodne procesy
fizjologiczne w roslinie, amplifikowano z powodzeniem szesnascie (Tab. 14).
Utworzyly one bibliotek¢ LA10. Sekwencje uzyskanych markeréw oraz wyniki
poréwnan tych sekwencji z bazami danych zamieszczono na dysku CD dotaczonym do

pracy, w folderze ,,Biblioteka LA10”.

D.2.2.1. Markery metabolizmu wegla i azotu

Najliczniejsza grupg zaplanowanych do amplifikacji markeréw stanowily geny
metabolizmu wegla 1 azotu — najlepiej poznanego procesu metabolicznego
zachodzacego w symbiotycznych brodawkach. Udato si¢ amplifikowa¢ siedem sposréd
dziewigciu wybranych sekwencji. Sekwencja LAIOSEQOO1 wykazata bardzo wysokie
podobienstwo do roslinnych aminotransferaz asparaginianu, a najwigksze - do AAT-P2
z tubinu waskolistnego. AAT-P2 to izoforma specyficznie wystgpujaca w plastydach
symbiotycznych brodawek tubinowych [Reynolds i Farnden 1979; Reynolds i wsp.
1992]. Wykazano, ze ekspresja genu kodujacego AAT-P2 w brodawkach jest
indukowana w tym samym czasie, kiedy rozpoczyna si¢ symbiotyczne wigzanie azotu.
W zainfekowanych korzeniach tubinu waskolistnego wykryto takze obecnos$¢ innej
izoformy aminotransferazy asparaginianu, AAT-P1 [Reynolds i Farnden 1979]. Mimo
ze AAT-P1 dominuje w brodawkach (odpowiada za 60 % specyficznej aktywnoSci tego
enzymu), to poziom biatka AAT-P1 nie zmienia si¢ w czasie ich rozwoju - w
przeciwienstwie do indukowanej ekspresji AAT-P2 [Winefield i wsp. 1994]. Sekwencja
markera LAT0SEQO01 jest zdecydowanie rézna od AAT-PI, a tylko w trzech
pozycjach r6zni si¢ od sekwencji AAT-P2 (jedna tranzycja 1 dwie delecje
nukleotydowe; Rys. 12A). Pociaga to za soba zmiany w sekwencji aminokwasowej
(Rys. 12B). W dedukowanej sekwencji biatka (po uwzglednieniu przesunig¢ ramki
odczytu) mozna zidentyfikowac¢ fragment domeny aminotransferazy (Rys. 13). Marker
LAT0SEQOO1 jest zatem fragmentem cDNA brodawkowo — specyficznej izoformy
aminotransferazy asparaginianu AAT-P2. Obserwowane réznice w sekwencji wynikaja,
jak si¢ wydaje, z btedéw wprowadzonych przez polimerazg w trakcie amplifikacji

markera.
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A

* Q00 * 920 * 240 * Qa0

ALAT-PL : GCTTGCCCAGAGTTAT GCTAL G CAT GEETCTATATGAGAAC GTGTTEEC GECCTAAGCATTGICTCCALGTEL 892

* S50 * 1000 * 1020 * 1040
LAL0O3EQOOL TC GC. (E2 GG CAC CIE&C GG = a3
ART-P2 : TC GC (E2 GG CAC CESC GG : 1037
LLT-PL : E L] [E] CTT [ CCo: 972

LALOSEQQOL f — oo o mmmm oo o oo o .3
AAT-P2 : TGTchTcAGTccmchTMTCTcGGTCTGTATGCTGMGGATTGGAGEMTCMTGTmmcCTCMCTEIEI : 957

* 1060 * 1050 * 1100 * 1120
LALO3EQOOL : Cl CAGECHECHEC L&} T . 1 163
LALT-P2 : C CAGECHECHEC . T . 1117
ART-PL : CcC CHCARG G C C| GEC TCEC ¢ losz

* 1140 * 11&0 w 11580 * 1200
LAl0ZEQOOL [ Ci B Gl Ca Ci T243
LAT-P2 : C| Ci C G Ci Ci 11397
LLT-PL e GCEC G| GC. C| CACC --- GTC. C| 1129

* 1220 * 1240 * 1260 * 1280
LA10O3EQOOL C C C O CHllh C 4 & A C IR A G (e G : 323
ART-PZ : C C C O C A5 G C B GL GG, [e] G : 1277
LALT-PL : GCT & C| (e C] CT : 1209

* 1300 * L1320 * 1340 * L1360
LALO3EQOOL : - CaCEE- [ GGC G4 L TH@CC A C CATTA : 401
LAT-PZ : I, CAC I GGC G4 LTECC A C CATTA : 1357
ART-PL : G GC C] GTECC CEGTECCTC C Ca CCAG @ 1289

* 1380 1420 1440

* 1400 * *
LALOSEQOOL : CALTGECL C| Ci CIRIC G- - C| GCCACAGT @ 479
LAT-P2 : CAbTECA C| Ci CIRIC L C| GCCACAGT : 1435
LLT-PL : C| C| CCC — 8l ATTTTC : 1358
* 1460 * 1430 * 1500 * 1520
LA10ZSEQOOL GGCETAC G C C& CC GTARBCCTTGGG:G @0 559
ART-PZ : GGCECAC (e} C Ca CC GTABCCTTGGGR:E @ 1515
LALT-PL : CAb CIEGL CEl C A C--MC. ATGEC C C] GGCATCA @ 1435

1540
LA10SEQOOL : C CRTAGTATTGTTGTTCC o 582
ART-PZ C CETAGTATTGTTGTTCCATATTAAAGTC TG TT T TAAGAT T TALGCARGATGALCATARTGAG ¢ 15595
ART-PL H 11454

B

ESAARVKSQLKRIARPMYSNPPVHGARIVADIVGNPALFGEWKVEMEMMAGRIKNV
RQQOLYDSISSKDKSGKDWSFILKQIGMFSYTGLNKNQSDNMTNKWHVYMTKD/ (G)
RISL/AGLSLAKCEYLADAIIDSFHYVS

Rysunek 12. Sekwencja markera LA10SEQ001. A Poréwnanie z sekwencjami cDNA AAT-P1 (M92094) i AAT-P2
(X59761). b) Przewidywana sekwencja aminokwasowa, ustalona w oparciu o sekwencje biatka AAT-P2. Kolorem
czerwonym zaznaczono réznice w sekwencjach wynikajace z mutacji sekwencji podczas amplifikacji markera. / -
miejsce zmiany ramki odczytu.
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Rysunek 13. Wyniki przeszukania bazy CDD aminokwasowymi sekwencjami markeréw. Niebieska podziatka

obrazuje sekwencje markera. Na znalezione fragmenty domen (zaznaczone kolorami szarym i czerwonym)
naniesiono ich numery identyfikacyjne oraz dtugos¢ catej domeny.
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Sekwencja LA10SEQO02 jest podobna do sekwencji kodujacych roslinne syntetazy
asparaginy. Najwyzsza homologi¢ do niej wykazuja AS spoza rodziny roslin
motylkowatych (Striga hermonthica, Helianthus annus, O. sativa, A. thaliana).
Osiemnascie sekwencji biatkowych pochodzacych z roslin motylkowatych znajduje si¢
na dalszych miejscach listy homologéw. Dla wigkszosci z nich brak danych o ekspresji
w symbiotycznych brodawkach. Dedukowana sekwencja biatkowa markera zawiera

fragment domeny syntetazy asparaginy (Rys. 13).

Sekwencja LATI0SEQO03 o diugosci 407 nt zawiera fragment otwartej ramki odczytu
kodujacy 41 koncowych aminokwaséw biatka urykazy. Réwniez wyniki przeszukiwan
baz biatkowych pokazuja, ze sklonowany fragment cDNA reprezentuje urykazg /

noduling 35 z tubinu waskolistnego (Rys. 13).

Do otrzymania cDNA syntetazy glutaminy wykorzystano pierwotnie znany fragment
sekwencji ¢cDNA GS z tubinu waskolistnego (nr identyfikacyjny X15578). Jednak
specyficzny wobec niej starter LAOO3 znanej okazat si¢ nieskuteczny przy amplifikacji.
Uzyto zatem drugiego startera, Lang_GS_Forward_1_, o zdegenerowanej sekwencji,
zaprojektowanego na podstawie sekwencji GS z réznych roslin motylkowatych.
Uzyskany w ten sposob produkt LAIOSEQ004 ma dtugos¢ 726 pz. Zakodowany jest w
nim fragment sekwencji biatka o dlugosci 153 aa, stanowiacy czg$¢ domeny
katalitycznej syntetazy glutaminy (Rys. 13). Sekwencja LA10SEQO004 wykazuje bardzo

wysokie podobienstwo do syntetaz glutaminy z szeregu réznych roslin.

Marker LA10SEQ020 ma diugos¢ 355 nt i zawiera sekwencj¢ kodujaca 52 koncowe
aminokwasy biatka enolazy. Wskazuje na to wysokie podobienstwo do réznorodnych
enolaz ros§linnych, w tym biatka z pokrewnego gatunku L. luteus oraz zidentyfikowanie

fragmentu funkcjonalnej domeny enolazy podczas przeszukania bazy CDD (Rys. 13).

Fragment cDNA oznaczony jako LAIOSEQO21 wykazuje znaczace podobienstwo do
karboksylaz fosfoenolopirogronianu, przede wszystkim z roslin motylkowatych.
Zakodowany w nim fragment biatka o dlugoSci 191 aa odpowiada C-koncowemu

fragmentowi funkcjonalnej domeny PEPC (Rys. 13).
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Sekwencja LA210SEQO022 koduje fragment syntazy sacharozy (54 aminokwasy z konca
C biatka). Wykazuje on prawie idealng zgodnos$¢ z C- koncowymi odcinkami biatek

SUCS z wielu r6znych roslin.

D.2.2.2. Markery procesu brodawkowania

Amplifikowano roéwniez fragmenty cDNA trzech z szesciu genéw nodulinowych:
ENOD40 (LA10SEQO040), noduliny 45 (LA10SEQO041) i noduliny 26 (LA10SEQ042).
Marker LA10SEQ040 wykazuje najwigksze podobienstwo do cDNA dwdéch genéw z L.
luteus - ENOD40B i ENODA40C (Rys. 14). Gen ENOD40B ulega indukcji na
wczesnym etapie rozwoju symbiotycznych brodawek tubinowych i — inaczej niz
ENOD40C, wykazujacy mniejsze podobienstwo do markera z tubinu waskolistnego -
nie jest wyrazany w organach niesymbiotycznych [Podkowinski 1 wsp., w
przygotowaniu]. Sekwencja LA10SEQO041 o dilugosci 437 nt wykazuje idealna
zgodno$¢ z 3’-koncowym fragmentem cDNA noduliny-45 z tubinu waskolistnego
(numer identyfikcyjny Z12625) i zawiera odcinek kodujacy ostatnie 55 aminokwasow
tego biatka. Z kolei marker LAI0SEQO042 wykazuje podobienstwo do bialek z rodziny
akwaporyn, a najwigksze — do brodawkowo-specyficznej noduliny-26. Zakodowany w
sekwencji markera fragment polipeptydowy o dlugosci 112 aminokwaséw wykazuje
zgodno$¢ z domenami nadrodziny MIP (ang. major intrinsic protein, Rys. 13),
tworzacymi kanaly btonowe dla jonéw 1 drobnych czasteczek. Sekwencja
LA10SEQO042 naktada si¢ na sekwencje¢ EST-u LAO2EST050, réwniez adnotowanego

jako nodulina-26.

W przypadku pozostalych genéw (ENODS, ENOD7 1 ENODI2) Zzaden z
zaprojektowanych starteréw nie pozwolil na wybidrcza amplifikacje zadanych

fragmentéw cDNA.
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sekwencja A | sekwencja | wartos¢
B Score
LA10SEQ040 | ENOD40B 91
LA10SEQ040 | ENOD40C 83
ENOD40B | ENOD40C 80
* 100 * 120 * 140 * 180
LALOSEQOAD @ —=-—-—— e e e e e e 17
ENOD40E i GGTTCTTGA---ATAAGCACGCATC-ATTALCAGTGTGAGAGGETCCTCATCCCTCACACTCC 156
ENOD40C  GETTCTTGATTCAT GALGAAGCAT GEATTALCAGTETCAGAGGEFTCCTCACCCCTCACACTCC 148
* 150 * 200 * 220 * 240
LA103SEQO40 CI- C C HE.- 1]
ENOD40E H CIE- C| -LCi 1 234
ENOD40C H | e T 225
LA10SEQO40 : 176
ENOD40E 308
ENOD40C T 302
LA10SEQO40 : 256
ENOD40E 1 375
ENOD40C T 368
* 420 * 440 * 460 * 450
LAl0SEQO40 : C CT. GLAC C. - @ 338
ENOD40E : C GT. GLAC C. - : 454
ENOD40C H [ -——- GC C : 444
* LS00 * 520 * 540 * 560
LA103ZEQDAD @ - : : B L HEc1 =11
ENOD40E 1 ——[§C H H —— GLAGATGAGTALGTAGGGAATTCTGATCACTTCATCAGTTAATAT = 530
ENOD40C : C C| C CT GLAGATGAGAAGETAGGTTATTCTGGICATICTATCTTZICCCTT @ 524

Rysunek 14. Poréwnanie sekwencji nukleotydowej LA10SEQ040 z cDNA ENOD40B i ENOD40C z tubinu
z6ttego. A. Wartosci Score dla poszczegélnych par sekwencji, wg programu ClustalW. B. Zestawienie sekwencii.

D.2.2.3. Markery szlaku transdukcji sygnatu inicjowanego przez czynnik Nod

W ramach klonowania cDNA genéw zaangazowanych we wczesne etapy sygnalizacji
pomigdzy roslina, a jej mikrosymbiontem, amplifikowano fragment cDNA genu
SYMRK (LA10SEQO091). Jak wykazalo poréwnanie z homologami SYMRK z innych
roslin, uzyskano fragment cDNA zawierajacy prawie cala ORF; 857- aminokwasowy
fragment biatka obejmuje domeng kinazowa oraz fragment domeny LRR. Podj¢to takze

préobe otrzymania fragmentu sekwencji kodujacej lektyne o witasciwosciach apyrazy,
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zgodnie z 6wczesnym stanem wiedzy, sugerujacym, ze biatko to moze by¢ receptorem
czynnika Nod (por. punkt A.1.4). Nie udalo si¢ jednak uzyska¢ odpowiedniego
produktu amplifikacji. Po pojawieniu si¢ pierwszych doniesien o receptorach NFRI 1
NFRS5 przystapiono do klonowania fragmentéw cDNA tych genéw. Ostatecznie udato
si¢ amplifikowa¢ 923 nt sekwencji kodujacej NFR5 (marker LA10SEQ090),
zawierajacej duzy fragment domeny kinazowej. (Doktadna charakterystyke sekwencji

receptoréw przedstawiono w punktach D.5.4 1 D.5.5).

Dla NFRI nie uzyskano produktéow RT PCR na matrycy RNA z korzeni tubinu
waskolistnego. Stosujac startery FINFR1 i RINFR1 namnozono fragmenty cDNA z
pokrewnych gatunkéw — L. luteus 1 L. mutabilis (nie przedstawiono wynikéw), ale
wysokie podobienstwo uzyskanych sekwencji zaréwno do NFRI / Syml0 jak i ich
bardziej odlegtych homologéw z M. truncatula (Lyk3, Lyk4, Lykl, Lyk6) nie pozwolito
jednoznacznie stwierdzi¢, czy sklonowane fragmenty rzeczywiscie reprezentuja zadany

gen. Zarzucono zatem dalsze proby amplifikacji fragmentu NFR].

D.2.2.4. Pozostale markery

Z powodzeniem amplifikowano geny zwiazane z sygnalizacja hormonalng i reakcjami
obronnymi ro$liny. Sekwencja LA10SEQO80 wykazuje podobienstwo do rodziny
genéw AUX / TAA, ktoérych transkrypcja indukowana jest hormonem auksyng. W
sekwencji aminokwasowej zakodowanej w sekwencji markera LAI0SEQO80
znaleziono fragment domeny charakterystycznej dla biatek z tej rodziny (Rys. 13).
Marker LATIOSEQO81 wykazuje homologi¢ z roslinnymi syntazami chalkonowymi (EC
2.3.1.74, Rys. 13) — kluczowymi enzymami szlaku biosyntezy fenylopropanoidéw.
Sekwencja LAI0SEQO082 zawiera fragment domeny peroksdazy (Rys. 13) i wykazuje
podobienstwo do roslinnych alfa-dioksygenaz, katalizujacych utlenianie kwaséw

tluszczowych.

Uzyskano réwniez fragment cDNA aktyny (LAI0SEQ064) — genu powszechnie
stosowanego jako marker o konstytutywnej ekspresji. Analiza otwartych ramek odczytu
oraz analizy porownawcze pokazuja, ze sklonowany odcinek koduje 166 aminokwasow

z konca C biatka (Rys. 13), za ktérym nastgpuje region 3’ UTR.
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D.3. Analiza czestosci wystepowania sekwencji EST w bibliotekach
LAO01iLA02

Dysponujac dwiema kolekcjami sekwencji EST z tubinu zbadano ich unikalnos¢ w
obrgbie kazdej z bibliotek oraz pomigdzy nimi. Uzywajac programu BlastN
przeszukano baze dbEST po kolei kazda sekwencja z bibliotek LAO1 i LAO2, bez
uzycia filtréw maskujacych, ograniczajac wyszukiwanie hastem ,,LAO1* OR LA02*”.
Nastgpnie grupowano wszystkie sekwencje o znaczacym podobienstwie (E < 107) i
analizowano ich ztozenie uzywajac programu CAP. W ten sposob otrzymano szes¢
zestawow (kontigéw) sekwencji, ktore naktadaja si¢ na siebie (Rys. 15 - 20). Wysoki
stopien identycznosci sekwencji w obregbie kontigéw wskazuje, ze moga one

reprezentowac transkrypty tego samego genu.

Analiza czgstosci wystgpowania sekwencji EST pokazala, ze wszystkie klony w obrgbie
biblioteki LAOI sa unikalne. W bibliotece LLA02, otrzymanej przez selekcj¢ klondw na
podstawie wczesniejszych analiz ekspresji, znaleziono szereg powtarzajacych sig
klonéw. Na kontig 3 sktadaja si¢ trzy krétkie sekwencje, nie majace homologéw w
bazach danych (LAO2EST004, LAO2ESTO005 i LAO2EST043, Rys. 17). W kontigu 4
znalazty si¢ dwie sekwencje adnotowane jako proteazy serynowe (LAO2ESTO006 i
LAO2ESTOS55, Rys. 18). Zestaw 5 grupuje trzy sekwencje adnotowane jako
leghemoglobiny: LAO2ESTO009, LAO2ESTOS51 1 LAO2ESTO054 (Rys. 19). Sekwencja
LAO2ESTO048, réowniez wykazujaca podobienstwo do leghemoglobin, nie zostata
wlaczona przez program CAP do tego kontigu. Jak wskazuja wyniki adnotacji
funkcjonalnej, EST LAO2ESTO048 jest najbardziej podobny do leghemoglobiny typu II z
tubinu zoltego, podczas gdy kazda z sekwencji tworzacych kontig 5 wykazuje
najwigksze podobienstwo do tubinowej leghemoglobiny typu I. Zatem — zgodnie z
przewidywaniami programu — LAO2ESTO048 reprezentuje inny gen. Pozostate trzy
kontigi (1, 2 1 6), zawierajace po 2 lub 3 sekwencje, adnotowane sa jako mate jadrowe

RNA. Zawieraja sekwencje zarowno z biblioteki LAO1jak i LAO2 (Rys. 15, 16, 20).
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LAO2EST002+
LAO1ESTO64+

consensus

LAO2EST002+

LAO1ESTO64+

LAO2ESTO013+

consensus

LAO2EST002+

LAO1ESTO64+

LAO2ESTO013+

consensus

AGATCAAGTGTAGTATCTIGTTCTTATCAGTTTAATATCTGATATGTGGGTCATTGGCCCA
TTTAATATCTGATATGTGGGTCATTGGCCCA

AGATCAAGTGTAGTATCIGTTCTTATCAGTTTAATATCTGATATGTGGGTCATTGGCCCA

CACGATATTAAATTACTTTTTTAAAGGGGAGAAG-CCA-TCACAGTAGCTTGCTACTGGG
CATGATATTAAATTACTTTTTTAAAGGGGA-AGGGCCACT-ACAGTAGCTTGCTATTGGG
GCTTGCTATTGGG

CACGATATTAAATTACTTTTTTAAAGGGGAGAAGGCCACTCACAGTAGCTTGCTATTGGG

C-TTCTCGTGTGTCGCCTAA-GCGTTGCACTTTAGCTTTGGCCTGGCACGCCCTCTGAAA
CCTT-TCACGTGTCGC-TCATGCGTTGCACTAAAGCATGGGCTTGGCACGCCCTCTCAAA
C-TTCTCATGTGTCGCCTAA-GTGTTGCACTTAAGCTTGGGCCTGGCACACCCT-——AAA

C-TTCTCATGTGTCGCCTAA-GCGTTGCACTTAAGCTTGGGCCTGGCACGCCCTCTCAAA

Rysunek 15. Kontig 1 — ztozenie sekwencji LAO2EST002 — LA02EST013 — LAO1EST064.

LAO2ESTO052+

consensus

LAO2ESTO052+
LAO1ESTO66+

consensus

LAO2ESTO052+
LAO1ESTO66+

consensus

CAGTTCTAATATCTGATATGTGGGTCAATGGCTNCACGATATTAAATTACTTTITTGAAAG

CAGTTCTAATATCTGATATGTGGGTCAATGGCTNCACGATATTAAATTACTTTITTGAAAG

GGGTGAGTCCACCACAGTAGCTGGCTATTGGGCCTCTCACGTGTCGCTCAAGCGTTGCAC
GGTCICT-ATGTCTCGC-CAAGCGTTGCAC

GGGTGAGTCCACCACAGTAGCTGGCTATTGGGCCTCTCACGTCTCGCTCAAGCGTTGCAC

TAAAGCTTGGGCCGGGCACACCCT--C———CAAAA
TATAGCTTGGGCTTGGCGCACCCTAACTATCAAAAAAAATAAAA

TAAAGCTTGGGCCGGGCACACCCTAACTATCAAAAAAAATAAAA

Rysunek 16. Kontig 2 — ztozenie sekwencji LAO2EST052 — LA02EST066.

LAO2EST004+
LAO2EST005+
LAO2EST043+

consensus

LAO2EST004+

LAO2ESTO005+

LAO2EST043+

consensus

LAO2EST004+

LAO2ESTO005+

LAO2EST043+

consensus

TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAGTTCAATAGGAATAGGTTGTT
TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAGTTCA-TAGGAATAGGTTGTT
GGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTICCTTTTGATTGAGTTCAATAGGAATAGGTTGTT

TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTIGATTGAGTTCAATAGGAATAGGTTGTT

TCTTCCTAACTATAGA-CTTAGGAACATGTAACCTICTTCTTCTITCAATATATTGGGGTGT
TCTTCCTAACTATAGATCTTAGGAACATGTAACCTCTTCTITCTTCAATATATTGGGGTGT
TCTTCCTAACTATAGA-TTTAGGAACATGTAACCTICTTCTTCTITCAATATATTGGGGTGT

TCTTCCTAACTATAGA-CTTAGGAACATGTAACCTICTTCTTCTITCAATATATTGGGGTGT

TCCACCCAGCTTTAAAA
TCCACCCAGCTTTAAAA
TCCACCCAGCTTTAAAA

TCCACCCAGCTTTAAAA

Rysunek 17. Kontig 3 — ztozenie sekwencji LAO2EST004 — LA02ESTO005 — LA02EST043.
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LAO2ESTO006+

consensus

LAO2ESTO006+

consensus

LAO2ESTO006+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO055+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO55+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO055+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO055+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO55+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO055+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO55+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO55+

consensus

LAO2ESTO006+
LAO2ESTO055+

consensus

TAGGTGGTGCAGCTATGATTATCATCAACGACGAAATCAATGGCTTCAGTCTCGAAGCTG

TAGGTGGTGCAGCTATGATTATCATCAACGACGAAATCAATGGCTTCAGTCTCGAAGCTG

ATGCACATGTTCTACCTGCAACTCATGTAAGCTATGCTGCTGGACTGAAGATTAAGGCTT

ATGCACATGTTCTACCTGCAACTCATGTAAGCTATGCTGCTGGACTGAAGATTAAGGCTT

ATATAAACTCCACTGCAACACCTACAGCGACCATTTTATTTAAGGGAACGATTCTICGGAA

ATATAAACTCCACTGCAACACCTACAGCGACCATTTTATTTAAGGGAACGATTCTCGGAA

ACTCTCTATCTCCTGCTGTTGCATCTITTCTC-TT-CAAGAGGTCCAAACTTGGCAAGTCC
ATTNCA-—-—--GTCCAAACTTGGCAAGTCC

ACTCTCTATCTCCTGCTGTTGCATCTTTCTCATTNCAAGAGGTCCAAACTTGGCAAGTCC

TGGCATCTTGAAACCAGATATCATAGGGCCAGGTGCGGGCATCCTAGCTGCTTCACCATT
TGGCATCTTGAAACCAGATATCNTAGGGCCAGGTGCGGGCATCCTAGCTGCTTCACCANT

TGGCATCTTGAAACCAGATATCATAGGGCCAGGTGCGGGCATCCTAGCTGCTTCACCATT

CGCAATCGATAACAGCAGCAAT-TCAAAGTCCAATTTICAACATTATGTCTIGGGACATCAA
CGCAATCGATAACAGCAGCAATCTCAAAGTCCAANNTCAACATTATGTCTGGGACATCAA

CGCAATCGATAACAGCAGCAATCTCAAAGTCCAATTTCAACATTATGTCTGGGACATCAA

TGTCATGCCCTCATCTTAGTGGCATTGCTGCTTTGCTCAAAAGCTCGCATCCTGAATGGT
TGTCATGCCCTCATCTITAGTGGCATTGCTGCTTTGCTCAAAAGCTTGCATCCTGAATGGT

TGTCATGCCCTCATCTTAGTGGCATTGCTGCTTTGCTCAAAAGCTCGCATCCTGAATGGT

CTCCAGCTGCGATAAAATCTGCCATAATGACTTCTGCAGACCTACTACACGTAGGACTTG
CTCCAGCTGCGATAAAATCTGCCATAATGACTTCTGCAGACCTACTACACGTAGGACTTG

CTCCAGCTGCGATAAAATCTGCCATAATGACTTCTGCAGACCTACTACACGTAGGACTTG

AACCTATTGTCGATGAAACACTCAAGCCTGCAGATATCTTTGCGACAGGTTCTGGTCATG
AACCTATTGTCGATGAAACACTCAAGCCTGCAGATATCTTTGCGACAGGTTCTGGTCATG

AACCTATTGTCGATGAAACACTCAAGCCTGCAGATATCTTTGCGACAGGTTCTGGTCATG

TGAATCCATCAAGAGCAAATGACCCTGGATTAGTTTATGATATCCAACCTGATGATTATA
TGAATCCATCAAGAGCAAATGACCCTGGATTAGTTTATGATATCCAACCTGATGATTATA

TGAATCCATCAAGAGCAAATGACCCTGGATTAGTTTATGATATCCAACCTGATGATTATA

TACCCTATCTGTGTGGTTTGGGCTACAGCAATAATGAAATTGGGATCATTACACAGAGAA
TACCCTATCTGTGTGGTTTGGGCTACAGCAATAATGAAATTGGGATCATTACACAGAGAA

TACCCTATCTGTGTGGTTTGGGCTACAGCAATAATGAAATTGGGATCATTACACAGAGAA

AAATCAATTGTGCC-CAGTGTCAAACATTCCCGAAGGAGATCTCA-TTATCCTTCATTT-
AAATCAATTGCGCCACAGTGTCAAACATTCCCGAATGAGATCTCAATTATCCTTCATTTT

AAATCAATTGCGCCACAGTGTCAAACATTCCCGAAGGAGATCTCAATTATCCTTICATTTT

Rysunek 18. Kontig 4 — ztozenie sekwencji LAO2EST006 — LA02EST055.
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LAO2ESTO006+
LAO2ESTO55+

consensus

LAO2ESTO055+

consensus

LAO2ESTO055+

consensus

LAO2ESTO055+

consensus

LAO2ESTO055+

consensus

CAGTTGTGCTTGGTCCCTCACAGACATTCCCA-GAACCGTGACAA-TGTC-G-G
CAGTTGTGCTTGGTCCCTCACAGACATTCACAAGAACCGTGACAAATGTCTGTGAGGCCT

CAGTTGTGCTTGGTCCCTCACAGACATTCACAAGAACCGTGACAAATGTCTGTGAGGCCT

ATTCATCCTATGCTGTCATTGTTACAGAACCAGAAGGGGTTGAAGTGAAGGTCCATCCAA

ATTCATCCTATGCTGTCATTGTTACAGAACCAGAAGGGGTTGAAGTGAAGGTCCATCCAA

TGAACTTCTTTTTCAGAAGTGAACCGGAAAGCGCATATTCAGTGACTTCACCGTATCGGG

TGAACTTCTTTTTCAGAAGTGAACCGGAAAGCGCATATTCAGTGACTTCACCGTATCGGG

TTAGGTATAGGACAGGGGAATATATTCAGGGTTICTAGATGGGTICTCTGATGAACACTCTG

TTAGGTATAGGACAGGGGAATATATTCAGGGTTICTAGATGGGTICTCTGATGAACACTCTG

TAGGAGCCAATCTCTIGTATATTTGAATAC

TAGGAGCCAATCTCTGTATATTTGAATAC

Rysunek 18. Kontig 4 cd.

LAO2ESTO51+

consensus

LAO2ESTO51+

consensus

LAO2ESTO51+

consensus

LAO2ESTO51+

consensus

LAO2ESTO51+

consensus

LAO2ESTO51+

consensus

LAO2ESTO51+

consensus

AAGGAATATGGCTATTTTAACTGATGTGCAAGTGGCTTTGGTGAAGAGTTCATTTGAAGA

AAGGAATATGGCTATTTTAACTGATGTGCAAGTGGCTTTGGTGAAGAGTTCATTTGAAGA

ATTTAACGCAAATATTCCTAAACACACCCATCGTTTCTITCACCTTGGTACTAGAGATTGC

ATTTAACGCAAATATTCCTAAACACACCCATCGTTTCTITCACCTTGGTACTAGAGATTGC

ACCAACAGCAAAGGATTTGTICTCATTITTTGAAGGGCACTAATGAAGTACCACAGAATAA

ACCAACAGCAAAGGATTTGTTICTCATTITTTGAAGGGCACTAATGAAGTACCACAGAATAA

TCCTGATCTCCAGGCTCATGCTGGAAAGGTTTTTAAGTTGACTTACGAAGCAGCAATTCA

TCCTGATCTCCAGGCTCATGCTGGAAAGGTTTTTAAGTTGACTTACGAAGCAGCAATTCA

ACTTCAAGTGAATGGAGCAGTGGCGACAGATGCCACGTTGAAAAATTTGGGCTCTGTACA

ACTTCAAGTGAATGGAGCAGTGGCGACAGATGCCACGTTGAAAAATTTGGGCTCTGTACA

TGTCTCAAAAGGAGTCATTGATGCCCACTTTCCGGTGGTGAAGGAAGCAATTCTGAAAAC

TGTCTCAAAAGGAGTCATTGATGCCCACTTTCCGGTGGTGAAGGAAGCAATTCTGAAAAC

AATAAAGGAAGTAGTGGGAGACAAATGGAGCGAGGAACTGAACAATGCTTGGACTATAGC

AATAAAGGAAGTAGTGGGAGACAAATGGAGCGAGGAACTGAACAATGCTTGGACTATAGC

Rysunek 19. Kontig 5 — ztozenie sekwencji LAO2EST009 — LA02EST051 — LA02EST054.
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LAO2ESTO51+

consensus

LAO2ESTO51+
LAO2ESTO054+

consensus

LAO2ESTO51+
LAO2ESTO054+

consensus

LAO2ESTO51+
LAO2ESTO054+

consensus

LAO2ESTO054+
LAO2EST009+

consensus

LAO2ESTO054+
LAO2EST009+

consensus

CTATGACGAATTGGCAATTATAATTAAGAAGGAGATGAAGGATGCTGCTTAATTTCAAAC

CTATGACGAATTGGCAATTATAATTAAGAAGGAGATGAAGGATGCTGCTTAATTTCAAAC

TCATCACCTATTGCAATAAATAATGAATTTTATTTTCAGTAATACTTIGTTGAATA-AGTT
CAGTT

TCATCACCTATTGCAATAAATAATGAATTTTATTTTCAGTAATACTTGTTGAATACAGTT

CTTGTTATAAATGTTGTTTAAAATGTAAATGGGTTGGTTCACTTGATCGACCTTCCCTTA
CTTGTT-TAA-TGTTGTTTAAAATGTAAATGGGTTGGTTN-CTTGATCGACCTTCCCTTA

CTTGTTATAAATGTTIGTTTAAAATGTAAATGGGTTGGTTCACTTGATCGACCTTCCCTTA

ATGACAACATATTTTAGTTCGAATCTAA--A-A
ATGACAACATATTTTAGTTCGAATTTAAGGATATCTTAATATTATATGTACTTCCACTTC

ATGACAACATATTTTAGTTCGAATCTAAGGATATCTTAATATTATATGTACTTCCACTTC

CACTTCCACTACAAATCCTTGCTGAGGTTGGTGGCTTGTGTTAGACCTTAAATTGGGAGA
ACTAATCCTTGCTGAGGTTGGTGGCTTGTGTTAGACCCTAAATTGGGAGA

CACTTCCACTACAAATCCTTGCTGAGGTTGGTGGCTTGTGTTAGACCCTAAATTGGGAGA

GTCTCCCTTACGTTAAACTTTTCTTATCATAAATAAATATTATTTAAA-TAAAA
GTCTCCCTTACGTTAAACTTTTCTTATCATAAATAAATATTATTTAAAA

GTCTCCCTTACGTTAAACTTTTCTTATCATAAATAAATATTATTTAAAATAAAA

Rysunek 19. Kontig 5 cd.

LAO1ESTO61+
LAO2ESTO033+

consensus

LAO1ESTO61+
LAO2ESTO033+

consensus

LAO2ESTO033+

consensus

LAO2ESTO033+

consensus

CTCGTTICTATAGGCTCGTAC--CTTGTGTCCCTGAGTTCTAAGGAGACAAGAACCTAAGC
TCTATAGGCTCGTACTACTGGTGTCCTTGATTTCTAAGGAGACCNGAACATAAGT

CTCGTTCTATAGGCTCGTACTACTGGTGTCCCTGAGTTCTAAGGAGACAAGAACATAAGC

CTGGTTGATGAACCATGACCAAAA

CTGGTGGATGAAACATGACC———--GTGTGATCAGAGCGTGATTAACGGCTCAGATGATCT
CTGGTGGATGAAACATGACC-———-GTGTGATCAGAGCGTGATTAACGGCTCAGATGATCT
GCATGTTGTGGTCATCATCCAAGCTGTAGATGATCGTTCTTAGTTGGTGCCTACCAACTG

GCATGTTGTGGTCATCATCCAAGCTGTAGATGATCGTTCTTAGTTGGTGCCTACCAACTG

GGGTGGTCACACGGTGTTCTGACAGACAAAA

GGGTGGTCACACGGTGTTCTGACAGACAAAA

Rysunek 20. Kontig 6 — ztozenie sekwencji LAOT1EST061 — LA02EST033.
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D.4. Ekspresja genow w trakcie rozwoju brodawki

Opisane dziatania doprowadzily do uzyskania trzech zestawéw cDNA: i) kolekcji LAO1
utworzonej przez losowy wybdér klonéw ze znormalizowanej biblioteki cDNA,
i1) kolekcji LAO2 sktadajacej si¢ z klonow wyselekcjonowanych w serii analiz
réznicowych oraz iii) kolekcji LA10 reprezentujacej geny — markery réznych proceséw
metabolicznych w roslinie. Kolejnym zadaniem bylo przeanalizowanie czasowych
profili ekspresji kodujacych je genéw w trakcie symbiozy. Zbadano zatem i poréwnano
ekspresj¢ tych genéw w korzeniach tubinu 1 w brodawkach symbiotycznych stosujac
technik¢ hybrydyzacji do makromacierzy cDNA o wysokiej ggstosci. Nastgpnie — w
celu weryfikacji wynikow — przeprowadzono hybrydyzacj¢ typu northern dla kilku

wybranych sond.

D.4.1. Analiza ekspresji przy pomocy makromacierzy cDNA

Przygotowano zestaw makromacierzy, zawierajacych jako sondy inserty cDNA klonéw
z bibliotek LAO1, LAO2 1 LA10, amplifikowane metoda PCR. No ich namnozenia uzyto
uniwersalnych starteréw: pary LaVecF i LaVecR dla klonéw z bibliotek LAO1 1 LA02
oraz pary JP203 i JP204 dla klonéw z biblioteki LA10. Dodatkowo przygotowano zbiér
jedenastu kontroli negatywnych z zestawu kontrolnego AFGC Microarray Control Set.
Na zestaw skladaja si¢ fragmenty cDNA gendéw, ktére nie wystgpuja naturalnie w
roslinach (por. punkt C.1.1.4). Kontrole negatywne namnozono przy uzyciu starterow
univM13F 1 univM13R. Wszystkie sondy nanoszono w trzech powtdérzeniach na
nylonowe membrany, zachowujac ich identyczny uktad na kazdym filtrze. Nastgpnie
poszczegdlne filtry hybrydyzowano z prébami ss cDNA znakowanymi [*°P]. Preparaty
cDNA pochodzily z infekowanych korzeni, zebranych na réznych etapach rozwoju
brodawek symbiotycznych. Dla wszystkich analizowanych stadiéw przeprowadzano
takze eksperymenty referencyjne (zwane dalej kontrolnymi). Polegaty on na tym, ze
filtry hybrydyzowano z prébami ss cDNA przygotowanymi z hodowanych réwnolegle
korzeni w podobnym wieku, ale nieinfekowanych bradyrizobiami. Zbadano w ten
sposOb cztery punkty czasowe rozwoju brodawek, uzywajac do przygotowania

znakowanych préb ss cDNA nastgpujacy materiat biologiczny:
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= 4dpi
- filtr badany (B) - fragmenty korzeni z zawiazkami brodawek,
niewidocznymi jeszcze na powierzchni korzeni,
- filtr kontrolny (A) - nieinfekowane korzenie, zebrane w tym samym
czasie;
= 8dpi
- filtr badany (B) - fragmenty korzeni z widocznymi na powierzchni
mtodymi biatymi brodawkami,
- filtr kontrolny (A) - nieinfekowane korzenie, zebrane w tym samym
czasie;
= 15dpi
- filtr badany (B) - dojrzale, r6zowe brodawki i mate fragmenty korzeni,
- wspOlny filtr kontrolny (A) dla stadiéw 15 dpi i 34 dpi - nieinfekowane

korzenie, zebrane w stadium odpowiadajacym 18 dpi;

- filtr badany (B) - dojrzate, r6zowe brodawki i mate fragmenty korzeni,
- wspOlny filtr kontrolny dla stadiéw 15 dpi i 34 dpi - nieinfekowane
korzenie, zebrane w stadium odpowiadajacym 18 dpi

Dla kazdego badanego stadium przeprowadzono dwa powtdrzenia biologiczne — do
kazdego z nich proby ss cDNA przygotowywano z materialu uzyskanego z niezaleznej
hodowli roslin. Stworzono ten sposéb dwie serie profili ekspresji. W obrgbie danej serii
zestawy filtréw uzyte dla wszystkich badanych punktéw czasowych byty przygotowane
w identyczny sposob, co umozliwiato ich pézniejsze porOdwnanie. Drobne rdznice
techniczne migdzy seriami dotyczyly sposobu amplifikacji sond, ich st¢zenia i metody

denaturacji filtréw (por. punkt C.2.16).

Po hybrydyzacji i1 zebraniu obrazéw fluorescencji przystapiono do pomiaru ilosciowego
sygnatéw uzyskanych na pojedynczych filtrach. Nastgpnie poréwnano wyniki uzyskane
dla filtra badanego i filtra kontrolnego, okreslajac w ten sposéb wzgledna réznicg w
ekspresji kazdego genu na danym etapie rozwoju brodawek korzeniowych. Na
podstawie wszystkich wynikéw uzyskanych dla czterech punktéw czasowych w danym
powtdrzeniu tworzono profile ekspresji poszczegdlnych genéw. Zestawienie wszystkich

analiz dla poszczegdlnych gendw i serii zawarto w arkuszach ,,Analiza makromacierzy
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— seria 1.xIs” oraz ,,Analiza makromacierzy - seria 2.xls”, na dotaczonym do pracy

dysku CD.

D.4.1.1. Analiza pojedynczych filtrow

Na kazdym filtrze obliczano intensywnos¢ sygnatow hybrydyzacji pochodzacych od
indywidualnych elementéw makromacierzy (miejsc naniesienia pojedynczych ,.kropek™
cDNA), skorygowana wzgledem $redniej lokalnej intensywnosci tta. Pomiar ilosciowy
prowadzono przy pomocy oprogramowania Image Quant. Jako miarg intensywnosci
sygnatu przyjeto wartos¢ Sum Above Background. Nastgpnie obliczano $rednig wartos¢
intensywno$ci sygnatu dla trzech naniesionych obok siebie powtérzen tej samej sondy,
pod warunkiem, ze rozbieznos¢ migdzy nimi nie byta wyzsza niz 30%. Wartos¢
odbiegajaca od dwoch pozostatych o wigcej niz 30 % odrzucano. Uzyskany wynik
obrazowatl poziom ekspresji genu reprezentowanego przez dana sondg. Jesli rozrzut
migdzy wszystkimi powtérzeniami dla danej sondy byt wigkszy niz 30 % — gen

wykluczano z analizy.

Niezaleznie od analizy ilosciowe] przeprowadzono takze analiz¢ jakoSciowa
uzyskanych wynikow. Wéwczas skupiano si¢ wytacznie na detekcji poszczegdlnych
sygnatéw, a nie na ich poziomach ilosciowych. Jako prég detekcji przyjeto wartosc
wynoszaca co najmniej 1,1 lokalnej intensywnos$ci tla otaczajacego dany element
makromacierzy [Gyorgyey 1 wsp. 2000]. Produkt ekspresji genu uznawano za
zidentyfikowany w analizowanej prébie tylko wtedy, gdy dla co najmniej dwéch
powtorzen sondy na filtrze intensywnos¢ sygnatlu przekraczata warto§¢ progowa.
Analiza jakosciowa sond reprezentujacych kontrole negatywne potwierdzita, ze
praktycznie we wszystkich przypadkach nie wykryto dla nich sygnatu przekraczajacego
warto$¢ progowa, co bylo zgodne z oczekiwaniami (Tab. 15). Wyjatek stanowi tu
kontrola Sp4 dajaca pozytywny sygnal na czterech sposréd 14 hybrydyzowanych

filtrow.

Poréwnanie wynikow analizy jakosciowej pokazuje, ze w pierwszej serii hybrydyzacji
uzyskano generalnie intensywniejsze sygnaly hybrydyzacji na filtrach niz w serii
drugiej (Tab. 16). Odsetek sygnatéw przewyzszajacych prog detekcji na
poszczegblnych filtrach pierwszej serii jest bardzo wysoki - tylko dla filtrow 4 dpi-A i

4 dpi-B nie przekracza on 70 %. Tymczasem powtdrzenie eksperymentu na drugiej serii
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filtrow dato ogdlnie stabsze rezultaty (dla etapéw 4 dpi i 8 dpi mniej niz potlowa sond na

filtrach generowata sygnat o wartosci ponadprogowej).
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Tabela 15. Analiza jakosciowa
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sond reprezentujacych kontrole negatywne. ,-” oznacza, ze intensywno$c¢
sygnatu dla co najmniej dwaoch powtdrzen sondy na filtrze byta nizsza niz 1,1 wartosci intensywnosci lokalnego tta;
-+ 0znacza, ze intensywno$¢ sygnatu przewyzszata progowa dla co najmniej dwdch powtdrzen sondy na filtrze.

pere— odsetek gendw o sygnale przekraczajgcym prog detekc;i
seria pierwsza seria druga

4 dpi A (ninf) 63,4 % 39,2 %

8 dpi A (ninf) 84,3 % 431 %
18 dpi A (ninf 73,9 % 56,86 %

4 dpi B (inf)) 68,0 % 45,7 %

8 dpi B (inf 83,0 % 38,6 %

15 dpi B (inf) 81,0 % 66,0 %

34 dpi B (inf) 75,8 % 76,5 %

Tabela 16. Odsetek genéw o sygnale przewyiszajacym progowa warto$¢ detekcji na poszczegélnych

filtrach.

D.4.1.2. Normalizacja danych

Przed przystapieniem do poréwnania danych przeprowadzono normalizacj¢ uzyskanych

wartosci dla par odpowiadajacych sobie filtréw A i B. Miata ona na celu zniwelowanie

roznic pomigdzy filtrami, wynikajacymi z przyczyn technicznych, a nie rzeczywistych
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réznic w ekspresji. Wykorzystano w tym celu siedem sond reprezentujacych geny
ulegajace konstytutywnej ekspresji: geny biatek rybosomalnych (LAO1ESTO0O06,
LAOI1ESTO007, LAOIEST022, LAO1ESTO023, LAO1EST032, LAO2ESTO008) oraz gen
aktyny (LA10ESQO064). Proces normalizacji zaktadal, ze poziom transkryptow
powyzszych genéw w prébie badanej i kontrolnej powinien by¢ jednakowy.
Poréwnywano zatem wzgledna ekspresje kazdego z siedmiu gendéw na filtrze badanym

wzgledem filtra referencyjnego (Intg; / Inta;) 1 obliczano S$redni wspotczynnik

geny o (Intgi / Inta)) 4 dpi (Intgi / Inta)) 8 dpi (Intgi / Inta)) 15 dpi (Intgi / Inta)) 34 dpi
konstytutywnej

ekspresji eksperyment | kontrola | eksperyment | kontrola | eksperyment | kontrola | eksperyment | kontrola
LAO1 EST006 1,10 1,00 1,12 1,00 1,18 1,00 0,96 1,00
LA01 EST007 1,13 1,00 0,75 1,00 1,26 1,00 1,04 1,00
LAO1 EST022 0,98 1,00 1,08 1,00 1,10 1,00 0,97 1,00
LAO1 EST023 1,61 1,00 1,08 1,00 1,51 1,00 1,21 1,00
LAO1 EST032 0,99 1,00 1,00 1,00 1,32 1,00 1,19 1,00
LA02 EST008 0,96 1,00 0,94 1,00 1,14 1,00 0,90 1,00

LA10-64 0,92 1,00 0,89 1,00 1,59 1,00 1,41 1,00

$r. 1,10 $r. 0,98 $§r. 1,10 $r. 1,30

Tabela 17. Normalizacja sygnatu dla odpowiadajacych sobie par filirow A (kontrola) i B (eksperyment) w
serii 1. Dla kazdej pary obliczano $redni wspdtczynnik normalizacji, wzgledem ktérego korygowano wyniki
iloSciowego pomiaru sygnatow.

geny o (Intsi / Intai) 4 dpi (Intsi / Intai) 8 dpi (Intsi / Intai) 15 dpi (Intsi / Intai) 34 dpi
konstytutywnej

ekspresiji eksperyment | kontrola | eksperyment | kontrola | eksperyment | kontrola | eksperyment | kontrola
LAO1 EST006 0,62 1,00 1,17 1,00 0,97 1,00 1,13 1,00
LA01 EST007 0,28 1,00 1,00 1,00 1,07 1,00 1,12 1,00
LAO1 EST022 0,87 1,00 0,93 1,00 0,79 1,00 0,84 1,00
LAO1 EST023 0,82 1,00 0,89 1,00 1,03 1,00 0,97 1,00
LAO1 EST032 0,57 1,00 1,16 1,00 1,43 1,00 1,30 1,00
LA02 EST008 0,61 1,00 0,96 1,00 1,23 1,00 1,07 1,00

LA10-64 0,92 1,00 0,89 1,00 1,59 1,00 1,41 1,00

$r. 0,58 $r. 0,98 $r. 1,16 $r. 1,08

Tabela 18. Normalizacja sygnatu dla odpowiadajacych sobie par filirow A (kontrola) i B (eksperyment) w
serii 2. Dla kazdej pary obliczano $redni wspdtczynnik normalizacji, wzgledem ktérego korygowano wyniki
ilosciowego pomiaru sygnatow.
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normalizacji, ktéry wykorzystano do korekty wszystkich wartosci na filtrze badanym
(Tab. 17, 18). Roznice pomigdzy wartoSciami ekspresji genow konstytutywnych dla
poszczegblnych par byty niewielkie. Co wigcej, zaistniale rozbieznosci wykazywatly
generalnie podobna tendencj¢ w obrebie pary poréwnywanych filtrow. Przyktadowo, w
serii pierwszej obserwowano ogdlnie wyzszy poziom ekspresji genéw w probie badanej
15 dpi w stosunku do kontroli (Tab. 17), odwrotnie niz na etapie 4 dpi w serii drugiej
(Tab. 18). Taka zbiezno$¢ wynikow potwierdza, ze odzwierciedlaja one przede
wszystkim réznice techniczne zaistniale podczas przygotowywania, hybrydyzacji i

obrobki obu filtrow, ktére moga by¢ usunigte dzigki normalizacji.

D.4.1.3. Poréwnanie filtrow eksperymentalnego i kontrolnego dla danego punktu
czasowego

Dysponujac usrednionymi i znormalizowanymi wartosciami intensywnosci sygnatu
przystapiono do stworzenia profili ekspresji genéw w trakcie rozwoju brodawki.
Wzgledna zmiang w ekspresji genu okreslano mierzac stosunek wartosci dla
poszczegbélnych sond na filtrze badanym wzgledem filtra kontrolnego, w danym
stadium. Jako znaczaca uznawano co najmniej dwuipdtkrotng réznicg w intensywnosci
sygnatéw: Intg; / Inty; = 2,5 oznacza indukcjg ekspresji w roslinach infekowanych
mikrosymbiontem; Intg; / Inty; £ - 2,5 oznacza obnizenie ekspresji. Jesli sonda A; lub
B; dla danego punktu czasowego zostata wykluczona na poczatkowych etapach analizy
(por. punkt D.4.1.1), nie przeprowadzano poréwnania dla reprezentowanego przez nia
genu. Uzyskane wyniki zestawiono, tworzac czasowe profile zmian w ekspresji genoéw

w korzeniach w stanie symbiozy z bradyrizobiami, oddzielnie dla kazdej serii.

D.4.2. Profile ekspresji genow

Ponizej przedstawiono dane uzyskane dla markeréw LA10 oraz tych genéw z bibliotek
LAO1 1 LAO2, dla ktérych analiza wynikéw z makromacierzy wykazata znaczace
zmiany w ekspresji w co najmniej jednym badanym stadium (Rys. 21 — 29). Dla
kazdego z genéw prezentowane sa wykresy obrazujace profile ekspresji uzyskane w
obu seriach hybrydyzacji. Wyniki przedstawiono w skali logarytmicznej, gdzie wartos¢
,17 reprezentuje prég indukcji, a warto$¢ ,—17 — prog supresji ekspresji genu w
organach symbiotycznych w stosunku do nieinfekowanych korzeni (por. punkt D.4.1.3).

Krzyzykami oznaczono te punkty wykresu, dla ktorych dane wykluczono z analizy.



D. WYNIKI 124

Umieszczone pod wykresami tabelki przedstawiaja wyniki analizy jakosciowej dla tych
samych genéw. Minusem oznaczono te filtry, na ktérych sygnat pochodzacy od sondy
byt nizszy niz warto$¢ progowa, wynoszaca 1,1 intensywnosci lokalnego tta. Plusem
oznaczono filtry, na ktérych sondy dawaty wyrazny, wyzszy od zadanej warto$ci

sygnat.

D.4.2.1. Geny markerowe (LA10)

Sposréd siedmiu gendw, majacych stuzy¢ jako markery metabolizmu wegla 1 azotu w
brodawkach, tylko dwa wykazuja wyraznie podwyzszona ekspresj¢ w dojrzatych
brodawkach (15 dpi i 34 dpi), w obydwu przeprowadzonych seriach hybrydyzacji
(Rys. 21). Sa to AAT (LA210SEQO001) 1 PEPC (LA10SEQO21). Wszystkie markery
procesu brodawkowania wykazaly, zgodnie z oczekiwaniami, wzrost ekspresji w
brodawkach (Rys. 22). Indukcje ekspresji ENOD40 (LA10SEQ040) wykazano juz w 8-
dniowych brodawkach (seria 2). Wzrost poziomu transkryptéw péznych nodulin
(LA10SEQO41 1 LA10SEQO042) obserwowano w stadium dojrzatych brodawek: 15 dpi i
34 dpi.

Dla zadnego z pozostatych genéw markerowych nie uzyskano znaczacych réznic w
ekspresji pomigdzy infekowanymi i nieinfekowanymi roslinami (Rys. 23). Jedynie w
przypadku  markera LAIOSEQO082 (alfa-dioksygenaza) analiza jakosciowa
przeprowadzona dla pierwszej serii wynikOw moze sugerowa¢ drastyczne obnizenie
ekspresji tego genu w organach symbiotycznych. Przy tak niskiej intensywnos$ci
sygnatu pochodzacego od sondy na filtrach B pomiar ilosciowy mogt by¢ powaznie
zaburzony przez sygnal tla, co ttumaczyloby brak znaczacych réznic ilosciowych.
Jednak wyniki uzyskane dla serii drugiej nie potwierdzily jednoznacznie tych

przypuszczen.

D.4.2.2. Geny zidentyfikowane poprzez przeszukanie réznicowe (LLA02)

W przeprowadzonych profilowaniach ekspresji w trakcie rozwoju symbiotycznych
brodawek réznicowa ekspresj¢ na co najmniej jednym badanym etapie jednej serii
analiz wykazato 25 z 59 genéw wybranych na podstawie wstgpnych przeszukiwan
roznicowych. Wigkszos¢ réznic dotyczy etapow reprezentujacych funkcjonalne

brodawki (Rys. 24 — 28).
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LA10SEQ001
LA10SEQ002
LA10SEQ003
LA10SEQ004
LA10SEQ020
LA10SEQ021
LA10SEQ022

04 dpi
B8 dpi
Hi50pi

34 dpi

05 1

gen | LA10SEQ001 | LAT10SEQ002 | LA10SEQ003 | LA10SEQ004 | LA10SEQ020 | LA10SEQ021 | LA10SEQ022

_|81534 |8|15|34 8 [15]34| | 8 [15]34 81534_|81534
+ |+ |+ . +|+] ] +|+]4

|+ |+ |F|F|F|F|F]|F|+

+
+

- EEIRIEIEIE:

LA10SEQ001
LA10SEQ002
LA10SEQ003
LA10SEQ004
LA10SEQ020
LA10SEQ021
LA10SEQ022

04 dpi
E8 dpi
B 15 dpi
W34 dpi

0,51

gen | LA10SEQ001 | LAT10SEQ002 | LA10SEQ003 | LA10SEQ004 | LA10SEQ020 | LA10SEQ021 | LA10SEQ022
1534 811534 811534 5 115(34 811534

+ |+ |+ |F|F+|F|F|F |+ |F|F]|F|+

dpi
A (ninf)|
B (inf.)

+ |+ |+|F|F+|F|F|F|F+|F|F]|F|+

Rysunek 21. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genéw markerowych (LA10) - czes$¢ 1. Seria pierwsza: analiza ilosciowa (A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza
ilosciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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A LA10SEQ040 LA10SEQ041 LA10SEQ042
6
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4
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B
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8 (15]34
+
+
C
LA10SEQ040 LA10SEQ041 LA10SEQ042
5
04 dpi
E8 dpi
W15 dpi
M 34 dpi
2
D
gen [ LA10SEQ040 | LA10SEQ041 | LA10SQ042
dpi 8 |15]34 15|34
A (ninf)f + | +
B(nf)j+ |+ |+]|+ + |+

Rysunek 22. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genow markerowych (LA10) - czes$¢ 2. Seria pierwsza: analiza ilosciowa (A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza
ilosciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Rysunek 23. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genow markerowych (LA10) - cze$¢ 3. Seria pierwsza: analiza ilosciowa (A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza
ilosciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Rysunek 24. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genow wyselekcjonowanych w przeszukaniu réznicowym (LA02) - cze$¢ 1. Seria pierwsza: analiza ilo$ciowa
(A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza ilosciowa (C) i jako$ciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Rysunek 25. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genow wyselekcjonowanych w przeszukaniu réznicowym (LA02) - cze$¢ 2. Seria pierwsza: analiza ilosciowa
(A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza ilosciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Rysunek 26. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genow wyselekcjonowanych w przeszukaniu réznicowym (LA02) — cze$¢ 3. Seria pierwsza: analiza ilosciowa
(A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza ilosciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Rysunek 27. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genow wyselekcjonowanych w przeszukaniu réznicowym (LA02) - cze$¢ 4. Seria pierwsza: analiza ilo$ciowa
(A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza ilosciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Rysunek 28. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
genow wyselekcjonowanych w przeszukaniu réznicowym (LA02) - cze$¢ 5. Seria pierwsza: analiza ilo$ciowa
(A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza ilo$ciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Rysunek 29. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacje do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci dla
losowo wybranych genéw (LAO1). Seria pierwsza: analiza ilosciowa (A) i jakosciowa (B). Seria druga: analiza
ilosciowa (C) i jakosciowa (D). Objasnienia w tekscie.
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Wyniki analiz genu leghemoglobiny typu II (LAO2ESTO048) pokazuja, ze jest on
nieaktywny w korzeniach 1 niedojrzatych brodawkach, i ulega specyficznej indukcji po
8 dniu od inokulacji (Rys. 24). Sposréd trzech gendéw leghemoglobiny typu I
(sekwencje tworzace kontig 5, por. podrozdzial D3), dla LAO2ESTO051 i LAO2EST054
zaobserwowano réznicowa ekspresj¢ w dojrzatych brodawkach, przy czym wyniki
analizy jakosciowej sugeruja, ze pewna indukcja ekspresji tego genu moze nastgpowac
na wczesniejszych etapach rozwoju brodawek korzeniowych, nawet w czwartym dniu
po inokulacji bakteryjnej (Rys. 24). Sygnat dla trzeciej sondy genu leghemoglobiny
typu I (LAO2ESTO009) byt na zbyt niskim poziomie (ponizej progu detekcji na 13
sposréd 14 filtrow — por. zestawienia analiz na dysku CD dotaczonym do pracy), co
tlumaczy dlaczego analiza ilosciowa wynikow nie wykazata dla niego réznicowej

ekspresji w brodawkach.

Dla genu LAO2ESTO050 (nodulina 26) wykazano wzrost ekspresji w dojrzatych
brodawkach (Rys. 24). Jest to zgodne z danymi o ekspresji markera LA10SEQO042,
reprezentujacego ta sama p6zna noduling (Rys. 22). Podobny jest obraz ekspresji genu
LAO2ESTO028, o niesprecyzowanej funkcji (nieznane / ENOD18 / biatko odpowiedzi na
stres / biatko odpowiedzi na etylen / biatko z motywem palca cynkowego; Rys. 24).
Jednoczesnie analiza jakosSciowa sygnaléw pochodzacych od obu sond pozwala
przypuszczaé, ze by¢ moze mamy tu do czynienia z brodawkowo-specyficzna ekspresja

tych genéw, cho¢ wyniki nie wskazuja na to w sposéb jednoznaczny.

Kolejne geny, dla ktérych faczne analizy wykazaty znaczacy wzrost badz specyficzna
indukcje ekspresji na etapie dojrzatych brodawek to:
= LAO2ESTO56 1 LAO2ESTO15 (Rys. 24) - obie sondy reprezentuja
najprawdopodobniej geny mikrosymbionta;
= LAO2EST004, LAO2ESTO005 1 LAO2EST043 — wszystkie geny zawarte w
kontigu 3 (por. podrozdzial D3), o nieustalonej adnotacji funkcjonalnej.
Wykazuja one zgodne profile ekspresji (Rys. 25);
= L[LAO2EST039 i LAO2EST045 - dwa geny o nieustalonej adnotacji
funkcjonalnej. Prawdopodobnie geny te ulegaja specyficznemu wiaczeniu na
poznych etapach rozwoju brodawek (po 8 dpi), jak sugeruja wyniki analizy
jakosciowej (Rys. 25);
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= LAO2ESTO006 i LAO2ESTO055 — adnotowane jako proteazy serynowe, tworzace
kontig 4. Ich profile ekspresji sa zgodne (Rys. 26);

= L[LAO2ESTO17 — biatko nieznane / biatko transferu lipidéw (Rys. 27);

= LAO2EST047 — biatko p6znej embriogenezy / homolog ARG2 indukowany
przez IAA (Rys. 26).

Dla czterech kolejnych genéw obrazy ekspresji uzyskane w obu powtorzeniach réznia
si¢ migdzy soba (Rys. 27). Wedlug wynikéw z pierwszej serii hybrydyzacji geny
LAO2ESTO010, LAO2ESTO13, LAO2EST022 i LAO2EST040 ulegaja podwyzszonej
ekspresji w dojrzalych brodawkach w poréwnaniu z nieinfekowanymi korzeniami,
jednak dane ilosciowe uzyskane w drugiej serii nie potwierdzaja tego. W przypadku
LAO2ESTO13 (podobienstwo do sekwencji genomowej M. truncatula) i LAO2EST022
(podobienstwo do hipotetycznego biatka) sygnaly pochodzace od sond byly ponizej
progu detekcji na kazdym filtrze w drugiej serii. Zatem poprawno$¢ profili ekspresji
utworzonych na podstawie pierwszej serii nie jest wykluczona, cho¢ wymaga to
weryfikacji. Z uwagi na rozbiezne wyniki otrzymane dla LAO2ESTO10 (biatko nieznane
/ hipotetyczne biatko z motywem ,RING finger”) i LAO2ESTO040 (bez adnotacji
funkcjonalnej), réwniez stworzenie wilasciwych profili ekspresji dla tych gendéw

wymaga dalszych badan.

Wszystkie dwadziescia gendéw opisanych powyzej wybrano w trzeciej fazie
przeszukiwan réznicowych z uwagi na ich podwyzszona ekspresj¢ w dojrzatych
brodawkach. Dane uzyskane w dwoch seriach hybrydyzacji do makromacierzy o
wysokiej gestosci potwierdzity opisany wzorzec ekspresji. Jednak réwniez dla pigciu
gendw, ktére na ostatnim etapie przeszukiwan réznicowych wykazaly spadek ekspres;ji
w brodawkach (por. punkt D.1.4), w tym doswiadczeniu uzyskano odwrotne wyniki —
wzrost ekspresji (Rys. 28). Sa to:
= L[LAO2EST020 - adnotowany jako dekarboksylaza UDP-glukuronianu.
Obserwowany w serii drugiej wyrazny wzrost ekspresji w brodawkach 34 dpi
jest catkiem rézny od wyniku uzyskanego dla brodawek mlodszych, ale
reprezentujacych podobne stadium funkcjonalne (15 dpi). Jest on rowniez rézny

od wzorca ekspresji tego genu z pierwszej serii hybrydyzacji;



D. WYNIKI 136

= LAO2EST025 - podobny do biatka o nieznanej funkcji. Obie serie
eksperymentow pokazuja wzrost ekspresji tego genu w brodawkach 15 dpi, cho¢
w starszych brodawkach (34 dpi) nie wykrywa si¢ juz ré6znicowej ekspresji;

= LAO2ESTO042 — bez homologéw w bazach danych. Analizy jakosciowe dla obu
serii pokazuja, ze gen ten ulega ekspresji w brodawkach 15 dpi i 34 dpi, podczas
gdy nie jest wykrywalna jego ekspresja w korzeniu;

= LAO2EST044 — adnotowany jako fosfolipaza C. Dane ilosciowe uzyskane w
serii pierwszej pokazuja roznicowa ekspresje genu w dojrzatych brodawkach (15
dpi i 34 dpi). Jednak wyniki z serii drugiej nie potwierdzaja tych profili;

= LAO02ESTO052 — podobny do U2 snRNA. Wyniki serii pierwszej pokazuja wzrost
ekspresji tego genu w brodawkach. Sygnaly uzyskane w serii drugiej sa bardzo
stabe (ponizej poziomu detekcji na szeSciu z siedmiu filtréw), zatem rozbiezne

wyniki nie wykluczaja poprawnosci uzyskanego w pierwszej serii profilu.

D.4.2.3. Geny losowo wybrane (LA01)

Sposréd 67 przeanalizowanych genéw z biblioteki LAO1 tylko dla pigciu wykazano
znaczace zmiany ekspresji w co najmniej jednym stadium rozwoju brodawek
korzeniowych (Rys. 29). Warto$¢ progowa indukcji badz supresji przekroczona byta
kazdorazowo tylko w pierwszej serii analiz. Obserwowana indukcja ekspresji genu
LAOIESTO39 o nieustalonej adnotacji funkcjonalnej dotyczyta obu etapéw
reprezentujacych dojrzate brodawki (15 dpi 1 34 dpi). W drugim powtdrzeniu
eksperymentu nie wykazano réznicowej ekspresji, jednak wyniki analizy jako$ciowe;j
sugeruja specyficzne aktywowanie ekspresji tego genu w brodawkach — w obu seriach
tylko sygnaty dla filtréw 15 dpi-B i 34 dpi-B byly powyzej progu detekcji. Mogto to
zaburzy¢ wyniki pomiaréw ilosciowych. Dla genéw LAOIEST063 i LAO1EST046
wykazano indukcje ekspresji tylko w jednym badanym stadium — odpowiednio 15 dpi i
8 dpi. Jednak dane uzyskane w drugiej serii analiz makromacierzowych nie
potwierdzaja tych wynikéw. Dla dwoéch pozostatych genéw wykazano znaczacy spadek
ekspresji, rowniez tylko na jednym z badanych etapéw (8 dpi dla LAOIESTO012 i 34 dpi
dla LAOIESTO048). Jednak mimo ze w drugiej serii zaobserwowano podobne tendencje
w zmianie ich ekspresji, to obserwowane rdéznice Intg / Ints, sa mniejsze niz
dwuipodtkrotne. Dla LAOIESTO12, adnotowanego jako biatko - kanal jonowy,
wytlumaczenie tych rozbieznosci moze stanowi¢ analiza jako$ciowa dla etapu 8 dpi

drugiej serii — podprogowa warto$¢ sygnatu hybrydyzacji dla stadiéw 4 dpi i 8 dpi
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mogta zaburzy¢ wyniki pomiaréw. Jednoczesnie analiza jakosciowa potwierdza ujemna

regulacje ekspresji genu w mtodych brodawkach (etap 8 dpi).

D.4.3. Analiza ekspresji przy pomocy hybrydyzacji northern

Aby zweryfikowa¢ poprawnos¢ wzorcOw ekspresji gendw otrzymanych dzigki
makromacierzom cDNA, przeprowadzono analizy northern dla o$Smiu genéw
wykazujacych réznicowa ekspresj¢ w brodawkach. Siedem z nich pochodzito z kolekcji
LAO2 (LAO2EST004, LAO2ESTO010, LAO2ESTO028, LAO2EST040, LA20ESTO042,
LAO2ESTO050, LAO2ESTO051), a jeden — z kolekcji LAO1 (LAOIEST048). Sondy dla
poszczegbdlnych genéw przygotowano amplifikujac inserty odpowiednich plazmidéw
oraz znakujac je [*°P]. Na membrany naniesiono RNA wyizolowany z brodawek
korzeniowych w podobnych stadiach rozwoju, co przy analizie makromacierzowej (4
dpi, 8 dpi, 16 dpi i 34 dpi). Przeanalizowano takze wptyw niedoboru przyswajalnych
form azotu w podtozu na ekspresj¢ tych genéw w nieinfekowanych korzeniach
(zebranych po 7 oraz 14 dniach hodowli bez dostarczania zwiazkéw azotowych). Do
testow kontrolnych wykorzystano hodowane réwnolegle i podlewane pelna pozywka
nieinfekowane korzenie tubinu, zebrane w stadiach odpowiadajacych O- 7- i 14 dniom
od inokulacji mikrosymbiontem lub zastosowania glodu azotowego. Dodatkowo
sprawdzono poziom transkrypcji badanych genéw w lisciach i mtodych nasionach
tubinu. W celu skontrolowania jakosci oraz st¢zenia RNA uzytego do hybrydyzacji

zastosowano wybarwianie bromkiem etydyny (Rys. 30A).

Hybrydyzacja northern pozwolita potwierdzi¢ réznicowa ekspresjg pigciu genéow (Rys.
30B). Profil ekspresji genu leghemoglobiny typu I (LAO2ESTO051 - specyficzna
indukcja w brodawkach 16 i 34 dpi) stanowi jednoczesnie wyznacznik fazy symbiozy,
w ktorej ma juz miejsce wigzanie azotu. Analiza northern nie potwierdzita ekspresji
tego genu we weczesniejszych stadiach organogenezy brodawek, co sugerowaly
czgsciowo wyniki uzyskane przy pomocy makromacierzy cDNA (por. Rys. 24).
Identyczne wzorce ekspresji (zgodne rowniez z wynikami pochodzacymi z
hybrydyzacji makromacierzy) uzyskano dla noduliny 26 — LAO2ESTO050, opisywanej w
literaturze jako poézna nodulina (por. Rys. 24), genu o nieznanej funkcji,
reprezentowanego przez sekwencj¢ LAO2EST004 (por. Rys. 25) oraz genu o
niesprecyzowanej adnotacji funkcjonalnej — LAO2ESTO028 (por. Rys. 24). Wykazuje on
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podobienstwo mig¢dzy innymi do genu wczesnej noduliny ENODI18, jednak zaréwno
wyniki analiz makromacierzowych jak i1 hybrydyzacji northern sugeruja, ze produkt
ekspresji tego genu nalezy raczej do p6znych nodulin. Pigtym genem, dla ktérego
wykazano specyficzna indukcje ekspresji w dojrzalych brodawkach, jest gen kodujacy
nieznane biatko, by¢ moze zawierajace motyw ,RING finger” — LAO2EST010. Na
roznicowq ekspresjg tego genu wskazywaty wezesniej wyniki tylko jednej serii analiz

makromacierzowych (por. Rys. 27).

Dane o réznicowej ekspresji kolejnego analizowanego genu (LAO2EST040 o
nieustalonej adnotacji funkcjonalnej) réwniez pochodzily tylko z jednej serii
eksperymentow makromacierzowych (por. Rys. 27). W przypadku tego genu analiza
northern nie potwierdzita ich poprawnosci — wykazano obecno$¢ transkryptow tego
genu we wszystkich analizowanych prébach. Wydaje si¢ za to, ze poziom ekspresji tego

genu nieznacznie zwigksza si¢ w warunkach gtodu azotowego.

Niespecyficzna ekspresj¢ wykazata takze analiza northern genu LAOIEST048 (bez
homologéw w bazach danych), podczas gdy dane wuzyskane przy pomocy
makromacierzy wskazywaly na ujemna regulacj¢ jego ekspresji w dojrzatych

brodawkach (por. Rys. 29).

Dla genu LAO2ESTO042, nie majacego homologéw w bazach danych, nie
zaobserwowano sygnatow po hybrydyzacji z zadna z préb RNA (nie przedstawiono na
rysunku). W zwiazku z tym poprawnos¢ otrzymanego wczesniej profilu ekspresji

pozostaje nierozstrzygnigta.
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Rysunek 30. Analiza ekspresiji typu northern grupy gendw wybranej na podstawie wynikéw profilowania
ekspresji przy uzyciu makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci. A) obraz RNA (1ug / Sciezke) po
elektroforezie i wybarwieniu bromkiem etydyny; B) obraz filtrdw po hybrydyzacji ze specyficznymi sondami
znakowanymi [32P].
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D.5. Indywidualna analiza sekwencji wybranych genéw

Sposréd gendéw o ekspresji specyficznie indukowanej w brodawkach (co potwierdzono
takze przy pomocy analizy northern) wybrano kilka i poddano je doktadniejszej analizie
bioinformatyczej. Jednoczesnie podjgto probg ustalenia peinej sekwencji cDNA klonow
LAO2ESTO10 i klonéw zgrupowanych w kontigu 3. Otrzymano i zanalizowano takze
petne sekwencje cDNA tubinowych homologéw receptoréw NFR5 oraz SYMRK.

D.5.1. LA02EST010

Jak pokazata analiza PCR z uzyciem uniwersalnych starteréw, insert, z ktérego
otrzymano EST LAO2ESTOI0 ma dtugos¢ ponad 2.000 pz (Rys. 10).
Zsekwencjonowano zatem caly insert (Rys. 31), otrzymujac ostatecznie sekwencj¢ o
dlugosci 2200 nt, ktérej nadano robocza nazweg LAO02-010. Sekwencj¢ cDNA
przettumaczono nastgpnie na sekwencj¢ aminokwasowa. W zadnej z sze$ciu mozliwych
ramek odczytu nie udalo si¢ wyodrebni¢ pojedynczej dominujacej ORF (Rys. 32). W tej
sytuacji przeszukano biatkowe bazy danych sekwencja nukleotydowa LA02-010,
stosujac algorytm blastx. Znaleziono kilkadziesiat biatek o znaczacej homologii.
Sekwencje pochodzity z roslin niemotylkowatych (gtéwnie O. sativa i A. thaliana) oraz
zwierzat (plik wynikowy ,,LA02-010 blastx.htm” zawarto na dotaczonym do pracy
dysku CD, w folderze ,,Indywidualna analiza sekwencji”). Najczgscie] powtarzajace sig
adnotacje funkcjonalne tych biatek to: biatko z domena ,RING finger”, czynnik
transkrypcyjny, biatko wiazace jony cynku / ligaza ubikwitynowa / biatko wiazace
proteiny oraz biatko nieznane lub hipotetyczne. Ws$réd trafien o najwyzszym
podobienstwie znalazty si¢ dwie z trzech sekwencji wykorzystanych do adnotacji

funkcjonalnej sekwencji EST LAO2ESTO10.

Podobienstwa znalezionych sekwencji do klonu LA02-010 dotyczyly trzech regionéw
(Rys. 33). Odpowiadaja one trzem fragmentom sekwencji aminokwasowej LA02-010,
utworzonym przez ttumaczenie sekwencji DNA w dwdéch réznych ramkach odczytu: +1
(region I 1 III) oraz +3 (region II) (Rys. 32). Nie mozna zatem wykluczy¢, ze podczas

operacji przygotowywania znormalizowanej biblioteki cDNA lub jej dalszych analiz w
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sekwencji insertu LA02-010 wystapita mutacja badz mutacje, ktére wptynely na

przesunigcie otwartej ramki odczytu.

A
475 nt
669 nt
652 nt
721 nt
638 nt
/ 2200 nt N

""27"" ""’ -——’> \Q""
JP203"L AVecF S2EST10 AZ_28 JR204
//// \\\\
B

AGTTCTTICTTCAACAACAGCACCACTTTCCTTICACTCAACCCTCTITTICTCTTICTCTCAGCATCAATG
CCTGCCCAAAAGCGCTCCTTCCCTGACTCTCTTGACGATGTGGACACTTCTTCACAGCTCCCTCACCAT
CACCTCAAGCACCAACAACAACAACATCCTAAGCAGCACGAATACGAGGACGAGGAAAACGATGAGCAC
GAGGGACAGGAAGAGGGAGAGGGAGAAGAAGAAGCAGAAGAACAAGGTGATGGAGAAGAAGAACAAGAT
GAAGATGAAGACGGTGAAGAAGCTGAAGATGACAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGGT
CAACACCAGAACGATAATAAGAATGAAAAACCACAGGGTTGATTIGTATTTITCICTATTTGCTICTTCAT
GCTCTTTTTTAACTACCCAATTGCTTTTITCTITAACTGGGTTACTTTTTGTITTCGGCTTCACCATGCTTT
ATCTTATAAAGTTTTCTTCTTTCCGTIGTTICTIGTTGCAGATTCTGATGAAACCCCATCTTCTGGCTCTG
AAGATAAATCCGAGTTTIGTGTATGTAGAACTTCAGGAAGTTCGTAAAGATGTCCAGTIGTCCAATTTGCC
TCGGTATCATCAAGAAAACAAGAACTGTCATGGAATGCTTGCACCGGTTTTGCAGGGAATGCATCGACA
AGTCAATGCGATTAGGGAACAATGAATGTCCTIGCTTGCCGCACACATTGTGCCAGCCGTCGTTCTTTGA
GAGATGATCCGAACTATGATGCCCTTATTGCCGCTTTATATCCAGATATTGAGAAGTATGAGGAAGAGG
AGCTTGAATTTCGTGAAGAGGAGAAAAACCGCAATAAGCAGTCATCAGTCAACATTACCTCATTAGTCA
AATCTCGGCAATTTCAATAGCACTTTCCGTTAGCTTTTCTCACAGATTCAAGCTTCGATTGCAAAAGTA
GTTCAACGACAATCGGAAGCAATGGGAAAGAGACGTAAAGATACACCAGGTACATCTGTGACAAGATCA
CAGCGCAATCAACGAAATGTTCATTCTAGGAGACAGAATCAAGTGAATGATACTCAAGGGTCTGAAGAT
AATGATGAGGACAATGACAATAATGAAAAGGACTCATCTTCTGCCGATGAGCGGTGTACAGAATCTAGG
CAGAGTAAGCGAAAGAGATGGACCAGAGTTCGCCCTTCTCAGCCCTCATCATCGAGGGCAAGCCCTGAT
GGTGGATGCATAGAAAGTGATATGGATATAAGTAGAGAAAATCAAGGAACATCAAGGCAGGTTACAAGA
CCTCGAAAGCTTACTTGGGGAAGGGGTGGTTTTAGAAGTCACACACGGTATGGCAGTGGTGGTGGTAGC
AATAGCAAAAGTTCTCGCAGTGCTCGAGTIGTCTAAGTTGGTAGATCATCTCCGAAACTTAGACGAGAAC
ACTGATGAGTITTGAAATCCATCTCATGCTTATTTCTCTGGACAAACAAAGTACACCGGTTTTGCAGCAG
CCATACCTTTGCTGTICGACCAACTTTGTCTGTGAAGCACCTTTGTGAATATGTTGCTTGTCAAACACCT
TTGGCAGTTGAAGAAGTTGAGATATTIGGCAGTTAAAGGATGCAGCAGTACAAAGTCTGACAAGTCAGAT
GATGACACTTCAGCCTTGATATGTGATAAACTAACGACGTTGGTTATTGATCCATGCAAAGATGAACTG
GAAATTCTGAAAGAACATGAATCCTTAGCTGGGATTACATCCAAATGCATATCTAAGATGGAGCATTTG
ATTCTTGCATACAGGCGCAAGGAGGCTCTATAATCATGTTTGATGCTCATACTICTTTATGTACATAAA
AGGAACCGTTGCGTGAAGTATCACTTCTCTAGTTGCATCCTCAAGACCATAAAATAAGTCTACAAAATA
CTAAATTATATGAAACTCTAAAAGGTTATGCAAGCTTAGTGATGTCTITCGGTAAGCTTTAGATTCAATT
TATATTATACTAGTTACAGTTTCAACTTTATTTAATTTTCAGTGTTGCTCAATTACCAAAGGATGTTTT
TGAGCATAGTTTCAAATCTATCATCAAGACTGCAGTAATTGTAGTAAACAGAGTGCTCTGCATATATAG
CAGATTTCATAATATTCATTGTTGTAAATGAATGTTTTAATGCAAAAAAAAAAAAAAARAAA

Rysunek 31. Strategia sekwencjonowania insertu LA02-010. A. Czastkowe sekwencje, przedstawione jako

kolorowe linie, uzyskano w wyniku reakciji zainicjowanych z udziatem starteréw oznaczonych tymi samymi koloram
Czarna linia przedstawia ztozenie sekwenciji insertu o dt. 2200 nt. B. Otrzymana koncowa sekwencja DNA.
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Rysunek 32. Tlumaczenie sekwencji cDNA LA02-010 na aminokwasowa. Pogrubiong czcionkg oznaczono te otwarte ramki odczytu, w ktérych zawierajq sie regiony wykazujace
podobiefistwo do innvch biatek wa. oroaramu blastx: reaion | (kolor niebieski). reaion Il (kolor czerwonv) i reaion IlI (kolor zielonv).
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Rysunek 32. Tlumaczenie sekwencji cDNA LA02-010 cd.
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Rysunek 32. Ttumaczenie sekwencji cDNA LA02-010 cd.
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Rysunek 33. Graficzne przedstawienie rozktadu podobieristwa klonu LA02-010 do biatek znalezionych przy
przeszukiwaniu baz danych, utworzone przez program Blast. Query — schematyczny rysunek sekwencii
La02-010 wraz ze skalg dtugosci. Regiony I, Il i lll opisano odpowiednimi kolorami, jak na Rys. 32. Pod nimi znajdujg
sie linie obrazujace te fragmenty biatek homologicznych, kitére wykazujg do nich znaczace podobieristwo. Numery
identyfikacyjne biatek znajduja sie w pliku wynikowym przeszukania na dysku CD.

Przy pomocy fragmentéw sekwencji aminokwasowych zawierajacych regiony I — III
przeszukano baz¢ konserwatywnych domen biatkowych CDD (NCBI). W obregbie ORF
zawierajacej region Il znaleziono sekwencj¢ dokladnie odpowiadajaca domenie typu
»RING finger”: (podobienstwo do znalezionych w bazie domen o numerach
identyfikacyjnych ¢d00162, smart00184, i pfam00097, Rys. 34). Trzy pozostate
trafienia dotycza stabiej scharakteryzowanych domen, przy czym dwie z nich to takze
domeny typu ,,RING finger”. Z kolei w sekwencji regionu I, a zatem w N-koncowe;j
czeSci przypuszczalnego produktu biatkowego znajduje si¢ fragment bogaty w kwas

glutaminowy (Rys. 32).



D. WYNIKI 146

A
1 25 =] 75 ion 125 1|5|:| 175 20 210
*
cd00162 RING
smart00184 RIHG
pfam00097 =f=-C3HCA
COG554) ]
COG5222
[ TFB3
B
LA02-010: 79 QCPICLGIIKKTIRIVMECLHRFCRECIDKSMRLGNNECPACRTHC 123
cd00162: 1 ECPICLEEFREPVVLLPCGHVFCRSCIDKWLKSGKNTCPLCRTPI 45
LA02-010: 80 CPICLGIIKKTRTVMECLHRFCRECIDKSMRLGN-NECPAC 119
smart00184: 1 CPICLEEYLKDPVVLPCGHTFCRSCILKWLESSNGNTCPIC 41
LA02-010: 80 CPICLGIIKKTRTVMECLHRFCRECIDKSMRL-GNNECPAC 119
pfam00097: 1 CRICLEELKDPSTILPCGHRFCRSCLKRWLSTSGNTTCPLC 41

Rysunek 34. Wynik przeszukania bazy CDD fragmentem sekwencji LA02-010 zawierajacej region II.
A Graficzne przedstawienie wynikéw z orientacyjnym potozeniem znalezionych domen. B Porédwnanie sekwencji
domen ,RING finger” z sekwencjg LA02-010.

Przeszukanie bazy EST wylacznie roslinnego pochodzenia przy pomocy sekwencji
LA02-010 zaowocowalo znalezieniem podobnych c¢DNA z innych roslin
motylkowatych, gtéwnie G. max oraz M. truncatula. Znalezione sekwencje EST
pochodzity z bibliotek cDNA reprezentujacych zaréwno symbiotyczne jak i
niesymbiotyczne organy i tkanki (por. plik wynikowy ,, LA02-010 blastn EST.htm”,
umieszczony na dolaczonym do pracy dysku CD, w folderze ,Indywidualna analiza

sekwencji”).

D.5.2. LA02EST004 / LA02EST005/ LA02EST043

Zgrupowane w kontigu 3 sekwencje LAO2EST004, LAO2ESTO005 i LAO2EST043 maja
podobna dtugos¢ (ok. 135 nt) 1 sg zakonczone ciagiem poli(A). Jednak, jak wskazuje
analiza elektroforetyczna insertow (por. Rys. 10), klon LAO2EST004 jest duzo dtuzszy
niz wskazywalaby uzyskana sekwencja (ok. 1000 pz). Dlatego przesekwencjonowano
koniec 3’ tego insertu uzywajac startera LAVecR. Uzyskana sekwencja o dlugosci ok.
600 nt wykazuje bardzo wysoka zgodnos¢ z leghemoglobing I z tubinu zditego oraz
innymi ro$linnymi leghemoglobinami, zaré6wno na poziomie DNA jak i bialka (nie

przedstawiono danych). Klon reprezentowany przez EST LAO2EST004 jest
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prawdopodobnie chimera ztozona ze sklejonych ze soba fragmentow cDNA dwoch
roznych gendw, utozonych w tej samej orientacji (Rys. 35). Prawdopodobnie obecnos¢
fragmentu cDNA leghemoglobiny byta przyczyna duzo wyzszego poziomu indukcji
obserwowanego w analizach makromacierzowych dla sondy LAO2EST004 w
poréwnaniu z pozostatymi sondami z kontigu 3 (por. Rys. 25). Poniewaz jednak do
hybrydyzacji northern uzyto sond¢ LAO2ESTO043, symbiotyczna indukcja ekspresji

genu reprezentowanego przez te trzy klony nie moze budzi¢ watpliwosci.

LAO2ESTO004 leghemoglobina
A A
~ ~ ™
5 35 3
5 AAAAKX AAAAA 3
LAVecF LAVecR

Rysunek 35. Schematyczne przedstawienie prawdopodobnej struktury chimerycznego insertu zawierajacego
EST LAO2EST004 oraz fragment cDNA leghemoglobiny.

Nie dysponujac dtuzszymi fragmentami cDNA omawianego genu w bibliotece LA02
zdecydowano si¢ zastosowac technik¢ 5° RACE w celu ustalenia jego 5’- koncowe;j
sekwencji. Na podstawie sekwencji z kontigu 3 zaprojektowano nastgpujace
specyficzne startery: 43RACEQ (starter 1), 43RACE]1(starter II), 43RACE?2 (starter III) i
43RACE3 (starter IV, por. punkt C.2.18). Poniewaz produkt reakcji PCR wykonanej
przy pomocy uniwersalnego startera RACEFL oraz startera 43RACE1 byt widoczny na
zelu jako (nieco rozmyty) prazek (Rys. 36A), wklonowano go bez powtdrnej
amplifikacji do wektora plazmidowego pCR®2.1 i transformowano nim bakterie.
Otrzymano kilkadziesiat rekombinantéw, ktérych inserty plazmidowe amplifikowano
przy pomocy starterow RACEFS i 43RACE2. Nastgpnie sekwencjonowano trzy inserty
(1, 51 10, Rys. 36B), stosujac starter JP204. Otrzymane sekwencje czastkowe oraz
sekwencje kontigu 3 ztozono, a sekwencji koncowej nadano robocza nazweg LA02-043
(Rys. 37). Tlumaczenie sekwencji DNA na zapis aminokwasowy pozwolito wyréznic¢
ORF o dilugosci 306 nt, kodujaca 101 aa, rozpoczynajaca si¢ od trzeciego nukleotydu
sekwencji LA02-043.
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Rysunek. 36. Klonowanie kofica 5° LA02-043. A. Produkt amplifikacji PCR ze starterami RACEFL i 43RACET1.
B. Obraz prazkéw uzyskanych po amplifikacji insertéw z otrzymanych po transformaciji rekombinantéw, ze starterami
RACEFS i 43RACE2. Czerwonym kolorem zaznaczono zsekwencjonowane inserty, reprezentujace sekwencje kofica
5’ La02-043. M — marker masy czasteczkowej.

Przeszukanie nukleotydowych i biatkowych baz danych zaowocowalo znalezieniem
kilku sekwencji o znaczacym podobienstwie do LA02-043: cDNA LIDD4A9 z L. luteus
- (numer identyfikacyjny AF139379), dwoch wariantow cDNA LIDD2T15, réwniez z
L. luteus (numery AF139380 1 AF139381) oraz sekwencji EST E789_F z L. albus
(numer CA411488). Wszystkie trzy sekwencje pochodzace z tubinu zoéttego zostaty
zidentyfikowane wczes$niej metoda selekcji réznicowej w 21-dniowych brodawkach
symbiotycznych [Swiderski i wsp. 2000]. Réznice pomiedzy wariantami LIDD2T15 nie
dotycza otwartej ramki odczytu, a wytacznie dtugosci konca 3’UTR. Sekwencja EST
E789_F pochodzi z biblioteki cDNA przygotowanej z korzeni lubinu bialego z
korzeniami proteoidalnymi w 7- i 10 dniu. Wynikowe pliki z przeszukania baz danych
- ,,La02-043 blastx.htm”, ,,LA02-043 blastn.htm” oraz ,.A02-043 blastn EST.htm”
zamieszczono w folderze ,Indywidualna analiza sekwencji” na dysku CD dofaczonym

do pracy.

Poréwnanie sekwencji przypuszczalnych produktow biatkowych LA02-043, LIDD4A9,
LIDD2T15 oraz E789_F wskazuje na ich niezwykle wysokie podobienstwo na odcinku
kilkudziesigciu aminokwasow z konca N (Rys. 38). Sekwencja z tubinu waskolistnego

wykazuje najwyzsze podobienstwo do LIDD4A9, a najmniejsze do LIDD2T15 (Rys.
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GTTTCCTATCTTTCCAAGTCTTGGCTCATCATGAAGAGAACAATGCTAATCATTTGAGTA

GTTTCCTATCTTTCCAAGTCTTGGCTCATCATGAAGAGAACAATGCTAATCATTTGAGTA
F L S F Q vV L. A H H E E NN ANUHUL S I

TTGGTGGTCCAGATGATGACGATCCTAGAGATCATAATAGTCCCAATCTTCTAGTTTCAC

TTGGTGGTCCAGATGATGACGATCCTAGAGATCATAATAGTCCCAATCTTCTAGTTTCAC
G G p DDDD P RDHNSPNILTILV S Q

AAAAACACATACCTTCAATTCGATATGAATGGCTGATGGATCATGAAATAGATGAAAATA

AAAAACACATACCTTCAATTCGATATGAATGGCTGATGGATCATGAAATAGATGAAAATA
K H I P s I R Y E WL M D HE I D E N K

AGAATTATTATTGTGGTTATTATCATAAAAATGGTCCAATTGATGACAAGGATCCTAGGG

AGAATTATTATTGTGGTTATTATCATAAAAATGGTCCAATTGATGACAAGGATCCTAGGG
N ¥ ¥ ¢ G Y Y H K NG P I DDKD P R D

ATGCGAATGCTCAATCAATTCAACAAAACCCATCAATGTTTICGTCGCAATCGAGCTAGAA

ATGCGAATGCTCAATCAATTCAACAAAACCCATCAATGTTTICGTCGCAATCGAGCTAGAA
A N A Q S I Q9 9 N P S M F R RNIRA AR K

AGCCATGATAGCACAAA-GGCTACAAAAAATGATAGGAAGACTTCGTCAGCATTCATGAT
AAAAGGCTACAAAAAATGATAGGAAGACTTCGTCAGCATTCATGAT

AGCCATGATAGCACAAAAGGCTACAAAAAATGATAGGAAGACTTCGTCAGCATTCATGAT
P *

GAAAATTACTCCTACGACGAAGAAGGGTGAAAATTAAGTAATAATAATCCATTAGATATA
GAAAATTACTCCTACGACGAAGAAGGGTGAAAATTAAGTAATAATAATCCATTAGATATA

GAAAATTACTCCTACGACGAAGAAGGGTGAAAATTAAGTAATAATAATCCATTAGATATA

AGTTATAATAATTCCATATATAGGGAAGGGAACACTTGTGCTGATAAATTAGCTICTTTT
AGTTATAATAATCCCATATATAGGGAAGGGAACACTTGTIGCTGATAAATTAGCTTCTITTT

AGTTATAATAATCCCATATATAGGGAAGGGAACACTTGTIGCTGATAAATTAGCTTCTITTT

GCAATTTGTTCTAGAATGTATACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTIGAG
GCAATTTIGTTCTAGAATGTATACTTIGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTIGATTGAG
GCAATTTGTTCTAGAATGTATACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTIGAG

TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTICCTTTTGATTGAG

GCAATTTIGTTCTAGAATGTATACTTIGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAG

TTCAATAGGAATAGGTTGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACC
TTCAATAGGAATAGGTTIGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACC
TTCAATAGGAATAGGTTGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACC
TTCAATAGGAATAGGTTIGTTTCTTCCTAACTATAGATTTAGGAACATGTAACCTICTTICTT

TTCAATAGGAATAGGTTIGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACCTICTTICTT

CTTCAATATATTGGGGTIGTTCCACCCAGCTTTAAAA

CTTCAATATATTGGGGTGTTCCACCCAGCTTTAAAA

Rysunek 37. Ztozenie sekwencji kontigu 3 i klonéw utworzonych metoda 5 RACE oraz sekwencja
aminokwasowa przewidywanego produktu biatkowego.
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sekwencja A | sekwencja B | Podobienistwo | Identyczno$é

LA02-043 LIDD4A9 61 % 52 %

LIDD2T15 E789_F 48 % 38 %

LIDD4A9 E789_F 22 % 43 %

LA02-043 E789_F 63 % 45 %

LIDD4A9 LIDD2T15 50 % 39 %

LA02-043 | LIDD2T15 43 % 34 %

* Z0 ¢ * 40 * a0 *
LI1DDETLIS @ MSTSMWNSEEFLFFGLLLE LS HDEE> DGGRGDDGEKTIGGTLFSAKTILENOYAIGGS @0 72
E789 F 1 ——GTRVVZEEFLFFGLFLFVENSF SHT R~ : 39
LAOZ-043 | ————m—mm e ST H LG e :ozi
L1DD44s : MITSMVNSEEFLFFGLLLE ST HD G : 41
[=]n] * 100 * 120 * 140
L1DDETLS : EHIGGDGS EEMDGEFNS——-HELOMEBEEILPS-—--TR¥EYNI OS5 ——————————~ TEFNPSELSHES : 125
E789_F HE i DYBPRNLNG--YDHRIGOKHL S A— ——-WG¥ DM O ————————————— SFENNPSELSYEG @ 85
LADZ-043 @ ——————- -BDDBPRDENS - -FILL IR IRFEWLMDH-————————————————————— Efip : 57
L1DD4Ls @ ——————— SEDDEPRDHS IGYEVNACES THNPSEFRINDCDGLIDDENPEVGYETHNSOSSNNNESKLGRED @ 106
* 180 * 130 * 200 *

L1DDETLS @ GGP————- FEEEMED SEGDGRDSLVAKNILPSSATEYYSQLFER. ELSHIGVLHLMEEMMIERRILIIF : 191
E789_F I € FPADDEGBE-———————————- SL EL3RIGGGDGPADDEDPEZEETO- + 132
Lia02-043 : ENENYYCGYTH FIDDEDBR————————————— 5 I NFRRNRARKP—————————————— : 101
L1DD4ALS  : FNUNYHCRYYH FPEDDEDBE-———————————— SF KFRENRAREP———-——-——————— 150

Rysunek 38. Wynik poréwnania sekwencji aminokwasowych zakodowanych w LA02-043, LIDD4A9,
LIDD2T15 i E789-F. A. Podobienstwo poszczegdinych par sekwencji. B. Zestawienie sekwencji. Czarna strzatka
obrazuje prawdopodobne miejsce odciecia peptydu sygnalnego. Na niebiesko podkreslono miejsca fosforylacji w
sekwencji LA02-043.

38A).W zadnej z sekwencji nie stwierdzono obecnosci konserwatywnych domen, nie
znaleziono tez innych homologéw dla zadnej z nich. W sekwencji LA02-043 wystepuja
dwa miejsca fosforylacji (Rys. 38B). Dla trzech sekwencji o najdtuzszych koncach N
(LIDD4A9, LIDD2TI15 1 E789_F) wskazano mozliwos¢ wystgpowania peptydow
sygnalnych. Przewidywane miejsca cigcia znajduja si¢ w odpowiadajacych sobie
pozycjach, a sekwencja peptydéw sygnalnych jest prawie identyczna (Rys. 38B).
Wydaje si¢ bardzo prawdopodobne, ze podobny peptyd sygnalny wystepuje takze w
LA02-043. Wskazuje na to 100 % zgodnos¢ poczatku sekwencji z ostatnimi oSmioma
aminokwasami peptydoéw sygnalnych oraz odlegte polozenie pierwszej metioniny w
otwartej ramce odczytu (pozycja 52 na Rys. 37), ktére sugeruje ze cata ORF jest

dtuzsza, a jej kodon startowy znajduje si¢ poza otrzymana sekwencja, w kierunku 5°.
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D.5.3. LAO2EST028

Ustalona sekwencja klonu LAO2ESTO028, dla ktérego wykazano indukcjg ekspresji w
dojrzatych brodawkach tubinu, ma 409 nt i jest zakonczona tancuchem poli(A). Diugos¢
prazka obserwowanego po amplifikacji i elektroforezie (Rys. 10) pokazuje, ze jest to
pelna sekwencja insertu. Przeszukanie biatkowych baz danych zaowocowato
przypisaniem mu kilku mozliwych adnotacji funkcjonalnych. Wsrdd znalezionych
biatek najwyzsza homologi¢ wykazaly sekwencje opisywane jako uniwersalne biatka
stresu (USP, ang. universal stress protein) oraz biatka wrazliwe na etylen (ER, ang.
ethylene responsive). Byly to sekwencje pochodzace z ro$lin niemotylkowatych,
gléwnie A. thaliana 1 O. sativa, a takze sekwencje bakteryjne. Biatka te zawieraja
domeng USPA, ktoérej fragment znaleziono takze w dedukowanej sekwencji biatkowe;j
LAO2ESTO028 (podobienstwo do domen cd00293, pfam00582, COG0589 z bazy CDD).
Jedyna biatkowa sekwencja o znaczacym podobienstwie, ktéra pochodzi z ro$liny
motylkowatej to wiazace ATP biatko ENODI18 z V. faba, réwniez zawierajace domeng
USPA. Pozycje aminokwasowe zaangazowane w tworzenie miejsca wigzania ATP sa

zachowane rowniez w sekwencji LAO2EST028 (Rys. 40).

W bazach sekwencji nukleotydowych, w tym w bazach EST, znaleziono duza liczbg
homologicznych do LAO2EST028 sekwencji z innych roslin motylkowatych. Pochodza
one z roznych tkanek, zaréwno symbiotycznych jak i niesymbiotycznych (por. plik
wynikowy LAO2ESTO043 blastn EST.htm umieszczony w folderze ,Indywidualna
analiza sekwencji”, na dysku CD dofaczonym do pracy). Co jest interesujace,
przeprowadzone przeszukania wykazaly bardzo istotne podobienstwo klonu
LAO2EST028 do nukleotydowej sekwencji LIDD2A18 (numer identyfikacyjny
AF139378), wyizolowanej z biblioteki cDNA z brodawek z tubinu zéitego (por.
Rys.39), podczas gdy przeszukanie bazy bialek nie wykazato takiego podobienstwa.
Szczegbétowa analiza dedukowanych produktéw translacji LAO2EST028 oraz
LIDD2A18 potwierdza pokrewienstwo obu sekwencji. Wynika z niej réwniez, ze
zdeponowana w GenBank-u sekwencja ¢cDNA LIDD2A18 (numer identyfikacyjny
AAD28288) moze zawiera¢ kilka btedoéw ktore spowodowaty kilkakrotne przesunigcie
ramki odczytu, a przez to nie odczytano calej sekwencji kodujacej biatko. Z tego
powodu prawdopodobnie niepelna sekwencja biatkowa LIDD2A18 nie wykazata

dostatecznej homologii do produktu translacji LAO2EST028. Rys. 40 przedstawia
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poréwnanie dedukowanych produktéw translacji LAO2EST028 i LIDD2AIS,

uwzgledniajacych mozliwe przesunig¢cia ramek odczytu, z homologicznymi biatkami

oraz sekwencjami EST z roslin motylkowatych.
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Rysunek. 39. Poréwnanie nukleotydowych sekwencji LA02EST028 z fubinu waskolistnego oraz LIDD2A18 z

tubinu zéttego
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Rysunek. 40. Poréwnanie aminokwasowej sekwencji LAO2EST028 ze zidentyfikowanymi w bazach danych
sekwencjami biatek homologicznych oraz sekwencjami EST z roslin motylkowatych. Numery identyfikacyjne
sekwencji: CB827501 (LJEST), CO514072 (MSEST), BQ295817 (GmEST), CX532715 (MtEST), CV535429 (PVEST),
AAP04431 (Hv_Usp), AAT07452 (Mj_Usp), ABA99526 (Os_1Usp), NP_566108 (At_unknown), CAC18556
(ENOD18), ABA99525 (Os_LOC), XP_479478 (Os_2Usp), AAR07598 (Gb_Fb19). Niebieskim kolorem podkreslono
fragmenty sekwencji biorace udziat w tworzeniu miejsca wigzania ATP, zachowane w sekwencji LAO2EST028. Znaki
zapytania w sekwencji LIDD2A18 wstawiono w miejsca, gdzie nastgpita zmiana ramki odczytu.

D.5.4. LA10SEQ090

W celu ustalenia pelnej sekwencji transkryptu NFR5 w lubinie waskolistnym
zastosowano techniki 3° RACE oraz 5° RACE. Aby otrzyma¢ koniec 3’ cDNA,

przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji na matrycy catkowitego RNA
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uzyskanego z korzeni tubinu waskolistnego. Stosowano uniwersalny starter JP207,
komplementarny do tancucha poli(A), zawierajacy na koncu 3’ sekwencj¢ adapterowa.
Uzyskany ss cDNA po oczyszczeniu postuzyt jako matryca do amplifikacji PCR ze
starterem JP205, komplementarnym do sekwencji adapterowej oraz specyficznym
starterem 225F, zaprojektowanym na podstawie sklonowanego wczes$niej odcinka
LATOSEQO090. Otrzymany produkt o dfugosci ok. 600 nt (Rys 41A) oczyszczono z zelu
1 wligowano do wektora pCR®2.1, ktorym transformowano komorki kompetentne. W
wyniku sekwencjonowania uzyskanych transformantéw otrzymano sekwencj¢ konca 3’

cDNA NFR5 (Rys.41B).

Przy ustalaniu konca 5’ wykorzystano startery NFR5-RS (starter I) oraz NFR5-R6
(starter II). Juz w pierwszej reakcji PCR po dobudowaniu tancucha poli(dA) otrzymano
wyrazny prazek o dlugosci ok. 650 nt (Rys. 41C). Po ligacji produktu do wektora i
transformacji komoérek E. coli wyrosto kilkadziesiat rekombinantéw (Rys. 41D).

Zsekwencjonowano najdtuzsze z nich, otrzymujac w rezultacie sekwencj¢ konca 5’

cDNA NFR5.
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Rysunek 41. Ustalanie sekwencji cDNA LaNFR5. 3’ RACE (A - amplifikacja korica 3’ i B - analiza transformantow)
oraz 5° RACE (C - amplifikacja kofica 5’ i D - analiza transformantéw). Do amplifikacji insertdéw (B i D) uzyto pary
uniwersalnych starterow JP203 i JP204. Strzatkami zaznaczono oczekiwane produkty amplifikacji. Czerwonym
kolorem oznaczono inserty, kiérych sekwencje odpowiadaty poszukiwanym koricom cDNA. M — marker dtugosci
DNA.



LiNFRS

LalNFR5

LiNFRS

LalNFRS

LiNFRS

LalNFRS

LiNFRS

LalNFRS

LiNFRS

LalNFRS

Pa3ymlO :

Pa3ymlO :

20

aE

*

GGE
SAQPLOESE
VRS OEN L

Pa3ymlO :

=

WL

C
CL

CYL

Pa3yml0 :

330

v

* 100 * 120
AN F b ) :
DED T :
AR ED GBI i :

220 240
S5HG]
SN
35

40 * &0 * &0
- LysM1
160 * 2|:||:|
LysM3
280 320
5
5

* 340 * 360

400 * 420 * 440

* 460 * 430

Pa3ymlO :

s00

G-
I

5 —
3
DK
IIIE:IilllllEllﬁiIHIIEII;iiIIIIIIIII IIIIIIIIIITIIFlﬁl

N55NE
SAAER
FPP-45

120
120
120

240
238
240

359
357
359

476
477
477

595
594
595
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Sekwencja DNA utworzona przez ztozenie LAI10SEQO090 razem z sekwencjami
koncow 3’ 1 5° wynosi 2088 nt. Zakodowana w niej otwarta ramka odczytu ma dtugos¢
595 aa. Otaczajace ja sekwencje 5° UTR 1 3° UTR wynosza odpowiednio: 66 nt i
237 nt. Poréwnanie sekwencji biatka tubinowego nazwanego LaNFRS (Lupinus
angustifolius NFR5) z biatkami NFR5 z L. japonicus i SYMI10 z P. sativum
przedstawiono na Rys. 42. Sekwencje wykazuja ok. 70 % identycznosci. Podobnie jak
w poznanych wczesniej receptorach Lotus 1 grochu, w biatku LaNFRS wyr6zni¢ mozna
peptyd sygnalny oraz domeng transmembranowa. W domenie zewnatrzkomoérkowej
wyrdzni¢ mozna trzy motywy typu LysM, ktére, jak si¢ wydaje, sa odpowiedzialne za
wiazanie bakteryjnych czynnikéw Nod [Limpens i wsp. 2003; Madsen i wsp. 2003;
Radutoiu 1 wsp. 2003]. Ten region wykazuje jednocze$nie najwig¢ksza zmiennos¢

sekwencji .

Profilowanie ekspresji genu LaNFR5 przeprowadzone z zastosowaniem makromacierzy
cDNA (por. podrozdziat D.4) nie wykazato zmian w ekspresji genu w odpowiedzi na
obecnos¢ bakterii symbiotycznych 1 rozwdj brodawek korzeniowych w drugiej serii
analiz (w pierwszej serii sygnal pochodzacy od sondy LATOSEQO090 byt ponizej progu
detekcji). Analizg¢ ekspresji genu LaNFR5 powtdrzono stosujac technike¢ northern.
Eksperyment przeprowadzono w analogiczny sposob jak do$wiadczenia opisane w
punkcie D.4.3 i analizowano identyczny material biologiczny: korzenie nieinfekowane,
infekowane korzenie z brodawkami, korzenie ros$lin hodowanych w warunkach gtodu
azotowego, liscie, nasiona. Jednak mimo bardzo wysokiego poziomu wyznakowania
sondy (uzyskanej na matrycy klonu LAIOSEQO090) nie udato si¢ zaobserwowac sygnatu

w zadnej z badanych préb (nie przedstawiono danych).

D.5.5. LA02SEQ091

Wykorzystujac otrzymany wczesniej fragment cDNA tubinowego homologu genu
SYMRK (LAT0OSEQO091) zaprojektowano specyficzne startery do uzyskania koncéw 3’ i
5’ transkryptu. Przy amplifikacji konca 3’ zastosowano taka sama technike jak dla genu
LaNFRS, tj. uzyskano jednoniciowy cDNA na matrycy RNA z korzeni, a nastgpnie
przeprowadzono amplifikacje¢ PCR przy uzyciu starteréw: uniwersalnego JP205 oraz

specyficznego 2072F. Uzyskany produkt (Rys. 43A) ligowano do wektora pCR®2.1,



D. WYNIKI 157

ktéorym transformowano komdrki kompetentne. W wyniku sekwencjonowania
uzyskanych transformantéw otrzymano trzy nieznacznie rozniace si¢ warianty konca 3’

cDNA (Rys. 43B). Do ztozenia sekwencji wybrano najdiuzszy z nich.

Nastepnie zastosowano technik¢ 5° RACE do ustalenia sekwencji konca 5.
Wykorzystano w tym celu specyficzne startery SYMRK-R1 (starter I), SYMRK-R2
(starter I1I) oraz SYMRK-R4 (starter IV). Po ligacji do wektora produktu otrzymanego
w wyniku koncowej amplifikacji 1 transformacji komoérek E. coli przeanalizowano
kilkadziesiat transformantéw (Rys. 43C i D). Zsekwencjonowano kilka najdtuzszych
insertow i otrzymano w rezultacie sekwencj¢ konca 5° cDNA. Po ztozeniu uzyskanych
sekwencji z sekwencja LAIOSEQO091 uzyskano cDNA o diugosci 3274 pz. Zawiera ona
ORF o ditugosci 923 aminokwaséw, oflankowang regionami 5° UTR (338 nt) 1 3 UTR
(167 nt).

A BI7 2 3 156 7 5 m
M
w —1000 pz
N x = o b ot i iy - 1 50082
\ - ~—1000 pz e
s X X -— 500 pz
D1 2345067891 0M12M
C a +—1000 pz
M e e e T 50002
= 1314 1516 17 18 1920 21 2223 24 M
~ 11000 pz
- SS1— 500pz
252627 28 29 30 31 32 33 3435 36 M
N ~4—1000 pz
-- ————— — 14— 500 pz

Rysunek 43. Ustalanie sekwencji cDNA LaSYMRK. 3 RACE (A - amplifikacja konca 3" i B - analiza
transformantéw) oraz 5 RACE (C - amplifikacja konca 5’ i D - analiza transformantdw). Do amplifikacji insertow (B i
D) uzyto pary uniwersalnych starteréw JP203 i JP204. Strzatkami zaznaczono zadane produkty amplifikacii.
Czerwonym kolorem oznaczono inserty, ktorych sekwencje odpowiadaty poszukiwanym koricom cDNA. M — marker
dtugosci DNA.
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Sekwencje aminokwasowa LaSYMRK (Lupinus angustifolius SYMRK) poréwnano z
homologicznymi sekwencjami innych ro$lin motylkowatych: Lotus japonicus
(AAMG67418), Vicia hirsuta (CAD22012), Pisum sativum (AAM76684), Melilotus alba
(CAD22013), Medicago truncatula (AAM76685) i Medicago sativa (CAD10807, Rys.
44). Wykazuja one 77 — 80 % identycznosci (87 — 90% podobienstwa) do biatka
tubinowego. LaSYMRK jest najprawdopodobniej kotwiczony w blonie komdérkowej
(posiada peptyd sygnalny 1 domeng transblonowa). W swojej zewnatrzkomorkowe;j
czeSci posiada trzy powtdrzenia typu LRR, a w czgsSci wewnatrzkomérkowej znajduje
si¢ domena kinazowa. LaSYMRK reprezentuje zatem typowa budowe biatka kinazy

typu receptora, podobnie jak jego ortologi z innych roslin.

Mimo, ze analiza ekspresji genu LaSYMRK przy pomocy makromacierzy DNA nie
wykazata réznicowej ekspresji tego genu w brodawkach, przeprowadzono powtdrne
profilowanie ekspresji stosujac metod¢ northern. Jednoczes$nie zbadano jego poziom w
lisciach 1 nasionach oraz wptyw niedoboru przyswajalnych form azotu na ekspresj¢ w
korzeniach (w identyczny sposéb jak opisano w punkcie D.4.3). Badanie wykazato, ze
poziom transkrypcji genu LaSYMRK w tubinie utrzymuje si¢ na niskim, ale statym
poziomie w korzeniach i nie zmienia si¢ w warunkach glodu azotowego. Natomiast w
trakcie symbiozy ekspresja genu wyraznie rosnie, 0siagajac najwyzszy poziom w
dojrzatych brodawkach, 16- i 34 dpi. Nie wykryto ekspresji genu w lisciach ani
nasionach (Rys. 45).

=
= ()
g 3
> 22 g
2 3% S
= ) =
© = )
= c £ f=
o 2 2 > e g ©
c o c = c 3 c
N E N2 N 2
foy o = O :_& [72]
c 2 S N = <
x c X © x £ c
—

—
=2}
3
S

0 7. 18 7 14 4 87

o B T e

Rysunek 45. Analiza northern ekspresji genu LaSYMRK w fubinie.
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D.6. Analiza filogenetyczna genu NFR5 w tubinach

Celem tej czesci pracy bylo zastosowanie markera filogenetycznego w badaniach tubinu
w oparciu o sekwencje genu NFRS, a nastgpnie poréwnanie go z istniejacym podziatem
filogenetycznym opartym o markery niesymbiotyczne. W tym celu amplifikowano
fragmenty domeny receptorowej nfrS z réznych gatunkéw tubinéw, a takze z kilku
pokrewnych gatunkéw, a po ustaleniu ich sekwencji — przeprowadzono analizg

filogenetyczna.

D.6.1. Izolacja genomowego DNA i sekwencjonowanie domeny receptorowej

Wykorzystujac zachowawczos¢ sekwencji cDNA genu NFR5 zaprojektowano parg
starterow do amplifikacji: TSNFR5F4 1 TSNFR5R4. Obejmuja one region o diugosci
okoto 830 nt, kodujacy prawie cata zewnatrzkomérkowa domeng oraz domeng
transbtonowa biatka. W amplifikowanym odcinku zawieraja si¢ wszystkie trzy motywy
LysM, prawdopodobnie zaangazowane bezposrednio w wigzanie bakteryjnego czynnika
Nod. Amplifikacj¢ prowadzono na matrycy genomowych DNA wyizolowanych z
siewek lub lisci odpowiednich roslin. Oparto si¢ przy tym na zatozeniu, ze podobnie jak
ich ortologi w L. japonicus i P. sativum, tubinowe geny NFR5 nie posiadaja intronéw
[Madsen i wsp. 2003]. W rezultacie uzyskano cze¢sciowe sekwencje genéw NFRS
dwudziestu gatunkéw tubinéw. Dodatkowo wuzyskano fragmenty NFR5 z
Anarthrophyllum rigidum, reprezentujacego wczesnie wyodrgbniajaca si¢ linig
filogenetyczna w obrgbie Genisteae, oraz z Macroptilium atropurpureum

reprezentujacego plemi¢ Phaseolae 1 Ornithopus compressus z plemienia Loteae.

D.6.2. Drzewo filogenetyczne NFR5

Otrzymane sekwencje, wraz z sekwencjami LaNFRS, NFRS i SYM10 wykorzystano do
konstrukcji drzewa filogenetycznego (Rys. 46). Zostato ono skonstruowane przez C.E.
Hughes’a 1 E. Redwood (Department of Plant Sciences, University of Oxford, Wielka

Brytania), za pomoca metody maksymalnej parsymonii.
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Macroptilum atropurpureum

Pisum sativum

Ornithopus compressus

Lotus japonicus

Anarthrophylium rigidum

89 r Lupinus cuimulicola Lubiny jednolistne
Lupinus villosus z Flt:u's't.'.l,\'

Lupinus albus

Lupinus angustifolius .
Lubiny

Lupinus cosentinii Starego Swiata

100
Lupinus princei
Lupinus muitiflorus ™y
Lupinus guadraticus Lubiny o liczbie
Lupinus texensis chromosomow
Lupinus bracteolaris | 21n= 30

S8

Lupinus bandelierae »
Lupinus stiversii
Lupinus arizonicus
Lupinus sulphureus
Lupinus bicolor y \1hiny o liczbie
Lupinus rivularis chromosomow
Lupinus albicaulis 2n=48

Lupinus rotundifiorus

Lupinus huaronensis

Lupinus mutabilis

Lupinus sp. CEH 2001

Rysunek 46. Drzewo filogenetyczne rodzaju Lupinus utworzone w oparciu o symbiotyczn y marker NFR5.

Topologia uzyskanego drzewa odpowiada zasadniczo filogenezie tubinéw ustalonej na
podstawie markeréw niesymbiotycznych (Rys. 47) [Ainouche i Bayer 1999, Fukuda i
wsp. 2003]. Zgodnie z dotychczasowymi danymi filogenetycznymi, A. rigidum zajmuje
na drzewie NFR5 pozycj¢ zewngtrzng wzgledem tubindw, a O. compressus wykazuje
filogenetyczne pokrewienstwo z L. japonicus. Zaré6wno markery niesymbiotyczne jaki i
NFRS5 pozwalaja zaobserwowac¢ wyrazny podzial gatunkéw z rodzaju Lupinus na cztery

gtéwne grupy filogenetyczne:
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= jednolistne tubiny pochodzace z Florydy;

= tubiny Starego Swiata;

= tubiny Nowego Swiata o diploidalnej liczbie chromosoméw 2n = 36,
pochodzace ze s$rodkowej czesci Stanéw Zjednoczonych (Teksas) oraz
wschodniej Brazylii;

= tubiny Nowego Swiata wystepujace na terenach zachodnich Ameryki Pétnocne;j
1 Potudniowej (wzdtuz pasma Gor Skalistych 1 Andoéw), o diploidalnej liczbie
choromosoméw 2n = 48.

Jedyna obserwowana réznica dotyczy polozenia tubinéw Starego Swiata i tubinéw

jednolistnych: na drzewie NFRS5 ta ostatnia grupa jest polozona zewngtrznie,

odwrotnie niz na drzewach niesymbiotycznych.

Grupy zewnetrzne

tubiny Starego Swiata

Potudniowo wschodnia czesé
<JUSA - tubiny jednolistne
Cze$é wschodnia (niziny I
Teksasu, potudniowo-srodkowa

Brazylia, Argentyna, Paragwaj,
Urugwaj, Boliwia (2n = 36)

Lupinus Lublny

Nowego Swiata
Czes¢ zachodnia (potudniowo
zachodnia Ameryka, Meksyk,
Ameryka Srodkowa, Andy

(2n = 48)

J

Rysunek 47. Topologia drzewa filogenetycznego rodzaju Lupinus opartego o markery niesymbiotyczne.
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E. DYSKUSJA

Intensywne prace nad ustaleniem kluczowych mechanizméw odpowiedzialnych za
ustanowienie symbiozy ros$lin motylkowatych z rizobiami trwaja juz od kilkudziesigciu
lat. Cennych informacji na temat rozwoju brodawek korzeniowych dostarczaja analizy
transkryptoméw roslinnych, przy czym wiele z nich skupia si¢ na roslinach
modelowych — M. truncatula i L. japonicus. Mate rozmiary genoméw tych roslin oraz
szeroki wachlarz dostgpnych narzedzi molekularnych przyczynily si¢ do ogromnego
postgpu w badaniach nad symbiotycznym wigzaniem azotu. Jednak motylkowate,
bedace trzecia co do wielkos$ci rodzing nasiennych [Lewis i wsp. 2003, Doyle i Luckow
2003] wykazuja si¢ znacznym zréznicowaniem jesli chodzi o szczegdly symbiozy
(sposob infekcji, budowa brodawek korzeniowych, obecnos¢ lub brak symbiosomoéw,
reakcja na fitohormony itp.). Stad analiza ro$lin uzytkowych jest cennym 1 niezbgdnym
uzupetnieniem tych badan. Lubiny, mimo ze ich rola uzytkowa jest obecnie duzo
mniejsza niz w ubiegtych stuleciach, sa w dalszym ciagu uprawiane migdzy innymi na
terenie Australii 1 Polski, gléwnie jako ro$liny paszowe. Ponadto zjawisko
brodawkowania u tubinéw cechuje szereg unikalnych wilasnosci, ktére odzwierciedlaja
wczesne oddzielenie si¢ plemienia Genistae od wspdlnej linii motylkowatych. Jego
badanie moze stanowi¢ wazne zrédto informacji o ksztattowaniu si¢ zdolnosci roslin do
symbiotycznych oddzialywan ze zdolnymi do przyswajania azotu atmosferycznego

rizobiami.

E.1. Identyfikacja genéw zaangazowanych w symbiotyczne wigzanie

azotu w lubinie

E.1.1. Skutecznos¢ zastosowanej metody selekcji

Przecigtna komoérka eukariotyczna zawiera okoto 100 tysiecy transkryptow
reprezentujacych od 15 do 30 tysigcy roznych rodzajow mRNA [Wan 1 wsp. 1996].
Wigkszos¢ to tzw. rzadkie mRNA, reprezentowane przez jedna do kilkudziesigciu
czasteczek. Z kolei mRNA syntetyzowane najintensywniej (nawet w tysiacach kopii na
komorke) stanowia okoto 50 % masy transkryptomu, cho¢ reprezentuja zaledwie 1 %

wszystkich rodzajow mRNA w komoérce. Z tego powodu prawdopodobienstwo
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wytowienia niskoreprezentowanych transkryptéw z tradycyjnych bibliotek cDNA jest
stosunkowo niskie. Tymczasem czgsto pelnia one kluczowe role regulacyjne w
wybranych procesach komérkowych. W prezentowanej pracy zrédiem sekwencji cDNA
byla znormalizowana biblioteka uzyskana z infekowanych korzeni tubinu w réznych
stadiach symbiozy (7-, 14- i 21 dni po inokulacji bradyrizobiami). Dzigki procesowi
normalizacji réznice pomigdzy stgzeniami cDNA wysoko- 1 nisko reprezentowanych
transkryptow w bibliotece zostaly zmniejszone co najmniej kilkudziesigciokrotnie
[Kisiel i wsp. 2004]. Podniosto to szanse na wylowienie w trakcie przeszukania
rzadkich, ciekawych cDNA, a przede wszystkim zwigkszyto r6znorodnos¢ wyjsciowej

puli rekombinantow.

W celu identyfikacji gendéw zaangazowanych w symbiotyczne oddzialywania z
bakteriami ~ wiazacymi  azot, zastosowano  strategi¢ analizy  réznicowej.
Wyselekcjonowano wstepnie zestaw gendéw nie ulegajacych ekspresji w korzeniach
tubinu badz wyrazanych jedynie na bardzo niskim poziomie. Oparto si¢ przy tym na
zatozeniu, ze brak detekcji transkryptéw w nieinfekowanych korzeniach moze wynikac
z ich specyficznej ekspresji w tkankach symbiotycznych, poniewaz bibliotek¢ cDNA
uzyskano z fragmentéw korzeni z brodawkami. Nastepny etap selekcji polegal na
identyfikacji klonéw ulegajacych réznicowej ekspresji w korzeniach 1 34-dniowych
brodawkach. W efekcie, sposréd okoto 5000 rekombinantéw wyloniono 90 klonéw,
potencjalnie bioracych udzial w symbiozie. Poniewaz na ostatnim, III etapie analizy
r6znicowej zbadano tylko 54,6 % wyselekcjonowanych cDNA, mozna si¢ spodziewac,
ze analiza calej puli kandydatow zaowocowatoby uzyskaniem ponad 160 klonéw
wykazujacych rdéznicowa ekspresjg. Zatem wydajno$¢ zastosowanej metody
przeszukania wynosi 3,3 %. Warto$¢ ta jednak zalezy przede wszystkim od wyjsciowej
puli rekombinantéw oraz odpowiedniego dobrania préb cDNA do analizy réznicowe;j.
Stad, aby okresli¢ uzytecznos¢ zastosowanej metody selekcji, pordwnano jej wyniki z
danymi na temat podobnych projektow analizy transkryptoméw roslinnych w

symbiozie.

Stosujac strategi¢ zblizona do opisanej przy identyfikacji genéw zaangazowanych w
tworzenie spontanicznych brodawek u M. sativa, Frugier 1 wsp. [1998] uzyskali jeszcze

wigksza 1ilo$¢ kandydatéw (Tab. 19). Sposréd 250 cDNA, zidentyfikowanych
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Roslina Porownywane ‘I’Iolsc . Etap Wydajnos¢ Wydajngsc Literatura
stadia wyjsciowa etapu catkowita
hybrydyzacja subtrakcyjna
N- /21 dpi 150 000 X X 0,8 % .
Gm 78 i 100 000 X X 059 | NouchiiHata 1998
Vi N- /30 dpi 55 000 X X 1,27 % Perlick i Puhler 1993
Ps N- / 35 dpi 60 000 X X 0,83 % | Suganuma i wsp. 1995
Mt Nod- / 4 dpi 30 000 X X 1,58 % Gamas i wsp. 1996
amplifikacja réznicowa
. N-/7-11-13-21 Szczygtowski i wsp.
Ly dpi 8000 X X 1,7% 1997
N-/cz.Nod 2 h 4000 X X 0% o
Mt | N-Jcz Nod24h | 2400 X X 0% de Cf,‘vr;’S"?gg'éebe' !
N-/cz. Nod 48 h 2000 X X 0,2 % '
] N- /21 dpi 3500 X X 14% | Swiderski i wsp. 2000
Vs |N-/cz.Nod1-3h| 27600 X X 0,12 % | Heidstra i wsp. 1997b
selekcja zimnych tysinek / kolonii potaczona z analizg réznicowq
selekcja zimnych tysinek 50 % 50% .
N-/br. tan. 500 F . 1998
- Spontan analiza indywiduaina | 84% | 4,2% ugeriwsp
Ms selekcja zimnych tysinek | 50 %** 50 %** Jimenez-Zurdo i ws
Nod- /5 dpi ? analiza czworek sond 20 % 10 %** 2000 P
analiza indywidualna 19 % 1,9 %**
selekcja zimnych kolonii
(etap ) 50 % 50 %
La N- /34 dpi 5000 analiza par sond (etap Il) [ 14,7 % 7,36 % niniejsza praca
analiza indywidualna 45 9% 3.3 %%
(etap I1l)

Tabela 19. Poréwnanie wydajnosci réznych metod analizy réznicowej stosowanych w badaniach nad
symbiotycznym wigzaniem azotu. Gm - Glycine max; Vf - Vicia faba; Ps — Pisum sativum; Mt — Medicago
fruncatula; Lj — Lotus japonicus; LI — Lupinus luteus; Vs — Vicia sativa; Ms — Medicago sativa; La — Lupinus
angustifolius; N- - rosliny nieinfekowane, Nod- - ro$liny infekowane szczepem nie produkujacym czynnika Nod; cz.
Nod - czynnik Nod; br. spontan. — brodawki spontaniczne.

* liczba rekombinantéw uzytych w przeszukaniu réznicowym

** prak danych na temat pierwszego etapu analizy; dla potrzeb poréwnania wydajnosci kolejnych krokdw przyjeto, ze
wydajno$¢ pierwszego etapu jest identyczna, jak w obu pozostatych eksperymentach (50 %).

“** przy obliczaniu wydajnosci catkowitej uwzgledniono, ze na Il etapie analizy réznicowej wykorzystano tylko 54,6 %
klondw.

pierwotnie jako ,,zimne” metoda wyszukiwania zimnych tysinek, Autorzy wybrali
ostatecznie 21 klonéw o rdéznicowe] ekspresji w brodawkach spontanicznych i
korzeniach lucerny. Stanowily one 4,2 % wszystkich klonéw, a zatem wigcej niz w
przypadku analizy genéw tubinu. Wyzsza wydajnos¢ zapewnito prawdopodobnie
przeprowadzenie analizy réznicowej poszczegdlnych klonéw bezposrednio po etapie
wyszukiwania zimnych tysinek. Tymczasem, z uwagi na duzg liczbg¢ cDNA tubinowych
wybranych na pierwszym etapie analizy zdecydowano si¢ na wprowadzenie
dodatkowego kroku ograniczajacego liczbe sond przez potaczenie ich w pary (etap II

analizy r6znicowej, por. punkt D.1.3). Wiazalo si¢ to jednak z mozliwoscia utracenia

niektérych cDNA w przypadku zamaskowania ré6znicowego sygnatu przez druga sondg
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lub odwrotnie, zakwalifikowaniem pary cDNA, z ktérych tylko jeden generowat sygnat
roznicowy. Analogicznie, potaczenie wstgpnie wyselekcjonowanych klonéw w czworki
sond przed etapem indywidualnej analizy cDNA, zaowocowalo jeszcze nizsza
wydajnos$cia wieloetapowego przeszukania réznicowego cDNA z mtodych brodawek
lucerny, przeprowadzonego przez Jimenez-Zurdo i wsp. [2000]. Mimo to kazda z tych
trzech ztozonych analiz okazala si¢ duzo wydajniejsza niz inne techniki selekcji, takie

jak hybrydyzacja subtrakcyjna czy amplifikacja r6znicowa (Tab. 19).

Nieco trudniejsze jest porOwnanie rzeczywistej skuteczno$ci kazdej z metod w
identyfikacji gendéw zwiazanych z symbioza. Uzyskane wyniki nie zawsze
weryfikowano innymi sposobami, np. przez hybrydyzacje northern czy RT PCR, badz
przeprowadzano taka analizg, ale tylko dla niewielkiego utamka wyselekcjonowanych
cDNA. Poréwnujac dostgpne dane mozna jednak uzna¢, ze réwniez pod tym wzgledem
kombinacja selekcji zimnych tysinek / kolonii z analiza réznicowa nalezy do
najskuteczniejszych metod selekcji (Lievens 1 wsp. 2001; Literatura zawarta w Tab. 19].
W przypadku analizy cDNA z mtodych brodawek lucerny sprawdzono ekspresj¢ okoto
1/3 wyselekcjonowanych kandydatéw, potwierdzajac indukcj¢ w brodawkach [Jimenez-
Zurdo i wsp. 2000]. Z kolei analiza northern gendéw zaangazowanych w tworzenie
spontanicznych brodawek u M. sativa potwierdzita ré6znicowa ekspresj¢ 9 sposrod 21
kandydatéw, czyli 43 % [Frugier i wsp. 1998]. Podobny wynik uzyskano w
przedstawionej tu analizie cDNA tubinowych. Zbadano zmiany ekspresji w odpowiedzi
na obecnos$¢ bakterii symbiotycznych 59 wyselekcjonowanych kandydatéw, stosujac
hybrydyzacj¢ do makromacierzy cDNA o wysokiej gestosci. Réznicowa ekspresj¢
wykazano dla 25 z nich, co stanowi ok. 42 % klonéw wyselekcjonowanych w
przeszukaniu réznicowym. (Uwzgledniajac, ze kilka profili ekspresji moze okazac si¢
niepoprawnymi, jak sugeruja analizy northern, odsetek ten moze by¢ nieco nizszy — por.

punkt E.1.3).

Dla poréwnania, w przypadku zastosowania hybrydyzacji subtrakcyjnej do identyfikacji
gendéw zwigzanych z symbioza u M. truncatula  sposréd 30 tysigcy klondw
wyselekcjonowano 473, po czym przy pomocy serii hybrydyzacji krzyzowych
wykazano, ze reprezentujq one zaledwie 30 réznych rodzin cDNA [Gamas 1 wsp. 1996].
Mimo, ze potwierdzono réznicowa ekspresje¢ reprezentantéw wszystkich rodzin, to z

uwagi na wysoka powtarzalno$¢ sekwencji przeszukanie to nalezy uzna¢ za mato
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efektywne. Inne analizy oparte na hybrydyzacji subtrakcyjnej byly o wiele mniej
skuteczne: pozytywnie zweryfikowano rdznicowa ekspresje zaledwie dwudziestu
siedmiu spos$réd siedmiuset wyselekcjonowanych ¢cDNA bobu i1 dziewigtnastu z
pigciuset klondw cDNA grochu [ Perlick i Puhler 1993; Suganuma i wsp. 1995].
Analizy typu amplifikacji réznicowej okazaty si¢ jeszcze mniej efektywne; sposrod
kilku - kilkudziesigciu uzyskiwanych zazwyczaj prazkow o réznicowym profilu wiele
stanowito wyniki falszywie pozytywne. Ponadto poddanie ich dalszej analizie
okazywalo si¢ technicznie bardzo trudne i dodatkowo obnizato skuteczno$¢ metody

[Swiderski i wsp. 2000; Heidstra i wsp. 1997b; de Carvalho Niebel i wsp. 1998].

E.1.2. Biblioteka LA02

Przeprowadzono reakcje jednokrotnego sekwencjonowania koncéw 5° pigcdziesigciu
dziewigciu wyselekcjonowanych klonéw, otrzymujac kolekcje sekwencji EST LAO2.
Wigkszos¢ sekwencji zakonczona byta ciagiem poli(A), co sugeruje, ze w pojedynczej
reakcji uzyskano pelne sekwencje tych insertow. Wiele z nich to krétkie DNA, co nie
jest zaskakujace, jako ze znormalizowana biblioteka 115/2, z ktérej pochodzity, nie byta
frakcjonowana pod wzgledem dtugosci. Stanowilo to jednak powazne utrudnienie przy
ustalaniu adnotacji funkcjonalnej. Takie krotkie cDNA, zakonczone ciagiem poli(A) z
duzym prawdopodobienstwem reprezentuja wyltacznie niekodujace konce 3’
transkryptow, a w takim wypadku nie sa przydatne przy przeszukiwaniu biatkowych
baz danych. Rzeczywiscie, dla dwudziestu o§miu sekwencji EST zakonczonych poli(A)
nie znaleziono homologéw wsrdd znanych bialek. Az trzy czwarte tych sekwencji byto
krétsze niz 300 nt. Dziesigciu z nich udalo si¢ nastgpnie przypisa¢ funkcjg¢ na podstawie
podobienstwa do sekwencji DNA. Trzy sekwencje wykazaty homologi¢ do cDNA
leghemoglobin z tubinu z6ttego: leghemoglobiny typu I (LAO2ESTO009 i LAO2EST054)
oraz leghemoglobiny typu II (LAO2ESTO048). We wszystkich trzech przypadkach
wykazane podobienstwo dotyczyto wylacznie niekodujacych regionéw 3° cDNA
leghemoglobin. Adnotacja tych sekwencji EST byta zatem mozliwa wylacznie na

podstawie podobienstwa do zdeponowanych sekwencji DNA.

Niekodujace regiony 3’ transkryptow stanowia zazwyczaj najbardziej unikalne
fragmenty sekwencji, a w bazach DNA zdeponowano dotad zaledwie kilkaset sekwencji

roslin z rodzaju Lupinus. Tym mozna tlumaczy¢ niemozno$¢ adnotacji innych
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sekwencji EST. Aby to rozstrzygnaé, niezbedne jest jednak poznanie dtuzszych
fragmentow cDNA 1 ponowne przeszukanie baz danych. Nie jest rowniez wykluczone,
ze przynajmniej niektére z wyselekcjonowanych klonéw reprezentuja nowe,
niezidentyfikowane do tej pory geny, by¢ moze specyficzne dla roslin motylkowatych, a
nawet dla tubinu. Przyktadem takiego genu tubinowego, ktéry jak si¢ obecnie wydaje,
wstepuje wytacznie u przedstawicieli rodzaju Lupinus, jest nodulina-45, wykorzystana
tu jako marker p6znych stadiow brodawkowania (por. punkt E.2.2). Nie wykazuje on
podobienstwa do zadnej ze zdeponowanych w bazach sekwencji, w tym do znanych
genomowych sekwencji roslinnych. Gen noduliny-45 ulega specyficznej ekspresji na
wysokim poziomie w dojrzatych brodawkach tubinu [Rice i wsp.1993]. Koduje on
hydrofilowe biatko zawierajace N-terminalny peptyd sygnalny, dwa powtdrzenia bogate
w glicyng oraz liczne miejsca fosforylacji 1 mirystylacji. Analiza promotora noduliny-45
z tubinu waskolistnego pozwolita zidentyfikowaé region niezb¢dny do wywotania
wysokiej ekspresji genu w dojrzatych brodawkach [Macknight i wsp. 1995]. Zawiera on
motywy AAAGAT oraz CTCTT, obecne takze w innych genach kodujacych pdzne
noduliny, migdzy innymi leghemoglobiny czy bialkko N23 obecne w btonie
peribakteroidalnej symbiosoméw u soi. Mutacja pierwszego z motywéw powodowata
znaczacy spadek ekspresji genu noduliny-45 w brodawkach tubinu [Macknight i wsp.
1995]. Testy retardacji w zelu wykazaty takze, ze do zidentyfikowanego regionu (ale
nie do elementéw AAAGAT oraz CTCTT) wiaze si¢ czynnik, bedacy prawdopodobnie
homologiem NAT?2 - biatka wiazacego DNA, znalezionego u soi, fasoli i Sesbania.

Rola noduliny-45 nie zostata jednak dotad okreslona.

Wydaje sig, ze w kolekcji LAO2 znalazt si¢ inny gen specyficzny dla rodzaju Lupinus i
zaangazowany w poOzne stadia brodawkowania. Jest on reprezentowany przez trzy
sekwencje tworzace kontig 3: LAO2EST004, LAO2ESTO005 i LAO2ESTO043 (por. takze
punkt E.1.3). W bibliotece LAO2 jest takze co najmniej pi¢¢ innych sekwencji o
nieustalonej adnotacji funkcjonalnej, ktére wydaja si¢ dobrymi kandydatami na geny o
podobnie wysokiej specyficzno$ci gatunkowej, cho¢ niekoniecznie sa zwigzane z
symbiotycznym wiazaniem azotu. Na podstawie ich dtugosci (446 — 783 nt) mozna
sadzi¢, ze nawet jesli odczytane sekwencje w wigkszosci reprezentuja regiony 3° UTR,
to by¢ moze obejmuja takze fragmenty kodujace biatka, co zwigksza
prawdopodobienstwo adnotacji. Mimo to dla trzech z nich (LAO2ESTO003,
LAO2ESTO049 i LAO2ESTO059) nie znaleziono zadnych homologéw w bazach. Dwa
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pozostate (LAO2ESTO18 i LAO2ESTO029) wykazaty podobienstwo jedynie do

niezidentyfikowanych sekwencji cDNA z roslin motylkowatych.

Jak wskazuja wyniki poszukiwania sekwencji homologicznych, dwa sposréd
wyselekcjonowanych klonéw prawdopodobnie reprezentuja geny mikrosymbionta
(LAO2ESTO15 1 LAO2ESTO056). Ich obecno$¢ w znormalizowanej bibliotece cDNA
mozna wyjasni¢ wystgpowaniem w sekwencji fragmentow bogatych w adeniny, dzigki
ktérym zostaty wychwycone w procesie izolacji mRNA. Podobnie mozna tlumaczy¢
obecnos¢ pigciu klonéw wykazujacych podobienstwo do niekodujacych RNA
(LAO2EST001, LAO2EST002, LAO2EST033, LAO2EST037 i LAO2ESTO052). Dla
czterech z nich znaleziono w bazach TGI sekwencje homologiczne, o podobne;j
adnotacji funkcjonalnej, wigc obecno$¢ w znormalizowanej bibliotece cDNA sekwencji

nie kodujacych biatek nie jest zjawiskiem odosobnionym.

E.1.3. Geny indukowane w trakcie brodawkowania

Analiza ekspresji przeprowadzona z wykorzystaniem makromacierzy cDNA o wysokiej
gestosci wykazata istotne zmiany w ekspresji 25 sposrod 59 gendéw wybranych w
analizie rdznicowej, przynajmniej w jednym z analizowanych stadiéw rozwoju.
Wigkszos¢ zaobserwowanych zmian dotyczy dojrzatych, funkcjonalnych brodawek (15-
i 34 dni po inokulacji bakteryjnej). Jest to wynik zrozumiaty, zwazywszy na fakt, ze do
selekcji gendw zastosowano proby cDNA przygotowane z dojrzatych brodawek.
Jednoczesnie jest mozliwe, ze brak znaczacych rdéznic w ekspresji gendw na
wczesniejszych etapach brodawkowania wynikat z duzego udzialu tkanek
niesymbiotycznych w prébie z infekowanych korzeni (por. wyniki analiz ekspresji

markerowego genu ENOD40, punkt E.2.2).

Dla siedmiu genéw wykonano takze hybrydyzacje northern, w celu dodatkowej
weryfikacji wynikéw uzyskanych dzigki makromacierzom DNA, wskazujacych na ich
roznicowa ekspresj¢ w brodawkach. Potwierdzita ona uzyskane profile ekspresji tych
gendw, dla ktérych wczesniej obserwowano zbiezne wyniki w obu seriach hybrydyzacji
do  makromacierzy @ cDNA  (LAO2EST004, LAO2ESTO028, LAO2ESTO050,
LAO2ESTO51). Dla dwdéch pozostalych genéw makromacierze DNA wykazaty

wczesniej niejednoznaczne profile ekspresji, a analiza northern potwierdzita indukcje
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tylko jednego z nich (LAO2ESTO010). Nie wykazata natomiast zmian w ekspresji genu
LAO2ESTO040. Zatem dla innych genéw, dla ktoérych obserwowano rozbieznosci w
wynikach obu serii hybrydyzacji do makromacierzy DNA, badz réznity si¢ one od tych
przewidywanych na podstawie etapu III analizy réznicowej (jest ich siedem), profile

ekspresji rowniez wymagaja dalszej weryfikacji.

Dla LAO2ESTO042 - kolejnego analizowanego genu - nie uzyskano sygnatu po
hybrydyzacji northern. Oznacza to, ze we wszystkich analizowanych stadiach
rozwojowych ekspresja tego genu, o ile w ogdle zachodzi, utrzymuje si¢ na bardzo
niskim poziomie. Wskazywaty na to czgsciowo roéwniez analizy jakosciowe wynikow
pochodzacych z hybrydyzacji makromacierzy DNA (por. Rys. 28). Nalezy dopusci¢
mozliwos¢, ze podobnie niska ekspresja innych genéw mogta by¢ przyczyna btedow w
pomiarach ilosciowych, jesli obserwowany sygnat tylko nieznacznie przekraczat
intensywno$¢ tta. Mogto to zamaskowaé réznicowa ekspresj¢ niektorych gendw.
Dodatkowo spory odsetek genéw wykluczono przy analizie niektérych lub wszystkich
punktow czasowych z uwagi na podprogowa wartos¢ sygnatu (por. Tab. 16). Wydaje
si¢ zatem, ze analiza ekspresji genéw selekcjonowanych wstegpnie pod katem niskiej
ekspresji w korzeniu bylaby skuteczniejsza przy zastosowaniu czulszych metod detekcji

(np. real time PCR).

Zgodnie z oczekiwaniem, indukcj¢ ekspresji w dojrzalych brodawkach wykazano dla
wszystkich gendw, ktére zakwalifikowano jako pdzne noduliny juz na podstawie
poréwnawczych analiz sekwencji. Byly to geny kodujace leghemoglobing typu II
(LAO2ESTO048), leghemoglobing typu I (sekwencje tworzace kontig 5) oraz noduling-26
(LAO2ESTO050). Bogate dane literaturowe dotyczace ich funkcji oraz ekspresji tych
genéw w symbiozie potwierdzaja poprawnos¢ uzyskanych profili. Ekspresja genéw
leghemoglobin, zaangazowanych w kontrolowanie st¢zenia wolnego azotu w
brodawkach, wiaze si¢ z poczatkiem okresu wigzania azotu w symbiosomach i
rozpoczyna si¢ kilka do kilkunastu dni od ustanowienia symbiozy. Przyktadowo, w
tubinie z6ttym obserwowano specyficzna ekspresj¢ genu leghemoglobiny II od 13 dnia
po inokulacji bakteryjnej [Swiderski i wsp. 2000]. Ekspresje klonu LAO2EST048
rowniez wykryto wylacznie w brodawkach tubinu, w 15 1 34 dniu od inokulacji.
Podobnie, p6zna noduling jest nodulina-26. Biatko to, zidentyfikowane pierwotnie u

soi, jest transporterem z rodziny akwaporyn i stanowi gtéwny skladnik btony
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peribakteroidalnej [Weaver i wsp. 1994; Rivers i wsp. 1997]. Kodujacy je gen N-26
ulega specyficznej ekspresji wylacznie w brodawkach, w komoérkach zainfekowanych

mikrosymbiontem [Miao 1 Verma 1993].

Podobny profil ekspresji uzyskano dla klonu LAO2ESTO028, o niejednoznaczne;j
adnotacji funkcjonalnej. Jak wykazata szczegétowa analiza sekwencji nukleotydowej 1
aminokwasowej, gen LAO2ESTO028 jest bliskim homologiem genu LIDD2A18 z tubinu
z0ttego. Maja one rowniez zgodne profile ekspresji — produktu genu LIDD2A18 nie
wykryto w korzeniach ani nadziemnych organach tubinu zéttego. Ulegal on natomiast
specyficznej indukcji w 13 dniu po inokulacji bakteryjnej [Swiderski i wsp. 2000].
Wyniki przeszukania biatlkowych baz danych wskazuja, ze oba geny sa homologami
uniwersalnych bialek stresu (USP). W uzyskanej przez translacj¢ sekwencji
aminokwasowej LAO2ESTO028 zidentyfikowano fragment charakterystycznej dla tych
biatek domeny typu USPA. USPA to rodzina matych cytoplazmatycznych bialek
bakteryjnych, ktérych ekspresja rosnie w odpowiedzi na szereg réznych czynnikdéw
stresowych (niedob6r sktadnikéw odzywczych, obecno$¢ zwiazkéw toksycznych, stres
osmotyczny, ekspozycja na $§wiatto ultrafioletowe) [Nystrom i Neidhardt 1992, 1993,
1994]. Ich doktadna funkcja nie jest jednak znana. Bialka USP reprezentuja
prawdopodobnie dwie podrodziny, réznigce si¢ struktura. Jedna podrodzina wykazuje
podobienstwo do struktury 1MJH uzyskanej dla biatka MJ0577 z Methanococcus
jannaschii, zdolnego do wiazania czasteczki ATP [Zarembinski i wsp. 1998].
Podrodzina druga wykazuje podobienstwo do rozwiazanej struktury 1MJV biatka z

Haemophilus influenza, niezdolnego do wigzania ATP [Sousa 1 McKay 2001].

Obecnos¢ biatek typu USP wykryto réwniez w szeregu roslin jedno- i dwulisciennych.
W ryzu jest co najmniej 10 biatek tego typu [Sauter i wsp. 2002]. Jedno z nich, OsUSP1
nalezy do podrodziny biatek wiazacych ATP. Gen OsUSP1 ulega indukcji w
najmiodszych migdzywezlach ryzu w ciagu 1 — 2 godzin od zanurzenia w wodzie. Jego
ekspresja jest regulowana przez etylen, ktéry gromadzi si¢ w tkankach rosliny w
odpowiedzi na zanurzenie [Sauter i wsp. 2002]. Wrazliwy na etylen jest rowniez gen
ER6 wyizolowany z niedojrzalych owocéw pomidora, kodujacy biatko typu USP
[Zegzouti 1 wsp. 1999]. W genomie A. thaliana wykryto 44 biatka zawierajace domeng
USPA. Sa to zaréwno mate biatka cytoplazmatyczne, przypominajace te znajdowane u

bakterii, jak i wigksze biatka zawierajace réwniez inne domeny, np. kinazowe [Kerk i
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wsp. 2003]. Sekwencja aminokwasowa LAO2ESTO028 wykazuje wysokie podobienstwo
do trzynastu biatek z A. thaliana, charakteryzujacych si¢ jednoczesnie najwyzsza
zachowawczo$cia sekwencji w porownaniu z biatkami bakteryjnymi (At2g47710,
At3g11930, At1g09740, At3g62550, At3g03270, Atlg68300, At4g27320, At3g17020,
At3g01520, At5g54430, Atlgl1360, At5g14680 oraz At3g53990) [Kerk i wsp. 2003].
W sekwencjach wymienionych biatek, (oraz w sekwencji LAO2EST048) zachowane sa
migdzy innymi te pozycje, ktéore w bakteryjnych biatkach biora udziat w
oddziatywaniach z czasteczka ATP. Jest zatem prawdopodobne, ze biatko kodowane

przez gen LAO2ESTO028 réwniez wiaze ATP.

Taka zdolnos¢ wykazuje takze biatko ENOD18 z bobu, o duzej homologii do sekwencji
aminokwasowej klonu LAO2ESTO028 [Becker i wsp. 2001]. Kodujacy je gen
VFENODI8 wyizolowano z biblioteki cDNA z symbiotycznych brodawek [Hohnjec i
wsp. 2000]. Najsilniejsza ekspresja genu V/ENODIS ma miejsce w dojrzatych
brodawkach, w strefach wiazania azotu oraz przejSciowej. Uznaje si¢ go jednak za
wczesng noduling z uwagi na fakt, ze poczatek jego ekspresji ma miejsce w piatym dniu
po inokulacji bakteryjnej i wyprzedza indukcj¢ genu leghemoglobiny [Hohnjec i wsp.
2000]. Nie zgadza si¢ to z profilem ekspresji uzyskanym dla klonu LAO2EST028. Co
wigcej, w ekstraktach z tubinu waskolistnego nie wykryto biatka oddziatujacego z
przeciwcialami skierowanymi przeciwko ENODI18, cho¢ wykryto je u innych ro$lin o
niezdeterminowanych brodawkach, a takze u A. thaliana 1 Z. mays [Becker i wsp.
2001]. Jest zatem matlo prawdopodobne, aby klon LAO2ESTO028 reprezentowat
tubinowy odpowiednik genu V/ENODIS8.

Kolejny gen, dla ktérego analiza northern potwierdzila réznicowa ekspresje w
dojrzalych brodawkach, jest reprezentowany przez sekwencj¢ LAO2ESTOI10.
Pochodzita ona z duzo diluzszego insertu; dzigki jego zsekwencjonowaniu uzyskano
ostatecznie sekwencj¢ cDNA o dlugosci 2200 nt. Prawdopodobnie zawiera ona btedy,
nagromadzone w trakcie amplifikacji, poniewaz po odczytaniu zakodowanej w niej
sekwencji aminokwasowej nie zidentyfikowano jednej dominujacej ORF.
Zidentyfikowano jednak trzy regiony wykazujace podobienstwo do szeregu bialek
roslinnych 1 zwierzecych, zawierajacych domeng ,,RING finger”. Dzigki przeszukaniu

bazy CDD w sekwencji LA02-010 takze stwierdzono obecno$¢ tej domeny. Dodatkowo
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wykazano obecnos$¢ regionu bogatego w kwas glutaminowy w N-koncowej sekwencji

prawdopodobnego produktu biatkowego.

Domena ,,RING finger” to wyspecjalizowany rodzaj palca cynkowego o dtugosci 40 do
60 aminokwaséw, wiazacy dwa atomy cynku, z charakterystycznym motywem C-X2-
C-X(9-39)-C-X(1-3)-H-X(2-3)-(N/C/H)-X2-C-X(4-48)C-X2-C.  Istnieja jej dwa
warianty, rozniace si¢ ukladem C/H w motywie - typ C3H2C3 oraz typ C3HC4.
Domena ,,RING finger” prawdopodobnie posredniczy w oddziatywaniach biatko —
biatko. Zostata zidentyfikowana w biatkach pelniacych réznorodne funkcje, takie jak
replikacja wirusa, transdukcja sygnatu, procesy rozwojowe, jest tez obecna w ligazach
ubikwitynowych E3 (np. c-Clb), dotaczajacych ubikwityng do biatek przeznaczonych
do degradacji w proteasomie [Nodzon i wsp. 2004; Kowalczyk i wsp. 2005; Kawasaki 1
wsp. 2005; Disch i wsp. 2006; Chen i Ni 2006].

W L. japonicus zidentyfikowano gen LjBzf kodujacy biatko zawierajace motyw ,,RING
finger” oraz region bogaty w kwas glutaminowy. Prawdopodobnie mutacja tego wtasnie
genu wplywa na fenotyp super-brodawkujacych mutantéw astray [Nishimura i wsp.
2002b]. Bialko LjBzf nie wykazuje podobienstwa do regionéw I-III aminokwasowe;j
sekwencji LA02-010, a w C-koncowej czgsci zawiera motyw suwaka leucynowego,
ktoérego obecnosci nie wykazano w sekwencji LA02-010. Stanowi ono jednak przyktad
negatywnego regulatora brodawkowania. By¢ moze zidentyfikowany gen tubinowy
zwierajacy podobne funkcjonalne motywy w sekwencji réwniez petni role¢ waznego

regulatora procesow symbiotycznych.

Szczegdlnie interesujacy wydaje si¢ gen reprezentowany przez klony LAO2EST004,
LAO2ESTO005 i LAO2EST043, tworzace kontig 3. Wyniki przeszukania baz sekwencji
sugeruja, ze nie wystgpuje on poza roslinami z rodzaju Lupinus. Homologi sekwencji
LA02-043 znaleziono tylko w tubinach, z6ttym oraz biatym. By¢ moze stanowi on
przyklad genu specyficznego dla rodzaju Lupinus. Poznanie w przysztosci kompletnej
sekwencji genomowej rosliny motylkowatej z pewnoscia okaze si¢ pomocne w
zweryfikowaniu tej hipotezy. Obecnie trwaja prace nad poznaniem genoméw dwoch
roslin  modelowych: M. truncatula (http://www.medicago.org/genome) oraz

L. japonicus (http://www.kazusa.or.jp/lotus/).
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Geny LIDD4A9 i LIDD2T15 z L. luteus, podobnie jak klony z biblioteki LA02 koduja
pozne noduliny, ulegajace ekspresji w brodawkach od ok. 13 dpi, a nieobecne w
korzeniach, todygach, lisciach i kwiatach [Swiderski i wsp. 2000]. Hybrdyzacja
Southern pokazuje, ze w lubinie z6ttym moga one reprezentowac liczaca kilka biatek
mala rodzine wielogenowa [Swiderski 1997]. Z kolei EST E789_F zostat
zidentyfikowany w bibliotece z korzeni proteoidalnych z L. albus. Hybrydyzacja
roznicowa z uzyciem filtrow nylonowych wykazata brak zmian w ekspresji genu w
odpowiedzi na niedobdr fosforu i rozwdj korzeni proteoidalnych [Uhde-Stone i wsp.
2003]. W dedukowanej sekwencji aminokwasowej LLA02-043 uzyskanej technika 5’
RACE nie wykryto zadnych konserwatywnych domen ani motywdéw, poza dwoma
miejscami fosforylacji dla kinazy biatkowej C. Podobnie, wylacznie trzy miejsca
fosforylacji znaleziono w sekwencji LIDD4A9, wykazujacej 52 % identycznosci z
sekwencja z tubinu waskolistnego. Fosforylacja przez kinazy biatkowe nalezy do
najpowszechniejszych i najistotniejszych mechanizméw regulacji transmisji sygnatu.
Ustalenie w jakie procesy konkretnie moze by¢ zaangazowany omawiany gen wymaga

jednak dalszych analiz funkcjonalnych.

E.2. Geny markerowe

Celem tej czgsci pracy bylo przygotowanie takiego zestawu markeréw, ktére bytyby
pomocne w ustaleniu funkcji nieznanych gendéw, zgodnie z zasada, ze geny o
podobnych profilach ekspresji moga by¢ powigzane funkcjonalnie i1 podlega¢ tym
samym mechanizmom regulacyjnym. Podejscie takie jest szeroko wykorzystywane w
pracach z zakresu genomiki funkcjonalnej, w badaniach z zastosowaniem
mikromacierzy DNA [Roth i wsp. 1998; Harrington i wsp. 2000; Aharoni i Vorst 2001].
Znanych jest szereg algorytmow pozwalajacych na grupowanie genéw o podobnych
profilach ekspresji [Eisen 1 wsp. 1998, Quackenbush 2001]. Dzigki takiemu podejsciu
odkryto na przyklad, Zze nie scharakteryzowany wczesniej drozdzowy gen YERO44c
ulega takiej samej regulacji jak geny metabolizmu steroli. Zasugerowato to jego
funkcje, a pdzniejsze badania wykazaly, ze rzeczywiscie jest on zaangazowany w
biosyntez¢ steroli [Hughes i wsp. 2000]. Podobne postgpowanie stosuje si¢ takze na
przyktad do wstgpnej selekcji gendw - kandydatéw zaangazowanych w rozwdj

proceséw chorobowych [Alon i wsp. 1999; Kannan i wsp. 2001].
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Poniewaz nadrzegdnym celem pracy jest charakterystyka genéw zaangazowanych w
symbiotyczne wigzanie azotu w tubinie waskolistnym, skupiono si¢ na otrzymaniu
markeréw szlakéw metabolicznych istotnych w symbiozie badz takich, dla ktérych
wykazano pewne cechy wspdlne z symbioza (tworzenie brodawki korzeniowej, szlak
transdukcji  sygnatu inicjowany przez czynnik Nod, sygnalizacja hormonalna,
metabolizm wegla 1 azotu, reakcje obronne). Dodatkowo zaplanowano otrzymanie

markeréw pomocnych w interpretowaniu wynikéw hybrydyzacji (geny konstytutywne).

E.2.1. Kolekcja LAO1

Do otrzymania cDNA gendéw markerowych zastosowano dwa odmienne podejscia.
Pierwsze polegatlo na amplifikacji i sekwencjonowaniu kilkudziesigciu klonéw
wybranych losowo ze znormalizowanej biblioteki cDNA. Zakladano, ze w otrzymane;
puli znajda si¢ klony, reprezentujace réznorodne procesy metaboliczne, w tym te
interesujace z punktu widzenia planowanych analiz. Oparto si¢ przy tym na pracy
Gyorgyey i wsp. dotyczacej M. truncatula [2000], gdzie sekwencjonowanie 389 losowo
wybranych klonéw z biblioteki cDNA z korzeni z mtodymi brodawkami zaowocowato
uzyskaniem kolekcji sekwencji EST. Reprezentowaty one migdzy innymi geny nodulin
(40 klonéw, 26 gendéw), geny metabolizmu podstawowego (54 klony, 51 genéw), geny
zaangazowane w biosyntez¢ bialek (57 klonéw, 45 gendw) oraz geny zwiazane z
reakcjami obronnymi (16 klondéw). Jednak uzyskany zbior szescdziesigciu siedmiu
klonéw LAOI1 z tubinu waskolistnego zawiera stosunkowo niewielka liczbe sekwencji
nadajacych si¢ do bezposredniego wykorzystania jako markery wytacznie na podstawie
adnotacji funkcjonalnej. Niektére, np. cDNA bialek rybosomalnych moga postuzy¢ za
kontrole o konstytutywnej ekspresji. Kilka sekwencji EST prawdopodobnie
reprezentuje geny ulegajace specyficznej indukcji pod wptywem wybranych
czynnikéw, np: LAOIESTO13 (biatko nieznane / indukowane przez azotany),
LAOIESTO31 (prawdopodobne biatkko membranowe / indukowane auksyna) czy
LAOIESTOS0 (biatko phil indukowane przez fosforany). Jednak wyniki adnotacji tych
klonéw nie zawsze sa jednoznaczne. Poza tym informacje na temat znalezionych w
bazach homologéw sa zbyt skape, aby w méc cho¢by wstepnie wnioskowaé na tej

podstawie o funkcji i spodziewanej ekspresji genéw tubinowych. Inne sekwencje EST
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LAOI1 w wigkszosci wykazywaly podobienstwa do sekwencji o nieustalonej badz tylko

prawdopodobnej roli biologiczne;.

Otrzymanie kolejnych klonéw mogacych mie¢ znaczenie jako markery wymagatoby
dalszego probkowania znormalizowanej biblioteki c¢DNA. Prowadziloby to
jednoczesnie do zwigkszenia iloSci nieprzydatnych pod tym wzgledem klondw,
zwlaszcza ze Srednio okoto 30 - 34 procent uzyskanych w ten sposéb sekwencji EST
nie udaje si¢ adnotowac [Gyorgyey 1 wsp. 2000; Covitz 1 wsp. 1998; niniejsza praca].
Stad zrédtem prawie wszystkich markeréw (nie liczac cDNA biatek rybosomalnych,
ktéore wykorzystano podczas normalizacji danych uzyskanych przy pomocy
makromacierzy cDNA) stalo si¢ klonowanie na podstawie sekwencji dostgpnych w

bazach danych, pierwotnie zaplanowane jako dziatanie uzupetniajace.

Przeprowadzona analiza ekspresji genéw LAO1 w trakcie rozwoju brodawek przy
pomocy makromacierzy cDNA wykazata istotne zmiany ekspresji jedynie dla pigciu z
nich. Nie jest to wynik zaskakujacy, poniewaz geny te w zaden spos6b nie byly
selekcjonowane pod katem réznicowej ekspresji. Uzyskany profil wydaje si¢ jednak
wiarygodny tylko w przypadku jednej sekwencji (LAOIESTO039, o nieustalonej
adnotacji funkcjonalnej), dla ktérej indukcja ekspresji w dojrzatych brodawkach
potwierdzona jest dodatkowo wynikami analizy jakoSciowej. Wyniki uzyskane dla
dalszych czterech genéw sa niejednoznaczne. W przypadku genu LAOIEST048
hybrydyzacja northern nie potwierdzita réznicowej ekspresji w brodawkach, co
sSwiadczy o tym, ze profile ekspresji pozostatych sekwencji (LAOIEST063 — brak
adnotacji , LAOIEST046 — brak adnotacji 1 LAOIESTO012 — kanat jonowy) réwniez

wymagaja dalszej weryfikacji.

E.2.2. Kolekcja LA10

Opierajac si¢ o dostgpne w literaturze informacje wybrano 23 geny i podj¢to probg ich
amplifikacji. Z grupy genéw metabolizmu wegla i azotu zaledwie dla dwoéch
dysponowano danymi na temat sekwencji cDNA z tubinu waskolistnego. W przypadku
aminotransferazy asparaginianu umozliwito to zaprojektowanie specyficznego startera i
amplifikacj¢ konkretnego, dobrze zidentyfikowanego produktu. Poréwnanie sekwencji

otrzymanego klonu cDNA z sekwencjami konstytutywnej izoformy AAT-P1 oraz
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indukowanej w brodawkach formy AAT-P2 potwierdzilo uzyskanie wtasciwego
markera. Hybrydyzacja do makromacierzy cDNA réwniez wykazala, ze marker

LA10SEQOO1 reprezentuje gen brodawkowo - specyficzny.

Nie udato si¢ natomiast amplifikowa¢ w podobny sposéb wybranego fragmentu cDNA
syntetazy glutaminy. Otrzymany produkt LA10SEQ004 wykazuje wprawdzie wysoka
zgodno$¢ sekwencji z roslinnymi syntetazami glutaminy, ale jego sekwencja nie jest
zgodna z sekwencja brodawkowo - specyficznej formy GS z tubinu waskolistnego,
zdeponowanej w bazie NCBI po numerem X15578. W eksperymentach z uzyciem
makromacierzy c¢cDNA réwniez nie wykazano indukcji w  brodawkach
reprezentowanego przez marker genu. Uzyskanie brodawkowo — specyficznej formy
GS prawdopodobnie okazato si¢ problematyczne z uwagi na wysokie podobienstwo
migdzy réznymi formami GS, zaré6wno na poziomie nukleotydowym jak i
aminokwasowym. Przyktadowo, indukowana w brodawkach cytozolowa forma GSI1
(AAB41554) 1 ulegajaca konstytutywnej ekspresji takze w innych organach
chloroplastowa forma GS2 (Q9XQ94) z lucerny, wykazuja 80 % podobienstwa na
poziomie aminokwasowym. Réwniez w tubinie waskolistnym metoda hybrydyzacji
Southern wykazano istnienie matej rodziny GS o profilach ekspresji zréznicowanych
czasowo 1 przestrzennie [Grant 1 wsp. 1989]. Zatem otrzymany klon prawdopodobnie

reprezentuje konstytutywna odmiang fubinowej syntetazy glutaminy.

W pozostatych przypadkach oparto si¢ na danych literaturowych i sekwencyjnych
zgromadzonych dla innych roslin, gtéwnie motylkowatych, projektujac zdegenerowane
startery komplementarne do zachowawczych regionéw sekwencji. W ten sposéb
uzyskano pig¢ dodatkowych markeréw szlaku metabolizmu wegla 1 azotu. Jednak
oprocz karboksylazy fosfoenolopirogronianu (marker LAIOSEQO021) nie udato sig
uzyska¢ brodawkowo —specyficznych lub indukowanych form tych genéw. Podobnie
jak w przypadku GS, przyczyna takiego wyniku bylo najprawdopodobniej
zaprojektowanie = malo  specyficznych  starteréw, spowodowane  wysokim
podobienstwem sekwencji pomiedzy genami tworzacymi w roslinach rodziny
wielogenowe [Miller 1 wsp. 1987, Farnham 1 wsp. 1989, Anderson 1 wsp. 1989, Silvente
1 wsp. 2003]. W przypadku urykazy (LA10SEQO003), zaliczanej do péznych nodulin,
obserwowany po hybrydyzacji do makromacierzy cDNA brak indukcji w brodawkach

prawdopodobnie wynika z bardzo niskiej intensywnos$ci sygnaléw hybrydyzacji. W
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pierwszej serii eksperymentéw miata ona warto$¢ podprogowa na filtrach uzytych do
badania poznych stadiow brodawkowania. W drugiej serii warto$¢ ta nieznacznie

przekraczata progowa.

Z. powodzeniem amplifikowano fragmenty trzech sposréd szesciu wybranych genéw
nodulin:  ENOD40 (LA10SEQO040), bialka noduliny-45 (LA10SEQO041) i biatka
noduliny-26 (LA10SEQO042). Zgodnie z przewidywaniami, indukcj¢ ekspresji genow
obu péznych nodulin obserwowano w dojrzatych brodawkach tubinu. Z kolei
specyficzna indukcja ekspresji genu ENOD40 obserwowana byta juz w stadium 8 dni
od inokulacji bakteryjnej. Jednak dane o ekspresji tego genu uzyskane dla innych roslin
pokazuja, ze nalezy on do grupy bardzo wczesnych genéw nodulinowych,
indukowanych juz w ciagu kilku godzin po inokulacji mikrosymbiontem. W przypadku
brodawkowo — specyficznego genu ENOD40B z tubinu zéttego, do ktérego marker
LA10SEQO040 wykazuje najwyzsze podobienstwo, ekspresje obserwowano od 3 dnia po
inokulacji bakteryjnej (najwczesniejsze testowane stadium symbiozy) [Podkowinski 1
wsp., w przygotowaniu]. Brak takiej indukcji w tubinie waskolistnym w czwartym dniu
po inokulacji moze zatem wskazywac, ze uzyty w tym stadium material z infekowanych
roslin zawieral nadmiar niesymbiotycznych tkanek korzeniowych w stosunku do
rozwijajacych si¢ w glebi zawiazkéw brodawek. Jest to jednoczesnie wskazéwka, ze
wyniki dotyczace tego punktu czasowego moga nie by¢ wiarygodne, zaré6wno w
przypadku hybrydyzacji do makromacierzy DNA, jak i analizy northern. Uzyskanie
doktadnych danych o ekspresji genéw na tak wczesnych stadiach symbiozy
wymagatoby prawdopodobnie zastosowania innej techniki zbierania materialu
roslinnego, polegajacej na przyklad na oznaczeniu miejsca inokulacji 1 zbiorze

precyzyjnie wyznaczonego fragmentu korzenia.

Innym podejsciem, réwniez bardzo pomocnym przy analizie tak wczesnych stadiow
symbiozy jest zastosowanie subtrakcji. W Pracowni Biologii Molekularnej Roslin IChB
PAN przygotowano subtrakcyjna bibliotek¢ cDNA z korzeniu tubinu waskolistnego we
wczesnych stadiach symbiozy (5 dpi), wzbogacona o geny specyficzne dla tkanek
symbiotycznych. Przeprowadzono réznicowa hybrydyzacje 384 klonéw z tej biblioteki
z probami cDNA: wzbogacona o cDNA specyficzne dla korzeni oraz wzbogacong w

cDNA specyficzne dla pigciodniowych brodawek. Pozwolito to wstgpnie
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wyselekcjonowa¢ dwadziescia cztery klony o podwyzszonej ekspresji w tkankach

symbiotycznych [Podkowinski i wsp., J. Fruit Ornam. Plant Res., w druku].

Pozostate noduliny, dla ktérych podjeto proby klonowania, reprezentuja liczna rodzing
biatek prolinobogatych o bardzo wysokiej homologii. Co wigcej, sekwencje kodujace
tych gendw zawieraja liczne powtdrzenia, co bardzo utrudnia opracowanie
specyficznych starteréw. Prawdopodobnie z tego powodu dla zadnego z nich nie udato

si¢ uzyskac jednolitego produktu amplifikacji.

Uzyskano natomiast marker o konstytutywnej ekspresji (LA10SEQO064 — fragment genu
aktyny) 1 wykorzystano go przy normalizacji danych wuzyskanych dzigki
makromacierzom cDNA. Amplifikowano rowniez fragmenty cDNA gendéw zwiazanych
z sygnalizacja hormonalng i reakcjami obronnymi ro$liny. Marker LATOSEQO080
reprezentuje gen wczesnej odpowiedzi na auksyny — AUX/IAA. Sekwencja
LA10SEQO81 reprezentuje fragment genu syntazy chalkonowej, katalizujacej reakcjeg
kondensacji pierscieni arylowych chalkonéw. Te za$ z kolei stanowia prekursory
roslinnych flawonoidéw — wtérnych metabolitow syntetyzowanych w odpowiedzi na
r6znorodne czynniki biotyczne i abiotyczne. Procesy, w ktérych flawonoidy odgrywaja
istotna role, obejmuja migdzy innymi wzrost i rozwdj rosliny, obrong przed patogenami,
ochron¢ przed swiattem UV. Sa takze zaangazowane w transdukcje sygnalu w
symbiozie z rizobiami i grzybami mikoryzowymi [Vogt i wsp. 1994; Harrison 1999;
Perret i wsp. 2000; Mathesius 2001; Dixon 2001; Mo i wsp. 2005. Geny CHS w
wigkszosci roslin tworza rodziny wielogenowe. W soi zidentyfikowano ich dziewigc
[Matsumura i wsp. 2005] W tubinie z6ttym znaleziono dotad dwa geny kodujace
syntaz¢ chalkonowa: LLCHS2.1 i LLCHS4.1 — do ktérego marker LA10SEQO81

wykazuje najwyzsze podobienstwo [Narozna i wsp. 2004].

Marker LA10SEQO82 jest homologiem gendéw kodujacych alfa-dioksygenazy — enzymy
katalizujace utlenianie kwasow tluszczowych 1 produkcje lipidowych zwiazkéw
sygnalnych, zaangazowanych w reakcje na stres, zranienie i indukcj¢ patogenami. U
tytoniu na przyktad, gen indukowanej patogenem alfa — dioksygenazy (PIOX) jest
aktywowany w odpowiedzi na infekcje¢ lisci roslinozerna gasienica Erwinia amylovora,
zranienie, $wiatlo ultrafioletowe, podanie kwasu jasmonowego, salicylowego oraz

zwiazkéw generujacych powstawanie wolnych rodnikéw (Sanz i1 wsp. 1998;
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Hermsmeier i wsp. 2001; Izaguirre i wsp. 2003; Tirajoh i wsp. 2005). Biatko PIOX
wykazuje istotne podobienstwo do zwierzecych cyklo-oksygenaz kierujacych
biosynteza prostaglandyn, zaangazowanych w reakcje immunologiczne. Marker ten
wybrano do amplifikacji z uwagi na wczesniejsze zidentyfikowanie sekwencji EST 366
LINO1 homologicznej do PIOX w bibliotece cDNA z infekowanych korzeni z tubinu
z0ttego (numer identyfikacyjny BG154076). W bazach EST wystepuja licznie
sekwencje EST z innych roslin motylkowatych o bardzo wysokim podobienstwie do
markera LA10SEQO82 oraz sekwencji 366 LINOl. Pochodza one z réznorodnych
bibliotek cDNA — migdzy innymi z korzeni infekowanych rizobiami, infekowanych
grzybem Fusarium solani, badz traktowanych elicitorem z Phytophthora sojae.
Wskazuje to, ze gen ten rzeczywiscie jest zaangazowany w rozliczne oddzialywania
rosliny z mikroorganizmami, zardwno symbiotycznymi jak 1 pasozytniczymi.
Jakosciowa analiza wynikéw ekspresji genu LAITOSEQO082 wuzyskanych dzigki
makromacierzom cDNA, sugeruje jej obnizenie w symbiotycznych brodawkach.
Wymaga to jednak sprawdzenia. Nie wykazano natomiast réznicowej ekspresji genow

reprezentowanych przez markery LA10SEQO80 oraz LA10SEQOSI1.

Uzyskano takze catkowite sekwencje cDNA dwdéch gendéw zaangazowanych w szlak
transdukcji sygnalow na wezesnych etapach symbiozy: SYMRK (LAIOSEQ090) 1 NFRS5
(LA10SEQO091). Otrzymane sekwencje wykazuja wysokie podobienstwo do

homologicznych genéw z innych roslin motylkowatych.

Jak pokazuje analiza northern, ekspresja tubinowego genu LaSYMRK utrzymuje si¢ na
mniej wigcej statym poziomie w korzeniach i nie zmienia si¢ w reakcji na niedobor
przyswajalnych form azotu. Wykazata ona natomiast indukcj¢ genu w trakcie rozwoju
brodawek tubinowych — wzrost ekspresji LaSYMRK obserwowano od 8 dpi, a
najwyzszy poziom — w dojrzatych brodawkach (16- i1 34 dpi). Wyniki te nie pokrywaja
si¢ z profilem ekspresji ukazanym przy pomocy makromacierzy DNA. Brak ekspresji w
symbiozie obserwowano poczatkowo dla takze dla homologicznego genu DMI2 z
M. truncatula [Bersoult i wsp. 2005]. Jednak uzycie duzo czulszej techniki detekcji
transkryptow w komorkach (analiza histochemiczna ekspresji beta glukuronidazy pod
kontrola promotora DMI2) pokazuje indukcj¢ ekspresji genu DMI2 w centralnej czgs$ci
zawiazkow brodawek Medicago, w jeszcze nie zainfekowanych komérkach [Bersoult i

wsp. 2005]. Potwierdzaja to takze wyniki uzyskane przy pomocy techniki real - time



E. DYSKUSJA 182

PCR - silna indukcj¢ ekspresji DMI2 obserwowano w dziesiatym dniu po inokulacji.
[Limpens 1 wsp. 2005]. Indukcj¢ obserwowano jednak zaledwie w kilku warstwach
komoérek strefy infekcji [Bersoult i wsp. 2005]. Ttumaczy to wczes$niejsze uzyskanie
odwrotnych wynikéw dotyczacych ekspresji tego genu; wyjasnia rdwniez obserwowany
brak wzrostu poziomu mRNA LaSYMRK obserwowany w mniej czulej niz

hybrydyzacja northern analizie z uzyciem makromacierzy DNA.

Najnowsze badania funkcjonalne genu pokazuja, ze kodowany przez niego receptor jest
zlokalizowany w btonie komérkowej komorek strefy infekcji oraz w blonie tworzace;j
nici infekcyjne. Oprécz tego, Ze jest on zaangazowany w inicjacj¢ rozwoju brodawki,
reguluje takze prawidlowe tworzenie symbiosoméw wptywajac na zahamowanie

wzrostu nici infekcyjnych 1 inicjacjg endocytozy bakterii [Limpens 1 wsp. 2005].

Ekspresja genu NFR5 byta poza mozliwoscia detekcji przy uzyciu zastosowanych
technik hybrydyzacji. Jednak wydaje sig, ze warto podjac¢ kolejne proby analizy zmian
ekspresji genu NFR5 w korzeniach tubinu. Dotychczasowe badania wykazaty réznice
we  wzorcach  ekspresji  genéw w  brodawkach  zdeterminowanych i
niezdeterminowanych [Madsen i wsp. 2003]. W L. japonicus gen ten ulega ekspresji
jedynie na wczesnych etapach symbiozy, podczas gdy u P. sativum wykrywa si¢ go
takze w dojrzatych brodawkach, gdzie nastgpuje ciaglte uwalnianie bakterii z nici
infekcyjnych i ciagta produkcja czynnika Nod. Biorac pod uwage przypisywana genowi
NFR5 rolg receptora czynnika Nod oraz fakt, ze brodawki tubinowe sa zasadniczo typu
niezdeterminowanego, nalezy przypuszczac, ze czasowy wzorzec ekspresji NFR5S w
tubinie bedzie typowy dla brodawek niezdeterminowanych. Ciekawie bytoby jednak
ustali¢, czy réznice w sposobie infekcji brodawek tubinowych znajduja

odzwierciedlenie w lokalizacji produktéw ekspresji genu NFRS.

Przedstawione tu wyniki dotyczace analizy zestawu markerowych cDNA z tubinu
waskolistnego maja charakter wstepny, rozpoznawczy. Poniewaz wigkszos¢
sklonowanych cDNA reprezentuje geny tworzace w roslinach rodziny wielogenowe, na
podstawie sekwencji nie mozna jednoznacznie przewidzie¢ ich profilu ekspresji.
Szczegoblnie widoczne to jest w przypadku markeréw metabolizmu wegla 1 azotu — w
wigkszosci przypadkéw nie udato si¢ zidentyfikowa¢ poszukiwanych form genéw o

ekspresji wzmocnionej w brodawkach. Dlatego niezbedna jest dalsza charakterystyka
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sekwencji i ekspresji tych genéw. Wowczas otrzymana kolekcja markerowych cDNA
moze okaza¢ si¢ bardzo uzyteczna w analizach ekspresji genéw w tubinie,
niekoniecznie dotyczacych symbiotycznego wiazania azotu. Dodatkowo, okreslenie
petnych sekwencji cDNA receptoréw NFR5 oraz SYMRK otwiera nowe mozliwosci
analizy najmniej poznanych, wczesnych etapéw symbiozy w tubinie. Jest bardzo
prawdopodobne, ze badania szlaku transdukcji sygnatu czynnika Nod ujawnia kolejne

ciekawe aspekty tworzenia unikalnych pod wieloma wzgledami brodawek tubinu.

E.3. NFRS jako marker w analizie filogenetycznej

Stosujac receptorowa domeng¢ genu NFR5 jako marker filogenetyczny uzyskano drzewo
o topologii zgodnej z filogeneza ustalona na podstawie potaczonych sekwencji
markeréw niesymbiotycznych (ITS, LegCyclA). Potwierdza ona siostrzana pozycje
tubinéw 1 Anarthrophyllum rigidum, nalezacych do tego samego plemienia Genistae, a
takze pokrewienstwo seradeli zottej (Ornithopus compressus) 1 Lotus japonicus.
Podobnie jak w przypadku filogenezy opartej o markery niesymbiotyczne, drzewo genu
NFRS5 ujawnia podziat rodzaju Lupinus na cztery gtéwne grupy filogenetyczne. Pozwala
przy tym na rozréznienie dwéch niezaleznych linii tubinéw w obrebie Nowego Swiata,
co jest zgodne z danymi opartymi o analiz¢ liczby chromosoméw [Ainouche 1 wsp.

2004].

Prezentowane badania wskazuja, ze zmienno$¢ NFRS jest porownywalna lub nawet
przewyzsza zmiennos¢ sekwencji genow tradycyjnie wykorzystywanych w badaniach
filogenetycznych roslin motylkowatych. Jak pokazuje analiza sekwencji, jest to gen
szybko ewoluujacy, co prowadzi do nagromadzenia stosunkowo duzej ilo$ci mutacji.
Pozwala to na uzyskanie drzewa o dobrej jakosci i rozdzielczosci, co ma duze znaczenie
przy konstruowaniu drzew filogenetycznych. Cecha ta jest szczegllnie istotna w
badaniach filogenetycznych tubindéw z tej racji, ze pozwala na zréznicowanie grupy
tubinéw andyjskich, ktérych badanie natrafia na powazne trudnosci przy zastosowaniu
markeréw niesymbiotycznych [Ainouche i Bayer 1999; Fukuda i wsp. 2003].
Dodatkowo NFR5 wykazuje bardzo niewielka zmiennos$¢ dtugosci sekwencji, co jest
kolejna cenng cecha w badaniach filogenetycznych. W zwiazku z tym wydaje sig, ze
moze on stanowi¢ dogodny marker do badan filogenetycznych roslin motylkowatych w

ogdle, nie tylko w obrebie plemienia Genistae.
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Ciekawe wyniki przynosza najnowsze prace taczace analize filogenetyczna makro- 1
mikrosymbiontéw z wynikami testéw inokulacyjnych. Bena i wsp. [2005] poréwnali
dane filogenetyczne dla roslin z rodzaju Medicago 1 bakterii Sinorhizobium oraz zbadali
specyficznos¢ ich oddziatywan symbiotycznych i dystrybucje geograficzna. Wykazuja
oni, ze proces nabywania przez rosliny zdolnosci do interakcji symbiotycznych z
nowymi szczepami bakteryjnymi mial istotny wplyw na mozliwos¢ ekspansji przez
nowe gatunki Medicago w kierunku obszar6w zasiedlanych przez niekompatybilne
wczesniej szczepy (zachodnie obszary basenu Morza Srédziemnego). Oprécz
rozszerzania specyficzno$ci oddziatywan na nowe szczepy mikrosymbionta,
zaobserwowano takze specjalizacj¢ w kierunku jednorodnych populacji bakterii (co
przypuszczalnie owocowato efektywniejsza symbioza), a w przypadku niektérych
gatunkéw Medicago - takze rewersj¢ w kierunku charakterystycznej dla przodkéw
ograniczonej specyficznosci. Z kolei analiza drzew filogenetycznych obu symbiontéw
ujawnia trzy wezty, gdzie rozgatgzienia linii filogenetycznych mogty zajs¢ réwnolegle.
Pokrywaja si¢ one ze zmianami w specyficznosci oddzialtywan symbiotycznych i
sugeruja mozliwos¢ wystgpowania ko-specjacji  w procesie ewolucji roslin
motylkowatych i ich mikrosymbiontéw. Datowanie tych wydarzen ewolucyjnych nie
wyklucza tej teorii, mimo ze obecnie zgromadzone dane nie sa wystarczajace aby ja

zdecydowanie potwierdzi¢ [Bena i wsp. 2005].

Podobne spostrzezenia, dotyczace prawdopodobnej ko-ewolucji wewnatrzgatunkowe;j
izolowanych geograficznie amerykanskich populacji Phaseolus vulgaris 1 ich symbionta
Rhizobium etli bv. phaseoli, opisano niedawno [Aguilar 1 wsp. 2004]. Analiza
polimorfizméw w genie NodC bakterii ujawnita réznice genetyczne pomig¢dzy liniami
Rhizobium etli bv. phaseoli pozyskanymi z réznych rejondéw geograficznych. Ich
dystrybucja pokrywala si¢ z wystgpowaniem tzw. centréow rdéznorodnosci populacji
roslin (BD, ang. bean diversity), tzn. szczepy najliczniej wystgpujace w danej glebie
jednoczesnie najskuteczniej wywotywaty brodawkowanie u dzikich populacji fasoli z

tego terenu.

Przeprowadzenie podobnych analiz w oparciu o sekwencje domeny receptorowej NFRS5
oraz sekwencje symbiotycznego genu bakteryjnego takiego jak NodA, zwiazanego z

synteza czynnika Nod, ktéry jest kluczowy dla specyficznosci oddziatywan ro$lina —
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bakteria, moze by¢ ciekawym rozwinigciem badan taksonomicznych wnikajacych w

powiazania filogenetyczne analizowanych gatunkow.
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F. PODSUMOWANIE

Ustanowienie symbiozy pomigdzy roslinami motylkowatymi a rizobiami prowadzi do
utworzenia brodawek korzeniowych, wewnatrz ktérych zachodzi wiazanie i redukcja
czasteczkowego azotu przez mikrosymbionta. Utworzone zwiazki azotowe (amidy lub
ureidy) sa pobierane przez rosling, w zamian za zwiazki weglowe. Symbiotyczne
wigzanie azotu jest istotne nie tylko z ekologicznego i ekonomicznego punktu widzenia.
Stanowi ono takze pigkny przyktad naturalnego wspotdziatania dwoch organizmow,
dostarczajac atrakcyjnego modelu do badania proceséw organogenezy oraz wymiany

sygnatéw w oddziatywaniach ro$lin z mikroorganizmami.

Celem rozprawy doktorskiej byla selekcja i analiza ekspresji genéw z tubinu
waskolistnego zaangazowanych w symbiotyczne wiazanie azotu. Stosujac kilkuetapowa
analiz¢ réznicowa okoto 5000 klonéw ze znormalizowanej biblioteki cDNA z
infekowanych korzeni dokonano wstepnej identyfikacji 90 klonéw - kandydatéw
wykazujacych zmiany ekspresji w odpowiedzi na infekcje mikrosymbiontem.
Okreslono czgsciowo nukleotydowe sekwencje 59 z nich (kolekcja LA02) 1 porownano
z dostgpnymi w bazach sekwencjami. Na podstawie wykazanego podobienstwa
dokonano adnotacji funkcjonalnej gendéw. Przygotowano takze zestaw cDNA
markerowych reprezentujacych geny zaangazowane w znane szlaki metaboliczne, szlaki
sygnalizacji 1 geny odpowiedzi obronnych ro$liny. Zastosowano w tym celu dwa
podejscia: sekwencjonowanie losowo wybranych klonéw cDNA ze znormalizowanej
biblioteki cDNA (kolekcja LLAO1) oraz — z duzo wigksza skutecznoscia — amplifikacjg
fragmentow cDNA w oparciu o informacje o sekwencji genéw homologicznych
(kolekcja LLA10). Nastepnie przeprowadzono analiz¢ czasowych zmian ekspresji
wszystkich genéw w symbiozie, uzywajac makromacierzy cDNA. Réznicowe profile
ekspresji, obserwowane gtownie dla stadiow dojrzatych brodawek, uzyskano dla 5
gendéw z kolekcji LAO1, 6 gendéw z kolekcji LA10 oraz 25 gendéw z zestawu LAO2.
Analiza northern siedmiu z nich potwierdzila poprawno$¢ tych profili, ktére bytly
zbiezne w dwoéch seriach hybrydyzacji do makromacierzy cDNA, wskazujac

jednoczesnie na koniecznos$¢ weryfikacji pozostatych wynikow.
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Wsréd gendéw o ekspresji podwyzszonej w dojrzatych brodawkach znalazty si¢ zaréwno
pozne noduliny o dobrze udokumentowanych profilach ekspresji w symbiozie
(leghemoglobiny, nodulina 26) jak 1 geny, o ktérych ewentualnej roli w symbiozie
niewiele wiadomo, prawdopodobnie kodujace: biatko odpowiedzi na stres USP,
proteazy serynowe, biatko z motywem ,,RING finger”, homolog biatka ARG2, biatko
transferu lipidow oraz geny o nieustalonej adnotacji funkcjonalnej. Jednocze$nie wyniki
analizy bioinformatycznej pokazuja, ze przynajmniej jeden z uzyskanych gendw,
reprezentowany przez sekwencje LAO2EST004, LAO2ESTO005 i LAO2ESTO043, moze
by¢ specyficzny dla rodzaju Lupinus.

Dwa z otrzymanych markerowych cDNA reprezentuja geny receptorowe zaangazowane
w transdukcj¢ sygnalu generowanego przez bakteryjny czynnik Nod: NFRS5
(LA10SEQO090) i SYMRK (LA10SEQO091). Ustalono catkowite sekwencje cDNA tych
gendéw. Amplifikowano takze fragmenty cDNA genu NFR5 z dwudziestu innych
gatunkéw tubinéw oraz pokrewnych roslin motylkowatych i wykorzystano je do
przeprowadzenia analizy filogenetycznej. Uzyskane drzewo ma topologi¢ zblizona do
drzew opartych o markery niesymbiotyczne. Wydaje si¢, ze NFRS5 stanowi doskonaty
marker filogenetyczny ktéry moégtby by¢ wykorzystany migdzy innymi w badaniach

nad przypuszczalna ko-specjacja roslin motylkowatych i ich mikrosymbiontow.
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