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A. WST P 

 

Azot, który jest jednym z podstawowych pierwiastków tworz cych organizmy ywe, 

wyst puje głównie w atmosferze, w niereaktywnej formie cz steczkowej N2. 

Dost pno  przyswajalnych form tego pierwiastka w biosferze jest niezb dnym 

warunkiem zapewniaj cym prawidłowe funkcjonowanie organizmów. Biologiczna 

redukcja azotu atmosferycznego przeprowadzana jest wył cznie przez niektóre 

organizmy prokariotyczne. W ród nich szczególn  nisz  ekologiczn  zajmuj  Gram-

ujemne bakterie glebowe z rodzajów Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, 

Azorhizobium i Mesorhizobium, potocznie zwane rizobiami. Maj  one zdolno  do 

oddziaływa  symbiotycznych z ro linami nale cymi do rodziny motylkowatych 

(Leguminosae). Rozwój symbiozy ro lin motylkowatych z rizobiami jest zło onym i 

wieloetapowym procesem, prowadz cym do utworzenia nowych organów ro linnych – 

brodawek korzeniowych, skolonizowanych przez mikrosymbionta. Dojrzałe brodawki 

s  miejscem wi zania azotu atmosferycznego, a tak e wymiany metabolitów pomi dzy 

partnerami symbiozy. Dzi ki partnerowi ro linnemu, dostarczaj cemu energi  

niezb dn  do wi zania azotu, a tak e zapewniaj cemu ochron  dla wra liwego na tlen 

kompleksu bakteryjnej nitrogenazy, symbiotyczne wi zanie azotu stanowi jedno z 

najbardziej efektywnych ródeł zwi zanej formy tego pierwiastka w biosferze.  

 

Znaczenie ekologiczne i gospodarcze tego procesu powoduje, e od kilku ju  

dziesi cioleci trwaj  prace nad poznaniem mechanizmu oddziaływa  symbiotycznych. 

Jednocze nie poszukuje si  odpowiedzi na pytanie, dlaczego symbioza z rizobiami jest 

tak unikalna - jak dot d opisano tylko jeden przykład ro liny (Parasponia) spoza 

rodziny Leguminosae zdolnej do tego typu interakcji. Proces rozwoju symbiotycznych 

brodawek korzeniowych  stał si  tak e doskonałym modelem do badania organogenezy 

oraz mechanizmów odró nicowywania komórek u ro lin.  
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A. 1. Wczesne etapy oddziaływa  symbiotycznych 

 
A. 1.1. Rozpoznanie partnerów symbiozy 

 

Zawi zanie symbiozy jest mo liwe w warunkach niedoboru przyswajalnych form azotu 

w glebie, przy zachowanej zdolno ci fotosyntetycznej ro liny i rozpoczyna si  od 

preinfekcji - wzajemnego rozpoznania przyszłych partnerów. Etap ten polega na 

wymianie chemicznych sygnałów pomi dzy ro lin  i bakteri  – zwi zki obecne w 

eksudatach korzeni ro lin, głównie flawonoidy i izoflawonoidy, wywołuj  dodatni  

chemotaksj  bakterii oraz wi  si  do konstytutywnie produkowanego przez bakterie 

białka NodD. W obecno ci tych induktorów białko NodD, nale ce do rodziny 

aktywatorów transkrypcji LysR, aktywuje ekspresj  bakteryjnych genów nod [Mulligan 

i Long 1985, Rolfe 1988], czego nast pstwem jest synteza tzw. czynnika Nod (Rys. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Rdze  tego zwi zku stanowi 3-5 reszt N-acetylo-D-glukozoaminowych, poł czonych 

wi zaniami -1,4 glikozydowymi. Powstaje on w wyniku ekspresji tzw. wspólnych 

genów brodawkowania (nodABC). W pozycji C-2 reszty glukozoaminowej usytuowanej 

na nieredukuj cym ko cu cz steczki doł czony jest ła cuch aminoacylowy o ró nej 
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długo ci (C16, C18, C20) i zró nicowanym stopniu nasycenia wi za  w giel - w giel. 

Ten podstawowy szkielet jest dodatkowo modyfikowany w charakterystycznych dla 

danego czynnika Nod pozycjach poprzez acetylacje, metylacje, sulfonowanie, 

doł czanie reszt cukrowych, np. fukozy czy arabinozy oraz innych podstawników. Za 

doł czanie konkretnych grup chemicznych odpowiedzialne s  tzw. geny specyficzno ci 

gospodarza (geny hsn), wyst puj ce w ró nych zestawach, w zale no ci od szczepu 

bakterii [Lerouge i wsp. 1990; Roche i wsp. 1991a; Mergaert i wsp. 1993; Debelle i 

wsp. 1996]. 

 

Jak wykazano, to wła nie percepcja czynnika Nod, b d cego silnym morfogenem, 

indukuje wczesne odpowiedzi ro liny, poprzedzaj ce infekcj  rizobiami. Podanie 

oczyszczonego czynnika Nod, nawet przy braku obecno ci bakterii w podło u, jest 

wystarczaj cym bod cem do wywołania deformacji wło ników, ekspresji ro linnych 

genów brodawkowania (nodulin) i zainicjowania tworzenia brodawki korzeniowej (por. 

dalej) [Lerouge i wsp. 1990; Roche i wsp. 1991b; Denarie i wsp. 1996; Esseling i wsp. 

2003]. Obecno  bakterii wymagana jest do prawidłowego przebiegu dalszych etapów 

brodawkowania (wzrost nici infekcyjnych i zaka anie komórek brodawki). Z kolei 

mutanty delecyjne nodABC
– szczepu Rhizobium sp. NGR234, nie wytwarzaj ce 

czynnika Nod, nie s  zdolne ani do wywołania wczesnych odpowiedzi, ani do 

zainfekowania gospodarza. Infekcyjno  bakterii przywracała inokulacja korzeni 

mutantami nodABC
–, poł czona z jednoczesnym podaniem czynników Nod 

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

 

Okre lony szczep bakterii ma najcz ciej zdolno  infekowania ro lin nale cych do 

kilku rodzajów, jednak w pewnych przypadkach zakres gospodarza bywa bardzo w ski 

lub niezwykle szeroki, np. Rhizobium leguminosarum bv. trifolii zaka a wył cznie 

gatunki z rodzaju Trifolium, a szczep Rhizobium sp. NGR234 mo e zaka a  

kilkadziesi t rodzajów ro lin [Guerts i Franssen 1996, Pueppke i Broughton 1999]. O 

specyficzno ci gatunkowej tych interakcji decyduje w szczególno ci struktura czynnika 

Nod, zdeterminowana przez rodzaj i poło enie podstawników w cz steczce. Z reguły 

dany szczep bakterii ma zdolno  wytwarzania całego spektrum czynników Nod o 

zbli onej strukturze, jednak mo na wyró ni  w ród nich charakterystyczne 

modyfikacje, kluczowe dla prawidłowego rozpoznania mikrosymbionta przez ro lin . 

Przykładowo, obecno  grupy sulfonowej na ko cu redukuj cym czynnika Nod u 
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Sinorhizobium meliloti jest niezb dna do skutecznego zaka enia lucerny (Medicago 

sativa) [Roche i wsp. 1991a].  Zmiana struktury czynnika Nod, spowodowana np. 

mutacj  w jednym z genów nod, odpowiadaj cych za doł czenie konkretnej grupy 

chemicznej do szkieletu lipooligosacharydowego, mo e spowodowa  przesuni cie 

zakresu gospodarza. Zast pienie genu nodE u szczepu R. leguminosarum bv. trifolii 

homologicznym genem z R. leguminosarum bv. viciae, przesuwało zakres gospodarza z 

rodzaju Trifolium na Vicia i Lathyrus [Vanrhijn 1995; Spaink 1989]. Z kolei 

wprowadzenie do genomu R. leguminosarum bv. viaciae genu nodZ, koduj cego 

fukozylotransferaz  i odpowiedzialnego za doł czenie reszty fukozy do cz steczki 

czynnika Nod, umo liwiało bakteriom zaka anie korzeni Macroptilium, Vigna i Glycine 

[Lopez-Lara i wsp. 1996]. Równie  długo  rdzenia oligosacharydowego ma wpływ na 

efektywno  rozpoznawania czynnika Nod przez ro lin . 

 

A. 1.2. Infekcja i inwazja bakterii 

 

Zdolno  do reakcji na obecno  bakterii symbiotycznych w rodowisku (równoznaczna 

z wra liwo ci  na obecno  czynnika Nod) posiadaj  jedynie młode wło niki, o prawie 

zako czonym wzro cie [Heidstra i wsp. 1994; Sieberer i Emons 2000]. Ju  po 

kilkunastu minutach od podania swoistego czynnika Nod mo na zaobserwowa  

pierwsze zmiany w morfologii tych wło ników w postaci zgrubienia ich 

wierzchołkowej cz ci, a nast pnie (po jednej do czterech godzin) deformacji i zwijania 

si  w kształt pastorału. Do wiadczenia Esselinga i wsp. [2003] przeprowadzone na 

Medicago truncatula pokazuj , e zwijanie wło ników jest reakcj  fizjologiczn  na 

lokalne podanie czynnika Nod. Jest to reakcja specyficzna – nie wywołuje jej podanie 

czynnika Nod pozbawionego charakterystycznej grupy sulfonowej ani tetrameru N-

acetyloglukozoaminy (szkieletu cz steczki czynnika Nod), a tak e rozpuszczalnika - 

wody. Proponuje si , e deformacja wło ników polega na zmianie kierunku ich wzrostu 

wierzchołkowego, a prowadzi do tego nast puj ca sekwencja wydarze  [Esseling i wsp. 

2003; Gage 2004]:  

1. Czynnik Nod powoduje wzrost st enia wewn trzkomórkowego jonów Ca2+. Jest to 

efekt lokalny, poniewa  czynnik Nod jest immobilizowany na powierzchni ciany 

komórkowej [Goedhardt i wsp. 2000]. 
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2. Zmieniony gradient jonów wapnia w komórce wpływa na reorientacj  kierunku 

transportu i egzocytozy p cherzyków błonowych przez filamenty aktynowe, do 

miejsca podwy szonego st enia jonów Ca2+. 

3. Ci głe punktowe wytwarzanie czynnika Nod przez przytwierdzone do powierzchni 

wło nika bakterie wywołuje dalsz  reorientacj , a przez to efekt zwijania. 

W zgodzie z tym zało eniem pozostaj  obserwowane rearan acje mikrofilamentów 

aktynowych i mikrotubul, rozpoczynaj ce si  po 3-10 min od podania czynnika Nod 

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

Udział elementów cytoszkieletu i gradientu jonów wapnia w utrzymaniu prawidłowego 

wzrostu wierzchołkowego wło ników równie  potwierdza opisany model deformacji 

wło ników [Bibikova i wsp 1997, 1999].  

 

Zwijanie wło ników prowadzi do utworzenia kieszeni, w której zostaj  zamkni te  

bakterie. Wnikaj  one nast pnie do wn trza korzenia dzi ki lokalnej lizie ciany 

komórkowej i inwaginacji ro linnej błony komórkowej. W czasie tego procesu ro linne 

struktury błonowe otaczaj  komórki bakterii i zamykaj  wewn trz, tworz c tak zwane 

nici infekcyjne. Rizobia pozostan  oddzielone od komórki gospodarza strukturami 

błonowymi pochodzenia ro linnego przez cały okres trwania symbiozy, a  do 

degradacji brodawki. 

 

W wyniku wzrostu wierzchołkowego i rozgał ziania nici infekcyjne przerastaj  

epiderm , a nast pnie kor  korzenia, transportuj c rozmna aj ce si  wewn trz nich 

bakterie w stron  zawi zka brodawki (primordium). Powstaje on na skutek 

odró nicowania komórek kory pierwotnej korzenia, poło onych naprzeciwko pól 

protoksylemu i aktywacji genów wczesnych nodulin - białek zaanga owanych w rozwój 

brodawki i proces infekcji bakteryjnej. Czynnikiem wyzwalaj cym aktywno  

podziałow  komórek kory jest czynnik Nod, a rozwój primordium rozpoczyna si  ju  w 

kilka godzin po percepcji tego sygnału. Gdy wydłu aj ca si  ni  infekcyjna dociera do 

zawi zka, rizobia pobierane s  przez komórki na zasadzie endocytozy i otaczone tzw. 

błon  peribakteroidaln . W ten sposób tworz  si  symbiosomy – pseudoorganelle, w 

których rizobia ró nicuj  si  w bakteroidy – form  zdoln  do redukcji azotu 

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

 

Najwcze niejsz  zaobserwowan  reakcj  młodych wło ników korzenia na podanie 

czynnika Nod (ju  po kilku sekundach) jest napływ do komórek jonów Ca2+ z 

przestrzeni otaczaj cej wło niki (ang. calcium flux). Ten pocz tkowy napływ jonów 

Ca2+ ma charakter dwufazowy (prowadzone na bie co pomiary zmian st enia tych 

jonów we wło nikach po podaniu czynnika Nod pozwoliły zaobserwowa  dwa 

nast puj ce po sobie piki) [Shaw i Long 2003]. Wzrost st enia niezwi zanego wapnia 

w cytoplazmie prawdopodobnie powoduje aktywacj  kanałów anionowych, prowadz c 

do kolejnych zmian: wypływu jonów Cl- i przej ciowej depolaryzacji błony 

komórkowej (po 30-60 s) [Ehrhardt i wsp. 1992; Kurkdijan 1995; Felle i wsp. 1998]. 

Depolaryzacja jest nast pnie zatrzymywana na skutek wypływu jonów K+, a aktywno  

pompy protonowej przywraca potencjał spoczynkowy błony komórkowej po 25 – 30 

minutach, nawet przy ci głej obecno ci czynnika Nod [Felle i wsp. 1998, Cardenas i 

wsp. 2000]. W reakcji na czynnik Nod nast puje tak e natychmiastowy (po 15 s) wzrost 

pH wewn trzkomórkowego o 0,2 – 0,3 pH [Felle i wsp. 1996]. 

 

Podwy szony poziom jonów wapnia w komórce utrzymuje si  przez co najmniej 6 

minut. Nast pnie (po 10 - 25 minutach od podania czynnika  Nod) obserwowane s  

oscylacje st enia jonów Ca2+ (ang. calcium spiking). S  one wynikiem zmiany 

rozkładu wewn trzkomórkowych zapasów wapnia i utrzymuj  si  przez kilkadziesi t 

minut [Ehrhardt i wsp. 1996; Shaw i Long 2003]. Zastosowanie technik obrazowania z 

u yciem dwóch barwników fluorescencyjnych pozwoliło wykaza  na przykładzie M. 

truncatula, e reakcja ta jest niezale na od pocz tkowego napływu jonów Ca2+ [Shaw i 

Long 2003]. Oscylacje wywoływane s  przy bardzo niskich (nawet 1 – 10 pM) 

st eniach czynnika Nod, podczas gdy napływ jonów Ca2+ wymaga st enia 10 nM. 

Równie  miejsce inicjacji i sposób rozchodzenia tych sygnałów w komórce s  

odmienne – oscylacje s  inicjowane w pobli u j dra i propagowane w kierunku 

szczytowej cz ci wło nika, natomiast napływ jonów Ca2+ obserwowany był 

pocz tkowo w peryferyjnych regionach komórki i rozprzestrzeniał si  w kierunku j dra. 

Ponadto komórki, w których poprzez podanie czynnika Nod w st eniu 1 nM, 

wywołano oscylacje (ale nie pocz tkowy napływ) jonów Ca2+, w dalszym ci gu 

zachowuj  zdolno  do reakcji w postaci gwałtownego napływu jonów wapnia po 

zwi kszeniu st enia do 10 nM. Z kolei podanie czynnika Nod pozbawionego grupy 
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sulfonowej na ko cu redukuj cym powodowało wyst pienie oscylacji, ale nie 

pocz tkowego napływu jonów wapnia [Shaw i Long 2003]. 

 

Jony wapnia powszechnie funkcjonuj  jako wtórne przeka niki w wielu szlakach 

sygnalizacji u eukariontów, a tak e prokariontów [Sanders i wsp. 1999; Dominiguez 

2004; Ward 2004; Bothwell i Ng 2005]. Poniewa  zmiany st enia jonów Ca2+ w 

komórkach poddanych działaniu czynnika Nod stanowi  najwcze niejsz  

zaobserwowan  reakcj  fizjologiczn , mo liwe, e s  one komponentem szlaku 

transdukcji indukowanego przez sygnał bakteryjny [Felle i wsp. 1999]. Za tak  rol  

jonów wapnia w symbiozie przemawia te  istnienie mutantów niezdolnych do 

brodawkowania, u których nie wykrywa si  oscylacji poziomu Ca2+ w odpowiedzi na 

czynnik Nod [Wais i wsp.2000; Shaw i Long 2003]. Badania Pingret’a i wsp. [1998] 

sugeruj  za , e powy ej tego przeka nika działa układ transdukcji sygnału zwi zany z 

białkami typu G i fosfolipaz .  

 

A.1.4. Geny szlaku transdukcji sygnału inicjowanego przez czynnik Nod 

 

Obserwacje, e czynnik Nod w sposób specyficzny i w bardzo niskich st eniach (10-9 

– 10-12 M) indukuje wszystkie reakcje typowe dla wczesnych stadiów symbiozy, 

wskazywały na istnienie ro linnego receptora o wysokim powinowactwie. Poszukiwano 

go mi dzy innymi w ród lektyn – białek wi cych oligosacharydy bakteryjne. 

Doniesienia wskazuj ce na lektyn  o wła ciwo ciach apyrazy jako obiecuj cego 

kandydata, na kilka lat skupiły uwag  grup badawczych na tej klasie białek [Etzler i 

wsp. 1999]. Opisane białko Db-LNP z Dolichos biflorus, zlokalizowane na powierzchni 

wło ników korzeniowych i maj ce zdolno  wi zania czynników Nod ze szczepów 

efektywnie zaka aj cych t  ro lin , reprezentuje specyficzn  dla ro lin motylkowatych 

klas  apyraz [Roberts i wsp. 1999]. Deficyt zwi zanych form azotu w podło u 

powoduje wzrost poziomu białka Db-LNP w korzeniach, a zwi zanie czynnika Nod 

indukuje jego aktywno  ATP-azow  [Etzler i wsp. 1999; Kalsi i Etzler 2000]. U soi 

zidentyfikowano ortolog genu Db-LNP, nazwany GS52 [Day i wsp. 2000]. Poziom 

transkryptów GS52 wzrasta przej ciowo w ci gu kilku godzin od inokulacji 

symbiotycznym szczepem. Wykazano tak e, e przeciwciała skierowane przeciwko 

białkom Db-LNP i GS52 hamowały zdolno  ro lin do brodawkowania w odpowiedzi 

na obecno  symbiotycznych szczepów bakterii [Etzler i wsp. 1999, Day i wsp. 2000]. 
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Jednak, cho  powy sze wyniki wskazuj  na udział lektyn o wła ciwo ciach apyraz we 

wczesnych oddziaływaniach symbiotycznych, pó niejsze badania prowadzone na 

M. truncatula wykluczyły mo liwo , by pełniły one rol  receptorów czynnika Nod 

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

 

Ostateczn  identyfikacj  (jak si  obecnie wydaje) receptorów czynnika Nod umo liwiły 

badania mutantów ro lin motylkowatych. Mutanty Lotus japonicus nfr1 i nfr5 s  

niezdolne do odpowiedzi na obecno  bakterii symbiotycznych lub oczyszczonego 

czynnika Nod [Radutoiu i wsp. 2003; Madsen i wsp. 2003], przy niezmienionej 

wra liwo ci na niepodstawione oligosacharydy chitynowe. Jedyn   znan  reakcj  

fizjologiczn  zaobserwowan  u mutanta nfr1 jest, w zale no ci od allelu, powolna i 

osłabiona alkalizacja lub zakwaszenie przestrzeni pozakomórkowej wło ników, 

przypominaj ce odpowiedzi na niespecyficzne oligosacharydy. Mutant nfr5 nie 

wykazuje adnych odpowiedzi fizjologicznych na czynnik Nod. Komplementacja 

zmutowanych genów NFR1 i NFR5 przywraca pełn  zdolno  do symbiozy z rizobiami 

w ro linach transgenicznych [Radutoiu i wsp. 2003; Madsen i wsp. 2003]. 

 

Wiele mutantów symbiotycznych (np. symRK, por. ni ej) jest równie  niezdolnych do 

nawi zania symbiozy z grzybami mikoryzowymi, a szereg genów zaliczanych do 

wczesnych nodulin ulega specyficznej indukcji tak e w czasie mikoryzy arbuskularnej 

[Duc i wsp. 1989; van Rhijn i wsp. 1997; Catoira i wsp. 2000]. Wskazuje to na istnienie 

wspólnego etapu transdukcji sygnału w obu rodzajach symbiozy (Rys. 2). W wietle 

tych odkry  niezwykle istotne jest spostrze enie, e mutanty nfr1 i nfr5 zachowuj  

pełn  zdolno  do mikoryzy arbuskularnej. Geny NFR1 i NFR5 odgrywaj  zatem 

zasadnicz  rol  w inicjowaniu najwcze niejszych wykrywalnych reakcji komórkowych 

na czynnik Nod, poprzedzaj cych etap wspólnych odpowiedzi symbiotycznych (ang. 

common symbiotic pathway). Potwierdzaj  to analizy podwójnych mutantów nfr1 – 

symRK [Radutoiu i wsp. 2003].  

 

Białka kodowane przez geny NFR1 i NFR5 to kinazy typu receptora (RLK, ang. 

receptor-like kinase), które w swojej domenie zewn trzkomórkowej posiadaj  

odpowiednio dwa lub trzy motywy LysM (Rys. 3). Motywy te wyst puj  powszechnie 

u bakterii (mi dzy innymi w enzymach degraduj cych ciany komórkowe – lizynie i 

muramidazie) oraz w niektórych białkach eukariotycznych, w tym chitynazach glonów i  
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nicieni. Wykazano, e domena z motywem LysM autolizyny z Lactococcus lactis ma 

zdolno  wi zania peptydoglikanów – zwi zków wykazuj cych strukturalne 

podobie stwo do rdzenia czynnika Nod [Steen i wsp. 2003]. W wietle tych danych 

bardzo prawdopodobne wydaje si , e domeny LysM białek NFR1 i NFR5 maj  

zdolno  wi zania czynnika Nod, cho  nadal wymaga to potwierdzenia. Domena 

wewn trzkomórkowa białka NFR5 nie posiada typowej dla kinaz konserwatywnej p tli 

aktywacyjnej. Aktywno  kinazowa tego białka mo e by  zatem wyzwalana 

bezpo rednio przez percepcj  ligandu (czynnika Nod). Mo liwe jest równie , e NFR1 i 

NFR5 inicjuj  kaskad  transdukcji sygnałów jako heterodimery, gdzie zwi zanie 

czynnika Nod przez receptorow  domen  NFR5 powoduje aktywacj  domeny 

kinazowej białka NFR1 [Radutoiu i wsp. 2003; Madsen i wsp. 2003]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Rysunek 3. Schemat struktury białek NFR5 (A), NFR1 i Lyk3 (B)  oraz SYMRK (C). PS – peptyd sygnalny; TB – 
domena transbłonowa; K – domena kinazowa; LysM – motyw LysM; LRR – motyw LRR; I – domena 
zen

�
trzkomórkowa; II – domena wewn

�
trzkomórkowa. 

 

Homologi NFR5 znaleziono u grochu (Pisum sativum - gen SYM10) i u M. truncatula 

(gen NFP), a ich mutanty maj  fenotypy podobne do fenotypu mutata nfr5 z 

L. japonicus [Maden i wsp. 2003; Amor i wsp. 2003]. U M. truncatula zidentyfikowano 

tak e gen LYK3, koduj cy białko typu RLK, z dwoma motywami LysM w domenie 

zewn trzkomórkowej oraz maj cy podobn  struktur  jak gen NFR1 (Rys. 3.) [Limpens i 

wsp. 2003]. Wyciszenie genu LYK3 w korzeniach technik  RNAi z zastosowaniem 
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transformacji Agrobacterium rhizogenes zatrzymywało rozwój symbiozy z S. meliloti 

na etapie tworzenia nici infekcyjnych, mimo e nast powała deformacja wło ników 

oraz indukcja podziałowa komórek kory. Efekt ten zale ał od struktury czynnika Nod – 

wywoływany był przy zaka aniu szczepem nodFE, produkuj cym czynnik Nod o 

nieznacznie zmienionej strukturze (zamiana specyficznej reszty acylowej (C16:2) na 

reszt  (C18:1)). Natomiast oddziaływanie z dzikim szczepem prowadziło do powstania 

nici infekcyjnych, cho  wzrost cz ci z nich był zahamowany [Limpens i wsp. 2003]. Z 

kolei ro liny typu dzikiego ulegały efektywnemu zaka eniu oboma szczepami 

S. meliloti. Ró nice w fenotypach mutantów lyk3 i nfr1 sugeruj , e nie mamy tu do 

czynienia z ortologami. Wprawdzie powodem tych ró nic mo e by  niepełne 

wyciszenie genu LYK3 u M. truncatula b d  odmienno  dróg transdukcji sygnału u 

obu ro lin, jednak jest równie  mo liwe, e LYK3 koduje receptor niezb dny do 

rozpoznania czynnika Nod dopiero na etapie tworzenia nici infekcyjnych, czyli tak 

zwany „receptor wej ciowy” (ang. entry receptor) [Limpens i wsp. 2003; Riely i wsp. 

2004]. Istnienie co najmniej dwóch rodzajów receptorów czynnika Nod (b d  jednego 

receptora o ró nych aktywno ciach) postulowano na podstawie bada  mutantów S.  

meliloti nodFnodL, produkuj cych czynnik Nod o nieco zmienionej strukturze (brak 

podstawnika acetylowego przy terminalnej reszcie glukozoaminy na ko cu 

nieredukuj cym, oraz zamiana specyficznej reszty acylowej (C16:2) na reszt  kwasu 

wakcenowego (C18:1). Szczep ten był zdolny do wywołania deformacji wło ników 

korzeniowych i aktywno ci podziałowej komórek kory u lucerny (M. sativa), ale nie 

nast powało zwijanie wło ników oraz nie tworzyły si  nici infekcyjne. W oparciu o te 

obserwacje wysuni to hipotez  o istnieniu mniej specyficznego „receptora sygnalnego”, 

inicjuj cego deformacj  wło ników i tworzenie primordium oraz bardziej 

specyficznego „receptora wej ciowego”, kontroluj cego uwalnianie bakterii z nici 

infekcyjnych [Ardourel i wsp. 1994]. Istnieniem podwójnego receptora mo na by 

równie  wytłumaczy  fakt indukowania ró nych odpowiedzi komórki odmiennymi 

warto ciami progowymi st enia czynnika Nod (por. punkt A.1.3.). 

 

Interesuj cym spostrze eniem jest, e białka typu RLK, które zawieraj  jednocze nie 

motywy LysM w domenie zewn trzkomórkowej, takie jak NFR1, NFR5 i LYK3, 

znaleziono dotychczas wył cznie u ro lin; ich funkcje nie s  jeszcze rozpoznane. 

Podobie stwo na poziomie sekwencji aminokwasowych pomi dzy produktami genów 
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NFR1 i NFR5, a niektórymi białkami RLK-LysM z Arabidopsis thaliana i Oryza sativa, 

jest do  wysokie, rz du 32 – 54% [Radutoiu i wsp. 2003; Madsen i wsp. 2003]. 

 

We wczesne etapy transdukcji sygnału w symbiozie z rizobiami zaanga owany jest 

równie  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 pó niej tak e u P. sativum (SYM19) i M. truncatula (DMI2), powodowała 

zablokowanie odpowiedzi symbiotycznych ju  na etapie zmian st enia jonów wapnia 

(brak oscylacji [Ca2+]), a wło niki korzeniowe ulegały jedynie nietypowym 

deformacjom w postaci zgrubie  i rozgał zie . Nie dochodziło do podziałów komórek 

kory ani infekcji oraz nie nast powała ekspresja genów wczesnych nodulin, np. 

ENOD11 [Catoira i in. 2000]. Mutanty były tak e upo ledzone pod wzgl dem zdolno ci 

do oddziaływa  z grzybami symbiotycznymi - mikoryza arbuskularna była u nich 

zablokowana na etapie infekcji [Endre i wsp. 2002, Stracke i wsp. 2002]. 

SYMRK/NORK jest transbłonowym białkiem receptorowym z domen  kinazow , ale – 

w odró nieniu od NFR1, NFR5 i LYK3 - w domenie zewn trzkomórkowej posiada 

motywy typu LRR (ang. leucine-rich repeat; powtórzenie bogate w leucyny, Rys. 3). 

Obecno  motywów LRR wskazuje, e domena ta jest zaanga owana w interakcje z 

innymi, niezidentyfikowanymi dot d białkami. 

 

SYMRK/NORK jest pierwszym scharakteryzowanym pod wzgl dem molekularnym 

genem, zaanga owanym w  szlak sygnalizacji wspólny dla mikoryzy i symbiotycznego 

wi zania azotu. Kolejne mutanty niezdolne do nawi zania obu typów interakcji z 

mikroorganizmami to dmi1 i dmi3 - mutanty M. truncatula. Rozwój symbiozy z 

rizobiami jest u nich równie  bardzo wcze nie hamowany (u dmi1 ju  na etapie 

poprzedzaj cym oscylacje st enia jonów wapnia, Rys. 2). Geny DMI1 i DMI3 koduj  

odpowiednio: białko b d ce prawdopodobnie błonowym kanałem jonowym oraz kinaz  

zale n  od wapnia i kalmoduliny [Ane i wsp. 2004; Levy i wsp. 2004; Mitra i wsp. 

2004]. W dalszym ci gu brak jednak wystarczaj cych danych, aby powi za  ze sob  

kolejne poznane do tej pory elementy szlaku sygnalizacji indukowanego obecno ci  

czynnika Nod; nie wiadomo tak e, co bezpo rednio inicjuje depolaryzacj  błony i 

oscylacje st enia jonów Ca2+ oraz czy wszystkie opisane odpowiedzi wywoływane s  

na wspólnej drodze przekazywania sygnału, czy drogi te si  rozgał ziaj  (Rys. 2).  
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Kolejnym zidentyfikowanym elementem szlaku odpowiedzi na czynnik Nod jest białko 

kodowane przez gen NIN z L. japonicus (oraz jego homolog u P. sativum) [Schauser i 

wsp. 1999; Borisov i wsp. 2003]. U mutantów nin, poza wyst powaniem  wzmo onej 

deformacji wło ników, zablokowane były wszystkie dalsze odpowiedzi ro liny na 

bakterie symbiotyczne – nie rozwijały si  brodawki, nie zachodziła równie  efektywna 

infekcja. Ro liny były jednak zdolne do mikoryzy arbuskularnej, nie wykazywały 

równie  innych anomalii rozwojowych. Mo na zatem wnioskowa , e ekspresja tego 

genu jest wymagana na pó niejszych etapach ni  genów SYMRK, DMI1 i DMI3 (Rys. 

2). Białko NIN zawiera 6 domen konserwatywnych, w tym motyw RWP-RK, który 

mo e bra  udział w dimeryzacji i wi zaniu DNA oraz domen  PB1, przypuszczalnie 

odpowiedzialn  za heterodimeryzacj  [Schauser i wsp. 1999]. Funkcjonuje ono 

najprawdopodobniej jako czynnik transkrypcyjny. Analizy podwójnych mutantów  

nfr1-nin potwierdzaj , e oba geny działaj  na wspólnej drodze transdukcji sygnałów 

prowadz cej od czynnika Nod do zainicjowania podziałów komórkowych i infekcji 

[Radutoiu i wsp. 2003]. 

 

A.2. Morfogeneza brodawki 

 

A.2.1. Typy brodawek 

 

W trakcie rozwoju zawi zka brodawki powstaj  charakterystyczne tkanki: korowa - 

odgraniczaj ca brodawk  od rodowiska zewn trznego, bakteroidalna - zawieraj ca 

zainfekowane komórki, w których nast puje wi zanie azotu oraz tkanka przewodz ca, 

po rednicz ca w wymianie metabolitów mi dzy partnerami symbiozy. W zale no ci od 

przebiegu rozwoju i budowy dojrzałych brodawek wyró nia si  ich dwa podstawowe 

typy: brodawki zdeterminowane i niezdeterminowane [Sprent 1980; Hisrch 1992]. 

Brodawki niezdeterminowane wyst puj  u ro lin strefy umiarkowanej (Pisum, 

Medicago, Vicia, Trifolium, Ornithopus) i rozwijaj  si  poprzez odró nicowanie 

komórek wewn trznych warstw kory korzenia. Tkanka bakteroidalna dojrzałej 

brodawki niezdeterminowanej zachowuje aktywne centrum merystematyczne, przez co 

mo na w niej wyró ni  kilka stref o ró nym stopniu odró nicowania (Rys. 4A). Za 

poło onym dystalnie merystemem (I) znajduje si  strefa infekcji (II), w której nast puje  
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Rysunek 4. Budowa anatomiczna brodawek (A) niezdeterminowanych; (B) zdeterminowanych  (C) 
lupinoidalnych. A i B: 1 – epiblema, 2 – mi

�
kisz kory pierwotnej, 3 – endoderma, 4 – perycykl, 5 – floem pierwotny, 

6 – ksylem pierwotny, 7 – kora brodawki, 8 – „endoderma” korowa, 9 – wi
�

zka przewodz
�

ca, 10 – tkanka 
bakteroidalna. C: 1 – egzoderma, 2 – mi

�
kisz kory pierwotnej, 3 – floem wtórny, 4 – kambium, 5 – ksylem wtórny, 6 – 

ksylem pierwotny, 7 – tkanka okrywaj
�

ca brodawki, 8 – kora zewn
�

trzna, 9 – kora wewn
�

trzna, 10 – wi
�

zka 
przewodz

�
ca z endoderm

�
, 11 – tkanka bakteroidalna. I – merystem, II – strefa infekcji, III – strefa wi

�
zania azotu, IV 

– strefa starzenia. Wg: [Golinowski i Łotocka 1991] 

 

zaka anie nowo powstałych komórek bakteriami (nici infekcyjne s  obecne tak e w 

dojrzałej brodawce). Dalej wyst puje bogata w amyloplasty strefa przej ciowa, a za ni  

strefa wi zania azotu (III), w której ma miejsce redukcja azotu atmosferycznego przez 

bakteroidy. W poło onej najbardziej proksymalnie strefie starzenia (IV) nast puje 

degradacja bakteroidów i komórek tkanki bakteroidalnej. Dzi ki temu układowi 

brodawka przybiera charakterystyczny podłu ny kształt (starsze brodawki mog  by  

rozgał zione na skutek podziału centrum merystematycznego) [Golinowski i Łotocka 

A) B) 

C) 
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1991]. Natomiast brodawki zdeterminowane rozwijaj  si  u ro lin motylkowatych 

strefy tropikalnej (Phaseolus, Glycine, Lotus). Ich zawi zki powstaj  przez 

odró nicowanie komórek zewn trznych warstw kory, a aktywno  merystematyczna 

utrzymuje si  przez krótki czas. Dojrzałe brodawki zdeterminowane maj  kształt 

sferyczny; ich centraln  cz  zajmuj  zró nicowane komórki tkanki bakteroidalnej, 

które po kilkutygodniowym okresie wi zania azotu jednocze nie zaczynaj  si  starze , 

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

 

Ciekaw  odmian  brodawek typu niezdeterminowanego s  kołnierzykowate brodawki 

łubinów, które ze wzgl du na szereg unikalnych wła ciwo ci (por. punkt A.5) bywaj  

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

 

A.2.2 Rola fitohormonów 

 

Lokalizacja miejsca inicjacji zawi zków brodawek zale na jest od endogennego 

rozkładu fitohormonów [Foucher i Kondorosi 2000; Oldroyd i wsp. 2001b; de Billy i 

wsp. 2001]. Działanie czynnika Nod (b d  innych przeka ników sygnalnych przez 

niego indukowanych) prawdopodobnie polega na przej ciowym zaburzeniu polarnego 

transportu auksyn w korzeniu. Proces ten polega na aktywnym transporcie hormonu 

syntetyzowanego w nadziemnych cz ciach ro liny przez mi kisz ksylemu do 

wierzchołkowej cz ci korzenia, zgodnie z jego gradientem [Pacios-Bras i wsp. 2003]. 

Wykazano hamuj cy efekt czynnika Nod na polarny transport auksyn u Trifolium 

repens i Vicia sativa [Mathesius i wsp. 1998; Boot i wsp. 1999; Mathesius 2001]. 

Proponuje si , e powoduje to lokalne zwi kszenie st enia auksyn w miejscu 

inokulacji, co z kolei pobudza komórki kory do podziałów. Ró nic  w dystrybucji 

auksyn w czasie pierwszych podziałów komórek primordium tłumaczy si  równie  

ró nice w lokalizacji zawi zków brodawek zdeterminowanych i niezdeterminowanych 

– siln  ekspresj  białka GUS umieszczonego pod kontrol  wra liwego na auksyny 

promotora GH3 obserwowano w dziel cych si  komórkach zewn trznych warstw kory 

L. japonicus, natomiast u T. repens najwy sze st enie auksyn zlokalizowano w 

warstwach wewn trznych [Mathesius i wsp. 1998; Pacios-Bras i wsp. 2003]. 

 

W tworzenie brodawek korzeniowych zaanga owane s  równie  cytokininy. 

Zewn trzne podanie cytokinin na korzenie Medicago hodowanych w warunkach 
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niedoboru azotu wywołuje te same zmiany, co podanie czynnika Nod - pobudzenie 

aktywno ci podziałowej komórek kory, odkładanie amyloplastów w wewn trznej 

warstwie kory korzenia oraz ekspresj  szeregu genów koduj cych wczesne noduliny, 

mi dzy innymi ENOD12A, ENOD40 czy ENOD2 [Dehio i de Bruijn 1992; Bauer i wsp. 

1996; Fang and Hirsch 1998]. Wynika z tego, e drogi sygnalizacji indukowane przez 

czynnik Nod i przez cytokininy przynajmniej cz ciowo si  zbiegaj . Mo liwe jest 

równie , e to stosunek st e  auksyn do cytokinin, a nie ich bezwzgl dne poziomy, 

warunkuje prawidłowy przebieg brodawkowania [Hirsch i Fang 1994; Mathesius i wsp. 

2000a]. 

 

Inicjacja aktywno ci podziałowej prowadz cej do powstania primordium nast puje 

tylko w komórkach kory le cych naprzeciwko pól protoksylemu. Taki efekt pozycyjny 

tłumaczy si  hamuj cym działaniem etylenu. Inhibuje on na wczesnym etapie rozwój 

brodawek u Medicago, Pisum, Vicia i Lotus. Aktywno  oksydazy kwasu 1-

aminocyklopropano-1-karboksylowego (oksydazy ACC), b d cej ostatnim enzymem na 

szlaku biosyntezy etylenu, wykryto w obszarach le cych naprzeciwko pól floemu u 

V. sativa [Heidstra i wsp. 1997]. Zatem w tych miejscach rozwój brodawek jest 

hamowany przez powstaj cy fitohormon. Rozwój zawi zków brodawek naprzeciwko 

pól floemu na korzeniach poddanych działaniu inhibitorów syntezy etylenu jest tego 

dodatkowym potwierdzeniem [Heidstra i wsp. 1997]. Opisano tak e mutanta 

M. truncatula, sickle, u którego brodawkowanie jest niezale ne od obecno ci etylenu, a 

zawi zki formuj  si  na całym obwodzie korzenia [Penmetsa i Cook 1997]. Wpływ 

etylenu na rozwój brodawek jest jednak odmienny u ró nych motylkowatych; jego 

obecno  nie ma znaczenia dla prawidłowego 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 powy ej niewra liwego na etylen mutanta sickle charakteryzuje 

si  powstawaniem wyj tkowo licznych brodawek, dziesi ciokrotnie liczniejszych ni  u 

ro lin typu dzikiego [Penmetsa i Cook 1997]. Dalsze eksperymenty pokazały, e 

hamuj cy wpływ etylenu objawia si  ju  na bardzo wczesnych etapach odpowiedzi na 

czynnik Nod, a mianowicie na poziomie oscylacji st enia jonów wapnia. Nie ustalono 

na razie, czy fitohormon działa bezpo rednio na tym (lub wy szym) poziomie 
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sygnalizacji, czy te  mo e zaburzenie dalszych etapów transmisji sygnału oddziałuje 

zwrotnie na obecno  i cz stotliwo  oscylacji [Oldroyd i wsp. 2001b]. 

 

Ograniczenie liczby brodawek pozwala zachowa  równowag  mi dzy korzy ciami 

płyn cymi z symbiozy, a wydatkiem energetycznym zwi zanym z obecno ci  

mikrosymbionta. Kolejnym wa nym elementem tej autoregulacji jest istnienie 

długodystansowej komunikacji pomi dzy korzeniami, a p dami ro lin motylkowatych, 

co wykazały eksperymenty ze szczepieniem super-brodawkuj cych mutantów ro lin 

typu dzikiego. Opracowany na podstawie tych bada  model zakłada, e brodawkowanie 

stymuluje produkcj  sygnału przesyłanego od korzeni do p du; ten z kolei produkuje 

inhibitor, transportowany do korzenia i zwrotnie hamuj cy tworzenie nowych brodawek 

[Caetano-Anolles i Gresshoff 1991]. Ulegaj cy ekspresji w p dach L. japonicus gen 

HAR1 (tak jak jego ortolog NARK zidentyfikowany w G. max) koduje receptorow  

kinaz  serynowo – treoninow , o wysokiej homologii do białka CLAVATA1 z 

A. thaliana [Nishimura i wsp. 2002a; Krusell i wsp. 2002; Searle i wsp. 2003]. 

Przypuszcza si , e białko HAR1/NARK bierze udział w regulacji sygnału 

powoduj cego ograniczenie liczby powstaj cych brodawek. Wydaje si  równie , e 

mechanizm działania tego sygnału jest podobny do mechanizmu represji 

brodawkowania w obecno ci zwi zanych form azotu [Limpens i Bisseling 2003]. 

Jednak jego natura nie została dot d poznana. 

 

A.2.3 Ekspresja genów wczesnych nodulin w czasie rozwoju brodawki 

 

Proces organogenezy brodawki znajduje si  pod kontrol  genomu ro linnego. 

Potwierdzeniem tego jest zdolno  jednego szczepu bakterii do indukowania rozwoju 

ró nych morfologicznie i anatomicznie brodawek, w zale no ci od gatunku ro liny. Z 

kolei dany gatunek ro liny tworzy konkretny rodzaj brodawek, niezale nie od szczepu 

mikrosymbionta. Wyj tkiem jest tu rosn ca na podmokłych terenach tropikalna ro lina 

S. rostrata, wytwarzaj ca brodawki łodygowe. Ma ona zdolno  tworzenia brodawek 

obu typów, jednak czynnikiem determinuj cym program rozwojowy brodawek jest nie 

rodzaj mikrosymbionta, a obecno  etylenu [Fernandez-Lopez i wsp. 1998]. Ponadto 

nieliczne ro liny motylkowate, np. lucerna, maj  zdolno  wytwarzania tzw. brodawek 

spontanicznych. Te niefunkcjonalne organy powstaj  bez udziału bakterii w warunkach 

deficytu azotowego [Truchet i wsp. 1989]. 
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Mimo wieloletnich bada , wiedza na temat molekularnych podstaw tworzenia 

brodawek symbiotycznych wci  nie jest pełna. Wprawdzie zidentyfikowano szereg 

genów wczesnych nodulin ulegaj cych wzmo onej lub specyficznej indukcji w 

tworz cych si  brodawkach, jednak tylko dla niektórych udało si  zidentyfikowa  

funkcj  w rozwoju b d  funkcjonowaniu tego organu [Mylona i wsp. 1995; 

Bladergroen i Spaink 1998; Jakubowska i Kowalczyk 1998; Stougaard 2000]. Do 

najlepiej scharakteryzowanych wczesnych nodulin nale y peroksydaza rip1. Ekspresja 

genu rip1 jest skojarzona z etapem preinfekcji – transkrypty wykryto w tych komórkach 

epidermalnych korzenia, które nast pnie zostaj  zainfekowane bakteriami. Maksymalny 

poziom ekspresji genu rip1 obserwowany jest ju  około 3 hpi (godziny po inokulacji) i 

maleje po 48 hpi [Cook i wsp. 1995]. W sekwencji promotora rip1 zidentyfikowano 

motywy OCS i OBP, które odgrywaj  rol  regulatorow  w pewnych genach ro linnych 

aktywowanych pod wpływem nadtlenku wodoru; niektóre z tych genów pełni  funkcje 

ochronne przed mierci  oksydacyjn  b d  ingerencj  patogenów [Ramu i wsp. 2002]. 

Tkankowa lokalizacja transkryptów rip1 jest zbie na z miejscem produkcji wolnych 

rodników, stymulowanej przez podanie czynnika Nod; podanie do korzeni nadtlenku 

wodoru równie  indukuje ekspresj  tego genu [Ramu i wsp. 2002]. Brak ekspresji rip1 

oraz produkcji wolnych rodników u mutanta dmi1, u którego rozwój symbiozy 

hamowany jest na bardzo wczesnym etapie (por. punkt A.1.4), wskazuje na nowe 

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

 

Liczn  i do  dokładnie zbadan  grup  wczesnych nodulin stanowi  geny koduj ce 

prolinobogate białka, w ród nich ENOD2, ENOD10, ENOD11, ENOD12, PRP4. Ich 

wspóln  cech  jest obecno  N- ko cowej sekwencji kieruj cej, sugeruj ca lokalizacj  

produktów w cianie komórkowej oraz wyst powanie bogatych w prolin  i 

hydroksyprolin  powtórze  pentapeptydowych, np. PPVEK, PPVHK i  PPVYK w 

sekwencji białka MtPRP4 z M. truncatula [Wilson i wsp. 1994]. Uwa a si , e białka 

prolinobogate zaanga owane s  w modyfikacj  matriks zewn trzkomórkowej, co 

stanowi prawdopodobnie jedn  z pierwszych zmian indukowanych obecno ci  

mikrosymbionta. Ekspresj  genów koduj cych białka prolinobogate wykrywa si  na 

bardzo wczesnych etapach symbiozy. Przykładowo, u M. truncatula aktywno  genu 

MtENOD11 zaobserwowano ju  w kilkana cie godzin po inokulacji, w ró nicuj cych 

si  komórkach epidermalnych zlokalizowanych w strefie młodych wło ników. W 
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pó niejszych stadiach brodawkowania oraz w dojrzałych brodawkach 

niezdeterminowanych, gen ten ulega ekspresji w komórkach strefy infekcji, w których 

obecne s  nici infekcyjne [Journet i wsp. 2001]. Podobny profil ekspresji ma gen 

MtENOD12, podczas gdy aktywacja homologów ENOD12 u innych motylkowatych 

(PsENOD12A, VsENOD12, MsENOD12A) wyprzedza pojawienie si  nici infekcyjnych 

w tych komórkach [Pichon i wsp. 1994; Scheres i wsp. 1990a; Vijn i wsp. 1995; Bauer i 

wsp. 1996]. Inaczej ni  pozostałe białka prolinobogate, ENOD11 i ENOD12 cechuje 

ogólnie niska zawarto  tyrozyny i całkowity brak tego aminokwasu w sekwencjach 

powtórze  bogatych w prolin  [Journet i wsp. 2001]. Uwa a si , taka budowa słu y 

zwi kszeniu porowato ci ciany komórkowej (tyrozyna w białkach prolinobogatych  

bierze udział w tworzeniu wi za  krzy owych). Rozlu nienie struktury ciany w 

komórkach strefy pre- oraz infekcji ma sprzyja  tworzeniu nici infekcyjnej b d  

ułatwia  penetracj  bakterii. 

 

Geny Ps/VsENOD5, GmENOD55, MtENOD16 i MtENOD20 koduj  grup  białek 

równie  zawieraj cych krótkie domeny bogate w (hydroksy)prolin . Ich ekspresja ma 

miejsce w zainfekowanych komórkach (ENOD5 - tak e w komórkach jeszcze nie 

zainfekowanych, ale zawieraj cych nici infekcyjne) [Scheres i wsp. 1990b; de Blank i 

wsp. 1993; Greene i wsp. 1998; Fruhling i wsp. 2000]. Te wczesne noduliny wykazuj  

du e podobie stwo do fitocyjanin, cho  w przypadku białka ENOD5 brak znacznej 

cz ci charakterystycznej dla fitocyjanin globularnej domeny zewn trzkomórkowej 

[Greene i wsp. 1998]. Modelowanie strukturalne wykazało jednak, e 

najprawdopodobniej białka te nie s  zaanga owane w wi zanie miedzi, z uwagi na brak 

kluczowych dla fitocyjanin aminokwasów, tworz cych miejsce wi zania tego atomu. 

Mog  by  natomiast zaanga owane w oddziaływania z innymi komponentami matriks 

zewn trzkomórkowej [Greene i wsp. 1998]. Funkcje poszczególnych białek 

prolinobogatych wci  nie zostały jednak dokładnie okre lone, do czego przyczynia si  

fakt, e koduj ce je geny prawdopodobnie uzupełniaj  si  funkcjonalnie. Tym próbuje 

si  tłumaczy  mi dzy innymi brak objawów fenotypowych u mutanta M. sativa, 

posiadaj cego niefunkcjonalny allel ENOD12 [Csanadi i wsp. 1994]. 

 

Do najwcze niejszych nodulin nale y równie  ENOD40. Gen ten ulega indukcji pod 

wpływem czynnika Nod, a tak e cytokinin. Jego ekspresja w zainfekowanym korzeniu 

poprzedza wyst pienie pierwszych podziałów komórkowych, prowadz cych do 
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powstania primordium [Fang i Hirsch 1998; Compaan i wsp. 2001]. W dojrzałych 

brodawkach transkrypty ENOD40 obserwuje si  w komórkach otaczaj cych wi zki 

przewodz ce brodawki [Yang i wsp. 1993]. Nadekspresja genu ENOD40 powodowała 

wzmo one brodawkowanie transgenicznych M. truncatula, podczas gdy ro liny ze 

zmniejszon  ekspresj  genu miały nieliczne i zmienione brodawki [Charon i wsp. 

1999]. U wielu motylkowatych zidentyfikowano po dwa homologi tego genu 

[Matvienko i wsp. 1994; Fang i Hirsch 1998; Takeda i wsp. 2005, Podkowi ski i wsp. 

dane niepublikowane]. Z reguły jeden z nich wykazuje brak specyficznej indukcji w 

symbiozie b d  te  ich profile ekspresji w brodawkach s  nieco odmienne. Ciekaw  

cech  genów ENOD40 jest brak intronów oraz  brak wspólnych długich ramek odczytu. 

Zidentyfikowano natomiast dwa konserwatywne rejony mRNA, w których zakodowane 

s  bardzo krótkie ramki odczytu: 12 -13 aa w regionie 5’- ko cowym (ORF I) oraz ok. 

24 aa w cz ci centralnej (ORF II) [Matvienko i wsp. 1994; Fang i Hirsch 1998; Takeda 

i wsp. 2005, Podkowi ski i wsp. dane niepublikowane]. Zachowanie tych ramek 

odczytu jest niezb dne do utrzymania aktywno ci biologicznej ENOD40 u lucerny 

[Sousa i wsp. 2001]. Niedawno wykazano aktywno  translacyjn  obu fragmentów 

genu ENOD40 soi w ekstraktach z zarodków pszenicy [Rohrig i wsp. 2002].  Pokazano 

tak e,  e powstałe peptydy wi  si  do białka syntazy sacharozy, przy czym zwi zanie 

krótszego peptydu indukuje aktywno  hydrolityczn , ale nie syntetazow  enzymu 

[Rohrig i wsp. 2002, 2004]. Drugi z peptydów nie jest tak dobrze zachowany u 

wszystkich motylkowatych, co w zasadzie poddaje w w tpliwo  jego udział w 

ogólnym mechanizmie działania ENOD40. Z kolei biochemiczne i komputerowe 

analizy drugorz dowej struktury mRNA dodatkowo wskazuj , e ENOD40 mo e 

działa  jako ryboregulator [Sousa i wsp. 2001; Girard i wsp. 2003]. U M. truncatula 

zidentyfikowano tak e białko MtRBP1, nale ce do białek wi cych RNA, które 

oddziałuje z RNA ENOD40. Wykazano tak e udział RNA ENOD40 w re-lokalizacji do 

cytoplazmy tego j drowego białka [Campalans i wsp. 2004].  

  

A.3. Metabolizm w gla i azotu w dojrzałej brodawce 

 

Znacznikiem fizjologicznym decyduj cym tradycyjnie o zakwalifikowaniu genu do 

grupy wczesnych b d  pó nych nodulin, jest rozpocz cie wi zania azotu [Nap i 

Bisseling 1990]. W procesie tym azot cz steczkowy (N2) ulega wi zaniu i redukcji w 
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bakteroidach przy pomocy bakteryjnego enzymu – nitrogenazy. Nast pnie zostaje 

uwalniany do cytoplazmy komórki gospodarza w formie amoniaku (Rys. 5). 

Charakterystycznym wska nikiem dojrzało ci funkcjonalnej brodawek jest ich ró owe 

zabarwienie, wynikaj ce z produkcji du ej ilo ci białka leghemoglobiny – mo e ona 

stanowi  nawet 30% białek obecnych w zainfekowanych komórkach tkanki 

bakteroidalnej. Leghemoglobiny to białka zawieraj ce hemow  grup  prostetyczn . 

Zazwyczaj kodowane s  przez rodziny genów: u M. truncatula zidentyfikowano ich 6, a 

u L. japonicus i L. luteus - po 3 [Györgyey i wp. 2000; Szczygłowski i wsp. 1997, 

Szybiak-Stró ycka i wsp. 1987]. Od dawna uwa ano, e leghemoglobiny pełni  wa n  

funkcj  w regulacji st enia tlenu cz steczkowego w brodawce, wi c jego nadmiar i 

stopniowo uwalniaj c. W ten sposób st enie tlenu utrzymuje si  na poziomie na tyle 

niskim, aby nie nast piła dezaktywacja kompleksu nitrogenazy, a jednocze nie 

wystarczaj cym do podtrzymania procesów oddechowych bakteroidów i produkcji 

ATP. Tez  t  udokumentowano bezpo rednio stosunkowo niedawno, wyciszaj c 

ekspresj  trzech genów symbiotycznych leghemoglobin w L. japonicus technik  RNAi 

[Ott i wsp. 2005]. Co ciekawe, okazało si , e w takich brodawkach obserwowano 

obni ony poziom mRNA nitrogenazy, jednocze nie nie wykrywaj c białka. Poniewa  

st enie wolnego tlenu w gł bszych partiach brodawki w dalszym ci gu było 

stosunkowo niskie, mo e to znaczy , e symbiotyczne leghemoglobiny pełni  tak e 

inne funkcje poza buforowaniem tlenu (zob. te  podrozdział A.4). Na dodatkow  rol  

tych genów w symbiozie wskazuj  te  doniesienia, e u V. sativa transkrypty 

leghemoglobiny wykryto ju  po 1 godzinie od podania czynnika Nod, cho  gen ten 

uwa any jest za typow  pó n  nodulin  [Heidstra i wsp. 1997].  

 

Uwolniony do cytoplazmy komórki ro linnej amoniak jest wł czany w przemiany 

aminokwasów dzi ki aktywno ci syntetazy glutaminowej (GS, EC 6.3.1.2) oraz 

zale nej od NADH syntazy glutaminianowej (NADH-GOGAT, EC 1.4.1.14). 

Syntetyzowane w cyklu GS/GOGAT kwas glutaminowy oraz glutamina s  dalej 

przekształcane w kwas asparaginowy i asparagin  w reakcjach katalizowanych przez 

aminotransferaz  kwasu asparaginowego (AAT, EC 2.6.1.1) oraz syntetaz  asparaginy 

(AS, EC 6.3.5.4). Amidy te s  jednocze nie podstawowymi transporterami azotu z 

brodawek typu niezdeterminowanego do pozostałych cz ci ro liny (Rys. 5). Analizy 

biochemiczne i molekularne wykazały, e za metabolizm w gla i azotu w brodawkach 

odpowiadaj  głównie brodawkowo-specyficzne lub wzmocnione izoformy tych 
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podstawowych enzymów, kodowanych z reguły przez rodziny wielogenowe [Shi i wsp. 

1997; Hohnjec i wsp. 1999; Trepp i wsp. 1999; Yoshioka i wsp. 1999]. Przykładowo, w  

brodawkach M. sativa zidentyfikowano trzy ró ne izoformy syntetazy glutaminowej, 

dwie cytozolowe i jedn  plastydow , przy czym to głównie cytozolowe izoformy  
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(brodawkowo wzmocniona GS13 oraz GS100) s  zaanga owane w asymilacj  

amoniaku [Temple i wsp. 1995]. Z kolei syntaza glutaminianowa zale na od NADH 

wyst puje przede wszystkim w brodawkach, a jej poziom jest niewykrywalny w 

tkankach zielonych, gdzie dominuje forma enzymatyczna zale na od ferredoksyny 

[Gregerson i wsp. 1993]. Metod  hybrydyzacji in situ okre lono lokalizacj  

transkryptów genów metabolizmu w gla i azotu w niezdeterminowanych brodawkach 

M. sativa [Trepp i wsp. 1999]. W młodych brodawkach najsilniejsza ekspresja tych 

genów ma miejsce w strefie przej ciowej, a w dojrzałych, 33-dniowych organach – 

przede wszystkim w dystalnej cz ci strefy wi zania azotu, gdzie równie  wykrywany 

jest wysoki poziom aktywno ci nitrogenazy. Znacz cy poziom ekspresji genów GS100 i 

AS wykryto równie  w proksymalnej cz ci strefy III, gdzie nie zachodzi ju  wi zanie 

azotu, a tkanka bakteroidalna zaczyna przejawia  pierwsze objawy starzenia. Sugeruje 

to udział tych enzymów w re-mobilizacji i odzyskiwaniu zwi zków azotowych z 

komórek. Jest to równie  zgodne z doniesieniami na temat ich aktywno ci w 

starzej cych si  tkankach zielonych A. thaliana i Asparagus officinalis L [Bernhard i 

Matile 1994; Davies i King 1993]. 

 

W brodawkach zdeterminowanych form  transportow  zwi zanego azotu s  ureidy, 

takie jak alantoina i kwas alantoinowy. U soi kluczowe enzymy w procesie oksydacji 

puryn – urykaza (homotetramer polipeptydu znanego jako nodulina 35) oraz 

alantoinaza, ulegaj  ekspresji w peroksysomach niezainfekowanych komórek tkanki 

bakteroidalnej. Sie  tworzona przez te komórki stanowi tak e drog  transportu 

organicznych zwi zków azotowych do tkanki przewodz cej brodawki, inaczej ni  w 

przypadku ro lin o brodawkach niezdeterminowanych, gdzie amidy s  transportowane 

do wi zek przewodz cych za po rednictwem komórek transferowych. Co ciekawe, 

transkrypty genów homologicznych do urykazy/noduliny 35 zaobserwowano tak e w 

brodawkach niezdeterminowanych M. sativa, a wzorzec ich ekspresji był zbie ny z 

profilem opisanym dla brodawek zdeterminowanych. Wykrycie obecno ci ureidów w 

soku ksylemowym potwierdziło funkcjonalno  tych genów w lucernie [Cheng i wsp. 

2000]. 

 

Asymilacja amoniaku wymaga dostarczenia energii oraz ła cuchów w glowych 

niezb dnych do syntezy aminokwasów. ródłem w gla dostarczanym do brodawek s  

produkty fotosyntezy, głównie sacharoza, która nast pnie jest metabolizowana do 
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szczawiooctanu przy udziale szeregu enzymów, mi dzy 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 w gla w procesie asymilacji amoniaku, ale 

słu y równie  do produkcji innych zwi zków organicznych, np. jabłczanu, niezb dnego 

do podtrzymania metabolizmu bakteroidów (Rys. 5). Syntez  jabłczanu katalizuje 

dehydrogenaza jabłczanowa (MDH, EC.1.1.1.37). Brodawkowo wzmocnione izoformy 

tego enzymu  zidentyfikowano mi dzy innymi u grochu i lucerny [Appels i Haaker 

1988; Miller i wsp. 1998]. Natomiast enzym anhydraza w glanowa (AC, EC 4.2.1.1) 

prawdopodobnie pełni w brodawkach podwójn  funkcj  – uczestniczy w przemianach 

fosfoenolopirogronianu do szczawiooctanu w komórkach strefy wi cej azot, ale tak e 

bierze udział w transporcie gazów maj cym miejsce w cz ci korowej brodawki [Coba 

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

 

A.4. Symbiotyczne wi zanie azotu a inne programy rozwojowe ro liny 

 

Interesuj cy jest fakt, e ekspresj  znacznej cz ci genów uznawanych pierwotnie za 

brodawkowo-specyficzne, wykryto tak e w innych organach ro lin motylkowatych 

(Tab. 1). Co wi cej, w wielu przypadkach zidentyfikowano homologi tych genów u 

innych ro lin, w tym jednoli ciennych. Warto przy tym zauwa y , e obserwacje te 

spowodowały zmian  znaczenia terminu „noduliny”, stworzonego pierwotnie dla 

okre lenia genów brodawkowo – specyficznych [Legocki i Verma 1980]. Obecnie 

powszechnie okre la si  tym mianem tak e geny o ekspresji podwy szonej w 

brodawkach, ale wykrywalnej w innych organach ro liny. Doskonałym tego 

przykładem jest produkt genu ENOD40, którego funkcja nie została dot d ostatecznie 

wyja niona (por. punkt A.2.3). Jego ekspresja jest indukowana ju  kilka godzin po 

inokulacji mikrosymbiontem [Fang i Hirsch 1998], ale wi e si  tak e z rozwojem 

korzeni bocznych, mikoryz  arbuskularn  czy infekcj  paso ytniczym nicieniem 

[Mathesius i wsp. 2000b; Staehelin i wsp. 2001; Favery i wsp. 2002]. Transkrypty 

ENOD40 s  wykrywane w niesymbiotycznych organach, a homologi tego genu wykryto 

mi dzy innymi w tytoniu, pomidorze, kukurydzy i ry u. 
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pki grzybni 

rozwój korzeni bocznych; wczesne etapy 
mikoryzy arbuskularnej 
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�
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od 3 h do 96 h po inokulacji w komórkach 
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zawi
�

zka brodawki 

od 3-6 h po inokulacji w tkankach 
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komórkach kory, w których nast
�

pi lub 
nast

�
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�
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�

cych infekcji 

1-6 h po inokulacji w perycyklu korzenia 
oraz komórkach przyszłego zawi

�
zku 

brodawki 

Produkt  

białko peroksydaza 

białko zawieraj
�

ce 
powtórzenia bogate w 

proliny, przypuszczalnie 
wchodz

�
ce w skład 

�
ciany 

komórkowej 

białko bogate w proliny 

białko bogate w proliny 

prawdopodobnie krótki 
peptyd i / lub ryboregulator 

Nazwa 
genu 

rip1 

ENOD11 

ENOD12 

ENOD5 

ENOD40 

Tabela 1. Ekspresja niektórych genów nodulin w warunkach symbiotycznych i niesymbiotycznych  
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Znane s  geny nodulin ulegaj ce podwy szonej ekspresji równie  w kwiatach albo 

wykazuj ce homologi  do genów specyficznych dla tkanek kwiatu [Szczygłowski i 

Amyot 2003]. Wykryto szereg analogii pomi dzy wydłu aniem nici infekcyjnych w 

symbiozie, a wierzchołkowym wzrostem łagiewki pyłkowej. Symbiotyczne mutanty 

L. japonicus, crinkle, wykazuj  zaburzenia na wczesnym etapie rozwoju nici 

infekcyjnych, ale tak e nieprawidłowy rozwój pyłku i łagiewki pyłkowej [Tansengco i 

wsp. 2003, 2004]. Wskazuje si  na mo liwe podobie stwo mechanizmów regulacji i 

sygnalizacji tych procesów [Szczygłowski i Amyot 2003]. Wyniki bada  Rodriguez-

Llorente i wsp. [2004] prowadzonych na dwóch gatunkach Medicago sugeruj , e w 

rozwój nici infekcyjnych zaanga owana jest maszyneria modyfikacji pektyn i 

degradacji cian komórkowych, niezb dna tak e do prawidłowego kiełkowania 

łagiewki pyłkowej. Według Autorów, geny symbiotycznych poligalakturonaz MtPG3 i 

MsPG3 oraz gen symbiotycznej metylesterazy pektynianowej MtPER mogły powsta  

przez duplikacj  ich niesymbiotycznych homologów, specyficznych dla pyłku (o czym 

wiadczy m. in. wysoki stopie  identyczno ci na poziomie aminokwasowym, podobna 

organizacja genów homologicznych, obecno  w promotorach genów symbiotycznych 

motywu regulatorowego specyficznego dla genów ulegaj cych ekspresji w pyłku oraz 

umiejscowienie genu MtPER wraz z niesymbiotycznymi MtPEF1 i MTPEF2 we 

wspólnym lokus w genomie M. truncatula).  

 

Szczególnie wyra ne s  podobie stwa mi dzy symbiotycznym wi zaniem azotu i 

ewolucyjnie starsz  form  symbiozy - mikoryz  arbuskularn , do której zdolno  

posiada ponad 80% gatunków ro lin. Zarówno dane na temat aktywno ci szeregu 

genów, jak i analizy mutantów (por. punkt A.1.4.) wskazuj  na obecno  wspólnych 

etapów w rozwoju obu rodzajów symbiozy. Podobie stwa si gaj  tak e systemów 

autoregulacji liczby efektywnych infekcji mikrosymbiontem; super-brodawkuj ce 

mutanty soi maj  jednocze nie upo ledzone mechanizmy supresji kolonizacji korzenia 

przez grzyby mikoryzowe [Meixner i wsp. 2005]. St d hipotez , e w trakcie ewolucji 

symbiozy z rizobiami zaadaptowane zostały istniej ce ju  szlaki i mechanizmy aktywne 

w mikoryzie, uznaje si  za bardzo wiarygodn  [Albrecht i wsp. 1999; Kistner i Parniske 

2002; Brewin 2002; Szczygłowski i Amyot 2003]. 

 

W ród genów nodulinowych, które ulegaj  indukcji w trakcie mikoryzy arbuskularnej, 

jest te  leghemoglobina [Vieweg i wsp. 2004]. Po raz kolejny wskazuje to na nowe 
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aspekty działania tej pozornie najlepiej poznanej noduliny. Ponadto liczne ro liny, nie 

tylko motylkowate, posiadaj  geny niesymbiotycznych hemoglobin, o 

niezidentyfikowanej funkcji [Arredondo-Peter i wsp. 1998]. Cz  z nich (tzw. klasa 1), 

z uwagi na zbyt du e powinowactwo do tlenu, nie bierze najprawdopodobniej udziału w 

jego buforowaniu. Zaproponowano, e odgrywaj  one rol  w szlaku odpowiedzi na 

niedotlenienie, w którym indukowana jest produkcja tlenku azotu i wolnych rodników 

[Dordas i wsp. 2003a, 2003b, 2004]. Nie wiadomo na razie, czy symbiotyczne 

leghemoglobiny pełni  dodatkowo podobn  rol  regulatorow  w brodawkach 

korzeniowych.  

 

Odkrywane podobie stwa pomi dzy symbiotycznym wi zaniem azotu, a innymi 

formami interakcji ro lin z mikroorganizmami, reakcjami obronnymi komórki i 

procesami rozwojowymi pokazuj , e podczas ewolucji symbiotycznego wi zania azotu 

zostały wykorzystane i zmodyfikowanie ju  istniej ce mechanizmy, powszechne w 

wiecie ro lin [Hirsch i wsp. 2001]. W wietle tych faktów unikalno  symbiozy z 

rizobiami wydaje si  jeszcze bardziej intryguj ca. 

 

A.5. Symbiotyczne wi zanie azotu w łubinie 

 

Układ symbiotyczny łubiny – bakterie z rodzaju Bradyrhizobium cechuje szereg 

unikalnych wła ciwo ci, takich jak nietypowa budowa brodawek (Rys. 4C.) [Pueppke i 

Broughton 1999]. Ich charakterystyczny kołnierzykowaty kształt jest wynikiem 

wczesnego podziału merystemu brodawki na merystemy boczne. Aktywno  tych 

merystemów powoduje obrastanie korzenia przez rosn c  brodawk . Organogeneza 

brodawek łubinów rozpoczyna si  przez odró nicowanie zewn trznych warstw kory 

korzenia, co jest cech  charakterystyczn  brodawek zdeterminowanych [Golinowski i 

Łotocka 1991; Łotocka i Golinowski 1995]. Równie  przebieg infekcji jest u łubinu 

odmienny – bakterie wnikaj  do wło nika poprzez p kni cia i przerwy w cianie 

komórkowej, a nast pnie, na zasadzie endocytozy, do komórek zawi zka brodawki 

[Tang i wsp. 1993, Łotocka i wsp. 2000]. Nie wyst puje tu strefa infekcji i nie tworz  

si  nici infekcyjne; zaka anie komórek ma miejsce jeszcze przed ustaniem ich 

aktywno ci podziałowej, a w dojrzałych brodawkach nie ma charakterystycznego dla 

brodawek niezdeterminowanych podziału na strefy oraz nie tworzy si  zewn trzna 
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warstwa korowa, tzw. endoderma [Łotocka i wsp. 2000]. Interesuj ce jest równie  to, e 

ro liny z rodzaju Lupinus, s  jedynymi znanymi motylkowatymi nie posiadaj cymi 

zdolno ci do symbiozy z grzybami mikoryzowymi, cho  u niektórych gatunków 

zaobserwowano pewien wzrost strz pek zewn trznych lub wewn trznych grzyba [Oba i 

wsp. 2001].  

 

Dotychczasowe badania symbiotycznego wi zania azotu w łubinie skupiały si  przede 

wszystkim na funkcjonowaniu dojrzałej brodawki. W łubinie ółtym 

scharakteryzowano pod wzgl dem ekspresji w brodawkach, a czasem te  funkcji w 

symbiozie szereg genów, mi dzy innymi leghemoglobiny [Szybiak-Stró ycka i wsp. 

1987], ferrytyny [Stró ycki i wsp. 2003], brodawkowo-specyficzn  syntetaz  

glutaminianow  [Boro  i wsp. 1989], brodawkowo-specyficzn  aminotransferaz  

asparaginy [Goli ska i wsp. 1989] czy nodulin -45 [Szczygłowski i wsp. 1989]. 

Niewiele natomiast wiadomo o molekularnym podło u wczesnych etapów symbiozy w 

łubinie. Poszerzenie wiedzy o szlakach sygnalizacji i najwcze niejszych stadiach 

rozwoju brodawek lupinoidalnych mo e by  oryginalnym uzupełnieniem informacji o 

mechanizmach funkcjonuj cych podczas zawi zywania symbiozy. 

 

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

badaniach rozwoju i funkcjonowania brodawek symbiotycznych 

 

Podstawowym sposobem odpowiedzi organizmów na sygnały wewn trzne i zewn trzne 

jest modulacja ekspresji genów. Dlatego ledzenie zmian w ekspresji genów jest 

u ytecznym narz dziem słu cym odkrywaniu molekularnych podstaw procesów 

biologicznych. Mimo, e ko cowymi produktami ekspresji wi kszo ci poznanych 

genów s  białka, szeroko stosowana jest analiza ekspresji genów na poziomie 

transkryptów - jest to du o prostsze i mniej kosztowne ni  pomiar st enia białek. 

Dodatkowo pozwala to na uzyskanie szeregu istotnych informacji na temat badanych 

procesów, np. przypuszczalnych funkcji genów – zwłaszcza w poł czeniu z analiz  

sekwencji transkryptów. Dzi ki szybkiemu rozwojowi technologii i informatyki oraz 

wynikaj cemu z tego post powi w technikach sekwencjonowania DNA, w ostatnich 

dwóch dziesi cioleciach dokonał si  prawdziwy przełom w tej dziedzinie. Obok 

tradycyjnych metod umo liwiaj cych analiz  ekspresji pojedynczych genów, takich jak 
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hybrydyzacja northern, hybrydyzacja kropkowa (ang. dot blot) czy test ochrony przed 

nukleaz  (ang. nuclease protection assay), pojawiły si  techniki pozwalaj ce na analiz  

porównawcz  nawet całego transkryptomu. S  one oparte o komputerow  analiz  

sekwencji (np. elektroniczny northern sekwencji EST lub SAGE), analiz  fragmentów 

(np. amplifikacja ró nicowa) b d  hybrydyzacj  (np. hybrydyzacja ró nicowa, 

hybrydyzacja subtrakcyjna, makro- i mikromacierze DNA). 

 

Zasadniczym celem takich masowych analiz jest próba identyfikacji puli genów, 

podlegaj cych pozytywnej b d  negatywnej regulacji. To z kolei stanowi wskazówk  

do odkrycia kluczowych dla badanego procesu szlaków i zale no ci. Poniewa  wzorce 

ekspresji wielu genów w trakcie rozwoju i funkcjonowania brodawek s  dramatycznie 

ró ne od profili ekspresji w korzeniu, co opisano w poprzednich podrozdziałach, 

analizy ró nicowe s  z du ym powodzeniem wykorzystywane do identyfikacji nowych 

genów nodulin w ro linach motylkowatych. Poni ej przedstawiono pokrótce te metody, 

które przyczyniły si  do znacz cego wzrostu wiedzy na temat molekularnych podstaw 

brodawkowania. 

 

A.6.1. Hybrydyzacja subtrakcyjna 

 
Hybrydyzacja subtrakcyjna jest odmian  hybrydyzacji ró nicowej, która polega na 

przeszukaniu puli sond cDNA dwiema próbami pochodz cymi z tkanki badanej i 

kontrolnej, a nast pnie porównywaniu intensywno ci sygnałów otrzymanych dla ka dej 

z sond. Geny, dla których wykazane zostan  istotne ró nice w intensywno ci sygnałów, 

s  typowane na ulegaj ce regulacji w badanym procesie. Hybrydyzacja ró nicowa jest 

do  skuteczn  metod  w przypadku genów ulegaj cych silnej ekspresji, jednak dla 

genów wyra anych na niskim poziomie jej czuło  jest niewystarczaj ca. Subtrakcja 

pozwala na zwi kszenie czuło ci przeszukiwania przez wzbogacenie próby w 

transkrypty ulegaj ce ró nicowej ekspresji, na etapie poprzedzaj cym znakowanie 

[Sargent i Dawid 1983; Wang i Brown 1991]. Efekt ten uzyskuje si  przez wst pn  

hybrydyzacj  jednoniciowego cDNA, otrzymanego na matrycy mRNA z tkanki 

badanej, do mRNA pochodz cego z tkanki kontrolnej. Frakcja cDNA, dla której w puli 

kontrolnego mRNA nie ma komplementarnych transkryptów, nie tworzy dupleksów i 

jest nast pnie oddzielana od hybryd cDNA-RNA, np. na kolumnie hydroksyapatytowej. 

Po hybrydyzacji biblioteki cDNA z tak przygotowan  prób  otrzymuje si  sygnał 
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wył cznie od klonów reprezentuj cych geny ulegaj ce znacz co podwy szonej 

ekspresji w  badanej tkance w porównaniu z tkank  kontroln . Minusem tej metody jest 

konieczno  zastosowania du ych ilo ci wyj ciowego materiału, a tak e 

jednokierunkowo  badanych zmian – w procesie subtrakcji próba wzbogacana jest 

tylko w cDNA specyficzne dla jednego z porównywanych procesów. Poszukiwanie 

genów ulegaj cych negatywnej regulacji wymaga zatem odr bnej, odwrotnej subtrakcji. 

Dodatkowo, kilkuetapowy proces subtrakcji i oczyszczania próby stwarza ryzyko utraty 

tych cDNA, które wyst puj  w niewielkiej ilo ci kopii. Niemniej hybrydyzacja 

subtrakcyjna okazała si  cennym narz dziem w badaniu symbiotycznego wi zania 

azotu, mi dzy innymi u G. max, V. faba i M. truncatula [Kouchi i Hata 1993; Purlick i 

Puhler 1993; Cook i wsp. 1995]. W ten sposób na przykład zidentyfikowano w bobie 

szereg homologów wcze niej poznanych genów nodulin (PsENOD2, PsENOD3, 

PsENOD5, PsENOD12, MsNOD25, leghemoglobiny), oraz brodawkowo specyficzne 

homologi syntazy sacharozy i syntetazy asparaginy. [Purlick i Puhler 1993]. Przede 

wszystkim jednak hybrydyzacja subtrakcyjna pozwoliła na wyizolowanie szeregu 

nowych genów nodulin, ulegaj cych ekspresji na wczesnych etapach brodawkowania, 

kiedy zawi zki brodawek nie s  jeszcze widoczne. Przykładem mo e tu by  

zidentyfikowanie nowej noduliny w subtrakcyjnej bibliotece z korzeni M. truncatula, 

wzbogaconej w cDNA specyficzne dla wczesnych stadiów brodawkowania (48 i 108 

hpi) [Cook i wsp. 1995]. Odkryty gen, nazwany rip1, koduje białko peroksydaz  i ulega 

przej ciowej ekspresji na etapie preinfekcji (por. punkt A.2.3). W innym 

eksperymencie, równie  u M. truncatula, zidentyfikowano 29 nowych genów nodulin, 

mi dzy innymi MtN13 i MtN6 (koduj ce białka homologiczne do genów odpowiedzi 

obronnej) oraz MtN1 (ulegaj cy ekspresji na etapie preinfekcji w primordiach i w strefie 

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

 

A.6.2. Wyszukiwanie zimnych łysinek 

 

Innym sposobem identyfikacji genów na podstawie ekspresji ró nicowej jest 

poszukiwanie zimnych łysinek (ang. cold plaque screnning). Metoda ta, opisana na 

pocz tku lat dziewi dziesi tych, jest alternatywnym do hybrydyzacji subtrakcyjnej 

podej ciem, pozwalaj cym na identyfikacj  transkryptów o niskiej ekspresji [Hodge i 

wsp. 1992]. Bazuje ona na wst pnej selekcji takich klonów (reprezentowanych przez 

łysinki fagowe), dla których nie mo na wykry  sygnału po hybrydyzacji z sond  
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pochodz c  z tego samego materiału, co przeszukiwana biblioteka. Wyselekcjonowane 

z takich „zimnych” łysinek klony poddaje si  amplifikacji PCR, a nast pnie prowadzi 

si  ich dalsz  analiz , np. przy pomocy hybrydyzacji northern. Metod  poszukiwania 

zimnych łysinek, sam  b d  w kombinacji z hybrydyzacj  ró nicow , zastosowano do 

identyfikacji genów M. sativa, regulowanych w trakcie symbiozy z S. meliloti, co 

zaowocowało identyfikacj  szeregu genów nodulin [Frugier i wsp. 1998, 2000; 

Jimenez-Zurdo i wsp. 2000]. Sekwencje produktów kodowanych przez niektóre z nich 

(np. białka zawieraj cego motyw palca cynkowego, białka z domen  kinazow  czy 

homologu supresora nerczaka zarodkowego) sugeruj , e geny te mog  odgrywa  rol  

regulatorow  w szlakach sygnalizacji indukowanych w czasie symbiozy. 

 

A.6.3. Amplifikacja ró nicowa 

 

Metoda amplifikacji ró nicowej (ang. differential display) została opisana na pocz tku 

lat dziewi dziesi tych ubiegłego wieku [Liang i Pardee 1992]. Polega ona na 

równoległej amplifikacji RT PCR transkryptów pochodz cych z tkanki badanej i 

kontrolnej. Na etapie odwrotnej transkrypcji stosuje si  cztery pule zmodyfikowanych 

starterów oligo(dT), ró ni cych si  ko cami 3’, a do amplifikacji u ywa si  tych 

samych starterów oraz arbitralnie zaprojektowanych starterów 10-nukleotydowych. 

Wyznakowane radioaktywnie w czasie PCR produkty amplifikacji s  rozdzielane w 

elu poliakrylamidowym, a organospecyficzne produkty s  identyfikowane poprzez 

porównywanie wzorów pr ków na elach dla obu badanych tkanek. Amplifikacja 

ró nicowa zyskała uznanie przede wszystkim z uwagi na niewielk  ilo  wyj ciowego 

materiału potrzebnego do amplifikacji oraz fakt, e czuło  metody nie jest zale na od 

poziomu ekspresji genu. Oznacza to mo liwo  identyfikacji tak e tych genów, które 

ulegaj  ekspresji na bardzo niskim poziomie. Jednak wi e si  ona równie  z 

trudno ciami polegaj cymi na du ej ilo ci fałszywie pozytywnych wyników 

(artefaktów) oraz kłopotach w sekwencjonowaniu i identyfikacji wyci tych z elu, 

cz sto zanieczyszczonych, fragmentów [Lievens i wsp. 2001]. Dodatkowo, podobnie 

jak hybrydyzacja subtrakcyjna i wyszukiwanie zimnych łysinek, nie jest to metoda 

ilo ciowa. 

 

Amplifikacj  ró nicow  stosowano kilkakrotnie do identyfikacji genów specyficznych 

brodawkowo u S. rostrata, L. japonicus i M. truncatula [Goormachtig i wsp. 1995; 
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Szczygłowski i wsp. 1997; Nieble i wsp. 1998].  Tak e w Pracowni Biologii 

Molekularnej Ro lin IChB PAN w Poznaniu u yto tej metody do poszukiwania 

specyficznych-brodawkowo genów z L. luteus [ widerski i wsp. 2000]. Zaowocowało 

to identyfikacj  12 takich produktów, z czego dla czterech okre lono kompletn  lub 

cz ciow  sekwencj  cDNA oraz profil ekspresji w trakcie brodawkowania. Trzy z nich 

to pó ne noduliny, których funkcji nie zidentyfikowano. Czwarty – gen desaturazy 

stearoilo-ACP – ulega ekspresji od 9 dpi (dni po inokulacji) i mo e by  zaanga owany 

w tworzenie błon retikulum endoplazmatycznego oraz błony 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 uzyskane przez jednokrotne 

sekwencjonowanie ich ko ców. Dzi ki łatwo ci otrzymywania, tworzenie bibliotek 

EST stało si  alternatyw  dla projektów sekwencjonowania genomów, w szczególno ci 

du ych i cz sto poliploidalnych genomów ro linnych. Oparte o komputerow  analiz  

badanie cz sto ci wyst powania sekwencji EST uzyskanych z bibliotek pochodz cych z 

ró nych organów czy tkanek, zwane elektronicznym northernem, okazało si  

skutecznym podej ciem do analizy ekspresji genów in silico. W analizach wykorzystuje 

si  sekwencje pochodz cych z nie znormalizowanych i nie poddanych subtrakcji 

bibliotek, a trafno  takich przewidywa  zwi ksza si  oczywi cie wraz ze wzrostem 

ilo ci danych, a zatem zale y od poziomu ekspresji genu oraz liczby wygenerowanych 

sekwencji EST dla danej biblioteki [Rafalski i wsp. 1998]. St d, w przypadku ro lin 

motylkowatych, elektroniczny northern mo e mie  obecnie najwi ksze zastosowanie w 

badaniu G. max, M. truncatula oraz L. japonicus [Ramirez i wsp. 2005; Journet i wsp. 

2002; Fedorova i wsp. 2002], dla których w bazach sekwencji Gene Indices (TIGR) i 

GenBank (NIH) notuje si  obecnie najwi ksz  ilo  sekwencji z ró norodnych bibliotek 

cDNA. 

 

Potencjał tej metody obrazuje bardzo dobrze analiza przeprowadzona przez Fedorov  i 

wsp. [2002], na około 141 000 sekwencji z M. truncatula, zdeponowanych w bazie 

MtGI  (obecnie jest ich ju  ponad 226 000). Stosuj c operatory logiczne, Autorzy 

wyekstrahowali z tej puli 340 sekwencji EST wyst puj cych wył cznie w bibliotekach 
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pochodz cych z brodawek symbiotycznych w ró nych stadiach rozwoju, w co najmniej 

dwóch powtórzeniach. Cz  z nich opisano po raz pierwszy, mi dzy innymi 6 

kontigów zło onych z 3-14 fragmentów koduj cych produkty białkowe o wysokiej 

homologii do kalmodulin. Analiza ich sekwencji aminokwasowych wykazała jednak 

obecno  niespotykanego u tego typu białek peptydu sygnalnego na ko cu N oraz 

mniejszej liczby kompletnych domen wi cych jony Ca2+, co sugeruje ich inn  

lokalizacj  komórkow  i wyspecjalizowan  funkcj . Weryfikacja profilu ekspresji 91 

genów przy pomocy makromacierzy DNA i hybrydyzacji kropkowej potwierdziła 

skuteczno  selekcji dla genów reprezentowanych przez co najmniej 6 sekwencji EST, 

podczas gdy dla mniej licznych grup wyniki nie zawsze były zgodne. Potwierdza to 

zasadno  wyboru jak najwi kszych  bibliotek EST do tego typu analiz. 

 

A.6.5. Makro- i mikromacierze DNA 

 

Równolegle z generowaniem bibliotek EST bardzo cz sto prowadzone s  badania 

ekspresji z zastosowaniem macierzy DNA, czyli uporz dkowanego zestawu sond 

reprezentuj cych analizowane klony, unieruchomionych na stałym no niku. Macierz 

jest poddawana hybrydyzacji z komplementarnymi cz steczkami DNA (cDNA) lub 

RNA (cRNA), zawartymi w próbie otrzymanej na matrycy transkryptów 

wyizolowanych z wybranego organu b d  tkanki. W przypadku radioaktywnie 

znakowanych prób, najpowszechniej dot d stosowanych, sondy DNA (plazmidy z 

insertami cDNA lub produkty amplifikacji PCR) umieszczane s  na błonach 

nylonowych lub nitrocelulozowych. Przygotowanie takich macierzy DNA jest mo liwe 

nawet przy u yciu standardowego wyposa enia laboratoryjnego (pipeta lub replikator 

dopasowany do płytek mikrostudzienkowych), co sprawia, e jest to technika łatwa do 

wdro enia. Jednak z uwagi na du e rozmiary otrzymywanych macierzy (wynikaj ce ze 

sposobu nanoszenia sond, wła ciwo ci podło a oraz konieczno  zachowania odległo ci 

pomi dzy sondami, co ma zapobiec nakładaniu si  sygnałów), podej cie to stosuje si  

do analiz kilkuset, maksymalnie kilku tysi cy genów jednocze nie - s  to 

makromacierze DNA. Miniaturyzacj  procesu umo liwiło zastosowanie nowoczesnych 

technologii – od około dziesi ciu lat rozwija si  metoda analizy ekspresji przy u yciu 

mikromacierzy DNA [Schena i wsp. 2005], gdzie sondy w postaci produktów 

amplifikacji PCR lub krótkich syntetycznych oligonukleotydów, nanoszone s  z du  

g sto ci  na szklane podło e pokryte odpowiednim no nikiem (polilizyna, aminosilany, 
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aldehydy i inne). G ste upakowanie (do kilkudziesi ciu tysi cy sond na mikromacierzy) 

oraz fluorescencyjne znakowanie próby pozwala na przeprowadzenie reakcji 

hybrydyzacji w obj to ci nawet kilkudziesi ciu mikrolitrów buforu hybrydyzacyjnego, 

a detekcja laserowa z zastosowaniem systemów wzmacniania sygnału zapewnia wysok  

czuło  reakcji. Co wi cej, w przypadku mikromacierzy cDNA, zastosowanie 

odpowiednio dobranej pary fluoroforów (np. Cy3 i Cy5) i długo ci fal wzbudzenia 

laserem, pozwala na hybrydyzowanie jednocze nie dwóch prób do pojedynczej 

mikromacierzy. Takie post powanie znacz co podnosi jako  analiz ró nicowych, bo 

wyklucza ró nice w intensywno ci sygnałów powodowane naniesieniem odmiennych 

ilo ci sondy b d  zmian  warunków hybrydyzacji. Wprawdzie obróbka i analiza 

olbrzymiej ilo ci danych uzyskanych przy pomocy mikromacierzy cDNA wymaga 

zastosowania specjalnego oprogramowania, ale ma to równie  tak  zalet , e dost pne 

s  aplikacje pozwalaj ce na integrowanie wyników z szeregu eksperymentów i 

grupowanie genów pod k tem zbli onych  profili ekspresji oraz - co za tym cz sto idzie 

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

 

Technika macierzy DNA jest coraz powszechniej wykorzystywana do analizy 

brodawkowania i symbiotycznego wi zania azotu u motylkowatych. Tylko w 2004 roku 

opublikowano poka n  ilo  prac opartych o te techniki, przy czym wi kszo  dotyczy 

ro lin modelowych, dla których projekty sekwencjonowania genomu s  daleko 

zaawansowane oraz dost pna jest du a 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 i wsp. 2004; Colebatch i wsp. 2004]. W przypadku 

M. truncatula szerokie zastosowanie znajduj  bli niacze makro- i mikromacierz 

Mt6k-RIT, zawieraj ce po 5 648 sond cDNA, reprezentuj cych geny ulegaj ce 

ekspresji w korzeniach nieinfekowanych oraz w ró nych rodzajach symbiozy. Macierze 

te nadaj  tak e do bada  porównawczych symbiotycznego wi zania azotu i mikoryzy 

arbuskularnej [Kuster i wsp. 2004]. Ich u ycie zaowocowało wst pn  identyfikacj  

kilkuset genów o ekspresji zmienionej w trakcie symbiozy z S. meliloti oraz 

kilkudziesi ciu genów, które mog  by  wa ne w obu rodzajach interakcji 

symbiotycznych. W ród nich znalazło si  szereg genów o potencjalnych funkcjach 

regulatorowych [Manthey i wsp. 2004; Yahyaoui i wsp. 2004]. Równie  dla 

L. japonicus profilowanie ekspresji przy u yciu macierzy cDNA przyniosło 

identyfikacj  du ej ilo ci genów ulegaj cych podwy szonej ekspresji w czasie infekcji 
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rizobiami b d  specyficznych dla tego etapu. W ród nich znalazło si  wiele nowych 

potencjalnych nodulin, reprezentuj cych tak ró ne procesy komórkowe jak: transport 

błonowy, reakcje obronne, synteza i odpowied  na fitohormony, sygnalizacja, synteza 

cian komórkowych czy regulacja transkrypcji [Kouchi i wsp. 2004; Colebatch i wsp. 

2004]. Macierze DNA wykorzystuje si  równie  do analiz transkryptomów 

symbiotycznych mutantów, w celu identyfikacji szlaków transdukcji sygnału i 

mechanizmów regulacji brodawkowania [Suganuma i wsp. 2004; El Yahyaoui i wsp. 

2004]. Warto tak e wspomnie  o pionierskiej pracy Barnett i wsp. [2004], gdzie 

wykorzystano wspóln  mikromacierz oligonukleotydow  do jednoczesnej analizy 

transkryptomów obu partnerów symbiozy, w układzie M. truncatula – S. meliloti.  
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B. CELE I ZAŁO ENIA PRACY 

 

Niniejsza rozprawa po wi cona jest charakterystyce oddziaływa  symbiotycznych 

łubinu w skolistnego z bakteriami Bradyrhizobium japonicum bv. genistareum WM9. 

Celem pracy była identyfikacja genów ro linnych zaanga owanych w ustanowienie 

tych oddziaływa  oraz w rozwój i funkcjonowanie brodawek korzeniowych, oraz 

charakterystyka czasowych zmian ekspresji tych genów w symbiozie. 

 

Na szczegółowe zało enia pracy składaj  si : 

- selekcja genów o ekspresji modulowanej w symbiozie poprzez analiz  

ró nicow  cDNA ze znormalizowanej biblioteki z korzeni łubinu 

w skolistnego infekowanych mikrosymbiontem; 

- otrzymanie zestawu cDNA markerowych reprezentuj cych geny zwi zane z 

tworzeniem i funkcjonowaniem brodawek, sygnalizacj  w symbiozie oraz 

geny odpowiedzi na czynniki stresowe poprzez i) losowy wybór klonów 

cDNA z ww. biblioteki oraz ii) amplifikacj  RT PCR, w oparciu o dane 

sekwencyjne genów z innych ro lin; 

- cz ciowe okre lenie sekwencji nukleotydowych otrzymanych klonów 

cDNA i ich analiza komputerowa; 

- konstrukcja makromacierzy cDNA i analiza zmian ekspresji otrzymanych 

genów w symbiozie; 

- weryfikacja uzyskanych profili ekspresji poprzez analiz  northern kilku 

klonów cDNA; 

- próba okre lenia całkowitej sekwencji cDNA wybranych genów. 

 

W 2003 roku opublikowano doniesienia o identyfikacji prawdopodobnych receptorów 

bakteryjnego czynnika Nod. Poznanie procesu ewolucji koduj cych je genów oraz 

sposobu i specyfiki oddziaływa  receptorów z cz steczkami czynnika Nod mo e 

okaza  si  pomocne w zrozumieniu, dlaczego zdolno  do symbiozy z rizobiami 

wykształciła si  u tak w skiej grupy ro lin nasiennych. St d jako dodatkowe zadanie 

przyj to konstrukcj  drzewa filogenetycznego genu receptora NFR5 obejmuj c  ró ne 

gatunki rodzaju Lupinus oraz pokrewnych gatunków i porównanie go z drzewami 

uzyskiwanymi dla genów nie zwi zanych z symbiotycznym wi zaniem azotu. 
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C. MATERIAŁY I METODY 

 

C.1. Wykaz stosowanych materiałów i odczynników 

 

C.1.1. Materiał biologiczny 

 
C.1.1.1. Ro liny 

Nasiona pochodziły z nast puj cych ródeł: 

 

HR Smolice O/Przeb dowo 

L. angustifolius, var. EMIR 

 SHR Wiatrowo 

L. luteus, var. VENTUS 

 INIAP, Ekwador  - dzi ki uprzejmo ci Gustavo Bernal’a 

L. mutabilis 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazylia – dzi ki uprzejmo ci 

Marii Teresy Schifino Wittmann 

 L. quadraticus 

University of Oxford, Wielka Brytania – dzi ki uprzejmo ci Colina Hughes’a 

 L. sp CEH 2001 

United States Department of Agriculture, USA – dzi ki uprzejm ci Clarence 

Coyne 

 pozostałe gatunki 

 

C.1.1.2. Szczepy bakteryjne 

Escherichia coli SOLR
® – e14–(McrA–) (mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC 

recB recJ uvrC umuC::Tn5 (Kanr) lac gyrA96 relA1 thi-1 endA1 R [F´ proAB 

lacIqZ M15] Su–  (Stratagene) 

szczep u yty do przygotowania znormalizowanej biblioteki cDNA 115/2 

 

Escherichia coli INV F´ - F´ endA1 recA1 hsdR17 (rk-, mk+) supE44 thi-1 

gyrA96 relA1 80lacZ M15 (lacZYA-argF)U169 - (Invitrogen) 
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Bradyrhizobium japonicum  bv. genistaerum WM9 – szczep wyizolowany z 

brodawek łubinu ółtego zebranego na terenie Roztocza, otrzymano od prof. W. 

Małek (UMCS, Lublin) 

 

C.1.1.3. Wektory plazmidowe 

pBluescript SK (+/-)  - pochodna pUC19, wektor u yty do przygotowania 

znormalizowanej biblioteki cDNA 115/2. Zawiera: ColE1 ori, f1 ori, promotory 

polimeraz T3 i T7, promotor lac z fragmentem sekwencji koduj cej lacZ, 

umo liwiaj cy przeprowadzenie testu -komplementacji w celu selekcji 

rekombinantów, gen oporno ci na ampicylin , miejsce wielokrotnego 

klonowania 

 

pCR
®
2.1 – zawiera  pUC ori, f1 ori, promotor polimerazy T7, promotor lac z 

fragmentem lacZ � , koduj cym 146 aa -galaktozydazy, umo liwiaj cy 

przeprowadzenie testu -komplementacji w celu selekcji rekombinantów, geny 

oporno ci na ampicylin  i kanamycyn , miejsce wielokrotnego klonowania 

(Invitrogen) 

 

pGEM
®
-T  i pGEM

®
-T Easy – zawieraj  f1 ori, promotory polimeraz T7 i SP6, 

miejsce wielokrotnego klonowania, gen oporno ci na ampicylin , operon lacZ, 

umo liwiaj cy przeprowadzenie testu -komplementacji w celu selekcji 

rekombinantów 

 

C.1.1.4. AFGC Microarray Control Set 

Zestaw kontrolny składaj cy si  z 18 plazmidów zawieraj cych fragmenty genów nie 

pochodz cych z ro lin uzyskano z  The Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).  

 

W pracy wykorzystywano 11 plazmidów z zestawu AFGC Microarray Control Set 

(Tab. 2). 
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Klon ID 
Numer 
dost

�
pu 

Wycinek 
zdeponowanej 

sekwencji 
Wektor Poli(A) 

BT B. thuringiensis cry1Ac U89872 415-2225 nt pBluescript II SK x 

GFP Green Fluorescent Protein AF078810 1603-2319 nt pGEM-T x 

Globin Globin NM_000518 50-523 nt pBluescript II SK x 

GUS beta-glucuronidase (uidA) A00196 284-2151 nt pBluescript II SK x 

HPH hygromycin B phosphotransferase K01193 199-1251 nt pBluescript II SK x 

Luc Luciferase X65316 102-1754 nt pBluescript II SK x 

BAR Phosphinothricin acetyl transferase X17220 94-535 nt pGEM-T Easy x 

nptII 
kanamycin/neomycin 
phosphotransferase 

V00618 142-953 nt pGEM-T Easy x 

Sp1 B-cell receptor prot. (IMAGE:1420858) AF126021 270-1416 nt pBluescript II SK 18 nt 

Sp2 Myosin heavy chain (IMAGE:1593605) X13988 5049-6032 nt pBluescript II SK 19 nt 

Sp4 
Insulin-like growth factor 

(IMAGE:1576490) 
X07868 3259-4037 nt pBluescript II SK 18 nt 

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

 

C.1.1.5. Znormalizowana biblioteka cDNA 

 

Znormalizowana biblioteka cDNA 115/2 została przygotowana przez dr J. 

Podkowi skiego (IChB PAN, Pozna ) z korzeni i brodawek łubinu w skolistnego 

odmiany EMIR, infekowanych szczepem B. japonicum bv. genistaerum WM9. Do 

sporz dzenia biblioteki u yto RNA wyizolowany z materiału zebranego 7- 14- i 21- dni 

po infekcji i wymieszany w stosunku 1:1:1. W trakcie syntezy do cDNA doł czono 

przez ligacj  sekwencje adapterowe, umo liwiaj ce pó niejsz  amplifikacj  i 

klonowanie cDNA. Sekwencja (5’ ATACGACTCACTATAGGGCTCGAG 3’) 

bezpo rednio graniczy z ko cem 5’ ka dego insertu. Sekwencja 

(5’ AGTACTCTGCGTTGTTACCACTGCT 3’) graniczy bezpo rednio z ko cami 3’ 

insertów. Startery komplementarne do tych odcinków adapterowych to odpowiednio: 

LAVecF i LAVecR. Normalizacj  przeprowadzono w oparciu o procedur  opisan  

przez [Ko 1990], bez etapu fragmentacji DNA, osi gaj c co najmniej 

kilkudziesi ciokrotn  redukcj  ró nicy w st eniu wysoko- i niskoreprezentowanych 

transkryptów [Kisiel i wsp. 2004]. Znormalizowany cDNA wklonowano do wektora 

fagemidowego ZAP II XR (Stratagene), a nast pnie wyintegrowano plazmidowy DNA 
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z insertami. Uzyskana biblioteka 115/2 zawiera niefrakcjonowany cDNA o redniej 

długo ci insertu 1 kb. Miano biblioteki wynosi 20x103 cfu/ml, z czego 70 % stanowi  

rekombinanty z insertem cDNA.  

 
C.1.2. Enzymy 

 

Enzym* Producent 

Polimeraza Taq DNA  Fermentas 

Ligaza DNA T4 Fermentas 

Terminalna transferaza deoksynukleotydylowa (TdT) Fermentas 

Odwrotna transkryptaza M-MuLV  Fermentas 

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

 

C.1.3. Zestawy do wykonywania reakcji 

 

Nazwa zestawu Przeznaczenie Producent 

RNeasy Plant Mini Kit Izolacja całkowitego RNA z ro
�
lin QIAGEN 

DNeasy Plant Mini Kit Izolacja genomowego DNA z ro
�
lin QIAGEN 

QIAprep Spin Miniprep Kit Izolacja plazmidowego DNA QIAGEN 

QIAquick Gel Extraction Kit Izolacja DNA z 
�
elu agarozowego QIAGEN 

QIAquick PCR Purification Kit Oczyszczanie produktów PCR QIAGEN 

MinElute 96 UF PCR Purification Kit 
Oczyszczanie produktów PCR w systemie 

mikropłytek 
QIAGEN 

BigDye® Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing Kit 
Sekwencjonowanie DNA Applied Biosystems 

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA 

Synthesis Kit 
Znakowanie ss cDNA Fermentas 

HexaLabel™ DNA Labeling Kit Znakowanie ds DNA Fermentas 

TA Cloning® Kit Klonowanie DNA do wektora PCR® 2.1 Invitrogen 

 
Tabela 4. Lista u

�
ywanych zestawów do wykonywania reakcji 
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C.1.4. Markery długo ci DNA 

 

Marker Producent 

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Fermentas 

MassRuler™ DNA Ladder, Mix, ready-to-use Fermentas 

 
Tabela 5. Lista u

�
ywanych markerów długo � ci DNA 

 

C.1.5. Oligonukleotydy 

 
Startery oligonukleotydowe pochodziły z IBB PAN lub SIGMA-ARK GmbH. 

Liofilizowany DNA rozpuszczano w dejonizowanej sterylnej wodzie. Przygotowane 

porcje 100 M przechowywano w -20 ˚C  i u ywano do sporz dzania roztworów 

reakcyjnych. 

 

C.1.5.1. Startery uniwersalne 

 

Nazwa Sekwencja (5’ �  3’) 
Temperatura 

topnienia* 

JP203 CGGCCAGTGAATTGTAATACG 53,9 ˚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 GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTT 61,4 ˚C 

RACE-FS GGCCACGCGTCGACTAGTAC 60,1 ˚C 

 
Tabela 6. Lista wykorzystanych starterów  uniwersalnych 
* Temperatur

�
 topnienia obliczano wg programu OligoAnalyzer 3.0 (IDT) 
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C.1.5.2. Startery do amplifikacji i sekwencjonowania indywidualnych klonów  

 

Nazwa Sekwencja (5’ �  3’) 
Temperatura 

topnienia* 

2072F TGGTTGACATTGTACGCGAGT 56,8 ˚C 

224F GTAAGCAACTCCAACAGAACC 53,8 ˚C 

225F GGTTCTGTTGGAGTTGCTTAC 53,8 ˚C 

43RACE0 GGAAACACCCCAATATATTGAA 506 ˚C 

43RACE1 GGTTACATGTTCCTAAGTCT 49,0 ˚C 

43RACE2 CAACCTATTCCTATTGAACTCAA 50,4 ˚C 

43RACE3 GCAAAGCATCCCACCAAGTA 55,6 ˚C 

AZ_28 GGAGACAGAATCAAGTGAATGATACTCA 56,2 ˚C 

F1NFR1 TGTGATNTAGCYYTAGCTTCNTA 53,1 ˚C 

LA001 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 

LA010F 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 54,7 ˚C 

M_PEPC_002 CTBCGHGCDATHCCWTGGATCTTTGC 61,2 ˚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 starterów  specyficznych do poszczególnych sekwencji 
* Temperatur

�
 topnienia obliczano wg programu OligoAnalyzer 3.0 (IDT). W przypadku starterów o zdegenerowanej 

sekwencji podano 
�
redni

�
 temperatur

�
 topnienia. 
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C.1.6. Inne materiały i odczynniki 

 

Nazwa Producent 

[
� 32P]dCTP 3000Ci/mmol ICN Biomedicals 

[
� 33P]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 dro
�
d

�
owy 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 �
-merkaptoetanol Sigma 

Ekran wzmacniaj
�

cy Storage Phosphor Screen Kodak, Amersham Biosciences 

Kaseta do radiografii Molecular Dynamics 

 
Tabela 8. Lista innych wykorzystanych materiałów i odczynników 
 
Pozostałe odczynniki pochodziły z POCh SA oraz z Sigma 
 

C.1.7. Po ywki 

 

C.1.7.1. Po ywki do hodowli bakterii 

Podło a stałe miały skład identyczny jak płynne i zawierały dodatkowo agar w st eniu 

15 g/l. Po ywki po rozpuszczeniu składników sterylizowano przez 20 min w temp. 

121 ˚C, pod ci nieniem 1,5 bar. Gotowe po ywki przechowywano w temp. 4 ˚C. 

 

LB do hodowli E. coli: 

 
NaCl     10 g/l 

Baktotrypton    10 g/l 

Ekstrakt dro d owy   5 g/l 
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SOC do hodowli E. coli po transformacji: 

  wg [Sambrook i Russel 2001] 

 
YMB do hodowli Bradyrhizobium japonicum.: 

  
  K2HPO4    0,5 g/l 

  MgSO4    0,1 g/l 

  NaCl     0,1 g/l 

  Mannitol    10 g/l 

  Ekstrakt dro d owy   0,4 g/l 

 
C.1.7.2. Po ywka do hodowli ro lin 

 

St
� �

enie ko � cowe 
Roztwór Zwi

�
zek 

Ro
�
l. nieinfekowane Ro

�
l. infekowane 

A2 MgSO4 2,0 mM 2,0 mM 

FeSO4 0,1 mM 0,1 mM 
B 

Na2EDTA 0,1 mM 0,1 mM 

C CaCl2 1,7 mM 1,7 mM 

MnSO4 83,0 � M 83,0 � M 

MnCl2 23,0 � M 23,0 � M 

KJ 5,0 � M 5,0 � M 

ZnSO4 30 � M 30 � M 

CoCl2 0,1 � M 0,1 � M 

CuSO4 0,32 � M 0,32 � M 

H3BO3 100 � M 100 � M 

EPF 

Na2MoO4 1,0 � M 1,0 � M 

D KNO3 10 mM - 

I NH4H2PO4 2,0 mM - 

J Ca(NO3)2 2,1 mM - 

A3 K2SO4 - 4,9 mM 

A4 KCl - 1,3 mM 

F KH2PO4 - 2,0 mM 

Tabela 9. Roztwory u
�

ywane do sporz � dzenia po
�

ywki do hodowli ro � lin (wg. P. Stró
�
yckiego, IChB PAN ) 
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Po ywk  przechowywano w 4 ˚C w postaci roztworów st onych stu- lub 

dwustukrotnie, które rozcie czano i mieszano bezpo rednio przed podlaniem ro lin. 

 

C.1.8. Roztwory 

 

C.1.8.1. Roztwory do izolacji całkowitego RNA z  ro lin 

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

min. 

 

GHCH, pH 7,0 

 

  Chlorowodorek guanidyny  8 M 

  MES     20 mM 

  EDTA     20 mM 

  β-merkaptoetanol   50 mM 

 

GTC, pH 7,0 

 

  Tiocyjanian guanidyny  4 M 

  Cytrynian sodu   25 mM 

  Sarkozyl    0,5 % 

  β-merkaptoetanol   100 mM 

 

 H2O-DEPC 

 

  DEPC     1ml / l 

 Przed sterylizacj  roztwór wytrz sano przez 16 h w temp. pokojowej. 
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C.1.8.2. Roztwory do elektroforezy DNA 

 

50x TAE: 

  

 wg. [Sambrook i Russel 2001] 

 

 6x roztwór obci aj cy: 

 

  wg. [Sambrook i Russel 2001] 

 

C.1.8.3. Roztwory do elektroforezy RNA 

 

5x MOPS, pH 7,0 

 

 MOPS     10 M     

 Octan sodu    10 mM 

 EDTA     10 mM 

Roztwór sterylizowano w temp. 121 ˚C, pod ci nieniem 1,5 bar przez 20 min. 

 

Roztwór denaturuj cy do próbek 

 

 5x MOPS    200 l/ml 

 Formaldehyd    50 l/ml 

 Dejonizowany formamid  500 l/ml 

 

 Roztwór obci aj cy 

 

  Glicerol    400 l/ml 

  1% Bromofenol blue   80 l/ml 
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C.1.8.4. Roztwory do transferu i hybrydyzacji 

Roztwory: 20 x SSC, denaturuj cy i neutralizuj cy sterylizowano w temp. 121 ˚C, pod 

ci nieniem 1,5 bar przez 20 min. 

 

20 x SSC, pH 7,0 

 

  NaCl     4 M 

  Cytrynian sodu   0,3 M 

 

Roztwór denaturuj cy 

 

NaCl     1,5 M 

NaOH     0,5 M 

 

Roztwór neutralizuj cy, pH 7,5 

 

NaCl     1,5 M 

Tris     0,5 M 

 

100 x Denhardt  

   

BSA     2 g/100 ml 

Ficol typ 400    2 g/100 ml 

PVP     2 g/100 ml 

 

Bufor do prehybrydyzacji / hybrydyzacji 

 

20x SSC    5 x 

100x Denhardt   5 x 

SDS     0,5 % 



 C. MATERIAŁY I METODY 60 

 

DNA ze spermy ledzia*  100 g/ l 

 

*DNA ze spermy ledzia uprzednio degradowano przez wielokrotne 

przeci ganie przez strzykawk  z igł , a bezpo rednio przed dodaniem 

denaturowano w temp. 95 ˚C przez 5 min i chłodzono na lodzie. 

 

C.1.8.5. Pozostałe roztwory 

 

TE 

 

  wg [Sambrook i Russel 2001] 

 

10x TEN 

     

wg [Sambrook i Russel 2001.] 

 

C.1.9. Wa niejsza aparatura 

 

Wirówki 

 

5810 R z chłodzeniem, rotory F-45-30-11, F-34-6-38, A-2-DWP (Eppendorf) 

5415R z chłodzeniem, rotor F-45-24-11 (Eppendorf) 

J2-21 z chłodzeniem, rotory JA-17, JS-7.5 (Beckman) 

Ultrawirówka XL-70 z chłodzeniem, rotor SW 40TI (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 radioaktywno ci i fluorescencji 

 

  Typhoon 8600 (Molecular Dynamics) 

 

Sekwenator 

 

  AbiPrism 310 (Applied Biosystems) 

 

C.2. Metody 

 

C.2.1. Hodowla ro lin 

 

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 st onym kwasie siarkowym (pozostałe ro liny) przez 20 min, 

delikatnie mieszaj c, po czym płukano je obficie wod  destylowan  i moczono w 

niewielkiej ilo ci wody przez ok. 4 h. Nast pnie wykładano je na szalki pokryte 

wilgotn  bibuł  filtracyjn  i inkubowano w temp. pokojowej, w ciemno ci, a  do 

skiełkowania (L. angustifolius -  1 dzie , pozostałe ro liny – przez 1-5 dni). Siewki 

umieszczano w sterylnych doniczkach z perlitem na gł boko ci ok. 1 cm. Ro liny 
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hodowano w pomieszczeniu hodowlanym (temp. 24 ˚C, o wietlenie 16 h / dob ). Do 

czasu pojawienia si  li cieni na powierzchni, doniczki przykrywano pokrywkami w celu 

zapobie enia nadmiernej utracie wilgotno ci. Ro liny podlewano wod , a raz w 

tygodniu – po ywk  z dodatkiem mineralnego azotu. Hodowle łubinu w skolistnego, 

przeznaczone do badania stadiów rozwoju brodawek korzeniowych polewano zawiesin  

bakterii B. japonicum bv. genistareum WM9, podan  przy pomocy pipety (2 ml 

zawiesiny w pobli e ka dej ro liny), po 4-5 dniach od wysiania. Infekowane ro liny 

podlewano po ywk  bezazotow . Materiał ro linny zamra ano w ciekłym azocie 

bezpo rednio po zebraniu i przechowywano w temp. –70 ˚C. 

 

C.2.2. Hodowla bakterii 

 

Bakterie przechowywano na szalkach ze stał  po ywk , w temp. 4 ˚C, przez krótki 

okres – do kilku tygodni lub zamra ano w 25 % glicerolu w temp. –70 ˚C. W tym celu  

przenoszono 500 l płynnej hodowli do 1,5-ml probówki, mieszano delikatnie z równ  

obj to ci  50 % glicerolu i zamra ano błyskawicznie na suchym lodzie, po czym 

przenoszono do zamra arki. 

 

C.2.2.1. Escherichia coli 

Komórki E. coli hodowano w płynnej lub stałej po ywce LB z dodatkiem ampicyliny 

(100 g/ml). Hodowl  prowadzono przez ok. 16 godzin, w temp. 37 ˚C. Płynn  

hodowl  wytrz sano z szybko ci  250 – 350 rpm. Przy kolorymetrycznym oznaczaniu 

aktywno ci enzymu -galaktozydazy (selekcja białych i niebieskich kolonii), na 

powierzchni zestalonej po ywki na szalkach Petriego rozprowadzano równomiernie 

40 l X-Gal rozpuszczonego w dimetyloformamidzie (40 mg/ml) i inkubowano przez 

co najmniej 30 min w temp. 37 ˚C, bezpo rednio przed wysianiem bakterii. 

 

C.2.2.2. Bradyrhizobium japonicum bv. genisteaeum 

Bakterie hodowano w płynnej lub stałej po ywce YMB, w temp. 28 ˚C przez ok. 5 dni. 

Płynn  hodowl  wytrz sano z szybko ci  200 rpm. 
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C.2.3. Izolacja ro linnego RNA 

 

W ka dej z zastosowanych metod zamro ony materiał ro linny ucierano na drobny 

proszek w mo dzierzu schłodzonym ciekłym azotem. Odpowiedni  ilo  utartego 

materiału przenoszono do probówki i, po odparowaniu resztek azotu, przyst powano do 

izolacji zgodnie z protokołem. Gotowe preparaty całkowitego RNA przechowywano w 

temp. –70 ˚C. 

 

C.2.3.1. Metoda GHCH-LiCl 

Proszek uzyskany z utarcia 5 g materiału ro linnego zawieszano w 7,5 ml buforu 

GHCH i 7,5 ml fenolu. Cało  mieszano homogenizatorem Polytron, przy 

maksymalnych obrotach, kilka razy po 30 s, w mi dzyczasie chłodz c probówk  na 

lodzie. Ekstrakcj  przeprowadzano wytrz saj c probówk  przez 10 min w temp. 

pokojowej. Do roztworu dodawano nast pnie równ  obj to  mieszaniny chloroform : 

alkohol izoamylowy (24 : 1) i wytrz sano przez kolejne 10 min. Mieszanin  wirowano 

(10 000 rpm, 10 min) w temp. 4 ˚C, po czym faz  wodn  przenoszono do nowej 

probówki i ekstrahowano jeszcze dwukrotnie, najpierw równ  obj to ci  mieszaniny 

P:C:I (fenol : chloroform : alkohol izoamylowy 25 : 24 : 1),  a pó niej równ  obj to ci  

chloroformu, wytrz saj c i wiruj c jak poprzednio. Po ostatecznej ekstrakcji faz  

wodn  przenoszono do nowej probówki, dodawano 0,2 obj to ci 1 M kwasu octowego i 

0,7 obj to ci etanolu, po czym wytr cano 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 i rozpuszczano w 1 ml H2O-DEPC. RNA wytr cano dodaj c 1/3 

obj to ci 8 M chlorku litu, przez 3 - 24 h, w temp. 4 ˚C. Supernatant oddzielano przez 

półgodzinne wirowanie ( 14 000 rpm) w temp. 4 ˚C, a osad przemywano 2 M chlorkiem 

litu, nast pnie 80 % etanolem, osuszano i rozpuszczano w H2O-DEPC. W celu 

usuni cia pozostało ci chlorku litu RNA ponownie przetr cano, tym razem podwójn  

obj to ci  etanolu i 0,1 obj to ci 3 M octanu sodu, pH 5.2. Po całonocnej inkubacji w 

temp. –20 ˚C osad RNA wirowano jak poprzednio, przemywano 80 % etanolem, 

osuszano i rozpuszczano w 50 – 200 l H2O-DEPC.  

 

C.2.3.2. Metoda GTC-CsCl 

8 g utartego materiału ro linnego zawieszano w 10 ml buforu GTC i homogenizowano 

przy u yciu aparatu Polytron, na najwy szych obrotach, dwa razy po 30 s, w przerwach 
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chłodz c roztwór na lodzie. Probówki wytrz sano przez 20 min w temp. pokojowej, a 

nast pnie roztwór nawarstwiano na poduszk  z 5,7 M chlorku cezu i 100 mM EDTA, 

pH 7,0, w probówkach do ultrawirowania. Wirowanie prowadzono przez około 24 

godziny, w temp. 20 ˚C, przy szybko ci 36 000 rpm. Zebrany osad rozpuszczono w 

buforze GHCH, a nast pnie dwukrotnie przetr cano podwójn  obj to ci  etanolu i 0,1 

obj to ci octanu sodu, pH 5,2. Ka dorazowo preparat inkubowano w temp. –20 ˚C 

przez noc, wirowano (14 000 rpm, 40 min) w temp. 4 ˚C, przemywano 70 % etanolem, 

suszono i rozpuszczano w 50 – 200 l H2O-DEPC. 

 

C.2.3.3. Metoda GTC-PVP-LiCl 

Po utarciu 10 g materiału ro linnego proszek zawieszano w 30 ml buforu 

denaturuj cego GTC i homogenizowano kilkakrotnie przez 30 s przy u yciu aparatu 

Polytron, przy maksymalnych obrotach, w przerwach chłodz c mieszanin  na lodzie. 

Nast pnie dodawano 7,5 ml 10 % PVP i powtarzano homogenizacj . Roztwór 

wirowano  (11 000 rpm, 4 min) w temp. 20 ˚C. Zebrany supernatant ekstrahowano 

mieszanin  P:C:I, wytrz saj c 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 równ  obj to  izopropanolu i wytr cano przez noc w –20 ˚C. Nast pnie, po 

półgodzinnym wirowaniu (14 000 rpm) w temp. 4 ˚C i usuni ciu supernatantu, osad 

przemywano 80 % etanolem, osuszano i rozpuszczano w 1 ml H2O-DEPC. RNA 

przetr cano nast pnie kolejno: chlorkiem litu i etanolem, identycznie jak w metodzie 

GHCH-LiCl.  

 

C.2.3.4. Metoda RNeasy 

Izolacj  prowadzono przy u yciu zestawu kolumienkowego RNeasy Plant Mini Kit, 

zgodnie z zaleceniami producenta, u ywaj c 100 mg utartego materiału ro linnego na 

pojedyncz  izolacj . Wybrano zalecan  przez producenta opcj  ekstrakcji w buforze 

GITC, dost pnym w zestawie. RNA wymywano z ka dej kolumienki 2 x 100 l wody 

wolnej od RNaz. Nast pnie ł czono wszystkie eluaty uzyskane z tego samego materiału 

ro linnego i zag szczano RNA przez całonocne przetr canie w –20 ˚C etanolem z 

dodatkiem octanu sodu i wirowanie, tak jak w pozostałych metodach izolacji.  
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C.2.4. Izolacja całkowitego DNA z ro lin 

 

Zamro ony materiał ro linny ucierano na drobny proszek w mo dzierzu chłodzonym 

ciekłym azotem. Izolacj  DNA prowadzono nast pnie przy u yciu zestawu 

kolumienkowego DNeasy Plant Mini Kit, zgodnie z procedur  zalecan  przez 

producenta. W pojedynczej izolacji ekstrahowano DNA ze 100 mg proszku ro linnego. 

DNA wymywano z kolumienek u ywaj c 2 x 75 l wody wolnej od RNaz. Gotowe 

preparaty przechowywano w temp. 4 ˚C. 

 

C.2.5. Izolacja plazmidów z komórek E. coli 

 

Kultury bakterii po całonocnej hodowli w 5 ml po ywki LB z antybiotykiem, 

oddzielano od po ywki przez wirowanie ( 4 500 rpm, 15 min) w temp. 4 ˚C. Nast pnie 

zlewano po ywk , a z osadu bakterii izolowano plazmidy u ywaj c zestawu 

kolumienkowego QIAprep Spin Miniprep Kit, zgodnie z zaleceniami producenta. DNA 

wymywano z kolumienek 50 l buforu EB, doł czanego do zestawu i przechowywano 

w –20 ˚C. 

 

C.2.6. Analiza spektrofotometryczna kwasów nukleinowych 

 

St enie kwasów nukleinowych oceniano spektrofotometrycznie, badaj c ich absorpcj  

w wodzie przy długo ci fali 260 nm i przyjmuj c przelicznik 1OD = 40 g/ml RNA lub 

50 g/ml ds DNA. W celu zbadania czysto ci preparatów RNA mierzono stosunek 

absorpcji przy długo ci fali 260 nm do absorpcji przy długo ci 280 nm, w buforze TE, 

pH 8,0. Jako prawidłowe przyjmowano warto ci 1,8 – 2,2. 

 

C.2.7. Elektroforeza DNA 

 

Próbki obci ano roztworem obci aj cym z dodatkiem bromofenolu blue i ksylen-

cyjanolu. DNA rozdzielano w 1,5 % elu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w 

ilo ci 0,5 g/ml. Elektroforez  prowadzono w buforze 1x TAE przez 35 – 60 min, przy 

nat eniu pola elektrycznego 5 – 9 V/cm. Obraz pr ków po rozdziale uzyskiwano 

skanuj c el na aparacie Typhoon 8600, przy u yciu filtru wzbudzenia 532 nm i filtru 

emisji 610 nm. Je li rozdział prowadzono w celu oszacowania st enia preparatów, do 
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elu nie dodawano bromku etydyny. W tym przypadku el wybarwiano po 

elektroforezie w pudełku z buforem 1x TAE i bromkiem etydyny (1 µg/ml), w temp. 

pokojowej, przez 2 – 4 h, lekko kołysz c. Nast pnie zast powano bufor wod  

destylowan  i kołysano jeszcze przez 15 min, po czym zbierano obraz fluorescencji. 

 

C.2.8. Elektroforeza RNA 

 

1-2 g całkowitego RNA liofilizowano (je li obj to  przekraczała 2 l), rozpuszczano 

w 10 l buforu denaturuj cego do próbek i inkubowano przez 7 min w temp. 65 ˚C, po 

czym schładzano na lodzie i krótko wirowano (13 000 rpm) w celu zebrania roztworu 

na dnie probówki. Do próbek dodawano po 1,5 l buforu obci aj cego i rozdzielano je 

w 1,5 % elu agarozowym, w warunkach denaturuj cych (z dodatkiem 5 % v/v 

formaldehydu), w buforze 1x MOPS. Elektroforez  prowadzono przez ok. 1 h, przy 

nat eniu pola elektrycznego 6 V/cm. el wybarwiano po elektroforezie, inkubuj c go 

przez 2 - 4 h w pudełku z buforem 1x MOPS i bromkiem etydyny (1 g /ml), a 

nast pnie przez 15 min w sterylnej wodzie, lekko kołysz c. Obraz pr ków po 

elektroforezie uzyskiwano skanuj c el na aparacie Typhoon 8600 przy długo ciach fali 

532 /  610 nm. 

 

C.2.9. Reakcja odwrotnej transkrypcji 

 

W 200- l probówce do PCR mieszano: 

 

 całkowity RNA    1,5 g 

 10 M starter     3,6 l 

 woda      do obj. 12 l 

 

Mieszanin  inkubowano w temp. 70 ˚C przez 5 min, chłodzono na lodzie i krótko 

wirowano (13 000 rpm). Nast pnie do probówki dodawano: 

 

 5 x bufor RT     4 l 

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

  

Cało  inkubowano w temp. 37 ˚C przez 5 min. Nast pnie dodawano enzym: 

 

 200 u/ l odwrotna transkryptaza  1 l 

 

Reakcj  prowadzono przez 60 min w temp. 42 ˚C, po czym dezaktywowano enzym 

przez dziesi ciominutow  inkubacj  w 70 ˚C. 

 

C.2.10. Amplifikacja PCR 

 

Reakcj  amplifikacji przeprowadzano przy u yciu enzymu Polimerazy Taq DNA, w 

buforze zawieraj cym siarczan amonu. 

 

Skład standardowej mieszaniny reakcyjnej: 

 

 10x bufor do PCR    1x 

 25 mM MgCl2     2 mM 

 10 mM dNTP     0,2 mM 

 (5 – 100 M) starter F   0,3 – 0,6 M 

 (5 – 100 M) starter R   0,3 – 0,6 M 

 matrycowy DNA    zale nie od rodzaju matrycy 

 H2O      zale nie od obj to ci reakcji 

 5 u/ l Polimeraza Taq   2 u/100 l 

 

Rodzaje stosowanych matryc DNA: 

  

zabite bakterie – koloni  bakterii podnoszono z szalki przy pomocy sterylnej 

wykałaczki,  zawieszano w 150 l buforu TE  i wytrz sano na worteksie przez ok. 5 

min. Nast pnie próbk  inkubowano w temp. 95 ˚C przez 7 min i chłodzono na lodzie. 
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Zdenaturowan  próbk  wirowano (10 000 rpm, 2 min) w temp. 4 ˚C. Supernatant 

stosowano jako matryc  w reakcji PCR, w ilo ci 3 l / 10- l reakcj . 

 

plazmidowy DNA – na 100- l reakcj  amplifikacji u ywano 1 l pi dziesi ciokrotnie 

rozcie czonego preparatu uzyskanego w standardowej izolacji. W przypadku braku 

produktu reakcj  powtarzano stosuj c jako matryc  nie rozcie czony DNA 

plazmidowy. 

 

genomowy DNA z ro lin – na 50- l reakcj  u ywano 10 l preparatu uzyskanego w 

standardowej izolacji. 

 

ss cDNA – na 10- l reakcj  u ywano 0,5 - 1 l mieszaniny po odwrotnej transkrypcji. 

 

Profil temperaturowy reakcji w termocyklerze: 

 

 wst pna denaturacja   94 ˚C  2 min 

 35 x:  

denaturacja   94 ˚C  45 s 

  hybrydyzacja   zmiennie* 1 min 

  wydłu anie   72 ˚C  1 min 30 s 

 ko cowe wydłu anie   72 ˚C  10 min 

 

Po reakcji próbki  pozostawały w temp. 4 ˚C do czasu wyj cia z termocyklera. 

* Temperatura hybrydyzacji była zale na od zestawu u ytych starterów. 

 

C.2.11. Oczyszczanie produktów amplifikacji PCR 

 

Produkty reakcji PCR oczyszczano w trojaki sposób. 1) Przy oczyszczaniu mieszaniny 

reakcyjnej bezpo rednio po amplifikacji u ywano zestawu kolumienkowego QIAquick 

PCR Purification Kit, post puj c zgodnie z zaleceniami producenta. 2) W przypadku 

oczyszczania du ej ilo ci produktów PCR stosowano system płytek 

mikrostudzienkowych z 96 zagł bieniami oraz zestaw MinElute 96 UF PCR 
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Purification Kit. Przes czanie roztworów wymuszano stosuj c wodn  pomp  ss c . 

3) Niektóre preparaty oczyszczano przez rozdział w elu agarozowym i wyci cie z elu 

pr ków oczekiwanej długo ci, pod lamp  UV. Nast pnie DNA eluowano z elu 

stosuj c zestaw kolumienkowy QIAquick Gel Extraction Kit, według procedury 

podanej przez producenta. 

 

C.2.12. Znakowanie radioaktywne  ss cDNA 

 

Znakowany ss cDNA uzyskiwano w reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) na matrycy 

całkowitego RNA wyizolowanego z odpowiednich fragmentów ro liny. Do znakowania 

stosowano [ 32P]dCTP lub [ 33P]dCTP o aktywno ci 3000Ci/mmol. W reakcji RT 

u ywano zestaw RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, z niewielkimi 

modyfikacjami w procedurze podanej przez producenta. 

 

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej 

 

W 200- l probówce do PCR mieszano: 

 

 całkowity RNA    15 g 

 oligo (dT)18     4 g 

 woda      do obj. 7,5 l 

 

Mieszanin  inkubowano w temp. 70 ˚C przez 5 min, chłodzono na lodzie i krótko 

wirowano (13 000 rpm). Nast pnie do probówki dodawano: 

 

 5 x bufor RT     4 l 

 10 mM (dATP, dGTP, dCTP)  1 l 

 0,25 mM dCTP    1 l 

 20 U/ l  RNasin    1 l 

 [ 32P]dCTP lub [ 33P]dCTP   5 l 
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Cało  inkubowano w temp. 37 ˚C przez 5 min. Nast pnie dodawano enzym: 

 

 200 u/ l odwrotna transkryptaza  1 l 

 

Reakcj  prowadzono przez 60 min w temp. 42 ˚C. Po tym czasie do mieszaniny 

dodawano: 

 

 5 mM dCTP     1 l 

 

Inkubacj  w 42 ˚C prowadzono przez dalsze 20 min. Nast pnie przekładano probówk  

na lód i dodawano, w celu dezaktywacji enzymu: 

 

 0,5 M EDTA pH 8,0    5 l 

 

Degradacja matrycowego RNA 

 

W celu degradacji matrycy do mieszaniny dodawano równ  obj to  0,6 M NaOH i 

inkubowano w 70 ˚C przez 30 min, a nast pnie pozostawiano w temp. pokojowej przez 

15 min. Mieszanin  neutralizowano przez dodanie 10 l 1 M Tris pH 7,0 i 3 l 2 N HCl. 

 

Oczyszczanie ss cDNA 

 

Znakowany ss cDNA rozcie czano buforem 1x TEN z dodatkiem 0,1 % SDS do 

obj to ci 150 l i oczyszczano od wolnych dezoksyrybonukleotydów 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. Specyficzn  

aktywno  zebranej po wirowaniu frakcji cDNA analizowano w liczniku 

scyntylacyjnym. Bezpo rednio przed hybrydyzacj  prób  denaturowano przez 5 min w 

temp. 95 ˚C i chłodzono na lodzie. 
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C.2.13. Znakowanie radioaktywne produktów PCR 

 

Produkty PCR znakowano metod  heksamerow  stosuj c zestaw HexaLabel™ DNA 

Labeling Kit i [ 32P]dCTP o aktywno ci 3000 Ci/mmol, według zalece  producenta. 

DNA po znakowaniu oczyszczano na kolumienkach z zestawu QIAquick PCR 

Purification Kit, zgodnie z doł czonym protokołem. Specyficzn  aktywno  

wyznakowanego DNA mierzono w liczniku scyntylacyjnym. Bezpo rednio przed 

hybrydyzacj  sondy denaturowano przez 5 min w temp. 95 ˚C i chłodzono na lodzie. 

 

C.2.14. Hybrydyzacja kolonijna 

 

Przygotowanie filtrów 

 

Bakterie ze znormalizowanej biblioteki cDNA hodowano na szalkach Petriego z 

g sto ci  umo liwiaj c  odseparowanie pojedynczych kolonii (około 250/ szalk , w 

tym 40 - 80 % rekombinantów z insertem, co oszacowywano na podstawie testu -

komplementacji). Nast pnie dokonywano transferu bakterii w niezmienionym układzie 

na filtry nylonowe, przykładaj c do powierzchni szalki odpowiednio przyci t  

membran  i lekko przyciskaj c. Po rozdzieleniu filtry układano na szalkach ze wie  

po ywk  LB i hodowano przez kilka godzin w temp. 37 ˚C, w celu zregenerowania 

kolonii. Macierzyste szalki równie  inkubowano przez kilka godzin w temp. 37 ˚C, a 

nast pnie przechowywano w temp.  4 ˚C do uzyskania wyników hybrydyzacji. 

 

Po inkubacji filtry przenoszono na bibuł  3MM nas czon  roztworem denaturuj cym 

(na 4 min), a pó niej na bibuł  z roztworem neutralizuj cym (2 x 3 min), koloniami do 

góry. Po neutralizacji filtry płukano 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 

zamkni ciu. 

 

Hybrydyzacja i wizualizacja 

 

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

3 h w temp. 65 ˚C, kołysz c. Nast pnie do buforu dodawano ss cDNA znakowany 
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[ 32P]dCTP i prowadzono hybrydyzacj  przez 15 h w tych samych warunkach. Po 

hybrydyzacji filtry obmywano w uprzednio podgrzanych roztworach inkubuj c je za 

ka dym razem w temp. 65 ˚C, z kołysaniem: 

  

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 ko cu filtry płukano pobie nie w 2x SSC, zamykano szczelnie w przezroczystym 

worku i przykładano do ekranu wzmacniaj cego na kilka godzin. Po zeskanowaniu 

obrazu na aparacie Typhoon 8600 filtry w razie konieczno ci ponownie odmywano, a 

nast pnie suszono w temp. pokojowej i poddawano ekspozycji przez 24 -72 h. 

 

C.2.15. Hybrydyzacja makromacierzy DNA o niskiej g sto ci 

 

Przygotowanie filtrów 

 

W celu otrzymania sond DNA wybrane inserty namna ano w reakcji PCR  (2 – 3 

reakcje w obj to ci 100 l dla ka dej sondy). Zastosowano par  starterów LaVecF i 

LaVecR, a matryc  do amplifikacji stanowiły zabite bakterie. Produkty reakcji 

zag szczano przez odparowanie w bloku termicznym nagrzanym do temp. 94 ˚C i 

rozpuszczenie w 25 l wody. Bezpo rednio przed naniesieniem na filtry sondy 

denaturowano (5 min w temp. 95 ˚C), chłodzono na lodzie i wirowano, po czym 

dodawano do nich 2,5 l 20x SSC. Na filtry nylonowe nanoszono po 0,8 l ka dej 

sondy wg uprzednio przygotowanych szablonów. Ka dorazowo przygotowywano dwa 

identyczne zestawy filtrów. Po naniesieniu wszystkich sond filtry pozostawiano na 

15 min do wyschni cia, a pó niej zapiekano przez 2 h w temp. 80 ˚C. Gotowe filtry 

przechowywano w temp. pokojowej w szczelnym zamkni ciu. 

 

Hybrydyzacja i wizualizacja 

 

Filtry umieszczano w tubach zawieraj cych bufor do prehybrydyzacji i poddawano 

czterogodzinnej inkubacji w 65 ˚C. Nast pnie do tub dodawano odpowiedni  prób  
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ss cDNA wyznakowanego [ 32P]dCTP i hybrydyzowano przez ok. 16 h. Filtry 

odmywano i poddawano ekspozycji w identyczny sposób, jak przy hybrydyzacji 

kolonijnej. Obraz zbierano z maksymaln  rozdzielczo ci  skanera (50 m2). 

 

C.2.16. Hybrydyzacja makromacierzy DNA o wysokiej g sto ci 

 

Analiz  ekspresji genów z zastosowaniem makromacierzy DNA o wysokiej g sto ci 

przeprowadzono w dwóch powtórzeniach (por. punkt D.4.1). Do ka dego z powtórze  

zestawy makromacierzy były przygotowywane niezale nie, z niewielkimi ró nicami w 

procedurze. 

  

Przygotowanie filtrów 

 

Sondy przeznaczone do naniesienia na filtry otrzymywano przez amplifikacj  insertów 

z parami uniwersalnych starterów LaVecF i LaVecR, JP203 i JP204 lub univM13F i 

univM13R, zale nie od rodzaju plazmidu. Jako matryce do amplifikacji wykorzystano 

zabite bakterie (w pierwszym powtórzeniu) lub plazmidowe DNA wyizolowane z 

odpowiednich rekombinantów (w drugim powtórzeniu). Przeprowadzano 2 – 3 reakcje 

amplifikacji szacuj c st enia otrzymywanych produktów na elu agarozowym. Dla 

wi kszo ci sond uzyskiwano w ten sposób co najmniej 3 g DNA. Po amplifikacji 

produkty PCR oczyszczano i zag szczano przez oczyszczanie systemem MinElute 96 

UF PCR Purification Kit i elucj  30 l wody. W pierwszym powtórzeniu eksperymentu 

sondy bezpo rednio przed naniesieniem denaturowano przez dodanie 5 l 0,6 M NaOH 

na 10 l roztworu DNA i inkubacj  w temp. 37 ˚C przez 15 min. Nast pnie nanoszono 

je w trzech powtórzeniach na membrany nylonowe przy pomocy 96-igłowego 

replikatora (Nalge Nunc International). W celu kontrolowania procesu nanoszenia, 

roztwory sond zabarwiano 0,001 % bromofenolem blue. W drugim powtórzeniu 

eksperymentu sondy były denaturowane dopiero po naniesieniu na filtry, przez 

umieszczenie membran na bibule 3MM nas czonej roztworem denaturuj cym (3 x 10 

min), a nast pnie buforem neutralizuj cym (3 x 10 min) i obmycie w 2x SSC. Gotowe 

filtry zapiekano przez 2 h w temp. 80 ˚C i przechowywano szczelnie zamkni te w temp. 

pokojowej do czasu hybrydyzacji. 
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Hybrydyzacja i wizualizacja 

 

Protokół hybrydyzacji zaczerpni to z [Loriod i wsp. 2001]. Filtry umieszczone w 

tubach do hybrydyzacji inkubowano w temp. 68 ˚C przez minimum 6 h w buforze 

prehybrydyzacyjnym. Nast pnie dodawano odpowiedni  prób  ss cDNA, znakowan  

[ 33P]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 płukano je w 2x 

SSC. Zamkni te 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 odpowiadaj ce sobie filtry reprezentuj ce porównywane stadia, 

tak aby czas odmywania był dla nich jednakowy. Obraz zbierano z maksymaln  

rozdzielczo ci  skanera (50 m2). 

 

C.2.17. Hybrydyzacja Northern 

 

Przygotowanie filtrów 

 

Po 5 g całkowitego RNA rozdzielano w denaturuj cym elu agarozowym. Nast pnie 

el płukano w sterylnej wodzie oraz dwukrotnie w 10x SSC, ka dorazowo przez 15 

min. RNA przenoszono na membran  hybrydyzacyjn , suszono w temp. pokojowej i 

zapiekano w temp. 80 ˚C przez 2 h. Szczelnie zamkni te filtry przechowywano w temp. 

pokojowej do czasu hybrydyzacji.  

 

Hybrydyzacja i wizualizacja 

 

Filtry umieszczone w tubach do hybrydyzacji inkubowano w 5 l buforu 

prehybrydyzacyjnego przez 2 h. Nast pnie dodawano odpowiedni  sond  ds DNA, 

wyznakowan  [ 32P]dCTP i hybrydyzowano przez kolejne 16 h. Po hybrydyzacji filtry 

płukano i poddawano ekspozycji, tak jak przy hybrydyzacji kolonijnej.  
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C.2.18. Ustalanie ko ca 5’ transkryptu 

 

W celu ustalenia ko ca 5’ cDNA stosowano technik  5’ RACE, wykorzystuj c cztery 

startery oligonukleotydowe, komplementarne do regionu 5’- ko cowego znanego 

fragmentu sekwencji  Starter I poło ony był najdalej, a starter IV – najbli ej ko ca 5’ 

znanego fragmentu cDNA: 

 

 

5’ 

3’ 

3’ 

3’ 

TT - - TT 

AA - - AA 

starter RACE -FL 

AA - - AA 

3’

3’

 

Odwrotna 
transkrypcja 

5’ 

starter I 

nieznany koniec 5’ znany fragment sekwencji transkryptu 

5’ 

Dobudowanie 
ogona poli (A) 

5’ 

Amplifikacja 

starter II 

starter 
RACE-FS 

5’ 

starter III starter IV 

Powtórna 
amplifikacja 

lub  

Sekwencjonowanie
 

 
Rysunek 6. Schemat post � powania przy ustalaniu ko � ców 5’ transkryptów 

 

Odwrotna transkrypcja 

 

W reakcji odwrotnej transkrypcji u ywano specyficzny starter I. Jednoniciowy cDNA 

oczyszczano od niewbudowanych nukleotydów przy pomocy zestawu kolumienkowego 
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QIAquick PCR Purification Kit. Do elucji u ywano 50 l wody podgrzanej do temp. 

65 ˚C.  

 

Dobudowanie ogona poli(dA) na ko cu 3’ 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 

 

 5x bufor TdT     5 l 

 oczyszczony ss cDNA   10 l 

 1 mM dATP     4 l 

 20 u/ l terminalna transferaza  2 l 

 H2O      4 l 

 

DNA w wodzie denaturowano przez 2 min w temp. 94 ˚C i chłodzono na lodzie, po 

czym dodawano reszt  składników. Reakcj  prowadzono przez 15 min w temp. 37 ˚C, 

nast pnie dezaktywowano enzym przez 10 min w temp. 70 ˚C i schładzano do temp. 

4 ˚C. 

 

Amplifikacja ko ca 5’ 

 

Przeprowadzano standardow  reakcj  PCR u ywaj c jako matryc  4 l cDNA z 

ogonem poliadenozynowym oraz starter RACE-FL i specyficzny starter II. Produkty  

reakcji rozdzielano w elu agarozowym. W przypadku braku widocznego pr ka 

spodziewanej długo ci przeprowadzano powtórn  amplifikacj , na matrycy 1 l 

mieszaniny reakcyjnej z pierwszej reakcji PCR, u ywaj c starter RACE-FS oraz starter 

III lub starter IV. Otrzyman  pul  produktów cDNA klonowano do wektora 

plazmidowego, a nast pnie amplifikowano pewn  ilo  insertów i sekwencjonowano 

najdłu sze z nich. 

 

C.2.19. Klonowanie produktów PCR do wektora plazmidowego 

 

Do klonowania produktów PCR do wektora u ywano zestawu TA Cloning® Kit i 

komórek kompetentnych One Shot® INV F´.  
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Ligacja 

 

Reakcj  prowadzono w obj to ci 10 l. Produkt PCR bez oczyszczania mieszano z 

50 ng zliniowanego plazmidu pCR® 2.1 w stosunku molarnym 3:1, dodawano 1 l 10x  

buforu do ligacji i 4 u ligazy. Mieszanin  reakcyjn  inkubowano w temp. 14 ˚C przez 

noc. 

 

Transformacja 

 

2 l mieszaniny ligacyjnej dodawano do probówki zawieraj cej 50 l komórek 

kompetentnych, mieszano delikatnie ko cówk  pipety i pozostawiano na lodzie przez 

30 min. Nast pnie przeprowadzano transformacj  metod  szoku termicznego, 

zanurzaj c probówk  na 30 s w ła ni wodnej, nagrzanej do temp. 42 ˚C i chłodz c na 

lodzie przez 2 min. Do schłodzonych komórek dodawano 250 l po ywki SOC i 

hodowano przez 1 h w temp. 37 ˚C, wytrz saj c probówk  z pr dko ci  225 rpm. Po 

tym czasie rozprowadzano 100 – 200 l zawiesiny komórek na szalkach LB z 

ampicylin  i X-gal, i inkubowano przez noc w temp. 37 ˚C. Rekombinanty 

selekcjonowano przesiewaj c białe kolonie i przeprowadzaj c kontrolne reakcje PCR na 

matrycy zabitych bakterii.  

 

C.2.20. Sekwencjonowanie DNA 

 

DNA sekwencjonowano automatycznie metod  terminacji ła cucha przez wbudowanie 

znakowanych fluorescencyjnie dideoksynukleotydów oraz elektroforez  kapilarn . Do 

amplifikacji u ywano zestaw BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit. Reakcj  

prowadzono w obj to ci 10 l.  

 

Amplifikacja PCR 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 

 

 Terminator Ready Reaction Mix  2 l 
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 Big Dye Sequencing Buffer   1 l 

 1,6 M starter     1 l 

 matrycowy DNA: 

  plazmid    200 ng 

  produkt PCR    10 ng 

 woda      do 10 l     

 

Profil temperaturowy reakcji w termocyklerze: 

 

 wst pna denaturacja   96 ˚C  1 min 

 25 x:  

denaturacja   96 ˚C  10 s 

  hybrydyzacja   zmiennie* 10 s 

  wydłu anie   60 ˚C  4 min 

 

Po reakcji próbki  pozostawały w temp. 4 ˚C do czasu wyj cia z termocyklera. 

* Temperatura hybrydyzacji była zale na od zestawu u ytych starterów. 

 

Oczyszczanie produktu amplifikacji 

 

Mieszanin  reakcyjn  umieszczano w 1,5-ml probówce i dodawano do niej 25 l 

etanolu o temp. pokojowej, 1 l 3M octanu sodu, pH 5,2 i 1 l 125 mM EDTA. Cało  

mieszano na worteksie i pozostawiano w temp. pokojowej na 15 min, po czym 

wirowano (40 min, 14 000 rpm) w temp. 4 ˚C. Po usuni ciu supernatantu osad 

przemywano 100 l 80 % etanolu, suszono przez 10 min w temp. pokojowej i 

rozpuszczano przez co najmniej pół godziny w 10 l buforu TSR. Nast pnie próbk  

denaturowano przez 2 min w temp. 95 ˚C, chłodzono na lodzie, krótko wirowano i 

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

 

Elektroforez  prowadzono przez 120 min w sekwenatorze Abi Prism 310, w temp. 

50 ˚C, przy nat eniu pola elektrycznego 200 V/cm. Czas iniekcji próby wynosił 30 s, a 

napi cie w czasie iniekcji -  2,5 kV.  

 

C.2.21. Komputerowa obróbka i analiza danych 

 

Do obróbki sekwencji u ywano 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 po rednictwem serwerów National Center for 

Biotechnology Information, The Institute for Genomic Research, ExPASy, Pfam,  oraz 

EMBL-EBI, korzystaj c z dost pnych programów. W ka dym rodzaju przeszukania 

jako wska nik znacz cego podobie stwa przyjmowano warto  oczekiwan  Expect < 

10-04. 

 

Do analizy ilo ciowej wyników hybrydyzacji makromacierzy DNA u ywano 

programów ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics) oraz Excel 2000 (Microsoft). Na 

potrzeby analizy ilo ciowej obrazów fluorescencji i radiogramów ka dorazowo 

stosowano opcj  redukcji tła „Local Average”, a wyniki odczytywano w kolumnach 

warto ci „Volume” (analiza st e  RNA i DNA w elach agarozowych, analiza 

ilo ciowa radiogramów) lub „Sum Above Background” (analiza ilo ciowa 

radiogramów). 
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D. WYNIKI 

 

D.1. Selekcja genów o ekspresji modulowanej w symbiozie 

 
Pierwsza cz  pracy eksperymentalnej polegała na wst pnej selekcji genów, które 

mog  by  zaanga owane w rozwój i funkcjonowanie brodawek symbiotycznych łubinu 

w skolistnego. W tym celu wykonano trzyetapowe przeszukanie znormalizowanej 

 

 

 

 

Rysunek 7. Schemat trzyetapowego przeszukania znormalizowanej biblioteki cDNA, maj � cego na celu 
wyselekcjonowanie genów o podwy

�
szonej lub obni

�
onej ekspresji w trakcie symbiozy z 

bradyrizobiami. Opis w tek
�
cie. 
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biblioteki cDNA przygotowanej z korzeni w ró nych stadiach symbiozy z bakteriami 

B. japonicum bv. genistaerum WM9. Polegało ono na kolejnych hybrydyzacjach z 

radioaktywnie wyznakowanymi próbami cDNA, pochodz cymi z korzeni ro lin 

nieinfekowanych oraz zainfekowanych mikrosymbiontem (Rys. 7). Ostatecznym celem 

przeszukania było wybranie puli cDNA ulegaj cych ró nicowej ekspresji. 

 

D.1.1. Optymalizacja procedur izolacji RNA i znakowania cDNA 

 

Do analizy ró nicowej u yto znakowane radioaktywnie [32P] próby cDNA [A] oraz [B], 

otrzymane w reakcji odwrotnej transkrypcji, z zastosowaniem uniwersalnego startera 

oligo(dT)18. Prób  [A] przygotowano na matrycy całkowitego RNA wyizolowanego z 

nieinfekowanych korzeni, hodowanych na podło u z dodatkiem zwi zanych form azotu. 

Do syntezy próby [B] u yto natomiast całkowity RNA wyizolowany z fragmentów 

zainfekowanych korzeni z dojrzałymi brodawkami (34 dpi). 

 

W celu otrzymania matrycowych RNA do syntezy, zastosowano pierwotnie metod  

GHCH-LiCl: ekstrakcj  buforem zawieraj cym chlorowodorek guanidyny, a nast pnie 

mieszanin  fenol: chloroform: alkohol izoamylowy (P:C:I), poł czon  z przetr caniem 

2M chlorkiem litu. Pierwsze próby znakowania otrzymanego RNA wykazały, e mimo 

odpowiedniego st enia i czysto ci preparatu, reakcje odwrotnej transkrypcji 

przebiegały z ró n  wydajno ci , w zale no ci od u ytej partii RNA. Podczas gdy w 

najbardziej udanych reakcjach znakowania udział cz steczek [ -32P]dCTP 

wbudowanych do cDNA si gał 20 % wyj ciowej ilo ci izotopu, w innych warto  ta 

była bliska zeru (Tab. 10). Zmienne wyniki uzyskiwano dla obu prób, ale szczególnie 

cz sto dotyczyło to znakowania próby [B]. Całkowity RNA z korzeni z brodawkami 

równie  bardzo trudno rozpuszczał si  w trakcie izolacji, a osad był białawy, a nie 

przezroczysty. Wyci gni to st d wniosek, e zastosowana procedura ekstrakcji i 

oczyszczania RNA nie pozwala na dokładne usuni cie jakiego  metabolitu wtórnego, 

obecnego w tkankach ro linnych, który pó niej inhibuje reakcj  odwrotnej transkrypcji. 

Preparaty RNA poddano zatem dodatkowemu oczyszczaniu, przez powtórn  ekstrakcj  

mieszanin  P:C:I. Nast pnie przeprowadzono seri  kontrolnych reakcji znakowania, 

u ywaj c jako matryc  kontrolny RNA doł czony do zestawu (1,5 g / reakcj ), sam 

lub w kombinacji z powtórnie oczyszczonym RNA z łubinu (5 g). Wykazały one, e 

dodanie do mieszaniny reakcyjnej RNA z łubinu nie obni ało poziomu syntezy 
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kontrolnego cDNA. Jednak wydajno  znakowania prób [A] i [B] nie poprawiła si  

mimo oczyszczenia. Jedn  z mo liwych przyczyn mogła by  degradacja matryc, 

spowodowana wieloetapow  procedur  izolacji. W zwi zku z tym zdecydowano si  na 

modyfikacj  tej procedury, zast puj c wytr canie chlorkiem litu separacj  RNA przez 

wirowanie w gradiencie chlorku cezu (metoda GHTC-CsCl). Wyeliminowano w ten 

sposób przypadki całkowicie nieudanego znakowania, jednak w dalszym ci gu 

uzyskiwano niepowtarzalne wyniki (Tab. 10). W równolegle wypróbowanej metodzie 

GTC-PVP-LiCl zastosowano denaturacj  w buforze zawieraj cym tiocyjanian 

guanidyny, z dodatkiem poliwinylopirolidonu (PVP), poł czon  z ekstrakcj  

mieszanin  P:C:I i przetr caniem chlorkiem litu. Tiocyjanian guanidyny ma wi ksze 

wła ciwo ci denaturuj ce i lepiej rozrywa komórki ni  chlorowodorek guanidyny, 

natomiast PVP tworzy kompleksy z powszechnymi w tkankach ro linnych 

polisacharydami i zwi zkami polifenolowymi. Przetestowany preparat RNA 

wyizolowany tym sposobem rzeczywi cie okazał si  dobr  matryc  do odwrotnej 

transkrypcji - przeprowadzono jedno próbne znakowanie, w czasie którego do 

syntetyzowanego cDNA wbudowało si  około 20% cz steczek [ -32P] dCTP (Tab. 10). 

Jednak wydajno  izolacji (50 g RNA/ 1 g wie ej masy) nie była zadowalaj ca.  

 

Metoda izolacji Czas trwania 
Wydajno

� 
 izolacji 

( � g/ g 
�
wie

�
ej masy) 

Wydajno
� 

 znakowania** 

GHCH-LiCl 3-4 dni* 0,1-140 � g 0-20 % 

GHCH-CsCl 3-4 dni* 0,1-240 � g 10-20 % 

GITC-PVP-LiCl 3-4 dni* 50 � g 20 %*** 

RNeasy 30 min – 24h* 100-400 � g 5-50 % 

 
Tabela 10. Porównanie wydajno � ci izolacji całkowitego RNA i znakowania ss cDNA przy zastosowaniu 
ró

�
nych metod izolacji. 

* czas trwania izolacji był zale
�
ny od obecno

�
ci lub braku dodatkowych etapów przetr

�
cania, maj

�
cych na celu 

zag
�

szczenie preparatów 
**  mierzona jako procent cz

�
steczek [

�
-32P]dCTP wbudowanych do cDNA w odniesieniu do całkowitej ilo

�
ci izotopu 

u
�
ytej do znakowania 

*** przeprowadzono tylko jedno próbne znakowanie 
 

Kłopoty z wydajno ci  obserwowano równie  w przypadku poprzednich metod 

preparatyki RNA. Zastosowano zatem komercyjny zestaw do izolacji RNA, w którym 

po wst pnej lizie i denaturacji w buforze z izotiocyjanianem guanidyny, RNA jest 

wi zane i oczyszczane metod  chromatografii jonowymiennej na kolumienkach z 
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silikonow  membran  (metoda RNeasy). Pozwoliło to na szybk  izolacj  RNA z bardzo 

du  wydajno ci , a w wi kszo ci przypadków uzyskiwano tak e wysoki stopie  

wyznakowania cDNA (Tab. 10). Te czynniki zadecydowały, e w kolejnych 

eksperymentach izolowano RNA wył cznie metod  RNeasy. 

 

D.1.2. Etap I analizy ró nicowej 

 

Do wst pnego przeszukania znormalizowanej biblioteki cDNA zastosowano 

hybrydyzacj  kolonijn  - około 5000 losowo wybranych rekombinantów przeniesiono 

na filtry nylonowe i poddano hybrydyzacji z prób  [A]. Po odmyciu niezwi zanego 

cDNA, ekspozycji i wizualizacji, porównywano układ sygnałów uzyskany dla 

poszczególnych filtrów z układem rekombinantów na wyj ciowych szalkach. Dla 

ułatwienia tej analizy obrazy filtrów drukowano w oryginalnych rozmiarach na 

przezroczystych kliszach, a nast pnie przykładano do szalek na pod wietlarce. Na tej 

podstawie wybierano „zimne klony”, tj. takie, dla których nie uzyskano sygnału po 

hybrydyzacji. Było ich około 2500. Wybór opierał si  na zało eniu, e reprezentuj  one 

geny o niskim poziomie ekspresji lub jej braku w niesymbiotycznych tkankach i mog  

by  wybiórczo zaanga owane w procesy zwi zane z symbioz . 

 

D.1.3. Etap II analizy ró nicowej 

 

Grupa klonów wyselekcjonowanych we wst pnym przeszukaniu została poddana 

hybrydyzacji ró nicowej z wykorzystaniem makromacierzy DNA o niskiej g sto ci. 

Inserty amplifikowano na matrycy plazmidowych DNA uwolnionych z analizowanych 

kolonii, stosuj c startery JP203 i JP204, komplementarne do sekwencji wektorowych 

otaczaj cych inserty. W pojedynczej reakcji amplifikacji u ywano po dwie matryce, 

otrzymuj c w ten sposób pary sond (Rys. 8). Pozwoliło to ograniczy  ich liczb , a tym 

samym zmniejszy  rozmiar przygotowywanych filtrów nylonowych i obj to  

mieszaniny hybrydyzacyjnej.  

 

Produkty amplifikacji nanoszono na filtry nylonowe, przygotowuj c dwa identyczne 

zestawy makromacierzy DNA. Ka dy zestaw hybrydyzowano odpowiednio z prób  [A] 
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Rysunek 8. Przykładowy obraz insertów uzyskanych przez amplifikacj �  PCR klonów wybranych we 
wst � pnym przeszukaniu znormalizowanej biblioteki cDNA. Matrycami w ka

�
dej reakcji były dwa ró

�
ne klony 

cDNA. M – marker długo
�
ci. 

 

lub [B]. Obie próby były wyznakowane w zbli onym stopniu: specyficzna aktywno  

próby [A] wynosiła 109 x 106 cpm (w kilku reakcjach znakowania u yto ł cznie 115 g 

RNA), próby [B] – 90,6 x 106 cpm (do znakowania u yto ł cznie 97,5 g RNA). Po 

zako czonej hybrydyzacji i ekspozycji przeprowadzono ilo ciow  analiz  

intensywno ci sygnałów uzyskanych dla poszczególnych par sond. Na tej podstawie 

wyselekcjonowano klony o ekspresji indukowanej w brodawkach, w porównaniu z 

nieinfekowanymi korzeniami. Jako warto  graniczn  przyj to czterokrotnie wy szy 

poziom intensywno ci poszczególnych sygnałów (i) na filtrach [B] w stosunku do 

filtrów [A] (IntBi / IntAi > 4). Program Image Quant, który zastosowano do analizy 

ilo ciowej, oblicza intensywno  sygnałów dla ka dego obiektu na kilka sposobów. Do 

porównania wybrano dwa z nich. Wynik „Volume” informuje o sumie intensywno ci 

wszystkich pikseli w obiekcie, po odj ciu redniej warto ci tła od ka dego z nich. Z 

kolei wynik „Sum Above Background” podaje sum  intensywno ci tylko tych pikseli 

obiektu, dla których warto  ta jest dodatnia po odj ciu redniej intensywno ci tła. 

Poniewa  ka da z metod dawała w rezultacie inne wyniki porówna  dla 

poszczególnych sond, na tym etapie przeszukania zdecydowano si  na selekcj  

wszystkich klonów, które spełniały przyj ty warunek IntBi / IntAi > 4 przynajmniej wg 

jednej z nich. Wyodr bniono w ten sposób 184 pary sond wykazuj ce podwy szony 

poziom ekspresji w korzeniach z brodawkami. Rozmieszczenie tych par na filtrach 

wskazuje, e uzyskane warto ci nie s  wynikiem bł dów przy hybrydyzacji, takich jak 

M 

M 

M 
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nierównomierne rozprowadzenie buforu hbrydyzacyjnego lub lokalne podwy szenie tła 

(Rys. 9). 

 

 
Rysunek 9. Rozkład par sond wyselekcjonowanych na drugim etapie analizy ró

�
nicowej na odpowiadaj � cych 

sobie filtrach z poddanych hybrydyzacji zestawów. Okr
�

gi wskazuj
�

 poło
�
enie par sond wykazuj

�
cych ró

�
nicow

�
 

ekspresj
�

: zielone - na filtrze hybrydyzowanym z prób
�

 [B] pochodz
�

c
�

 z infekowanych korzeni, czerwone  - na 
filtrze hybrydyzowanym z prób

�
  [A] pochodz

�
c

�
 z korzeni kontrolnych. 

 

D.1.4. Etap III analizy ró nicowej 

 

Kolejnym krokiem była indywidualna analiza ekspresji wyselekcjonowanych klonów 

cDNA. Przebiegała ona podobnie jak na etapie II, tym razem jednak ka d  sond  

przygotowywano w niezale nej reakcji na matrycy poszczególnych plazmidów. 

 

Ostatecznie amplifikowano 199 sond (54,6% klonów wyselekcjonowanych w fazie II), 

które naniesiono na filtry w dwóch powtórzeniach, w oddalonych od siebie pozycjach. 

Dwie identycznie przygotowane membrany hybrydyzowano z próbami [A] i [B], ka d  

otrzyman  z 60 g odpowiedniego RNA, o zbli onej specyficznej aktywno ci (30 x 106 

i 29 x 106 cpm). Po odmyciu i ekspozycji filtrów uzyskano obrazy, które poddano 

analizie ilo ciowej przy pomocy programu ImageQuant. Nast pnie wybrano te klony, 

dla których stosunek intensywno ci sygnałów wynosił IntBi / IntAi > 4, wg metody 

„Volume” lub „Sum Above Background”. Było ich 55. Z kolei dla 35 innych klonów 

zaobserwowano znacz cy spadek ekspresji w brodawkach w porównaniu z 

nieinfekowanymi korzeniami: IntBi / IntAi < 0,25. Wynik ten mógł by  zgodny z 
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wynikiem etapu II przeszukania w przypadku obserwowanej jednocze nie silnej 

indukcji drugiego genu z pary. Mogła ona zamaskowa  spadek ekspresji pierwszego 

genu. Potwierdziło si  to dla pi ciu klonów cDNA. W przypadku dalszych 24 klonów 

cDNA wykazuj cych na tym, ostatnim, etapie analizy ró nicowej spadek ekspresji w 

brodawkach, wynik ten jest nieoczekiwany. Sondy, z którymi były one wcze niej 

sparowane, podczas analizy indywidualnej w III fazie przeszukania nie wykazały 

znacz cej zmiany ekspresji w brodawkach lub ich ekspresja równie  była obni ona. Dla 

pozostałych sze ciu genów nie udało si  sprawdzi  ekspresji genów z pary, poniewa  

nie były on analizowane na ostatnim etapie przeszukania. Mimo to wszystkie klony 

cDNA o stosunku sygnałów IntBi / IntAi < 0,25 tak e u yto do dalszych bada . 

 

D.1.5. Sekwencjonowanie insertów 

 

W celu ustalenia fragmentów sekwencji wyselekcjonowanych klonów cDNA 

przeprowadzono jednokrotne reakcje sekwencjonowania dla ka dego z nich. Inserty 

amplifikowano, u ywaj c starterów JP203 i JP204, i rozdzielano w elu agarozowym. 

Je li obserwowano wi cej ni  jeden produkt amplifikacji, odpowiednie rekombinanty 

rozsiewano do pojedynczych kolonii na szalkach z zestalon  po ywk , amplifikowano 

inserty z 8 - 20 losowo wybranych kolonii i rozdzielano elektroforetycznie. W ka dym 

z takich przypadków uzyskano pojedyncze pr ki identycznej długo ci dla wszystkich 

sprawdzanych kolonii z danej serii i taki produkt – jako dominuj cy – doł czano do puli 

sekwencjonowanych insertów. Wszystkie amplikony oczyszczono i oszacowano ich 

st enia przez powtórny rozdział elektroforetyczny (Rys. 10). Sekwencjonowanie 

przeprowadzono u ywaj c starter LAVecF. Uzyskiwano w ten sposób sekwencje 

ko ców 5’ insertów. Otrzymane sekwencje poddawano obróbce, polegaj cej na 

usuni ciu ko cówek o niskiej jako ci oraz pozostało ci fragmentów wektorowych, 

które wyszukiwano r cznie i przy pomocy programu VecScreen (NCBI). W 

czterdziestu czterech sekwencjach wyst pował ci g kilkunastu – kilkudziesi ciu adenin, 

po których sekwencje stawały si  nieczytelne. W takim przypadku sekwencje obcinano 

usuwaj c nukleotydy za czwart  adenin  segmentu poliadeninowego. Sekwencje 

całkowicie nieczytelne oraz takie, których długo  po obróbce nie przekraczała 60 nt, 

odrzucono. Ostatecznie stworzono bibliotek  zawieraj c  pi dziesi t dziewi  

sekwencji EST, któr  nazwano j  LA02 (Rys. 10, Tab. 11). Trzydzie ci siedem z nich 

 



 D. WYNIKI 87 

 

 

 

L
A

02
E

S
T

00
1

L
A

02
E

S
T

00
2

L
A

02
E

S
T

00
7

L
A

02
E

S
T

01
0

L
A

02
E

S
T

00
4

L
A

02
E

S
T

00
5

L
A

02
E

S
T

00
6

L
A

02
E

S
T

04
7

L
A

02
E

S
T

01
1

L
A

02
E

S
T

00
9

L
A

02
E

S
T

04
8

L
A

02
E

S
T

05
5

L
A

02
E

S
T

01
2

L
A

02
E

S
T

01
3

3000 pz

1031 pz

500 pz

3000 pz

1031 pz

500 pz

3000 pz

1031 pz

500 pz

3000 pz

1031 pz

500 pz

3000 pz

1031 pz

500 pz

3000 pz

1031 pz

500 pz

 
Rysunek 10. Rozdział elektroforetyczny oczyszczonych produktów amplifikacji insertów z klonów 
wyselekcjonowanych w trakcie analizy ró

�
nicowej. Ka

�
d

�
 lini

�
 opisano nazw

�
 sekwencji EST otrzymanej w 

wyniku sekwencjonowania danego produktu. X - produkty, dla których nie otrzymano czytelnej sekwencji lub była 
ona krótsza ni

�
 60 nt,; M – marker długo

�
ci DNA. 
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reprezentowało klony o ekspresji podwy szonej w symbiozie (wg rezultatów III fazy 

analizy ró nicowej), a pozostałe dwadzie cia dwa – klony o obni onej ekspresji. 

Sekwencje EST zostały zdeponowane w bazie GenBank, pod numerami dost pu: 

DV468716 - DV468774. Zamieszczono je równie  w pliku tekstowym „LA02 

sekwencje EST” na doł czonym do pracy dysku CD, w folderze „Biblioteka LA02”. 

 

D.1.6. Przeszukanie baz danych 

 

Sekwencje EST wykorzystano do wst pnego scharakteryzowania reprezentowanych 

przez nie genów przez porównanie ich z bazami danych białkowych oraz DNA, w 

poszukiwaniu sekwencji homologicznych. Jako pierwsz  przeszukiwano baz  białkow  

nr za po rednictwem serwera NCBI. Baza ta obejmuje wszystkie nie powtarzaj ce si  

sekwencje utworzone w wyniku translacji cDNA zdeponowanych w GenBank-u oraz 

sekwencje białkowe z baz SwissProt, PDB, PIR i PRF. Podczas takiego przeszukania 

indywidualne sekwencje EST były tłumaczone na sekwencje aminokwasowe we 

wszystkich mo liwych ramkach odczytu, a nast pnie porównywane z danymi z bazy, 

dzi ki algorytmowi BlastX. W przypadku braku sekwencji białkowych o znacz cej 

homologii, sekwencje EST porównywano nast pnie z nukleotydow  baz  nr, 

zawieraj c  wszystkie sekwencje DNA z GenBank-u, EMBL, DDBJ i PDB (z 

pomini ciem sekwencji EST, STS, GSS i HTGS), przy u yciu algorytmu BlastN. 

Wykorzystuj c wyniki poszukiwania homologów dokonano adnotacji przypuszczalnej 

funkcji zidentyfikowanych genów (Tab. 11). Je li znajdowano istotne podobie stwo do 

szeregu ró norodnych sekwencji, przy adnotacji funkcjonalnej wykorzystywano 

wszystkie znalezione rekordy. A  dla 28 sekwencji EST z biblioteki LA02 (ponad 

47 %) poszukiwanie homologów w bazach białkowych nie dało rezultatów. Tylko 10 z 

nich udało si  nast pnie zidentyfikowa  na podstawie podobie stwa do sekwencji 

DNA. Cztery sekwencje, LA02EST009, LA02EST048, LA02EST051 i LA02EST054, 

wykazały podobie stwo do cDNA leghemoglobin I i II z łubinu ółtego. Kolejne trzy 

były podobne do cDNA o nieprzypisanej funkcji, wcze niej znalezionych w 

genomowych sekwencjach ro linnych (LA02EST013, LA02EST033, LA02EST037). 

Dwa z nich wykazywały jednocze nie homologi  do niekoduj cych RNA (7S RNA i 

U3 snRNA). Podobie stwo do snRNA wykazano tak e dla trzech innych sekwencji 

(LA02EST001, LA02EST002, LA02EST052). EST LA02EST056 reprezentuje 

najprawdopodobniej bakteryjny gen koduj cy rybosomalny RNA 23S. Spo ród 
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pozostałych 18 sekwencji, dla których nie znaleziono homologów w bazach danych, 

prawie wszystkie (z wyj tkiem LA02EST003) były zako czone ci giem poli(A), a trzy 

czwarte z nich były bardzo krótkie – poni ej 250 nt. 

 

Jako dopełnienie próby adnotacji funkcjonalnej genów na podstawie sekwencji EST, 

przeszukano nimi bazy ro linnych sekwencji nukleotydowych TIGR Gene Indices 

(TGI), stosuj c algorytm BlastN. Czterdzie ci sekwencji EST wykazało znacz ce 

podobie stwo do zdeponowanych w bazie DNA (Tab. 11). Zgodnie z 

przewidywaniami, w grupie tej znalazły si  prawie wszystkie sekwencje, które 

wcze niej adnotowano na podstawie przeszukania baz białkowych. Wyj tkiem jest 

LA02EST015, który prawdopodobnie reprezentuje gen bakteryjny. Co ciekawe, dla 

pi ciu sekwencji (LA02EST013, LA02EST018, LA02EST022, LA02EST029 i 

LA02EST042) przeszukanie ro linnych baz TGI zaowocowało odnalezieniem 

homologicznych sekwencji wył cznie w ro linach motylkowatych. Tylko w jednym z 

tych przypadków (LA02EST022) wcze niejsze analizy wykazały podobie stwo tak e 

do białek ro lin z innych rodzin (A. thaliana i O. sativa). 

 

Pełne wyniki poszukiwania homologów dla poszczególnych sekwencji EST 

umieszczono na dysku CD w folderze „Biblioteka LA02”. 
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- 
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+ 

+ 

- 
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+ 

+ 

leg 

+ 

Homologi w bazach sekwencji 
nukleotydowych 

U1 snRNA 

U2 snRNA 

- 

- 

- 

x 

x 

x 

leghemoglobin 

x 

x 

x 

sekwencja genomowa M. 
truncatula 

x 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

- 

- 

- 

- 

- 

subtilisin-like serine protease 

unknown / putative glutamine synthetase / hydrolase 

ribosomal protein L41 

- 

unnamed / putative zinc finger protein 

hypothetical / membrane associated protein 

beta (1,2)-xylosyltransferase 

- 

unknown 

Obecno
� 

 
ci

�
gu poli(A) 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

Długo
� 

 
po 

obróbce 

100 

177 

579 

136 

136 

764 

513 

281 

99 

721 

683 

759 

69 

419 

Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468716 

DV468717 

DV468718 

DV468719 

DV468720 

DV468721 

DV468722 

DV468723 

DV468724 

DV468725 

DV468726 

DV468727 

DV468728 

DV468729 

EST 

LA02EST001 

LA02EST002 

LA02EST003 

LA02EST004 

LA02EST005 

LA02EST006 

LA02EST007 

LA02EST008 

LA02EST009 

LA02EST010 

LA02EST011 

LA02EST012 

LA02EST013 

LA02EST014 

Tabela 11. Biblioteka  LA02  sekwencji EST uzyskanych przez cz � � ciowe sekwencjonowanie klonów wybranych w trzyetapowym przeszukaniu znormalizowanej biblioteki 
cDNA. Kolorem zielonym oznaczono te klony, dla których na trzecim etapie analizy ró

�
nicowej wykazano indukcj

�
 ekspresji w brodawkach. Kolorem czerwonym oznaczono klony 

wykazuj
�

ce obni
�
on

�
 ekspresj

�
. „leg” – homologi znaleziono wył

�
cznie w

�
ród sekwencji z ro

�
lin motylkowatych. 
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+ 

+ 

+ 
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+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 
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Homologi w bazach sekwencji 
nukleotydowych 

x 

x 

x 

- 

x 

x 

x 

x 

x 

- 

x 

x 

x 

x 

- 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

hypothetical / predicted HD phosphohydrolase 
(sekwencje bakteryjne) 

unknown 

unknown / lipid transfer protein 

- 

unnamed / ethylene response factor / DRE binding 
factor 

UDP glucuronate decarboxylase 

lipase class 3 protein-like 

putative 

unnamed 

- 

unknown 

actin polymerization factor 

unknown / Shwachman-Bodian-Diamond syndrome 
homolog 

unknown / ENOD18 / stress responsive / ethylene 
responsive /CHP-rich zinc finger protein  

- 

Obecno
� 

 
ci

�
gu poli(A) 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Długo
� 

 
po 

obróbce 
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666 

471 

446 

638 

502 

656 

437 

411 

211 

730 

554 

775 

409 

516 

Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468730 

DV468731 

DV468732 

DV468733 

DV468734 

DV468735 

DV468736 

DV468737 

DV468738 

DV468739 

DV468740 

DV468741 

DV468742 

DV468743 

DV468744 

EST 

LA02EST015 

LA02EST016 

LA02EST017 

LA02EST018 

LA02EST019 

LA02EST020 

LA02EST021 

LA02EST022 

LA02EST023 

LA02EST024 

LA02EST025 

LA02EST026 

LA02EST027 

LA02EST028 

LA02EST029 

Tabela 11. Biblioteka  LA02 cd. 
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+ 
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x 

x 

- 

ro
�
linne sekwencje genomowe / 

U3 snRNA 

x 

x 

x 

ro
�
linne sekwencje genomowe / 

small cytoplasmic RNA 7S 

- 

- 

- 

x 

- 

- 

x 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

protein kinase 

cysteine proteinase inhibitor 

- 

- 

unknown 

ABC transporter 

unknown / ring box protein 

- 

- 

- 

- 

Cell division protein / ATP-ase / ATP-dependent 
metalloprotease 

- 

- 

phosphoinositide  phospholipase C 

Obecno
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�
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+ 
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+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 
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� 

 
po 
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707 

510 

63 

202 

357 

383 

338 

200 

247 

92 

94 

723 

433 

131 
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Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468745 

DV468746 

DV468747 

DV468748 

DV468749 

DV468750 

DV468751 

DV468752 

DV468753 

DV468754 

DV468755 

DV468756 

DV468757 

DV468758 

DV468759 

EST 

LA02EST030 

LA02EST031 

LA02EST032 

LA02EST033 

LA02EST034 

LA02EST035 

LA02EST036 

LA02EST037 

LA02EST038 

LA02EST039 

LA02EST040 

LA02EST041 

LA02EST042 

LA02EST043 

LA02EST044 

Tabela 11. Biblioteka  LA02 cd. 
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x 

leghemoglobin 

- 
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x 

U2 snRNA 

leghemoglobin 

x 

23S ribosomal RNA (sekwencja 
bakteryjna) 

- 

- 

- 

- 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

- 

leucine rich repeat receptor-like kinase  

late embryogenesis protein / IAA-induced protein ARG2 
homolog 

- 

- 

nodulin-26 / aquaporin 

leghemoglobin 

- 

- 

subtilisin-like serine protease 

- 

- 

- 

- 

- 
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� 
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�
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+ 

+ 

- 

+ 
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� 

 
po 
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338 

752 

629 

228 

508 

574 

629 

150 

235 
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161 
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114 
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166 

Numer 
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�
pu 

GenBank-u 

DV468760 

DV468761 

DV468762 

DV468763 

DV468764 

DV468765 

DV468766 

DV468767 

DV468768 

DV468769 

DV468770 

DV468771 

DV468772 

DV468773 

DV468774 
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LA02EST046 

LA02EST047 
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Tabela 11. Biblioteka  LA02 cd. 



 D. WYNIKI 94 

 

 

D.2. Otrzymanie cDNA reprezentuj cych geny markerowe 

 

Równoległym zadaniem było przygotowanie zestawu klonów cDNA, które miałyby 

posłu y  w planowanych analizach ekspresji jako markery wybranych procesów i 

szlaków metabolicznych. Zało ono, e w ród tych markerów powinny znale  si : 

 

��geny metabolizmu podstawowego, o konstytutywnej ekspresji w symbiozie, 

��geny zaanga owane w metabolizm w gla i azotu w brodawkach korzeniowych, 

��geny znanych nodulin o udokumentowanym profilu ekspresji w symbiozie, 

��geny zwi zane ze szlakiem transdukcji sygnałów w symbiozie, 

��geny zaanga owane w sygnalizacj  hormonaln , 

��geny odpowiedzi obronnych ro liny. 

 

W celu zebrania puli markerów zastosowano dwa niezale ne podej cia. Jednym z nich 

było cz ciowe sekwencjonowanie klonów cDNA losowo wybranych ze 

znormalizowanej biblioteki cDNA. Jako podej cie drugie – uzupełniaj ce – 

zaplanowano amplifikacj  i klonowanie wybranych cDNA w oparciu o znane 

sekwencje genów z innych ro lin motylkowatych. 

 

D.2.1. Losowy wybór klonów ze znormalizowanej biblioteki cDNA 

 

Ze znormalizowanej biblioteki cDNA wybrano losowo 96 rekombinantów. Inserty 

amplifikowano u ywaj c starterów JP203 i JP204, oczyszczono i zmierzono st enie 

produktów przez rozdział elektroforetyczny w elu agarozowym (Rys. 11). Nast pnie 

poddano je pojedynczej reakcji sekwencjonowania od strony ko ca 5’, stosuj c starter 

LaVecF, a otrzymane sekwencje obrabiano w podobny sposób jak sekwencje LA02. W 

rezultacie otrzymano 67 sekwencji EST o długo ci od 63 do 753 nt, które utworzyły 

bibliotek  LA01. Otrzymane sekwencje zdeponowano w bazie GenBank, pod numerami 

dost pu DV468649 - DV468715.  

 

Sekwencje EST wykorzystano do przeszukania białkowych i nukleotydowych baz  
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Rysunek 11. Rozdział elektroforetyczny oczyszczonych produktów amplifikacji insertów z losowo wybranych 
klonów. Ka

�
d

�
 lini

�
 opisano nazw

�
 sekwencji EST otrzymanej w wyniku sekwencjonowania danego produktu. X. - 

produkty, dla których nie otrzymano czytelnej sekwencji lub była ona krótsza ni
�
 60 nt,; M – marker długo

�
ci DNA. 
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danych. W rezultacie adnotowano czterdzie ci pi  genów, z czego pi  

zidentyfikowano jako geny koduj ce białka nieznane lub przypuszczalne (Tab 12). 

Kolejne pi  to geny białek rybosomalnych, (LA01EST006, LA01EST007, 

LA01EST022, LA01EST023, LA01EST032). Kilka innych prawdopodobnie koduje 

czynniki transkrypcyjne (np. LA01EST002, LA01EST018, LA01EST028, 

LA02EST030), białka indukowane w obecno ci okre lonych czynników 

(LA01EST013, LA01EST050) czy białka, które mog  by  zwi zane z reakcjami 

obronnymi ro liny (La01EST017). Na ko cach 3’ czternastu spo ród dwudziestu dwóch 

nieadnotowanych sekwencji znajdowały si  ci gi kilkunastu – dwudziestu kilku adenin, 

prawdopodobnie reprezentuj ce  ła cuchy poli(A). Pi tna cie z nieadnotowanych 

sekwencji miało długo  poni ej 400 nt. 

 

Sekwencje LA01 oraz wynikowe pliki przeszukiwa  baz danych zamieszczono w 

folderze „Biblioteka LA01” na dysku CD doł czonym do pracy. 
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Homologi w bazach sekwencji 
nukleotydowych 

x 

x 

- 

x 

x 

acidic ribosomal protein 60S 

x 

x 

- 

x 

- 

x 

x 

- 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

unknown 

heat shock transcription factor 

- 

ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase 

high mobility group protein HMG-1 

- 

40S ribosomal protein S28 

xyloglucan endotransglycosylase 

- 

unknown 

- 

chloride channel protein 

nitrate-induced protein / unknown 

- 

Obecno
� 

 
ci

�
gu poli(A) 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Długo
� 

 
po 

obróbce 

416 

612 

285 

434 

510 

396 

423 

592 

753 

657 

91 

706 

597 

372 

Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468649 

DV468650 

DV468651 

DV468652 

DV468653 

DV468654 

DV468655 

DV468656 

DV468657 

DV468658 

DV468659 

DV468660 

DV468661 

DV468662 

EST 

LA01EST001 

LA01EST002 

LA01EST003 

LA01EST004 

LA01EST005 

LA01EST006 

LA01EST007 

LA01EST008 

LA01EST009 

LA01EST010 

LA01EST011 

LA01EST012 

LA01EST013 

LA01EST014 

Tabela 12. Biblioteka  LA01 sekwencji EST uzyskanych w wyniku jednokrotnego sekwencjonowania klonów losowo wybranych ze znormalizowanej biblioteki 
cDNA. 
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Homologi w bazach sekwencji 
nukleotydowych 

x 

x 

x 

x 

hydroxyproline rich protein / 
extensin 
ferredoxin:sulfite reductase 
precursor 

x 

x 

x 

x 

- 

- 

x 

x 

- 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

cyclophilin 

aconitase 

Caffeoyl-CoA O-methyltransferase 

putative / WD-40 repeat family protein 

- 

- 

U6 snRNA-associated Sm-like protein 

60S ribosomal protein L39 

60S ribosomal protein L27 

thioredoxin H-type 

- 

- 

transcription factor BTF3 

pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein / 
unknown 

- 

Obecno
� 

 
ci

�
gu poli(A) 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

Długo
� 

 
po 

obróbce 

217 

243 

535 

488 

693 

68 

691 

246 

318 

457 

372 

579 

370 

465 

316 

Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468663 

DV468664 

DV468665 

DV468666 

DV468667 

DV468668 

DV468669 

DV468670 

DV468671 

DV468672 

DV468673 

DV468674 

DV468675 

DV468676 

DV468677 

EST 

LA01EST015 

LA01EST016 

LA01EST017 

LA01EST018 

LA01EST019 

LA01EST020 

LA01EST021 

LA01EST022 

LA01EST023 

LA01EST024 

LA01EST025 

LA01EST026 

LA01EST027 

LA01EST028 

LA01EST029 

Tabela 12. Biblioteka  LA01 cd. 
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Homologi w bazach sekwencji 
nukleotydowych 

x 

x 

x 

x 

x 

x 

x 

x 

x 

- 

sekwencja genomowa L. 
japonicus 

- 

x 

- 

x 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

putative transcription regulatory protein 

auxin-induced protein / putative membrane protein 

60S ribosomal protein L24 

rhodanese-like domain protein / unknown 

glycine hydroxymethyltransferase / serine 
hydroxymethyltransferase 

voltage-dependent anion channel 

serine-rich protein / unknown 

unknown / putative protein 

serine/threonine protein phosphatase 

- 

- 

- 

putative protein 

- 

fiber NTGP1-related protein / ATGP1-like protein 

Obecno
� 

 
ci

�
gu poli(A) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

Długo
� 

 
po 

obróbce 

312 

697 

537 

254 

466 

734 

711 

343 

520 

402 

466 

207 

660 

706 

353 

Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468678 

DV468679 

DV468680 

DV468681 

DV468682 

DV468683 

DV468684 

DV468685 

DV468686 

DV468687 

DV468688 

DV468689 

DV468690 

DV468691 

DV468692 

EST 

LA01EST030 

LA01EST031 

LA01EST032 

LA01EST033 

LA01EST034 

LA01EST035 

LA01EST036 

LA01EST037 

LA01EST038 

LA01EST039 

LA01EST040 

LA01EST041 

LA01EST042 

LA01EST043 

LA01EST044 

Tabela 12. Biblioteka  LA01 cd. 
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Homologi w bazach sekwencji 
nukleotydowych 

hydroxyproline rich glycoprotein / 
extensin 

- 

- 

- 

- 

x 

- 

x 

- 

bakteryjne sekwencje genomowe 

- 

bakteryjne sekwencje genomowe 

x 

- 

x 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

- 

- 

- 

- 

- 

phi-1 phosphate-induced protein 

- 

putative G-box binding protein / B12D 

- 

- 

- 

- 

protein kinase 

- 

ring finger protein / ubiquitin--protein ligase 

Obecno
� 

 
ci

�
gu poli(A) 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Długo
� 

 
po 

obróbce 

129 

554 

719 

397 

366 

416 

370 

438 

410 

96 

74 

135 

527 

87 

219 

Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468693 

DV468694 

DV468695 

DV468696 

DV468697 

DV468698 

DV468699 

DV468700 

DV468701 

DV468702 

DV468703 

DV468704 

DV468705 

DV468706 

DV468707 

EST 

LA01EST045 

LA01EST046 

LA01EST047 

LA01EST048 

LA01EST049 

LA01EST050 

LA01EST051 

LA01EST052 

LA01EST053 

LA01EST054 

LA01EST055 

LA01EST056 

LA01EST057 

LA01EST058 

LA01EST059 

Tabela 12. Biblioteka  LA01 cd. 
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Homologi w bazach sekwencji 
nukleotydowych 

x 

U3 snRNA / ro
�
linne sekwencje 

genomowe 

5.8S RNA and ITS2 

- 

U2 snRNA 

- 

- 

- 

Homologi w bazach sekwencji białkowych 

hypothetical protein 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Obecno
� 

 
ci

�
gu poli(A) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Długo
� 

 
po 

obróbce 

139 

82 

101 

108 

148 

134 

72 

65 

Numer 
dost

�
pu 

GenBank-u 

DV468708 

DV468709 

DV468710 

DV468711 

DV468712 

DV468713 

DV468714 

DV468715 

EST 

LA01EST060 

LA01EST061 

LA01EST062 

LA01EST063 

LA01EST064 

LA01EST065 

LA01EST066 

LA01EST067 

Tabela 12. Biblioteka  LA01 cd. 
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D.2.2. Amplifikacja RT PCR w oparciu o dane sekwencyjne genów z 

innych ro lin 

 

Na podstawie dost pnych w literaturze danych sporz dzono list  genów, które mogłyby 

słu y  jako markery w zaplanowanych do wiadczeniach. Dla ka dego genu z listy 

wyszukiwano w bazach danych dost pne ro linne sekwencje cDNA i analizowano ich 

podobie stwo, u ywaj c programu ClustalW. Na podstawie sporz dzonego porównania 

projektowano startery do amplifikacji, poszukuj c regionów sekwencji wystarczaj co 

zachowawczych dla zaprojektowania efektywnych starterów, a jednocze nie mo liwie 

specyficznych dla cDNA z ro lin motylkowatych, czy te  cDNA brodawkowo 

specyficznych  izoform (Tab. 13). 

 

Wybrany gen 
Sekwencje 

�
ródłowe -  organizm i nr dost

�
pu w 

bazie danych 
Zaprojektowane 

specyficzne startery 

METABOLIZM W � GLA I 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) 

LA001 

urykaza (podj. Nod –35) 
M. sativa (AB028149.1), G. max (D86930.1; 

AB002810.1), P. vulgaris (U72663.1), V. aconitifolia 
(M92435.1) 

LA008 

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 
NADH–zale

�
na (GOGAT) 

P. vulgaris (AF314924.1; AF314925.1), M. sativa 
(L37606.1), O. sativa (AB008845.1) 

LA004 

enolaza 
L. esculentum (S48722.1), Z. mays (U17973.1), S. 
oleracea (AJ271719.1), R. communis (Z28386.1) 

LA007 

karboksylaza 
fosfoenolopirogronianu 

(PEPC) 

M. sativa (M83086.1; L39371.1), V. faba 
(AJ011302.1), G. max (D13998.1; AB008540.1), P. 

sativum (D64037.1), Z. mays (AB012228.1) 
LA005; M_PEPC_002 

Tabela 13. Lista sekwencji 
�

ródłowych u
�

ytych do zaprojektowania starterów do amplifikacji fragmentów 
cDNA genów markerowych z łubinu 
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syntaza sacharozy (SUCS) 
P. sativum (X98598.1), V. faba (X69773.1), M. 

sativa (AF049487.1), M. truncatula (AJ131943.1), P. 
vulgaris (AF315375.1), G. max (AF030231.1) 

LA006 

dehydrogenaza jabłczanowa  
M. sativa (AF020273.1), P. sativum (AF079850.1), 

G. max (AF068686.3), M. truncatula (F461200.1), A. 
thaliana (NM_114620.2), N. tabacum (AJ006974.1),  

LA010F 

GENY O KONSTYTUTYWNEJ EKSPRESJI 

aktyna 
V. radiata (AF143208.1), P. sativum (U76192.1; 

U76191.1; U76190.1; U81048.1; U81046.1; 
U81047.1), G. max (U60497.1; U60499.1) 

M_ACTIN_007 

NODULINY 

ENOD5 
T. repens (AJ310340.1), V. faba (AJ250498.1; 
AJ250497.1), P. sativum (S45139.1), V. sativa 

(X83681.1) 
LA101 

ENOD7 
P. sativum (X93172.1), V. faba (Z81320.1; 

Z81319.1) 
LA102 

ENOD12 
P. sativum (M60585.1), M. truncatula (X68032.1), M. 

sativa (X67507.1; X74356.1; X74355.1), V. faba 
(AJ277289.1) 

LA103 

ENOD40 
L. luteus (AF352375.1; AF352374.1), G. max 

(X69154.1) 
M10_E40F; M11_E40R 

nodulina-26 
G. max (M94764.1), M. truncatula (AY059381.1) L. 

japonicus (AF275316.1) 
LA106 

nodulina -45 L. angustifolius (Z12820.1), L. luteus (X77044.1) LA107 

SYGNALIZACJA HORMONALNA I REAKCJE OBRONNE 

AUX/IAA 
G. max (AF169830.1), P. tremula x P. tremuloides 
(AJ306829.1), A. thaliana (U18416.1; U18409.1 

), N. tabacum (AF123508.1) 
LA203 

syntaza chalkonowa (CHS) 
M. sativa (L02903.1; U01021.1), G. max 

(M98871.1), P. sativum (D88262.1) 
 

LA303 

alfa-dioksygenaza / feebly 
L. luteus (BG154076.1 ), N. attenuata 

(AF229926.1), N. tabacum (AJ007630.1), C. annum 
(AY040869.1), A. thaliana (AY064666.1) 

LA302 

SZLAK TRANSDUKCJI SYGNAŁU INICJOWANY PRZEZ CZYNNIK NOD 

lektyna o wła
�
ciwo

�
ciach 

apyrazy 

D. biflorus (AF139807.1), L. japonicus 
(AF156780.1), M. sativa (AF156782.1), M. 

truncatula (AF288132.1) 
LA201 

NFR1 
L. japonicus (AJ575249.1; AJ575248.1), M. 

truncatula (AY372406.1; AY372420.1; AY372401.1; 
AY372424.1; AY372404.1) 

LA208F; LA209F; 
LA214R; LA219R; 
F1NFR1; R1NFR1 

NFR5 L. japonicus (AJ575254.1), P. sativum (AJ575250.1) LA215F; LA217R 

SYMRK 
L. japonicus (AAM67418.1), V. hirsuta 

(CAD22012.1), P. sativum (AAM76684.1), M. 
truncatula (AAM76685.1), M. sativa (AD10807.1) 

LA205F; LA207R 

Tabela 13. Lista sekwencji 
�

ródłowych cd. 
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Matrycami w reakcji amplifikacji były:  

1 - znormalizowany ss cDNA, taki sam jak u yty 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 łubinu (mieszanina 

kilku stadiów po infekcji) w reakcji odwrotnej transkrypcji, z udziałem uniwersalnego 

startera JP207. Starter ten jest komplementarny do ła cucha poli(A) mRNA i zawiera 

odcinek adapterowy na ko cu 5’. Do amplifikacji konkretnej sekwencji u ywano 

nast pnie niespecyficznego startera JP205, komplementarnego do odcinka 

adapterowego oraz specyficznego startera F; 

3 – ss cDNA, przygotowany z RNA z infekowanych (mieszanina kilku stadiów 

po infekcji) lub nieinfekowanych korzeni łubinu. Do odwrotnej transkrypcji u ywano 

specyficzny starter R, przygotowany na podstawie znanych sekwencji danego genu. 

Amplifikacj  prowadzono wówczas przy u yciu dwóch specyficznych starterów, F i R. 

 

Dla wi kszo ci genów projektowano tylko specyficzny starter F, komplementarny do 

takiego miejsca, aby po amplifikacji otrzyma  fragment cDNA koduj cy kilkadziesi t – 

sto kilkadziesi t aminokwasów z ko ca C białka oraz region 3’ UTR. W przypadku 

NFR1, NFR5 i SYMRK u yto pary specyficznych starterów F i R, zaprojektowanych w 

taki sposób, aby amplifikowa  du e fragmenty sekwencji koduj cych, bez regionu 

3’ UTR. Dwa specyficzne startery wykorzytano równie  do uzyskania 

konserwatywnego fragmentu cDNA genu ENOD40, zawieraj cego zachowawcz  

otwart  ramk  odczytu ORF II.  Produkty PCR o spodziewanej długo ci (szacowanej na 

podstawie sekwencji u ytych do projektowania starterów) wycinano z elu i 

oczyszczano. W przypadku uzyskania szeregu produktów o ró nych długo ciach i braku 

wyró niaj cego si  pr ka po elektroforezie, przeprowadzano powtórn  amplifikacj  na 

matrycy produktów z pierwszej reakcji PCR i powtórnie oczyszczano. Nast pnie 

fragmenty cDNA klonowano do wektora pCR2.1, transformowano nimi komórki E. coli 

i przeprowadzano selekcj  zrekombinowanych kolonii. Uzyskanie fragmentu danego 

cDNA potwierdzano sekwencjonuj c inserty z wyizolowanych plazmidów i porównuj c 

z sekwencjami w bazach białkowych lub nukleotydowych oraz przeszukuj c baz  

domen białkowych CDD (NCBI). 
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Dł. 
regionu 
3’ UTR 

181 nt 

145 nt 

281 nt 

266 nt 

196 nt 

78 nt 

241 nt 

269 nt 

283 nt 

187 nt 

203 nt 

>136 nt 

112 nt 

x 

x 

Dł. 
sekwencji 
koduj

�
cej 

136 aa 

112 aa 

41 aa 

153 aa 

52 aa 

191 aa 

54 aa 

ND 

55 aa 

112 aa 

166 aa 

40 aa 

80 aa 

127 aa 

307 aa 

857 aa 

Dł. 
sklonowanego 

fragmentu 

592 nt 

467 nt 

407 nt 

726 nt 

355 nt 

655 nt 

406 nt 

365 nt 

437 nt 

622 nt 

688 nt 

326 nt 

~500 nt 

496 nt 

923 nt 

2571 nt 

Starter 3’ 

LAVecR 

LAVecR 

LAVecR 

JP205 

LAVecR 

JP205 

LaVecR 

M11_E40R 

JP205 

LAVecR 

JP205 

LAVecR 

LAVecR 

LAVecR 

LA217R 

LA207R 

Starter 5’ 

LA002 

LA001 

LA008 

Lang_GS_FORWARD_1_ 

LA007 

M_PEPC_002 

LA006 

M10_E40F 

LA107 

LA106 

M_ACTIN_007 

LA203 

LA303 

LA302 

LA215F 

LA205F 

matryca do 
amplifikacji 

1 

1 

1 

2 

1 

2 

1 

3 (inf.) 

2 

1 

2 

1 

1 

1 

3 (nieinf.) 

3 (nieinf.) 

Adnotacja funkconalna 

AAT – aminotransferaza 
asparaginianu 

AS – syntetaza asparaginy 

Urykaza (podj. Nod –35) 

GS – syntetaza glutaminy 

Enolaza 

PEPC – karboksylaza 
fosfoenolopirogronianu 

SUCS – syntaza sacharozy 

ENOD40 

Nodulina -45 

Nodulina-26 

Aktyna 

AUX/IAA 

CHS – syntaza chalkonowa 

alfa-dioksygenaza / feebly 

NFR5 

SYMRK 

Klon 

LA10SEQ001 

LA10SEQ002 

LA10SEQ003 

LA10SEQ004 

LA10SEQ020 

LA10SEQ021 

LA10SEQ022 

LA10SEQ040 

LA10SEQ041 

LA10SEQ042 

LA10SEQ064 

LA10SEQ080 

LA10SEQ081 

LA10SEQ082 

LA10SEQ090 

LA10SEQ091 

Tabela 14. Biblioteka LA10  fragmentów cDNA genów markerowych, uzyskanych przez klonowanie na podstawie sekwencji  dost � pnych w bazach danych. 
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Spo ród wybranych do klonowania genów zaanga owanych w ró norodne procesy 

fizjologiczne w ro linie, amplifikowano z powodzeniem szesna cie (Tab. 14). 

Utworzyły one bibliotek  LA10. Sekwencje uzyskanych markerów oraz wyniki 

porówna  tych sekwencji z bazami danych zamieszczono na dysku CD doł czonym do 

pracy, w folderze „Biblioteka LA10”. 

 

D.2.2.1. Markery metabolizmu w gla i azotu 

Najliczniejsz  grup  zaplanowanych do amplifikacji markerów stanowiły geny 

metabolizmu w gla i azotu – najlepiej poznanego procesu metabolicznego 

zachodz cego w symbiotycznych brodawkach. Udało si  amplifikowa  siedem spo ród 

dziewi ciu wybranych sekwencji. Sekwencja LA10SEQ001 wykazała bardzo wysokie 

podobie stwo do ro linnych aminotransferaz asparaginianu, a najwi ksze - do AAT-P2 

z łubinu w skolistnego. AAT-P2 to izoforma specyficznie wyst puj ca w plastydach 

symbiotycznych brodawek łubinowych [Reynolds i Farnden 1979; Reynolds i wsp. 

1992]. Wykazano, e ekspresja genu koduj cego AAT-P2 w brodawkach jest 

indukowana w tym samym czasie, kiedy rozpoczyna si  symbiotyczne wi zanie azotu. 

W zainfekowanych korzeniach łubinu w skolistnego wykryto tak e obecno  innej 

izoformy aminotransferazy asparaginianu, AAT-P1 [Reynolds i Farnden 1979]. Mimo 

e AAT-P1 dominuje w brodawkach (odpowiada za 60 % specyficznej aktywno ci tego 

enzymu), to poziom białka AAT-P1 nie zmienia si  w czasie ich rozwoju - w 

przeciwie stwie do indukowanej ekspresji AAT-P2 [Winefield i wsp. 1994]. Sekwencja 

markera LA10SEQ001 jest zdecydowanie ró na od AAT-P1, a tylko w trzech 

pozycjach ró ni si  od sekwencji AAT-P2 (jedna tranzycja i dwie delecje 

nukleotydowe; Rys. 12A). Poci ga to za sob  zmiany w sekwencji aminokwasowej 

(Rys. 12B). W dedukowanej sekwencji białka (po uwzgl dnieniu przesuni  ramki 

odczytu) mo na zidentyfikowa  fragment domeny aminotransferazy (Rys. 13). Marker 

LA10SEQ001 jest zatem fragmentem cDNA brodawkowo – specyficznej izoformy 

aminotransferazy asparaginianu AAT-P2. Obserwowane ró nice w sekwencji wynikaj , 

jak si  wydaje, z bł dów wprowadzonych przez polimeraz  w trakcie amplifikacji 

markera. 
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  A 

 

  B 

 ESAARVKSQLKRIARPMYSNPPVHGARIVADIVGNPALFGEWKVEMEMMAGRIKNV 

 RQQLYDSISSKDKSGKDWSFILKQIGMFSYTGLNKNQSDNMTNKWHVYMTKD/(G) 

 RISL/AGLSLAKCEYLADAIIDSFHYVS 
 
 
Rysunek 12.  Sekwencja markera LA10SEQ001. A Porównanie z sekwencjami cDNA AAT-P1 (M92094) i AAT-P2 
(X59761). b) Przewidywana sekwencja aminokwasowa, ustalona w oparciu o sekwencj

�
 białka AAT-P2. Kolorem 

czerwonym  zaznaczono ró
�
nice w sekwencjach wynikaj

�
ce z mutacji sekwencji podczas amplifikacji markera. / - 

miejsce zmiany ramki odczytu. 
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  LA10SEQ001 

 
  LA10SEQ002 

 
  LA10SEQ003 

 
  LA10SEQ004 

 
  LA10SEQ020 

 
  LA10SEQ021 

 
 LA10SEQ064 

 
 LA10SEQ042 

  
 LA10SEQ080 

 
 LA10SEQ081 

 
 LA10SEQ082 

 
 
Rysunek 13. Wyniki przeszukania bazy CDD aminokwasowymi sekwencjami markerów. Niebieska podziałka 
obrazuje sekwencj

�
 markera. Na znalezione fragmenty domen (zaznaczone kolorami szarym i czerwonym)  

naniesiono ich numery identyfikacyjne oraz długo
� 

 całej domeny.   
 

pfam00155 (316 aa) 
COG1448 (396 aa) 

pfam00733 (312 aa) 

cd00445 (286 aa) 

pfam00120 (260 aa) 

pfam00113 (295 aa) 
COG0148 (423 aa) 

pfam00311 (962 aa) 

COG2352 (910 aa) 

cd00012 (371 aa) 
smart00268 (373 aa) 
pfam00022 (375 aa) 
COG5277 (444 aa) 

pfam02309 (189 aa) 

cd00831 (361 aa) 
cd00327 (347 aa) 
cd00825 (391 aa) 
cd00830 (320 aa) 
cd00827 (324 aa) 
pfam02797 (151 aa) 
COG3424 (356 aa) 
COG0332 (323 aa) 

pfam03098 (536 aa) 

cd00333 (228 aa) 
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Sekwencja LA10SEQ002 jest podobna do sekwencji koduj cych ro linne syntetazy 

asparaginy. Najwy sz  homologi  do niej wykazuj  AS spoza rodziny ro lin 

motylkowatych (Striga hermonthica, Helianthus annus, O. sativa, A. thaliana). 

Osiemna cie sekwencji białkowych pochodz cych z ro lin motylkowatych znajduje si  

na dalszych miejscach listy homologów. Dla wi kszo ci z nich brak danych o ekspresji 

w symbiotycznych brodawkach. Dedukowana sekwencja białkowa markera zawiera 

fragment domeny syntetazy asparaginy (Rys. 13). 

 

Sekwencja LA10SEQ003 o długo ci 407 nt zawiera fragment otwartej ramki odczytu 

koduj cy 41 ko cowych aminokwasów białka urykazy. Równie  wyniki przeszukiwa  

baz białkowych pokazuj , e sklonowany fragment cDNA reprezentuje urykaz  / 

nodulin  35 z łubinu w skolistnego (Rys. 13). 

 

Do otrzymania cDNA syntetazy glutaminy wykorzystano pierwotnie znany fragment 

sekwencji cDNA GS z łubinu w skolistnego (nr identyfikacyjny X15578). Jednak 

specyficzny wobec niej starter LA003 znanej okazał si  nieskuteczny przy amplifikacji. 

U yto zatem drugiego startera, Lang_GS_Forward_1_, o zdegenerowanej sekwencji, 

zaprojektowanego na podstawie sekwencji GS z ró nych ro lin motylkowatych. 

Uzyskany w ten sposób produkt LA10SEQ004 ma długo  726 pz. Zakodowany jest w 

nim fragment sekwencji białka o długo ci 153 aa, stanowi cy cz  domeny 

katalitycznej syntetazy glutaminy (Rys. 13). Sekwencja LA10SEQ004 wykazuje bardzo 

wysokie podobie stwo do syntetaz glutaminy z szeregu ró nych ro lin. 

 

Marker LA10SEQ020 ma długo  355 nt i zawiera sekwencj  koduj c  52 ko cowe 

aminokwasy białka enolazy. Wskazuje na to wysokie podobie stwo do ró norodnych 

enolaz ro linnych, w tym białka z pokrewnego gatunku L. luteus oraz zidentyfikowanie 

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

 

Fragment cDNA oznaczony jako LA10SEQ021 wykazuje znacz ce podobie stwo do 

karboksylaz fosfoenolopirogronianu, przede wszystkim z ro lin motylkowatych. 

Zakodowany w nim fragment białka o długo ci 191 aa odpowiada C-ko cowemu 

fragmentowi funkcjonalnej domeny PEPC (Rys. 13). 
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Sekwencja LA210SEQ022 koduje fragment syntazy sacharozy (54 aminokwasy z ko ca 

C białka). Wykazuje on prawie idealn  zgodno  z C- ko cowymi odcinkami białek 

SUCS z wielu ró nych ro lin. 

 

D.2.2.2. Markery procesu brodawkowania 

Amplifikowano równie  fragmenty cDNA trzech z sze ciu genów nodulinowych: 

ENOD40 (LA10SEQ040), noduliny 45 (LA10SEQ041) i noduliny 26 (LA10SEQ042). 

Marker LA10SEQ040 wykazuje najwi ksze podobie stwo do cDNA dwóch genów z L. 

luteus -  ENOD40B i ENOD40C (Rys. 14). Gen ENOD40B ulega indukcji na 

wczesnym etapie rozwoju symbiotycznych brodawek łubinowych i – inaczej ni  

ENOD40C, wykazuj cy mniejsze podobie stwo do markera z łubinu w skolistnego - 

nie jest wyra any w organach niesymbiotycznych [Podkowi ski i wsp., w 

przygotowaniu]. Sekwencja LA10SEQ041 o długo ci 437 nt wykazuje idealn  

zgodno  z 3’-ko cowym fragmentem cDNA noduliny-45 z łubinu w skolistnego 

(numer identyfikcyjny Z12625) i zawiera odcinek koduj cy ostatnie 55 aminokwasów 

tego białka. Z kolei marker LA10SEQ042 wykazuje podobie stwo do białek z rodziny 

akwaporyn, a najwi ksze –  do brodawkowo-specyficznej noduliny-26. Zakodowany w 

sekwencji markera fragment polipeptydowy o długo ci 112 aminokwasów wykazuje 

zgodno  z domenami nadrodziny MIP (ang. major intrinsic protein, Rys. 13), 

tworz cymi kanały błonowe dla jonów i drobnych cz steczek. Sekwencja 

LA10SEQ042 nakłada si  na sekwencj  EST-u LA02EST050, równie  adnotowanego 

jako nodulina-26. 

 

W przypadku pozostałych genów (ENOD5, ENOD7 i ENOD12) aden z 

zaprojektowanych starterów nie pozwolił na wybiórcz  amplifikacj  danych 

fragmentów cDNA.  



 D. WYNIKI 111 

 

 

 

sekwencja A sekwencja 
B 

warto
� 

 
Score 

LA10SEQ040 ENOD40B 91 

LA10SEQ040 ENOD40C 83 

ENOD40B ENOD40C 80 

  B 

 

Rysunek 14. Porównanie sekwencji nukleotydowej LA10SEQ040 z cDNA ENOD40B i ENOD40C z łubinu �
ółtego. A. Wartosci Score dla poszczególnych par sekwencji, wg programu ClustalW. B. Zestawienie sekwencji. 

 

 

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

W ramach klonowania cDNA genów zaanga owanych we wczesne etapy sygnalizacji 

pomi dzy ro lin , a jej mikrosymbiontem, amplifikowano fragment cDNA genu 

SYMRK (LA10SEQ091). Jak wykazało porównanie z homologami SYMRK z innych 

ro lin, uzyskano fragment cDNA zawieraj cy prawie cał  ORF; 857- aminokwasowy 

fragment białka obejmuje domen  kinazow  oraz fragment domeny LRR. Podj to tak e 

prób  otrzymania fragmentu sekwencji koduj cej lektyn  o wła ciwo ciach apyrazy, 

A 
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zgodnie z ówczesnym stanem wiedzy, sugeruj cym, e białko to mo e by  receptorem 

czynnika Nod (por. punkt A.1.4). Nie udało si  jednak uzyska  odpowiedniego 

produktu amplifikacji. Po pojawieniu si  pierwszych doniesie  o receptorach NFR1 i 

NFR5 przyst piono do klonowania fragmentów cDNA tych genów. Ostatecznie udało 

si  amplifikowa  923 nt sekwencji koduj cej NFR5 (marker LA10SEQ090), 

zawieraj cej du y fragment domeny kinazowej. (Dokładn  charakterystyk  sekwencji 

receptorów przedstawiono w punktach D.5.4 i D.5.5). 

 

Dla NFR1 nie uzyskano produktów RT PCR na matrycy RNA z korzeni łubinu 

w skolistnego. Stosuj c startery F1NFR1 i R1NFR1 namno ono fragmenty cDNA z 

pokrewnych gatunków – L. luteus i L. mutabilis (nie przedstawiono wyników), ale 

wysokie podobie stwo uzyskanych sekwencji zarówno do NFR1 / Sym10 jak i ich 

bardziej odległych homologów z M. truncatula (Lyk3, Lyk4, Lyk1, Lyk6) nie pozwoliło 

jednoznacznie stwierdzi , czy sklonowane fragmenty rzeczywi cie reprezentuj  dany 

gen. Zarzucono zatem dalsze próby amplifikacji fragmentu NFR1.  

 

D.2.2.4. Pozostałe markery 

Z powodzeniem amplifikowano geny zwi zane z sygnalizacj  hormonaln  i reakcjami 

obronnymi ro liny. Sekwencja LA10SEQ080 wykazuje podobie stwo do rodziny 

genów AUX / IAA, których transkrypcja indukowana jest hormonem auksyn . W 

sekwencji aminokwasowej zakodowanej w sekwencji markera LA10SEQ080 

znaleziono fragment domeny charakterystycznej dla białek z tej rodziny (Rys. 13). 

Marker LA10SEQ081 wykazuje homologi  z ro linnymi syntazami chalkonowymi (EC 

2.3.1.74, Rys. 13) – kluczowymi enzymami szlaku biosyntezy fenylopropanoidów. 

Sekwencja LA10SEQ082 zawiera fragment domeny peroksdazy (Rys. 13) i wykazuje 

podobie stwo do ro linnych alfa-dioksygenaz, katalizuj cych utlenianie kwasów 

tłuszczowych.  

 

Uzyskano równie  fragment cDNA aktyny (LA10SEQ064) – genu powszechnie 

stosowanego jako marker o konstytutywnej ekspresji. Analiza otwartych ramek odczytu 

oraz analizy porównawcze pokazuj , e sklonowany odcinek koduje 166 aminokwasów 

z ko ca C białka (Rys. 13), za którym nast puje region 3’ UTR. 
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D.3. Analiza cz sto ci wyst powania sekwencji EST w bibliotekach 

LA01 i LA02 

 

Dysponuj c dwiema kolekcjami sekwencji EST z łubinu zbadano ich unikalno  w 

obr bie ka dej z bibliotek oraz pomi dzy nimi. U ywaj c programu BlastN 

przeszukano baz  dbEST po kolei ka d  sekwencj  z bibliotek LA01 i LA02, bez 

u ycia filtrów maskuj cych, ograniczaj c wyszukiwanie hasłem „LA01* OR LA02*”. 

Nast pnie grupowano wszystkie sekwencje o znacz cym podobie stwie (E < 10-5) i 

analizowano ich zło enie u ywaj c programu CAP. W ten sposób otrzymano sze  

zestawów (kontigów) sekwencji, które nakładaj  si  na siebie (Rys. 15 - 20). Wysoki 

stopie  identyczno ci sekwencji w obr bie kontigów wskazuje, e mog  one 

reprezentowa  transkrypty tego samego genu. 

 

Analiza cz sto ci wyst powania sekwencji EST pokazała, e wszystkie klony w obr bie 

biblioteki LA01 s  unikalne. W bibliotece LA02, otrzymanej przez selekcj  klonów na 

podstawie wcze niejszych analiz ekspresji, znaleziono szereg powtarzaj cych si  

klonów. Na kontig 3 składaj  si  trzy krótkie sekwencje, nie maj ce homologów w 

bazach danych (LA02EST004, LA02EST005 i LA02EST043, Rys. 17). W kontigu 4 

znalazły si  dwie sekwencje adnotowane jako proteazy serynowe (LA02EST006 i 

LA02EST055, Rys. 18). Zestaw 5 grupuje trzy sekwencje adnotowane jako 

leghemoglobiny: LA02EST009, LA02EST051 i LA02EST054 (Rys. 19). Sekwencja 

LA02EST048, równie  wykazuj ca podobie stwo do leghemoglobin, nie została 

wł czona przez program CAP do tego kontigu. Jak wskazuj  wyniki adnotacji 

funkcjonalnej, EST LA02EST048 jest najbardziej podobny do leghemoglobiny typu II z 

łubinu ółtego, podczas gdy ka da z sekwencji tworz cych kontig 5 wykazuje 

najwi ksze podobie stwo do łubinowej leghemoglobiny typu I. Zatem – zgodnie z 

przewidywaniami programu – LA02EST048 reprezentuje inny gen.  Pozostałe trzy 

kontigi (1, 2 i 6), zawieraj ce po 2 lub 3 sekwencje, adnotowane s  jako małe j drowe 

RNA. Zawieraj  sekwencje zarówno z biblioteki LA01jak i LA02 (Rys. 15, 16, 20). 
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Rysunek 15. Kontig 1 – zło
�

enie sekwencji LA02EST002 – LA02EST013 – LA01EST064. 

 
 

 
Rysunek 16. Kontig 2 – zło

�
enie sekwencji LA02EST052 – LA02EST066. 

 
 

 

Rysunek 17. Kontig 3 – zło
�

enie sekwencji LA02EST004 – LA02EST005 – LA02EST043. 

LA02EST004+ TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAGTTCAATAGGAATAGGTTGTT 

LA02EST005+ TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAGTTCA-TAGGAATAGGTTGTT 

LA02EST043+      GGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAGTTCAATAGGAATAGGTTGTT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAGTTCAATAGGAATAGGTTGTT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST004+ TCTTCCTAACTATAGA-CTTAGGAACATGTAACCTCTTCTTCTTCAATATATTGGGGTGT 

LA02EST005+ TCTTCCTAACTATAGATCTTAGGAACATGTAACCTCTTCTTCTTCAATATATTGGGGTGT 

LA02EST043+ TCTTCCTAACTATAGA-TTTAGGAACATGTAACCTCTTCTTCTTCAATATATTGGGGTGT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TCTTCCTAACTATAGA-CTTAGGAACATGTAACCTCTTCTTCTTCAATATATTGGGGTGT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST004+ TCCACCCAGCTTTAAAA 

LA02EST005+ TCCACCCAGCTTTAAAA 

LA02EST043+ TCCACCCAGCTTTAAAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TCCACCCAGCTTTAAAA 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST002+ AGATCAAGTGTAGTATCTGTTCTTATCAGTTTAATATCTGATATGTGGGTCATTGGCCCA 

LA01EST064+                              TTTAATATCTGATATGTGGGTCATTGGCCCA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AGATCAAGTGTAGTATCTGTTCTTATCAGTTTAATATCTGATATGTGGGTCATTGGCCCA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST002+ CACGATATTAAATTACTTTTTTAAAGGGGAGAAG-CCA-TCACAGTAGCTTGCTACTGGG 

LA01EST064+ CATGATATTAAATTACTTTTTTAAAGGGGA-AGGGCCACT-ACAGTAGCTTGCTATTGGG 

LA02EST013+                                                GCTTGCTATTGGG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CACGATATTAAATTACTTTTTTAAAGGGGAGAAGGCCACTCACAGTAGCTTGCTATTGGG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST002+ C-TTCTCGTGTGTCGCCTAA-GCGTTGCACTTTAGCTTTGGCCTGGCACGCCCTCTGAAA 

LA01EST064+ CCTT-TCACGTGTCGC-TCATGCGTTGCACTAAAGCATGGGCTTGGCACGCCCTCTCAAA 

LA02EST013+ C-TTCTCATGTGTCGCCTAA-GTGTTGCACTTAAGCTTGGGCCTGGCACACCCT---AAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   C-TTCTCATGTGTCGCCTAA-GCGTTGCACTTAAGCTTGGGCCTGGCACGCCCTCTCAAA 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST052+ CAGTTCTAATATCTGATATGTGGGTCAATGGCTNCACGATATTAAATTACTTTTTGAAAG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CAGTTCTAATATCTGATATGTGGGTCAATGGCTNCACGATATTAAATTACTTTTTGAAAG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST052+ GGGTGAGTCCACCACAGTAGCTGGCTATTGGGCCTCTCACGTGTCGCTCAAGCGTTGCAC 

LA01EST066+                               GGTCTCT-ATGTCTCGC-CAAGCGTTGCAC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   GGGTGAGTCCACCACAGTAGCTGGCTATTGGGCCTCTCACGTCTCGCTCAAGCGTTGCAC 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST052+ TAAAGCTTGGGCCGGGCACACCCT--C---CAAAA          

LA01EST066+ TATAGCTTGGGCTTGGCGCACCCTAACTATCAAAAAAAATAAAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TAAAGCTTGGGCCGGGCACACCCTAACTATCAAAAAAAATAAAA 
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Rysunek 18. Kontig 4 – zło
�

enie sekwencji LA02EST006 – LA02EST055. 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ TAGGTGGTGCAGCTATGATTATCATCAACGACGAAATCAATGGCTTCAGTCTCGAAGCTG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TAGGTGGTGCAGCTATGATTATCATCAACGACGAAATCAATGGCTTCAGTCTCGAAGCTG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ ATGCACATGTTCTACCTGCAACTCATGTAAGCTATGCTGCTGGACTGAAGATTAAGGCTT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ATGCACATGTTCTACCTGCAACTCATGTAAGCTATGCTGCTGGACTGAAGATTAAGGCTT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ ATATAAACTCCACTGCAACACCTACAGCGACCATTTTATTTAAGGGAACGATTCTCGGAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ATATAAACTCCACTGCAACACCTACAGCGACCATTTTATTTAAGGGAACGATTCTCGGAA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ ACTCTCTATCTCCTGCTGTTGCATCTTTCTC-TT-CAAGAGGTCCAAACTTGGCAAGTCC 

LA02EST055+                                ATTNCA----GTCCAAACTTGGCAAGTCC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ACTCTCTATCTCCTGCTGTTGCATCTTTCTCATTNCAAGAGGTCCAAACTTGGCAAGTCC 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ TGGCATCTTGAAACCAGATATCATAGGGCCAGGTGCGGGCATCCTAGCTGCTTCACCATT 

LA02EST055+ TGGCATCTTGAAACCAGATATCNTAGGGCCAGGTGCGGGCATCCTAGCTGCTTCACCANT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TGGCATCTTGAAACCAGATATCATAGGGCCAGGTGCGGGCATCCTAGCTGCTTCACCATT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ CGCAATCGATAACAGCAGCAAT-TCAAAGTCCAATTTCAACATTATGTCTGGGACATCAA 

LA02EST055+ CGCAATCGATAACAGCAGCAATCTCAAAGTCCAANNTCAACATTATGTCTGGGACATCAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CGCAATCGATAACAGCAGCAATCTCAAAGTCCAATTTCAACATTATGTCTGGGACATCAA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ TGTCATGCCCTCATCTTAGTGGCATTGCTGCTTTGCTCAAAAGCTCGCATCCTGAATGGT 

LA02EST055+ TGTCATGCCCTCATCTTAGTGGCATTGCTGCTTTGCTCAAAAGCTTGCATCCTGAATGGT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TGTCATGCCCTCATCTTAGTGGCATTGCTGCTTTGCTCAAAAGCTCGCATCCTGAATGGT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ CTCCAGCTGCGATAAAATCTGCCATAATGACTTCTGCAGACCTACTACACGTAGGACTTG 

LA02EST055+ CTCCAGCTGCGATAAAATCTGCCATAATGACTTCTGCAGACCTACTACACGTAGGACTTG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CTCCAGCTGCGATAAAATCTGCCATAATGACTTCTGCAGACCTACTACACGTAGGACTTG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ AACCTATTGTCGATGAAACACTCAAGCCTGCAGATATCTTTGCGACAGGTTCTGGTCATG 

LA02EST055+ AACCTATTGTCGATGAAACACTCAAGCCTGCAGATATCTTTGCGACAGGTTCTGGTCATG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AACCTATTGTCGATGAAACACTCAAGCCTGCAGATATCTTTGCGACAGGTTCTGGTCATG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ TGAATCCATCAAGAGCAAATGACCCTGGATTAGTTTATGATATCCAACCTGATGATTATA 

LA02EST055+ TGAATCCATCAAGAGCAAATGACCCTGGATTAGTTTATGATATCCAACCTGATGATTATA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TGAATCCATCAAGAGCAAATGACCCTGGATTAGTTTATGATATCCAACCTGATGATTATA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ TACCCTATCTGTGTGGTTTGGGCTACAGCAATAATGAAATTGGGATCATTACACAGAGAA 

LA02EST055+ TACCCTATCTGTGTGGTTTGGGCTACAGCAATAATGAAATTGGGATCATTACACAGAGAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TACCCTATCTGTGTGGTTTGGGCTACAGCAATAATGAAATTGGGATCATTACACAGAGAA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ AAATCAATTGTGCC-CAGTGTCAAACATTCCCGAAGGAGATCTCA-TTATCCTTCATTT- 

LA02EST055+ AAATCAATTGCGCCACAGTGTCAAACATTCCCGAATGAGATCTCAATTATCCTTCATTTT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AAATCAATTGCGCCACAGTGTCAAACATTCCCGAAGGAGATCTCAATTATCCTTCATTTT 
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Rysunek 18. Kontig 4 cd. 

 
Rysunek 19. Kontig 5 – zło

�
enie sekwencji LA02EST009 – LA02EST051 – LA02EST054. 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST006+ CAGTTGTGCTTGGTCCCTCACAGACATTCCCA-GAACCGTGACAA-TGTC-G-G       

LA02EST055+ CAGTTGTGCTTGGTCCCTCACAGACATTCACAAGAACCGTGACAAATGTCTGTGAGGCCT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CAGTTGTGCTTGGTCCCTCACAGACATTCACAAGAACCGTGACAAATGTCTGTGAGGCCT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST055+ ATTCATCCTATGCTGTCATTGTTACAGAACCAGAAGGGGTTGAAGTGAAGGTCCATCCAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ATTCATCCTATGCTGTCATTGTTACAGAACCAGAAGGGGTTGAAGTGAAGGTCCATCCAA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST055+ TGAACTTCTTTTTCAGAAGTGAACCGGAAAGCGCATATTCAGTGACTTCACCGTATCGGG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TGAACTTCTTTTTCAGAAGTGAACCGGAAAGCGCATATTCAGTGACTTCACCGTATCGGG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST055+ TTAGGTATAGGACAGGGGAATATATTCAGGGTTCTAGATGGGTCTCTGATGAACACTCTG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TTAGGTATAGGACAGGGGAATATATTCAGGGTTCTAGATGGGTCTCTGATGAACACTCTG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST055+ TAGGAGCCAATCTCTGTATATTTGAATAC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TAGGAGCCAATCTCTGTATATTTGAATAC 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ AAGGAATATGGCTATTTTAACTGATGTGCAAGTGGCTTTGGTGAAGAGTTCATTTGAAGA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AAGGAATATGGCTATTTTAACTGATGTGCAAGTGGCTTTGGTGAAGAGTTCATTTGAAGA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ ATTTAACGCAAATATTCCTAAACACACCCATCGTTTCTTCACCTTGGTACTAGAGATTGC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ATTTAACGCAAATATTCCTAAACACACCCATCGTTTCTTCACCTTGGTACTAGAGATTGC 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ ACCAACAGCAAAGGATTTGTTCTCATTTTTGAAGGGCACTAATGAAGTACCACAGAATAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ACCAACAGCAAAGGATTTGTTCTCATTTTTGAAGGGCACTAATGAAGTACCACAGAATAA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ TCCTGATCTCCAGGCTCATGCTGGAAAGGTTTTTAAGTTGACTTACGAAGCAGCAATTCA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TCCTGATCTCCAGGCTCATGCTGGAAAGGTTTTTAAGTTGACTTACGAAGCAGCAATTCA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ ACTTCAAGTGAATGGAGCAGTGGCGACAGATGCCACGTTGAAAAATTTGGGCTCTGTACA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ACTTCAAGTGAATGGAGCAGTGGCGACAGATGCCACGTTGAAAAATTTGGGCTCTGTACA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ TGTCTCAAAAGGAGTCATTGATGCCCACTTTCCGGTGGTGAAGGAAGCAATTCTGAAAAC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TGTCTCAAAAGGAGTCATTGATGCCCACTTTCCGGTGGTGAAGGAAGCAATTCTGAAAAC 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ AATAAAGGAAGTAGTGGGAGACAAATGGAGCGAGGAACTGAACAATGCTTGGACTATAGC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AATAAAGGAAGTAGTGGGAGACAAATGGAGCGAGGAACTGAACAATGCTTGGACTATAGC 
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Rysunek 19. Kontig 5 cd. 
 
 

 
Rysunek 20. Kontig 6 – zło

�
enie sekwencji LA01EST061 – LA02EST033. 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ CTATGACGAATTGGCAATTATAATTAAGAAGGAGATGAAGGATGCTGCTTAATTTCAAAC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CTATGACGAATTGGCAATTATAATTAAGAAGGAGATGAAGGATGCTGCTTAATTTCAAAC 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ TCATCACCTATTGCAATAAATAATGAATTTTATTTTCAGTAATACTTGTTGAATA-AGTT 

LA02EST054+                                                        CAGTT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TCATCACCTATTGCAATAAATAATGAATTTTATTTTCAGTAATACTTGTTGAATACAGTT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ CTTGTTATAAATGTTGTTTAAAATGTAAATGGGTTGGTTCACTTGATCGACCTTCCCTTA 

LA02EST054+ CTTGTT-TAA-TGTTGTTTAAAATGTAAATGGGTTGGTTN-CTTGATCGACCTTCCCTTA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CTTGTTATAAATGTTGTTTAAAATGTAAATGGGTTGGTTCACTTGATCGACCTTCCCTTA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST051+ ATGACAACATATTTTAGTTCGAATCTAA--A-A                            

LA02EST054+ ATGACAACATATTTTAGTTCGAATTTAAGGATATCTTAATATTATATGTACTTCCACTTC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ATGACAACATATTTTAGTTCGAATCTAAGGATATCTTAATATTATATGTACTTCCACTTC 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST054+ CACTTCCACTACAAATCCTTGCTGAGGTTGGTGGCTTGTGTTAGACCTTAAATTGGGAGA 

LA02EST009+           ACTAATCCTTGCTGAGGTTGGTGGCTTGTGTTAGACCCTAAATTGGGAGA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CACTTCCACTACAAATCCTTGCTGAGGTTGGTGGCTTGTGTTAGACCCTAAATTGGGAGA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST054+ GTCTCCCTTACGTTAAACTTTTCTTATCATAAATAAATATTATTTAAA-TAAAA 

LA02EST009+ GTCTCCCTTACGTTAAACTTTTCTTATCATAAATAAATATTATTTAAAA      

            ____________________________________________________________ 

consensus   GTCTCCCTTACGTTAAACTTTTCTTATCATAAATAAATATTATTTAAAATAAAA 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA01EST061+ CTCGTTCTATAGGCTCGTAC--CTTGTGTCCCTGAGTTCTAAGGAGACAAGAACCTAAGC 

LA02EST033+      TCTATAGGCTCGTACTACTGGTGTCCTTGATTTCTAAGGAGACCNGAACATAAGT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CTCGTTCTATAGGCTCGTACTACTGGTGTCCCTGAGTTCTAAGGAGACAAGAACATAAGC 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA01EST061+ CTGGTTGATGAACCATGACCAAAA                                     

LA02EST033+ CTGGTGGATGAAACATGACC----GTGTGATCAGAGCGTGATTAACGGCTCAGATGATCT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CTGGTGGATGAAACATGACC----GTGTGATCAGAGCGTGATTAACGGCTCAGATGATCT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST033+ GCATGTTGTGGTCATCATCCAAGCTGTAGATGATCGTTCTTAGTTGGTGCCTACCAACTG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   GCATGTTGTGGTCATCATCCAAGCTGTAGATGATCGTTCTTAGTTGGTGCCTACCAACTG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

LA02EST033+ GGGTGGTCACACGGTGTTCTGACAGACAAAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   GGGTGGTCACACGGTGTTCTGACAGACAAAA 
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D.4. Ekspresja genów w trakcie rozwoju brodawki 

 

Opisane działania doprowadziły do uzyskania trzech zestawów cDNA: i) kolekcji LA01 

utworzonej przez losowy wybór klonów ze znormalizowanej biblioteki cDNA, 

ii) kolekcji LA02 składaj cej si  z klonów wyselekcjonowanych w serii analiz 

ró nicowych oraz iii) kolekcji LA10 reprezentuj cej geny – markery ró nych procesów 

metabolicznych w ro linie. Kolejnym zadaniem było przeanalizowanie czasowych 

profili ekspresji koduj cych je genów w trakcie symbiozy. Zbadano zatem i porównano 

ekspresj  tych genów w korzeniach łubinu i w brodawkach symbiotycznych stosuj c 

technik  hybrydyzacji do makromacierzy cDNA o wysokiej g sto ci. Nast pnie – w 

celu weryfikacji wyników – przeprowadzono hybrydyzacj  typu northern dla kilku 

wybranych sond. 

 

 D.4.1. Analiza ekspresji przy pomocy makromacierzy cDNA 

 

Przygotowano zestaw makromacierzy, zawieraj cych jako sondy inserty cDNA klonów 

z bibliotek LA01, LA02 i LA10, amplifikowane metod  PCR. No ich namno enia u yto 

uniwersalnych starterów: pary LaVecF i LaVecR dla klonów z bibliotek LA01 i LA02 

oraz pary JP203 i JP204 dla klonów z biblioteki LA10. Dodatkowo przygotowano zbiór 

jedenastu kontroli negatywnych  z zestawu kontrolnego AFGC Microarray Control Set. 

Na zestaw składaj  si  fragmenty cDNA genów, które nie wyst puj  naturalnie w 

ro linach (por. punkt C.1.1.4). Kontrole negatywne namno ono przy u yciu starterów 

univM13F i univM13R. Wszystkie sondy nanoszono w trzech powtórzeniach na 

nylonowe membrany, zachowuj c ich identyczny układ na ka dym filtrze. Nast pnie 

poszczególne filtry hybrydyzowano z próbami ss cDNA znakowanymi [33P]. Preparaty 

cDNA pochodziły z infekowanych korzeni, zebranych na ró nych etapach rozwoju 

brodawek symbiotycznych. Dla wszystkich analizowanych stadiów przeprowadzano 

tak e eksperymenty referencyjne (zwane dalej kontrolnymi). Polegały on na tym, e 

filtry hybrydyzowano z próbami ss cDNA przygotowanymi z hodowanych równolegle 

korzeni w podobnym wieku, ale nieinfekowanych bradyrizobiami. Zbadano w ten 

sposób cztery punkty czasowe rozwoju brodawek, u ywaj c do przygotowania 

znakowanych prób ss cDNA  nast puj cy materiał biologiczny: 
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��4 dpi  

- filtr badany (B) - fragmenty korzeni z zawi zkami brodawek, 

niewidocznymi jeszcze na powierzchni korzeni, 

- filtr kontrolny  (A) - nieinfekowane korzenie, zebrane w tym samym 

czasie; 

��8 dpi  

-  filtr badany (B) - fragmenty korzeni z widocznymi na powierzchni 

młodymi białymi brodawkami, 

- filtr kontrolny (A) - nieinfekowane korzenie, zebrane w tym samym 

czasie; 

��15 dpi 

- filtr badany (B) - dojrzałe, ró owe brodawki i małe fragmenty korzeni, 

- wspólny filtr kontrolny (A) dla stadiów 15 dpi i 34 dpi - nieinfekowane 

korzenie, zebrane w stadium odpowiadaj cym 18 dpi; 

��34 dpi 

- filtr badany  (B) - dojrzałe, ró owe brodawki i małe fragmenty korzeni, 

- wspólny filtr kontrolny dla stadiów 15 dpi i 34 dpi - nieinfekowane 

korzenie, zebrane w stadium odpowiadaj cym 18 dpi  

Dla ka dego badanego stadium przeprowadzono dwa powtórzenia biologiczne – do 

ka dego z nich próby ss cDNA przygotowywano z materiału uzyskanego z niezale nej 

hodowli ro lin. Stworzono ten sposób dwie serie profili ekspresji. W obr bie danej serii 

zestawy filtrów u yte dla wszystkich badanych punktów czasowych były przygotowane 

w identyczny sposób, co umo liwiało ich pó niejsze porównanie. Drobne ró nice 

techniczne mi dzy seriami dotyczyły sposobu amplifikacji sond, ich st enia i metody 

denaturacji filtrów (por. punkt C.2.16). 

 

Po hybrydyzacji i zebraniu obrazów fluorescencji przyst piono do pomiaru ilo ciowego 

sygnałów uzyskanych na pojedynczych filtrach. Nast pnie porównano wyniki uzyskane 

dla filtra badanego i filtra kontrolnego, okre laj c w ten sposób wzgl dn  ró nic  w 

ekspresji ka dego genu na danym etapie rozwoju brodawek korzeniowych. Na 

podstawie wszystkich wyników uzyskanych  dla czterech punktów czasowych w danym 

powtórzeniu tworzono profile ekspresji poszczególnych genów. Zestawienie wszystkich 

analiz dla poszczególnych genów i serii zawarto w arkuszach „Analiza makromacierzy 
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– seria 1.xls” oraz „Analiza makromacierzy  - seria 2.xls”, na doł czonym do pracy 

dysku CD. 

 

D.4.1.1. Analiza pojedynczych filtrów 

Na ka dym filtrze obliczano intensywno  sygnałów hybrydyzacji pochodz cych od 

indywidualnych elementów makromacierzy (miejsc naniesienia pojedynczych „kropek” 

cDNA), skorygowan  wzgl dem redniej lokalnej intensywno ci tła. Pomiar ilo ciowy 

prowadzono przy pomocy oprogramowania Image Quant. Jako miar  intensywno ci 

sygnału przyj to warto  Sum Above Background. Nast pnie obliczano redni  warto  

intensywno ci sygnału dla trzech naniesionych obok siebie powtórze  tej samej sondy, 

pod warunkiem, e rozbie no  mi dzy nimi nie była wy sza ni  30%. Warto  

odbiegaj c  od dwóch pozostałych o wi cej ni  30 % odrzucano. Uzyskany wynik 

obrazował poziom ekspresji genu reprezentowanego przez dan  sond . Je li rozrzut 

mi dzy wszystkimi powtórzeniami dla danej sondy był wi kszy ni  30 % – gen 

wykluczano z analizy.  

 

Niezale nie od analizy ilo ciowej przeprowadzono tak e analiz  jako ciow  

uzyskanych wyników. Wówczas skupiano si  wył cznie na detekcji poszczególnych 

sygnałów, a nie na ich poziomach ilo ciowych. Jako próg detekcji przyj to warto  

wynosz c  co najmniej 1,1 lokalnej intensywno ci tła otaczaj cego dany element 

makromacierzy [Györgyey i wsp. 2000]. Produkt ekspresji genu uznawano za 

zidentyfikowany w analizowanej próbie tylko wtedy, gdy dla co najmniej dwóch 

powtórze  sondy na filtrze intensywno  sygnału przekraczała warto  progow . 

Analiza jako ciowa sond reprezentuj cych kontrole negatywne potwierdziła, e 

praktycznie we wszystkich przypadkach nie wykryto dla nich sygnału przekraczaj cego 

warto  progow , co było zgodne z oczekiwaniami (Tab. 15). Wyj tek stanowi tu 

kontrola Sp4 daj ca pozytywny sygnał na czterech spo ród 14 hybrydyzowanych 

filtrów. 

 

Porównanie wyników analizy jako ciowej pokazuje, e w pierwszej serii hybrydyzacji 

uzyskano generalnie intensywniejsze sygnały hybrydyzacji na filtrach ni  w serii 

drugiej (Tab. 16). Odsetek sygnałów przewy szaj cych próg detekcji na 

poszczególnych filtrach pierwszej serii jest bardzo wysoki  -  tylko dla filtrów 4 dpi-A i 

4 dpi-B nie przekracza on 70 %. Tymczasem powtórzenie eksperymentu na drugiej serii 
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filtrów dało ogólnie słabsze rezultaty (dla etapów 4 dpi i 8 dpi mniej ni  połowa sond na 

filtrach generowała sygnał o warto ci ponadprogowej).  
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BT �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

GFP �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

Globin �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

GUS �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

HPH �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

Luc �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

BAR �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

nptII �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

Sp1 �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

Sp2 �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

Sp4 �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
Tabela 15. Analiza jako � ciowa sond reprezentuj � cych kontrole negatywne. „-” oznacza, � e intensywno

� 
 

sygnału dla co najmniej dwóch powtórze �  sondy na filtrze była ni� sza ni�  1,1 warto
�
ci intensywno

�
ci lokalnego tła; 

„+ ” oznacza, � e intensywno
� 

 sygnału przewy� szała progow
�

 dla co najmniej dwóch powtórze �  sondy na filtrze. 

 

odsetek genów o sygnale przekraczaj � cym próg detekcji 
badany etap 

seria pierwsza seria druga 

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

8 dpi A (ninf) 84,3 % 43,1 % 

18 dpi A (ninf) 73,9 % 56,86 % 

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

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

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

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

 
Tabela 16. Odsetek genów o sygnale przewy

�
szaj � cym progow �  warto �   detekcji na poszczególnych 

filtrach.  

 

D.4.1.2. Normalizacja danych 

Przed przyst pieniem do porównania danych przeprowadzono normalizacj  uzyskanych 

warto ci dla par odpowiadaj cych sobie filtrów A i B. Miała ona na celu zniwelowanie 

ró nic pomi dzy filtrami, wynikaj cymi z przyczyn technicznych, a nie rzeczywistych 
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ró nic w ekspresji. Wykorzystano w tym celu siedem sond reprezentuj cych geny 

ulegaj ce konstytutywnej ekspresji: geny białek rybosomalnych (LA01EST006, 

LA01EST007, LA01EST022, LA01EST023, LA01EST032, LA02EST008) oraz gen 

aktyny (LA10ESQ064). Proces normalizacji zakładał, e poziom transkryptów 

powy szych genów w próbie badanej i kontrolnej powinien by  jednakowy. 

Porównywano zatem wzgl dn  ekspresj  ka dego z siedmiu genów na filtrze badanym 

wzgl dem filtra referencyjnego (IntBi / IntAi) i obliczano redni współczynnik 

 

(IntBi / IntAi) 4 dpi (IntBi / IntAi) 8 dpi (IntBi / IntAi) 15 dpi (IntBi / IntAi) 34 dpi geny o 
konstytutywnej 

ekspresji eksperyment kontrola eksperyment kontrola eksperyment kontrola eksperyment kontrola 

LA01 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 

LA01 EST022 0,98 1,00 1,08 1,00 1,10 1,00 0,97 1,00 

LA01 EST023 1,61 1,00 1,08 1,00 1,51 1,00 1,21 1,00 

LA01 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 sygnału dla odpowiadaj � cych sobie par filtrów A (kontrola) i B (eksperyment) w 
serii 1. Dla ka

�
dej pary obliczano � redni współczynnik normalizacji, wzgl

�
dem którego korygowano wyniki 

ilo� ciowego pomiaru sygnałów. 
 

(IntBi / IntAi) 4 dpi (IntBi / IntAi) 8 dpi (IntBi / IntAi) 15 dpi (IntBi / IntAi) 34 dpi geny o 
konstytutywnej 

ekspresji eksperyment kontrola eksperyment kontrola eksperyment kontrola eksperyment kontrola 

LA01 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 

LA01 EST022 0,87 1,00 0,93 1,00 0,79 1,00 0,84 1,00 

LA01 EST023 0,82 1,00 0,89 1,00 1,03 1,00 0,97 1,00 

LA01 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 sygnału dla odpowiadaj � cych sobie par filtrów A (kontrola) i B (eksperyment) w 
serii 2. Dla ka

�
dej pary obliczano � redni współczynnik normalizacji, wzgl

�
dem którego korygowano wyniki 

ilo� ciowego pomiaru sygnałów. 
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normalizacji, który wykorzystano do korekty wszystkich warto ci na filtrze badanym 

(Tab. 17, 18). Ró nice pomi dzy warto ciami ekspresji genów konstytutywnych dla 

poszczególnych par były niewielkie. Co wi cej, zaistniałe rozbie no ci wykazywały 

generalnie podobn  tendencj  w obr bie pary porównywanych filtrów. Przykładowo, w 

serii pierwszej obserwowano ogólnie wy szy poziom ekspresji genów w próbie badanej 

15 dpi w stosunku do kontroli (Tab. 17), odwrotnie ni  na etapie 4 dpi w serii drugiej 

(Tab. 18). Taka zbie no  wyników potwierdza, e odzwierciedlaj  one przede 

wszystkim ró nice techniczne zaistniałe podczas przygotowywania, hybrydyzacji i 

obróbki obu filtrów, które mog  by  usuni te dzi ki normalizacji. 

 

D.4.1.3. Porównanie filtrów eksperymentalnego i kontrolnego dla danego punktu 

czasowego 

Dysponuj c u rednionymi i znormalizowanymi warto ciami intensywno ci sygnału 

przyst piono do stworzenia profili ekspresji genów w trakcie rozwoju brodawki. 

Wzgl dn  zmian  w ekspresji genu okre lano mierz c stosunek warto ci dla 

poszczególnych sond na filtrze badanym wzgl dem filtra kontrolnego, w danym 

stadium. Jako znacz c  uznawano co najmniej dwuipółkrotn  ró nic  w intensywno ci 

sygnałów: IntBi / IntAi ≥ 2,5 oznacza indukcj  ekspresji w ro linach infekowanych 

mikrosymbiontem;  IntBi / IntAi ≤  - 2,5 oznacza obni enie ekspresji. Je li sonda Ai lub 

Bi dla danego punktu czasowego została wykluczona na pocz tkowych etapach analizy 

(por. punkt D.4.1.1), nie przeprowadzano porównania dla reprezentowanego przez ni  

genu. Uzyskane wyniki zestawiono, tworz c czasowe profile zmian w ekspresji genów 

w korzeniach w stanie symbiozy z bradyrizobiami, oddzielnie dla ka dej serii. 

 

D.4.2. Profile ekspresji genów 

 

Poni ej przedstawiono dane uzyskane dla markerów LA10 oraz tych genów z bibliotek 

LA01 i LA02, dla których analiza wyników z makromacierzy wykazała znacz ce 

zmiany w ekspresji w co najmniej jednym badanym stadium (Rys. 21 – 29). Dla 

ka dego z genów prezentowane s  wykresy obrazuj ce profile ekspresji uzyskane w 

obu seriach hybrydyzacji. Wyniki przedstawiono w skali logarytmicznej, gdzie warto  

„1” reprezentuje próg indukcji, a warto  „–1” – próg supresji ekspresji genu w 

organach symbiotycznych w stosunku do nieinfekowanych korzeni (por. punkt D.4.1.3). 

Krzy ykami oznaczono te punkty wykresu, dla których dane wykluczono z analizy. 
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Umieszczone pod wykresami tabelki przedstawiaj  wyniki analizy jako ciowej dla tych 

samych genów. Minusem oznaczono te filtry, na których sygnał pochodz cy od sondy 

był ni szy ni  warto  progowa, wynosz ca 1,1 intensywno ci lokalnego tła. Plusem 

oznaczono filtry, na których sondy dawały wyra ny, wy szy od zadanej warto ci 

sygnał.  

 

D.4.2.1. Geny markerowe (LA10) 

Spo ród siedmiu genów, maj cych słu y  jako markery metabolizmu w gla i azotu w 

brodawkach, tylko dwa wykazuj  wyra nie podwy szon  ekspresj  w dojrzałych 

brodawkach (15 dpi i 34 dpi), w obydwu przeprowadzonych seriach hybrydyzacji 

(Rys. 21). S  to AAT (LA210SEQ001) i PEPC (LA10SEQ021). Wszystkie markery 

procesu brodawkowania wykazały, zgodnie z oczekiwaniami, wzrost ekspresji w 

brodawkach (Rys. 22). Indukcj  ekspresji ENOD40 (LA10SEQ040) wykazano ju  w 8-

dniowych brodawkach (seria 2). Wzrost poziomu transkryptów pó nych nodulin 

(LA10SEQ041 i LA10SEQ042) obserwowano w stadium dojrzałych brodawek: 15 dpi i 

34 dpi. 

 

Dla adnego z pozostałych genów markerowych nie uzyskano znacz cych ró nic w 

ekspresji pomi dzy infekowanymi i nieinfekowanymi ro linami (Rys. 23). Jedynie w 

przypadku markera LA10SEQ082 (alfa-dioksygenaza) analiza jako ciowa 

przeprowadzona dla pierwszej serii wyników mo e sugerowa  drastyczne obni enie 

ekspresji tego genu w organach symbiotycznych. Przy tak niskiej intensywno ci 

sygnału pochodz cego od sondy na filtrach B pomiar ilo ciowy mógł by  powa nie 

zaburzony przez sygnał tła, co tłumaczyłoby brak znacz cych ró nic ilo ciowych. 

Jednak wyniki uzyskane dla serii drugiej nie potwierdziły jednoznacznie tych 

przypuszcze . 

 

D.4.2.2. Geny zidentyfikowane poprzez przeszukanie ró nicowe (LA02) 

W przeprowadzonych profilowaniach ekspresji w trakcie rozwoju symbiotycznych 

brodawek ró nicow  ekspresj  na co najmniej jednym badanym etapie jednej serii 

analiz wykazało 25 z 59 genów wybranych na podstawie wst pnych przeszukiwa  

ró nicowych. Wi kszo  ró nic dotyczy etapów reprezentuj cych funkcjonalne 

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

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gen LA10SEQ001 LA10SEQ002 LA10SEQ003 LA10SEQ004 LA10SEQ020 LA10SEQ021 LA10SEQ022 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
Rysunek 21. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów markerowych (LA10) – cz � �   1. Seria pierwsza: analiza ilo

�
ciowa (A) i jako

�
ciowa (B). Seria druga: analiza 

ilo
�
ciowa (C) i jako

�
ciowa (D). Obja

�
nienia w tek

�
cie. 
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   A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   B 
gen LA10SEQ040 LA10SEQ041 LA10SQ042 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
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   D 

gen LA10SEQ040 LA10SEQ041 LA10SQ042 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 

Rysunek 22. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów markerowych (LA10) – cz � �   2. Seria pierwsza: analiza ilo

�
ciowa (A) i jako

�
ciowa (B). Seria druga: analiza 

ilo
�
ciowa (C) i jako

�
ciowa (D). Obja

�
nienia w tek

�
cie. 
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     B 

gen LA10SEQ080 LA10SEQ081 LA10SEQ082 LA10SEQ090 LA10SEQ091 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) + + + + + + + + + + + + - - - - - + + ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 

     C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     D 

gen LA10SEQ080 LA10SEQ081 LA10SEQ082 LA10SEQ090 LA10SEQ091 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
Rysunek 23. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów markerowych (LA10) – cz � �   3. Seria pierwsza: analiza ilo

�
ciowa (A) i jako

�
ciowa (B). Seria druga: analiza 

ilo
�
ciowa (C) i jako

�
ciowa (D). Obja

�
nienia w tek

�
cie. 
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    A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    B 
 

gen LA02EST051 LA02EST054 LA02EST048 LA02EST050 LA02EST028 LA02EST056 LA02EST015 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
    C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    D 
     

gen LA02EST051 LA02EST054 LA02EST048 LA02EST050 LA02EST028 LA02EST056 LA02EST015 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
 
Rysunek 24. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów wyselekcjonowanych w przeszukaniu ró

�
nicowym (LA02) – cz � �   1. Seria pierwsza: analiza ilo

�
ciowa 

(A) i jako
�
ciowa (B). Seria druga: analiza ilo

�
ciowa (C) i jako

�
ciowa (D). Obja

�
nienia w tek

�
cie. 
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   A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   B 
 

gen LA02EST043 LA02EST004 LA02EST005 LA02EST045 LA02EST039 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 

   C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   D 
 

gen LA02EST043 LA02EST004 LA02EST005 LA02EST045 LA02EST039 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
Rysunek 25. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów wyselekcjonowanych w przeszukaniu ró

�
nicowym (LA02) – cz � �   2. Seria pierwsza: analiza ilo

�
ciowa 

(A) i jako
�
ciowa (B). Seria druga: analiza ilo

�
ciowa (C) i jako

�
ciowa (D). Obja

�
nienia w tek

�
cie. 
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   A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   B 

gen LA02EST017 LA02EST006 LA02EST055 LA02EST047 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
   C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   D 
 

gen LA02EST017 LA02EST006 LA02EST055 LA02EST047 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
 
Rysunek 26. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów wyselekcjonowanych w przeszukaniu ró

�
nicowym (LA02) – cz � �   3. Seria pierwsza: analiza ilo

�
ciowa 

(A) i jako
�
ciowa (B). Seria druga: analiza ilo

�
ciowa (C) i jako

�
ciowa (D). Obja

�
nienia w tek

�
cie. 
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gen LA02EST010 LA02EST013 LA02EST022 LA02EST040 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
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B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
Rysunek 27. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów wyselekcjonowanych w przeszukaniu ró

�
nicowym (LA02) – cz � �   4. Seria pierwsza: analiza ilo

�
ciowa 

(A) i jako
�
ciowa (B). Seria druga: analiza ilo

�
ciowa (C) i jako

�
ciowa (D). Obja

�
nienia w tek

�
cie. 
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gen LA02EST052 LA02EST042 LA02EST025 LA02EST044 LA02EST020 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
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gen LA02EST052 LA02EST042 LA02EST025 LA02EST044 LA02EST020 

dpi 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 4 8 15 34 

A (ninf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

B (inf.) �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

 
 
Rysunek 28. Wyniki analiz ekspresji przez hybrydyzacj �  do makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci dla 
genów wyselekcjonowanych w przeszukaniu ró

�
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Wyniki analiz genu leghemoglobiny typu II (LA02EST048) pokazuj , e jest on 

nieaktywny w korzeniach i niedojrzałych brodawkach, i ulega specyficznej indukcji po 

8 dniu od inokulacji (Rys. 24). Spo ród trzech genów leghemoglobiny typu I 

(sekwencje tworz ce kontig 5, por. podrozdział D3), dla LA02EST051 i LA02EST054 

zaobserwowano ró nicow  ekspresj  w dojrzałych brodawkach, przy czym wyniki 

analizy jako ciowej sugeruj , e pewna indukcja ekspresji tego genu mo e nast powa  

na wcze niejszych etapach rozwoju brodawek korzeniowych, nawet w czwartym dniu 

po inokulacji bakteryjnej (Rys. 24). Sygnał dla trzeciej sondy genu leghemoglobiny 

typu I (LA02EST009) był na zbyt niskim poziomie (poni ej progu detekcji na 13 

spo ród 14 filtrów – por. zestawienia analiz na dysku CD doł czonym do pracy), co 

tłumaczy dlaczego analiza ilo ciowa wyników nie wykazała dla niego ró nicowej 

ekspresji w brodawkach. 

 

Dla genu LA02EST050 (nodulina 26) wykazano wzrost ekspresji w dojrzałych 

brodawkach (Rys. 24). Jest to zgodne z danymi o ekspresji markera LA10SEQ042, 

reprezentuj cego t  sam  pó n  nodulin  (Rys. 22). Podobny jest obraz ekspresji genu 

LA02EST028, o niesprecyzowanej funkcji (nieznane / ENOD18 / białko odpowiedzi na 

stres / białko odpowiedzi na etylen / białko z motywem palca cynkowego; Rys. 24). 

Jednocze nie analiza jako ciowa sygnałów pochodz cych od obu sond pozwala 

przypuszcza , e by  mo e mamy tu do czynienia z brodawkowo-specyficzn  ekspresj  

tych genów, cho  wyniki nie wskazuj  na to w sposób jednoznaczny. 

 

Kolejne geny, dla których ł czne analizy wykazały znacz cy wzrost b d  specyficzn  

indukcj  ekspresji na etapie dojrzałych brodawek to: 

��LA02EST056 i LA02EST015 (Rys. 24) – obie sondy reprezentuj  

najprawdopodobniej geny mikrosymbionta; 

��LA02EST004, LA02EST005 i LA02EST043 – wszystkie geny zawarte w 

kontigu 3 (por. podrozdział D3), o nieustalonej adnotacji funkcjonalnej. 

Wykazuj  one zgodne profile ekspresji (Rys. 25);  

��LA02EST039 i LA02EST045 – dwa geny o nieustalonej adnotacji 

funkcjonalnej. Prawdopodobnie geny te ulegaj  specyficznemu wł czeniu na 

pó nych etapach rozwoju brodawek (po 8 dpi), jak sugeruj  wyniki analizy 

jako ciowej (Rys. 25); 
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��LA02EST006 i LA02EST055 – adnotowane jako proteazy serynowe, tworz ce 

kontig 4. Ich profile ekspresji s  zgodne (Rys. 26); 

��LA02EST017 – białko nieznane / białko transferu lipidów (Rys. 27); 

��LA02EST047 – białko pó nej embriogenezy / homolog ARG2 indukowany 

przez IAA (Rys. 26). 

 

Dla czterech kolejnych genów obrazy ekspresji uzyskane w obu powtórzeniach ró ni  

si  mi dzy sob  (Rys. 27). Według wyników z pierwszej serii hybrydyzacji geny 

LA02EST010, LA02EST013, LA02EST022 i LA02EST040 ulegaj  podwy szonej 

ekspresji w dojrzałych brodawkach w porównaniu z nieinfekowanymi korzeniami, 

jednak dane ilo ciowe uzyskane w drugiej serii nie potwierdzaj  tego. W przypadku 

LA02EST013 (podobie stwo do sekwencji genomowej M. truncatula) i LA02EST022 

(podobie stwo do hipotetycznego białka) sygnały pochodz ce od sond były poni ej 

progu detekcji na ka dym filtrze w drugiej serii. Zatem poprawno  profili ekspresji 

utworzonych na podstawie pierwszej serii nie jest wykluczona, cho  wymaga to 

weryfikacji. Z uwagi na rozbie ne wyniki otrzymane dla LA02EST010 (białko nieznane 

/ hipotetyczne białko z motywem „RING finger”) i LA02EST040 (bez adnotacji 

funkcjonalnej), równie  stworzenie wła ciwych profili ekspresji dla tych genów 

wymaga dalszych bada . 

 

Wszystkie dwadzie cia genów opisanych powy ej wybrano w trzeciej fazie 

przeszukiwa  ró nicowych z uwagi na ich podwy szon  ekspresj  w dojrzałych 

brodawkach. Dane uzyskane w dwóch seriach hybrydyzacji do makromacierzy o 

wysokiej g sto ci potwierdziły opisany wzorzec ekspresji. Jednak równie  dla pi ciu 

genów, które na ostatnim etapie przeszukiwa  ró nicowych wykazały spadek ekspresji 

w brodawkach (por. punkt D.1.4), w tym do wiadczeniu uzyskano odwrotne wyniki – 

wzrost ekspresji (Rys. 28). S  to:  

��LA02EST020 – adnotowany jako dekarboksylaza UDP-glukuronianu. 

Obserwowany w serii drugiej wyra ny wzrost ekspresji w brodawkach 34 dpi 

jest całkiem ró ny od wyniku uzyskanego dla brodawek młodszych, ale 

reprezentuj cych podobne stadium funkcjonalne (15 dpi). Jest on równie  ró ny 

od wzorca ekspresji tego genu z pierwszej serii hybrydyzacji; 
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��LA02EST025 – podobny do białka o nieznanej funkcji. Obie serie 

eksperymentów pokazuj  wzrost ekspresji tego genu w brodawkach 15 dpi, cho  

w starszych brodawkach (34 dpi) nie wykrywa si  ju  ró nicowej ekspresji;  

��LA02EST042 – bez homologów w bazach danych. Analizy jako ciowe dla obu 

serii pokazuj , e gen ten ulega ekspresji w brodawkach 15 dpi i 34 dpi, podczas 

gdy nie jest wykrywalna jego ekspresja w korzeniu; 

��LA02EST044 – adnotowany jako fosfolipaza C. Dane ilo ciowe uzyskane w 

serii pierwszej pokazuj  ró nicow  ekspresj  genu w dojrzałych brodawkach (15 

dpi i 34 dpi). Jednak wyniki z serii drugiej nie potwierdzaj  tych profili;  

��LA02EST052 – podobny do U2 snRNA. Wyniki serii pierwszej pokazuj  wzrost 

ekspresji tego genu w brodawkach. Sygnały uzyskane w serii drugiej s  bardzo 

słabe (poni ej poziomu detekcji na sze ciu z siedmiu filtrów), zatem rozbie ne 

wyniki nie wykluczaj  poprawno ci uzyskanego w pierwszej serii profilu. 

 

D.4.2.3. Geny losowo wybrane (LA01) 

Spo ród 67 przeanalizowanych genów z biblioteki LA01 tylko dla pi ciu wykazano 

znacz ce zmiany ekspresji w co najmniej jednym stadium rozwoju brodawek 

korzeniowych (Rys. 29). Warto  progowa indukcji b d  supresji przekroczona była 

ka dorazowo tylko w pierwszej serii analiz. Obserwowana indukcja ekspresji genu 

LA01EST039 o nieustalonej adnotacji funkcjonalnej dotyczyła obu etapów 

reprezentuj cych dojrzałe brodawki (15 dpi i 34 dpi). W drugim powtórzeniu 

eksperymentu nie wykazano ró nicowej ekspresji, jednak wyniki analizy jako ciowej 

sugeruj  specyficzne aktywowanie ekspresji tego genu w brodawkach – w obu seriach 

tylko sygnały dla filtrów 15 dpi-B i 34 dpi-B były powy ej progu detekcji. Mogło to 

zaburzy  wyniki pomiarów ilo ciowych. Dla genów LA01EST063 i LA01EST046 

wykazano indukcj  ekspresji tylko w jednym badanym stadium – odpowiednio 15 dpi i 

8 dpi. Jednak dane uzyskane w drugiej serii analiz makromacierzowych nie 

potwierdzaj  tych wyników. Dla dwóch pozostałych genów wykazano znacz cy spadek 

ekspresji, równie  tylko na jednym z badanych etapów (8 dpi dla LA01EST012 i 34 dpi 

dla LA01EST048). Jednak mimo e w drugiej serii zaobserwowano podobne tendencje 

w zmianie ich ekspresji, to obserwowane ró nice IntB / IntA s  mniejsze ni  

dwuipółkrotne. Dla LA01EST012, adnotowanego jako białko - kanał jonowy, 

wytłumaczenie tych rozbie no ci mo e stanowi  analiza jako ciowa dla etapu 8 dpi 

drugiej serii – podprogowa warto  sygnału hybrydyzacji dla stadiów 4 dpi i 8 dpi 
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mogła zaburzy  wyniki pomiarów. Jednocze nie analiza jako ciowa potwierdza ujemn  

regulacj  ekspresji genu w młodych brodawkach (etap 8 dpi).  

 

D.4.3. Analiza ekspresji przy pomocy hybrydyzacji northern 

 

Aby zweryfikowa  poprawno  wzorców ekspresji genów otrzymanych dzi ki 

makromacierzom cDNA, przeprowadzono analizy northern dla o miu genów 

wykazuj cych ró nicow  ekspresj  w brodawkach. Siedem z nich pochodziło z kolekcji 

LA02 (LA02EST004, LA02EST010, LA02EST028, LA02EST040, LA20EST042, 

LA02EST050, LA02EST051), a jeden – z kolekcji LA01 (LA01EST048). Sondy dla 

poszczególnych genów przygotowano amplifikuj c inserty odpowiednich plazmidów 

oraz znakuj c je [32P]. 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 tak e wpływ niedoboru przyswajalnych 

form azotu w podło u na ekspresj  tych genów w nieinfekowanych korzeniach 

(zebranych po 7 oraz 14 dniach hodowli bez dostarczania zwi zków azotowych). Do 

testów kontrolnych wykorzystano hodowane równolegle i podlewane pełn  po ywk  

nieinfekowane korzenie łubinu, zebrane w stadiach odpowiadaj cych 0- 7- i 14 dniom 

od inokulacji mikrosymbiontem lub zastosowania głodu azotowego. Dodatkowo 

sprawdzono poziom transkrypcji badanych genów w li ciach i młodych nasionach 

łubinu. W celu skontrolowania jako ci oraz st enia RNA u ytego do hybrydyzacji 

zastosowano wybarwianie bromkiem etydyny (Rys. 30A). 

 

Hybrydyzacja northern pozwoliła potwierdzi  ró nicow  ekspresj  pi ciu genów (Rys. 

30B). Profil ekspresji genu leghemoglobiny typu I (LA02EST051 – specyficzna 

indukcja w brodawkach 16 i 34 dpi) stanowi jednocze nie wyznacznik fazy symbiozy, 

w której ma ju  miejsce wi zanie azotu. Analiza northern nie potwierdziła ekspresji 

tego genu we wcze niejszych stadiach organogenezy brodawek, co sugerowały 

cz ciowo wyniki uzyskane przy pomocy makromacierzy cDNA (por. Rys. 24). 

Identyczne wzorce ekspresji (zgodne równie  z wynikami pochodz cymi z 

hybrydyzacji makromacierzy) uzyskano dla noduliny 26 – LA02EST050, opisywanej w 

literaturze jako pó na nodulina (por. Rys. 24), genu o nieznanej funkcji, 

reprezentowanego przez sekwencj  LA02EST004 (por. Rys. 25) oraz genu o 

niesprecyzowanej adnotacji funkcjonalnej – LA02EST028 (por. Rys. 24). Wykazuje on 
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podobie stwo mi dzy innymi do genu wczesnej noduliny ENOD18, jednak zarówno 

wyniki analiz makromacierzowych jak i hybrydyzacji northern sugeruj , e produkt 

ekspresji tego genu nale y raczej do pó nych nodulin. Pi tym genem, dla którego 

wykazano specyficzn  indukcj  ekspresji w dojrzałych brodawkach, jest gen koduj cy 

nieznane białko, by  mo e zawieraj ce motyw „RING finger” – LA02EST010. Na 

ró nicow  ekspresj  tego genu wskazywały wcze niej wyniki tylko jednej serii analiz 

makromacierzowych (por. Rys. 27). 

 

Dane o ró nicowej ekspresji kolejnego analizowanego genu (LA02EST040 o 

nieustalonej adnotacji funkcjonalnej) równie  pochodziły tylko z jednej serii 

eksperymentów makromacierzowych (por. Rys. 27). W przypadku tego genu analiza 

northern nie potwierdziła ich poprawno ci – wykazano obecno  transkryptów tego 

genu we wszystkich analizowanych próbach. Wydaje si  za to, e poziom ekspresji tego 

genu nieznacznie zwi ksza si  w warunkach głodu azotowego.  

 

Niespecyficzn  ekspresj  wykazała tak e analiza northern genu LA01EST048 (bez 

homologów w bazach danych), podczas gdy dane uzyskane przy pomocy 

makromacierzy wskazywały na ujemn  regulacj  jego ekspresji w dojrzałych 

brodawkach (por. Rys. 29). 

 

Dla genu LA02EST042, nie maj cego homologów w bazach danych, nie 

zaobserwowano sygnałów po hybrydyzacji z adn  z prób RNA (nie przedstawiono na 

rysunku). W zwi zku z tym poprawno  otrzymanego wcze niej profilu ekspresji 

pozostaje nierozstrzygni ta. 
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Rysunek 30. Analiza ekspresji typu northern grupy genów wybranej na podstawie wyników profilowania 
ekspresji przy u

�
yciu makromacierzy cDNA o wysokiej g � sto � ci. A) obraz RNA (1 � g / � cie

�
k

�
) po 

elektroforezie i wybarwieniu bromkiem etydyny; B) obraz filtrów po hybrydyzacji ze specyficznymi sondami 
znakowanymi [32P]. 
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D.5. Indywidualna analiza sekwencji wybranych genów 

 

Spo ród genów o ekspresji specyficznie indukowanej w brodawkach (co potwierdzono 

tak e przy pomocy analizy northern) wybrano kilka i poddano je dokładniejszej analizie 

bioinformatyczej. Jednocze nie podj to prób  ustalenia pełnej sekwencji cDNA klonów 

LA02EST010 i klonów zgrupowanych w kontigu 3. Otrzymano i zanalizowano tak e 

pełne sekwencje cDNA łubinowych homologów receptorów NFR5 oraz SYMRK. 

 

D.5.1. LA02EST010 

 

Jak pokazała analiza PCR z u yciem uniwersalnych starterów, insert, z którego 

otrzymano EST LA02EST010 ma długo  ponad 2.000 pz (Rys. 10). 

Zsekwencjonowano zatem cały insert (Rys. 31), otrzymuj c ostatecznie sekwencj  o 

długo ci 2200 nt, której nadano robocz  nazw  LA02-010. Sekwencj  cDNA 

przetłumaczono nast pnie na sekwencj  aminokwasow . W adnej z sze ciu mo liwych 

ramek odczytu nie udało si  wyodr bni  pojedynczej dominuj cej ORF (Rys. 32). W tej 

sytuacji przeszukano białkowe bazy danych sekwencj  nukleotydow  LA02-010, 

stosuj c algorytm blastx. Znaleziono kilkadziesi t białek o znacz cej homologii. 

Sekwencje pochodziły z ro lin niemotylkowatych (głównie O. sativa i A. thaliana) oraz 

zwierz t (plik wynikowy „LA02-010 blastx.htm” zawarto na doł czonym do pracy 

dysku CD, w folderze „Indywidualna analiza sekwencji”). Najcz ciej powtarzaj ce si  

adnotacje funkcjonalne tych białek to: białko z domen  „RING finger”, czynnik 

transkrypcyjny, białko wi ce jony cynku / ligaza ubikwitynowa / białko wi ce 

proteiny oraz białko nieznane lub hipotetyczne. W ród trafie  o najwy szym 

podobie stwie znalazły si  dwie z trzech sekwencji wykorzystanych do adnotacji 

funkcjonalnej sekwencji EST LA02EST010. 

 

Podobie stwa znalezionych sekwencji do klonu LA02-010 dotyczyły trzech regionów 

(Rys. 33). Odpowiadaj  one trzem fragmentom sekwencji aminokwasowej LA02-010, 

utworzonym przez tłumaczenie sekwencji DNA w dwóch ró nych ramkach odczytu: +1 

(region I i III) oraz +3 (region II) (Rys. 32). Nie mozna zatem wykluczy , e podczas 

operacji przygotowywania znormalizowanej biblioteki cDNA lub jej dalszych analiz w 
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sekwencji insertu LA02-010 wyst piła mutacja b d  mutacje, które wpłyn ły na 

przesuni cie otwartej ramki odczytu.  

 

 

 

AGTTCTTCTTCAACAACAGCACCACTTTCCTTCACTCAACCCTCTTTTCTCTTTCTCTCAGCATCAATG

CCTGCCCAAAAGCGCTCCTTCCCTGACTCTCTTGACGATGTGGACACTTCTTCACAGCTCCCTCACCAT

CACCTCAAGCACCAACAACAACAACATCCTAAGCAGCACGAATACGAGGACGAGGAAAACGATGAGCAC

GAGGGACAGGAAGAGGGAGAGGGAGAAGAAGAAGCAGAAGAACAAGGTGATGGAGAAGAAGAACAAGAT

GAAGATGAAGACGGTGAAGAAGCTGAAGATGACAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGGT

CAACACCAGAACGATAATAAGAATGAAAAACCACAGGGTTGATTGTATTTTCTCTATTTGCTTCTTCAT

GCTCTTTTTTAACTACCCAATTGCTTTTTCTTAACTGGGTTACTTTTTGTTTCGGCTTCACCATGCTTT

ATCTTATAAAGTTTTCTTCTTTCCGTGTTCTTGTTGCAGATTCTGATGAAACCCCATCTTCTGGCTCTG

AAGATAAATCCGAGTTTGTGTATGTAGAACTTCAGGAAGTTCGTAAAGATGTCCAGTGTCCAATTTGCC

TCGGTATCATCAAGAAAACAAGAACTGTCATGGAATGCTTGCACCGGTTTTGCAGGGAATGCATCGACA

AGTCAATGCGATTAGGGAACAATGAATGTCCTGCTTGCCGCACACATTGTGCCAGCCGTCGTTCTTTGA

GAGATGATCCGAACTATGATGCCCTTATTGCCGCTTTATATCCAGATATTGAGAAGTATGAGGAAGAGG

AGCTTGAATTTCGTGAAGAGGAGAAAAACCGCAATAAGCAGTCATCAGTCAACATTACCTCATTAGTCA

AATCTCGGCAATTTCAATAGCACTTTCCGTTAGCTTTTCTCACAGATTCAAGCTTCGATTGCAAAAGTA

GTTCAACGACAATCGGAAGCAATGGGAAAGAGACGTAAAGATACACCAGGTACATCTGTGACAAGATCA

CAGCGCAATCAACGAAATGTTCATTCTAGGAGACAGAATCAAGTGAATGATACTCAAGGGTCTGAAGAT

AATGATGAGGACAATGACAATAATGAAAAGGACTCATCTTCTGCCGATGAGCGGTGTACAGAATCTAGG

CAGAGTAAGCGAAAGAGATGGACCAGAGTTCGCCCTTCTCAGCCCTCATCATCGAGGGCAAGCCCTGAT

GGTGGATGCATAGAAAGTGATATGGATATAAGTAGAGAAAATCAAGGAACATCAAGGCAGGTTACAAGA

CCTCGAAAGCTTACTTGGGGAAGGGGTGGTTTTAGAAGTCACACACGGTATGGCAGTGGTGGTGGTAGC

AATAGCAAAAGTTCTCGCAGTGCTCGAGTGTCTAAGTTGGTAGATCATCTCCGAAACTTAGACGAGAAC

ACTGATGAGTTTGAAATCCATCTCATGCTTATTTCTCTGGACAAACAAAGTACACCGGTTTTGCAGCAG

CCATACCTTTGCTGTCGACCAACTTTGTCTGTGAAGCACCTTTGTGAATATGTTGCTTGTCAAACACCT

TTGGCAGTTGAAGAAGTTGAGATATTGGCAGTTAAAGGATGCAGCAGTACAAAGTCTGACAAGTCAGAT

GATGACACTTCAGCCTTGATATGTGATAAACTAACGACGTTGGTTATTGATCCATGCAAAGATGAACTG

GAAATTCTGAAAGAACATGAATCCTTAGCTGGGATTACATCCAAATGCATATCTAAGATGGAGCATTTG

ATTCTTGCATACAGGCGCAAGGAGGCTCTATAATCATGTTTGATGCTCATACTTCTTTATGTACATAAA

AGGAACCGTTGCGTGAAGTATCACTTCTCTAGTTGCATCCTCAAGACCATAAAATAAGTCTACAAAATA

CTAAATTATATGAAACTCTAAAAGGTTATGCAAGCTTAGTGATGTCTTCGGTAAGCTTTAGATTCAATT

TATATTATACTAGTTACAGTTTCAACTTTATTTAATTTTCAGTGTTGCTCAATTACCAAAGGATGTTTT

TGAGCATAGTTTCAAATCTATCATCAAGACTGCAGTAATTGTAGTAAACAGAGTGCTCTGCATATATAG

CAGATTTCATAATATTCATTGTTGTAAATGAATGTTTTAATGCAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

A 

B 

Rysunek 31. Strategia sekwencjonowania insertu LA02-010. A.  Cz
�

stkowe sekwencje, przedstawione jako 
kolorowe linie, uzyskano w wyniku reakcji zainicjowanych z udziałem starterów oznaczonych tymi samymi kolorami. 
Czarna linia przedstawia zło

�
enie sekwencji insertu o dł. 2200 nt. B.  Otrzymana ko � cowa sekwencja DNA. 
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Rysunek 32. Tłumaczenie sekwencji cDNA LA02-010 na aminokwasow � . Pogrubion
�

 czcionk
�

 oznaczono te otwarte ramki odczytu, w których zawieraj
�

 si
�

 regiony wykazuj
�

ce 
podobie � stwo do innych białek wg. programu blastx: region I (kolor niebieski), region II (kolor czerwony) i region III (kolor zielony). 
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Rysunek 32. Tłumaczenie sekwencji cDNA LA02-010 cd. 
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Rysunek 32. Tłumaczenie sekwencji cDNA LA02-010 cd. 
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Rysunek 33. Graficzne przedstawienie rozkładu podobie � stwa klonu LA02-010 do białek znalezionych przy 
przeszukiwaniu baz danych, utworzone przez program Blast. Query – schematyczny rysunek sekwencji 
La02-010 wraz ze skal

�
 długo

�
ci. Regiony I, II i III opisano odpowiednimi kolorami, jak na Rys. 32. Pod nimi znajduj

�
 

si
�

 linie obrazuj
�

ce te fragmenty białek homologicznych, które wykazuj
�

 do nich znacz
�

ce podobie � stwo. Numery 
identyfikacyjne białek znajduj

�
 si

�
 w pliku wynikowym przeszukania na dysku CD. 

 

Przy pomocy fragmentów sekwencji aminokwasowych zawieraj cych regiony I – III 

przeszukano baz  konserwatywnych domen białkowych CDD (NCBI). W obr bie ORF 

zawieraj cej region II znaleziono sekwencj  dokładnie odpowiadaj c  domenie typu 

„RING finger”: (podobie stwo do znalezionych w bazie domen o numerach 

identyfikacyjnych cd00162, smart00184, i pfam00097, Rys. 34). Trzy pozostałe 

trafienia dotycz  słabiej scharakteryzowanych domen, przy czym dwie z nich to tak e 

domeny typu „RING finger”. Z kolei w sekwencji regionu I, a zatem w N-ko cowej 

cz ci przypuszczalnego produktu białkowego znajduje si  fragment bogaty w kwas 

glutaminowy (Rys. 32). 

,� ,,� ,,,�
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Rysunek 34. Wynik przeszukania bazy CDD fragmentem sekwencji LA02-010 zawieraj � cej region II. 
A Graficzne przedstawienie wyników z orientacyjnym poło

�
eniem znalezionych domen. B Porównanie sekwencji 

domen „RING finger” z sekwencj
�

 LA02-010. 
 

Przeszukanie bazy EST wył cznie ro linnego pochodzenia przy pomocy sekwencji 

LA02-010 zaowocowało znalezieniem podobnych cDNA z innych ro lin 

motylkowatych, głównie G. max oraz M. truncatula. Znalezione sekwencje EST 

pochodziły z bibliotek cDNA reprezentuj cych zarówno symbiotyczne jak i 

niesymbiotyczne organy i tkanki (por. plik wynikowy „LA02-010 blastn EST.htm”, 

umieszczony na doł czonym do pracy dysku CD, w folderze „Indywidualna analiza 

sekwencji”).  

 

D.5.2. LA02EST004 / LA02EST005/ LA02EST043 

 

Zgrupowane w kontigu 3 sekwencje LA02EST004, LA02EST005 i LA02EST043 maj  

podobn  długo  (ok. 135 nt) i s  zako czone ci giem poli(A). Jednak, jak wskazuje 

analiza elektroforetyczna insertów (por. Rys. 10), klon LA02EST004 jest du o dłu szy 

ni  wskazywałaby uzyskana sekwencja (ok. 1000 pz). Dlatego przesekwencjonowano 

koniec 3’ tego insertu u ywaj c startera LAVecR. Uzyskana sekwencja o długo ci ok. 

600 nt wykazuje bardzo wysok  zgodno  z leghemoglobin  I z łubinu ółtego oraz 

innymi ro linnymi leghemoglobinami, zarówno na poziomie DNA jak i białka (nie 

przedstawiono danych). Klon reprezentowany przez EST LA02EST004 jest 

cd00162 

smart00184 

pfam00097 

   LA02-010:  79   QCPICLGIIKKTRTVMECLHRFCRECIDKSMRLGNNECPACRTHC  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 

A 

B 
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prawdopodobnie chimer  zło on  ze sklejonych ze sob  fragmentów cDNA dwóch 

ró nych genów, uło onych w tej samej orientacji (Rys. 35). Prawdopodobnie obecno  

fragmentu cDNA leghemoglobiny była przyczyn  du o wy szego poziomu indukcji 

obserwowanego w analizach makromacierzowych dla sondy LA02EST004 w 

porównaniu z pozostałymi sondami z kontigu 3 (por. Rys. 25). Poniewa  jednak do 

hybrydyzacji northern u yto sond  LA02EST043, symbiotyczna indukcja ekspresji 

genu reprezentowanego przez te trzy klony nie mo e budzi  w tpliwo ci. 

 

 

 

 

 AAAAA  AAAAA 3’
5’ 5’3’ 3’

 

LA02EST004
 

leghemoglobina
 

5’

LAVecRLAVecF
  

 
Rysunek 35. Schematyczne przedstawienie prawdopodobnej struktury chimerycznego insertu zawieraj � cego 
EST LA02EST004 oraz fragment cDNA leghemoglobiny. 

 

 

Nie dysponuj c dłu szymi fragmentami cDNA omawianego genu w bibliotece LA02 

zdecydowano si  zastosowa  technik  5’ RACE w celu ustalenia jego 5’- ko cowej 

sekwencji. Na podstawie sekwencji z kontigu 3 zaprojektowano nast puj ce 

specyficzne startery: 43RACE0 (starter I), 43RACE1(starter II), 43RACE2 (starter III) i 

43RACE3 (starter IV, por. punkt C.2.18). Poniewa  produkt reakcji PCR wykonanej 

przy pomocy uniwersalnego startera RACEFL oraz startera 43RACE1 był widoczny na 

elu jako (nieco rozmyty) pr ek (Rys. 36A), wklonowano go bez powtórnej 

amplifikacji do wektora plazmidowego pCR®2.1 i transformowano nim bakterie. 

Otrzymano kilkadziesi t rekombinantów, których inserty plazmidowe amplifikowano 

przy pomocy starterów  RACEFS i 43RACE2. Nast pnie sekwencjonowano trzy inserty 

(1, 5 i 10, Rys. 36B), stosuj c starter JP204. Otrzymane sekwencje cz stkowe oraz 

sekwencj  kontigu 3 zło ono, a sekwencji ko cowej nadano robocz  nazw  LA02-043 

(Rys. 37). Tłumaczenie sekwencji DNA na zapis aminokwasowy pozwoliło wyró ni  

ORF o długo ci 306 nt, koduj c  101 aa, rozpoczynaj c  si  od trzeciego nukleotydu 

sekwencji LA02-043. 
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Rysunek. 36. Klonowanie ko � ca 5’ LA02-043. A. Produkt amplifikacji PCR ze starterami RACEFL i 43RACE1. 
B. Obraz pr

� �
ków uzyskanych po amplifikacji insertów z otrzymanych po transformacji rekombinantów, ze starterami 

RACEFS i 43RACE2. Czerwonym kolorem zaznaczono zsekwencjonowane inserty, reprezentuj
�

ce sekwencje ko � ca 
5’ La02-043. M – marker masy cz

�
steczkowej. 

 

 

Przeszukanie nukleotydowych i białkowych baz danych zaowocowało znalezieniem 

kilku sekwencji o znacz cym podobie stwie do LA02-043: cDNA LlDD4A9 z L. luteus 

- (numer identyfikacyjny AF139379), dwóch wariantów cDNA LlDD2T15, równie  z 

L. luteus (numery AF139380 i AF139381) oraz sekwencji EST E789_F z L. albus 

(numer CA411488). Wszystkie trzy sekwencje pochodz ce z łubinu ółtego zostały 

zidentyfikowane wcze niej metod  selekcji ró nicowej w 21-dniowych brodawkach 

symbiotycznych [ widerski i wsp. 2000]. Ró nice pomi dzy wariantami LlDD2T15 nie 

dotycz  otwartej ramki odczytu, a wył cznie długo ci ko ca 3’UTR. Sekwencja EST 

E789_F pochodzi z biblioteki cDNA przygotowanej z korzeni łubinu białego z 

korzeniami proteoidalnymi w 7- i 10 dniu. Wynikowe pliki z przeszukania baz danych  

- „La02-043 blastx.htm”, „LA02-043 blastn.htm” oraz „LA02-043 blastn EST.htm” 

zamieszczono w folderze „Indywidualna analiza sekwencji” na dysku CD doł czonym 

do pracy. 

 

Porównanie sekwencji przypuszczalnych produktów białkowych LA02-043, LlDD4A9, 

LlDD2T15 oraz E789_F wskazuje na ich niezwykle wysokie podobie stwo na odcinku 

kilkudziesi ciu aminokwasów z ko ca N (Rys. 38). Sekwencja z łubinu w skolistnego 

wykazuje najwy sze podobie stwo do LlDD4A9, a najmniejsze do LlDD2T15 (Rys. 

A B 

13 17 22 14 15 16 18 19 20 21 23 24 M 

1 5 10 2 3 4 6 7 8 9 11 12 M 

500 pz 
1000 pz 

500 pz 
1000 pz 

3000 pz 

1000 pz 

M 
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insert5-    GTTTCCTATCTTTCCAAGTCTTGGCTCATCATGAAGAGAACAATGCTAATCATTTGAGTA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   GTTTCCTATCTTTCCAAGTCTTGGCTCATCATGAAGAGAACAATGCTAATCATTTGAGTA 

              F  L  S  F  Q  V  L  A  H  H  E  E  N  N  A  N  H  L  S  I 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    TTGGTGGTCCAGATGATGACGATCCTAGAGATCATAATAGTCCCAATCTTCTAGTTTCAC 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TTGGTGGTCCAGATGATGACGATCCTAGAGATCATAATAGTCCCAATCTTCTAGTTTCAC 

              G  G  P  D  D  D  D  P  R  D  H  N  S  P  N  L  L  V  S  Q 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    AAAAACACATACCTTCAATTCGATATGAATGGCTGATGGATCATGAAATAGATGAAAATA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AAAAACACATACCTTCAATTCGATATGAATGGCTGATGGATCATGAAATAGATGAAAATA 

              K  H  I  P  S  I  R  Y  E  W  L  M  D  H  E  I  D  E  N  K 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    AGAATTATTATTGTGGTTATTATCATAAAAATGGTCCAATTGATGACAAGGATCCTAGGG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AGAATTATTATTGTGGTTATTATCATAAAAATGGTCCAATTGATGACAAGGATCCTAGGG 

              N  Y  Y  C  G  Y  Y  H  K  N  G  P  I  D  D  K  D  P  R  D 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    ATGCGAATGCTCAATCAATTCAACAAAACCCATCAATGTTTCGTCGCAATCGAGCTAGAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   ATGCGAATGCTCAATCAATTCAACAAAACCCATCAATGTTTCGTCGCAATCGAGCTAGAA 

              A  N  A  Q  S  I  Q  Q  N  P  S  M  F  R  R  N  R  A  R  K 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    AGCCATGATAGCACAAA-GGCTACAAAAAATGATAGGAAGACTTCGTCAGCATTCATGAT 

insert10-                 AAAAGGCTACAAAAAATGATAGGAAGACTTCGTCAGCATTCATGAT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AGCCATGATAGCACAAAAGGCTACAAAAAATGATAGGAAGACTTCGTCAGCATTCATGAT 

              P  * 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    GAAAATTACTCCTACGACGAAGAAGGGTGAAAATTAAGTAATAATAATCCATTAGATATA 

insert10-   GAAAATTACTCCTACGACGAAGAAGGGTGAAAATTAAGTAATAATAATCCATTAGATATA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   GAAAATTACTCCTACGACGAAGAAGGGTGAAAATTAAGTAATAATAATCCATTAGATATA 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    AGTTATAATAATTCCATATATAGGGAAGGGAACACTTGTGCTGATAAATTAGCTTCTTTT 

insert10-   AGTTATAATAATCCCATATATAGGGAAGGGAACACTTGTGCTGATAAATTAGCTTCTTTT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   AGTTATAATAATCCCATATATAGGGAAGGGAACACTTGTGCTGATAAATTAGCTTCTTTT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    GCAATTTGTTCTAGAATGTATACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAG 

insert10-   GCAATTTGTTCTAGAATGTATACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAG 

insert1-    GCAATTTGTTCTAGAATGTATACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAG 

kontig03+                       TACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAG 

            ____________________________________________________________ 

consensus   GCAATTTGTTCTAGAATGTATACTTGGTGGGATGCTTTGCCTAGTTTCCTTTTGATTGAG 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

insert5-    TTCAATAGGAATAGGTTGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACC        

insert10-   TTCAATAGGAATAGGTTGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACC        

insert1-    TTCAATAGGAATAGGTTGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACC        

kontig03+   TTCAATAGGAATAGGTTGTTTCTTCCTAACTATAGATTTAGGAACATGTAACCTCTTCTT 

            ____________________________________________________________ 

consensus   TTCAATAGGAATAGGTTGTTTCTTCCTAACTATAGACTTAGGAACATGTAACCTCTTCTT 

 

                .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    : 

kontig03+   CTTCAATATATTGGGGTGTTCCACCCAGCTTTAAAA 

            ____________________________________________________________ 

consensus   CTTCAATATATTGGGGTGTTCCACCCAGCTTTAAAA 

Rysunek 37. Zło
�

enie sekwencji kontigu 3 i klonów utworzonych metod �  5’ RACE oraz sekwencja 
aminokwasowa przewidywanego produktu białkowego. 
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sekwencja A sekwencja B Podobie � stwo Identyczno
� 

 

LA02-043 LlDD4A9 61 % 52 % 

LlDD2T15 E789_F 48 % 38 % 

LlDD4A9 E789_F 22 % 43 % 

LA02-043 E789_F 63 % 45 % 

LlDD4A9 LlDD2T15 50 % 39 % 

LA02-043 LlDD2T15 43 % 34 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

38A).W adnej z sekwencji nie stwierdzono obecno ci konserwatywnych domen, nie 

znaleziono te  innych homologów dla adnej z nich. W sekwencji LA02-043 wyst puj  

dwa miejsca fosforylacji (Rys. 38B). Dla trzech sekwencji o najdłu szych ko cach N 

(LlDD4A9, LlDD2T15 i E789_F) wskazano mo liwo  wyst powania peptydów 

sygnalnych. Przewidywane miejsca ci cia znajduj  si  w odpowiadaj cych sobie 

pozycjach, a sekwencja peptydów sygnalnych jest prawie identyczna (Rys. 38B). 

Wydaje si  bardzo prawdopodobne, e podobny peptyd sygnalny wyst puje tak e w 

LA02-043. Wskazuje na to 100 % zgodno  pocz tku sekwencji z ostatnimi o mioma 

aminokwasami peptydów sygnalnych oraz odległe poło enie pierwszej metioniny w 

otwartej ramce odczytu (pozycja 52 na  Rys. 37), które sugeruje e cała ORF jest 

dłu sza, a jej kodon startowy znajduje si  poza otrzyman  sekwencj , w kierunku 5’. 

B 

Rysunek 38. Wynik porównania sekwencji aminokwasowych zakodowanych w LA02-043, LlDD4A9, 
LlDD2T15 i E789-F.  A. Podobie � stwo poszczególnych par sekwencji. B. Zestawienie sekwencji. Czarna strzałka 
obrazuje prawdopodobne miejsce odci

�
cia peptydu sygnalnego. Na niebiesko podkre

�
lono miejsca fosforylacji w 

sekwencji LA02-043. 

A 
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D.5.3. LA02EST028 

 

Ustalona sekwencja klonu LA02EST028, dla którego wykazano indukcj  ekspresji w 

dojrzałych brodawkach łubinu, ma 409 nt i jest zako czona ła cuchem poli(A). Długo  

pr ka obserwowanego po amplifikacji i elektroforezie (Rys. 10) pokazuje, e jest to 

pełna sekwencja insertu. Przeszukanie białkowych baz danych zaowocowało 

przypisaniem mu kilku mo liwych adnotacji funkcjonalnych. W ród znalezionych 

białek najwy sz  homologi  wykazały sekwencje opisywane jako uniwersalne białka 

stresu (USP, ang. universal stress protein) oraz białka wra liwe na etylen (ER, ang. 

ethylene responsive). Były to sekwencje pochodz ce z ro lin niemotylkowatych, 

głównie A. thaliana i O. sativa, a tak e sekwencje bakteryjne. Białka te zawieraj  

domen  USPA, której fragment znaleziono tak e w dedukowanej sekwencji białkowej 

LA02EST028 (podobie stwo do domen cd00293, pfam00582, COG0589 z bazy CDD). 

Jedyna białkowa sekwencja o znacz cym podobie stwie, która pochodzi z ro liny 

motylkowatej to wi ce ATP białko ENOD18 z V. faba, równie  zawieraj ce domen  

USPA. Pozycje aminokwasowe zaanga owane w tworzenie miejsca wi zania ATP s  

zachowane równie  w sekwencji LA02EST028 (Rys. 40).  

 

W  bazach sekwencji nukleotydowych, w tym w bazach EST, znaleziono du  liczb  

homologicznych do LA02EST028 sekwencji z innych ro lin motylkowatych. Pochodz  

one z ró nych tkanek, zarówno symbiotycznych jak i niesymbiotycznych (por. plik 

wynikowy LA02EST043 blastn EST.htm umieszczony w folderze „Indywidualna 

analiza sekwencji”, na dysku CD doł czonym do pracy). Co jest interesuj ce, 

przeprowadzone przeszukania wykazały bardzo istotne podobie stwo klonu 

LA02EST028 do nukleotydowej sekwencji LlDD2A18 (numer identyfikacyjny 

AF139378), wyizolowanej z biblioteki cDNA z brodawek z łubinu ółtego (por. 

Rys.39), podczas gdy przeszukanie bazy białek nie wykazało takiego podobie stwa. 

Szczegółowa analiza dedukowanych produktów translacji LA02EST028 oraz 

LlDD2A18 potwierdza pokrewie stwo obu sekwencji. Wynika z niej równie , e 

zdeponowana w GenBank-u sekwencja cDNA LlDD2A18 (numer identyfikacyjny 

AAD28288) mo e zawiera  kilka bł dów które spowodowały kilkakrotne przesuni cie 

ramki odczytu, a przez to nie odczytano całej sekwencji koduj cej białko. Z tego 

powodu prawdopodobnie niepełna sekwencja białkowa LlDD2A18 nie wykazała 

dostatecznej homologii do produktu translacji LA02EST028. Rys. 40 przedstawia 
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porównanie dedukowanych produktów translacji LA02EST028 i LlDD2A18, 

uwzgl dniaj cych mo liwe przesuni cia ramek odczytu, z homologicznymi białkami 

oraz sekwencjami EST z ro lin motylkowatych. 

 

 
Rysunek. 39. Porównanie nukleotydowych sekwencji LA02EST028 z łubinu w � skolistnego oraz LlDD2A18 z 
łubinu 

�
ółtego 
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Rysunek. 40. Porównanie aminokwasowej sekwencji LA02EST028 ze zidentyfikowanymi w bazach danych 
sekwencjami białek homologicznych oraz sekwencjami EST z ro � lin 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 podkre

�
lono 

fragmenty sekwencji bior
�

ce udział w tworzeniu miejsca wi
�

zania ATP, zachowane w sekwencji LA02EST028. Znaki 
zapytania w sekwencji LlDD2A18 wstawiono w miejsca, gdzie nast

�
piła zmiana ramki odczytu. 

 

D.5.4. LA10SEQ090 

 

W celu ustalenia pełnej sekwencji transkryptu NFR5 w łubinie w skolistnym 

zastosowano techniki 3’ RACE oraz 5’ RACE. Aby otrzyma  koniec 3’ cDNA, 

przeprowadzono reakcj  odwrotnej transkrypcji na matrycy całkowitego RNA 

? ? 
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uzyskanego z korzeni łubinu w skolistnego. Stosowano uniwersalny starter JP207, 

komplementarny do ła cucha poli(A), zawieraj cy na ko cu 3’ sekwencj  adapterow . 

Uzyskany ss cDNA po oczyszczeniu posłu ył jako matryca do amplifikacji PCR ze 

starterem JP205, komplementarnym do sekwencji adapterowej oraz specyficznym 

starterem 225F, zaprojektowanym na podstawie sklonowanego wcze niej odcinka 

LA10SEQ090. Otrzymany produkt o długo ci ok. 600 nt (Rys 41A) oczyszczono z elu 

i wligowano do wektora pCR®2.1, którym transformowano komórki kompetentne. W 

wyniku sekwencjonowania uzyskanych transformantów otrzymano sekwencj  ko ca 3’ 

cDNA NFR5 (Rys.41B). 

 

Przy ustalaniu ko ca 5’ wykorzystano startery NFR5-R5 (starter I) oraz NFR5-R6 

(starter II). Ju  w pierwszej reakcji PCR po dobudowaniu ła cucha poli(dA) otrzymano 

wyra ny pr ek o długo ci ok. 650 nt (Rys. 41C). Po ligacji produktu do wektora i 

transformacji komórek E. coli wyrosło kilkadziesi t rekombinantów (Rys. 41D). 

Zsekwencjonowano najdłu sze z nich, otrzymuj c w rezultacie sekwencj  ko ca 5’ 

cDNA NFR5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Rysunek 41. Ustalanie sekwencji cDNA LaNFR5. 3’ RACE (A -  amplifikacja ko � ca 3’ i B - analiza transformantów)  
oraz 5’ RACE (C -  amplifikacja ko � ca 5’ i D - analiza transformantów). Do amplifikacji insertów (B i D) u

�
yto pary 

uniwersalnych starterów JP203 i JP204. Strzałkami zaznaczono oczekiwane produkty amplifikacji. Czerwonym 
kolorem oznaczono inserty, których sekwencje odpowiadały poszukiwanym ko � com cDNA. M – marker długo

�
ci 

DNA. 
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PS LysM1 

LysM3 LysM2 

DK 

DT 

Rysu nek 42. Porównnie sekwencji aminokwasowych  LaNFR5, NFR5 (L. japonicus, CAE02598) i Sym10 (P. sativum, CAE02594).  Kolorowymi liniami zaznaczono znalezione domeny i 
motywy: PS – peptyd sygnalny; LysM – motyw LysM; DT – domena transbłonowa; PK – domena kinazowa 
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Sekwencja DNA utworzona przez zło enie LA10SEQ090 razem z sekwencjami 

ko ców 3’ i 5’ wynosi 2088 nt. Zakodowana w niej otwarta ramka odczytu ma długo  

595 aa. Otaczaj ce j  sekwencje 5’ UTR i 3’ UTR wynosz  odpowiednio: 66 nt i 

237 nt. Porównanie sekwencji białka łubinowego nazwanego LaNFR5 (Lupinus 

angustifolius NFR5) z białkami NFR5 z L. japonicus i SYM10 z P. sativum 

przedstawiono na Rys. 42. Sekwencje wykazuj  ok. 70 % identyczno ci. Podobnie jak 

w poznanych wcze niej receptorach Lotus i grochu, w białku LaNFR5 wyró ni  mo na 

peptyd sygnalny oraz domen  transmembranow . W domenie zewn trzkomórkowej 

wyró ni  mo na trzy motywy typu LysM, które, jak si  wydaje, s  odpowiedzialne za 

wi zanie bakteryjnych czynników Nod [Limpens i wsp. 2003; Madsen i wsp. 2003; 

Radutoiu i wsp. 2003]. Ten region wykazuje jednocze nie najwi ksz  zmienno  

sekwencji . 

 

Profilowanie ekspresji genu LaNFR5 przeprowadzone z zastosowaniem makromacierzy 

cDNA (por. podrozdział D.4) nie wykazało zmian w ekspresji genu w odpowiedzi na 

obecno  bakterii symbiotycznych i rozwój brodawek korzeniowych w drugiej serii 

analiz (w pierwszej serii sygnał pochodz cy od sondy LA10SEQ090 był poni ej progu 

detekcji). Analiz  ekspresji genu LaNFR5 powtórzono stosuj c technik  northern. 

Eksperyment przeprowadzono w analogiczny sposób jak do wiadczenia opisane w 

punkcie D.4.3 i analizowano identyczny materiał biologiczny: korzenie nieinfekowane, 

infekowane korzenie z brodawkami, korzenie ro lin hodowanych w warunkach głodu 

azotowego, li cie, nasiona. Jednak mimo bardzo wysokiego poziomu wyznakowania 

sondy (uzyskanej na matrycy klonu LA10SEQ090) nie udało si  zaobserwowa  sygnału 

w adnej z badanych prób (nie przedstawiono danych). 

 

D.5.5. LA02SEQ091 

 

Wykorzystuj c otrzymany wcze niej fragment cDNA łubinowego homologu genu 

SYMRK (LA10SEQ091) zaprojektowano specyficzne startery do uzyskania ko ców 3’ i 

5’ transkryptu. Przy amplifikacji ko ca 3’ zastosowano tak  sam  technik  jak dla genu 

LaNFR5, tj. uzyskano jednoniciowy cDNA na matrycy RNA z korzeni, a nast pnie 

przeprowadzono amplifikacj  PCR przy u yciu starterów: uniwersalnego JP205 oraz 

specyficznego 2072F. Uzyskany produkt  (Rys. 43A) ligowano do wektora pCR®2.1, 
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którym transformowano komórki kompetentne. W wyniku sekwencjonowania 

uzyskanych transformantów otrzymano trzy nieznacznie ró ni ce si  warianty ko ca 3’ 

cDNA (Rys. 43B). Do zło enia sekwencji wybrano najdłu szy z nich. 

 

Nast pnie zastosowano technik  5’ RACE do ustalenia sekwencji ko ca 5’. 

Wykorzystano w tym celu specyficzne startery SYMRK-R1 (starter I), SYMRK-R2 

(starter II) oraz SYMRK-R4 (starter IV).  Po ligacji do wektora produktu otrzymanego 

w wyniku ko cowej amplifikacji i transformacji komórek E. coli przeanalizowano 

kilkadziesi t transformantów (Rys. 43C i D). Zsekwencjonowano kilka najdłu szych 

insertów i otrzymano w rezultacie sekwencj  ko ca 5’ cDNA. Po zło eniu uzyskanych 

sekwencji z sekwencj  LA10SEQ091 uzyskano cDNA o długo ci 3274 pz. Zawiera ona 

ORF o długo ci 923 aminokwasów, oflankowan  regionami 5’ UTR (338 nt) i 3’ UTR 

(167 nt).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 43. Ustalanie sekwencji cDNA LaSYMRK. 3’ RACE (A -  amplifikacja ko � ca 3’ i B - analiza 
transformantów)  oraz 5’ RACE (C -  amplifikacja ko � ca 5’ i D - analiza transformantów). Do amplifikacji insertów (B i 
D) u

�
yto pary uniwersalnych starterów JP203 i JP204. Strzałkami zaznaczono 

� �
dane produkty amplifikacji. 

Czerwonym kolorem oznaczono inserty, których sekwencje odpowiadały poszukiwanym ko � com cDNA. M – marker 
długo

�
ci DNA. 
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Rysunek 44. Porównanie sekwencji aminokwasowych LaSYMRK i innych ro � lin motylkowatych. Kolorowymi liniami zaznaczono miejsce wyst
�

powania 
charakterystycznych motywów i domen: PS – peptyd sygnalny, LRR – powtórzenie bogate w leucyn

�
, DT – domena transbłonowa, DK – domena kinazowa 
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Rysunek 44. Porównanie sekwencji aminokwasowych LaSYMRK i innych ro � lin motylkowatych cd.  
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Sekwencj  aminokwasow  LaSYMRK (Lupinus angustifolius SYMRK) porównano z 

homologicznymi sekwencjami innych ro lin motylkowatych: Lotus japonicus 

(AAM67418), Vicia hirsuta (CAD22012), Pisum sativum (AAM76684), Melilotus alba 

(CAD22013), Medicago truncatula (AAM76685) i  Medicago sativa (CAD10807, Rys. 

44). Wykazuj  one 77 – 80 % identyczno ci (87 – 90% podobie stwa) do białka 

łubinowego. LaSYMRK jest najprawdopodobniej kotwiczony w błonie komórkowej 

(posiada peptyd sygnalny i domen  transbłonow ). W swojej zewn trzkomórkowej 

cz ci posiada trzy powtórzenia typu LRR, a w cz ci wewn trzkomórkowej znajduje 

si  domena kinazowa. LaSYMRK reprezentuje zatem typow  budow  białka kinazy 

typu receptora, podobnie jak jego ortologi z innych ro lin. 

 

Mimo, e analiza ekspresji genu LaSYMRK przy pomocy makromacierzy DNA nie 

wykazała ró nicowej ekspresji tego genu w brodawkach, przeprowadzono powtórne 

profilowanie ekspresji stosuj c metod  northern. Jednocze nie zbadano jego poziom w 

li ciach i nasionach oraz wpływ niedoboru przyswajalnych form azotu na ekspresj  w 

korzeniach (w identyczny sposób jak opisano w punkcie D.4.3). Badanie wykazało, e 

poziom transkrypcji genu LaSYMRK w łubinie utrzymuje si  na niskim, ale stałym 

poziomie w korzeniach i nie zmienia si  w warunkach głodu azotowego. Natomiast w 

trakcie symbiozy ekspresja genu wyra nie ro nie, osi gaj c najwy szy poziom w 

dojrzałych brodawkach, 16- i 34 dpi. Nie wykryto ekspresji genu w li ciach ani 

nasionach (Rys. 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 45. Analiza northern ekspresji genu LaSYMRK w łubinie. 
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D.6. Analiza filogenetyczna genu NFR5 w łubinach 

 

Celem tej cz ci pracy było zastosowanie markera filogenetycznego w badaniach łubinu 

w oparciu o sekwencje genu NFR5, a nast pnie porównanie go z istniej cym podziałem 

filogenetycznym opartym o markery niesymbiotyczne. W tym celu amplifikowano 

fragmenty domeny receptorowej nfr5 z ró nych gatunków łubinów, a tak e z kilku 

pokrewnych gatunków, a po ustaleniu ich sekwencji – przeprowadzono analiz  

filogenetyczn .  

 

D.6.1. Izolacja genomowego DNA i sekwencjonowanie domeny receptorowej 

 

Wykorzystuj c zachowawczo  sekwencji cDNA genu NFR5 zaprojektowano par  

starterów do amplifikacji: TSNFR5F4 i TSNFR5R4. Obejmuj  one region o długo ci 

około 830 nt, koduj cy prawie cał  zewn trzkomórkow  domen  oraz domen  

transbłonow  białka. W amplifikowanym odcinku zawieraj  si  wszystkie trzy motywy 

LysM, prawdopodobnie zaanga owane bezpo rednio w wi zanie bakteryjnego czynnika 

Nod. Amplifikacj  prowadzono na matrycy genomowych DNA wyizolowanych z 

siewek lub li ci odpowiednich ro lin. Oparto si  przy tym na zało eniu, e podobnie jak 

ich ortologi w L. japonicus i P. sativum, łubinowe geny NFR5 nie posiadaj  intronów 

[Madsen i wsp. 2003]. W rezultacie uzyskano cz ciowe sekwencje genów NFR5 

dwudziestu gatunków łubinów. Dodatkowo uzyskano fragmenty NFR5 z 

Anarthrophyllum rigidum, reprezentuj cego wcze nie wyodr bniaj ca si  lini  

filogenetyczn  w obr bie Genisteae, oraz z Macroptilium atropurpureum 

reprezentuj cego plemi  Phaseolae i Ornithopus compressus z plemienia Loteae. 

 

D.6.2.  Drzewo filogenetyczne NFR5 

 

Otrzymane sekwencje, wraz z sekwencjami LaNFR5, NFR5 i SYM10 wykorzystano do 

konstrukcji drzewa filogenetycznego (Rys. 46). Zostało ono skonstruowane przez C.E. 

Hughes’a i E. Redwood (Department of Plant Sciences, University of Oxford, Wielka 

Brytania), za pomoc  metody maksymalnej parsymonii. 
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Rysunek 46. Drzewo filogenetyczne rodzaju Lupinus utworzone w oparciu o symbiotyczn y marker NFR5. 

 

Topologia uzyskanego drzewa odpowiada zasadniczo filogenezie łubinów ustalonej na 

podstawie markerów niesymbiotycznych (Rys. 47) [Ainouche i Bayer 1999, Fukuda i 

wsp. 2003]. Zgodnie z dotychczasowymi danymi filogenetycznymi, A. rigidum zajmuje 

na drzewie NFR5 pozycj  zewn trzn  wzgl dem łubinów, a O. compressus wykazuje 

filogenetyczne pokrewie stwo z L. japonicus. Zarówno markery niesymbiotyczne jaki i 

NFR5 pozwalaj  zaobserwowa  wyra ny podział gatunków z rodzaju Lupinus na cztery 

główne grupy filogenetyczne: 
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��jednolistne łubiny pochodz ce z Florydy; 

��łubiny Starego wiata; 

��łubiny Nowego wiata o diploidalnej liczbie chromosomów 2n = 36, 

pochodz ce ze rodkowej cz ci Stanów Zjednoczonych (Teksas) oraz 

wschodniej  Brazylii; 

��łubiny Nowego wiata wyst puj ce na terenach zachodnich Ameryki Północnej 

i Południowej (wzdłu  pasma Gór Skalistych i Andów), o diploidalnej liczbie 

choromosomów 2n  = 48. 

Jedyna obserwowana ró nica dotyczy poło enia łubinów Starego wiata i łubinów 

jednolistnych: na drzewie NFR5 ta ostatnia grupa jest poło ona zewn trznie, 

odwrotnie ni  na drzewach niesymbiotycznych.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Intensywne prace nad ustaleniem kluczowych mechanizmów odpowiedzialnych za 

ustanowienie symbiozy ro lin motylkowatych z rizobiami trwaj  ju  od kilkudziesi ciu 

lat. Cennych informacji na temat rozwoju brodawek korzeniowych dostarczaj  analizy 

transkryptomów ro linnych, przy czym wiele z nich skupia si  na ro linach 

modelowych – M. truncatula i L. japonicus. Małe rozmiary genomów tych ro lin oraz 

szeroki wachlarz dost pnych narz dzi molekularnych przyczyniły si  do ogromnego 

post pu w badaniach nad symbiotycznym wi zaniem azotu. Jednak motylkowate, 

b d ce trzeci  co do wielko ci rodzin  nasiennych [Lewis i wsp. 2003, Doyle i Luckow 

2003] wykazuj  si  znacznym zró nicowaniem je li chodzi o szczegóły symbiozy 

(sposób infekcji, budowa brodawek korzeniowych, obecno  lub brak symbiosomów, 

reakcja na fitohormony itp.). St d analiza ro lin u ytkowych jest cennym i niezb dnym 

uzupełnieniem tych bada . Łubiny, mimo e ich rola u ytkowa jest obecnie du o 

mniejsza ni  w ubiegłych stuleciach, s  w dalszym ci gu uprawiane mi dzy innymi na 

terenie Australii i Polski, głównie jako ro liny paszowe. Ponadto zjawisko 

brodawkowania u łubinów cechuje szereg unikalnych własno ci, które odzwierciedlaj  

wczesne oddzielenie si  plemienia Genistae od wspólnej linii motylkowatych. Jego  

badanie mo e stanowi  wa ne ródło informacji o kształtowaniu si  zdolno ci ro lin do 

symbiotycznych oddziaływa  ze zdolnymi do przyswajania azotu atmosferycznego 

rizobiami. 

 

E.1. Identyfikacja genów zaanga owanych w symbiotyczne wi zanie 

azotu w łubinie 

 

E.1.1. Skuteczno  zastosowanej metody selekcji 

 

Przeci tna komórka eukariotyczna zawiera około 100 tysi cy transkryptów 

reprezentuj cych od 15 do 30 tysi cy ró nych rodzajów mRNA [Wan i wsp. 1996]. 

Wi kszo  to tzw. rzadkie mRNA, reprezentowane przez jedn  do kilkudziesi ciu 

cz steczek. Z kolei mRNA syntetyzowane najintensywniej (nawet w tysi cach kopii na 

komórk ) stanowi  około 50 % masy transkryptomu, cho  reprezentuj  zaledwie 1 % 

wszystkich rodzajów mRNA w komórce. Z tego powodu prawdopodobie stwo 
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wyłowienia niskoreprezentowanych transkryptów z tradycyjnych bibliotek cDNA jest 

stosunkowo niskie. Tymczasem cz sto pełni  one kluczowe role regulacyjne w 

wybranych procesach komórkowych. W prezentowanej pracy ródłem sekwencji cDNA 

była znormalizowana biblioteka uzyskana z infekowanych korzeni łubinu w ró nych 

stadiach symbiozy (7-, 14- i 21 dni po inokulacji bradyrizobiami). Dzi ki procesowi 

normalizacji ró nice pomi dzy st eniami cDNA wysoko- i nisko reprezentowanych 

transkryptów w bibliotece zostały zmniejszone co najmniej kilkudziesi ciokrotnie 

[Kisiel i wsp. 2004]. Podniosło to szanse na wyłowienie w trakcie przeszukania 

rzadkich, ciekawych cDNA, a przede wszystkim zwi kszyło ró norodno  wyj ciowej 

puli rekombinantów. 

 

W celu identyfikacji genów zaanga owanych w symbiotyczne oddziaływania z 

bakteriami wi cymi azot, zastosowano strategi  analizy ró nicowej. 

Wyselekcjonowano wst pnie zestaw genów nie ulegaj cych ekspresji w korzeniach 

łubinu b d  wyra anych jedynie na bardzo niskim poziomie. Oparto si  przy tym na 

zało eniu, e brak detekcji transkryptów w nieinfekowanych korzeniach mo e wynika  

z ich specyficznej ekspresji w tkankach symbiotycznych, poniewa  bibliotek  cDNA 

uzyskano z fragmentów korzeni z brodawkami. Nast pny etap selekcji polegał na 

identyfikacji klonów ulegaj cych ró nicowej ekspresji w korzeniach i 34-dniowych 

brodawkach. W efekcie, spo ród około 5000 rekombinantów wyłoniono 90 klonów, 

potencjalnie bior cych udział w symbiozie. Poniewa  na ostatnim, III etapie analizy 

ró nicowej zbadano tylko 54,6 % wyselekcjonowanych cDNA, mo na si  spodziewa , 

e analiza całej puli kandydatów zaowocowałoby uzyskaniem ponad 160 klonów 

wykazuj cych ró nicow  ekspresj . Zatem wydajno  zastosowanej metody 

przeszukania wynosi 3,3 %. Warto  ta jednak zale y przede wszystkim od wyj ciowej 

puli rekombinantów oraz odpowiedniego dobrania prób cDNA do analizy ró nicowej. 

St d, aby okre li  u yteczno  zastosowanej metody selekcji, porównano jej wyniki z 

danymi na temat podobnych projektów analizy transkryptomów ro linnych w 

symbiozie. 

 

Stosuj c strategi  zbli on  do opisanej przy identyfikacji genów zaanga owanych w 

tworzenie spontanicznych brodawek u M. sativa, Frugier i wsp. [1998] uzyskali jeszcze 

wi ksz  ilo  kandydatów (Tab. 19). Spo ród 250 cDNA, zidentyfikowanych  
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Ro
�
lina 

Porównywane 
stadia 

Ilo
� 

 
wyj

�
ciowa* 

Etap 
Wydajno

� 
 

etapu 
Wydajno

� 
 

całkowita 
Literatura 

hybrydyzacja subtrakcyjna 

N- / 21 dpi 150 000 x x 0,8 % 
Gm 

N- / 8 dpi 100 000 x x 0,25 % 
Kouchi i Hata 1993 

Vf 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 ró
�
nicowa 

Lj 
N- / 7-11-13-21 

dpi 
8 000 x x 1,7 % 

Szczygłowski i wsp. 
1997 

N- / cz. Nod 2 h 4 000 x x 0 % 

N- / cz. Nod 24 h 2 400 x x 0 % Mt 

N- / cz. Nod 48 h 2 000 x x 0,2 % 

de Carvalho Niebel i 
wsp. 1998 

Ll N- / 21 dpi 3 500 x x 1,4 % � widerski  i wsp. 2000 

Vs N- / cz. Nod 1-3 h 27 600 x x 0,12 % Heidstra i wsp. 1997b 

selekcja zimnych łysinek / kolonii poł
�

czona z analiz
�

 ró
�
nicow

�
 

selekcja zimnych łysinek 50 % 50% 
N- / br. spontan. 500 

analiza indywidualna 8,4 % 4,2 % 
Frugier i wsp. 1998 

selekcja zimnych łysinek 50 %** 50 %** 

analiza czwórek sond 20 % 10 %** 

Ms 

Nod- / 5 dpi ? 

analiza indywidualna 19 % 1,9 %** 

Jimenez-Zurdo i wsp. 
2000 

selekcja zimnych kolonii 
(etap I) 

50 % 50 % 

analiza par sond (etap II) 14,7 % 7,36 % La N- / 34 dpi 5 000 

analiza indywidualna 
(etap III) 

45 % 3,3 % *** 

niniejsza praca 

 
Tabela 19. Porównanie wydajno � ci ró

�
nych metod analizy ró

�
nicowej stosowanych w badaniach nad 

symbiotycznym wi � zaniem azotu. Gm – Glycine max; Vf – Vicia faba; Ps – Pisum sativum; Mt – Medicago 
truncatula; Lj – Lotus japonicus; Ll – Lupinus luteus; Vs – Vicia sativa; Ms – Medicago sativa; La – Lupinus 
angustifolius; N- - ro

�
liny nieinfekowane, Nod- - ro

�
liny infekowane szczepem nie produkuj

�
cym czynnika Nod; cz. 

Nod – czynnik Nod; br. spontan. – brodawki spontaniczne. 
* liczba rekombinantów u

�
ytych w przeszukaniu ró

�
nicowym 

** brak danych na temat pierwszego etapu analizy; dla potrzeb porównania wydajno
�
ci kolejnych kroków przyj

�
to, 

�
e 

wydajno
� 

 pierwszego etapu jest identyczna, jak w obu pozostałych eksperymentach (50 %). 
*** przy obliczaniu wydajno

�
ci całkowitej uwzgl

�
dniono, 

�
e na III etapie analizy ró

�
nicowej wykorzystano tylko 54,6 % 

klonów. 

 

pierwotnie jako „zimne” metod  wyszukiwania zimnych łysinek, Autorzy wybrali 

ostatecznie 21 klonów o ró nicowej ekspresji w brodawkach spontanicznych i 

korzeniach lucerny. Stanowiły one 4,2 % wszystkich klonów, a zatem wi cej ni  w 

przypadku analizy genów łubinu. Wy sz  wydajno  zapewniło prawdopodobnie 

przeprowadzenie analizy ró nicowej poszczególnych klonów bezpo rednio po etapie 

wyszukiwania zimnych łysinek. Tymczasem, z uwagi na du  liczb  cDNA łubinowych 

wybranych na pierwszym etapie analizy zdecydowano si  na wprowadzenie 

dodatkowego kroku ograniczaj cego liczb  sond przez poł czenie ich w pary (etap II 

analizy ró nicowej, por. punkt D.1.3). Wi zało si  to jednak z mo liwo ci  utracenia 

niektórych cDNA w przypadku zamaskowania ró nicowego sygnału przez drug  sond  
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lub odwrotnie, zakwalifikowaniem pary cDNA, z których tylko jeden generował sygnał 

ró nicowy. Analogicznie, poł czenie wst pnie wyselekcjonowanych klonów w czwórki 

sond przed etapem indywidualnej analizy cDNA, zaowocowało jeszcze ni sz  

wydajno ci  wieloetapowego przeszukania ró nicowego cDNA z młodych brodawek 

lucerny, przeprowadzonego przez Jimenez-Zurdo i wsp. [2000]. Mimo to ka da z tych 

trzech zło onych analiz okazała si  du o wydajniejsza ni  inne techniki selekcji, takie 

jak hybrydyzacja subtrakcyjna czy amplifikacja ró nicowa (Tab. 19). 

 

Nieco trudniejsze jest porównanie rzeczywistej skuteczno ci ka dej z metod w 

identyfikacji genów zwi zanych z symbioz . Uzyskane wyniki nie zawsze 

weryfikowano innymi sposobami, np. przez hybrydyzacje northern czy RT PCR, b d  

przeprowadzano tak  analiz , ale tylko dla niewielkiego ułamka wyselekcjonowanych 

cDNA. Porównuj c dost pne dane mo na jednak uzna , e równie  pod tym wzgl dem 

kombinacja selekcji zimnych łysinek / kolonii z analiz  ró nicow  nale y do 

najskuteczniejszych metod selekcji (Lievens i wsp. 2001; Literatura zawarta w Tab. 19]. 

W przypadku analizy cDNA z młodych brodawek lucerny sprawdzono ekspresj  około 

1/3 wyselekcjonowanych kandydatów, potwierdzaj c indukcj  w brodawkach [Jimenez-

Zurdo i wsp. 2000]. Z kolei analiza northern genów zaanga owanych w tworzenie 

spontanicznych brodawek u M. sativa potwierdziła ró nicow  ekspresj  9 spo ród 21 

kandydatów, czyli 43 % [Frugier i wsp. 1998]. Podobny wynik uzyskano w 

przedstawionej tu analizie cDNA łubinowych. Zbadano zmiany ekspresji w odpowiedzi 

na obecno  bakterii symbiotycznych 59 wyselekcjonowanych kandydatów, stosuj c 

hybrydyzacj  do makromacierzy cDNA o wysokiej g sto ci. Ró nicow  ekspresj  

wykazano dla 25 z nich, co stanowi ok. 42 % klonów wyselekcjonowanych w 

przeszukaniu ró nicowym. (Uwzgl dniaj c, e kilka profili ekspresji mo e okaza  si  

niepoprawnymi, jak sugeruj  analizy northern, odsetek ten mo e by  nieco ni szy – por. 

punkt E.1.3). 

 

Dla porównania, w przypadku zastosowania hybrydyzacji subtrakcyjnej do identyfikacji 

genów zwi zanych z symbioz  u M. truncatula  spo ród 30 tysi cy klonów 

wyselekcjonowano 473, po czym przy pomocy serii hybrydyzacji krzy owych 

wykazano, e reprezentuj  one zaledwie 30 ró nych rodzin cDNA [Gamas i wsp. 1996]. 

Mimo, e potwierdzono ró nicow  ekspresj  reprezentantów wszystkich rodzin, to z 

uwagi na wysok  powtarzalno  sekwencji przeszukanie to nale y uzna  za mało 
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efektywne. Inne analizy oparte na hybrydyzacji subtrakcyjnej były o wiele mniej 

skuteczne: pozytywnie zweryfikowano ró nicow  ekspresj  zaledwie dwudziestu 

siedmiu spo ród siedmiuset wyselekcjonowanych cDNA bobu i dziewi tnastu z 

pi ciuset klonów cDNA grochu [ Perlick i Puhler 1993; Suganuma i wsp. 1995]. 

Analizy typu amplifikacji ró nicowej okazały si  jeszcze mniej efektywne; spo ród 

kilku - kilkudziesi ciu uzyskiwanych zazwyczaj pr ków o ró nicowym profilu wiele 

stanowiło wyniki fałszywie pozytywne. Ponadto poddanie ich dalszej analizie 

okazywało si  technicznie bardzo trudne i dodatkowo obni ało skuteczno  metody 

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

 

E.1.2. Biblioteka LA02 

 

Przeprowadzono reakcje jednokrotnego sekwencjonowania ko ców 5’ pi dziesi ciu 

dziewi ciu wyselekcjonowanych klonów, otrzymuj c kolekcj  sekwencji EST LA02. 

Wi kszo  sekwencji zako czona była ci giem poli(A), co sugeruje, e w pojedynczej 

reakcji uzyskano pełne sekwencje tych insertów. Wiele z nich to krótkie DNA, co nie 

jest zaskakuj ce, jako e znormalizowana biblioteka 115/2, z której pochodziły, nie była 

frakcjonowana pod wzgl dem długo ci. Stanowiło to jednak powa ne utrudnienie przy 

ustalaniu adnotacji funkcjonalnej. Takie krótkie cDNA, zako czone ci giem poli(A) z 

du ym prawdopodobie stwem reprezentuj  wył cznie niekoduj ce ko ce 3’ 

transkryptów, a w takim wypadku nie s  przydatne przy przeszukiwaniu białkowych 

baz danych. Rzeczywi cie, dla dwudziestu o miu sekwencji EST zako czonych poli(A) 

nie znaleziono homologów w ród znanych białek. A  trzy czwarte tych sekwencji było 

krótsze ni  300 nt. Dziesi ciu z nich udało si  nast pnie przypisa  funkcj  na podstawie 

podobie stwa do sekwencji DNA. Trzy sekwencje wykazały homologi  do cDNA 

leghemoglobin z łubinu ółtego: leghemoglobiny typu I (LA02EST009 i LA02EST054) 

oraz leghemoglobiny typu II (LA02EST048). We wszystkich trzech przypadkach 

wykazane podobie stwo dotyczyło wył cznie niekoduj cych regionów 3’ cDNA 

leghemoglobin. Adnotacja tych sekwencji EST była zatem mo liwa wył cznie na 

podstawie podobie stwa do zdeponowanych sekwencji DNA. 

 

Niekoduj ce regiony 3’ transkryptów stanowi  zazwyczaj najbardziej unikalne 

fragmenty sekwencji, a w bazach DNA zdeponowano dot d zaledwie kilkaset sekwencji 

ro lin z rodzaju Lupinus. Tym mo na tłumaczy  niemo no  adnotacji innych 
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sekwencji EST. Aby to rozstrzygn , niezb dne jest jednak poznanie dłu szych 

fragmentów cDNA i ponowne przeszukanie baz danych. Nie jest równie  wykluczone, 

e przynajmniej niektóre z wyselekcjonowanych klonów reprezentuj  nowe, 

niezidentyfikowane do tej pory geny, by  mo e specyficzne dla ro lin motylkowatych, a 

nawet dla łubinu. Przykładem takiego genu łubinowego, który jak si  obecnie wydaje, 

wst puje wył cznie u przedstawicieli rodzaju Lupinus, jest nodulina-45, wykorzystana 

tu jako marker pó nych stadiów brodawkowania (por. punkt E.2.2). Nie wykazuje on 

podobie stwa do adnej ze zdeponowanych w bazach sekwencji, w tym do znanych 

genomowych sekwencji ro linnych. Gen noduliny-45 ulega specyficznej ekspresji na 

wysokim poziomie w dojrzałych brodawkach łubinu [Rice i wsp.1993]. Koduje on 

hydrofilowe białko zawieraj ce N-terminalny peptyd sygnalny, dwa powtórzenia bogate 

w glicyn  oraz liczne miejsca fosforylacji i mirystylacji. Analiza promotora noduliny-45 

z łubinu w skolistnego pozwoliła zidentyfikowa  region niezb dny do wywołania 

wysokiej ekspresji genu w dojrzałych brodawkach [Macknight i wsp. 1995]. Zawiera on 

motywy AAAGAT oraz CTCTT, obecne tak e w innych genach koduj cych pó ne 

noduliny, mi dzy innymi leghemoglobiny czy białko N23 obecne w błonie 

peribakteroidalnej symbiosomów u soi. Mutacja pierwszego z motywów powodowała 

znacz cy spadek ekspresji genu noduliny-45 w brodawkach łubinu [Macknight i wsp. 

1995]. Testy retardacji w elu wykazały tak e, e do zidentyfikowanego regionu (ale 

nie do elementów AAAGAT oraz CTCTT) wi e si  czynnik, b d cy prawdopodobnie 

homologiem NAT2 - białka wi cego DNA, znalezionego u soi, fasoli i Sesbania. 

Rola noduliny-45 nie została jednak dot d okre lona. 

 

Wydaje si , e w kolekcji LA02 znalazł si  inny gen specyficzny dla rodzaju Lupinus i 

zaanga owany w pó ne stadia brodawkowania. Jest on reprezentowany przez trzy 

sekwencje tworz ce kontig 3: LA02EST004, LA02EST005 i LA02EST043 (por. tak e 

punkt E.1.3). W bibliotece LA02 jest tak e co najmniej pi  innych sekwencji o 

nieustalonej adnotacji funkcjonalnej, które wydaj  si  dobrymi kandydatami na geny o 

podobnie wysokiej specyficzno ci gatunkowej, cho  niekoniecznie s  zwi zane z 

symbiotycznym wi zaniem azotu. Na podstawie ich długo ci (446 – 783 nt) mo na 

s dzi , e nawet je li odczytane sekwencje w wi kszo ci reprezentuj  regiony 3’ UTR, 

to by  mo e obejmuj  tak e fragmenty koduj ce białka, co zwi ksza 

prawdopodobie stwo adnotacji. Mimo to dla trzech z nich (LA02EST003, 

LA02EST049 i LA02EST059) nie znaleziono adnych homologów w bazach. Dwa 
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pozostałe (LA02EST018 i LA02EST029) wykazały podobie stwo jedynie do 

niezidentyfikowanych sekwencji cDNA z ro lin motylkowatych. 

 

Jak wskazuj  wyniki poszukiwania sekwencji homologicznych, dwa spo ród 

wyselekcjonowanych klonów prawdopodobnie reprezentuj  geny mikrosymbionta 

(LA02EST015 i LA02EST056). Ich obecno  w znormalizowanej bibliotece cDNA 

mo na wyja ni  wyst powaniem w sekwencji fragmentów bogatych w adeniny, dzi ki 

którym zostały wychwycone w procesie izolacji mRNA. Podobnie mo na tłumaczy  

obecno  pi ciu klonów wykazuj cych podobie stwo do niekoduj cych RNA 

(LA02EST001, LA02EST002, LA02EST033, LA02EST037 i LA02EST052). Dla 

czterech z nich znaleziono w bazach TGI sekwencje homologiczne, o podobnej 

adnotacji funkcjonalnej, wi c obecno  w znormalizowanej bibliotece cDNA sekwencji 

nie koduj cych białek nie jest zjawiskiem odosobnionym.  

 

E.1.3. Geny indukowane w trakcie brodawkowania 

 
Analiza ekspresji przeprowadzona z wykorzystaniem makromacierzy cDNA o wysokiej 

g sto ci wykazała istotne zmiany w ekspresji 25 spo ród 59 genów wybranych w 

analizie ró nicowej, przynajmniej w jednym z analizowanych stadiów rozwoju. 

Wi kszo  zaobserwowanych zmian dotyczy dojrzałych, funkcjonalnych brodawek (15- 

i 34 dni po inokulacji bakteryjnej). Jest to wynik zrozumiały, zwa ywszy na fakt, e do 

selekcji genów zastosowano próby cDNA przygotowane z dojrzałych brodawek. 

Jednocze nie jest mo liwe, e brak znacz cych ró nic w ekspresji genów na 

wcze niejszych etapach brodawkowania wynikał z du ego udziału tkanek 

niesymbiotycznych w próbie z infekowanych korzeni (por. wyniki analiz ekspresji 

markerowego genu ENOD40, punkt E.2.2).  

 

Dla siedmiu genów wykonano tak e hybrydyzacje northern, w celu dodatkowej 

weryfikacji wyników uzyskanych dzi ki makromacierzom DNA, wskazuj cych na ich 

ró nicow  ekspresj  w brodawkach. Potwierdziła ona uzyskane profile ekspresji tych 

genów, dla których wcze niej obserwowano zbie ne wyniki w obu seriach hybrydyzacji 

do makromacierzy cDNA (LA02EST004, LA02EST028, LA02EST050, 

LA02EST051). Dla dwóch pozostałych genów makromacierze DNA wykazały 

wcze niej niejednoznaczne profile ekspresji, a analiza northern potwierdziła indukcj  
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tylko jednego z nich (LA02EST010). Nie wykazała natomiast zmian w ekspresji genu 

LA02EST040. Zatem dla innych genów, dla których obserwowano rozbie no ci w 

wynikach obu serii hybrydyzacji do makromacierzy DNA, b d  ró niły si  one od tych 

przewidywanych na podstawie etapu III analizy ró nicowej (jest ich siedem), profile 

ekspresji równie  wymagaj  dalszej weryfikacji. 

 

Dla LA02EST042 - kolejnego analizowanego genu - nie uzyskano sygnału po 

hybrydyzacji northern. Oznacza to, e we wszystkich analizowanych stadiach 

rozwojowych ekspresja tego genu, o ile w ogóle zachodzi, utrzymuje si  na bardzo 

niskim poziomie. Wskazywały na to cz ciowo równie  analizy jako ciowe wyników 

pochodz cych z hybrydyzacji makromacierzy DNA (por. Rys. 28). Nale y dopu ci  

mo liwo , e podobnie niska ekspresja innych genów mogła by  przyczyn  bł dów w 

pomiarach ilo ciowych, je li obserwowany sygnał tylko nieznacznie przekraczał 

intensywno  tła. Mogło to zamaskowa  ró nicow  ekspresj  niektórych genów. 

Dodatkowo spory odsetek genów wykluczono przy analizie niektórych lub wszystkich 

punktów czasowych z uwagi na podprogow  warto  sygnału (por. Tab. 16). Wydaje 

si  zatem, e analiza ekspresji genów selekcjonowanych wst pnie pod k tem niskiej 

ekspresji w korzeniu byłaby skuteczniejsza przy zastosowaniu czulszych metod detekcji 

(np. real time PCR). 

 

Zgodnie z oczekiwaniem, indukcj  ekspresji w dojrzałych brodawkach wykazano dla 

wszystkich genów, które zakwalifikowano jako pó ne noduliny ju  na podstawie 

porównawczych analiz sekwencji. Były to geny koduj ce leghemoglobin  typu II 

(LA02EST048), leghemoglobin  typu I (sekwencje tworz ce kontig 5) oraz nodulin -26 

(LA02EST050). Bogate dane literaturowe dotycz ce ich funkcji oraz ekspresji tych 

genów w symbiozie potwierdzaj  poprawno  uzyskanych profili. Ekspresja genów 

leghemoglobin, zaanga owanych w kontrolowanie st enia wolnego azotu w 

brodawkach, wi e si  z pocz tkiem okresu wi zania azotu w symbiosomach i 

rozpoczyna si  kilka do kilkunastu dni od ustanowienia symbiozy. Przykładowo, w 

łubinie ółtym obserwowano specyficzn  ekspresj  genu leghemoglobiny II od 13 dnia 

po inokulacji bakteryjnej [ widerski i wsp. 2000]. Ekspresj  klonu LA02EST048 

równie  wykryto wył cznie w brodawkach łubinu, w 15 i 34 dniu od inokulacji. 

Podobnie, pó n  nodulin  jest nodulina-26. Białko to, zidentyfikowane pierwotnie u 

soi, jest  transporterem z rodziny akwaporyn i stanowi główny składnik błony 
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peribakteroidalnej [Weaver i wsp. 1994; Rivers i wsp. 1997]. Koduj cy je gen N-26 

ulega specyficznej ekspresji wył cznie w brodawkach, w komórkach zainfekowanych 

mikrosymbiontem [Miao i Verma 1993]. 

 

Podobny profil ekspresji uzyskano dla klonu LA02EST028, o niejednoznacznej 

adnotacji funkcjonalnej. Jak wykazała szczegółowa analiza sekwencji nukleotydowej i 

aminokwasowej, gen LA02EST028 jest bliskim homologiem genu LlDD2A18 z łubinu 

ółtego. Maj  one równie  zgodne profile ekspresji – produktu genu LlDD2A18 nie 

wykryto w korzeniach ani nadziemnych organach łubinu ółtego. Ulegał on natomiast 

specyficznej indukcji w 13 dniu po inokulacji bakteryjnej [ widerski i wsp. 2000]. 

Wyniki przeszukania białkowych baz danych wskazuj , e oba geny s  homologami 

uniwersalnych białek stresu (USP). W uzyskanej przez translacj  sekwencji 

aminokwasowej LA02EST028 zidentyfikowano fragment charakterystycznej dla tych 

białek domeny typu USPA. USPA to rodzina małych cytoplazmatycznych białek 

bakteryjnych, których  ekspresja ro nie w odpowiedzi na szereg ró nych czynników 

stresowych (niedobór składników od ywczych, obecno  zwi zków toksycznych, stres 

osmotyczny, ekspozycja na wiatło ultrafioletowe) [Nystrom i Neidhardt 1992, 1993, 

1994]. Ich dokładna funkcja nie jest jednak znana. Białka USP reprezentuj  

prawdopodobnie dwie podrodziny, ró ni ce si  struktur . Jedna podrodzina wykazuje 

podobie stwo do struktury 1MJH uzyskanej dla białka MJ0577 z Methanococcus 

jannaschii, zdolnego do wi zania cz steczki ATP [Zarembinski i wsp. 1998]. 

Podrodzina druga wykazuje podobie stwo do rozwi zanej struktury 1MJV białka z 

Haemophilus influenza, niezdolnego do wi zania ATP [Sousa i McKay 2001]. 

 

Obecno  białek typu USP wykryto równie  w szeregu ro lin jedno- i dwuli ciennych. 

W ry u jest co najmniej 10 białek tego typu [Sauter i wsp. 2002]. Jedno z nich, OsUSP1 

nale y do podrodziny białek wi cych ATP. Gen OsUSP1 ulega indukcji w 

najmłodszych mi dzyw lach ry u w ci gu 1 – 2 godzin od zanurzenia w wodzie. Jego 

ekspresja jest regulowana przez etylen, który gromadzi si  w tkankach ro liny w 

odpowiedzi na zanurzenie [Sauter i wsp. 2002]. Wra liwy na etylen jest równie  gen 

ER6 wyizolowany z niedojrzałych owoców pomidora, koduj cy białko typu USP 

[Zegzouti i wsp. 1999]. W genomie A. thaliana wykryto 44 białka zawieraj ce domen  

USPA. S  to zarówno małe białka cytoplazmatyczne, przypominaj ce te znajdowane u 

bakterii, jak i wi ksze białka zawieraj ce równie  inne domeny, np. kinazowe [Kerk i 
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wsp. 2003]. Sekwencja aminokwasowa LA02EST028 wykazuje wysokie podobie stwo 

do trzynastu białek z A. thaliana, charakteryzuj cych si  jednocze nie najwy sz  

zachowawczo ci  sekwencji w porównaniu z białkami bakteryjnymi (At2g47710, 

At3g11930, At1g09740, At3g62550, At3g03270, At1g68300, At4g27320, At3g17020, 

At3g01520, At5g54430, At1g11360, At5g14680 oraz At3g53990) [Kerk i wsp. 2003]. 

W sekwencjach wymienionych białek, (oraz w sekwencji LA02EST048) zachowane s  

mi dzy innymi te pozycje, które w bakteryjnych białkach bior  udział w 

oddziaływaniach z cz steczk  ATP. Jest zatem prawdopodobne, e białko kodowane 

przez gen LA02EST028 równie  wi e ATP.  

 

Tak  zdolno  wykazuje tak e białko ENOD18 z bobu, o du ej homologii do sekwencji 

aminokwasowej klonu LA02EST028 [Becker i wsp. 2001]. Koduj cy je gen 

VfENOD18 wyizolowano z biblioteki cDNA z symbiotycznych brodawek [Hohnjec i 

wsp. 2000]. Najsilniejsza ekspresja genu VfENOD18 ma miejsce w dojrzałych 

brodawkach, w strefach wi zania azotu oraz przej ciowej. Uznaje si  go jednak za 

wczesn  nodulin  z uwagi na fakt, e pocz tek jego ekspresji ma miejsce w pi tym dniu 

po inokulacji bakteryjnej i wyprzedza indukcj  genu leghemoglobiny [Hohnjec i wsp. 

2000]. Nie zgadza si  to z profilem ekspresji uzyskanym dla klonu LA02EST028. Co 

wi cej, w ekstraktach z łubinu w skolistnego nie wykryto białka oddziałuj cego z 

przeciwciałami skierowanymi przeciwko ENOD18, cho  wykryto je u innych ro lin o 

niezdeterminowanych brodawkach, a tak e u A. thaliana i Z. mays [Becker i wsp. 

2001]. Jest zatem mało prawdopodobne, aby klon LA02EST028 reprezentował 

łubinowy odpowiednik genu VfENOD18.  

 

Kolejny gen, dla którego analiza northern potwierdziła ró nicow  ekspresj  w 

dojrzałych brodawkach, jest reprezentowany przez sekwencj  LA02EST010. 

Pochodziła ona z du o dłu szego insertu; dzi ki jego zsekwencjonowaniu uzyskano 

ostatecznie sekwencj  cDNA o długo ci 2200 nt. Prawdopodobnie zawiera ona bł dy, 

nagromadzone w trakcie amplifikacji, poniewa  po odczytaniu zakodowanej w niej 

sekwencji aminokwasowej nie zidentyfikowano jednej dominuj cej ORF. 

Zidentyfikowano jednak trzy regiony wykazuj ce podobie stwo do szeregu białek 

ro linnych i zwierz cych, zawieraj cych domen  „RING finger”. Dzi ki przeszukaniu 

bazy CDD w sekwencji LA02-010 tak e stwierdzono obecno  tej domeny. Dodatkowo 
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wykazano obecno  regionu bogatego w kwas glutaminowy w N-ko cowej sekwencji 

prawdopodobnego produktu białkowego. 

 

Domena „RING finger” to wyspecjalizowany rodzaj palca cynkowego o długo ci 40 do 

60 aminokwasów, wi cy 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. Istniej  jej dwa 

warianty, ró ni ce si  układem C/H w motywie - typ C3H2C3 oraz typ C3HC4. 

Domena „RING finger” prawdopodobnie po redniczy w oddziaływaniach białko – 

białko. Została zidentyfikowana w białkach pełni cych ró norodne funkcje, takie jak 

replikacja wirusa, transdukcja sygnału, procesy rozwojowe, jest te  obecna w ligazach 

ubikwitynowych E3 (np. c-Clb), doł czaj cych ubikwityn  do białek przeznaczonych 

do degradacji w proteasomie [Nodzon i wsp. 2004; Kowalczyk i wsp. 2005; Kawasaki i 

wsp. 2005; Disch i wsp. 2006; Chen i Ni 2006]. 

 

W L. japonicus zidentyfikowano gen LjBzf koduj cy białko zawieraj ce motyw „RING 

finger” oraz region bogaty w kwas glutaminowy. Prawdopodobnie mutacja tego wła nie 

genu wpływa na fenotyp super-brodawkuj cych mutantów astray [Nishimura i wsp. 

2002b]. Białko LjBzf nie wykazuje podobie stwa do regionów I-III aminokwasowej 

sekwencji LA02-010, a w C-ko cowej cz ci zawiera motyw suwaka leucynowego, 

którego obecno ci nie wykazano w sekwencji LA02-010. Stanowi ono jednak przykład 

negatywnego regulatora brodawkowania. By  mo e zidentyfikowany gen łubinowy 

zwieraj cy podobne funkcjonalne motywy w sekwencji równie  pełni rol  wa nego 

regulatora procesów symbiotycznych. 

 

Szczególnie interesuj cy wydaje si  gen reprezentowany przez klony LA02EST004, 

LA02EST005 i LA02EST043, tworz ce kontig 3. Wyniki przeszukania baz sekwencji 

sugeruj , e nie wyst puje on poza ro linami z rodzaju Lupinus. Homologi sekwencji 

LA02-043 znaleziono tylko w łubinach, ółtym oraz białym. By  mo e stanowi on 

przykład genu specyficznego dla rodzaju Lupinus. Poznanie w przyszło ci kompletnej 

sekwencji genomowej ro liny motylkowatej z pewno ci  oka e si  pomocne w 

zweryfikowaniu tej hipotezy. Obecnie trwaj  prace nad poznaniem genomów dwóch 

ro lin modelowych: M. truncatula (http://www.medicago.org/genome) oraz 

L. japonicus (http://www.kazusa.or.jp/lotus/). 
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Geny LlDD4A9 i LlDD2T15 z L. luteus,  podobnie jak klony z biblioteki LA02 koduj  

pó ne noduliny, ulegaj ce ekspresji w brodawkach od ok. 13 dpi, a nieobecne w 

korzeniach, łodygach, li ciach i kwiatach [ widerski i wsp. 2000]. Hybrdyzacja 

Southern pokazuje, e w łubinie ółtym mog  one reprezentowa  licz c  kilka białek 

mał  rodzin  wielogenow  [ widerski 1997]. Z kolei EST E789_F został 

zidentyfikowany w bibliotece z korzeni proteoidalnych z L. albus. Hybrydyzacja 

ró nicowa z u yciem filtrów nylonowych wykazała brak zmian w ekspresji genu w 

odpowiedzi na niedobór fosforu i rozwój korzeni proteoidalnych [Uhde-Stone i wsp. 

2003]. W dedukowanej sekwencji aminokwasowej LA02-043 uzyskanej technik  5’ 

RACE nie wykryto adnych konserwatywnych domen ani motywów, poza dwoma 

miejscami fosforylacji dla kinazy białkowej C. Podobnie, wył cznie trzy miejsca 

fosforylacji znaleziono w sekwencji LlDD4A9, wykazuj cej 52 % identyczno ci z 

sekwencj  z łubinu w skolistnego. Fosforylacja przez kinazy białkowe nale y do 

najpowszechniejszych i najistotniejszych mechanizmów regulacji transmisji sygnału. 

Ustalenie w jakie procesy konkretnie mo e by  zaanga owany omawiany gen wymaga 

jednak dalszych analiz funkcjonalnych. 

 

E.2. Geny markerowe 

 

Celem tej cz ci pracy było przygotowanie takiego zestawu markerów, które byłyby 

pomocne w ustaleniu funkcji nieznanych genów, zgodnie z zasad , e geny o 

podobnych profilach ekspresji mog  by  powi zane funkcjonalnie i podlega  tym 

samym mechanizmom regulacyjnym. Podej cie 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 algorytmów pozwalaj cych na grupowanie genów o podobnych 

profilach ekspresji [Eisen i wsp. 1998, Quackenbush 2001]. Dzi ki takiemu podej ciu 

odkryto na przykład, e nie scharakteryzowany wcze niej dro d owy gen YER044c 

ulega takiej samej regulacji jak geny metabolizmu steroli. Zasugerowało to jego 

funkcj , a pó niejsze badania wykazały, e rzeczywi cie jest on zaanga owany w 

biosyntez  steroli [Hughes i wsp. 2000]. Podobne post powanie stosuje si  tak e na 

przykład do wst pnej selekcji genów - kandydatów zaanga owanych w rozwój 

procesów chorobowych [Alon i wsp. 1999; Kannan i wsp. 2001].  
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Poniewa  nadrz dnym celem pracy jest charakterystyka genów zaanga owanych w 

symbiotyczne wi zanie azotu w łubinie w skolistnym, skupiono si  na otrzymaniu 

markerów szlaków metabolicznych istotnych w symbiozie b d  takich, dla których 

wykazano pewne cechy wspólne z symbioz  (tworzenie brodawki korzeniowej, szlak 

transdukcji sygnału inicjowany przez czynnik Nod, sygnalizacja hormonalna, 

metabolizm w gla i azotu, reakcje obronne). Dodatkowo zaplanowano otrzymanie 

markerów pomocnych w interpretowaniu wyników hybrydyzacji (geny konstytutywne). 

 

 

E.2.1. Kolekcja LA01 

 

Do otrzymania cDNA genów markerowych zastosowano dwa odmienne podej cia. 

Pierwsze polegało na amplifikacji i sekwencjonowaniu kilkudziesi ciu klonów 

wybranych losowo ze znormalizowanej biblioteki cDNA. Zakładano, e w otrzymanej 

puli znajd  si  klony, reprezentuj ce ró norodne procesy metaboliczne, w tym te 

interesuj ce z punktu widzenia planowanych analiz. Oparto si  przy tym na pracy 

Györgyey i wsp. dotycz cej M. truncatula [2000], gdzie sekwencjonowanie 389 losowo 

wybranych klonów z biblioteki cDNA z korzeni z młodymi brodawkami zaowocowało 

uzyskaniem kolekcji sekwencji EST. Reprezentowały one mi dzy innymi geny nodulin 

(40 klonów, 26 genów), geny metabolizmu podstawowego (54 klony, 51 genów), geny 

zaanga owane w biosyntez  białek (57 klonów, 45 genów) oraz geny zwi zane z 

reakcjami obronnymi (16 klonów). Jednak uzyskany zbiór sze dziesi ciu siedmiu 

klonów LA01 z łubinu w skolistnego zawiera stosunkowo niewielk  liczb  sekwencji 

nadaj cych si  do bezpo redniego wykorzystania jako markery wył cznie na podstawie 

adnotacji funkcjonalnej. Niektóre, np. cDNA białek rybosomalnych mog  posłu y  za 

kontrole o konstytutywnej ekspresji. Kilka sekwencji EST prawdopodobnie 

reprezentuje geny ulegaj ce specyficznej indukcji pod wpływem wybranych 

czynników, np: LA01EST013 (białko nieznane / indukowane przez azotany), 

LA01EST031 (prawdopodobne białko membranowe / indukowane auksyn ) czy 

LA01EST050 (białko phi1 indukowane przez fosforany). Jednak wyniki adnotacji tych 

klonów nie zawsze s  jednoznaczne. Poza tym informacje na temat znalezionych w 

bazach homologów s  zbyt sk pe, aby w móc cho by wst pnie wnioskowa  na tej 

podstawie o funkcji i spodziewanej ekspresji genów łubinowych. Inne sekwencje EST 
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LA01 w wi kszo ci wykazywały podobie stwa do sekwencji o nieustalonej b d  tylko 

prawdopodobnej roli biologicznej. 

 

Otrzymanie kolejnych klonów mog cych mie  znaczenie jako markery wymagałoby 

dalszego próbkowania znormalizowanej biblioteki cDNA. Prowadziłoby to 

jednocze nie do zwi kszenia ilo ci nieprzydatnych pod tym wzgl dem klonów, 

zwłaszcza e rednio około 30 - 34 procent uzyskanych w ten sposób sekwencji EST 

nie udaje si  adnotowa  [Györgyey i wsp. 2000; Covitz i wsp. 1998; niniejsza praca]. 

St d ródłem prawie wszystkich markerów (nie licz c cDNA białek rybosomalnych, 

które wykorzystano podczas normalizacji danych uzyskanych przy pomocy 

makromacierzy cDNA) stało si  klonowanie na podstawie sekwencji dost pnych w 

bazach danych, pierwotnie zaplanowane jako działanie uzupełniaj ce. 

 

Przeprowadzona analiza ekspresji genów LA01 w trakcie rozwoju brodawek przy 

pomocy makromacierzy cDNA wykazała istotne zmiany ekspresji jedynie dla pi ciu z 

nich. Nie jest to wynik zaskakuj cy, poniewa  geny te w aden sposób nie były 

selekcjonowane pod k tem ró nicowej ekspresji. Uzyskany profil wydaje si  jednak 

wiarygodny tylko w przypadku jednej sekwencji (LA01EST039, o nieustalonej 

adnotacji funkcjonalnej), dla której indukcja ekspresji w dojrzałych brodawkach 

potwierdzona jest dodatkowo wynikami analizy jako ciowej. Wyniki uzyskane dla 

dalszych czterech genów s  niejednoznaczne. W przypadku genu LA01EST048 

hybrydyzacja northern nie potwierdziła ró nicowej ekspresji w brodawkach, co 

wiadczy o tym, e profile ekspresji pozostałych sekwencji (LA01EST063 – brak 

adnotacji , LA01EST046 – brak adnotacji i LA01EST012 – kanał jonowy) równie  

wymagaj  dalszej weryfikacji. 

 

E.2.2. Kolekcja LA10 

 

Opieraj c si  o dost pne w literaturze informacje wybrano 23 geny i podj to prób  ich 

amplifikacji. Z grupy genów metabolizmu w gla i azotu zaledwie dla dwóch 

dysponowano danymi na temat sekwencji cDNA z łubinu w skolistnego. W przypadku 

aminotransferazy asparaginianu umo liwiło to zaprojektowanie specyficznego startera i 

amplifikacj  konkretnego, dobrze zidentyfikowanego produktu. Porównanie sekwencji 

otrzymanego klonu cDNA z sekwencjami konstytutywnej izoformy AAT-P1 oraz 
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indukowanej w brodawkach formy AAT-P2 potwierdziło uzyskanie wła ciwego 

markera. Hybrydyzacja do makromacierzy cDNA równie  wykazała, e marker 

LA10SEQ001 reprezentuje gen brodawkowo - specyficzny. 

 

Nie udało si  natomiast amplifikowa  w podobny sposób wybranego fragmentu cDNA 

syntetazy glutaminy. Otrzymany produkt LA10SEQ004 wykazuje wprawdzie wysok  

zgodno  sekwencji z ro linnymi syntetazami glutaminy, ale jego sekwencja nie jest 

zgodna z sekwencj  brodawkowo - specyficznej formy GS z łubinu w skolistnego, 

zdeponowanej w bazie NCBI po numerem X15578. W eksperymentach z u yciem 

makromacierzy cDNA równie  nie wykazano indukcji w brodawkach 

reprezentowanego przez marker genu. Uzyskanie brodawkowo – specyficznej formy 

GS prawdopodobnie okazało si  problematyczne z uwagi na wysokie podobie stwo 

mi dzy ró nymi formami GS, zarówno na poziomie nukleotydowym jak i 

aminokwasowym. Przykładowo, indukowana w brodawkach cytozolowa forma GS1 

(AAB41554) i ulegaj ca konstytutywnej ekspresji tak e w innych organach 

chloroplastowa forma GS2 (Q9XQ94) z lucerny, wykazuj  80 % podobie stwa na 

poziomie aminokwasowym. Równie  w łubinie w skolistnym metod  hybrydyzacji 

Southern wykazano istnienie małej rodziny GS o profilach ekspresji zró nicowanych 

czasowo i przestrzennie [Grant i wsp. 1989]. Zatem otrzymany klon prawdopodobnie 

reprezentuje konstytutywn  odmian  łubinowej syntetazy glutaminy. 

 

W pozostałych przypadkach oparto si  na danych literaturowych i sekwencyjnych 

zgromadzonych dla innych ro lin, głównie motylkowatych, projektuj c zdegenerowane 

startery komplementarne do zachowawczych regionów sekwencji. W ten sposób 

uzyskano pi  dodatkowych markerów szlaku metabolizmu w gla i azotu. Jednak 

oprócz karboksylazy fosfoenolopirogronianu (marker LA10SEQ021) nie udało si  

uzyska  brodawkowo –specyficznych lub indukowanych form tych genów. Podobnie 

jak w przypadku GS, przyczyn  takiego wyniku było najprawdopodobniej 

zaprojektowanie mało specyficznych starterów, spowodowane wysokim 

podobie stwem sekwencji pomi dzy genami tworz cymi w ro linach rodziny 

wielogenowe [Miller i wsp. 1987, Farnham i wsp. 1989, Anderson i wsp. 1989, Silvente 

i wsp. 2003]. W przypadku urykazy (LA10SEQ003), zaliczanej do pó nych nodulin, 

obserwowany po hybrydyzacji do makromacierzy cDNA brak indukcji w brodawkach 

prawdopodobnie wynika z bardzo niskiej intensywno ci sygnałów hybrydyzacji. W 



 E. DYSKUSJA 179 

 

pierwszej serii eksperymentów miała ona warto  podprogow  na filtrach u ytych do 

badania pó nych stadiów brodawkowania. W drugiej serii warto  ta nieznacznie 

przekraczała progow .  

 

Z powodzeniem amplifikowano fragmenty trzech spo ród sze ciu wybranych genów 

nodulin: ENOD40 (LA10SEQ040), białka noduliny-45 (LA10SEQ041) i białka 

noduliny-26 (LA10SEQ042). Zgodnie z przewidywaniami, indukcj  ekspresji genów 

obu pó nych nodulin obserwowano w dojrzałych brodawkach łubinu. Z kolei 

specyficzna indukcja ekspresji genu ENOD40 obserwowana była ju  w stadium 8 dni 

od inokulacji bakteryjnej. Jednak dane o ekspresji tego genu uzyskane dla innych ro lin 

pokazuj , e nale y on do grupy bardzo wczesnych genów nodulinowych, 

indukowanych ju  w ci gu kilku godzin po inokulacji mikrosymbiontem. W przypadku 

brodawkowo – specyficznego genu ENOD40B z łubinu ółtego, do którego marker 

LA10SEQ040 wykazuje najwy sze podobie stwo, ekspresj  obserwowano od 3 dnia po 

inokulacji bakteryjnej (najwcze niejsze testowane stadium symbiozy) [Podkowi ski i 

wsp., w przygotowaniu]. Brak takiej indukcji w łubinie w skolistnym w czwartym dniu 

po inokulacji mo e zatem wskazywa , e u yty w tym stadium materiał z infekowanych 

ro lin zawierał nadmiar niesymbiotycznych tkanek korzeniowych w stosunku do 

rozwijaj cych si  w gł bi zawi zków brodawek. Jest to jednocze nie wskazówk , e 

wyniki dotycz ce tego punktu czasowego mog  nie by  wiarygodne, zarówno w 

przypadku hybrydyzacji do makromacierzy DNA, jak i analizy northern. Uzyskanie 

dokładnych danych o ekspresji genów na tak wczesnych stadiach symbiozy 

wymagałoby prawdopodobnie zastosowania innej techniki zbierania materiału 

ro linnego, polegaj cej na przykład na oznaczeniu miejsca inokulacji i zbiorze 

precyzyjnie wyznaczonego fragmentu korzenia. 

 

Innym podej ciem, równie  bardzo pomocnym przy analizie tak wczesnych stadiów 

symbiozy jest zastosowanie subtrakcji. W Pracowni Biologii Molekularnej Ro lin IChB 

PAN przygotowano subtrakcyjn  bibliotek  cDNA z korzeniu łubinu w skolistnego we 

wczesnych stadiach symbiozy (5 dpi), wzbogacon  o geny specyficzne dla tkanek 

symbiotycznych. Przeprowadzono ró nicow  hybrydyzacj  384 klonów z tej biblioteki 

z próbami cDNA: wzbogacon  o cDNA specyficzne dla korzeni oraz wzbogacon  w 

cDNA specyficzne dla pi ciodniowych brodawek. Pozwoliło to wst pnie 
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wyselekcjonowa  dwadzie cia cztery klony o podwy szonej ekspresji w tkankach 

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

 

Pozostałe noduliny, dla których podj to próby klonowania, reprezentuj  liczn  rodzin  

białek prolinobogatych o bardzo wysokiej homologii. Co wi cej, sekwencje koduj ce 

tych genów zawieraj  liczne powtórzenia, co bardzo utrudnia opracowanie 

specyficznych starterów. Prawdopodobnie z tego powodu dla adnego z nich nie udało 

si  uzyska  jednolitego produktu amplifikacji.  

 

Uzyskano natomiast marker o konstytutywnej ekspresji (LA10SEQ064 – fragment genu 

aktyny) i wykorzystano go przy normalizacji danych uzyskanych dzi ki 

makromacierzom cDNA. Amplifikowano równie  fragmenty cDNA genów zwi zanych 

z sygnalizacj  hormonaln  i reakcjami obronnymi ro liny. Marker LA10SEQ080 

reprezentuje gen wczesnej odpowiedzi na auksyny – AUX/IAA. Sekwencja 

LA10SEQ081 reprezentuje fragment genu syntazy chalkonowej, katalizuj cej reakcj  

kondensacji pier cieni arylowych chalkonów. Te za  z kolei stanowi  prekursory 

ro linnych flawonoidów – wtórnych metabolitów syntetyzowanych w odpowiedzi na 

ró norodne czynniki biotyczne i abiotyczne. Procesy, w których flawonoidy odgrywaj  

istotn  rol , obejmuj  mi dzy innymi wzrost i rozwój ro liny, obron  przed patogenami, 

ochron  przed wiatłem UV. S  tak e zaanga owane w transdukcj  sygnału 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 

wi kszo ci ro lin tworz  rodziny wielogenowe. W soi zidentyfikowano ich dziewi  

[Matsumura i wsp. 2005] W łubinie ółtym znaleziono dot d dwa geny koduj ce 

syntaz  chalkonow : LLCHS2.1 i LLCHS4.1 – do którego marker LA10SEQ081 

wykazuje najwy sze podobie stwo [Naro na i wsp. 2004]. 

 

Marker LA10SEQ082 jest homologiem genów koduj cych alfa-dioksygenazy – enzymy 

katalizuj ce utlenianie kwasów tłuszczowych i produkcj  lipidowych zwi zków 

sygnalnych, zaanga owanych w reakcje na stres, zranienie i indukcj  patogenami. U 

tytoniu na przykład, gen indukowanej patogenem alfa – dioksygenazy (PIOX) jest 

aktywowany w odpowiedzi na infekcj  li ci ro lino ern  g sienic  Erwinia amylovora, 

zranienie, wiatło ultrafioletowe, podanie kwasu jasmonowego, salicylowego oraz 

zwi zków generuj cych powstawanie wolnych rodników (Sanz i wsp. 1998; 
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Hermsmeier i wsp. 2001; Izaguirre i wsp. 2003; Tirajoh i wsp. 2005). Białko PIOX 

wykazuje istotne podobie stwo do zwierz cych cyklo-oksygenaz kieruj cych 

biosyntez  prostaglandyn, zaanga owanych w reakcje immunologiczne. Marker ten 

wybrano do amplifikacji z uwagi na wcze niejsze zidentyfikowanie sekwencji EST 366 

LlN01 homologicznej do PIOX w bibliotece cDNA z infekowanych korzeni z łubinu 

ółtego (numer identyfikacyjny BG154076). W bazach EST wyst puj  licznie 

sekwencje EST z innych ro lin motylkowatych o bardzo wysokim podobie stwie do 

markera LA10SEQ082 oraz sekwencji 366 LlN01. Pochodz  one z ró norodnych 

bibliotek cDNA – mi dzy innymi z korzeni infekowanych rizobiami, infekowanych 

grzybem Fusarium solani, b d  traktowanych elicitorem z Phytophthora sojae. 

Wskazuje to, e gen ten rzeczywi cie jest zaanga owany w rozliczne oddziaływania 

ro liny z mikroorganizmami, zarówno symbiotycznymi jak i paso ytniczymi. 

Jako ciowa analiza wyników ekspresji genu LA10SEQ082 uzyskanych dzi ki 

makromacierzom cDNA, sugeruje jej obni enie w symbiotycznych brodawkach. 

Wymaga to jednak sprawdzenia. Nie wykazano natomiast ró nicowej ekspresji genów 

reprezentowanych przez markery LA10SEQ080 oraz LA10SEQ081.   

 

Uzyskano tak e całkowite sekwencje cDNA dwóch genów zaanga owanych w szlak 

transdukcji sygnałów na wczesnych etapach symbiozy: SYMRK (LA10SEQ090) i NFR5 

(LA10SEQ091). Otrzymane sekwencje wykazuj  wysokie podobie stwo do 

homologicznych genów z innych ro lin motylkowatych. 

 

Jak pokazuje analiza northern, ekspresja łubinowego genu LaSYMRK utrzymuje si  na 

mniej wi cej stałym poziomie w korzeniach i nie zmienia si  w reakcji na niedobór 

przyswajalnych form azotu. Wykazała ona natomiast indukcj  genu w trakcie rozwoju 

brodawek łubinowych – wzrost ekspresji LaSYMRK obserwowano od 8 dpi, a 

najwy szy poziom – w dojrzałych brodawkach (16- i 34 dpi). Wyniki te nie pokrywaj  

si  z profilem ekspresji ukazanym przy pomocy makromacierzy DNA. Brak ekspresji w 

symbiozie obserwowano pocz tkowo dla tak e dla homologicznego genu DMI2 z 

M. truncatula [Bersoult i wsp. 2005]. Jednak u ycie du o czulszej techniki detekcji 

transkryptów w komórkach (analiza histochemiczna ekspresji beta glukuronidazy pod 

kontrol  promotora DMI2) pokazuje indukcj  ekspresji genu DMI2 w centralnej cz ci 

zawi zków brodawek Medicago, w jeszcze nie zainfekowanych komórkach [Bersoult i 

wsp. 2005]. Potwierdzaj  to tak e wyniki uzyskane przy pomocy techniki real - time 
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PCR – siln  indukcj  ekspresji DMI2 obserwowano w dziesi tym dniu po inokulacji. 

[Limpens i wsp. 2005]. Indukcj  obserwowano jednak zaledwie w kilku warstwach 

komórek strefy infekcji [Bersoult i wsp. 2005]. Tłumaczy to wcze niejsze uzyskanie 

odwrotnych wyników dotycz cych ekspresji tego genu; wyja nia równie  obserwowany 

brak wzrostu poziomu mRNA LaSYMRK obserwowany w mniej czułej ni  

hybrydyzacja northern analizie z u yciem makromacierzy DNA. 

 

Najnowsze badania funkcjonalne genu pokazuj , e kodowany przez niego receptor jest 

zlokalizowany w błonie komórkowej komórek strefy infekcji oraz w błonie tworz cej 

nici infekcyjne. Oprócz tego, e jest on zaanga owany w inicjacj  rozwoju brodawki, 

reguluje tak e prawidłowe tworzenie symbiosomów wpływaj c na zahamowanie 

wzrostu nici infekcyjnych i inicjacj  endocytozy bakterii [Limpens i wsp. 2005]. 

 

Ekspresja genu NFR5 była poza mo liwo ci  detekcji przy u yciu zastosowanych 

technik hybrydyzacji. Jednak wydaje si , e warto podj  kolejne próby analizy zmian 

ekspresji genu NFR5 w korzeniach łubinu. Dotychczasowe badania wykazały ró nice 

we wzorcach ekspresji genów 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 

tak e w dojrzałych brodawkach, gdzie nast puje ci głe uwalnianie bakterii z nici 

infekcyjnych i ci gła produkcja czynnika Nod. Bior c pod uwag  przypisywan  genowi 

NFR5 rol  receptora czynnika Nod oraz fakt, e brodawki łubinowe s  zasadniczo typu 

niezdeterminowanego, nale y przypuszcza , e czasowy wzorzec ekspresji NFR5 w 

łubinie b dzie typowy dla brodawek niezdeterminowanych. Ciekawie byłoby jednak 

ustali , czy ró nice w sposobie infekcji brodawek łubinowych znajduj  

odzwierciedlenie w lokalizacji produktów ekspresji genu NFR5. 

 

Przedstawione tu wyniki dotycz ce analizy zestawu markerowych cDNA z łubinu 

w skolistnego maj  charakter wst pny, rozpoznawczy. Poniewa  wi kszo  

sklonowanych cDNA reprezentuje geny tworz ce w ro linach rodziny wielogenowe, na 

podstawie sekwencji nie mo na jednoznacznie przewidzie  ich profilu ekspresji. 

Szczególnie widoczne to jest w przypadku markerów metabolizmu w gla i azotu – w 

wi kszo ci przypadków nie udało si  zidentyfikowa  poszukiwanych form genów o 

ekspresji wzmocnionej w brodawkach. Dlatego niezb dna jest dalsza charakterystyka 
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sekwencji i ekspresji tych genów. Wówczas otrzymana kolekcja markerowych cDNA 

mo e okaza  si  bardzo u yteczna w analizach ekspresji genów w łubinie, 

niekoniecznie dotycz cych symbiotycznego wi zania azotu. Dodatkowo, okre lenie 

pełnych sekwencji cDNA receptorów NFR5 oraz SYMRK otwiera nowe mo liwo ci 

analizy najmniej poznanych, wczesnych etapów symbiozy w łubinie. Jest bardzo 

prawdopodobne, e badania szlaku transdukcji sygnału czynnika Nod ujawni  kolejne 

ciekawe aspekty tworzenia unikalnych pod wieloma wzgl dami brodawek łubinu.  

 

E.3. NFR5 jako marker w analizie filogenetycznej 

 

Stosuj c receptorow  domen  genu NFR5 jako marker filogenetyczny uzyskano drzewo 

o topologii zgodnej z filogenez  ustalon  na podstawie poł czonych sekwencji 

markerów niesymbiotycznych (ITS, LegCyc1A). Potwierdza ona siostrzan  pozycj  

łubinów i Anarthrophyllum rigidum, nale cych do tego samego plemienia Genistae, a 

tak e pokrewie stwo seradeli ółtej (Ornithopus compressus) i Lotus japonicus. 

Podobnie jak w przypadku filogenezy opartej o markery niesymbiotyczne, drzewo genu 

NFR5 ujawnia podział rodzaju Lupinus na cztery główne grupy filogenetyczne. Pozwala 

przy tym na rozró nienie dwóch niezale nych linii łubinów w obr bie Nowego wiata, 

co jest zgodne z danymi opartymi o analiz  liczby chromosomów [Ainouche i wsp. 

2004]. 

 

Prezentowane badania wskazuj , e zmienno  NFR5 jest porównywalna lub nawet 

przewy sza zmienno  sekwencji genów tradycyjnie wykorzystywanych w badaniach 

filogenetycznych ro lin motylkowatych. Jak pokazuje analiza sekwencji, jest to gen 

szybko ewoluuj cy, co prowadzi do nagromadzenia stosunkowo du ej ilo ci mutacji. 

Pozwala to na uzyskanie drzewa o dobrej jako ci i rozdzielczo ci, co ma du e znaczenie 

przy konstruowaniu drzew filogenetycznych. Cecha ta jest szczególnie istotna w 

badaniach filogenetycznych łubinów z tej racji, e pozwala na zró nicowanie grupy 

łubinów andyjskich, których badanie natrafia na powa ne trudno ci przy zastosowaniu 

markerów niesymbiotycznych [Ainouche i Bayer 1999; Fukuda i wsp. 2003]. 

Dodatkowo NFR5 wykazuje bardzo niewielk  zmienno  długo ci sekwencji, co jest 

kolejn  cenn  cech  w badaniach filogenetycznych. W zwi zku z tym wydaje si , e 

mo e on stanowi  dogodny marker do bada  filogenetycznych ro lin motylkowatych w 

ogóle, nie tylko w obr bie plemienia Genistae.  
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Ciekawe wyniki przynosz  najnowsze prace ł cz ce analiz  filogenetyczn  makro- i 

mikrosymbiontów z wynikami testów inokulacyjnych. Bena i wsp. [2005] porównali 

dane filogenetyczne dla ro lin z rodzaju Medicago i bakterii Sinorhizobium oraz zbadali 

specyficzno  ich oddziaływa  symbiotycznych i dystrybucj  geograficzn . Wykazuj  

oni, e proces nabywania przez ro liny zdolno ci do interakcji symbiotycznych z 

nowymi szczepami bakteryjnymi miał istotny wpływ na mo liwo  ekspansji przez 

nowe gatunki Medicago w kierunku obszarów zasiedlanych przez niekompatybilne 

wcze niej szczepy (zachodnie obszary basenu Morza ródziemnego). Oprócz 

rozszerzania specyficzno ci oddziaływa  na nowe szczepy mikrosymbionta, 

zaobserwowano tak e specjalizacj  w kierunku jednorodnych populacji bakterii (co 

przypuszczalnie owocowało efektywniejsz  symbioz ), a w przypadku niektórych 

gatunków Medicago - tak e rewersj  w kierunku charakterystycznej dla przodków 

ograniczonej specyficzno ci. Z kolei analiza drzew filogenetycznych obu symbiontów 

ujawnia trzy w zły, gdzie rozgał zienia linii filogenetycznych mogły zaj  równolegle.  

Pokrywaj  si  one ze zmianami w specyficzno ci oddziaływa  symbiotycznych i 

sugeruj  mo liwo  wyst powania ko-specjacji w procesie ewolucji ro lin 

motylkowatych i ich mikrosymbiontów. Datowanie tych wydarze  ewolucyjnych nie 

wyklucza tej teorii, mimo e obecnie zgromadzone dane nie s  wystarczaj ce aby j  

zdecydowanie potwierdzi  [Bena i wsp. 2005]. 

 

Podobne spostrze enia, dotycz ce prawdopodobnej ko-ewolucji wewn trzgatunkowej 

izolowanych geograficznie ameryka skich populacji Phaseolus vulgaris i ich symbionta 

Rhizobium etli bv. phaseoli, opisano niedawno [Aguilar i wsp. 2004]. Analiza 

polimorfizmów w genie NodC bakterii ujawniła ró nice genetyczne pomi dzy liniami 

Rhizobium etli bv. phaseoli pozyskanymi z ró nych rejonów geograficznych. Ich 

dystrybucja pokrywała si  z wyst powaniem tzw. centrów ró norodno ci populacji 

ro lin (BD, ang. bean diversity), tzn. szczepy najliczniej wyst puj ce w danej glebie 

jednocze nie najskuteczniej wywoływały brodawkowanie u dzikich populacji fasoli z 

tego terenu. 

 

Przeprowadzenie podobnych analiz w oparciu o sekwencje domeny receptorowej NFR5 

oraz sekwencje symbiotycznego genu bakteryjnego takiego jak NodA, zwi zanego z 

syntez  czynnika Nod, który jest kluczowy dla specyficzno ci oddziaływa  ro lina – 
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bakteria, mo e by  ciekawym rozwini ciem bada  taksonomicznych wnikaj cych w 

powi zania filogenetyczne analizowanych gatunków. 
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Ustanowienie symbiozy pomi dzy ro linami motylkowatymi a rizobiami prowadzi do 

utworzenia brodawek korzeniowych, wewn trz których zachodzi wi zanie i redukcja 

cz steczkowego azotu przez mikrosymbionta. Utworzone zwi zki azotowe (amidy lub 

ureidy) s  pobierane przez ro lin , w zamian za zwi zki w glowe. Symbiotyczne 

wi zanie azotu jest istotne nie tylko z ekologicznego i ekonomicznego punktu widzenia. 

Stanowi ono tak e pi kny przykład naturalnego współdziałania dwóch organizmów, 

dostarczaj c atrakcyjnego modelu do badania procesów organogenezy oraz wymiany 

sygnałów w oddziaływaniach ro lin z mikroorganizmami. 

 

Celem rozprawy doktorskiej była selekcja i analiza ekspresji genów z łubinu 

w skolistnego zaanga owanych w symbiotyczne wi zanie azotu. Stosuj c kilkuetapow  

analiz  ró nicow  około 5000 klonów ze znormalizowanej biblioteki cDNA z 

infekowanych korzeni dokonano wst pnej identyfikacji 90 klonów - kandydatów 

wykazuj cych zmiany ekspresji w odpowiedzi na infekcj  mikrosymbiontem. 

Okre lono cz ciowo nukleotydowe sekwencje 59 z nich (kolekcja LA02) i porównano 

z dost pnymi w bazach sekwencjami. Na podstawie wykazanego podobie stwa 

dokonano adnotacji funkcjonalnej genów. Przygotowano tak e zestaw cDNA 

markerowych reprezentuj cych geny zaanga owane w znane szlaki metaboliczne, szlaki 

sygnalizacji i geny odpowiedzi obronnych ro liny. Zastosowano w tym celu dwa 

podej cia: sekwencjonowanie losowo wybranych klonów cDNA ze znormalizowanej 

biblioteki cDNA (kolekcja LA01) oraz – z du o wi ksz  skuteczno ci  – amplifikacj  

fragmentów cDNA w oparciu o informacje o sekwencji genów homologicznych 

(kolekcja LA10). Nast pnie przeprowadzono analiz  czasowych zmian ekspresji 

wszystkich genów w symbiozie, u ywaj c makromacierzy cDNA. Ró nicowe profile 

ekspresji, obserwowane głównie dla stadiów dojrzałych brodawek, uzyskano dla 5 

genów z kolekcji LA01, 6 genów z kolekcji LA10 oraz 25 genów z zestawu LA02. 

Analiza northern siedmiu z nich potwierdziła poprawno  tych profili, które były 

zbie ne w dwóch seriach hybrydyzacji do makromacierzy cDNA, wskazuj c 

jednocze nie na konieczno  weryfikacji pozostałych wyników. 
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W ród genów o ekspresji podwy szonej w dojrzałych brodawkach znalazły si  zarówno 

pó ne noduliny o dobrze udokumentowanych profilach ekspresji w symbiozie 

(leghemoglobiny, nodulina 26) jak i geny, o których ewentualnej roli w symbiozie 

niewiele wiadomo, prawdopodobnie koduj ce: białko odpowiedzi na stres USP, 

proteazy serynowe, białko z motywem „RING finger”, homolog białka ARG2, białko 

transferu lipidów oraz geny o nieustalonej adnotacji funkcjonalnej. Jednocze nie wyniki 

analizy bioinformatycznej pokazuj , e przynajmniej jeden z uzyskanych genów, 

reprezentowany przez sekwencje LA02EST004, LA02EST005 i LA02EST043, mo e 

by  specyficzny dla rodzaju Lupinus. 

 

Dwa z otrzymanych markerowych cDNA reprezentuj  geny receptorowe zaanga owane 

w transdukcj  sygnału generowanego przez bakteryjny czynnik Nod: NFR5 

(LA10SEQ090) i SYMRK (LA10SEQ091). Ustalono całkowite sekwencje cDNA tych 

genów. Amplifikowano tak e fragmenty cDNA genu NFR5 z dwudziestu innych 

gatunków łubinów oraz pokrewnych ro lin motylkowatych i wykorzystano je do 

przeprowadzenia analizy filogenetycznej. Uzyskane drzewo ma topologi  zbli on  do 

drzew opartych o markery niesymbiotyczne. Wydaje si , e NFR5 stanowi doskonały 

marker filogenetyczny który mógłby by  wykorzystany mi dzy innymi w badaniach 

nad przypuszczaln  ko-specjacj  ro lin motylkowatych i ich mikrosymbiontów. 
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