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Wykaz stosowanych skrotow

10-MeSO — 10-(metylosulfinylo)decyloglukozynolan
11-MeSO — 11-(metylosulfinylo)undecyloglukozynolan
1MI3G — indolilo-3-metyloglukozynolan

4AMI3G — 4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan

40HI3G - 4-hydroksy-indolilo-3-metyloglukozynolan
9-MeSO - 9-(metylosulfinylo)nonyloglukozynolan

AG - glukozynolany alifatyczne (ang. aliphatic glucosinolates)
amu — jednostka masy atomowej (ang. atomic mass unit)
ANOVA — analiza wariancji (ang. analysis of variance)

AOP — dioksygenazy zalezne od 2-0okso-glutaranu (ang. 2-oxo-glutarate-dependent
dioxygenases)

BG — glukozynolany aromatyczne (ang. benzyl glucosinolates)
BGLU - S-glukozydazy (ang. S-glucosidases)

bHLH — czynniki transkrypcyjne zawierajace domeng helisa-petla-helisa (ang. helix-
loop-helix)

BLAST — narzedzie bioinformatyczne umozliwiajace porownywanie sekwencji genow
(ang. basic local alignment search tool)

cDNA — komplementarne DNA (ang. complementary DNA)
CID - kolizyjnie indukowana dysocjacja (ang. collision induced dissociation)
COSY - spektroskopia korelacyjna (ang. correlation spectroscopy)

CRISPR — zgrupowane, regularnie rozmieszczone krétkie powtdrzenia palindromiczne
(ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats)

CYP — cytochrom P450 (ang. cytochrome P450)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
dU — deoksyurydyna (ang. deoxyuridine)

ESI — jonizacja przez elektrorozpylanie (ang. electrospray ionisation)



ESP — biatka epitiospecyficzne (ang. epithiospecifer proteins)

FMO — monooksygenazy zawierajace flawing (ang. flavin-containing monooxygenases)
GC — chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)

GGP — peptydazy y-glutamylowe (ang. y-glutamyl peptidases)

GST - S-transferazy glutationowe (ang. glutathione S-transferases)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid
chromatography)

I3A — indolilo-3-metyloamina

I3G — indolilo-3-metyloglukozynolan

IAA — kwas indolilo-3-octowy

IAAla — indolilo-3-acetylo-L-alanina

IAAsp — kwas indolilo-3-acetylo-L-asparaginowy
IAGIc — indolilo-3-acetylo-D-glukoza

IAGIu — kwas indolilo-3-acetylo-L-glutaminowy
IAGIly — indolilo-3-acetylo-L-glicyna

IAOX — indolilo-3-acetaldoksym

IASer — indolilo-3-acetylo-L-seryna

IAVal — indolilo-3-acetylo-L-walina

IG — glukozynolany indolowe (ang. indolic glucosinolates)

IGMT — O-metylotransferazy glukozynolanow indolowych (ang. indolic glucosinolates
O-methyltransferases)

IPMS — syntazy izopropylojabtczanowe (ang. isopropylmalate synthases)

LB — bulion lizogenny (ang. lysogeny broth)

LC — chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography)

MAM - syntazy metylotioalkilojabtczanowe (ang. methylthioalkylmalate synthases)
MIM — motyw interakcji z MYC (ang. MYC-interaction motif)

MS — spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

MUSCLE - algorytm wyrownujacy sekwencje (ang. multiple sequence comparison by
log-expectation)



MY B — rodzina czynnikow transkrypcyjnych (ang. myeloblastosis)
MY C — rodzina czynnikow transkrypcyjnych (ang. myelocytomatosis)
NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)

NOESY — homojadrowa spektroskopia wykorzystujagca jadrowy efekt Overhausera (ang.
nuclear Overhauser effect spectroscopy)

OMT - O-metylotransferazy (ang. O-methyltransferases)

PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PEN2 — myrozynaza hydrolizujgca glukozynolany indolowe (ang. penetration2)
ppm — liczba czgéci na milion (ang. parts per milion)

RA — kwas rafanusamowy (ang. raphanusamic acid)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

rpm — ilo$¢ obrotow na minutg (ang. revolutions per minute)

RT-gqPCR — ilosciowa reakcja PCR z odwrotng transkrypcja (ang. quantitative reverse
transcription PCR)

SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SOT - sulfotransferazy (ang. sulfotransferases)

SURL1 - liaza typu C-S (ang. superrootl)

T-DNA — transformujacy DNA (ang. transforming DNA)

TGG — glukohydrolazy p-tioglukozydowe (ang. f-thioglucoside glucohydrolases)
Tris — tris(hydroksymetylo)aminometan (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane)
UGT — UDP-glukozylotransferazy (ang. UDP-glucosyltransferases)

UPLC - ultrasprawna chromatografia cieczowa (ang. ultra-performance liquid
chromatography)

USER — mieszanina enzymow (ang. uracil-specific excision reagent)
UV - promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)

YEB — pozywka do hodowli bakterii (ang. yeast extract beef)



1. Wstep

1.1. Roslinne metabolity wtorne

Metabolity wtorne, zwane rowniez metabolitami wyspecjalizowanymi lub
produktami naturalnymi, stanowia klase¢ niskoczasteczkowych zwigzkoéw chemicznych
pochodzenia naturalnego. W odrdznieniu od metabolitéw pierwotnych (jak np. thuszcze,
cukry czy aminokwasy), nie sg one niezb¢dne do prawidlowego przebiegu podstawowych
proceséw zyciowych czy wzrostu ro$lin. Jednak dokladne granice pomiedzy
metabolitami pierwotnymi i wtdrnymi nie sg jednoznaczne, a podziat ten przyjmuje si¢
jako umowny. Najnowsze badania genetyczne i biochemiczne wykazuja, Zze u ro$lin
metabolity wtorne moga funkcjonowaé jako regulatory waznych proceséw
fizjologicznych, a takze jako prekursory metabolitow pierwotnych [1].

Do tej pory udato si¢ zidentyfikowac¢ ponad 200 tys. roslinnych metabolitow
wtornych, ktore gltownie pochodza od metabolitéw pierwotnych lub produktow
posrednich ich biosyntezy [2]. Przyktadowo, prekursor biosyntezy terpendow
I terpenoidow stanowi pirofosforan izopentylu, za§ zwigzki fenolowe i alkaloidy sa
czestymi produktami metabolizmu aminokwasoéw aromatycznych [3, 4]. Co istotne,
w roznych rodzinach roslin ten sam prekursor moze by¢ metabolizowany poprzez
zupelnie rozne szlaki, jak réwniez dany metabolit wtorny moze by¢ produktem
koncowym roznych szlakéw biosyntetycznych, co pokazuje ogromna réznorodno$é¢

biosyntetyczng ro$linnych metabolitow wtornych [5].

1.1.1. Znaczenie biologiczne metabolitow wtornych

Roslinne metabolity wtorne sg produktami naturalnymi, ktére pozwalajg roslinom
oddziatywaé ze $rodowiskiem zewnetrznym, regulowaé procesy wewngtrzne oraz
reagowa¢ na stresy zaro6wno abiotyczne, jak 1 biotyczne [6, 7]. Wsrdd stresow
abiotycznych, na ktére rosliny odpowiadajg przy uzyciu metabolizmu wtornego, zaliczy¢
mozemy m.in. podwyzszong zawarto$¢ jonow metali cigzkich lub soli, niedobor wody,
nadmierng ekspozycje na promieniowanie UV, wysokie temperatury czy niedobor
sktadnikéw pokarmowych w glebie [8]. W odpowiedzi na te czynniki, ro§liny wytwarzaja
metabolity wtorne odgrywajace role zwigzkéw chelatujacych jony metali,

przeciwutleniaczy lub neutralizatoréw wolnych rodnikow. Inne metabolity wtorne moga
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modulowa¢ aktywnos$¢ enzymatyczng lub absorbowac¢ nadmiar promieniowania UV [9].
W przypadku stresow biotycznych, metabolity wtorne petnig funkcje sygnalowe
i obronne w oddzialywaniach miedzy ro$ling i mikroorganizmem, a takze stanowi¢ mogag
naturalne zwigzki przyciagajace insekty (np. w celu zapylenia) lub odstraszajace je (np.
w przypadku ataku owadow Zerujacych na roslinach) [10, 11]. Dodatkowo, stanowic
moga barier¢ obronng wobec patogenow, oddziatywujac ze $ciang komédrkowa i hamujac
dalszg penetracje tkanek przez patogen w przypadku naruszenia ich integralnosci [12, 13].
Niektore z nich moga rowniez by¢ aktywne jako zwigzki antybiotyczne, hamujgce rozwoj

patogennych grzybow lub bakterii [14, 15].

1.1.2. Klasyfikacja roslinnych metabolitow wtérnych

Pod wzgledem strukturalnym ro$linne metabolity wtorne stanowig niezwykle
zréznicowang grupe zwiazkéw chemicznych. Wsrdd gltéwnych klas metabolitow
wtornych wyrdézni¢ mozemy: fenylopropanoidy (stanowigce pochodne fenyloalaniny
I tyrozyny, m.in. flawonoidy, izoflawonoidy, stilbeny, lignany), terpeny i terpenoidy wraz
z ich pochodnymi (np. zawierajace reszty cukrowe saponiny), alkaloidy, glikozydy
cyjanogenne, glikozydy benzoksazynondw, glukozynolany i wiele innych [16]. Cz¢$¢ ze
wspomnianych klas metabolitow wtérnych obecna jest w wigkszosci znanych grup
filogenetycznych ro$lin. Naleza do nich np. fenylopropanoidy obecne w catym krolestwie
ro$lin czy terpenoidy wystepujace we wszystkich organizmach zywych [17, 18]. Inne
grupy metabolitow mozna co prawda uznac za rozpowszechnione w krolestwie roslin,
W przeciwienstwie jednak do fenylopropanoidéow, nie sa one obecne we wszystkich
gatunkach roslin. Przyktad takich metabolitéw stanowi¢ moga glikozydy cyjanogenne
obecne miedzy innymi u przedstawicieli rodzin Fabaceae (motylkowate), Rosaceae
(r6zowate), Linaceae (Inowate) czy Compositae (astrowate) [19]. Z drugiej jednak strony,
niektore z klas metabolitow wtérnych sa specyficzne jedynie dla wybranych grup
filogenetycznych, w ktorych wyewoluowaly. Przyktadem takiej grupy metabolitow sa
glukozynolany charakterystyczne dla gatunkoéw rzedu Brassicales (kapustowce) [20, 21].
Ze wzgledu na swoje interesujagce wiasciwosci biologiczne oraz obecno$¢ tych
metabolitow w rodzinie Brassicaceae (kapustowate), ktora zawiera szereg gatunkow
0 znaczeniu ekonomicznym oraz gatunkow modelowych, glukozynolany staty sie

obecnie jedna z najlepiej poznanych grup metabolitow wtornych.
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1.2. Charakterystyka roslin z rodziny Brassicaceae

Rodzina ros$lin Brassicaceae, zwana rowniez Cruciferae (krzyzowe), obejmuje
wiele waznych gospodarczo gatunkow, uprawianych na catym $wiecie. Od wiekéw sa
szeroko stosowane w ludzkiej diecie w postaci warzyw oraz jako zrodio olejow
spozywczych i przypraw. Rodzina ta zawiera w przyblizeniu ponad 330 rodzajow
i z liczba ponad 4 tys. gatunkdw wystepujacych naturalnie na wszystkich kontynentach
(Ryc. 1), z wyjatkiem Antarktydy, nalezy do jednej z najliczniejszych rodzin roslin [22,
23]. Do wykorzystywanych rolniczo przedstawicieli rodziny Brassicaceae nalezg rosliny
oleiste, m.in. rzepak i Inicznik siewny (zrédto oleju rydzowego), liczne warzywa, jak
kapusta, brokul, kalafior, rzodkiew, kalarepa, brukselka czy jarmuz, oraz przyprawy, np.
gorczyca i chrzan [24, 25]. Rozne gatunki Brassicaceae, oprocz ich zastosowania
kulinarnego, juz od starozytno$ci stosowane byly w tradycyjnej medycynie. W ostatnich
latach liczne badania wykazaty, ze dieta bogata w warzywa kapustowate wigze si¢
obnizonym ryzykiem zachorowania na kilka typow nowotwordéw, co wynika gléwnie
z wysokiej zawartosci zwigzkow zawierajacych siarkg, m.in. glukozynolanéw i ich
produktow hydrolizy [26]. Poza glukozynolanami, rosliny kapustowate zawierajg takze
inne zwiazki prozdrowotne, takie jak polifenole czy triterpeny [27]. Wszystkie te zwiazki
wykazuja rowniez potencjalnie dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne.

Systematyka, taksonomia i historia ewolucji rodziny Brassicaceae od lat budza
kontrowersje. Granice migdzy gatunkami byly czgsto niewyraznie wydzielone, a proby
grupowania réznych gatunkéw w rzedy 1 taczenia rodzajow w tzw. plemiona, skutkowaty
réoznymi niespojnymi koncepcjami. Wysoka liczebnos¢ gatunkoéw Brassicaceae oraz
trudnosci w systematycznym ich uszeregowaniu, spowodowaly brak jednoznacznie
ustalonej liczby 1 granic filogenetycznie zdefiniowanych plemion i rodzajow oraz
doprowadzity do kilku sprzecznych systemow klasyfikacji, ktore zostaty zaproponowane
w przesztosci [28]. W konsekwencji, do dnia dzisiejszego brakuje wyczerpujacych
I jednoznacznych informacji na temat rozmieszczenia gatunkow i rodzajow rodziny
Brassicaceae. Z powodu duzego rozpowszechnienia, znaczenia ekonomicznego, tatwosci
W uprawie oraz wysokiej bior6znorodnosci, rodzina Brassicaceae stata si¢ czestym
obiektem badan w wielu dziedzinach nauk o ro$linach, m.in. w poréwnawczych

badaniach ewolucyjnych, metabolomice czy odpornosci roslin [29, 30].
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Oreophytoneae
Halimolobeae
Boechereae
Crucihimalayeae
Physarieae

Descurainieae
_E Yinshanieae
_E Lepidieae

Smelowskieae
Cardamineae
Erysimeae
— Arabideae
L— Biscutelleae

Anchonieae
— Euclidieae

_E Dontostemoneae
Chorisporeae
Hesperideae
_E Anastaticeae
Cochlearieae
Calepineae
_E Buniadeae
Kernereae
——— Schizopetaleae
—— Brassiceae
—— Thelypodieae
_E Isatideae
Sisymbrieae
Eutremeae
L ——— Thlaspideae
— Conringieae
L— Coluteocarpeae
Iberideae

Heliophileae
Megacarpaeeae

Alysseae
Aethionemeae
Cleomaceae

Ryc. 1. Jedna z zaproponowanych do tej pory korelacji filogenetycznych pomiedzy plemionami
rodziny Brassicaceae [31]. Czcionka pogrubiong w ramce zaznaczono plemi¢ Camelineae, bedace
przedmiotem naszych badan. Rodzina Cleomaceae stanowi grupe zewngtrzng.

[]
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1.2.1. Gatunki plemienia Camelineae jako rosliny modelowe

Wsrod wszystkich rodzin krolestwa ro$lin, rodzina Brassicaceae posiada
najwigcej gatunkow o zsekwencjonowanych do tej pory genomach. Najwigcej z tych
gatunkow nalezy z kolei do plemienia Camelineae (Ryc. 2). Najbardziej znanym
gatunkiem modelowym nie tylko w obregbie tego plemienia, ale rowniez w catym
krolestwie ro$lin, jest Arabidopsis thaliana, zwana zwyczajowo rzodkiewnikiem
pospolitym. Jest to niewielka roslina o drobnych biatych kwiatach, uwazana czgsto za
chwast, wystepujaca naturalnie w calej Europie, Azji i Afryce. Do najwigkszych zalet
A. thaliana jako ro$liny modelowej naleza: krotki cykl zyciowy (~8 tygodni), niskie
wymagania dotyczace warunkow temperaturowych i oswietleniowych, tatwos$¢ uprawy
w warunkach laboratoryjnych, maty rozmiar. Jej niewielki (~115 Mb), diploidalny genom,
zawierajacy ponad 25 tys. gendéw, ulokowanych na pigciu chromosomach, zostal
calkowicie zsekwencjonowany w roku 2000 [32]. A. thaliana rozmnaza si¢ poprzez
samozapylanie, chociaz w warunkach laboratoryjnych mozna roéwniez tatwo
przeprowadzi¢ zapylenie krzyzowe [33]. Ro$ling t¢ mozna efektywnie transformowac
przy uzyciu Agrobacterium tumefaciens, dzigki czemu do tej pory wygenerowano
pokazna kolekcje linii insercyjnych T-DNA [34]. Od wielu lat A. thaliana jest szeroko
stosowang rosling modelowa w badaniach molekularnych i ewolucyjnych, dostarczajac
wiedze na temat rozwoju, fizjologii czy licznych ,,-omik”, w tym metabolomiki roslin.

Wsrod przedstawicieli rodzaju Capsella (tasznik), nalezacego do innego niz
rodzaj Arabidopsis kladu plemienia Camelineae (Ryc. 2; klad II), do ro$lin modelowych
zaliczy¢ mozna Capsella rubella i Capsella grandiflora, ktorych diploidalne genomy
zostaly zsekwencjonowane w 2013 roku [35]. C. rubella stosunkowo niedawno (~200 tys.
lat temu) przeszia ewolucje z zapylenia krzyzowego na samopylno$¢. Poréwnanie jej
genomu z blisko spokrewnionymi gatunkami, ktére nadal wykazuja krzyzowy sposob
zapylenia, jak np. C. grandiflora, pozwala zbada¢ molekularne i genetyczne mechanizmy
odpowiadajagce za samopylnos¢ roslin [35]. Wsrod roslin blisko spokrewnionych
z gatunkami rodzaju Capsella, zsekwencjonowany zostat rowniez diploidalny genom
Neslia paniculata (ozgdka groniasta) oraz heksaploidalny genom Camelina sativa
(Inicznik siewny) [35, 36]. Ten ostatni gatunek byl uprawiany w Europie jako roslina
oleista (zrodto oleju rydzowego) juz ponad 3000 lat temu, jednak z poczatkiem XX wieku
zostal wyparty przez bardziej wydajny rzepak. Pomimo tego, za sprawag wysokiej

zawarto$ci  wielonienasyconych  kwasow  tluszczowych oraz antyoksydantow
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w nasionach Cam. sativa, gatunek ten jest ponownie coraz czgsciej wykorzystywany jako
doskonate zrédlo oleju spozywczego, sktadnik zdrowej zywnosci i suplementow diety
czy tez jako komponent pasz dla zwierzat. Olej pochodzacy z Inicznika siewnego moze

tez stluzy¢ jako material do produkcji chemikaliow czy biopaliw przyjaznych srodowisku

[36-38].

Chrysochamela velutina

Arabidopsis arenicola
Arabidopsis petraea subsp. petraea
Arabidopsis kamchatica subsp. kamchatica

] Arabidopsis lyrata subsp. lyrata
Arabidopsis croatica Klad |
Arabidopsis arenosa

Arabidopsis neglecta
——— Arabidopsis halleri

Arabidopsis cebennensis
—EA rabidopsis pedemontana
Arabidopsis thaliana

Capsella bursa-pastoris
Capsella orientalis

Noccidium hastulatum
Capsella grandifiora
Capsella rubella

Neslia paniculata
Camelina microcarpa
Camelina rumelica
Camelina rumelica-caspica-transcaspica
Camelina sativa
Camelina alyssum
Neslia apiculata
Pseudoarabidopsis toxophylla
Catolobus pendulus

klad Il

[IJ (?.02 (I).04 (I).OB (IJ.OS

czestotliwosé substytucji nukleotydow

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne plemienia Camelineae. Czcionkg pogrubiong zaznaczono gatunki
bedace obicktem badan w niniejszej pracy [39].

1.3. Glukozynolany jako charakterystyczne metabolity wtorne

rzedu Brassicales

Jak wspomniano powyzej, glukozynolany sg charakterystycznymi metabolitami
wtornymi produkowanymi przez gatunki kapustowate. Wystepuja one niemal wylacznie
w ro$linach rzedu Brassicales, ktéry obejmuje okoto 15 rodzin, w tym oprocz
Brassicaceae zalicza si¢ do tego rzgdu migdzy innymi Capparaceae (kaparowate)

i Caricaceae (melonowcowate) [40]. Co ciekawe, glukozynolany zostaty wykryte takze
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w gatunkach z rodziny Euphorbiaceae (wilczomleczowate), catkowicie niezwigzanej
z innymi rodzinami zawierajagcymi glukozynolany [21]. Metabolity te odpowiadaja za
charakterystyczny, ostry i piekacy smak wyczuwalny w warzywach kapustowatych, m.in.
kapus$cie glowiastej (Brassica oleracea var. capitata), brokule (Brassica oleracea var.
italica), kalafiorze (Brassica oleracea var. botrytis), rzodkiewce (Raphanus sativus var.
sativus), a takze roslinach stosownych jako przyprawy, takich jak chrzan (Armoracia
rusticana) czy gorczyca biata (Sinapis alba) [41]. W ciagu ostatnich lat zainteresowanie
glukozynolanami wyraznie wzrosto po odkryciu ich potencjatu jako §rodkéw ochrony
ros$lin i grzybobojczych [42, 43]. Jak wspomniano powyzej, odkryto réwniez ich
aktywno$¢ jako substancje potencjalnie ograniczajace ryzyko zachorowan na niektére
formy nowotworow, przez co dieta o wysokiej zawarto§ci warzyw kapustowatych jest
zalecana w zywieniu czlowicka [44]. Dodatkowo, dzigki obecno$ci glukozynolanow
w A. thaliana, jednej z najlepiej zbadanych roslin modelowych, staly si¢ one
przedmiotem intensywnych badan, a ich szlak biosyntezy i metabolizmu wtornego zostat
obszernie opisany [45].

Glukozynolany sa f-D-tioglukozydami, a ich czasteczki sktadaja si¢ z glukozy
przytaczonej wigzaniem tioglikozydowym do sulfonowanego aldoksymu oraz z tancucha
bocznego, ktdrego prekursor stanowi aminokwas (Ryc. 3). Wiasciwosci glukozynolanow
determinowane s3 przede wszystkim przez specyficzny uktad heteroatoméw potaczonych

z grupg sulfonowg, w mniejszym za$ stopniu przez ich tancuch boczny [20, 21].

o _
ﬁ: Jie
Y\o/\\

Ryc. 3. Ogblny wzor strukturalny czasteczki glukozynolanu. R — tancuch boczny

Ze wzgledu na aminokwas bedacy prekursorem tancucha bocznego w szlaku
biosyntezy, wyr6ézni¢ mozemy trzy podstawowe klasy glukozynolanéw (Ryc. 4).
Pierwsza klase, najbardziej zréznicowana, a jednoczes$nie najliczniej reprezentowang
w wiekszosci gatunkow Brassicaceae, stanowig glukozynolany alifatyczne (AG), bedace

pochodnymi gtdéwnie metioniny, nieco rzadziej leucyny, izoleucyny, waliny lub alaniny.
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Wséréd AG mozna wyr6znié serie struktur o wzrastajacej dtugosci tancucha bocznego.
Dodatkowo moga one zawiera¢ atomy siarki, w postaci utlenionej lub nie, grupy
hydroksylowe 1 wigzania podwojne (Ryc. 4). Kolejng grupe tworza glukozynolany
indolowe (IG), ktorych prekursorem jest tryptofan, zas trzecia grupa tworzona jest przez
glukozynolany aromatyczne, zwane tez benzylowymi (BG), a ich biosynteza zwigzana

jest z metabolizmem fenyloalaniny i tyrozyny (Ryc. 4). Sktad i zawarto$¢ danego typu

OH OH
0 0
HO S HO
HO o~ s HO S _CH;
| n nS
on |l oH | i
- P N 0]
0,5—0 Ny —n
3 0;8—0
n=3 3-(metylotio)propyloglukozynolan n=3 3-(metylosulfinylo)propyloglukozynolan
n=4 4-(metylotio)butyloglukozynolan n=4 4-(metylosulfinylo)butyloglukozynolan
n=5 5-(metylotio)pentyloglukozynolan n=5 5-(metylosulfinylo)pentyloglukozynolan
n=6 6-(metylotio)heksyloglukozynolan n=6 6-(metylosulfinylo)heksyloglukozynolan
n=7 7-(metylotio)heptyloglukozynolan n=7 7-(metylosulfinylo)heptyloglukozynolan
n=8 8-(metylotio)oktyloglukozynolan n=8 8-(metylosulfinylo)oktyloglukozynolan
n=9 9-(metylotio)nonyloglukozynolan n=9 9-(metylosulfinylo)nonyloglukozynolan
n=10 10-{metylotio)decyloglukozynolan n=10 10-{metylosulfinylo)decyloglukozynolan
n=11 11-{metylosulfinylojundecyloglukozynolan
OH OH
0 0 Q
Ho s Il_cH Ho s
HO N nR
OH | I OH ’N
N o} R -
- P J—
0,8—0 038—0
n=8 8-(metylosulfonylo)oktyloglukozynolan n=4, R=OH 4-hydroksybutyloglukozynolan
n=9 9-(metylosulfonylo)nonyloglukozynolan n=4, R=C(O)Pr  5-oksooktyloglukozynolan
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n=10 10-{metylosulfonylo)decyloglukozynolan
n=2, R=Ph 2-fenyloetyloglukozynolan
n=3, R=0Bz 3-benzyloksypropyloglukozynolan
n=4, R=0Bz 4-benzyloksybutyloglukozynolan
OH
0]
HO
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N
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Ryc. 4. Przyktadowe struktury wybranych glukozynolanow reprezentujacych ich rozne klasy.
Kolorem niebieskim zaznaczono glukozynolany alifatyczne, zielonym aromatyczne
(benzylowe), a pomaranczowym indolowe.
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glukozynolandéw w tkance ro$linnej zaleza przede wszystkim od genotypu, ale takze od
klimatu i warunkow uprawy, w tym nawozenia, czasu zbioru czy ekspozycji swietlnej
roslin. Poziom akumulacji 1 obecno$¢ poszczegélnych glukozynolanéw roznig sig
wyraznie nie tylko pomiedzy gatunkami czy nawet liniami roslin, ale takze pomig¢dzy

poszczegodlnymi organami tego samego gatunku [46].

1.4. Metody analizy ilosciowej i identyfikacji glukozynolanow

Historia rozwoju jakos$ciowych i ilosciowych metod analitycznych, skupiajacych
si¢ na glukozynolanach, sigga lat 50-tych ubieglego wieku, jednak skuteczny rozdziat
chromatograficzny i identyfikacja glukozynolanow stanowita wyzwanie dla 6wczesnej
nauki. Podczas ekstrakcji z materiatu ro§linnego, dochodzi do kontaktu glukozynolanow
Z hydrolizujacymi je myrozynazami, w zwigzku z czym, metabolity te ulegaja degradacji.
Biorgc to pod uwage, poczatkowo w wielu przypadkach struktury tych metabolitow
dedukowano jedynie w oparciu o ich produkty rozpadu [47, 48]. Najczesciej badanymi
produktami hydrolizy glukozynolanoéw byly izotiocyjaniany, jednak ich obecnos¢ mogta
wynika¢ roéwniez z rozpadu innych metabolitow 1 nie zawsze korespondowata
bezposrednio z obecnoscig glukozynolanow. Przetom w dziedzinie identyfikacji
produktéw hydrolizy glukozynolanéw nastapit wraz z rozwojem techniki chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (ang. gas chromatography-mass spectrometry,
GC-MS). Metoda ta umozliwita identyfikacje kilkudziesigciu izotiocyjaniandéw, jednak
przemiany chemiczne podczas GC 1 czgsto bledna identyfikacja w oOwczesnych
niskorozdzielczych spektrometrach mas sprawiaja, ze wyniki te bywaja dzisiaj
kwestionowane i wymagaja ponownej weryfikacji z udzialem wspotczesnych metod [49-
51].

Postgpem w dziedzinie posredniej identyfikacji glukozynolanéw byto
zastosowanie na szerokg skalg enzymatycznej desulfatacji prowadzacej do powstawania
desulfoglukozynolanow. W skrécie metoda ta polega na ekstrakcji glukozynolandéw
w rozpuszczalnikach dezaktywujacych myrozynazy, najczesciej z liofilizowanej tkanki
roslinnej, przepuszczeniu ekstraktu przez zloze anionowymienne w celu zwigzania
wszystkich aniondéw, a nast¢pnie dodaniu enzymu (sulfatazy) katalizujacego hydrolize
wigzan estrowych w czasteczkach glukozynolanéw prowadzac ostatecznie do

wymywania nienatladowanych desulfoglukozynolanéw ze ztoza. Technika ta umozliwia
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identyfikacje wielu wczesniej nieznanych struktur tych metabolitow oraz ich analize
potilosciowsa [52-54].

Rozwijajaca si¢ w kolejnych latach technika wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (ang. high-performance liquid chromatography, HPLC) poczatkowo wcigz nie
umozliwiata rozdziatu i bezposredniej identyfikacji glukozynolandw, ale z powodu braku
wymogu wprowadzenia analizowanych czasteczek w stan gazowy, powoli wypierata GC
w przypadku analiz desulfoglukozynolanéw. Rozdziat chromatograficzny catych
czasteczek glukozynolandow stat si¢ mozliwy dopiero w momencie pojawienia si¢
techniki HPLC par jonowych [55, 56]. Wraz z odkryciem, ze lekko zakwaszone eluenty
umozliwiaja latwy rozdziat glukozynolanéw bez ich degradacji na kolumnach
z odwrocong faza, metoda HPLC znalazta powszechne zastosowanie w analityce tych
metabolitow i do dnia dzisiejszego stanowi podstawowa jej technike [57]. Detekcje
glukozynolanow przeprowadzano najczesciej sprzegajac HPLC ze spektrometrem mas,
jednak stosunkowo niska rozdzielczos$¢ 1 czuto§é aparatow dostgpnych na przetomie lat
80-tych i 90-tych XX wieku dyktowaty liczne ograniczenia w detekcji glukozynolanow.

Wraz z poprawg parametréw spektrometréw mas rosto znaczenie metody HPLC-
MS. Na poczatku XXI wieku technika HPLC-MS byta juz rutynowo stosowang metoda
wykrywania 1 identyfikacji glukozynolanéw w ekstraktach roslinnych [58, 59].
Zastosowanie spektrometrii mas umozliwia zbadanie struktury roznorodnych zwigzkow
chemicznych, w tym réwniez glukozynolanéw. Metoda ta wymaga jonizacji badanych
czasteczek oraz przeprowadzenie ich w stan gazowy. Obecnie najczesciej stosowang
metoda jonizacji w spektrometrach mas polaczonych z instrumentami HPLC jest
elektrorozpylanie (ang. electrospray ionisation, ESI). Poniewaz mozliwo$¢ badania
struktury analizowanych zwigzkoéw jest jednym z najwazniejszych celow stosowania
analiz HPLC-MS, w spektrometrach mas stosuje si¢ dodatkowe mechanizmy
umozliwiajgce uzyskiwanie fragmentow badanych czasteczek, a analizy te okresla si¢
jako HPLC-MS/MS. Proces ten zachodzi na drodze tak zwanej kolizyjnie indukowanej
dysocjacji (ang. collision induced dissociation, CID) polegajacej na wzbudzaniu jonow
I doprowadzania do ich zderzen z atomami gazu szlachetnego, np. helu lub argonu.
Wspotczesne tandemowe spektrometry mas umozliwiajg pomiar stosunku masy
powstajacego jonu do jego tadunku (m/z) zaréwno dla protonowanych i deprotonowanych
czasteczek, jak i ich fragmentéw oraz uzyskiwanie informacji o strukturze zwigzku na
podstawie analizy mas utraconych nienaladowanych fragmentéw [60]. W czasie

fragmentacji ujemnie zjonizowanych czgsteczek glukozynolanéw powstaje jon
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wodorosiarczanowy [HSO4] o wartosci stosunku masy do tadunku m/z = 97, stanowiacy
najbardziej charakterystyczny i diagnostyczny produkt jonowy we fragmentacji
glukozynolanow (Ryc. 5). Dodatkowo produkt jonowy przy m/z = 195 odpowiada
deprotonowanej czasteczce tioglukozy [CeH1105S], za$ sygnat przy m/z = 259
koresponduje z deprotonowang czasteczka sulfonowanej glukozy, co rowniez wskazuje
na czasteczke glukozynolanu (Ryc. 5) [61, 62]. W niektorych widmach fragmentacyjnych
glukozynolanow widoczny jest rowniez jon przy m/z = 80 odpowiadajacy grupie
siarczanowej [SO3] . Czg¢sto obserwowane jony [HO4S2] przy m/z = 129 oraz [CoH30sS]
przy m/z = 139 rowniez stanowia sygnaly charakterystyczne dla widm fragmentacyjnych
glukozynolanow [63]. Rozwoj analizatoréw jonow, takich jak putapka jonowa oraz
kwadrupol, postgpuje niezwykle szybko, co pozwala przewidywaé struktury
glukozynolandw z coraz wigksza pewnos$cia, jednak identyfikacja poszczegdlnych

izomerow przy zastosowaniu HPLC-MS wcigz sprawia wiele trudnosci [64, 65].

Ryc. 5. Przyktadowy mechanizm fragmentacji glukozynolanéw w jonizacji ujemnej,
uwzgledniajacy najczesciej powstajagce produkty jonowe.

Ostateczne potwierdzenie struktury glukozynolanéw jest zwykle oparte na
spektroskopii  jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR), ktéra umozliwia
szczegdlowy opis strukturalny zwigzkoéw roslinnych, réwniez poszczegdlnych izomerow,
a nawet stereoizomerow. Szerokie zastosowanie przy okreSlaniu struktur zwigzkow
ro$linnych, a w szczegdlnoéci pozycji glikozylacji znajduje **C NMR oraz widma
sprzezen korelacyjnych heteroatomow typu COSY czy NOESY. Jednak wcigz
najdoktadniejsza metoda ustalania struktur glukozynolanéw pozostaje *H NMR [20].

Ograniczeniem w zastosowaniu NMR do analiz metabolomicznych jest jej niska czutosé
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1 konieczno$¢ izolacji pojedynczych metabolitéw z materiatu roslinnego o odpowiedniej
czystosci. Z tego powodu metody NMR stanowig czesto uzupelnienie i potwierdzenie

wynikéw uzyskanych za pomocg wysokoprzepustowych technik HPLC-MS.

1.5. Biosynteza glukozynolanow

Glukozynolany produkowane sg w szlaku biosyntetycznym posiadajagcym dla
wszystkich klas strukturalnych zasadniczg cze$¢ wspolng, w ktorej poszczegdlne etapy
moga by¢ katalizowane zaré6wno przez specyficzne izoformy tych samych enzymow, jak
1 przez niespecyficzne enzymy wspdlne dla wszystkich szlakéw. Dodatkowo na szlak
biosyntezy glukozynolanow sktadaja si¢ specyficzne dla poszczegolnych klas
strukturalnych reakcje modyfikacji prekursorow i modyfikacji glukozynolanow.
Najlepiej poznane do tej pory zostaly szklaki biosyntezy IG i AG pochodzacych od
metioniny [66, 67].

1.5.1. Modyfikacja prekursorow

Poczatkiem biosyntezy 1G jest bezposrednio tryptofan. Natomiast w przypadku
AG, bedaca prekursorem metionina przechodzi wieloetapowa elongacje, co w koncowym
efekcie determinuje finalng dlugos¢ tancucha bocznego AG (Ryc. 6). Kluczowym
elementem tego procesu jest kondensacja acetylo-koenzymu A z serig kwasow
o-metylotio-2-oksoalkanowych, katalizowana przez syntazy metylotioalkilojabtczanowe
(ang. methylthioalkylmalate synthases, MAM). Co ciekawe, biatka MAM stanowia
prawdopodobnie najliczniejszg rodzing enzymow biorgcych udzial w biosyntezie
glukozynolandéw. Najnowsze badania sekwencji genomowych gatunkéw Brassicaceae
wykazaly, ze w tej rodzinie wystepuje lacznie co najmniej sze§¢ paralogow MAM
(MAMa — MAM() [68, 69]. W poszczegdlnych gatunkach wystepuja natomiast z reguty
co najmniej dwa biatka MAM. Na przyktad, w ekotypie Columbia-0 (Col-0) A. thaliana
MAM1/MAMa Kkatalizuje etap kondensacji w pierwszych trzech cyklach elongacji
metioniny, podczas gdy kolejne cykle katalizowane sa przez syntazg MAM3/MAMb
(Ryc. 6) [70-72]. Wciaz jednak brakuje informacji na temat dokltadnej funkcji
I aktywnosci pozostatych biatek MAM.
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Ryc. 6. Schemat elongacji tancucha bocznego metioniny w A. thaliana, stanowiacej pierwszy
etap biosyntezy glukozynolanéw alifatycznych. Strzalka przerywana wskazuje proces
wieloetapowy. MAM — syntaza metyloalkilojabtcznowa
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1.5.2. Zasadniczy szlak biosyntezy

W pierwszym wspolnym kroku zasadniczego szlaku biosyntezy glukozynolanéw,
czasteczka metioniny o wydtuzonym tancuchu weglowym lub tryptofan przeksztatcane
sg w aldoksymy przy pomocy monooksygenaz cytochromu P450. W przypadku szlaku
biosyntezy AG aktywno$¢ na tym etapie wykazywaty enzymy CYP79F1 1 CYP79F2,
podczas gdy analogiczny etap biosyntezy IG katalizowany jest przez enzymy CYP79B2
I CYP79B3 (Ryc. 7) [73, 74]. Badania wykazaly, ze w A. thaliana CYP79F1 bierze
glownie udziat w biosyntezie krotkotancuchowych AG, za§ CYP79F2 jest zaangazowany
w produkcje zarowno krotko-, jak i dlugotancuchowych AG [75]. W przypadku szlaku
biosyntezy IG, enzymy CYP79B2 i CYP79B3 niemal w réwnym stopniu katalizuja
reakcj¢ tworzenia indolilo-3-aldoksymu (IAOx) [76]. Powstale produkty zostaja
nastepnie utleniane przez monooksygenazy CYP83A1 oraz CYP83B1 do zwigzkow aci-
nitro. Reakcja ta dla aldoksymoéw alifatycznych jest katalizowana przez CYP83Al, za$
dla substratow indolowych przez CYP83B1 (Ryc. 7) [77, 78]. Badania in vitro wykazaty
jednak, ze CYP83AI jest zdolny do konwertowania rowniez substratow indolowych,
a CYP83B1 metabolizuje takze substraty alifatyczne, jednak w obu przypadka reakcja ta
przebiega z mniejszg efektywnoscia i wymaga wigkszych stezen substratu [79].
Kolejnym etapem biosyntezy jest przytaczenie atomow siarki, ktorych donorem nie jest,
jak wczesniej przypuszczano, wolna cysteina, a peptyd ztozony z reszt aminokwasowych
kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny, zwany glutationem. Za reakcje katalitycznego
sprzggania glutationu ze zwigzkami aci-nitro odpowiedzialne sg S-transferazy
glutationowe (ang. glutathione S-transferases, GST). Analizy bioinformatyczne
przypisuja GSTF11 1 GSTU20 do szlaku biosyntezy AG, za§ GSTF9 1 GSTF10 do
biosyntezy IG (Ryc. 7), jednak te sugestie nie zostaly jednoznacznie zweryfikowane
eksperymentalnie [80, 81] . Powstate produkty ulegaja przeksztatceniu do odpowiednich
tiohydroksymianow przez peptydazy y-glutamylowe (ang. gamma-glutamyl peptidases,
GGP) GGP1 1 GGP3, ktére nie sg specyficznymi enzymami i1 oba biorg udzial
w biosyntezie AG, jak i IG [82, 83]. W kolejnym etapie alifatyczne i indolowe
tiohydroksymiany  s3  konwertowane do  odpowiadajacych im  kwasow
tiohydroksymowych przez rowniez niespecyficzng liaze C-S SUR1 (ang. superrootl) [84],
anastepnic w desulfoglukozynolany przez UDP-glukozylotransferazy (ang. UDP-
glucosyltransferases, UGT) (Ryc. 7). Badania fenotypéw mutantow wykazaty, ze

UGT74B1 moze katalizowa¢ reakcje w obu szlakach biosyntezy glukozynolanow,
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ugrupowania

podczas gdy UGT74C1 dziata tylko wobec desulfoglukozynolanéw alifatycznych [85,
sulfotransferazy (ang. sulfotransferases, SOT), ktore maja za zadanie przylaczenie
siarczanowego

86]. Ostatni etap, prowadzacy finalnie do powstania glukozynolanow, wykorzystuje
do

I SOT18 jako

czasteczek desulfoglukozynolanéw (Ryc.
Charakterystyka biochemiczna tej grupy enzyméw w A. thaliana wskazuje SOT17
katalizatory

6).
reakcji

przylaczenia  reszty
desulfoglukozynolanoéw alifatycznych, skutkujgc powstaniem AG, podczas gdy SOT16

siarczanowej  do
preferuje sprzeganie z substratem indolowym, tworzac ostatecznie IG [87].
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<« Ryc. 7. Ogdlny schemat biosyntezy glukozynolanéw alifatycznych i indolowych wraz
z modyfikacjami ich tancuchéw bocznych. Strzatki przerywane wskazuja regulacje przez
czynniki transkrypcyjne.

1.5.3. Modyfikacja lancuchéw bocznych

Powstate w szlaku biosyntezy podstawowe AG i1 IG, mogg ulega¢ dalszym
modyfikacjom tancuchéw bocznych, wptywajac na wysoka réznorodnos$¢ obu klas
glukozynolandéw. Lancuchy boczne AG ulegaja licznym reakcjom, takim jak alkenylacja,
utlenianie czy hydroksylacja. Jednym z przyktadow jest reakcja utleniania atoméw siarki
w tancuchu bocznym AG przez enzymy z grupy monooksygenaz zawierajacych flawine
(ang. flavin-containing monooxygenases, FMO). Kolejnym przyktad stanowi¢ moga
dioksygenazy zalezne od 2-okso-glutaranu (ang. 2-oxo-glutarate-dependent
dioxygenases, AOP) odpowiedzialne za tworzenie wigzan nienasyconych w tancuchach
bocznych (Ryc. 7) [72, 88, 89]. W wielu przypadkach modyfikacji AG doktadne
mechanizmy oraz enzymy zaangazowane w te przeksztalcenia pozostajg wcigz nieznane.

W przypadku IG, tworzony w szlaku biosyntezy indolilo-3-metyloglukozynolan
(I3G) moze by¢ modyfikowany poprzez podstawienie pier§cienia indolowego grupa
hydroksylowa lub metoksylowa (Ryc. 7). Hydroksylacja IG w A. thaliana katalizowana
jest przez monooksygenazy z rodziny CYP81F, wsrdd ktorych CYP81F1, CYP81F2
I CYP81F3 sg uznawane za enzymy przylaczajace grupe -OH w pozycji 4 pierScienia
indolowego, tworzac 4-hydroksy-indolilo-3-metyloglukozynolan (40OHI3G) [90, 91].
Z kolei podstawienie w pozycji 1 katalizowane jest przez CYP81F4, prowadzac do
powstawania 1-hydroksy-indolilo-3-metyloglukozynolanu (1OHI3G) [91]. Nastepny
etap stanowi metylacja wprowadzonych do pierscienia indolowego grup hydroksylowych,
katalizowana przez O-metylotransferazy glukozynolanéw indolowych (ang. indolic
glucosinolate O-methyltransferases, IGMT). Badania aktywnos$ci enzymatycznej IGMT
w A. thaliana wykazaty, ze IGMT1, IGMT2, IGMT3 i IGMT4 sg odpowiedzialne za
produkcje¢ 4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolanu (4MI3G), podczas gdy IGMT5
bierze udziat w tworzeniu 1-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolanu (1MI3G) [91, 92].
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1.5.4. Regulacja biosyntezy glukozynolanow

Podobnie jak w przypadku wielu proceséw biologicznych, aktywnos$¢ szlaku
biosyntezy glukozynolanéw regulowana jest przez czynniki transkrypcyjne. Poprzez
wzajemne interakcje 1 wigzanie z promotorami genow, bialka te odpowiedzialne sg za
efektywnos$¢ transkrypcyjng gendéw kodujacych enzymy niezbedne do biosyntezy
glukozynolanéw. Jedng =z grup regulatoréw zaangazowanych w biosynteze
glukozynolanow sg biatka z rodziny R2R3 MYB. Ta grupa czynnikow transkrypcyjnych
charakteryzuje si¢ obecnoscig w sekwencji biatkowej dwoch domen R2 1 R3, z ktorych
kazda zawiera trzy helisy a. Ostatnia helisa z kazdej domeny koordynuje wigzanie biatka
do szeregu specyficznych sekwencji promotorowych kontrolowanych genéw [93].

Wsrod biatlek MY B, opisano szesé pozytywnie regulujacych transkrypcje genow
bioracych udzial w produkcji glukozynolandéw oraz powigzanych z nig reakcjach, m.in.
biosyntezie aminokwaséw czy asymilacji siarki [94]. Do regulatoréw biosyntezy AG
naleza MYB28, MYB29 oraz MYB76 [80, 95-97], podczas gdy produkcja IG
kontrolowana jest przez MYB34, MYB51 oraz MYB122 (Ryc. 7) [98, 99]. Badania
wykazaly, ze w przypadku biosyntezy AG, kluczowa rol¢ pelnia MYB28 i MYB29,
czego dowodem jest niemal catkowicie zahamowana produkcja AG w podwdjnym
mutancie A. thaliana myb28 myb29. Doniesienia literaturowe sugeruja jedynie niewielki
udziat MYB76 w regulacji tego szlaku metabolicznego w A. thaliana [95, 100, 101].
Wymienione czynniki transkrypcyjne biora réwniez udziat w procesie elongacji
metioniny z z preferencja MYB29 i MYB76 do kontroli produkcji krotkotancuchowych
AG oraz udziatem MYB28 w regulacji biosyntezy dtugotancuchowych AG [100, 101].
W przypadku IG, najwyzszy wplyw na regulacje biosyntezy obserwuje si¢ dla MYB34
I MYBS51, podczas gdy MYB122 samodzielnie nie wptywa znaczaco na ich produkcje
[102]. Konsekwentnie, biosynteza IG jest prawie catkowicie wylaczona w podwojnym
mutancie A. thaliana myb34 myb51. Pomimo duzego podobienstwa sekwencji
czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z produkeja IG, kazdy z kodujacych je genow
wykazuje indywidualny wzor organospecyficznej ekspresji. Przyktadowo, gen MYB51
ulega najwyzszej ekspresji w lisciach, z kolei MYB34 i MYB122 ulega zwigkszonej
ekspresji w korzeniach [102, 103]. Liczne badania ko-ekspresji wykazaly ponadto, ze
biatka MYB s3 zaangazowane w najwickszym stopniu w regulacj¢ poziomu transkrypcji

gendw z rodziny CYP79, CYP83i SOT w sposob specyficzny dla szlakow biosyntezy AG
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i1 IG. Dodatkowo czynniki transkrypcyjne zwigzane z produkcja AG i IG kontroluja
rownoczesnie takze ekspresje genu SURL wspdlnego dla obu szlakow [96, 97, 102].

Jednak nie tylko czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB wykazujg zdolno$¢ do
kontrolowania biosyntezy glukozynolanow. Funkcje ta peinig takze niektore biatka
z rodziny bHLH (ang. basic helix-loop-helix), ktore charakteryzuja si¢ obecnoscig dwdch
helis potaczonych petla o zmiennej dtugosci [104]. Na postawie badan A. thaliana, wsrod
tej grupy biatek opisano dotad cztery zdolne do oddziatywan z czynnikami
transkrypcyjnymi MYB kontrolujagcymi biosynteze glukozynolanow, a nalezg do nich
biatka MYC2/bHLH06, MYC3/bHLHO05, MYC4/bHLHO04 oraz MYC5/bHLH28
(Ryc. 7). Co cickawe, biatka te nie wykazuja specyficznosci w regulacji biosyntezy AG
i IG, tak jak ma to miejsce w przypadku czynnikoéw transkrypcyjnych MYB. Dodatkowo
stwierdzono, iz MYC2-MY C5 biorg udzial nie tylko w biosyntezie glukozynolanow, ale
réwniez w szlaku sygnatowym kwasu jasmonowego [105].

Miejscem oddziatywania czynnikow transkrypcyjnych MYB z biatkami MYC
jest tzw. motyw interakcji z MYC (ang. MY C-interaction motif, MIM) zlokalizowany
poza domenami R2 i R3 MYB [106], a interakcje te wptywaja pozytywnie na regulacje
biosyntezy glukozynolanéw [107, 108]. Chociaz wszystkie cztery biatka MYC
uzupetniajg si¢ pod wzgledem funkcji, efektywnie spetniajg one swoje role w rdéznych
organach. Przyktadowo, gen MYC2 w A. thaliana ulega najwyzszej ekspresji
w korzeniach, podczas gdy ekspresja MYC3 i MYC4 osiaga najwyzszy poziom
w tkankach pedow, a MYC5 w lisciach i kwiatach [109-111]. Badania wykazaly takze, ze
linie mutantow A. thaliana myc4 myc5 produkowaty wyraznie mniej zarowno AG, jak
i IG, za$ linie myc2 myc3 myc4 charakteryzowaly si¢ wrgcz dramatycznym spadkiem
produkcji obu klas glukozynolanéw. Podsumowujac, przytoczone wyniki badan jasno
wskazuja, ze interakcie MYC-MYB sa niezbedne do efektywnej biosyntezy
glukozynolanow [108, 112].

1.6. Hydroliza glukozynolanéw i jej produkty

Czasteczki glukozynolanéw sa chemicznie stabilne 1 nie posiadajg aktywnosci
biologicznej, a ich liczne fizjologiczne funkcje wymagaja aktywacji poprzez hydrolizg.
Reakcja ta jest katalizowana przez specyficzne p-tioglukozydazy, zwane myrozynazami.
Glukozynolany pod wpltywem myrozynaz, ulegajg hydrolizie do niestabilnego aglikonu,

nastepnie przeksztatcanego w roznorodne bioaktywne produkty koncowe, m.in. nitryle,

27



epithionitryle, oksalidyno-2-tion, tiocyjaniany czy izotiocyjaniany (Ryc. 8A) [21].
Tworzenie konkretnego produktu rozpadu glukozynolanéw zalezy od tancucha bocznego
glukozynolanu, warunkow reakcji oraz obecnosci bialek specyfikujacych (ang. specifier
proteins). Przyktadowo, produkcja nitryli wspierana jest przez niskie pH, obecnos¢ jonow
zelaza oraz bialek epitiospecyficznych, podczas gdy w przypadku nieobecnos$ci biatek
specyfikujacych oddziatujacych z myrozynazami, produktami hydrolizy sa z reguly
izotiocyjaniany.
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<« Ryc. 8. Hydroliza glukozynolanow. A. Uproszczony schemat hydrolizy glukozynolandw,
uwzgledniajacy najczes$ciej powstajace produkty. ESP — biatka epitiospecyficzne.
B. Zidentyfikowane do tej pory produkty koncowe hydrolizy glukozynolanéow indolowych
w szlaku PEN2.

W normalnych warunkach fizjologicznych glukozynolany sa oddzielone od
myrozynaz na poziomie komérkowych lub subkomoérkowym, dlatego tez ich degradacja
nie zachodzi konstytutywnie. Kontakt enzymu z substratem nastepuje jedynie
w przypadku naruszenia integralnosci tkanek lub na skutek stresu, prowadzac do
hydrolizy w odpowiedzi na zagrozenie. Do jednej z grup myrozynaz zalicza si¢ biatka
zwane glukohydrolazami f-tioglukozydowymi (ang. p-thioglucoside glucohydrolases,
TGG), ktore zawierajg reszt¢ glutaminy w centrum aktywnym. Druga grup¢ stanowia
blisko spokrewnione z TGG enzymy do ktérych zalicza si¢ miedzy innymi
PENETRATION2 (PEN2), PYK10, BGLU21 czy tez BGLU1S8, w ktorych centrum
aktywnym kluczowa reszta glutaminy zostata zastapiona reszta kwasu glutaminowego
[113-115]. Dodatkowo, wiele myrozynaz wykazuje rowniez organo- lub subkomorkowo
specyficzng lokalizacje w tkankach i organellach roslinnych. Przyktadowo, w A. thaliana
myrozynazy TGG1 1 TGG2 sg enzymami wystepujagcymi w lisciach, zas obecnos¢ TGG4
I TGGS jest charakterystyczna dla korzeni [113, 116, 117]. Z kolei obecnos¢ PYK10
i BGLU21 zaobserwowano w A. thaliana w ciatkach retikulum endoplazmatycznego
kotyledonéw i korzeni [115, 118], BGLU18 w ciatkach retikulum endoplazmatycznego
lisci [119], za$ bialko PEN2 lokalizowato gléwnie peroksysomach i mitochondriach

komorek lisci i korzeni [120].

1.6.1. Aktywnos¢ biologiczna produktéow rozpadu

glukozynolanow

Wsréd wszystkich produktow rozpadu glukozynolanow najmniej reaktywne
wydaja si¢ by¢ proste nitryle, za§ najwyzszg toksycznos¢ u wigkszosci organizmow
zywych wykazuja izotiocyjaniany. Jednak skutki aktywnosci wszystkich produktow
hydrolizy glukozynolanéw zalezne s3 od przyjetej dawki, co sprawia, Ze nawet nitryle
czy epitionitryle, wykazujag wysokg toksyczno$¢ u zwierzgt hodowlanych [121].
Dodatkowo, wykazano, ze pochodzace od glukozynolanoéw nitryle moga w A. thaliana
zwigksza¢ produkcje fitohormonow zwigzanych z odpornoscia, w tym kwasu

salicylowego, jasmonowego i abscysynowego [122]. Ze wzgledu na toksycznos$¢ oraz
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sygnalne funkcje produktow rozpadu glukozynolandéw, aktywowanych po uszkodzeniu
tkanki lub rozpoznaniu patogenu, glukozynolany od lat uznawane sa za wazny element
obronnosci roslin Brassicaceae przeciwko roslinozernym owadom 1 patogennym
mikroorganizmom [123, 124].

W przypadku owadoéw roslinozernych, AG i odpowiadajace im izotiocyjaniany
stanowig ochron¢ przede wszystkim przed atakami insektow zujacych [101, 113], IG
i produkty ich rozpadu chronig przed owadami posiadajacymi klujgco-ssgcy aparat
gebowy 1 pobierajgcymi pozywienie z tyka [90, 125], za§ BG i odpowiednie
izotiocyjaniany odgrywaja role w odpornosci wobec nicieni [126, 127]. Badania
interakcji migdzy roslinami a mikroorganizmami patogennymi wykazaty, ze produkty
metabolizmu IG kontrolujg penetracj¢ niezaadaptowanych patogendw do komorek
roslinnych [114, 128], podczas gdy alifatyczne izotiocyjaniany zapewniaja odpornosé
wobec wybranych patogenow grzybowych, jak np. Sclerotinia sclerotiorum czy bakterii
Pseudomonas syringae [129, 130].

Prowadzone w wielu laboratoriach badania wykazaty rowniez, ze oprécz funkcji
obronnych, glukozynolany sa aktywne takze w odpowiedzi na stresy abiotyczne oraz
wplywaja na inne procesy fizjologiczne [131]. Do funkcji tych nalezy m.in. posrednictwo
w otwieraniu aparatow szparkowych w liciach [132], kontrola przewodnictwa
hydraulicznego korzeni w warunkach stresu solnego [133] oraz udzial w biosyntezie
auksyn [117]. Podsumowujac, konstytutywna obecnos¢ glukozynolanéw oraz ich
zréznicowanie strukturalne w tkankach ro§linnych wydajg si¢ by¢ istotne dla zapewnienia
odpowiedniego poziomu odpornosci gatunkéw Brassicaceae na rozne typy szkodnikow

oraz na tolerancj¢ roznych streséw abiotycznych.

1.6.2. Wplyw modyfikacji lancucha bocznego na funkcje

produktow rozpadu glukozynolanow

Jak opisano powyzej, AG, a w konsekwencji pochodzace od nich izotiocyjaniany,
charakteryzuja si¢ zmienng dlugosciag tancucha bocznego 1 jego dodatkowymi
modyfikacjami. W kontekscie tej roznorodnosci strukturalnej, interesujacym wydaje sig,
czy dlugos¢ 1 modyfikacje tancucha wplywaja na aktywno$¢ biologiczng
1zotiocyjanianow. Do tej pory w sposob systematyczny przebadano aktywnos¢ zaledwie
dwoch grup tych zwigzkéw wobec wybranych patogendéw grzybowych. Analiza

izotiocyjanianéw alkenylowych (1-5C) wykazala wyzsza toksyczno$¢ czasteczek
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0 krotszych tancuchach bocznych wobec Gaeumannomyces graminis var. tritici,
Rhizoctonia solani, Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana, Pythium irregulare.
Inne do$wiadczenia wykazaty, ze toksyczno$¢ izotiocyjanianoOw
metylosulfinyloalkilowych (4-8C) w stosunku do S. sclerotiorum roénie wraz z dtugoscia
tancucha [134, 135]. Przeciwstawny wptyw dlugosci tancucha bocznego na aktywno$é
biologiczng obserwowany w tych dwéch badaniach moze wynikaé, z réoznych typow
izotiocyjanianow (alkenylowe i1 metylosulfinyloalkilowe) lub z réznych patogenow
uzytych w odpowiednich do$§wiadczeniach. Precyzyjne okreslenie wplywu dlugosci
tancucha bocznego AG i jego modyfikacji na aktywno$¢ powstajacych izotiocyjanianow
wymagatoby kolejnych usystematyzowanych badan.

Nieco lepiej poznano rol¢ modyfikacji pierScienia indolowego IG
w zewnatrzkomoérkowej odpowiedzi immunologicznej wobec szeregu patogennych
grzybow i legniowcow w A. thaliana, [120, 128, 136, 137]. Jak wspomniano wczesniej,
myrozynaza PEN2 jest istotna dla hydrolizy IG w odpowiedzi na infekcje przez
mikroorganizmy patogenne [114, 138]. Metabolizm 13G w A. thaliana, inicjowany przez
biatko PEN2 prowadzi do powstania co najmniej dwoch produktow koncowych,
w indolilo-3-metyloaminy (ang. indolyl-3-methyl amine, 13A) i kwasu rafanusamowego
(ang. raphanusamic acid, RA) (Ryc. 8B) [114]. Wyniki badan wykazujg jednak, ze do
zapewnienia aktywno$ci immunologicznej wymagana jest wczesniejsza hydroksylacja
pierscienia indolowego 13G w pozycji 4, ktora katalizowana jest przez enzym CYP81F2
[114]. Co za tym idzie, substratami PEN2 istotnymi dla odporno$ci na infekcje sg
40HI3G lub 4MI3G, a nie sam I3G, jednak produkty koncowe metabolizmu tych dwoch
glukozynolanow nie sg jak dotychczas szczegdtowo poznane. Jednym z tych produktow
jest 4-O-p-D-glukozylo-indolilo-3-formamid, jednak przypuszcza sig, ze nie jest to

zwigzek o aktywnosci biologicznej (Ryc. 8B) [139].

1.7. Molekularne podstawy zakonserwowania glukozynolanéw
w gatunkach Brassicaceae

Analizy metabolomiczne wielu ekotypéw A. thaliana nie wykazaty istnienia
naturalnie wystgpujacej linii tego gatunku z wyraznym defektem w biosyntezie AG lub
IG, [140, 141]. Podobnie, pomimo przynajmniej pobieznej analizy glukozynolanow
u ponad 300 gatunkow Brassicaceae do tej pory nie zidentyfikowano gatunku z deficytem

w biosyntezie tych metabolitow. Zaklada si¢, Ze silne zakonserwowanie glukozynolanow
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moze wynika¢ z ich istotnych funkcji w oddziatywaniu ro$lin ze S$rodowiskiem.
Opublikowane wyniki badan prowadzonych na mutantach A. thaliana wskazujg rowniez

na prawdopodobne podstawy molekularne zakonserwowania tego szlaku metabolicznego.

1.7.1. Obecnos¢ glukozynolanéw w gatunkach Brassicaceae

Do chwili obecnej zidentyfikowano ponad 150 roéznych glukozynolanow,
zaklasyfikowanych jako naturalnie wystepujace metabolity wtéorne w gatunkach
nalezacych do rodziny Brassicaceae [20]. Roslina modelowa A. thaliana, nalezaca do
plemienia Camelineae, produkuje konstytutywnie krotko- i $redniotancuchowe AG
pochodzace od metioniny, ktére zawieraja od 2 do 8 grup metylenowych -CHa-
w tancuchu bocznym (2-8C), a takze 1G oraz niewielkie ilosci BG w kazdym badanym
organie, m.in. w liSciach, korzeniach i nasionach [142, 143]. Podobny profil zawarto$ci
glukozynolandw zaobserwowano rowniez w innym gatunku, reprezentujacym ten sam
rodzaj, Arabidopsis lyrata [144, 145]. Analizy metabolomiczne wykazaty réwniez, ze
ro$liny uprawne, nalezace do plemienia Brassiceae (Ryc. 1), takie jak Brassica napus
I Brassica rapa, gromadza w liSciach i korzeniach krétkotancuchowe AG (2-5C), a takze
IG i BG [146-148]. Analizy przeprowadzone na lisciach i nasionach gatunku Boechera
stricta, reprezentujacego plemi¢ Boechercae, wykazaty obecno$¢ tych samych klas
glukozynolanow z przewagg krotko- i sredniotancuchowych AG (2-7C) [149]. Podobne
dhugosci tancuchéw bocznych AG zaobserwowano rowniez w lisciach Cardamine
pratensis, nalezacej do plemienia Cardamineae [50, 144, 145, 150].

Przeprowadzone do tej pory analizy LC-MS wielu innych gatunkow Brassicaceae,
potwierdzaja, ze kazda z klas glukozynolandw obecna jest konstytutywnie we wszystkich
organach przedstawicieli réznych plemion tej rodziny (Tabela 1). W trakcie mniej
doktadnych, celowanych analiz glukozynolanéw opartych na poszukiwaniu okreslonych
metabolitow, a czesto jedynie produktow ich degradacji, w ponad 300 zbadanych
gatunkow dodatkowo potwierdzono powyzsza obserwacj¢. Z drugiej strony uzyskane
wyniki sugeruja, ze od tej reguty moga istnie¢ wyjatki w postaci gatunkow blisko
spokrewnionych z A. thaliana, nalezacych do tego samego plemienia Camelineae, jednak
innego jego kladu (Ryc. 2; klad I1). Celowane analizy metabolomiczne wskazywaty na
brak IG i badanych AG w lisciach Camelina microcarpa, N. paniculata i Catolobus
pendulus [145]. Podobne celowane analizy wykazaly brak IG w lisciach C. rubella

(Tabela 1) [151]. Przypuszczalny deficyt glukozynolanéw w tych gatunkach korelowat
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Z wezesniejszymi badaniami wykazujacymi brak izotiocyjanianéw pochodzacych od AG
w czeSciach nadziemnych Cam. sativa [49]. Z drugiej jednak strony, analiza dojrzatych
nasion Capsella bursa-pastoris, Cam. sativa i N. paniculata wykazata obecnos$¢ trzech
izotiocyjaniandéw, ktore mogg pochodzi¢ z nietypowych dlugotancuchowych (9-11C)
metylosulfinyloalkilowych AG [152, 153]. Doktadnie te same AG zostaly podzniej
zidentyfikowane w nasionach kilku gatunkéw rodzaju Camelina [37, 38, 154, 155].
Poniewaz dlugotancuchowe (9-11C) glukozynolany metylosulfinyloalkilowe nie byty
brane pod uwage w trakcie wczesniejszych analiz celowanych na liciach, nie mozna
wykluczy¢ ich obecno$ci w tym organie [145]. Rowniez brak danych na temat akumulacji
glukozynolanéw w innych organach gatunkéw reprezentujacych klad I Camelineae, nie
pozwala jednoznacznie oceni¢ zdolnosci tych gatunkéw do biosyntezy wszystkich klas

glukozynolanow.

Tabela 1. Zestawienie dostepnych informacji na temat obecnosci glukozynolanow
alifatycznych (AG) i indolowych (IG) w wybranych gatunkach reprezentujagcych rozne
plemiona rodziny Brassicaceae. +, wykryto; -, nie wykryto

‘ AG ‘ IG Plemie
analizy niecelowane, rézne organy
Brassica rapa + +
Brassica napus + + .
] Brassiceae
Brassica oleracea + +
Brassica juncea + +
Cardamine pratensis + +
Cardamine hirsuta + + )
. - Cardamineae
Rorippa indica + +
Barbarea vulgaris + +
Boechera stricta + + Boechereae
Arabidopsis thaliana + + .
. . Camelineae
Arabidopsis lyrata + +
analizy celowane, pojedyncze organy
Camelina microcarpa + -
Camelina sativa + -
Neslia paniculata + - .
Camelineae
Catolobus pendulus - -
Capsella bursa-pastoris + -
Capsella rubella - -
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1.7.2. Wplyw mutacji w genach zwigzanych z biosyntezg

glukozynolanéw na wzrost roslin

Wygenerowane w laboratoriach linie A. thaliana posiadajace pojedyncze mutacje
w genach kodujacych enzymy zaangazowane w biosynteze AG lub IG z reguty albo nie
wykazuja obnizonej zdolnosci do produkcji glukozynolandéw, ze wzgledu na obecno$é¢
dodatkowych izoform odpowiednich biatek, albo charakteryzujg si¢ silnymi defektami
wzrostu. W przypadku gendéw kodujacych enzymy ze szlaku biosyntezy AG, najsilniejsze
zamiany w fenotypach w A. thaliana obserwowano w przypadku mutacji genow
CYP79F1 i CYP79F2 (Ryc. 7). Mutant cyp79fl1, nazwany bushyl (busl), oprocz silnie
obnizonej zdolnosci do produkcji krotkotancuchowych AG charakteryzuje sie¢
pomarszczonymi li§¢mi o niewielkim rozmiarze, wczesnym tworzeniem si¢ wtornych
lisci rozety oraz zwigkszong liczbg pedéw bocznych [156]. Z kolei linia cyp79f2
charakteryzowala si¢ obnizong produkcja dhugotancuchowych AG, za§ wygenerowany
podwdjny mutant cyp79fl cyp79f2 wykazywat silne zaburzenie rozwoju zarowno czgsci
nadziemnych rosliny, jak i korzeni [75, 157]. Z kolei mutacja genu SUR1, wspolnego dla
biosyntezy AG i IG (Ryc. 7), oprocz defektu w biosyntezie tych zwigzkéw objawia si¢
silnie zahamowanym wzrostem cze$ci nadziemnych oraz rozbudowanym systemem
korzeniowym 1 letalnoscia w poOzniejszych etapach rozwoju, ktéra uniemozliwia
uzyskanie homozygotycznych nasion tego mutanta [84, 158]. Zblizony, chociaz nie az
tak silny fenotyp, w tym wypadku mozliwe jest przejscie do fazy generatywnej
I uzyskanie nasion, wykazuje rowniez mutant cyp83b1l, nazwany pierwotnie superroot2
(sur2) [79, 159].

Dotychczasowe badania wykazaty, Ze silne obnizenie produkcji glukozynolanow
polaczone z uniknigciem niekorzystnego wptywu na rozwdj roslin wymaga rOwnoczesnej
mutacji w co najmniej dwoch $cisle okreslonych genach zwigzanych z biosynteza tych
metabolitow. Do takich linii A. thaliana nalezg potrojny mutant myc2 myc3 myc4, z silnie
zaburzong biosynteza wszystkich glukozynolanow; mutant myb28 myb29, z defektem
w produkcji AG; oraz linie myb34 myb51, myb34 myb51 myb122 i cyp79b2 cyp79b3,
ktore produkujg jedynie §ladowe ilosci IG (Ryc. 7) [75, 95, 102, 107]. Jesli tylko takie
specyficzne wielokrotne mutacje mogg efektywnie, i bez negatywnego wptywu na rozwoj
ro$lin, obnizy¢ akumulacje glukozynolanow, naturalne powstawanie linii gatunkow
Brassicaceae z defektem w produkcji tych metabolitow wydaje si¢ niezwykle mato

prawdopodobne.
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1.7.3. Defekty w biosyntezie IG i nadprodukcja auksyn

Wspomniane powyzej fenotypy wzrostu obserwowane w liniach z brakiem
niektorych enzymow zwigzanych z biosyntezg glukozynolanéw ttumaczone sa gldwnie
akumulacjg reaktywnych produktow posrednich biosyntezy glukozynolanow, ktore moga
negatywnie wptywacé na szereg procesow biochemicznych zachodzacych w komorce
ro$linnej. Dodatkowo, linie surl i sur2 zostaly wyizolowane podczas poszukiwania
mutantow z defektami w biosyntezie auksyn, hormonéw roslinnych, bioracych udziat
w regulacji wzrostu i rozwoju ro$lin [79, 84]. Zaobserwowano, ze linie te charakteryzuja
si¢ silng nadprodukcja jednej z auksyn, kwasu indolilo-3-octowego (ang. indolyl-3-acetic
acid, IAA), co moze thumaczy¢ czg$¢ wymienionych powyzej defektow rozwojowych
obserwowanych w tych dwodch liniach. Pozniejsze badania nad mutantami cyp79b2
cyp79b3 i cyp83bl pozwolity na lepsze poznanie mechanizméw wiodacych do
nadprodukcji IAA w mutantach sur. Podwojny mutant cyp79b2 cyp79b3 charakteryzuje
si¢ niewielkim zahamowaniem wzrostu i spadkiem akumulacji IAA obserwowanymi
w podwyzszonej temperaturze. Ten fenotyp wskazuje na zdolno$¢ A. thaliana do
metabolizmu produktu aktywnosci CYP79B2/3, IAOx, do IAA [76]. Z kolei w linii
cyp83b1, oprocz wspomnianej wezesniej nadprodukeji IAA, zaobserwowano zwigkszong
ekspresj¢ genow MYB34, CYP79B2 i CYP79B3 [98]. Zasugerowalo to istnienie
mechanizmu sprz¢zenia zwrotnego, ktory w roslinach typu dzikiego kontroluje poziom
IG i w przypadku spadku ich akumulacji, prowadzi do aktywacji szlaku biosyntezy tych
metabolitow (Ryc. 9). Jednak przy braku monooksygenazy CYP83B1 zwigkszona
aktywnos¢ CYP79B2/3 prowadzi do nadprodukcji IAOx, ktory w wyzszych stezeniach
moze by¢ konwertowany przez CYP83A1. Tlumaczy to jedynie niewielki defekt
w akumulacji 1G obserwowany w mutancie cyp83bl. Rownocze$nie uruchomione
zostaje przekierowanie nadmiaru IAOx do TAA, skutkujac nadprodukcja tego hormonu
(Ryc. 9) [98]. Wprowadzenie mutacji myb34 w linii cyp83b1 skutkuje, przynajmniej we
wczesnych etapach rozwoju siewek, przywroceniem porownywalnego z typem dzikim
fenotypu wzrostu, co z kolei wskazuje na spadek nadprodukcji IAA [98]. Sugeruje, to ze
sprzgzenie zwrotne regulujace poziom IG w roslinach A. thaliana typu dzikiego jest

przynajmniej czgsciowo kontrolowane przez MYB34 (Ryc. 9).
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Ryc. 9. Uproszczony mechanizm dziatania sprze¢zenia zwrotnego regulujacego poziom
akumulacji glukozynolanéw indolowych oraz jego wpltyw na akumulacj¢ kwasu indolilo-3-
octowego w przypadku mutacji genu CYP83B1. Strzatki przerywane wskazuja procesy
wieloetapowe. Zielone strzatki skierowane w gore odpowiadajg nadprodukcji metabolitu lub
zwigkszonej ekspresji genu, za§ czerwone strzatki w dot wskazuja obnizong akumulacje
metabolitu. Indolilio-3-acetaldoksymu w zwigkszonym stezeniu moze by¢ metabolizowany
przez CYP83A1.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto dokladne zbadanie biosyntezy
glukozynolanow w gatunkach nalezacych do kladu IT Camelineae plemienia Camelineae,
dla ktorych dotychczasowe opublikowane niekompletne wyniki sugerowaty
bezprecedensowy dla roslin Brassicaceae deficyt w biosyntezie glukozynolandéw. Do
naszych eksperymentow wybrali§my 5 gatunkow reprezentujacych ten klad: C. rubella,
C. grandiflora, C. bursa-pastoris, Cam sativa i N. paniculata razem z ro§ling modelowg
A. thaliana, ktéra jest blisko spokrewniona z badanymi gatunkami, a dodatkowo
produkuje glukozynolany w ilo$ciach reprezentatywnych dla rodziny Brassicaceae.
W ramach prowadzonych do$wiadczen postanowilismy przeprowadzi¢ systematyczne,
analizy LC-MS glukozynolanow w réznych organach i na réznych etapach rozwojowych
badanych roslin. Dodatkowo planowali§my identyfikacje ortologdw gendw zwigzanych
z biosynteza glukozynolanéw w gatunkach kladu II oraz analizy ekspresji tych genow
w organach, dla ktérych przeprowadzimy analizy metaboliczne. Co istotne w tym
kontekscie, dla C. rubella, C. grandiflora, Cam sativa i N. paniculata, dost¢pne sa
sekwencje genomowe umozliwiajace tego typu analizy. ZalozyliSmy, ze wyniki uzyskane
podczas naszych analiz metabolomicznych, genomicznych i transkryptomicznych
pozwola nam nie tylko jednoznacznie okresli¢ zdolnos¢ badanych gatunkow do
biosyntezy glukozynolanow, ale jednocze$nie wskazg na potencjalne molekularne
podstawy réznic w biosyntezie i akumulacji tych metabolitow pomigdzy A. thaliana
a gatunkami kladu II Camelineae. W kolejnych etapach pracy zatozylismy weryfikacje
przynajmniej niektorych z potencjalnych molekularnych przyczyn zmian w biosyntezie
glukozynolandéw, co powinno pomdc w zrozumieniu ewolucyjnych zmian jakie zaszty

w tym skomplikowanym szlaku biosyntezy metabolitow wtornych.
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3. Materialy i metody

3.1. Lista uzytych odczynnikéw

Antybiotyki:

ampicylina (BioShop, Kanada)
kanamycyna (BioShop, Kanada)
karbenicylina (BioShop, Kanada)
rifampicyna (BioShop, Kanada)

Enzymy:
DNaza | wolna od RNaz (Qiagen, Niemcy)

enzymy restrykcyjne Ascl, Sbfl, EcoRI (New England Biolabs, USA)
inhibitor rybonukleaz RNasin Plus RNase Inhibitor (Promega, USA)
ligaza T4 DNA ligase (Promega, USA)

mieszanina enzymoéw USER enzyme (ang. Uracil-Specific Excision Reagent)
(New England Biolabs, USA)

polimeraza GoTag DNA Polymerase (Promega, USA)
polimeraza PfuTurbo Hotstart DNA Polymerase (Agilent, USA)
polimeraza Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Thermo Scientific, USA)

Zestawy do pracy z kwasami nukleinowymi:

DNA Clean & Concentrator Kit (Zymo Research, USA); zestaw do oczyszczania
produktéw reakcji PCR z mieszaniny poreakcyjnej

iTag Universal SYBR Green Supermix (Biorad, USA); zestaw do
przeprowadzania iloSciowej reakcji PCR z odwrotng transkrypcja

Omniscript RT Kit (Qiagen, Niemcy); zestaw do odwrotnej transkrypcji

RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Niemcy); zestaw do izolacji catkowitego RNA
Z tkanek roslinnych

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, USA); zestaw do
oczyszczania fragmentow DNA z zelu agarozowego po elektroforezie

Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research, USA); zestaw do izolacji
plazmidoéw z zawiesin bakteryjnych
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Pozostale odczynniki:

acetonitryl, czystos¢ LC-MS (VWR, USA)

agar (BioShop, Kanada)

agaroza (BioShop, Kanada)

BASTA 150 SL (Bayer, Niemcy)

-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, Niemcy)

bufor obcigzajacy Purple Gel Loading Dye (New England Biolabs, USA)
bulion lizogenny LB (ang. lysogeny broth) Miller (BioShop, Kanada)
chlorek magnezu (Sigma-Aldrich, Niemcy)

chloroform (POCH, Polska)

deoksyrybonukleotydy dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Promega, USA)
dimetylosulfotlenek, DMSO (Bioshop, Kanada)

dodecylosiarczan sodu, SDS (VWR, USA)

ekstrakt drozdzowy (BioShop, Kanada)

ekstrakt wolowy (BioShop, Kanada)

etanol (Merck, Niemcy)

glicerol (Chempur, Polska)

izopropanol (VWR, USA)

kwas mrowkowy (Merck, Niemcy)

kwas octowy (POCH, Polska)

kwas solny (POCH, Polska)

kwas wersenowy, EDTA (BioShop, Kanada)

pepton (BioShop, Kanada)

pozywka Murashige & Skoog Medium (Duchefa, Holandia)
sacharoza (Chempur, Polska)

Silwet L-77 (PhytoTechnology Laboratories, USA)

starter Oligo(dT) (Genomed, Polska)

SYBR Green Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA)
tris(hydroksymetylo)aminometan, Tris (BioShop, Kanada)
wodorotlenek sodu (POCH, Polska)
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Standardy analityczne:

1-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan, 1MI3G (oczyszczony z lisci
A. thaliana)

4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan, 4MI3G, (oczyszczony z lisci
A. thaliana)

kwas indolilo-3-octowy, IAA (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Bufory i pozywki:

bufor Edwardsa (200 mM Tris/HCI pH 7,5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA,; 0,5%
SDS)

pozywka YEB (ang. Yeast Extract Beef) (5 mg/ml ekstraktu wotowego, 1 mg/ml
ekstraktu drozdzowego, 5 mg/ml peptonu, 5 mg/ml sacharozy i 0,5 mg/ml
MgCly)

3.2. Material roslinny

Do przeprowadzenia eksperymentéw wykorzystano nastepujace linie roslin:

= A.thaliana, ekotyp Columbia-0 (Col-0).

C. rubella, ekotyp Monte Gargano; nasiona uzyskane z Nottingham

Arabidopsis Stock Center (nr linii: N9606).

= C. rubella, ekotyp Grl; nasiona otrzymane od prof. Tanji Slotte (Uniwersytet
Sztokholmski, Szwecja) [35].

» C. bursa-pastoris, nasiona uzyskane z B&T World Seeds (nr linii: 1507).

= C. grandiflora, nasiona otrzymane od prof. Miltosa Tsiantisa (Max Planck
Institute for Plant Breeding Research, Niemcy).

= Cam. sativa, linia DH55, nasiona otrzymane od dr Isobel Parkin (Saskatoon
Research and Development Centre, Agriculture and Agri-Food Canada,
Kanada) [36].

= N. paniculata, nasiona uzyskane od dr Arne Saatkamp (Aix Marseille
Université, Francja) [160].

= A thaliana, linie mutantow myb34, myb51, myb122 i potr6jny mutant

myb34/51/122; nasiona uzyskane od dr Henninga Frerigmanna (Uniwersytet

w Kolonii, Niemcy) [102].
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= A thaliana, linia cyp83b1 SALK_071430; nasiona uzyskane z Nottingham
Arabidopsis Stock Center (nr linii: N571430). Homozygotyczny mutant
wyizolowany w Zaktadzie Metabolomiki Funkcjonalnej Roslin, ICHB PAN.

= A. thaliana, podwdjne mutanty cyp83b1l myb34, cyp83b1l myb51 i cyp83bl
myb122; linie wygenerowane w Zakltadzie Metabolomiki Funkcjonalnej
Roslin, ICHB PAN.

Nasiona badanych gatunkéw Camelineae, jak rowniez wygenerowanych
w ramach tej pracy transgenicznych linii C. rubella (pokolenie T2) wysiewano do
doniczek z ziemig i uprawiano w komorze hodowlanej w temperaturze 23/20°C
(dzien/noc) w warunkach krétkiego dnia (8 h §wiatta, 16 h ciemnosci). Po 2 tygodniach
od wysiewu, pojedyncze siewki byly przenoszone do osobnych doniczek i uprawiane
nadal w tych samych warunkach. Po 6 tygodniach wszystkie rosliny, z wyjatkiem ekotypu
Monte Gargano C. rubella, umieszczano w warunkach dlugiego dnia (16 h $wiatla,
8 h ciemnosci) w celu zainicjowania kwitnienia. W przypadku C. rubella Monte Gargano,
przed przeniesieniem roslin do komory o warunkach dtugiego dnia, umieszczano je
najpierw na 2 tygodnie w komorze hodowlanej o temperaturze 4°C i krotkim dniu, w celu
przeprowadzenia wernalizacji niezbednej do kwitnienia tej linii.

Z roslin 4- i 6-tygodniowych pobierano probki lisci, a dodatkowo z dojrzatych
ro$lin zawigzujacych nasiona pobierano probki roéwniez z liSci, pedow, tuszczynek
| korzeni. Ze wzglgdu na roznice rozwojowe pomigdzy badanymi gatunkami, o tym
punkcie czasowym decydowato stadium rozwojowe, a nie wiek rosliny. Orientacyjny
czas osiggnigcia tego stadium dla A. thaliana, C. bursa-pastoris i Cam. sativa wynosit
okoto 8-9 tygodni, dla C. rubella i C. grandiflora okoto 10-11 tygodni, za$ dla
N. paniculata okoto 12-13 tygodni. Wszystkie probki tkanek roslinnych zamrazano
niezwlocznie po pobraniu w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C.

Badane gatunki Camelineae hodowano rowniez in vitro w celu uzyskania probek
z 2-tygodniowych siewek badanych gatunkéw. W przypadku A. thaliana, C. rubella,
C. bursa-pastoris i C. grandiflora siewki uprawiano w 24-dotkowych ptytkach
wypehionych pozywka Murashige & Skoog zawierajaca 0,5% sacharozy i 0,5% MES
0 pH réwnym 5,7. W celu zniwelowania ryzyka zakazen pozywki, nasiona sterylizowano
2 X 3 min w 70% roztworze etanolu, a nastepnie 2 min w 96% roztworze etanolu. SiewkKi

Cam. sativa i N. paniculata z powodu znacznie wigkszych rozmiar6w uprawiane byty
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w doniczkach wypetlionych mieszanka perlitu, wermikulitu i1 piasku. Pobrane probki
tkanek roslinnych zamrazano w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C.

W przypadku linii myb34, myb51, myb122, cyp83bl, cyp83bl myb34, cyp83bl
myb51 i cyp83bl mybl122, wykorzystywanych do analiz IAA, nasiona wysiewano do
doniczek, ktore wstawiano do komory hodowlanej zaprogramowanej na warunki
krotkiego dnia (jak wyzej). Po okoto 2 tygodniach siewki przenoszono do krazkow
torfowych Jiffy-7 o $rednicy 44 mm (Jiffy, Niemcy) i hodowano nadal w warunkach
krétkiego dnia do osiggniecia wieku 6 tygodni.

Do przeprowadzenia transformacji roslin linii C. rubella Grl i A. thaliana
myb34/51/122, nasiona wysiewano jak opisano powyzej, a nastgpnie po okoto
2 tygodniach siewki przenoszono do doniczek wypetnionych ziemia. Rosliny hodowano
w warunkach kroétkiego dnia do osiggnigcia wieku 6 tygodni, po czym przeniesiono je do
komory hodowlanej o warunkach dlugiego dnia gdzie wzrastaty do momentu zawigzania

kwiatostandw.

3.3. ldentyfikacja ortologéw i analizy filogenetyczne

Sekwencje kodujace gendw oraz biatek zostaty pobrane z dostgpnych baz danych:

= Phytozome v12  (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml)  dla
A. thaliana, A. lyrata, C. rubella i C. grandiflora

= Genome Prairie (http://www.camelinadb.ca/) dla Cam. sativa

= Cardamine hirsuta genetic and genomic resource (http://chi.mpipz.mpg.de/)

dla Car. hirsuta

Dla N. paniculata surowe sekwencje genomowe pobrano z baz danych CoGe

(https://genomevolution.org/coge/)

Dla A. thaliana sekwencje znanych gendéw i bialek zwigzanych z biosyntezg
glukozynolanow wyszukano na podstawie ich adnotacji w sekwencji genomowe;.
W przypadku C. rubella, C. grandiflora, A. lyrata, Cam. sativa i Car. hirsuta
zastosowano algorytm BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) w celu
znalezienia gendw i biatek o wysokim podobienstwie do sekwencji znanych z A. thaliana.
W przypadku Cam. sativa wykorzystaliSmy réwniez opublikowang list¢ potencjalnych
ortologdw badanych genow [36]. Ze wzglgedu na brak adnotacji gendéw dla genomu

N. paniculata oraz brak sekwencji kodujacych i biatkowych, sekwencje wybranych
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ortologdw ustalilismy wykorzystujac algorytm BLAST, a nastepnie poréwnujac dostgpna
sekwencje genomowa dla tego gatunku z sekwencjami kodujgcymi z innych gatunkow,
co pozwolito przewidzie¢ lokalizacj¢ intronéw i eksonow. Dysponujac przypuszczalng
sekwencjg kodujacg danego genu w N. paniculata, przepisaliSmy jg na odpowiadajgca jej
sekwencje biatkowa za pomocg narzgdzia Expasy (https://web.expasy.org/translate/).
Liste wszystkich wyszukanych lub zidentyfikowanych ortologow badanych genéw
umieszczono w Tabeli 2.

Tabele podobienstwa sekwencji biatkowych wybranych enzymow przygotowano
za pomoca oprogramowania MatGAT v2.01. Analizy filogenetyczne wykonano za
pomocg oprogramowania MEGA v10.1 stosujac metode najblizszego sasiada (ang.
neighbor-joining). Wyréwnanie wybranych sekwencji biatkowych przeprowadzono
rowniez w programie MEGA v10.1 przy uzyciu algorytmu MUSCLE (ang. Multiple
Sequence Comparison by Log-Expectation), nastepnie wyniki eksportowano do formatu

FASTA i edytowano graficznie za pomocg oprogramowania Jalview v2.1.

Tabela 2. Lista analizowanych genéw zwigzanych z biosyntezg glukozynolanéw
w A. thaliana oraz ich zidentyfikowanych ortologéw w C. rubella, C. grandiflora i Cam.
sativa.

A. thaliana C. rubella C. grandiflora Cam. sativa

Csa049051240.1
Aktyna At2937620.1 Carubv10023442 | Cagra.18121s0003.1 Csa06g040380.1
Csa05g016060.1

Csall1g003080.1
CYP79B2 At4939950.1 Carubv10004524 Cagra.5414s0021.1 Csal0g002730.1
Csal2g003200.1

Csal6g044070.1
CYP79B3 At2g22330.1 Carubv10025388 Cagra.7028s0001.1 Csa079052430.1
Csa099g086670.1

Csal7g021980.1
CYP79F1 Atlg16410.1 Carubv10010983 Cagra.0824s0013.1 Csal4g020530.1
Csa03g020150.1

Csal7g021960.1

CYP79F2 At1g16400.1 Carubv10011470 Cagra.0824s0012.1 Csal4g020510.1
Csa039020120.1
Csa00382s010.1
CYP83Al At4g13770.1 Carubv10004635 Cagra.4326s0004.1 Csal0g033000.1

Csal29061690.1

Csallg011890.1
CYP83B1 At4g31500.1 Carubv10007516 Cagra.3807s0022.1 Csal0g011030.1
Csal29014260.1
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Csa02g068380.1
MYB28 At5061420.2 Carubv10027861 Cagra.0542s0036.1 Csallg097210.1
Csal8g034740.1

Csa08g056690.1
MYB29 At5907690.1 Carubv10001328 Cagra.2925s0017.1 Csal3g009720.1
Csa20g010130.1

MYB34 At5960890.1 Carubv10027524 Cagra.2519s0060.1

Csa03g022420.1
MYB51 Atl1g18570.1 Carubv10009563 Cagra.4153s0023.1 Csa03g022440.1
Csal4g023900.1

Csa079g044350.1
MYB122 Atlg74080.1 Carubv10020723 Cagra.0876s0043.1 Csa09g078700.1
Csal6g038030.1

Csal5g082360.1
SUR1 At2g20610.1 Carubv10013645 Cagra.2516s0008.1 Csal19g048070.1
Csa01g043660.1

3.4. lIzolacja calkowitego RNA i analiza ekspresji genow

Do izolacji catkowitego RNA uzywano okoto 50 mg zamrozonej tkanki roslinne;.
Izolacje prowadzono za pomocg za pomocg zestawu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Niemcy) zgodnie z zatagczonym przez producenta protokotem. Dodatkowo zastosowano
rowniez enzym DNAza I (Qiagen, Niemcy) w celu uniknigcia zanieczyszczenia RNA
genomowym DNA. Stezenie 1 jako$¢ wyizolowanego RNA sprawdzono za pomoca
spektrofotometru NanoDrop (Thermo Scientific, USA). Nastgpnie 2 pg RNA poddano
odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu Omniscript RT Kit (Qiagen, Niemcy) wedtug
zalgczonego protokotu. W celu spowolnienia degradacji RNA w tym procesie
zastosowano inhibitor rybonukleaz RNasin Plus RNase Inhibitor (Promega, USA).
Otrzymane w wyniku odwrotnej transkrypcji komplementarne DNA (cDNA) zostato
nastepnie rozcienczone do stezenia 25 ng/pl.

W kolejnym kroku uzyskane cDNA zostalo wykorzystane jako matryca
w ilo$ciowe;j reakcji PCR z odwrotng transkrypcja (ang. quantitative reverse transcription
PCR, RT-gPCR). Do reakcji tej zastosowano bufor zawierajacy polimeraze iTaq
Universal SYBR Green Supermix (Biorad, USA) oraz termocykler CFX Real-Time PCR
Detection System (Biorad, USA), stosujac gen kodujacy aktyne jako gen referencyjny.
Sekwencje starterow zastosowane dla poszczegolnych gendéw zaprojektowaliSmy przy
uzyciu oprogramowania BioEdit v7 (Tabela 3). Dla heksaploidalnego gatunku Cam.

sativa zaprojektowaliSmy uniwersalne pary starterow, ktore pasujag do wszystkich
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(zazwyczaj trzech) zidentyfikowanych ortologéw poszczegoélnych genow, pozwalajac
ewentualnie na niedopasowanie pojedynczych nukleotydow. Podobnie przygotowalismy
uniwersalne pary starterow dla blisko spokrewnionych C. rubella i C. grandiflora. Te
same startery wykorzystaliSmy do analiz C. bursa pastoris, dla ktorej nic ma dostepne;j
sekwencji genomowej. Wszystkie sekwencje starterow uzytych do analiz RT-gPCR
zostaly uwzglednione w Tabeli 3. Wszystkie reakcje przeprowadzono zgodnie
Z protokotem zawartym w Tabeli 4.

Wzgledny poziom ekspresji badanych ortologéw genéw wyznaczyliSmy przy
uzyciu metody ACt w odniesieniu do poziomu ekspresji genu kodujacego aktyne wedtug

Wzoru:
ACt = 2(¢ta=Cto)

gdzie: ACt — wzgledna warto$¢ ekspresji, Cta — warto$¢ cyklu progowego dla genu

referencyjnego, Cty — warto$¢ cyklu progowego dla badanego genu.

W niektorych przypadkach, otrzymane wartosci wzglednej ekspresji badanych
genow zostaly dodatkowo znormalizowane dzielac kazda z nich przez maksymalng

warto$¢ uzyskang dla danego genu w wybranym gatunku.

Tabela 3. Lista starteréw uzytych do analiz RT-qPCR.

A. thaliana
At_Aktyna F CCGGTATTGTGCTGGATTCT
At_Aktyna R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG

At_CYP79B2_F

AACAAAAAGAAACCGTATCTGCCAC

At_CYP79B2_R

TCCTAACTTCACGCATGCTATCTC

At_CYP79B3_F ACCGCTGATGAAATCAAACC
At_CYP79B3_R TCCGACGACTCTATCGATCT
At_CYPT79F1_F ACCACATCATTACCATACCCTT
At_CYPT79F1_R ATGCCGGCAAAGTTGAAAC

At_CYP79F2_F

AACCCACACCATCACCATAAA

At_CYP79F2_R

CGCAGCTTCCAACATATTCAAC

At_CYP83A1_F CACATCGTGGCCATGAGTT
At_CYP83A1_R ACTTCGGATTTATCCGCGG
At_CYP83B1_F GAAATCTCTCCGGTTACCTC
At_CYP83B1_R TAGCTCGGCCGAGGAGATCA
At_MYB28_F ACGTTTGATGGAACAGGGTATT
At_MYB28_R CCATCATTGCTGCTAAGCTC
At_MYB29_F GCTCCTGATCGATAAGGGAATC
At_MYB29_R GGCGCCTAGTATAGTTCCC
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At MYB34_F GTGAAGGTGGATGGCGTACT

At MYB34 R CCACTTGTTACCCTTAAGAGCATGA

At MYB51 F CCTCCGTTAACAATCCTCTA

At MYB51 R CATCCTCGTGAAGAAACCTC

At MYB122 F GTTGTAGAGCAGAAGGGTTGA

At MYB122 R TCTCAATCTGCAGCTTTTGC

At SURL F CGCAAGTTTGATCTTCTTCCCGA

At SURL R CCGTCTCTGCAACCTTTTTG
C.rubella/ C. grandiflora / C. bursa-pastoris

Cr_Aktyna_F CCGGTATTGTGCTGGATTCT

Cr_Aktyna_R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG

Cr_CYP79B2_F CGGATCTCATCACTCCCACT

Cr_CYP79B2_R CTTTAGCATGGCCGGAATCA

Cr_CYP79B3_F ACCGCTGATGAAATCAAACC

Cr_CYP79B3_R GCCGACGACTCTGTCAATCT

Cr_CYP79F1_F GATGAAAAGAGTGATCACAACGG

Cr_CYP79F1_R GCCACAAGATGATGCTTTTC

Cr_CYP79F2_F

CGAAACTGAGAAAAGTGATCACG

Cr_CYP79F2_R

CCTCAAGATGGTGTTTTTCCGC

Cr_CYP83AL_F

GCTGGATGGGCTAAAAAGTAC

Cr_CYP83A1l R CGAGAACAAGTGGTTCATCC
Cr_CYP83B1_F GAAACCTCTCCGGCTACCTC
Cr_CYP83B1 R CTAGCTTTGCCGAGGAGATG
Cr_MYB28_F AGCTCAATGCCTTCTCTGT
Cr_MYB28 R CAGAAGCCGACAATATATCTTTG
Cr_MYB29 F ATACGGTGCTTCCTTGACATC
Cr_MYB29 R GTTGTCCATCTGAAGTTGATCACTA
Cr_MYB34_F GTGAAGGTGGATGGCGTACT
Cr_MYB34_ R CCACTTGTTACCCTTAAGAGCATGA
Cr_MYB51_F CCTCCGTTAACAATCCTCCA
Cr_MYB51 R CGTCCTCGTGAAGAAACCTC
Cr_MYB122 F GCTGTAGAGCAGAAGGGTTGA
Cr_MYB122 R TCTCAGTCTGCAGCTTTTGC
Cr_ SUR1 F CGCAAGTATGATCTTCTTCCTGA
Cr SUR1 R CCGTCTCTGCAACCTTTTTG

Cam. sativa
Cs_Aktyna_F CTTCATGCTGCTTGGTGC
Cs_Aktyna_R TTAATTCTCCAGCTATGTATG
Cs CYP79B2_F GAACACTTTTACCTCAAACTC
Cs CYP79B2 R TAGCATCGCCGGAATCATT

Cs_CYP79B3_F

GAGCATATGGATGCTATGTTC

Cs_CYP79B3_R

GTCCTTAATAGAGATGAAAATGT

Cs_CYP79F1_F

ACATTTTTTCGGATGATGGGA

Cs_CYP79F1_R

CGTCGATTATGGGATTGTTG

Cs_CYP79F2_F

GTTTGGAAGGAGACATGTCA

Cs_CYP79F2_R

CCTCTTGACCATCAATATTCC

Cs_CYP83A1_F

GCTAGATGGGCCAAAAAATAC
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Cs_CYP83A1 R

GTGAGAATACATGGTTCATCC

Cs_CYP83B1_F TGAACCTCTTCAGCCCAA
Cs_CYP83B1_R CCGTACTCATTGTAACGCTT
Cs MYB28 F GAGACAGAGAAGGCATTGA
Cs_MYB28_R AGAACGGACAACGAGATCAA
Cs_ MYB29 F ATCATTGAGACATGGAGGAGA
Cs_MYB29 R GTGATGAGACACCGAGAC
Cs MYB51 F TCCTCCGTTAACAATCATCTA
Cs_MYB51_R TGTCTTGACGTTCATAGACC
Cs_MYB122_F CCATTGGAACACTCACATCAA
Cs_MYB122_R GCTACTCTGTTTAAGAACCGA
Cs_SUR1_F TCCTGCGATCCTGGAGAA
Cs_SUR1_ R ATCTCTCAAGTGCATCCTCAA
N. paniculata
Np_Aktyna_F CTTCATGCTGCTTGGTGC
Np_Aktyna_R TTAACTCACCAGCTATGTATG
Np_CYP79B2_F GAACACTTTTACCTCAAACTC
Np_CYP79B2_R TAGCATCGCCGGAATCATT

Np_CYP79B3_F

GAGCATATGGATGCTATGTTC

Np_CYP79B3_R

GTCCTTGATAGAGATGAAAATGT

Np_CYP79F1_F

ACGTTTTCTCGGATGATGGGA

Np_CYP79F1_R

CTTCGATTATGGGATTGTTG

Np_CYP79F2_F

GTTTGGAAGGAGACATGTCA

Np_CYP79F2_R

CCTCTTGACCATCAAGATTCC

Np_CYP83A1_F

GCTGGATGGGCCAAACAATAC

Np_CYP83A1 R

GTGAGAACACGTGGTTCATCC

Np_CYP83B1_F TGAACCTCTTCAGCCCAA
Np_CYP83B1_R CCGTACTCATTGTAACGCTT
Np_MYB28_F GAGACAGAGAAGGCATTGA
Np_MYB28_R AGAACAGACAACGAGATCAAG
Np_MYB29_F CATTGAGACATGAAGACAATGG
Np_MYB29 R CTGATGAGACACCGAGAC
Np_MYB51_F TCCTCCGTTAACAATCATCTA
Np_MYB51 R GTCTTGACGTTCGTACACC
Np_MYB122_F CCATTGGAACACTCACATCAA
Np_MYB122 R CAACTCTGTTCAAGAACCGA
Np_SUR1 F GTAACGCTGAGAGGTGTCA
Np_SURIL R AGTGATAAAGTTACCGTCTTGC
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Tabela 4. Program reakcji RT-gPCR

Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 30 sek
Przytaczanie starterow 54°C 30 sek 35
Wydtuzanie starterow 72°C 1 min
Ostateczne wydhuzanie 72°C 5 min

3.5. Ekstrakcja metabolitéw

Probki zawierajace okoto 200 mg pobranych tkanek roslinnych, zamrozonych
w cieklym azocie, zostaly wykorzystane do ekstrakcji w DMSO (2,5 pl na 1 mg $wiezej
tkanki) przy uzyciu kulek cyrkoniowych o $rednicy 1 mm (Carl Roth, Niemcy). Uzycie
dla wszystkich probek statej objetosci rozpuszczalnika w przeliczeniu na mas¢ $wiezej
tkanki umozliwito poréwnanie zwartosci poszczegolnych glukozynolanéow pomiedzy
analizowanymi probkami. Ekstrakcje przeprowadzono w homogenizatorze Precellys
Evolution (Bertin Instruments, Francja) z czgstotliwoscig wytrzasania 8000 rpm w czasie
2 x 30 sek dla lisci, pedow i tuszczynek oraz 10000 rpm w czasie 3 x 30 sek dla korzeni.
Po homogenizacji proby poddano wirowaniu przez 20 min z czgstotliwoscig 15000 rpm
w temperaturze 4°C. Nast¢pnie supernatant przeniesiono do fiolek chromatograficznych

i wykorzystano do analiz LC-MS/MS.

3.6. Identyfikacja i analiza iloSciowa glukozynolanéw

Analizg jakosciowa i ilo$ciowg glukozynolanéw przeprowadzono przy uzyciu
systemu do ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemows
spektrometrig mas (UPLC-MS/MS), sktadajacego si¢ z chromatografu Acquity UPLC
(Waters, USA) oraz spektrometru mas micrOTOF-Q (Bruker Daltonics, Niemcy).
Rozdzial chromatograficzny przeprowadzono stosujac kolumng XSelect HSS T3 C18
(2,1 x 150 mm o $rednicy uziarnienia 2,5 pm) (Waters, USA). Jako fazy ruchome
zastosowano 0,1% roztwor kwasu mrowkowego w wodzie (rozpuszczalnik A) oraz 98%
roztwor acetonitrylu w wodzie (rozpuszczalnik B) z przeptywem 0,3 ml/min
w nastepujacym gradiencie: 0-0,5 min 100% A; 0,5-22 min od 0% B do 25% B; 22-29
min od 25% B do 80% B; 29-30 min od 80% B do 100% B z utrzymaniem tych warunkow
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do 35 min, a nastgpnie 35-55 min 100% A dla stabilizacji kolumny. Widma masowe
rejestrowano w trybie jonizacji ujemnej stosujac metod¢ jonizacji przez
elektrorozpraszanie i skanowano w zakresie 50-1000 m/z przy zastosowaniu
nastepujacych parametréw: napiecie w zrodle jonow -4,5 kV; temperatura w zrodle jonow
220°C, energia kolizji 25 eV.

Obecnosé wczesniej wspomnianych charakterystycznych jonow
fragmentacyjnych wyraznie sugeruje czasteczke glukozynolanu, a warto$¢ m/z jonu
molekularnego wskazuje mase¢ deprotonowanej czgsteczki konkretnego zwigzku.
Uzyskane warto$ci m/z porownano z dost¢pna literaturg i bazami danych glukozynolanow
zidentyfikowanych w gatunkach rodziny Brassicaceae [20]. Zawarto$¢ poszczegdlnych
glukozynolandbw  oszacowano poprzez obliczenie powierzchni pikow na
chromatogramach jonéw molekularnych. Powierzchnie pikéw wyznaczono przy pomocy
oprogramowania DataAnalysis v4.1 (Bruker Daltonics, Niemcy). Catkowita zawartos¢
AG i IG obliczono poprzez zsumowanie powierzchni pikow wszystkich glukozynolanow

reprezentujacych konkretng ich klase.

3.7. Identyfikacji i analiza ilosciowa |AOx oraz IAA i jego

konjugatow

Identyfikacje 1 analizy iloSciowe IAOx oraz IAA 1 jego konjugatow
z aminokwasami i cukrami przeprowadzono korzystajac z systemu UPLC-MS/MS
ztozonego z chromatografu cieczowego Acquity UPLC (Waters, USA) sprzezonego
z wysokorozdzielczym spektrometrem mas Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap
(Thermo Scientific, USA). Rozdziatu chromatograficznego dokonano stosujac kolumng
Acquity UPLC HSS T3 C18 (2,1 x 50 mm o $rednicy uziarnienia 1,8 um) (Waters, USA).
Jako fazy ruchome zastosowano 0,1% roztwor kwasu mrowkowego w wodzie
(rozpuszczalnik A) oraz 98% roztwor acetonitrylu w wodzie (rozpuszczalnik B)
z przeptywem 0,4 ml/min w nastgpujacym gradiencie: 0-4 min od 0% B do 35% B;
4-6 min 35% B do 100% B z utrzymaniem tych warunkéw do 10 min, 10-10,3 min od
100% B do 0% B, a nastgpnie 10,3-15 min 100% A dla stabilizacji kolumny. Jako metode
jonizacji zastosowano ESI w trybie jonizacji ujemnej, skanujgc widma masowe
w zakresie 75-1000 m/z przy zastosowaniu nastgpujacych parametrow: napiecie w zrodle

jonow -3 kV; temperatura w zrodle jonéw 250°C, energia kolizji 15 eV.
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W celu prawidlowej identyfikacji IAA w badanych ekstraktach z lisci
6-tygodniowych ro$lin, przeprowadziliSmy analiz¢ UPLC-MS/MS standardu tego
zwiazku, co ujawnito czas retencji oraz fragmentacje tego zwigzku w zastosowanych
warunkach analitycznych. W trybie jonizacji ujemnej, IAA wykazuje w widmie
fragmentacyjnym charakterystyczne sygnaty przy m/z 116 i1 130, co wskazuje
odpowiednio jony fragmentacyjne [CgHeN]™ i [CoHsN]. W przypadku widm
fragmentacyjnych konjugatow IAA z cukrami i aminokwasami, poza wspomnianymi
jonami potomnymi, widoczne sg rowniez sygnaly przy m/z 174 odpowiadajace
deprotonowanej czasteczce IAA. Wartosci m/z jonéw molekularnych konjugatow 1AA
zostaty nastepnie poréwnane z dostepna literatura w celu identyfikacji konkretnego
zwiagzku [161, 162]. W przypadku IAOx nie uzyskalis$my jego widma fragmentacyjnego
przez co dalsze analizy przeprowadziliSmy w oparciu o sygnal przy m/z 173,
przypuszczalnie odpowiadajacy deprotonowanej czasteczce IAOx. Analiz¢ zardwno
IAOx, jak i IAA oraz jego konjugatow przeprowadziliSmy korzystajac z oprogramowania
Xcalibur v3.0 (Thermo Scientific, USA).

Uzyskane surowe dane LC-MS/MS ze wszystkich probek zostaly nastgpnie
przeprocesowane za pomocg oprogramowania MZmine v2.32 uwzgledniajac
wykrywanie pikow, tworzenie chromatogramow, ich wyréwnanie pomiedzy probkami
oraz uzupelnienie luk w otrzymanej tabeli z danymi [163]. Poziom akumulacji
poszczegdlnych zwiazkdw wyznaczono poprzez obliczenie powierzchni pikow na

chromatogramach ich jonéw molekularnych.

3.8. lzolacja genomowego DNA

Genomowe DNA gatunkow A. thaliana i C. rubella izolowane byto z lisci okoto
4-tygodniowych roslin przy uzyciu zmodyfikowanej metody Edwardsa. W pierwszym
etapie ~50 mg zebranej tkanki roslinnej homogenizowano za pomoca mini thuczkow
(Eppendorf, Niemcy) w 300ul buforu Edwardsa. Zhomogenizowana tkanka zostala
nastepnie inkubowana przez 10 min w temperaturze 65°C z wytrzgsaniem 500 rpm, po
czym inkubowano j3 kolejne 10 min na lodzie. W kolejnym etapie dodano 200 pl
chloroformu, wytrzasano do potaczenia faz i wirowano przez 5 min w temperaturze 4°C
z predkoscig 15000 rpm. Nastepnie 200 pl supernatantu przeniesiono do czystej probowki,
dodano 200 pl zimnego izopropanolu, wymieszano i1 wirowano jak poprzednio. Po

wirowaniu supernatant zlano zostawiajagc w probowce jedynie osad, po czym dodano
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500 ul 70% roztworu etanolu, wytrzgsano i wirowano 3 min w temperaturze 4°C
z predkoscig 15000 rpm. Nastepnie powtdrzono przemywanie etanolem i wirowanie, po
czym supernatant zlano, a osad suszono w temperaturze pokojowej do catkowitego
odparowania etanolu. Wysuszony osad zawieszono w 100 pl sterylnej wody. Czysto$¢
I stezenie wyizolowanego genomowego DNA sprawdzono za pomocg spektrofotometru

NanoDrop (Thermo Scientific, USA).

3.9. Generowanie linii transgenicznych roslin

W celu wygenerowanych linii transgenicznych A. thaliana i C. rubella,
przygotowaliémy konstrukcje genetyczne zawierajace interesujace nas geny
z odpowiednimi promotorami, w wektorze binarnym PAMPAT
(https://novoprolabs.com/vector/VVgmydooa) otrzymanym z Max Planck Institute for
Plant Breeding Research (Kolonia, Niemcy). Wektor ten wykorzystywany jest do
transformacji roslin przy uzyciu bakterii Agrobacterium tumefaciens, a dodatkowo
posiada sekwencje umozliwiajace jego transformacje i replikacje w Escherichia coli.
Jego sekwencja zawiera gen kodujacy biatko niosgce odpornos¢ wobec dwoch
antybiotykoéw: ampicyliny (w E. coli) i karbenicyliny (w A. tumefaciens), co umozliwia
selekcje bakterii po transformacji tym wektorem. Dodatkowo, zawiera on rowniez gen
kodujacy biatko odpornosci wobec glufosynatu amonowego, bedacego zwiazkiem
aktywnym herbicydu o nazwie BASTA, pozwalajac na pozniejsza selekcje roslin

transgenicznych po transformacji.

3.9.1. Metodyka przygotowania DNA

Plazmidy amplifikowano w odpowiednich szczepach E. coli i oczyszczano przy
pomocy zestawu Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research, USA). Poprawno$¢
reakcji cig¢ enzymatycznych oraz reakcji PCR sprawdzano poprzez rozdziat
elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym. Produkty PCR oczyszczano za pomocg DNA
Clean & Concentrator Kit (Zymo Research, USA). Produkty ci¢¢ enzymatycznych
rozdzielano elektroforetycznie w 1% Zelu agarozowym a nastgpnie oczyszczano za

pomocg Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, USA).
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3.9.2. Tworzenie konstrukcji genetycznej pAMPAT +promammysss
+AtMYB34 przy uzyciu metody USER

Metoda inzynierii DNA USER opiera si¢ na generowaniu lepkich koncow DNA
za pomocg mieszaniny enzymow USER (New England Biolabs, USA), ktora specyficznie
usuwa fragment jednej nici produktu reakcji PCR od 5 konca do wprowadzonej reszty
deoksyurydyny (dU) wiacznie. Startery do reakcji PCR zaprojektowane sa w taki sposob,
aby ich sekwencje zawieraty pojedyncze reszty dU wprowadzane sg do projektowanych
starterOw w miejscu reszty deoksytymidyny w odleglosci 6-10 nukleotydéw od konca 5’
[164]. W przypadku wektora odpowiednie lepkie konce generowane sg przez dziatanie
pary enzymu restrykcyjnego i nacinajacego (ang. nicking enzyme). Wektor pAMPAT
zostat wczesniej zmodyfikowany w naszym Zakladzie, tak aby zawieral kasete
AsiSI/Nb.bsml. Plazmid ten zostal strawiony restrykcyjnie enzymem AsiSI, co
spowodowato jego linearyzacje. Oczyszczony produkt nacigto enzymem Nb.bsml
tworzac specyficzne lepkie konce.

Amplifikacj¢ fragmentu DNA zawierajacego gen AtMYB34 wraz z jego
natywnym promotorem (jako promotor przyjeto region DNA o dtugosci 1345 par zasad
poprzedzajacych kodon start) przeprowadzono za pomocg reakcji PCR stosujgc
polimerazg PfuTurbo Hotstart (Agilent, USA), ktora wprowadza naprawe btedow oraz
umozliwia syntez¢ produktow zawierajacych dU. Do reakcji uzyto starterow
naktadajacych si¢ z odpowiednimi sekwencjami wektora (Tabela 5) i prowadzono ja
zgodnie z programem zawartym w Tabeli 6. W kolejnym kroku oczyszczony produkt
reakcji PCR oraz wczesniej przygotowany wektor zostaly uzyte do reakcji z udziatem
mieszaniny enzymoéw USER zgodnie z protokotem producenta, a otrzymana mieszanina

reakcyjna zostata wykorzystana do transformacji bakterii E. coli (Ryc. 10).

Tabela 5. Sekwencje starterow wykorzystane do amplifikacji wybranych fragmentow
genomowego DNA A. thaliana i C. rubella przy uzyciu klonowania USER i metody
klasycznej.

Nazwa startera Sekwencja (5'-3")
Klonowanie | AIMYB34. F CGTGCGAUGCCAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
USER [AtMyB34 R CACGCGAUTCAGACAAAGACTCCAACCATATTG
DromAtMYB34_F | ATATATATATATGGCGCGCCGGTGAGCACAAACTTGTGTT
kﬁ?{gﬁga DrOMAIMYB34 R | TTAGCCTGCAGGCTCTCTGCTCTTCTTCTTGA
Klonowania | CrMYB34_F ATATAGCCTGCAGGATGGTGAGGACACCATGTTG

CrMYB34_R GCGCGGAATTCGTGTTCTTATTCGTTCCAACAACC
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Tabela 6. Program reakcji PCR dla amplifikacji fragmentow genomowego
DNA przy uzyciu polimeraz PfuTurbo Hotstart i Phusion High-Fidelity.

PfuTurbo Hotstart Phusion High-Fidelity
Wstepna denaturacja 95°C, 2 min 98°C, 30 sek
Denaturacja 95°C, 30 sek 98°C, 10 sek
Przylaczanie starterow | 62°C, 30 sek x30 65°C, 30 sek x30
Wydtuzanie starterow | 72°C, 4 min 72°C, 1 min
Ostateczne wydtuzanie | 72°C, 10 min 72°C, 5 min

pA35S

kaseta
AsiSI/Nb.bmsl

PAMPAT+promAtMYB34+AtMYB34

7085 bp

kaseta
AsiSI/Nb.bms!

Ryc. 10. Mapa plazmidu pAMPAT wraz genem AtMYB34 i jego natywnym promotorem
otrzymanego za pomoca metody USER.
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3.9.3. Tworzenie konstrukcji genetycznej pAMPAT+promammyszs

+CrMYB34 przy uzyciu enzymow restrykcyjnych

Wektor pAMPAT strawiono restrykcyjnie enzymami Ascl i EcoRl.
Przeprowadzono amplifikacj¢ regionu promotorowego (dlugo$¢ jak powyzej) genu
AtMYB34 z genomowego DNA A. thaliana oraz sekwencji genu CrMYB34
z genomowego DNA ekotypu Monte Gargano gatunku C. rubella. Do reakcji tych
wykorzystano startery z dotgczonymi miejscami restrykcyjnymi (Tabela 5) oraz
polimeraze Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific, USA), posiadajaca aktywno$¢
naprawy btedow, zgodnie z programem reakcji PCR zawartym w Tabeli 6. Produkty
reakcji strawiono restrykcyjne enzymami Ascl i Sbfl (New England Biolabs, USA) dla
promotora AtMYB34 oraz Sbfl i EcoRI (New England Biolabs, USA) dla sekwencji genu
CrMYB34. Oczyszczone produkty PCR oraz strawiony wektor pAMPAT zostaly uzyte
do ligacji stosujac enzym T4 DNA Ligase (Promega, USA) zgodnie z zalagczonym przez
producenta protokolem (Ryc. 11). Otrzymana mieszanina reakcyjna po inkubacji

i dezaktywacji enzymu zostata wykorzystana do transformacji bakterii E. coli.

pAMPAT+promAtMYB34+CrMYB34

7274 bp

Ryc. 11. Mapa plazmidu pAMPAT wraz genem CrMYB34 i promotorem genu AtMYB34
otrzymanego przy zastosowaniu enzymow restrykcyjnych.
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3.9.4. Transformacja bakterii E. coli

50 ul zawiesiny glicerolowej elektrokompetentnych bakterii E. coli szczepu
DH10B (New England Biolabs, USA), przechowywanej w temperaturze -80°C,
rozmrozono i inkubowano na lodzie przez 30 min. Nastepnie do bakterii dodano 10 pl
mieszaniny po ligacji lub po reakcji z udziatlem mieszaniny enzyméw USER.
Elektroporacje¢ przeprowadzono w kuwecie o szerokosci szczeliny 0,1 cm (Biorad, USA),
przy uzyciu aparatu MicroPulser (Biorad, USA), stosujac pojedynczy impuls elektryczny
o napieciu 1,8 kV. W celu regeneracji, bakterie natychmiast zawieszono w 500 pl plynne;j
pozywki LB i inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 220 rpm przez 1 h.
Nastepnie 200 pl zawiesiny bakteryjnej wylozono na szalki selekcyjne zawierajace
pozywke LB wraz z agarem i ampicyling o stezeniu 100 pg/ml w celu przeprowadzenia
selekcji. Zamknigte szalki bakteryjne inkubowano w temperaturze 37°C przez 16 h.
Wyrosnigte pojedyncze kolonie zawieszono w 3 ml plynnej pozywki LB zawierajacej
ampicyling o tym samym stezeniu co poprzednio i inkubowano ponownie przez 16 h
w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 200 rpm. Z bakterii izolowano plazmid
| potwierdzano wstepnie otrzymanie zaplanowanej konstrukcji genetycznej poprzez
reakcje PCR, stosujac startery uzyte do klonowania, oraz poprzez trawienie restrykcyjne
weryfikujace unikalny wzor trawienia otrzymanego plazmidu. W przypadku
pozytywnego wyniku tych reakcji, zlecono sekwencjonowanie uzyskanego plazmidu

W celu potwierdzenia sekwencji 1 wykluczenia obecno$ci mutacji punktowych.

3.9.5. Transformacja bakterii A. tumefaciens

50 pl przygotowanych w naszym Zaktadzie elektrokompetentnych bakterii
A. tumefaciens szczepu GV3101::pMP90RK (uzyskane z Max Planck Institute for Plant
Breeding Research w Kolonii; szczep odporny wobec rifampicyny i kanamycyny),
przechowywanych w temperaturze -80°C, rozmrazano i inkubowano na lodzie przez
30 min. Do bakterii dodano 1 pul roztworu oczyszczonego plazmidu i przeprowadzono
elektroporacje w analogiczny sposob, jak w przypadku E. coli, zmieniajac jedynie
napiecie pradu na 2,2 kV. Nastepnie bakterie zawieszono w 900 ul pozywki YEB, po
czym inkubowano je w temperaturze 28°C z wytrzgsaniem 220 rpm przez 1 h.
W kolejnym kroku 100 pl zawiesiny bakteryjnej wyktadano na szalki selekcyjne
wypetnione pozywka YEB z agarem oraz antybiotykami: karbenicyling (100 pg/ml),
rifampicyjng (50 pg/ml) i kanamycyng (50 pg/ml). Szalki z bakteriami inkubowano
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w temperaturze 28°C przez okoto 1,5 doby. Pojedyncze kolonie bakteryjne zawieszono
w 2 ml plynnej pozywki YEB z antybiotykami o tym samym st¢zeniu i ponownie
inkubowano w temperaturze 28°C z wytrzasaniem 200 rpm przez 1,5 doby. Nastepnie
w celu weryfikacji obecno$ci plazmidu w transformowanych bakteriach A. tumefaciens,

przeprowadzono reakcj¢ PCR z wykorzystaniem otrzymanych zawiesin bakteryjnych.

3.9.6. Transformacja kwiatostanéw

Bakterie A. tumefaciens zawierajace odpowiednie plazmidy zostaly namnozone
w2 ml plynnej pozywki YEB z antybiotykami (jak wyzej). Inkubacje prowadzono
w 28°C z wytrzgsaniem 200 rpm przez 1,5 doby. Nastepnie 100 pl zawiesiny bakteryjne;j
przeniesiono do kolby stozkowej wypetnionej 20 ml pozywki YEB z antybiotykami
I ponownie inkubowano w tych samych warunkach kolejne 1,5 doby. W kolejnym kroku
przeniesiono 500 pl zawiesiny bakteryjnej do 10 ml pozywki YEB z antybiotykami, nadal
prowadzac inkubacje w tych samych warunkach. W trakcie inkubacji, co okoto 1 h
mierzono ODeoo zawiesin bakteryjnych, a kiedy jego warto$¢ osiggneta ~0,6 zawiesing
zwirowano w temperaturze pokojowej z predkoscig 4000 rpm. Nast¢pnie supernatant
zlano pozostawiajac jedynie osad, ktory zawieszono w 50 ml 5% roztworu sacharozy
i dodano 30 ul zwigzku powierzchniowo czynnego Silwet L-77. Kwiatostany dojrzatych,
okoto 8-10 tygodniowych roélin linii A. thaliana myb34/51/122 i C. rubella Grl
zanurzano przez 30 sekund w przygotowanych zawiesinach A. tumefaciens, a nastepnie
rosliny umieszczono w ciemnosci na 24 h. Po tym czasie rosliny ponownie przeniesiono
do komory hodowlanej o warunkach dlugiego dnia i uprawiano je do momentu
osiggnigcia dojrzalosci 1 wydania nasion. Wysuszone nasiona zebrano, oczyszczono
z pozostato$ci tuszczynek nasiennych i poddawano stratyfikacji w temperaturze 5°C

przez co najmniej 2 tygodnie.

3.9.7. Selekcja roslin transgenicznych

Nasiona zebrane z roslin pokolenia To zostaty wysiane do plastikowych tacek
wypelionych ziemia. Po okoto tygodniu od wykietkowania nasion, siewki pokolenia T1
zostaly spryskane roztworem herbicydu BASTA, zawierajacym glufosynat amonowy
o0 stezeniu 75 mg/l. Oprysk powtérzono 2-krotnie w tygodniowych odstepach czasu.
Nastepnie siewki wykazujace odporno$¢ wobec tego herbicydu zostaly przeniesione do

osobnych doniczek i uprawiane w komorze hodowlanej przez kolejne 3-4 tygodnie. Z 5-6
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tygodniowych ro$lin pobierano probki lisci do analiz RT-gPCR, w celu potwierdzenia
ekspresji wprowadzonego genu i selekcji kilku z nich, ktore wykazywaty najwyzszy
poziom ekspresji. Z tych roslin zbierano nasiona i potwierdzano ekspresje transgenu
w pokoleniu T». Dla wybranych dwoch linii przeprowadzono do$wiadczenia majgce na
celu skorelowanie ekspresji transgenu z akumulacjg glukozynolanéw (analizy LC-

MS/MS).
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4. Wyniki

4.1. Identyfikacja glukozynolanéw za pomoca metody LC-MS/MS

W celu zbadania obecnosci glukozynolanéw w blisko spokrewnionych ze soba
gatunkach Camelineae, przeprowadziliSmy niecelowane analizy LC-MS/MS tych
zwiagzkow w roznych organach i stadiach rozwojowych roslin reprezentujacych to plemie.
Do naszych analiz wybraliémy rosliny nalezagce do Kladu Il Camelineae: C. rubella,
C. grandiflora, C. bursa-pastoris, Cam. sativa oraz N. paniculata (Ryc. 2), ktore wedtug
fragmentarycznych doniesien literaturowych moga posiada¢ defekt w produkcji
glukozynolandw. Jako gatunek referencyjny wykorzystaliSmy nalezaca do kladu I tego
samego plemienia rosling modelowa A. thaliana (Ryc. 2), ktéra zgodnie z doniesieniami
literaturowymi cechuje si¢ wysoka zawartoscig glukozynolanow we wszystkich organach,
podobnie jak zdecydowana wigkszo$¢ gatunkéw Brassicaceae opisanych w literaturze.
Aby nasze badania byly w jak najwyzszym stopniu kompletne, przeprowadzilismy
analizy ekstraktow z 4- i 6-tygodniowych lisci, jak rowniez z korzeni, pedow, tuszczynek
nasiennych 1 liSci z dojrzatych, kwitngcych roslin uprawianych w ziemi. Dodatkowo
przeanalizowali$my réwniez ekstrakty z 2-tygodniowych siewek rosngcych w warunkach
in vitro. Klasyfikacj¢ danego metabolitu do glukozynolanéow oparlismy na obecnosci
W jego widmie fragmentacyjnym sygnalow odpowiadajacych charakterystycznym jonom
powstajacym w czasie fragmentacji deprotonowanych czasteczek glukozynolanow:
[SOs] przy m/z 80, [HSO4] przy m/z 97, [CeH1105S] przy m/z 195 oraz [CeH1109S] przy
m/z 259 (Ryc. 5, Ryc. 12, Tabela uzupetniajagca 1). W widmach fragmentacyjnych
niektorych glukozynolanow obserwowaliSmy takze obecno$¢ sygnatu przy m/z 139,
odpowiadajacego jonowi [C2H30sS]. Dodatkowo wartos¢ m/z jonu molekularnego
sugerowata mase deprotonowanej czasteczki, pozwalajac na kalkulacj¢ wzoru
sumarycznego danego zwigzku. Dzigki temu podejsciu sklasyfikowaliSmy facznie 30
metabolitow obecnych w analizowanych ekstraktach jako glukozynolany.

Podczas analiz widm masowych dla poszczegélnych gatunkow roslin
zaobserwowalismy wystepowanie serii deprotonowanych czasteczek odpowiadajacych
AG o0 wartosciach m/z rosngcych o 14 amu, wskazujac na sukcesywne przylaczanie
dodatkowych grup metylenowych -CHa-, co umozliwiato ustalenie dtugosci tancuchow
bocznych konkretnych AG. Kazda dodatkowa grupa -CHz- tancucha bocznego AG

powoduje spadek polarnosci czasteczki 1 prowadzi do przesunigcia elucji zwigzku
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w kierunku wyzszych czaséw retencji podczas rozdziatu chromatograficznego, co
réwniez  ulatwia  prawidlowa identyfikacj¢. = Dodatkowo,  glukozynolany
metylotioalkilowe, metylosulfinyloalkilowe i metylosulfonyloalkilowe o tej samej
dhugosci tancucha bocznego mozna tatwo rozrézni¢ na podstawie wartosci m/z ich
deprotonowanych czasteczek, roznigcych si¢ o 16 amu, co odpowiada wigzaniu
dodatkowego atomu tlenu. Co wiecej, zwickszona liczba atomoéw tlenu na koncu
tancucha bocznego zwigksza polarno$¢ zwigzku i przesuwa jego elucje w Kierunku
nizszych czasOw retencji.

Aby rozrézni¢ i zidentyfikowaé dwa izomeryczne IG, 1MI3G i 4MI3G,
przeprowadzili$my analize¢ LC-MS/MS standardow obu tych zwigzkéw, obserwujac
rézne wzory ich fragmentacji. Fragmentacja deprotonowanej czasteczki 1MI3G
wykazuje obecnos$¢ charakterystycznych jonow przy m/z 315, 341, 365 i 421, podczas
gdy dla fragmentacji deprotonowanej czgsteczki 4MI3G zaobserwowano unikalne
sygnaty przy m/z 307, 345, 373 i 425. Dodatkowo, ugrupowanie metoksylowe w 1MI13G
jest zwigzane z dostarczajacym elektrony atomem azotu, zmniejszajac polarno$¢
czasteczki w poroéwnaniu z 4MI3G i w konsekwencji przesuwajac jego elucje z kolumny

chromatograficznej w kierunku wyzszych czaséw retencji.
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<« Ryc. 12. Przyktadowe widmo fragmentacyjne 4-(metylosulfinylo)butyloglukozynolanu
i indolilo-3-metyloglukozynolanu w trybie jonizacji ujemnej. Strzalki wskazuja sygnaty
najbardziej charakterystyczne dla czasteczek glukozynolanow. [M-H] - deprotonowana
czasteczka metabolitu

4.2. Zmiany zdolnoS$ci do produkcji glukozynolanéw

w plemieniu Camelineae

4.2.1. Calkowita akumulacja AG i IG

Poziom akumulacji poszczegdlnych glukozynolanéw w badanych ekstraktach
zostat okreslony ilo$ciowo na podstawie powierzchni pikéw na chromatogramach jonow
pseudomolekularnych. Catkowita akumulacja AG i IG zostata obliczona jako suma
powierzchni pikéw uzyskanych dla poszczegdlnych glukozynolanow nalezacych do
danej klasy.

Analizy 2-tygodniowych siewek wykazaty duze zréznicowanie w poziomie
akumulacji AG w badanych gatunkach. Najnizsza akumulacje tych metabolitow
wykryliSmy w siewkach C. rubella i Cam. sativa, podczas gdy w C. grandiflora byta ona
porownywalna z A. thaliana, a w C. bursa-pastoris i N. paniculata wyraznie wyzsza
(Ryc. 13). Dodatkowo nie wykrylismy IG w siewkach C.rubella, Cam. sativa
I N. paniculata, a w przypadku C. bursa-pastoris i C. grandiflora poziom ich akumulacji
byt powyzej granicy detekcji, wciaz jednak znacznie ponizej poziomu obserwowanego
w A. thaliana (Ryc. 13).
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Catkowita powierzchnia
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<« Ryc. 13. Catkowita akumulacja glukozynolanéw alifatycznych (AG) i indolowych (IG)
w wybranych organach badanych gatunkéw. Wykres stupkowy wskazuje sume powierzchni
pikéw na chromatogramach jonéw pseudomolekularnych. Wyniki sg srednimi z odchyleniami
standardowymi z trzech niezaleznych eksperymentéw, kazdy w trzech powtoérzeniach
biologicznych (n = 9). Istotnie rézne grupy statystyczne zostaly wskazane za pomoca testu
ANOVA (P < 0,05; test post-hoc Tukey’a), duze litery odnosza si¢ do AG, za$ mate litery do
IG. # - ponizej granicy detekcji

Inaczej niz w przypadku 2-tygodniowych siewek, nasze analizy wykazaty jedynie
$ladowe ilosci AG w lisciach na réznych stadiach rozwojowych gatunkéow C. rubella
i C. bursa-pastoris, podczas gdy w probkach lisci z C. grandiflora, Cam. sativa
I N. paniculata nie wykryliSmy zadnych sygnaléw pochodzacych od tej grupy
metabolitow (Ryc. 13). Poziom akumulacji AG w li$ciach badanych gatunkéw wyraznie
rozni si¢ od tego obserwowanego dla A. thaliana, gdzie AG produkowane sa w duzych
ilosciach w liSciach na wszystkich badanych stadiach rozwojowych. Ponadto, nie
wykryliSmy zadnych IG w lisciach badanych roslin, podczas gdy w A. thaliana ich
akumulacja byta wyrazna (Ryc. 13). Analizy te wykazaty zatem obnizong zdolnos¢ do
biosyntezy AG w lisciach badanych gatunkow, a dodatkowo pokazaty catkowite
zahamowanie produkcji IG w tym organie.

W przeciwienstwie do lisci, pedy wszystkich badanych gatunkéw wykazaty
poziom akumulacji zard6wno AG, jak 1 IG wyraznie ponad granica detekcji (Ryc. 13).
Wszystkie gatunki reprezentujace klad II plemienia Camelineae charakteryzowaty si¢
podobnym poziomem akumulacji AG w pedach, przy czym najnizszy poziom
zaobserwowalismy dla C. bursa-pastoris i N. paniculata, podczas gdy najwyzszy
obserwowany byt w C. rubella. Pomimo, ze we wszystkich gatunkach produkcja AG byta
wyraznie dostrzegalna, to nawet w przypadku C. rubella wciaz byta ona okoto 8-krotnie
nizsza niz w A. thaliana. W przypadku IG zaobserwowalismy jedynie sladowe ilosci tych
metabolitow w pedach C. rubella, C. bursa-pastoris i C. grandiflora, ale juz w Cam.
sativa i N. paniculata akumulacja byta tylko nieznacznie nizsza niz w A. thaliana
(Ryc. 13).

Luszczynki nasienne niemal wszystkich badanych gatunkoéw prezentowaly
zawartos¢ AG na zblizonym poziomie, nieco nizszym niz w A. thaliana. Wyjatek
stanowily jednak tuszczynki N. paniculata, w ktorych akumulacja AG byta wyraznie
nizsza niz w pozostatych gatunkach (Ryc. 13). Jednak co ciekawe, zawartos¢ IG

w tuszczynkach C. grandiflora i N. paniculata byta na porownywalnym poziomie CO
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w A. thaliana, podczas gdy w C. rubella, C. bursa-pastoris i Cam. sativa byta wyraznie
nizsza, ale wcigz powyzej granicy detekcji (Ryc. 13).

Korzenie badanych gatunkow w wigkszosci przypadkéow wykazaly catkowity
akumulacje AG na poziomie wyzszym niz A. thaliana, z wyjatkiem C. rubella, gdzie nie
zaobserwowaliSmy istotnej statystycznie roznicy wzgledem A. thaliana (Ryc. 13).
Z drugiej jednak strony zawarto$¢ IG w korzeniach badanych gatunkéow byta wyraznie

nizsza niz w A. thaliana, a w C. rubella nawet ponizej granicy detekcji (Ryc. 13).

4.2.2. Ekspresja genéw bioracych udzial w biosyntezie

glukozynolanow

Zaobserwowana w trakcie analiz LC-MS/MS organospecyficzna akumulacja
glukozynolanow w badanych gatunkach plemienia Camelineae sktonita nas do
przeprowadzenia analizy ekspresji genow zaangazowanych w biosyntez¢ zaréwno AG,
jak i IG. W celu poréwnania wzoru akumulacji metabolitow ze wzorem ekspresji genow,
poszukali$my ortologéw wybranych gendéw kodujacych kluczowe enzymy biorace udziat
w tworzeniu glukozynolandw, a nast¢pnie przeprowadziliSmy analiz¢ ich ekspresji
metoda RT-qPCR. W przypadku AG wybralismy geny kodujagce monooksygenazy
cytochromu P450 CYP79F1/2 1 CYP83Al, za$ dla IG analogicznie byty to CYP79B2/3
i CYP83B1 (Ryc. 7). Dodatkowo, wybraliSmy rowniez gen kodujacy C-S liazg SUR1
bioragcag udzial rownoczesnie o obu szlakach. Przeprowadzone przez nas analizy
dostepnych baz danych, zawierajacych sekwencje genomowe C. rubella, C. grandiflora,
Cam. sativa i N. paniculata, pozwolity nam zidentyfikowac ortologi genéw opisanych
wczesniej dla A. thaliana (Tabela 2). Do analizy ekspresji genéw zastosowalismy probki
z tkanek pochodzacych z tych samych organow i stadidow rozwojowych jak w przypadku
analiz LC-MS/MS, z wyjatkiem tuszczynek nasiennych.

W trakcie analiz zauwazyliémy, ze Cam. sativa i N. paniculata wykazuja
najwyzszy poziom ekspresji badanych genéw w korzeniach, podczas gdy jej poziom
w siewkach i li§ciach byt bardzo niski (Ryc. 14). Podobng obserwacje odnotowali§my
w przypadku C. rubella, C. bursa-pastoris i C. grandiflora, jednak z kilkoma wyjatkami.
W5srod nich wymieni¢ mozna gen CYP79F1, ktorego ekspresja byta najwyzsza w pedach,
a zdecydowanie nizsza w korzeniach. Dodatkowo, wzgledna ekspresja genu CYP83B1
osiggata najwyzsza wartos¢ w lisciach dojrzatych roslin (C. rubella), pedach
(C. grandiflora) lub korzeniach (C. bursa-pastoris). Co ciekawe, CYP79B2 wykazat
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stosunkowo wysoka ekspresje w liSciach w poréwnaniu do innych genéw. Podobnag
zalezno$¢ zaobserwowaliSmy roéwniez w przypadku CYP79B3, jednak jedynie
w C. rubella.

Uzyskane wyniki ekspresji genow bioragcych udzial w biosyntezie
glukozynolandéw wyraznie kontrastowaly ze wzorem ekspresji obserwowanym
w A. thaliana, w ktorej najwyzsze wartosci odnotowalismy w siewkach i lisciach
(Ryc. 14). Z drugiej jednak strony obserwowany wzor ekspresji bezposrednio odpowiada
wzorowi  organospecyficznej akumulacji  glukozynolanow  ws$réd — gatunkow
reprezentujagcych klad II plemienia Camelineae, preferujacych produkcje tych

metabolitow gtownie w korzeniach i tuszczynkach (Ryc. 13).
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Ryc. 14. Wzgledna ekspresja wybranych genow bioragcych udziat w biosyntezie
glukozynolanéw wyznaczona metodg RT-qPCR przy zastosowania referencyjnego genu
kodujacego aktyne. Otrzymane wartosci zostaly znormalizowane poprzez podzielenie kazdej
z nich przez maksymalng warto$¢ uzyskanag dla konkretnego genu w danym gatunku. Wyniki
przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniami standardowymi z trzech niezaleznych
eksperymentow, kazdy zawierajacy cztery powtorzenia biologiczne (n = 12).

4.3. Roéznorodnosé strukturalna glukezynolanéw
zidentyfikowanych w badanych gatunkach i jej

molekularne podstawy

Zastosowanie metody LC-MS/MS pozwolito nam wykry¢ i zidentyfikowaé 30
réznych glukozynolanow, wsrdéd ktorych 23 stanowily glukozynolany alifatyczne,
3 aromatyczne, a 4 indolowe (Tabela 7, Tabela uzupetniajaca 1). Co ciekawe, wszystkie
badane gatunki wykazaty zdolno$¢ do produkcji zaréwno AG, jak i1 IG, ale obecnos¢ BG
wykryliSmy jedynie w A. thaliana. Ten gatunek cechowatl si¢ rowniez najwigkszym
zroznicowaniem lancuchéw bocznych glukozynolanow. Lacznie zidentyfikowalismy
w A. thaliana 26 roznych struktur tych metabolitow, podczas gdy pozostate gatunki
wykazywaty obecnos¢ od 12 do 16 glukozynolandéw. Profil akumulacji tych zwigzkow

w gatunkach C. rubella, C. grandiflora, C. bursa-pastoris, Cam. sativa i N. paniculata
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byt do siebie bardzo zblizony, jednoczesnie ro6znigc si¢ znacznie od A. thaliana. Na
podstawie powyzszych wynikow mozemy wywnioskowac, ze badane gatunki kladu II
plemienia Camelineae prezentujg wyraznie zredukowang roznorodnos¢ produkowanych
glukozynolanow wzgledem A. thaliana, co sugeruje ich obnizong w drodze ewolucji

zdolno$¢ do modyfikacji tancuchow bocznych.

Tabela 7. Glukozynolany zidentyfikowane w trakcie analiz LC-MS/MS w ekstraktach
Z badanych gatunkow roslin we wszystkich badanych organach. At — A. thaliana, Cr —
C. rubella, Cbp — C. bursa-pastoris, Cg — C. grandiflora, Cs — Cam. sativa, Np — N. paniculata

Glukozynolan At Cr Cbp Cg Cs Np
3-(metylosulfinylo)propyloglucokozynolan * * * * * *
3-(metylotio)propyloglukozynolan * * * * *
4-(metylosulfinylo)butyloglukozynolan & & & € € €
4-(metylotio)butyloglukozynolan *
4-hydroksybutyloglukozynolan *
5-(metylosulfinylo)pentyloglukozynolan *
5-(metylotio)pentyloglukozynolan &
5-oksooktyloglukozynolan *
6-(metylosulfinylo)heksyloglukozynolan =
6-(metylotio)heksyloglukozynolan *
n-heksyloglukozynolan *

Alifatyczne  7-(metylosulfinylo)heptyloglukozynolan * *
7-(metylotio)heptyloglukozynolan * *
8-(metylosulfonylo)oktyloglukozynolan * *
8-(metylosulfinylo)oktyloglukozynolan * * * * *
8-(metylotio)oktyloglukozynolan * * * *
9-(metylosulfonylo)nonyloglukozynolan & & & & &
9-(metylosulfinylo)nonyloglukozynolan * * * * * *
9-(metylotio)nonyloglukozynolan @ @ & & & &
10-(metylosulfonylo)decyloglukozynolan * * * * *
10-(metylosulfinylo)decyloglukozynolan @ @ & & & &
10-(metylotio)decyloglukozynolan * * * *
11-(metylosulfinylo)undecyloglukozynolan & & € € €
2-fenyloetyloglukozynolan *

Aromatyczne 3-benzyloksypropyloglukozynolan *
4-benzyloksybutyloglukozynolan *
1-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan * *
indolilo-3-metyloglukozynolan * * * * * *

Indolowe 4-hydroksy-indolilo-3-metyloglukozynolan * * * * *
4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan * * * *
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4.3.1. Akumulacja dhugotancuchowych AG

Wsrod  wszystkich  zidentyfikowanych AG najliczniej reprezentowanymi
pochodnymi byly metylosulfinyloalkilo-, metylosulfonyloalkilo- oraz metylotioalkilo-
glukozynolany. Stanowily one dominujace klasy AG obecne w badanych gatunkach
plemienia Camelineae, podczas gdy pozostate AG byty reprezentowane przez zaledwie
kilka zwigzkow (Tabela 7). Dodatkowo, wsréd wymienionych trzech grup AG,
najwyzszg akumulacje w wigkszosci organéw wykazywaty metylosulfinyloalkilo-
glukozynolany, z wyjatkiem tuszczynek C. rubella i N. paniculata, gdzie najwyzsza
akumulacje zaobserwowaliSmy dla pochodnych metylosulfonyloalkilowych. Aby
porownaé preferencje badanych gatunkéw do produkcji AG o okreslonej dhugosci
tancucha bocznego, wykonalisSmy poétilosciowe analizy poszczegdlnych pochodnych
metylosulfinyloalkilowych w tuszczynkach, pedach i1 korzeniach (Ryc. 15) oraz
dodatkowo pochodnych metylosulfonyloalkilowych w tuszczynkach wybranych
gatunkow Camelineae (Ryc. 16).

Przeprowadzone analizy wykazaly, ze badane gatunki preferuja produkcje
dhlugotancuchowych  AG, m.in. 9-(metylosulfinylo)nonylo- (9-MeSO) oraz
10-(metylosulfinylo)decylo- (10-MeSO) glukozynolanéw, ktore byly takze gtdéwnymi
AG zidentyfikowanymi w nasionach gatunkow Camelina [37, 129, 154, 155].
ZauwazyliSmy takze znaczne ilosci 11-(metylosulfinylo)undecyloglukozynolanu
(11-MeSO), gtownie w korzeniach Cam. sativa i N. paniculata. Wszystkie trzy
wymienione wyzej zwigzki akumulowaty w znacznie mniejszych ilosciach lub wcale nie
zostaly wykryte w probkach A. thaliana, wktorej najwyzsza akumulacje
zaobserwowalismy dla krotko- 1 $rednio- tancuchowych (3-8C) AG. Co ciekawe, wsrdd
pozostaltych gatunkéw jedynie tuszczynki C. rubella produkowaly znaczne ilosci
4-(metylosulfinylo)butyloglukozynolanu, a dodatkowo tuszczynki — N. paniculata
wykazaly wzglednie wysokg zawartos¢ krotkotancuchowych metylosulfinyloalkilowych
AG (3-4C). Pozostate AG o $redniej dtugosci tancuchow bocznych (5-7C) zwykle nie
byly wykrywalne w badanych gatunkach, co wyraznie kontrastuje z obecnoscig tych
zwigzkéw w A. thaliana (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Akumulacja wszystkich zidentyfikowanych glukozynolanow
metylosulfinyloalkilowych w tuszczynkach, pgdach i korzeniach badanych gatunkow
Camelineae. Wykresy slupkowe wskazuja powierzchni¢ pikow na chromatogramach
deprotonowanych czasteczek, otrzymanych w trakcie analiz LC-MS/MS. Otrzymane wartosci
zostaly usrednione i wraz z odchyleniami standardowymi odpowiadaja trzem niezaleznym
eksperymentom, kazdy w trzech powtdrzeniach biologicznych (n = 9). GL — glukozynolan,
# - nie wykryto
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Jak juz wspomniano wyzej, pochodne metylosulfonyloalkilowe stanowily
dominujaca form¢ AG w tuszczynach C. rubella i N. paniculata, wykazujac dodatkowo
najwyzszg akumulacje  8-(metylosulfonylo)oktylo-,  9-(metylosulfonylo)nonylo-
i 10-(metylosulfonylo)decylo- glukozynolanow. Podobnie jak w przypadku pochodnych
metylosulfinyloalkilowych, réwniez te zwigzki uwidocznity silng preferencje badanych
gatunkow do produkcji dtugotancuchowych AG, co wyraznie kontrastuje z profilem

akumulacji glukozynolanoéw w A. thaliana (Ryc. 16).

tuszczynki
8.0 q

2

Ne]

X 6.0 -

o

8 —

:__s: % 4.0 A

5720 - ﬁ

'S # H # # # # # #

c;> 0.0 || i i M |

o . T T T T T

A. thaliana C. rubella C. bursa- C. grandiflora Cam. sativa  N. paniculata

pastoris

@ 8-(metylosulfonylo)oktylo GL M 9-(metylosulfonylo)nonylo GL 0 10-(metylosufonylo)decylo GL

Ryc. 16. Akumulacja zidentyfikowanych glukozynolanéw metylosulfonyloalkilowych
w tuszczynkach badanych gatunkéw Camelineae. Wykresy stupkowe wskazujg powierzchnie
pikéw na chromatogramach jonéw molekularnych, uzyskanych w trakcie analiz LC-MS/MS.
Otrzymane wartos$ci zostaly usrednione i wraz z odchyleniami standardowymi odpowiadaja
trzem niezaleznym eksperymentom, kazdy w trzech powtdrzeniach biologicznych (n=9). GL
— glukozynolan, # - nie wykryto

4.3.2. Ewolucja genow MAM

Z wuwagi na wyrazng preferencje badanych gatunkow do produkcji
dlugotancuchowych AG, postanowiliSmy znalez¢ potencjalne molekularne przyczyny
warunkujgce biosynteze dtuzszych tancuchéw bocznych niz w przypadku A. thaliana.
W tym celu postanowiliémy zbadaé¢ zakonserwowanie genow MAM odpowiedzialnych
za dlugos¢ tancucha bocznego w biosyntezie AG. Do przeprowadzenia analiz
wybraliSmy gatunki, ktorych genomy zostaly zsekwencjonowane, a naleza do nich:
A. thaliana, C. rubella, C. grandiflora i Cam. sativa [35, 36, 165]. Dla lepszej oceny
stopnia zakonserwowania i potencjalnych zmian, ktére zaszty w drodze ewolucii,
uwzgledniliémy takze sekwencje genomowe Arabidopsis lyrata i Cardamine hirsuta [166,
167]. Pierwszy z gatunkow jest blisko genetycznie spokrewniony z A. thaliana, podczas
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gdy drugi reprezentuje plemi¢ Cardamineae, ktore jest dos$¢ blisko spokrewnione
z badanymi ro$linami Camelineae (Ryc. 1).

Weczesniejsze doniesienia literaturowe dowiodty obecno$ci genow MAMa, MAMb
i MAMc w locus MAM genomoéw wybranych gatunkéw Camelineac. Nasze analizy
wykazaty rowniez wystepowanie genu MAMc w genomie N. paniculata, ale podobnie jak
w Cam. sativa nie ulegt on duplikacji zaobserwowanej w C. rubella (Ryc. 17).
W przypadku sekwencji genomowej C. grandiflora, w ktorej locus MAM podzielone jest
pomiedzy dwa kontigi, nie jesteSmy w stanie w pelni odtworzy¢ jego sekwencji,
a w konsekwencji okresli¢ doktadng liczbe kopii genu MAMc. Co ciekawe, dane
literaturowe donosza réwniez, ze we wszystkich trzech kopiach genomu Cam. sativa
wystepuje odrebny gen MAM, umiejscowiony poza locus MAM i blisko spokrewniony
z ortologami genu MAMb [68]. Niezalezne badania wykazaty z kolei obecnos¢
zlokalizowanego poza locus MAM genu MAMe w genomach C. rubella i C. grandiflora
[69]. Nasze analizy sekwencji genomowych pokazaty, ze wspomniane dodatkowe geny
MAM u Cam. sativa zlokalizowane sg w analogicznych miejscach genomu jak MAMe
u C. grandiflora i C. rubella, dlatego zalozylismy, ze geny z Cam. sativa to ortologi
MAMe. Dodatkowo, udato nam si¢ rowniez zidentyfikowaé potencjalny ortolog MAMe
w analogicznym regionie genomu N. paniculata (Ryc. 18).

W celu lepszego zbadania pokrewienstwa nowych genow MAM z genami MAMa,
MAMb i MAMc, przeprowadziliSmy analize filogenetyczna odpowiadajacych im
sekwencji biatkowych. Zaobserwowalismy, ze biatka kodowane przez dodatkowe geny
MAM z C. rubella, C. grandiflora, Cam. sativa i N. paniculata tworza odrebny klad
w drzewie filogenetycznym, ktory nie grupuje bezposrednio z kladami tworzonymi przez
biatka MAMa, MAMb i MAMc (Ryc. 19). Potwierdzito to nasze przypuszczenie, ze
wszystkie te geny koduja biatko MAMe, a nie MAMb, jak wcze$niej zaproponowat
Zhang i in. [68] dla trzech dodatkowych genéw z Cam. sativa. Dodatkowo, nasze analizy
filogenetyczne wykazaty, ze obecne w genomie C. grandiflora dwa geny MAM koduja
biatka MAMa i MAMc, co sugeruje, ze gen MAMD zostal usunigty z genomu tego

gatunku.
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Ryc. 17. Mapy genomowe locus MAM, zawierajacego ortologi genow MAMa, MAMb i MAMc w badanych gatunkach Camelineae. Liczby rzymskie
odpowiadajg numerowi chromosomu (jesli jest on znany), strzatki nad genami wskazujg orientacje genu.
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Ryc. 18. Mapy genomowe locus zawierajgcego ortologi gendéw MAMe w badanych gatunkach
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Ryc. 19. Drzewo filogenetyczne zidentyfikowanych enzyméw MAM. Analize filogenetyczng
przeprowadzono przy uzyciu algorytmu neighbor-joining. Jako grupe zewngtrzng
zastosowano sekwencje syntazy izopropylojablczanowej z A. thaliana. Skala pod drzewem
wskazuje poziom 5% zrdéznicowania porownywanych sekwencji biatkowych.
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4.3.3. Zroznicowanie strukturalne 1G

Analogicznie do przeprowadzonej analizy dlugosci tancuchéw bocznych AG,
postanowili$my sprawdzi¢ rowniez zdolnos¢ do modyfikacji pierscienia indolowego IG
oraz preferencje do tworzenia poszczegolnych pochodnych. Wérod badanych roslin kladu
Il plemienia Camelineae udato nam si¢ zidentyfikowac wszystkie cztery IG, ktore zostaty
do tej pory wykryte w A. thaliana (Ryc. 20). Wsrod nich jedynie 13G wykazywat poziom
akumulacji powyzej granicy detekcji we wszystkich gatunkach, a dodatkowo byl on
jedynym zidentyfikowanym IG w N. paniculata oraz dominujagcym nad pozostatymi
w C. rubella i Cam. sativa. W przypadku C. bursa-pastoris i C. grandiflora dominujaca
forma okazat si¢ 4OHI3G, ale jego niewielkie ilosci wykrylismy rowniez w C. rubella
i Cam. sativa. W tych ostatnich, a dodatkowo réwniez w C. bursa-pastoris,
zaobserwowaliS§my niewielkie ilosci 4MI3G, podczas gdy zdolno$§¢ do biosyntezy
IMI3G potwierdzilismy jedynie w C. bursa-pastoris, ktora produkowata go
w niewielkich ilo§ciach w korzeniach (Ryc. 20). Nasze analizy wykazaly zatem obnizong
zdolno$¢ do modyfikacji pierscienia indolowego w obrebie badanych gatunkow
w porownaniu do A. thaliana. Najwyzsza akumulacj¢ zaobserwowalismy dla I3G lub
40HI3G, zas$ szczegolnie silny defekt w produkcji wykazaly 4MI3G oraz IMI3G.
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korzenie
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Ryc. 20. Akumulacja zidentyfikowanych IG w tuszczynkach, pedach i korzeniach badanych
gatunkow  Camelineae. Wykresy stupkowe wskazujg powierzchni¢ pikow na
chromatogramach jondéw molekularnych, otrzymanych w trakcie analiz LC-MS/MS.
Otrzymane wartosci zostaty usrednione i wraz z odchyleniami standardowymi odpowiadaja
trzem niezaleznym eksperymentom, kazdy w trzech powtoérzeniach biologicznych (n=9). I3G
—indolilo-3-metyloglukozynolan, 1MI3G - 1-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan,
40HI3G — 4-hydroksy-indolilo-3-metyloglukozynolan, 4MI3G - 4-metoksy-indolilo-3-
metyloglukozynolan, # - nie wykryto

4.3.4. Ewolucja genéw CYPSLF

W celu ustalenia potencjalnej przyczyny obnizonej zdolnosci do produkcji 1G
z podstawionym  pierscieniem indolowym, postanowiliSmy sprawdzi¢ poziom
zakonserwowania gendéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za wspomniane
modyfikacje. Do naszych analiz wybraliSmy enzymy z rodzin CYP81F oraz IGMT.
Wsrod nich CYP81F4 i IGMTS sg niezbgdne do produkcji 1MI3G, podczas gdy
CYP81F2, CYP81F3 oraz IGMT1-4 sg odpowiedzialne za biosynteze 4OHI3G i 4MI3G,
przy czym doniesienia literaturowe sugeruja rowniez nieznaczng role CYP81F1
w modyfikacjach pier$cienia indolowego [90-92].

W genomie A. thaliana gen CYP81F2 jest zlokalizowany na chromosomie V,
a region ten jest zakonserwowany w A. lyrata i Car. hirsuta (Ryc. 21). Wczesniejsze
doniesienia wykazywaly brak ortologu tego genu w C. rubella [151]. Nasze analizy
sekwencji genomowych wykazaly rowniez brak ortologow CYP81F2 w genomach
C. grandiflora, Cam. sativa i N. paniculata, co sugeruje, ze gen ten musial zostaé

utracony juz u wspdlnego przodka badanych gatunkow (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Mapy genomowe locus zawierajacego ortologi genow CYP81F2 w badanych
gatunkach Camelineae. Liczby rzymskie odpowiadajg numerowi chromosomu (jesli jest on
znany), strzatki nad genami wskazujg orientacje genu.

Geny kodujace monooksygenazy CYP81F1, CYP8IF3 i CYP81F4 sa
zlokalizowane w genomie A. thaliana blisko siebie na chromosomie IV, i ten uktad
wydaje si¢ by¢ w petni zakonserwowany w genomach A. lyrata i Car. hirsuta, jak rowniez
w C. rubella i C. grandiflora (Ryc. 22). W regionie zawierajacym badane geny w Cam.
sativa i N. paniculata, brakuje ortologow genu CYP81F1, co sugeruje, ze zostal on
utracony przed specjacja tych gatunkow. Co ciekawe, w przypadku badanych gatunkow
kladu 1l Camelineae orientacja potencjalnego ortologu genu CYP81F4 wobec

sasiadujacych genow jest odwrocona w pordwnaniu z A. thaliana, A. lyrata i Car. hirsuta
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(Ryc. 22). Ponadto, w Cam. sativa jedna z kopii tego genu zlokalizowana na
chromosomie X koduje skrocony wariant biatka.

Dalsze przeprowadzone przez nas analizy sekwencji genomowych wykazaty
obecno$¢ w odrebnym locus genoméw C. rubella i C. grandiflora dodatkowego genu
homologicznego z innymi genami CYP81F. Enzym kodowany przez ten gen wykazywat
wysokie podobienstwo (> 79%) z pozostatymi enzymami rodziny CYPS81F, co sktonito
nas do nadania mu nazwy CYP81F5 (Ryc. 23, Tabela 8).

Aby potwierdzi¢ wilasciwa identyfikacje poszczegolnych ortologow gendw
zrodziny CYP81F, sprawdziliSmy podobienstwo odpowiadajacych im sekwencji
biatkowych, a nastepnie przeprowadziliSmy ich analiz¢ filogenetyczng. Otrzymane
wyniki wskazaly na wysokie podobienstwo (> 95%) wszystkich biatek kodowanych
przez geny CYP81F1 (jesli byly obecne) i CYP81F3 we wszystkich badanych gatunkach
(Tabela 8). Z drugiej jednak strony, sekwencja AtCYP81F4 wykazala wysokie
podobienstwo (> 90%) jedynie do odpowiadajacych jej sekwencji z gatunkoéw A. lyrata
i Car. hirsuta. Ponadto, te trzy bialka charakteryzowaly si¢ stosunkowo niskim
podobienstwem (< 75%) z ortologami zidentyfikowanymi w pozostatych gatunkach. Te
z kolei wykazywatly do$¢ wysokg homogeniczno$¢ migdzy soba (> 89%), z wylaczeniem
skroconego biatka kodowanego przez jedng z trzech kopii genu w Cam. sativa (Tabela 8).
Dodatkowo analiza filogenetyczna wykazata, Ze potencjalne ortologi CYP81F4
z C. rubella, C. grandiflora, Cam. sativa i N. paniculata tworza odr¢bny klad, ktory nie
jest bezposrednio zwigzany z zadnym innym kladem tworzonym przez izoformy biatek
CYP8IF. Co wigcej, nawet biatka CYP81F5 obecne w C. rubella i C. grandiflora,
wykazaly blizsze pokrewienstwo z pozostalymi enzymami CYP81F, niz wspomniane
potencjalne ortologi CYP81F4 (Ryc. 24). Wyniki te sugeruja, ze geny W C. rubella,
C. grandiflora, Cam. sativa i N. paniculata obecne w miejscu odpowiadajacym
AtCYP81F4 nie powinny by¢ sklasyfikowane jako funkcjonalne ortologi CYP81F4, ani
dodatkowe kopie genow CYP81F1 lub CYP81F3. W zwigzku z tym, postanowilismy
nada¢ im odr¢gbng nazwe CYP81F6 (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Mapy genomowe locus zawierajacego ortologi genow CYP81F1, CYP81F3 i CYP81F4 w badanych gatunkach Camelineae. Liczby rzymskie
odpowiadaja numerowi chromosomu (jesli jest on znany), za$ strzatki nad genami wskazujg orientacj¢ genu.
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Ryc. 23. Mapy genomowe locus zawierajacego ortologi genéw CYP81F5 w badanych
gatunkach Camelineae. Liczby rzymskie odpowiadaja numerowi chromosomu (jesli jest on

znany), strzatki nad genami wskazujg orientacje genu.
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Carubv10004515 7 73 73 3 73 13|70 71 7|70 7
CYP81F4 |cagra.123250012.1 | 78 76 77 77 77 76 76 76 77|74 70 76 78 78 79 79 79|75 76 76|75 76
Csal0g003740.1 | 65 64 64 65 65 65 64 63 64 | 61 61 66 65 64 65 65|62 62 63|64 65
Csallgo02001 | 78 77 77 71 71 71 77 76 76|74 71 74 79 79 79 79 79|76 76 77|75 76
Csal2g0039501 | 79 78 77 78 78 71 77 77 71|75 71 74 79 79 79 79|76 76 76|75 76
Np.cyp81f6 8 77 T T 71 17 71 76 71|74 70 74 78 79
Carhr245810.1 8 8 84 8 8 83 8 8 8|79 76 8 73 78 66 79 79
AI7g13390.1 8 8 8 8 8 83 8 8 8 |8 76 8 73 78 65 79 79
CYP81F1 |At4g37430.1 85 8 8 8 8 84 8 8 8 |8 77 8 73 79 64 79 79
Carubvi0OO6572 | 83 83 84 84 84 83 83 84 8|79 75 8 73 79 65 79 79
Cagra123250010.1 | 83 84 84 84 84 83 83 84 8 |79 75 8 73 79 65 79 19
Carhr271010.1 &5 79 77 8 70 75 62 76 76 79 80
CYP81F2 |Aigg33190.t1 80 76 8 71 76 62 76 76 77 |8 8 8 8 83 81 81
At5g57220.1 80 77 8 71 76 63 77 76 76|84 84 84 8 83 80 81
Carubvi0007280 | 81 82 82 82 8 8 8 8 8 |79 76 78 70 75 64 75 75 75| 8 84 84 83 8 |79 8 80
CYPBIFS | graaoonsoo111 |81 83 83 83 83 s 83 83 82|79 76 79 71 76 65 76 76 75|83 8 84 s 84|80 s s

Tabela 8. Podobienstwo sekwencji zidentyfikowanych ortologow enzymoéw CYP81F. Prezentowane wartosci wskazuja procentowe podobiefistwo sekwencji
biatkowych. Carhr - Cardamine hirsuta, Al - Arabidopsis lyrata, At - Arabidopsis thaliana, Carub - Capsella rubella, Cagra - Capsella grandiflora, Csa -
Camelina sativa, Np — Neslia paniculata
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Csa11g004210.1
Csa10g003760.1
Csa12g003960.1
Np.cyp81f3
Carubv10007609 CYP81F3
Cagra.1232s0013.1
Atdg37400.1

Al7g13420.11

Carhr245780.1

Carhr245790.1
At4g37410.1
_L Al7g13410.t1
Carhr271010.1

At5g57220.1 CYP81F2

] {A|8g33190,11

[ Carubv10006572

Cagra.1232s0010.1

Carhr245810.1 CYP81F1

CYP81F4

At4g37430.1

Al7g13380.11

|— Carubv10007280
CYP81F5

|- Cagra.4290s0011.1
[ Carubv10004515
Cagra.1232s0012.1

Np.cyp8116 CYP81F6

Csa12g003950.1
Csa119004200.1
Atg31500.1 | CYP83B1

L —
0.10
Ryc. 24. Drzewo filogenetyczne zidentyfikowanych monooksygenaz CYP81F. Analize
filogenetyczng przeprowadzono przy uzyciu algorytmu neighbor-joining. Jako grupe
zewnetrzng zastosowano sekwencje monooksygenazy CYP83B1 z A. thaliana. Skala pod
drzewem wskazuje poziom 10% zréznicowania porownywanych sekwencji biatkowych.
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4.3.5. Ewolucja genéw IGMT

W A. thaliana geny IGMT1-4, ktore koduja enzymy biorace udziat w metylacji
40HI3G do 4MI3G, zlokalizowane sg obok siebie na chromosomie I (Ryc. 25). Nasze
analizy sekwencji genomowych wykazaly, ze analogiczne regiony w genomach A. lyrata
i Car. hirsuta zawierajg jedynie dwa geny IGMT. Sugeruje to, ze w przypadku A. thaliana
prawdopodobnie zaszta duplikacja obu genéw. Te same regiony w C. rubella
I C. grandiflora zawieraja tylko po jednym potencjalnym ortologu IGMT. Podobna
sytuacja ma miejsce w genomach N. paniculata oraz Cam. sativa, z wyjatkiem jednego
chromosomu, na ktorym znajduja si¢ potencjalne dwa ortologi. Wyniki wskazuja na
prawdopodobng delecj¢ jednego z dwoch gendéw IGMT w gatunkach nalezacych do kladu
IT Camelineae. Co ciekawe, przeprowadzone analizy filogenetyczne biatek, kodowanych
przez te geny, wykazaty zalezno$ci niespojne z przyjetymi relacjami filogenetycznymi
rodziny Brassicaceae (Ryc. 26). W uzyskanym drzewie, dwa potencjalne ortologi
IGMT1-4 z Car. hirsuta sg blizej spokrewnione z biatkami pochodzacymi z A. thaliana
I A. lyrata, niz ortologi z gatunkow nalezgcych do kladu II Camelineae (Ryc. 26).
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<« Ryc. 25. Mapy genomowe locus zawierajgcego ortologi genéw IGMT1-4 w badanych
gatunkach Camelineae. Liczby rzymskie odpowiadaja numerowi chromosomu (jesli jest on
znany), strzatki nad genami wskazujg orientacje genu.

We wszystkich badanych gatunkach zidentyfikowalismy rowniez pojedyncze

ortologi genu AtIGMT5, kodujacego enzym odpowiedzialny za tworzenie 1MI3G

(Ryc. 27). Podobnie jak w przypadku biatek IGMT1-4, drzewo filogenetyczne ortologow

IGMTS nie byto spojne z pokrewienstwem badanych gatunkow, wskazujac na wigksze

podobienstwo IGMTS z A. thaliana i A. lyrata z ortologiem z Car. hirsuta niz

z potencjalnymi ortologami z pozostatych gatunkéw II kladu plemienia Camelineae

(Ryc. 26).

Carhr021580.1
-{: Carhr021570.1
At1g21130.1 (AIGMTA4)
_E Al1g34180.11

L— At1g21100.1 (AtIGMT1)

Carubv10011795
Cagra.1632s0008.1
Np.igmt1/2/3/4
Csa17g026990.1
Csa17g026970.1

Csa14g026280.1

Csa03g024950.1

l__ At1
] Al2g36930.t1

Carhr070320.1
[ Carubv10022155
Cagra.2281s0005.1

Np.igmt5

At1g21110.1 (AIGMT3)
F At1g21120.1 (AIGMT2)
Al1g34170.t1

g76790.1 (AtIGMTS)

Csa16904960.1

Csa09g081540.1

Csa07g048360.1

_

0.10

At5g54160.1 (AtOMT1)

Ryc. 26. Drzewo filogenetyczne zidentyfikowanych enzyméw IGMT. Analizg filogenetyczna

przeprowadzono przy uzyciu algorytmu neighbor-joining.
zastosowano sekwencje O-metylotransferazy 1 (OMT1) z A. thaliana. Skala pod drzewem
wskazuje poziom 10% zroéznicowania porownywanych sekwencji biatkowych.

Jako grupe zewnetrzng
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A. thaliana
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—— —
- {GMTB} - - -~
Car. hirsuta
i — — —
1 GRS - - -7} -
Carhr070310.1 Carhr070320.1 Carhr070330.1 Carhr070340.1

Ryc. 27. Mapy genomowe locus zawierajgcego ortologi genow IGMT5 w badanych gatunkach
Camelineae. Liczby rzymskie odpowiadajag numerowi chromosomu (jesli jest on znany),
strzatki nad genami wskazuja orientacje genu.

4.4. Regulacja szlaku biosyntezy glukozynolanéow w badanych

gatunkach

4.4.1. Zakonserwowanie czynnikow transkrypcyjnych MYB

Organospecyficzny wzor akumulacji glukozynolandw oraz ekspresji genow
kodujacych enzymy zaangazowane w ich biosyntezg, wyraznie kontrastuje pomigdzy
A.thaliana i gatunkami kladu Il Camelineae, co sugeruje wystepowanie roznic
w regulacji tego szlaku metabolicznego. Dodatkowo, bioragc pod uwage rozbieznos¢
pomiedzy calkowitg akumulacjg AG i IG w poszczegolnych organach gatunkow kladu 11
Camelineae, mozemy przypuszczaé, ze istnieje zasadnicza roznica w kontroli biosyntezy

obu klas glukozynolanéw u tych roslin. Postanowili§my zatem sprawdzi¢ czy znane
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z A. thaliana czynniki transkrypcyjne wptywaja na obserwowane réznice w akumulacji
glukozynolandw. Sposréod dwoch klas czynnikéw transkrypcyjnych kontrolujacych
produkcje tych metabolitow, bHLH/MYC regulujg rownocze$nie biosynteze zardéwno
AG, jak 1 IG, podczas gdy czynniki MYB, wykazujg specyficzno$¢ w regulacji obu
szlakéw. Biorac pod uwage obserwowane réznice pomiedzy akumulacja AG i IG
wroslinach II kladu Camelineae nasza uwage skupiliSmy na czynnikach
transkrypcyjnych MYB, ktére moga by¢ potencjalnie odpowiedzialne za dysproporcje
W zdolnosci do biosyntezy tych dwoch grup glukozynolanow.

Wsrod zidentyfikowanych do tej pory w A. thaliana bialek MYB, MYB2S,
MYB29 i MYB76 reguluja biosyntezg¢ AG, podczas gdy MYB34, MYB51 1 MYB122 sg
aktywne w biosyntezie IG. W przypadku genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne,
kontrolujace produkcj¢ AG, zidentyfikowalismy ortologi MYB28 i MYB29 we wszystkich
badanych gatunkach kladu Il Camelineae. Co ciekawe, w przypadku MYB76 udato nam
si¢ znalez¢ ortologi jedynie w A. lyrata i Car. hirsuta, ktorej genom zawierat nawet dwie
kopie tego genu (Tabela 2). Doniesienia literaturowe sugeruja jednak niewielki wptyw
czynnika transkrypcyjnego MYB76 na biosynteze AG w A. thaliana, dlatego jego brak
w gatunkach II kladu Camelineae nie powinien wptywac istotnie na zdolno$¢ do
produkcji tych metabolitow. Ponadto, biorac pod uwage obecnos$¢ ortologéw MYB28
I MYB29 oraz zdolno$¢ do biosyntezy AG przez badane gatunki Camelineae, mozemy
wysung¢ wniosek, ze wspomniane czynniki transkrypcyjne sa zakonserwowane i nadal
funkcjonalne w tym szlaku.

Analogiczne analizy przeprowadziliSmy dla czynnikow transkrypcyjnych
regulujacych biosynteze 1G. We wszystkich badanych gatunkach znalezlismy ortologi
genow kodujacych czynniki MYB51 i MYBI122, a regiony genomowe, ktore zawieraja
te geny wykazywaty wyrazne zakonserwowanie (Ryc. 28, Ryc. 29). Jedyny wyjatek
stanowita Cam. sativa, ktorej gen MYB51 ulegt duplikacji na chromosomie III, podczas
gdy analogiczny gen ulokowany na chromosomie XVII kodowat jedynie skrocony
wariant tego biatka. Zaskakujaco, w przypadku czynnika transkrypcyjnego MYB34 nie
zaobserwowali§my wystgpowania ortologéw kodujacego go genu w genomach Cam.
sativa i N. paniculata, podczas gdy byly one obecne w pozostatych badanych gatunkach
(Ryc. 30).
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Przeprowadzone analizy filogenetyczne wykazaty dodatkowo, ze w przypadku
MYB34, ktorego ortologdw nie znalezliSmy w Cam. sativa i N. paniculata, oraz MYB122
relacje filogenetyczne sg niespojne z przyjetym pokrewienstwem pomiedzy gatunkami
Brassicaceae (Ryc. 31). Analogicznie do analiz filogenetycznych IGMT, tutaj rowniez
zaobserwowali$my blizsze pokrewienstwo ortologow MYB34 i MYB122 z A. thaliana
I A. lyrata z odpowiednimi ortologami z Car. hirsuta niz ortologami z gatunkéw kladu 11
Camelineae. Sugeruje to, ze zmiany ewolucyjne obu biatek w kladzie II Camelineae sg
szybsze niz w innych gatunkach Brassicaceae. W przeciwienstwie do MYB341 MYB122,
ortologi MYB51 nie wykazywaly zadnych odstepstw od przyjetych relacji
filogenetycznych pomiedzy badanymi gatunkami (Ryc. 31).
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Ryc. 28. Mapy genomowe locus zawierajacego ortologi genéw MYB51 w badanych gatunkach
Camelineae. Liczby rzymskie odpowiadajg numerowi chromosomu (jesli jest on znany),
strzatki nad genami wskazuja orientacj¢ genu.
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Ryc. 29. Mapy genomowe locus zawierajacego ortologi genéw MYB122 w badanych
gatunkach Camelineae. Liczby rzymskie odpowiadaja numerowi chromosomu (jesli jest on
znany), strzatki nad genami wskazujg orientacje genu.
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Ryc. 30. Mapy genomowe locus zawierajgcego ortologi genoéw MYB34 w badanych gatunkach
Camelineae. Liczby rzymskie odpowiadajg numerowi chromosomu (jesli jest on znany),

strzatki nad genami wskazuja orientacj¢ genu.
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Ryc. 31. Drzewo filogenetyczne zidentyfikowanych ortologéw czynnikéw transkrypcyjnych
MYB. Analize filogenetyczng przeprowadzono przy uzyciu algorytmu neighbor-joining. Jako
grupe zewnetrzng zastosowano sekwencje MYB11 z A. thaliana. Skala pod drzewem
wskazuje poziom 10% zréznicowania porownywanych sekwencji biatkowych.

89



W celu wskazania przyczyn zaburzonych relacji filogenetycznych ortologow
MYB34 1 MYBI122 postanowiliSmy dokladniej poréwnac¢ sekwencje biatkowe
poszczegdlnych czynnikow transkrypcyjnych regulujacych szlak biosyntezy 1G
w badanych gatunkach. ZauwazyliSmy, ze sekwencje odpowiednich biatek
z C. grandiflora i Cam. sativa wykazywaty pewne braki w poczatkowych ich czesciach
spowodowane niska jakos$cia dostepnych sekwencji genomowych tych dwoch gatunkéw.
Biorac jednak po uwagg, ze sekwencje biatkowe MYB34 i MYB122 dla C. rubella byty
kompletne, a ich relacje filogenetyczne rowniez odbiegata od zakladanych, mozemy
wnioskowac, ze problemy z jakos$cig sekwencji ortologow z C. grandiflora i Cam. sativa
nie sa gtdéwna przyczyna ich zaburzonych relacji filogenetycznych.

Pomijajac wspomniane braki wynikajace z jakos$ci sekwencjonowania, wszystkie
zidentyfikowane ortologi MYB34 wykazywaly zakonserwowanie domen R2, R3
I motywu MIM (Ryc. 32). Co ciekawe, u C. rubella i C. grandiflora w dalszej czgsci
biatka MYB34 zaobserwowalismy liczne insercje, delecje i substytucje. W przypadku
czynnika MYB122 rowniez zaobserwowaliSmy wysoki poziom zakonserwowania domen
R2, R3 i motywu MIM, przy rownoczesnej obecnosci zmian w C-koncowej czesci biatek
pochodzacych od przedstawicieli kladu Il Camelineae (Ryc. 33). Na tej podstawie,
zakladamy, ze N-koncowe czgsci bialek MYB34 1 MYBI122 pozostajg silnie
konserwowane we wszystkich badanych gatunkach, podczas gdy ich C-konce podlegaja
przyspieszonym zamianom ewolucyjnym w gatunkach kladu Il Camelineae.
W przeciwienstwie do MYB34 1 MYB122, ortologi MYBS1 pokazuja wysoki stopien
zakonserwowania calego biatka, co koreluje z faktem, ze drzewo filogenetyczne
ortologdbw MYBS51 byto spojne z pokrewienstwem badanych gatunkow (Ryc. 34).

Zaobserwowane podczas tych analiz zmiany w sekwencjach MYB34 i MYB122
sugeruja, ze biatka te mogty utraci¢ swoja funkcjonalno$¢ w gatunkach nalezacych do
kladu II Camelineae. Biorgc pod uwage niewielki wplyw MYB122 na biosynteze 1G,

ewentualna utrata jego funkcjonalnos$ci nie wplyngta raczej na produkcje 1G u tych roslin.
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Ryc. 32. Poréwnanie sekwencji biatkowych ortologow MYB34 przy uzyciu algorytmu MUSCLE. Carhr - Cardamine hirsuta, Al - Arabidopsis lyrata, At -
Arabidopsis thaliana, Carub - Capsella rubella, Cagra - Capsella grandiflora, # - nieznana sekwencja, MIM — motyw oddziatujacy z czynnikami
transkrypcyjnymi bHLH/MYC
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Ryc. 33. Porownanie sekwencji biatkowych ortologdéw MYB122 przy uzyciu algorytmu MUSCLE. Carhr - Cardamine hirsuta, Al - Arabidopsis lyrata, At -
Arabidopsis thaliana, Carub - Capsella rubella, Cagra - Capsella grandiflora, Csa - Camelina sativa, Np — Neslia paniculata, # - nieznana sekwencja, MIM —
motyw oddziatujacy z czynnikami transkrypcyjnymi bHLH/MYC
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domena R2 domena R3

a-helisa 1 a-helisa 2 a-helisa 3 a-helisa 1 a-helisa 2 a-helisa 3
Al1g18570.1 10
Al1g31010.01 10
Carubv10009563 10
Cagra4153s0023.1 104
Csa03g022420.1 10
Csa03g022440.1 110
Csa14g023800.1 110
Np.myb51 110
Carhr019190.1 110
At1g18570.1 21
Al1g31010.01 21
Carubv10009563 212
Cagra4153s0023.1 205
Csa03g022420.1 216
Csa03g022440.1 216
Csa14g023300.1 208
Np.myb51 208
Carhr019190.1 205
At1g18570.1 37
Al1g31010.11 37
Carubv10009563 319
Cagra4153s0023.1 312
Csa03g022420.1 323
Csa03g022440.1 323
Csa14g023900.1 315
Np.myb51 314
Carhr019190.1 310
At1g18570.1 318 L X 353
Al1g31010.01 318 M X 353
Carubv10009563 320 I X 357
Cagra4153s0023.1 313 I X 350
Csa03g022420.1 324 T X 359
Csa03g022440.1 324 T X 359
Csa14g023200.1 316 T X 351
Mp.mybs1 315 T X 350
Carhr019190.1 n I X 346

Ryc. 34. Porownanie sekwencji biatkowych ortologéw MYBS51 przy uzyciu algorytmu MUSCLE. Carhr - Cardamine hirsuta, Al - Arabidopsis lyrata, At -
Arabidopsis thaliana, Carub - Capsella rubella, Cagra - Capsella grandiflora, Csa - Camelina sativa, Np — Neslia paniculata, # - nieznana sekwencja, MIM —
motyw oddziatujacy z czynnikami transkrypcyjnymi bHLH/MYC
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4.4.2. Ekspresja zidentyfikowanych ortologow genow MYB

Aby sprawdzi¢, w jakim stopniu ekspresja ortologéw gendéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne odpowiada organospecyficznej ekspresji gendw zwigzanych z biosyntezg
AG i IG oraz z akumulacjg tych metabolitoéw, wykonalismy analizy RT-qPCR dla
roznych organéw i stadidow rozwojowych badanych gatunkow. Sposrod czynnikow
transkrypcyjnych regulujgcych szlak biosyntezy AG, zardéwno gen MYB28, jak i MYB29
ulegaja widocznej ekspresji we wszystkich gatunkach. W przypadku MYB28
zaobserwowali$my szczegdlnie wysoka ekspresje w 2-tygodniowych siewkach i pedach
Cam. sativa i N. paniculata, podczas gdy w ré6znych organach pozostatych gatunkoéw byta
ona nizsza (Ryc. 35). Ekspresja MYB29 rowniez byta dostrzegalna w rdéznych organach,
cho¢ réznice pomigdzy nimi nie byly az tak wyrazne, jak w przypadku MYB28.
Wszystkie gatunki wykazaty odrebny organospecyficzny wzor ekspresji wspomnianych
genow w porownaniu do A. thaliana, u  ktoérej najwyzszy poziom ekspresji
demonstrowany byt w lisciach, za$ najnizszy w pedach (Ryec. 35).

Wsrod genow kodujacych czynniki transkrypcyjne zaangazowane w biosynteze
IG, zaskakujgco zaobserwowalismy brak ekspresji genu MYB34 w C. rubella,
C. grandiflora i C. bursa-pastoris we wszystkich badanych organach i stadiach
rozwojowych (Ryc. 35). W przypadku MYB51 najwyzsza ekspresje wykazywaly pedy
Cam. sativa i N. paniculata, ale co ciekawe, w C. rubella (podobnie jak w A. thaliana)
gen ten prezentowal najwyzsza ekspresje w lisciach na réznych stadiach rozwojowych.
Dodatkowo, w badanych gatunkach kladu IT Camelineae, wzor ekspresji MYB122 byt
bardzo zblizony do MYB51, rozniac sie od A. thaliana w wigkszosci przypadkow, ale
rownoczes$nie korespondujac ze wzorem ekspresji gendw kodujacych enzymy biorace

udzial w biosyntezie IG oraz wzorem akumulacji tych metabolitow.
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Ryc. 35. Wzgledna ekspresja wybranych genéw bioracych udzial w biosyntezie
glukozynolanéw wyznaczona metoda RT-qPCR przy zastosowania referencyjnego genu
kodujacego aktyne. Wyniki przedstawiajg $rednie wraz z odchyleniami standardowymi
z trzech niezaleznych eksperymentdéw, kazdy zawierajacy cztery powtorzenia biologiczne
(n=12).
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4.4.3. Utrata funkcji CrMYB34 w biosyntezie IG

Wspomniany wczesniej brak ortologéw MYB34 w Cam. sativa i N. paniculata
(Ryc. 30), liczne zmiany w sekwencji biatkowej ortologow z rodzaju Capsella (Ryc. 31)
oraz brak ekspresji kodujacych je genow (Ryc. 35), sugeruja, ze MYB34 mogt utraci¢
swojg funkcj¢ na wczesniejszych etapach ewolucji gatunkéw kladu 1l Camelineae.
W celu weryfikacji tej hipotezy postanowiliSmy wygenerowaé linie transgeniczne
A. thaliana eksprymujace gen MYB34 pochodzacy z jednego z gatunkow rodzaju
Capsella, w ktorych potencjalny ortolog MYB34 zostal zachowany. Z uwagi na
niekompletng sekwencj¢ genu z C. grandiflora, jako dawcg¢ MYB34 wybraliSmy
C. rubella. Biorac pod uwage brak ekspresji MYB34 w C. rubella oraz konieczno$é¢
uzyskania natywnego wzoru ekspresji z A. thaliana, zdecydowaliS§my si¢ na uzycie
promotora genu AtMYB34, a nie natywnego promotora CrMYB34. Zatozylismy, ze jesli
biatko CrMYB34 jest funkcjonalne, powinno by¢ w stanie zastgpi¢ biatko AtIMYB34
w liniach A. thaliana posiadajacych mutacj¢ w genie MYB34 i podnies¢ w nich
akumulacje IG. Bioragc pod uwage fakt, ze ze wzgledu na pokrywajace si¢ funkcje biatek
MYB34, MYB51 i MYB122 roznica w poziomie akumulacji IG pomigdzy dzikim typem
a pojedynczym mutantem myb34 nie jest wysoka, jako linie do transformacji
zastosowalismy potrdjnego mutanta myb34/51/122, ktory cechuje si¢ prawie catkowitym
zanikiem produkcji IG [102]. Zatozylismy, ze przy tak niskim poziomie akumulacji IG
nawet niewielki wzrost ich biosyntezy bedzie tatwiej dostrzegalny niz w przypadku linii
myb34. W optymalnej sytuacji, w pelni funkcjonalnego biatka MYB34, poziom ten
powinien zrownac si¢ z akumulacja IG w podwodjnym mutancie myb51 myb122.
Wyselekcjonowane w pokoleniu Ti transgeniczne rosliny zostaly poddane
analizie RT-gPCR w celu wyboru roslin o najwyzszym poziomie transkryptu CrMYB34.
Na tej podstawie do dalszych doswiadczen wybraliSmy dwie rosliny, ktorych potomstwo
w pokoleniu T2 eksprymowato gen CrMYB34 na poziomie porownywalnym do ekspresji
AtMYB34 w Col-0 i myb51/122 (Ryc. 36). Z drugiej jednak strony nasze analizy LC-
MS/MS wykazaly, Ze obie linie transgeniczne nie wykazujg zadnych zmian w akumulacji
IG w poréwnaniu do mutanta myb51/122. Obecnos$¢ transkryptu przy roéwnoczesnym
braku zmian w akumulacji IG jednoznacznie wykazuje, ze CrMYB34, nie koduje biatka
zdolnego do kontroli biosyntezy IG (Ryc. 37). Dodatkowo, nie zaobserwowaliSmy

réwniez zadnych zmian w akumulacji AG pomig¢dzy wszystkimi badanymi liniami, co

96



swiadczy o tym, ze ekspresja CrMYB34 nie wpltywa w Zaden sposob na zdolnos¢ do

produkcji AG (Ryc. 37).
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Ryc. 36. Wzgledna ekspresja genu MYB34 w wygenerowanych liniach transgenicznych
A. thaliana eksprymujacych gen CrMYB34 pod natywnym promotorem AtMYB34. Do analiz
uzyto starterow uniwersalnych dla MYB34 z A. thaliana i z C. rubella. Wyniki sg §rednimi

z odchyleniami

standardowymi z jednego eksperymentu w pigciu powtorzeniach

biologicznych (n = 5). Istotnie rézne grupy statystyczne zostaly wskazane za pomoca testu
ANOVA (P < 0,05; test post-hoc Tukey’a).
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<« Ryc. 37. Catkowita akumulacja glukozynolanoéw indolowych (IG) i alifatycznych (AG)
w wygenerowanych liniach transgenicznych A. thaliana eksprymujacych gen CrMYB34 pod
natywnym promotorem AtMYB34. Wyniki sg $rednimi z odchyleniami standardowymi
z jednego eksperymentu w pigciu powtdrzeniach biologicznych (n = 5). Istotnie rézne grupy
statystyczne zostaty wskazane za pomocg testu ANOVA (P < 0,05; test post-hoc Tukey’a).

4.4.4. Brak funkcjonalnego MYB34 jako przyczyna ograniczonej
zdolnosci do biosyntezy IG

Aby sprawdzié¢, czy utrata funkcjonalnego bialkka MYB34 mogta sta¢ sig
molekularng przyczyna obnizonej zdolnosci do produkcji IG w gatunkach nalezacych do
kladu II Camelineae, postanowiliSmy wygenerowaé linie transgeniczne C. rubella
eksprymujace gen kodujacy AtMYB34 pod jego natywnym promotorem. Do
przeprowadzenia transgenezy, jako biorce wybralismy ekotyp GR1 C. rubella, ktory
zuwagi na brak wymogu wernalizacji charakteryzuje si¢ znacznie krotszym czasem
osiggnigcia fazy kwitnienia w porOéwnaniu z ekotypem Monte Gargano uzytym
W poprzednich eksperymentach. Zmiana ekotypu znaczaco skrocila czas uzyskania
kolejnych pokolen linii transgenicznych. Co istotne dla planowanych eksperymentow,
nasze analizy LC-MS/MS wykazaty, ze akumulacja AG i IG byta porownywalna w obu
ekotypach (Ryc. 38). Zaktadajac, ze wprowadzony gen AtMYB34 bedzie ulegat ekspres;i
w C. rubella pod swoim natywnym promotorem, chcieliSmy rowniez sprawdzié¢ czy
kodowane przez niego funkcjonalne biatko wptynie istotnie na regulacj¢ ekspresji genow
zaangazowanych w biosynteze IG, skutkujac zwigkszong zdolnoscia do produke;ji tych

metabolitow.
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<« Ryc. 38. Catkowita akumulacja glukozynolanow alifatycznych (AG) i indolowych (IG)
w wybranych organach ekotypu GR1 C. rubella. Wykres shupkowy wskazuje sumg
powierzchni pikéw na chromatogramach deprotonowanych czasteczek. Wyniki sg $rednimi
z odchyleniami standardowymi z dwoch niezaleznych eksperymentow, kazdy w trzech
powtodrzeniach biologicznych (n = 6). 2t_S — 2-tygodniowe siewki, 4t_L — 4-tygodniowe
liscie, 6t L —6-tygodniowe liscie, L_d —liscie dojrzatych roslin, P_d — pedy dojrzatych roslin,
L _d — tluszczynki dojrzatych roslin, K d — korzenie dojrzatych ro$lin, # - ponizej granicy
detekcji

Z pokolenia T1 wygenerowanych ro$lin transgenicznych wyselekcjonowalismy

dwie rosliny o najwyzszej ekspresji AtMYB34, a nastepnie poddalismy dalszym badaniom

ich potomstwo w pokoleniu T.. Przeprowadzone analizy linii transgenicznych

potwierdzity zwigkszony poziom transkryptu MYB34 wzgledem dzikiego typu w liSciach

oraz pedach, dowodzac, ze promotor genu AtMYB34 jest funkcjonalny w C. rubella

(Ryc. 39). Aby zweryfikowaé, czy AtMYB34 moze kontrolowaé ekspresje gendéw

zwigzanych z biosynteza IG w C. rubella, sprawdziliSmy poziom ekspresji CYP79B2,

CYP79B3 i CYP83B1. Nasze analizy linii transgenicznych wykazaly wyzszy poziom
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4 Ryc. 39. Wzgledna ckspresja genow MYB34, CYP79B2, CYP79B3 i CYP83Bl1
w wygenerowanych liniach transgenicznych C. rubella eksprymujacych gen AtMYB34 pod
jego natywnym promotorem. Wyniki sg $rednimi z odchyleniami standardowymi z dwoch
eksperymentow w czterech powtorzeniach biologicznych (n = 8). Istotnos¢ statystyczna
wzgledem dzikiego typu zostala wskazana za pomocg testu t-Studenta (wartos¢ P: * < 0,05;
**<0,01; *** < 0,001).

transkryptow CYP79B3 i CYP83B1 w poréwnaniu z dzikim typem GR1 (Ryc. 39). Jednak
zmiany te byly widoczne w obu przypadkach jedynie w pedach, za§ w liSciach poziom
ekspresji tych gendw pozostawat bez zmian. Co cieckawe, ekspresja genu CYP79B2 byta
wyzsza w pedach tylko jednej z linii transgenicznych, a w przypadku lisci jej poziom byt
nawet nieco nizszy od dzikiego typu (Ryc. 39). Powyzsze wyniki wykazaly, ze biatko
AtMYB34 jest w stanie efektywnie kontrolowac¢ ekspresj¢ genow kodujacych enzymy ze
szlaku biosyntezy IG w C. rubella, jednak kontrola ta nie jest mozliwa w liSciach.

W celu zweryfikowania wptywu obserwowanych réznic w ekspresji genéw na
biosynteze IG w C. rubella, sprawdzilismy poziom akumulacji glukozynolanow
w wygenerowanych liniach transgenicznych ekprymujacych AtMYB34. Nasze analizy
LC-MS/MS wykazaly wyrazny wzrost catkowitej produkcji IG w pedach, tuszczynkach
I korzeniach linii transgenicznych, ale nie w lisciach (Ryc. 40). W przypadku AG, ich

akumulacja w pordéwnaniu do typu dzikiego pozostawata bez zmian we wszystkich

organach.
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<« Ryc. 40. Catkowita akumulacja glukozynolanoéw indolowych (IG) i alifatycznych (AG)
w wybranych organach wygenerowanych linii transgenicznych C. rubella eksprymujgcych
gen AtMYB34 pod jego natywnym promotorem. Wyniki sa $rednimi z odchyleniami
standardowymi z dwoch eksperymentow w czterech powtdrzeniach biologicznych (n = 8).
Istotnos¢ statystyczna wzgledem dzikiego typu zostata wskazana za pomocg testu t-Studenta
(warto$¢ P: * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001).
W kolejnym kroku, postanowiliémy sprawdzi¢ czy ekspresja AtMYB34
w C. rubella powoduje zniwelowanie defektu w produkcji wszystkich 1G czy tylko
niektorych pochodnych. Nasze analizy wykazaty, ze w pedach i1 luszczynkach linii
transgenicznych obserwowalny jest wyrazny wzrost produkcji jedynie I13G, podczas gdy
pozostate pochodne prezentowaly niezmieniony poziom akumulacji (Ryc. 41). Co
ciekawe, w przypadku korzeni dostrzegliSmy zwigkszong produkcje nie tylko 13G, ale

réowniez 40OHI3G. LiScie natomiast nie wykazywaly zadnych istotnych roznic

w akumulacji ani 13G, ani ktorejkolwiek jego pochodne;.
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<« Ryc. 41. Akumulacja poszczegolnych IG w wybranych organach wygenerowanych linii
transgenicznych C. rubella. Wyniki s3 $rednimi z odchyleniami standardowymi z dwoch
eksperymentéw w czterech powtodrzeniach biologicznych (n = 8). Istotnos$¢ statystyczna
wzgledem dzikiego typu zostata wskazana za pomoca testu t-Studenta (wartos¢ P: * < 0,05;
** < 0,01, *** < 0,001). 13G —indolilo-3-metyloglukozynolan, 40HI3G — 4-hydroksy-
indolilo-3-metyloglukozynolan, 4MI3G — 4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan, 1MI3G
— 1-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan, # - nie wykryto

Otrzymane przez nas wyniki jasno wskazuja, ze ekspresja genu kodujacego
funkcjonalny AtMYB34 w C. rubella prowadzi do zwigkszenia zdolnosci do produkc;ji
IG, gtéwnie 13G, w pedach, tuszczynkach i korzeniach. Utrata funkcjonalnego biatka
MYB34 jest zatem jedng z gtdéwnych molekularnych przyczyn zahamowania produkcji

IG w C. rubella i przypuszczalnie w pozostatych gatunkach kladu 1l Camelineae.

4.45. MYB34 jako gléwny regulator sprzezenia zwrotnego

w biosyntezie IG

Weczesniejsze badania podwdjnego mutanta cyp83b1l myb34 A. thaliana wskazaty
na czynnik transkrypcyjny MYB34 jako biatko biorgce udziat w sprzezeniu zwrotnym
kontrolujacym poziom IG, ktore w przypadku defektu w tym szlaku biosyntezy moze
prowadzi¢ do nadprodukcji IAA (Ryc. 9) [98]. Nie sprawdzono jednak, czy w mechanizm
powyzszego sprzezenia zwrotnego zaangazowane sg rowniez MYBS1 1 MYBI122.
PostanowiliSmy zatem w sposob bardziej systematyczny sprawdzi¢ potencjalny udziat
W tym sprzezeniu zwrotnym wszystkich trzech czynnikéw transkrypcyjnych MYB
kontrolujacych biosynteze IG. W tym celu, wykorzystaliSmy wygenerowane wczesniej
W naszym laboratorium podwojne linie mutantéw A. thaliana cyp83b1 myb34, cyp83bl
myb51 i cyp83bl mybl22. Aby uzyskane wyniki mialy znaczenie fizjologiczne,
W odréznieniu od warunkow in vitro zastosowanych wczesniej w analizach linii cyp83b1
myb34 [98], w naszych doswiadczeniach wykorzystaliSmy 6-tygodniowe rosliny rosngce
w ziemi.

Porownanie wzrostu wygenerowanych mutantow pokazato, ze linie cyp83bl
myb51 i cyp83b1 myb122, podobnie jak pojedynczy mutant cyp83bl, charakteryzuja si¢
zahamowanym rozwojem cze$ci nadziemnych roslin, co moze by¢ wynikiem
nadprodukcji auksyn (Ryc. 42). Zgodnie ze wczesniejszymi wynikami uzyskanymi dla

siewek 10-dniowych siewek hodowanych in vitro [98], mutant cyp83bl myb34

102



charakteryzowat si¢ odwroconym fenotypem zblizonym do typu dzikiego oraz
pojedynczych mutantow myb34, myb51 1 mybl22. Wyniki te sugeruja, ze
prawdopodobnie nadprodukcja auksyn w linii cyp83bl moze by¢ zahamowana poprzez
wprowadzenie dodatkowej mutacji w genie MYB34, ale nie w przypadku mutacji genow
MYB51 i MYB122.

myb122 cyp83b1 myb51
cyp83b1 myb34 cyp83b1 myb 122

Ryc. 42. Poréwnanie fenotypu wzrostu 6-tygodniowych roslin wygenerowanych podwdéjnych
mutantow z liniami pojedynczych mutantéw i typem dzikim (Col-0).

W celu weryfikacji tej hipotezy, przeprowadzilismy analizy LC-MS/MS probek
uzyskanych z podwdjnych mutantow cyp83bl myb. Nasze analizy wykazaly, ze
w poréwnaniu do dzikiego typu, linie cyp83bl, cyp83bl myb51 i cyp83bl mybl22
charakteryzuja si¢ wyraznie wyzsza akumulacjg jonu o wartosci m/z odpowiadajace;j
deprotonowanej czgsteczce IAOx, bedacego produktem posrednim w biosyntezie
zarébwno IG, jak i IAA (Ryc. 9, Ryc. 43). Zgodnie z przypuszczeniami, podwojny mutant
cyp83bl myb34 wykazywal zahamowang nadprodukcje TAOx, akumulujgc ten zwigzek

na poziomie porownywalnym z typem dzikim oraz liniami myb34, myb51 i myb122.
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<« Ryc. 43. Akumulacja indolilo-3-aldoksymu (IAOx) w badanych liniach mutantow
A. thaliana. Wyniki sg $rednimi z odchyleniami standardowymi z dwoch eksperymentow
w czterech lub pigciu powtorzeniach biologicznych (n = 9). Istotnie rézne grupy statystyczne
zostaty wskazane za pomocg testu ANOVA (P <0,05; test post-hoc Tukey’a).

Na podstawie analiz posiadanego standardu sprawdziliSmy rowniez poziom
akumulacji samego [AA, ale w tym przypadku nie zaobserwowaliSmy oczekiwanego
wzoru zmian (Ryc. 44). Wszystkie linie mutantow cyp83bl (z wyjatkiem cyp83bl
myb122) wykazywaly nawet nizszg zawartos¢ IAA wzgledem typu dzikiego.
Postanowilismy zatem zidentyfikowaé rowniez formy IAA zwigzane w postaci
koniugatéw tworzonych zaminokwasami i cukrami. Wérdd sygnatow uzyskanych
podczas analiz LC/MS wudato nam si¢ znalezé sygnaly o warto§ciach m/z
odpowiadajacych opisanym w literaturze koniugatom IAA z glukoza (IAGIc) oraz
6 aminokwasami: kwasem asparaginowym (IAAsp), glicyna (IAGly), alaning (IAAla),
waling (IAVal), seryng (IASer) i kwasem glutaminowym (IAGlu) (Ryc. 44, Tabela
uzupetniajagca 2). Co ciekawe, w linii cyp83bl zaobserwowali$my nadprodukcje¢
wszystkich potencjalnych koniugatéw IAA, ktéra zostala silnie zredukowana
w wigkszosci przypadkow (z wyjatkiem IAVal) w linii cyp83bl myb34 do poziomu
poréwnywalnego z dzikim typem. W odniesieniu do cyp83bl, nie zaobserwowalismy
natomiast wyraznych zmian w akumulacji zwigzanego IAA w liniach cyp83b1l myb51
(z wyjatkiem IAAsp i IAAla) i cyp83bl myb122 (poza IAGlc, ktory wykazywat nawet
wyzsza akumulacj¢). Mozemy zatem wnioskowac, ze wprowadzenie mutacji w obrebie
genu MYB34 w liniach cyp83bl powoduje zahamowania nadprodukcji 1AA i jego
pochodnych, ale wplywu takiego nie zaobserwowaliSmy w przypadku mutacji genow
MYB51 i MYB122. Wyniki te sugeruja, ze w sprzgzenie zwrotne prowadzace do
nadprodukcji IAA w przypadku defektu w biosyntezie IG, zaangazowany jest czynnik
transkrypcyjny MYB34, podczas gdy MYB51 1 MYB122 raczej nie biorg w nim udziatu.
Zwazywszy na obserwowany defekt w produkcji IG w gatunkach kladu IT Camelineae,
utrata funkcjonalno$ci wilasnie przez MYB34 mogta dodatkowo utatwi¢ wsteczng

ewolucje szlaku biosyntezy IG.
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<« Ryc. 44. Akumulacja kwasu indolilo-3-octowego (IAA) oraz jego koniugatow z glukoza
(IAGIc), kwasem asparaginowym (IAAsp), glicyng (IAGly), alaning (IAAla), waling (IAVal),
seryng (IASer) i kwasem glutaminowym (IAGlu) w badanych liniach mutantow A. thaliana.
Wyniki sg $rednimi z odchyleniami standardowymi z dwoch eksperymentow w czterech lub
pigciu powtdrzeniach biologicznych (n = 9). Istotnie rozne grupy statystyczne zostaty
wskazane za pomocg testu ANOVA (P < 0,05; test post-hoc Tukey’a).
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5. Dyskusja

5.1.  Unikalny organospecyficzny wzor akumulacji

glukozynolanow w gatunkach plemienia Camelineae

Opublikowane do tej pory wyniki sugeruja, ze pomimo mi¢dzygatunkowych
roznic w profilu glukozynolanow, metabolity te wystepuja konstytutywnie w znacznych
ilosciach we wszystkich tkankach roslin Brassicaceae [142, 146-149]. Jedyne badane
wczesniej gatunki, nalezace do tej rodziny, dla ktdrych nie uzyskano jednoznacznych
wynikow potwierdzajacych obecno$¢ zardwno AG, jak 1 IG we wszystkich organach
reprezentuja klad I plemienia Camelineae [37, 38, 49, 152-155].

Wyniki uzyskane w tej pracy podczas niecelowanych analiz metabolicznych
I analiz ekspresji genow jednoznacznie wykazaty, ze w przeciwienstwie do A. thaliana,
zarbwno AG, jak i IG nie sg produkowane i akumulowane w lisciach C. rubella,
C. grandiflora, C. bursa-pastoris, Cam. sativa i N. paniculata. Brak glukozynolanow
W tym organie przynajmniej u niektorych gatunkow kladu II Camelineae sugerowaty juz
wczesniejsze doniesienia literaturowe [49, 152, 153]. Celowane analizy LC-MS,
przeprowadzone dla lisci N. paniculata, Cam. microcarpa i Cat. pendulus wykazaty brak
wszystkich znanych 1G, jednak w przypadku AG wykluczono obecnos¢ tylko 19
analizowanych zwigzkéw z maksymalng dlugoscig tancucha 8C [145]. Dlatego nie
mozna bylo jednoznacznie stwierdzi¢, czy w lisciach tych gatunkéw obecne sg inne AG,
na przykfad ich dlugotancuchowe warianty, ktorych obecno$¢ wykryto w nasionach
C. bursa-pastoris, N. paniculata i gatunkach rodzaju Camelina [37, 38, 49, 152-155].
Zgodnie z tym przypuszczeniem, nasze analizy wykazaty obecno$¢ 3-10C AG w lisciach
C. rubellai C. bursa-pastoris, jednak byty to znikome, bliskie limitu detekcji dla systemu
LC-MS, ilosci tych zwigzkow, ktore nadal wskazuja na ogdlny defekt w biosyntezie AG
w tym organie. Z kolei wczesniejsze doniesienie o braku IG w lisciach C. rubella oparte
byly na analizach LC z mniej czutg metodg detekcji UV, co nie wykluczato wystepowania
niewielkich ilosci IG w lisciach tego gatunku [151]. Nasze analizy jednak nie
potwierdzity tego przypuszczenia (Ryc. 13).

W przeciwienstwie do lisci, nasze analizy LC-MS wykazaly obecnos$¢ zarowno
AG, jak 1 IG w pedach, tuszczynkach nasiennych i1 korzeniach badanych gatunkow
Camelineae (Ryc. 13). Jedynym wyjatkiem w tym przypadku byty korzenie C. rubella,

ktére nie akumulowaty wykrywalnych ilosci IG. W przeciwienstwie do lisci 1 nasion
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obecno$¢ glukozynolandéw nie byta wczesniej analizowana w tych organach gatunkéw
kladu Il Camelineae. W przypadku AG zaobserwowaliSmy niewielkie, w porownaniu do
A. thaliana, ilo$ci tych zwigzkow W pedach, ale w tuszczynkach i korzeniach poziom ich
akumulacji byl porownywalny z A. thaliana, a niekiedy nawet wyzszy. Podobnie jak
w przypadku doniesien o akumulacji AG w nasionach C. bursa-pastoris, N. paniculata
I gatunkéw rodzaju Camelina [37, 38, 49, 152-155], wykrylismy dominujacg akumulacjg
dhugotancuchowych (9-10C) AG w pedach, tuszczynkach i korzeniach badanych roslin.
Dodatkowo, wykazalismy rowniez znaczng akumulacj¢ krotkotancuchowych (3-4C) AG
(Ryc. 15), ktore nie byty wezesniej wykryte w nasionach gatunkow kladu IT Camelineae.
Nasze analizy wykazaty rowniez, ze w niemal wszystkich organach badanych gatunkow
poziom akumulacji IG byt znacznie nizszy niz akumulacja AG. Dodatkowo, byt on
zazwyczaj ponizej poziomu akumulacji IG obserwowanego w danym organie dla
A. thaliana (Ryc. 13). Dominujaca formg¢ IG stanowil najczgséciej niepodstawiony 13G
lub nieco rzadziej 4OHI3G, podczas gdy pochodne 1MI3G 1 4MI3G wystepowaty jedynie
w $ladowych ilo$ciach lub ponizej granicy detekcji (Ryc. 20).

Przeanalizowali$my réwniez akumulacj¢ glukozynolanéw w miodych siewkach,
a uzyskane wyniki wykazaly zré6znicowany poziom produkcji AG pomiedzy badanymi
gatunkami oraz $ladowe ilosci IG u C. bursa-pastoris i C. grandiflora. W siewkach
C. rubella, Cam. sativa, N. paniculata IG byty ponizej poziomu detekcji (Ryc. 13).
W przypadku tych analiz ekstrakty zostaty przygotowane z catych siewek i1 zawieraty
rownoczes$nie metabolity z liSci 1 korzeni, przez co nie mozemy stwierdzi¢, ktory z tych
organow przyczynit si¢ istotnie do zaobserwowanej akumulacji glukozynolanéw. Biorac
pod uwage wyniki uzyskane dla starszych roslin, bardziej prawdopodobnym wydaje si¢
by¢ wystepowanie AG i IG w korzeniach siewek niz w ich liSciach.

Wykryta przez nas obecno$¢ glukozynolanow w tuszczynkach jest zgodna
z opisang wczesniej akumulacja AG w dojrzatych nasionach C. bursa-pastoris,
N. paniculata i wybranych gatunkéw rodzaju Camelina [37, 38, 49, 152-155]. Z drugiej
jednak strony, te wczesniejsze badania nie wykryly w nasionach obecnosci IG, ktore
wedlug uzyskanych przez nas wynikéw byly obecne w tuszczynkach wszystkich
analizowanych gatunkéw kladu II Camelineae (Ryc. 13). Nalezy jednak wzia¢ pod uwagg,
ze analizy glukozynolanow w nasionach C. bursa-pastoris i N. paniculata byty analizami
posrednimi opartymi na analizie izotiocyjanianow [49, 152, 153]. Izotiocyjaniany bedace
produktami hydrolizy IG s3a zwigzkami wysoce nietrwatymi 1 praktycznie

niewykrywalnymi w ekstraktach roslin Brassicaceae [168]. Dlatego tez analizy
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izotiocyjanianéw nie moga by¢ podstawa do wykrycia obecnosci IG. Nie dotyczy to
jednak analizy LC-MS glukozynolanéw lub desulfoglukozynolanow, ktore
przeprowadzono dla nasion badanych gatunkéw rodzaju Camelina [37, 38, 154, 155]
i ktore powinny dostarczy¢ informacji o obecno$ci IG. Dlatego mozna przypuszczaé, ze
w tych analizach poziom IG w nasionach byl ponizej poziomu detekcji. Koreluje to
Z obserwacja, ze wykryta przez nas akumulacja IG w tuszczynkach Cam. sativa, byta
zdecydowanie najnizsza w poréwnaniu do tuszczynek innych badanych gatunkow
(Ryc. 13).

Podsumowujac, nasze analizy LC-MS potaczone z opublikowanym wcze$niej
wynikami wykazaty dla gatunkéw kladu II Camelineae nieopisane wcze$niej u innych
ro$lin Brassicaceae wysokie zrdéznicowanie poziomu akumulacji glukozynolanow
pomiedzy poszczegdlnymi organami. W szczegdlno$ci zaskakujacy jest brak
glukozynolandéw w lisciach oraz ich niski poziom akumulacji w pedach. Wyplywajacy
zanaliz LC-MS wniosek o0 zatrzymaniu produkcji glukozynolanow w lisciach
przedstawicieli kladu II Camelineae wsparliSmy dodatkowo analizg ekspresji genow
zwigzanych z biosyntezg glukozynolandw, ktora jak do tej pory nie byta wykonana dla
tych gatunkow. Oprocz braku glukozynolanow w lisciach uwage zwraca rowniez
niewielka zawarto$¢ 1G we wszystkich organach wskazujaca na utrat¢ pierwotnego

biologicznego znaczenia tych metabolitow.

5.2. Hipoteza optymalnej obrony a zdolnos¢ do biosyntezy

glukozynolanow w lisciach

Zakonserwowany brak 1G i AG w lisciach badanych gatunkow kladu 11
Camelineae (Ryc. 2), sugeruje istnienie adaptacyjnej przewagi wynikajacej Z wytaczenia
produkcji glukozynolandow w tym organie, ktéra rownowazy brak tych metabolitow
pehigcych istotne funkcje w oddziatywaniu roslin Brassicaceae ze srodowiskiem. Jedna
z mozliwych korzysci ze zmniejszonej zdolnos$ci do biosyntezy zwigzkoéw 0 charakterze
obronnym moze wynikaé¢ z kompromisu pomigdzy wzrostem roslin a ich konstytutywna
zdolnoscig do obrony przed patogenami i ro$linozercami [169]. Wszystkie szlaki
biosyntezy wykorzystujg sktadniki odzywcze 1 produkty fotosyntezy w celu uzyskania
odpowiednich produktéw koncowych. Utrzymywanie konstytutywnej produkcji
metabolitow wtornych przy ograniczeniu tych zasobow moze skutkowaé obnizeniem

poziomu produkcji metabolitow pierwotnych i w konsekwencji spowolnieniem wzrostu
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ros$lin. Wywotane ograniczeniem zasobdéw zmiany w produkcji metabolitow wtornych
moga by¢ dodatkowo modulowane presja ewolucyjng wywierang przez mikroorganizmy
patogenne i owady roslinozerne [170]. Z tego wzgledu w pewnych niszach ekologicznych
rezygnacja z konstytutywnej produkcji metabolitow o charakterze obronnym na rzecz
promowania wzrostu moze by¢ korzystna dla przetrwania i rozpowszechniania si¢
gatunku.

Organospecyficzny wzoér akumulacji glukozynolanéw obserwowany przez nas
w gatunkach reprezentujgcych rodzaje Capsella, Camelina i Neslia (Ryc. 13),
koresponduje z tzw. hipoteza optymalnej obrony (ang. optimal defense hypothesis) [171].
Zgodnie z ta hipoteza, konstytutywne i indukowalne mechanizmy obronne, w tym
wytwarzanie metabolitow wtornych, sa czesto silniejsze 1 bardziej efektywne w tkankach,
ktore w najwiekszym stopniu przyczyniajg si¢ do przetrwania i rozmnazania roslin lub sa
najbardziej narazone na ataki roslinozercoéw z powodu wysokiego poziomu akumulacji
sktadnikéw odzywczych. Do takich tkanek naleza przede wszystkim mlode, rozwijajace
si¢ organy, narzady rozrodcze i korzenie [171, 172]. Zgodnie z tg hipoteza najwyzsze
stezenia glukozynolandw obserwowaliSmy w mtodych siewkach, luszczynkach
I korzeniach. W szczegolnosci, poziom akumulacji AG w tych organach nie odbiegat
istotnie od akumulacji tych metabolitow w A. thaliana (Ryc. 13). Mozna wigc
przypuszczaé, ze kompromis pomi¢dzy wzrostem a odpornoscig roslin doprowadzit
uprzodka kladu II plemienia Camelineae do znacznego obnizenia produkcji

glukozynolanow w organach, ktore nie sg az tak istotne dla przetrwania gatunku.

5.3.  Molekularne przyczyny obnizonej produkcji 1G

Poszukujac molekularnych przyczyn zmniejszonej zdolnosci do biosyntezy 1G
w gatunkach kladu II Camelineae zwrdciliSmy uwage na czynniki transkrypcyjne
MYB34, MYB51 i MYBI122, ktére w specyficzny sposdb kontroluja biosynteze tych
metabolitow. Przeprowadzone przez nas analizy filogenetyczne wykazaty, ze wsrdod tych
trzech bialek jedynie ortologi biatka MYBS51 wykazujg relacje filogenetyczne zgodne
z pokrewienstwem gatunkoéw Brassicaceae, a dodatkowo ich sekwencje w badanych
gatunkach sa bardziej zakonserwowane niz sekwencje MYB34 i MYB122 (Ryc. 31,
Ryc. 34). W przypadku tych dwoch bialek zaobserwowalismy niespdjnosé relacji
filogenetycznych pomiedzy ich ortologami a pokrewienstwem miedzy gatunkami

Brassicaceae, co znajduje odzwierciedlenie w licznych substytucjach, insercjach

110



I delecjach w sekwencjach biatkowych tych dwoch czynnikéw transkrypcyjnych
(Ryc. 31, Ryc. 32, Ryc. 33). Zmiany te nie sg obecne w scharakteryzowanych pod
wzgledem funkcji domenach R2 i1 R3, ktore biorg udziat w wigzaniu biatka do
specyficznych sekwencji promotorowych, a takze w motywie MIM odpowiedzialnym za
interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi MYC. Poréwnanie sekwencji ortologéw
MYB34 i MYB122 wykazato, ze najwigksza czgstotliwo$¢é mutacji obserwowanych
u przedstawicieli kladu II Camelinacae wystgpuje w regionie C-konca tych biatek,
ktorego funkcje nie zostaly do tej pory poznane. W tym kontek$cie warto zaznaczy¢, ze
formowanie i funkcjonowanie kompleksu transkrypcyjnego nie ogranicza si¢ do
wzajemnego oddziatywania i wigzania do sekwencji promotorowej dwoch czynnikow
transkrypcyjnych. Wydaje si¢ zatem prawdopodobnym, ze niescharakteryzowany do tej
pory funkcjonalnie C-koncowy region bialck MYB moze by¢ odpowiedzialny za
oddzialywania z innymi czynnikami transkrypcyjnymi i biatkami, istotnymi dla inicjacji
transkrypcji. W takim wypadku mutacje obserwowane w genach kodujagcych MYB34
i MYB112 mogtyby prowadzi¢ do utraty funkc;ji tych biatek.

Powyzsza hipotez¢ zweryfikowalismy ekspresja CrMYB34 pod natywnym
promotorem AtMYB34 w mutancie A.thaliana myb34/51/122, ktéra jednoznacznie
udowodnita brak zdolnos$ci biatka CrMYB34 do kontroli biosyntezy IG (Ryc. 37). Biorac
dodatkowo pod uwage brak ekspresji genu MYB34 w C. rubella, C. grandiflora
i C. bursa-pastoris, a takze brak jego ortologu w Cam. sativa i N. paniculata, mozemy
przypuszczaé, ze czynnik transkrypcyjny MYB34 utracit swojg funkcje przed specjacja
tych gatunkow, a nast¢pnie odpowiadajgce mu sekwencje kodujace zostaly usunigte
z genomow Cam. sativa i N. paniculata. Wygenerowane przez nas linie transgeniczne
C. rubella eksprymujace AtMYB34, wykazaly z kolei znaczaco wyzsza akumulacje 1G
w pedach, tuszczynkach i korzeniach w porownaniu do akumulacji tych zwiazkow
w roslinach dzikiego typu, co wskazuje, ze wprowadzenie funkcjonalnego biatka MYB34
przynajmniej czg¢sciowo niweluje defekt w produkcji IG w tych organach (Ryc. 40).
Wyniki te sugeruja, ze utrata funkcji przez MYB34 moze stanowi¢ glowna przyczyne
defektu w produkcji IG w gatunkach kladu Il Camelineae. Z drugiej jednak strony,
dotychczasowe badania linii A. thaliana myb34 wykazaly, ze brak czynnika
transkrypcyjnego MYB34 obniza zdolnos$¢ do produkceji IG o okoto 25% wzgledem typu
dzikiego, a zatem nie prowadzi do defektu w takim stopniu jak zaobserwowaliSmy
w badanych gatunkach Camelineae [102]. Dodatkowo, akumulacja tych zwigzkow

w liniach transgenicznych C. rubella byta wcigz wyraznie nizsza niz w A. thaliana, co
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wykazato, ze wprowadzenie funkcjonalnego MYB34 do C. rubella wciaz nie usuwa
catkowicie defektu w biosyntezie 1G. Wyniki te wykazuja, ze brak funkcjonalnego
MYB34 w gatunkach kladu Il Camelineae, nie jest jedyng molekularng podstawa
zmniejszonej wydajnosci biosyntezy IG. Dlatego mozna przypuszczaé, ze dodatkowe
elementy szlaku biosyntezy 1G ulegly modyfikacji w gatunkach kladu 11 Camelineae. Jak
wspomniano powyzej jednym z tych elementow moze by¢ MYBI122. Jednak
w przeciwienstwie do MYB51, ktéry wydaje si¢ zachowywac swoja funkcje w badanych
gatunkach (Ryc. 31), doswiadczenia z A. thaliana sugeruja, ze MYB122 nie ma
znaczgcego wplywu na biosynteze IG [102]. Dlatego tez wydaje si¢ mato
prawdopodobnym, aby utrata funkcji przez to bialko przyczynita si¢ do znaczacego
obnizenia zdolnosci biosyntezy IG jaka zaobserwowalismy u gatunkéw kladu II
Camelineae.

Jedno z wczesniejszych doniesien literaturowych wykazato, ze czynnik
transkrypcyjny MYB34 moze regulowa¢ w miodych siewkach A. thaliana mechanizm
sprzezenia zwrotnego kontrolujacego poziom akumulacji 1G [98]. Skutkiem ubocznym
tego mechanizmu jest nadprodukcja IAOx i IAA, obserwowana w wyniku mutacji
w genach CYP83B1, SURL (Ryc. 9, Ryc. 43, Ryc. 44). To w z kolei negatywnie wptywa
na wzrost mutantéw cyp83blisurl [79, 158, 159]. Dlatego mozna przypuszczaé, ze jedng
z konsekwencji istnienia tego sprz¢zenia zwrotnego jest naturalna eliminacja mutantéw
charakteryzujacych si¢ zmniejszong aktywnosciag enzymow katalizujacych etapy
biosyntezy IG pomigdzy IAOx a I3G. Analizy wygenerowanych w naszym laboratorium
mutantow cyp83b1l myb potwierdzily, ze MYB34 kontroluje sprze¢zenie zwrotne rowniez
u starszych roslin. WykazaliSmy réwniez, ze pozostate dwa czynniki transkrypcyjne
MYBS51 i MYB122 nie maja wptywu na nadprodukcje IAA w cyp83bl, przez co mozna
wnioskowa¢, ze nie reguluja sprzezenia zwrotnego kontrolujacego akumulacje IG.
Wyniki te ukazuja dodatkowa niepoznang do tej pory réznice w funkcji bialek MYB
kontrolujacych biosynteze 1G. Jednocze$nie sugeruja, ze utrata biatka MYB34, moze
w wigkszym stopniu utatwi¢ wsteczng ewolucje szlaku biosyntezy IG niz utrata biatka

MYB51.
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5.4. Molekularne przyczyny braku glukozynolanow w lisciach

Wprowadzenie funkcjonalnego MYB34 do C. rubella zwigkszyto produkcje IG
w pedach, tuszczynkach i korzeniach, ale nie wplyng¢lo na wzrost ich akumulacji
w lisciach (Ryc. 40). Co wiecej, nasze analizy RT-qPCR przeprowadzone na
transgenicznych roslinach C. rubella wykazaty, ze w przeciwienstwie do pedow i korzeni,
AtMYB34 nie jest w stanie kontrolowa¢ ekspresji genéw zwigzanych z biosynteza IG
w lisciach. Wskazuje to na istnienie dodatkowych czynnikdéw molekularnych
inhibujacych biosyntez¢ IG w tym organie. Dodatkowo, nasze dos§wiadczenia wykazaty,
ze liscie gatunkéw kladu II Camelineae, w przeciwienstwie do innych organdéw, nie
produkuja AG (Ryc. 13). Efektywna biosyntez¢ AG zapewnia odpowiednia regulacja
ekspresji genéw kodujacych enzymy zaangazowane w ten szlak metaboliczny, za ktorg
odpowiedzialne sg gtownie czynniki transkrypcyjne MYB28 i MYB29, z niewielkim
udziatem MYB76 [95, 100, 101]. Przeprowadzone przez nas analizy genomow badanych
gatunkow wykazaly obecnos$¢ ortologow genow MYB28 i MYB29, podczas gdy ortolog
MYB76 nie zostal przez nas odnaleziony w zadnym gatunku kladu Il Camelineae
(Ryc. 31). Brak ortologow genu MYB76 w gatunkach kladu Il Camelineae nie stanowi
jednak, przeszkody w efektywnej produkcji AG metabolitow w pedach, tuszczynkach czy
korzeniach tych roslin (Ryc. 13), dlatego trudno zalozy¢, ze przyczynia si¢ on do
zatrzymania syntezy AG w lisciach.

Poniewaz poszczegdlne czynniki transkrypcyjne MYB odpowiadajg specyficznie
za biosyntez¢ AG lub IG, a defekt w produkcji glukozynolanow w lisciach dotyczy
jednoczesnie obu tych klas, przypuszczamy, ze moga o nim decydowaé biatka MYC,
ktore reguluja biosyntezg glukozynolandow w sposdb niespecyficzny, co zostalo
potwierdzone podczas analiz odpowiednich mutantow A. thaliana. Linie myc4/5
wykazuja wyraznie obnizony poziom akumulacji zarowno AG, jak i IG wzglgdem
dzikiego typu, podczas gdy mutant myc2/3/4 charakteryzuje si¢ niemal catkowicie
zahamowang produkcjg obu klas glukozynolanow [108, 112]. Dotychczas nie
zidentyfikowano jednak ortologéw genéow MYC i nie przeanalizowano ich ekspresji
w gatunkach innych niz A. thaliana. Obnizona zdolno$¢ do produkcji AG i IG jest
szczegblnie widoczna w lisciach badanych gatunkéw, co sugeruje, ze niektore z gendw
MYC, a by¢ moze wszystkie, moga nie ulega¢ ekspresji w tym organie. Szczegélnie
istotny dla prawidtowej regulacji biosyntezy AG i IG w lisciach A. thaliana wydaje si¢
by¢ MYCS5, co czyni go potencjalnym kandydatem do udziatu w zatrzymaniu produkc;ji
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glukozynolanow w lisciach badanych gatunkow [109-111]. Hipotezg ta mozna wstepnie
zweryfikowa¢ za pomoca identyfikacji ortologéw genow MYC w gatunkach kladu 11

Camelineae i analizy ich ekspresji w réznych organach tych roslin.

5.5. Zrodznicowanie dlugosci lancuchow bocznych AG

Bioragc pod uwage duze zrdéznicowanie dhlugosci 1 modyfikacji tancuchow
bocznych, AG pochodzace od metioniny stanowia najliczniejsza i najbardziej réznorodna
klas¢ glukozynolanow [20]. Jak pokazano na przyktadzie A. thaliana, profil akumulacji
AG moze rdzni¢ si¢ zaroOwno pomiedzy ekotypami, jak i r6znymi tkankami w obrebie
jednego ekotypu [72]. Analizy 39 ekotypow A. thaliana wykazaty, ze mozna podzieli¢ je
na kilka grup ekotypow rdéznigcych sig¢ profilem akumulacji AG w lisciach, a glownymi
czynnikami réznicujgcymi wspomniane grupy sa obecnos¢ poszczegdlnych modyfikacji
fancuchdéw bocznych oraz ich dtugos¢. Niektore z ekotypow wykazuja silng preferencje
do produkcji glukozynolanow alkenylowych, podczas gdy inne cechuja si¢ wysoka
zawartoscia pochodnych hydroksylowanych, metylotioalkilowych lub
metylosulfinyloalkilowych. Dodatkowo, ekotypy A. thaliana wykazuja zmienng
preferencje do produkcji krétkotancuchowych AG z dominujacg formg 3C lub 4C oraz
dhugotancuchowych AG, gdzie dominowa¢ moze pochodna 7C lub 8C [72].

W przeciwienstwie do réznorodnosci AG w ekotypach A. thaliana,
w pojedynczych ekotypach pigciu roznych gatunkow kladu Il plemienia Camelineae
zaobserwowaliSmy raczej zakonserwowany wzor akumulacji AG z wyrazng dominacjg
dhugotancuchowych (9-10C) glukozynolanow metylosulfinyloalkilowych
i metylosulfonyloalkilowych (Tabela 7, Ryc. 15, Ryc. 16). Ponadto zaobserwowaliSmy
réwniez akumulacje znacznych ilosci 11-MeSO, szczeg6lnie w korzeniach Cam. sativa
i N. paniculata (Ryc. 15). Podobny wzor akumulacji metylosulfinyloalkilowych AG
I odpowiadajacych im izotiocyjanianow opisano juz wczesniej dla nasion roéznych
gatunkow rodzajow Capsella, Camelina i Neslia [37, 38, 49, 152-155]. Wyniki te
wykazuja, ze poza lis¢mi, ktore nie akumulujg zadnych glukozynolandw, preferencja do
akumulacji dlugotancuchowych AG nie jest organospecyficzna 1 jest raczej
zakonserwowana wsrod badanych gatunkéw. Wniosek ten powinien jednak zostac
dodatkowo zweryfikowany za pomoca badan wigkszej liczby ekotypow poszczegdlnych

gatunkow.

114



Zgodnie z opublikowanymi do tej pory wynikami, poza plemieniem Camelineae,
10C AG zostaly wykryte jedynie w nasionach kilku gatunkéw rodzaju Arabis oraz
w korzeniach Rorippa indica, za$ obecnosci 11C AG nie stwierdzono jak do tej pory
w zadnym innym gatunku rodziny Brassicaceae [20, 152, 173]. Wyniki te sugeruja, ze
u wigkszoséci gatunkéw Brassicaceae obecno$¢ 10-11C AG jest raczej wyjatkowa,
a dodatkowo sg one produkowane w niewielkich ilo§ciach, przez co tatwe do przeoczenia
w trakcie analiz metabolomicznych. Na podstawie rzadkiego wystepowania
dhlugotancuchowych AG mozna wnioskowaé, ze ich wytwarzanie jest zwigzane
z unikalng aktywnoscia izoformy biatka MAM obecnej w gatunkach kladu I Camelineae.
Badania przeprowadzone na A. thaliana, pozwolity na identyfikacje funkcji biatek
MAMa oraz MAMDb, ktore moga efektywnie prowadzi¢ do biosyntezy AG o dlugosci
tancucha bocznego odpowiednio do 4C i 8C [70, 71]. W naszych analizach wykazalismy
obecnos¢ w gatunkach kladu 1l Camelineae zakonserwowanego locus MAM
zawierajacego geny MAMa-c. DowiedliSmy rowniez, ze zidentyfikowane wcze$niej
w heksaploidalnym genomie Cam. sativa trzy geny MAM10-12 [68] sg ortologami genéw
MAMe opisanymi w C. rubella i C. grandiflora [69], a nasze analizy sekwencji
genomowej wykazaly takze istnienie ortologu MAMe u N. paniculata (Ryc. 18).
W przeprowadzonych przez nas analizach filogenetycznych biatka kodowane przez geny
MAMe tworza spojny osobny klad i nie grupuja razem z kladem MAMDb, jak sugerowaty
wczesniejsze wyniki uzyskane przez Zhang i in. (2015) [68] uzyskane tylko dla genow
MAMe z Cam. sativa. Ta obserwacja, zgodna z analizami filogenetycznymi wykonanymi
przez Abrahams i in. (2020) [69] dla genow z C. rubella i C. grandiflora, sugeruje, ze
bialko MAMe moze posiada¢ odmienng specyficzno$¢ substratowa i1 produkowac
pochodne metioniny o dluzszych tancuchach alifatycznych niz pozostate enzymy MAM
(Ryc. 19). Jednoczesne wystepowanie genu MAMe oraz preferencja do produkcji 9-11C
AG w badanych gatunkach sugeruje udzial biatka kodowanego przez ten gen
w biosyntezie tych unikalnych glukozynolanéw. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage, ze nie
scharakteryzowano tez do tej pory aktywnosci nieobecnego w A. thaliana enzymu MAMCc,
ktory wystepuje w pozostatych badanych gatunkach Camelineae (Ryc. 17). Jednak
u A. lyrata, ktora rowniez posiada gen MAMCc, nie wykryto akumulacji AG o dlugosci
tancucha 9-11C [68, 144], co sugeruje, ze kodowane przez ten gen biatko nie posiada
poszukiwanej aktywnosci. Z drugiej strony, nie mozna tez wykluczy¢, ze u przodka kladu
Il Camelineae zaszta mutacja w genie MAMa, MAMb lub MAMc, ktoéra zmienita

specyficznos$¢ substratowa kodowanego przez ten gen enzymu. Identyfikacja biatka
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MAM, ktore jest odpowiedzialne za wydtuzanie tancucha do 9-11C wymaga wigc
dodatkowych eksperymentow. Badania te moglyby polega¢ na wygenerowaniu serii linii
A. thaliana eksprymujacych geny MAMa-c lub MAMe pochodzace z gatunkow kladu 11
Camelineae, a nastepnie analizie profilu akumulacji AG w poréwnaniu z typem dzikim.
Dodatkowo, wprowadzenie mutacji przy uzyciu metody CRISPR (ang. clustered
regularly interspaced short palindromic repeats) w poszczegdlnych genach MAM
analizowanych gatunkow dostarczytoby informacji o funkcji kodowanych przez nie

biatek.

5.6. Wplyw dlugosci lancuchow AG na funkcje tych zwigzkow

Zaobserwowane silne zakonserwowanie wystepowania dtugotancuchowych AG
w kladzie Il plemienia Camelineae wskazuje na adaptacyjng przewage jakg mogg dawac
te metabolity. W tym kontekscie interesujacy wydaje si¢ by¢ fakt, ze zgodnie
z doniesieniami literaturowymi Cam. sativa wykazuje wysoka odporno$¢ wobec czarnej
ndzki (Leptosphaeria maculans), bedacej jedna z gtownych chordb kapustowatych roslin
uprawnych, a takze wobec insektow zerujacych na rzepaku [174, 175]. Nie wiadomo
jednak czy ta zwiekszona odpornos¢ wynika z obecnosci dtugotancuchowych AG. Mimo
tego, zasadnym wydaje si¢ pytanie o zalezno$¢ pomiedzy dtugoscia tancucha bocznego
AG a aktywnosciag biologiczng odpowiednich izotiocyjanianéw. Jednak pomimo
obserwacji, ze pochodzacy od 10-MeSO izotiocyjanian ogranicza wzrost patogennego
grzyba R. solani w warunkach in vitro, jego aktywno$¢ nie zostata do tej pory pordéwnana
z innymi izotiocyjanianami [176]. Ponadto, dostepne dane literaturowe nie pozwalaja na
jednoznaczng ocen¢ wptywu charakteru chemicznego tancucha bocznego, w tym jego
dtugosci, na toksyczno$¢ izotiocyjanianbw wobec owadow ro$linozernych lub
patogenow. Przyktadowo, aktywnos$¢ grzybobojcza 1zotiocyjanianOw
metylosulfinyloalkilowych (4-8C) w stosunku do S. sclerotiorum wzrastata wraz
z dhugos$cig tancucha bocznego, co pozwala postawi¢ hipoteze 0 pozytywnej korelacji
pomiedzy ilo$cig grup metylenowych a toksycznoscig izotiocyjanianu [135]. Z drugiej
jednak strony, systematyczna analiza krotkotancuchowych (1-5C) izotiocyjanianow
alkenylowych wykazata, ze wydtuzanie tancuchow bocznych zmniejsza toksycznos¢ tych
zwigzkéw dla wybranych patogendéw grzybowych, w tym G. graminis var. tritici,

R. solani, F. graminearum, B. sorokiniana czy P. irregulare [134].
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Wyniki te sugeruja, ze modyfikacja tancucha bocznego moze silnie wptywac lub
nawet catkowicie odwraca¢ korelacje miedzy dlugoscia tancucha bocznego
a aktywnoscig izotiocyjanianow. Dodatkowo, nalezy wzia¢ pod uwage, ze wynik testu na
wlasciwo$ci grzybobodjcze zalezy nie tylko od aktywno$ci antybiotycznej badanej
czasteczki samej w sobie, ale rowniez od zdolno$ci poszczegdlnych grzybow do
detoksykacji tego zwiazku. W tym kontekScie istotne wydaje si¢, ze wedlug
opublikowanych wynikow, S. sclerotiorum jest zdolny do detoksykacji izotiocyjanianow
przy uzyciu wilasnej hydrolazy [129]. Zwigkszona podatno$¢ tego grzyba na
izotiocyjaniany z dtuzszymi tancuchami bocznymi moze wynikaé wigc ze specyficznosci
substratowej tego enzymu. Poniewaz, jak wspomniano powyzej, wystepowanie 9-11C
AG jest dos¢ rzadkie w roslinach Brassicaceae, wydaje si¢ prawdopodobne, ze tylko kilka
potencjalnych szkodnikéw moze skutecznie radzi¢ sobie z produktami hydrolizy tych
zwigzkow. W takim przypadku wydajna biosynteza dlugotancuchowych AG z pewnoscia
stanowilaby korzy$¢, nawet jesli aktywnos$¢ produktow hydrolizy tych zwiazkéw nie jest
wyzsza niz tych pochodzacych od krotko- i sredniotancuchowych AG. Ogoélnie kwestia
potencjalnej korzysci ewolucyjnej, jaka moga dawaé dlugotancuchowe (9-11C) AG
wymaga dalszych badan. Istotnych wynikéw dostarczy¢ moga systematyczne analizy
aktywnosci in vitro izotiocyjanianow o réznej dlugosci fancuchow bocznych jak rowniez
poréwnanie odpornos$ci na infekcje dzikiego typu wybranego gatunku reprezentujacego
klad 11 Camelineae z odpowiednim mutantem pozbawionym genu MAM

odpowiedzialnego za biosynteze¢ dlugotancuchowych AG.

5.7. Wsteczna ewolucja modyfikacji 1G

W przeciwienstwie do AG, ktorych calkowita akumulacja byta wysoka
W tuszczynkach 1 korzeniach oraz w mtodych siewkach, w trakcie naszych analiz nie
wykryliSmy zadnych BG, a dodatkowo produkcja IG byta silnie obnizona we wszystkich
tkankach badanych roslin w porownaniu do A. thaliana (Tabela 7, Ryc. 13) [72, 143].
Dodatkowo, nasze analizy wykazaly ograniczong zdolno$¢ badanych gatunkéw do
modyfikacji IG, w szczego6lnosci do produkcji 1IMI3G 1 4MI3G. Poniewaz BG zwykle
nie wystepuja w znacznych ilosciach w A. thaliana, ich niski poziom lub nawet brak
w gatunkach reprezentujacych rodzaje Capsella, Camelina i Neslia nie jest szczeg6lnie

zaskakujacy, jednak ta sama obserwacja dla IG jest bardziej intrygujaca.
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Obnizona zdolno$¢ do modyfikacji IG znalazta odzwierciedlenie w zmianach
W rodzinach biatek bioracych udziat w tym procesie, jakie zaszty w gatunkach kladu II
Camelineae. Nasze analizy wykazaty, ze genomy C. rubella, C. grandiflora, Cam. sativa
i N. paniculata nie zawierajg ortologbw genu CYP81F2 kodujacego enzym
hydroksylujacy I13G w pozycji 4 pier§cienia indolowego (Ryc. 21) [151]. Dodatkowo,
obnizona liczebno$¢ ortologéw IGMT1-4, ktére metyluja grupg hydroksylowa w pozycji
4 w badanych gatunkach oraz ich zaleznos$ci filogenetyczne niespdjne Z pokrewienstwem
gatunkoéw, sugerujg utrat¢ funkcji przez te biatka i tlhumacza zmniejszong zdolnos¢
badanych gatunkéw do produkcji 4MI3G. Oprocz braku CYP81F2, genomy C. rubella,
C. grandiflora, Cam. sativa i N. paniculata nie posiadajg roéwniez ortologow genu
CYP81F4, kodujacego enzym katalizujacy hydroksylacje pierscienia indolowego
w trakcie biosyntezy 1MI3G (Ryc. 7, Ryc. 22, Ryc. 24) [91]. Dodatkowo, podobnie jak
w wypadku IGMT1-4, zaleznosci filogenetyczne sugerujg utrate funkcji przez IGMTS,
enzymu ktory metyluje grupe hydroksylowa w pozycji 1. Zmiany te thumacza, dlaczego
nie wykrylismy IMI3G w analizowanych probkach z badanych roslin, z wyjatkiem
ekstraktow z korzeni C. bursa-pastoris (Ryc. 20).

Poza CYP81F2 i CYP81F4, genomy Cam. sativa i N. paniculata nie maja zadnych
ortologdw genu kodujacych biatko CYP81F1, ktore w A. thaliana wydaje si¢ mieé
znikomy udziat w modyfikacjach IG (Ryc. 22, Ryc. 24) [91]. Na podstawie tej obserwacji
mozna przypuszczaé, ze utrata CYP81F1 nie wplywa istotnie na modyfikacje IG.
Z drugiej jednak strony Cam. sativa i N. paniculata produkuja mniej modyfikowanych
IG niz pozostale badane gatunki kladu II Camelineae, dotyczy to w szczegodlnosci
N. paniculata, w ktérym to gatunku nie wykryliSmy Zadnej z tych pochodnych (Ryc. 20).

Podsumowujac utrata genéw CYP81F2, CYP81F4 i CYP81F1 oraz zmiany
w sekwencji biatek IGMT wskazuja na wsteczng ewolucje szlaku biosyntezy IG
I ttumaczg obnizong zdolno$¢ do modyfikacji 13G w badanych gatunkach Camelineae.
Z drugiej jednak strony, udato nam si¢ zidentyfikowa¢ w genomach C. rubella
I C. grandiflora obecno$¢ nowego genu CYP81F5, a we wszystkich analizowanych
genomach kladu IT Camelineae obecnos$¢ nowego genu CYP81F6. Wedtug naszych analiz
filogenetycznych geny te koduja biatka nalezace do rodziny CYP81F (Ryc. 22, Ryc. 23,
Ryc. 24). Nie jest jednak jasne, czy enzymy te sa aktywne wobec I3G jako substratu.
Z uwagi na zaobserwowang przez nas niskg akumulacj¢ IG oraz obnizong zdolnos¢ do
modyfikacji pierScienia indolowego w tych gatunkach, wydaje si¢ to malo

prawdopodobne. Watpliwosci te dodatkowo wspiera fakt, ze w uzyskanym drzewie
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filogenetycznym CYP81F5 i CYP81F6 znajduja si¢ poza kladem scharakteryzowanych
pod wzgledem aktywnosci biatek CYP81F1-4 (Ryc. 24).

5.8. Wsteczna ewolucja biosyntezy IG a adaptacja roslin do

srodowiska

Podobnie jak wylaczenie biosyntezy glukozynolanéw w lisciach, w kontekscie
adaptacji roslin do srodowiska, zastanawiajaca jest wsteczna ewolucja biosyntezy IG,
W tym ograniczenie zdolnoséci do modyfikacji pierscienia IG. W przypadku A. thaliana
zdolno$¢ do biosyntezy 1 modyfikacji IG zwigzana jest z udziatem tych metabolitow
W odpornosci na mszyce 1 patogeny grzybowe. Wyniki badan wskazuja, ze obie te
funkcje sg zalezne od tworzenia IG podstawionych w pozycji 4 pierscienia indolowego,
w ktorym udziat bierze CYP81F2 (Ryc. 7) [90, 114, 138]. Jak wykazaty nasze analizy,
gatunki Il kladu Camelineae nie posiadajg ortologéw genu kodujacego to biatko. Oprocz
CYP81F2, funkcja IG w odpowiedzi immunologicznej A. thaliana jest $ciste zalezna od
aktywnosci myrozynazy PEN2 [114, 138]. Jednak podobnie jak w przypadku CYP81F2,
nie znalezliSmy ortologéw genu PEN2 w C. rubella, C. grandiflora, Cam. sativa
i N. paniculata, pomimo ich obecnosci w genomach innych zsekwencjonowanych
gatunkow Brassicaceae [151, 177]. Jednoczesny brak ortologow CYP81F2 i PEN2 we
wszystkich analizowanych genomach gatunkow kladu II plemienia Camelineae sugeruje,
ze geny te zostaly utracone u przodka tych roslin. Nasuwa to wniosek, ze 1G nie pehity
juz istotnej roli w obronie przed mszycami i patogenami grzybowymi przed specjacja
w obrebie tego kladu (Ryc. 2), azmniejszenie zdolnosci do ich modyfikacji oraz
wylaczenie kluczowego szlaku ich hydrolizy bylo jedynie konsekwencjga wczesniejszej
utraty obronnej funkcji tych metabolitéw.

Oprocz CYP81F2, badane gatunki nie posiadaj tez ortologow CYP81F4. Jednak
w przeciwienstwie do CYP81F2, biologiczna rola CYP81F4 nie zostata jak do tej pory
poznana. Dlatego nie jest jasne, czy podstawienie IG w pozycji 1 pierscienia indolowego
ma jakiekolwiek znaczenie fizjologiczne. Ponadto, w przeciwienstwie do 4MI3G,
wystepowanie 1MI3G nie jest tak silnie zakonserwowane w rodzinie Brassicaceae [151].
W konsekwencji utrata CYP81F4 wydaje si¢ by¢ mniej zaskakujgca niz brak CYP81F2.

Poza odpowiedzig na stresy biotyczne, 13G uwaza si¢ roOwniez za metabolit
biorgcy udzial w homeostazie IAA, przyczyniajac si¢ w ten sposob do rozwoju i wzrost

roslin (Ryc. 9) [178, 179]. Badania wykazaly, ze w korzeniach A. thaliana uzyskany
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podczas hydrolizy 13G przez wyspecjalizowane myrozynazy indolilo-3-acetonitryl moze
zosta¢ przeksztalcony w IAA przez nitrylazy nalezace do specyficznej dla rodziny
Brassicaceae grupy tych enzymow [117, 180]. Jednak niski poziom akumulacji 13G
w korzeniach C. rubella, Cam. sativa i N. paniculata wskazuje, ze przynajmniej w tych
gatunkach udziat IG w biosyntezie IAA jest raczej marginalny, o ile istnieje w ogoéle
(Ryc. 20).

Jak jednoznacznie wykazano podczas do$wiadczen z odpowiednimi mutantami
A. thaliana, konsekwencja utraty IG, CYP81F2 lub PEN2 jest zwigkszona podatnos¢ na
zerowanie niektorych insektéw oraz na infekcje przez niektére mikroorganizmy
patogenne [90, 114], co z pewnoscig jest niekorzystne dla przetrwania gatunku. Dlatego
mozna przypuszczaé, ze wsteczna ewolucja szlaku biosyntezy IG byta poprzedzona
powstaniem nowego mechanizmu obronnego, ktory pdzniej mogl zrekompensowac brak
biologicznej aktywnos$ci produktow pochodzacych od IG. Jedna z mozliwych opcji
powstania takiego mechanizmu jest ewolucja nowego szlaku metabolicznego
prowadzacego do produktow o podobnej funkcji. Taki szlak moglby nie tylko
rekompensowaé wytaczenie aktywacji IG, ale rowniez brak obu klas glukozynolanow
w lisciach. Pojawienie si¢ nowych bioaktywnych metabolitow moze dodatkowo
zwigksza¢ odporno$¢ roslin wobec owadow roslinozernych i patogenow, ktore
zaadaptowaly si¢ do istniejacych mechanizméw obronnych, co stanowi¢ moze przewage
ewolucyjng, przynajmniej w niektorych niszach ekologicznych.

Niedawno opublikowane wyniki wskazuja na ewolucj¢ szlaku prowadzacego do
nowych metabolitow wtornych o aktywnosci owadobojczej w rodzaju Erysimum
(Brassicaceae) [181]. Produkty tego szlaku sg aktywne wobec owadow roslinozernych,
ktore juz przystosowaty si¢ do obecnosci glukozynolandéw. Biorgc to pod uwage, nie
mozna wykluczy¢, ze nowe metabolity, posiadajace funkcje obronne, wyewoluowatly
réwniez U przodka rodzajow Capsella, Camelina i Neslia, co z kolei doprowadzito do
spadku znaczenia IG i regresji szlaku ich biosyntezy. Biosynteza kamaleksyny jest
szlakiem o funkcjach obronnych, ktory wedtug opublikowanych wynikéw wystepuje
jedynie w ro$linach plemienia Camelineae i dlatego zapewne wyewoluowat u przodka
tego plemienia [151]. Podobnie jak IG, kamaleksyna petni funkcje w obronie przed
mszycami i drobnoustrojowymi patogenami [182, 183], jednak szczegdétowe badania
wskazuja, ze w A.thaliana kamaleksyna i IG odgrywajg rozne role w systemie

odporno$ciowym [151, 184]. Biorgc pod uwage ten fakt, nie wydaje si¢ zatem
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szczegdlnie prawdopodobne, aby w badanych gatunkach IG zostaly funkcjonalnie
zastgpione przez kamaleksyne.

Odkrycie zwigzkow, ktore przejety funkcje IG w gatunkach kladu I Camelineae,
pozwolitoby na lepsze poznanie mechanizméw ewolucji szlakow metabolicznych oraz
adaptacji do panujacych zagrozen w $srodowisku naturalnym. Jedng ze strategii mogtyby
by¢ niecelowane analizy LC-MS metabolitow, ktére w wybranych gatunkach
Brassicaceae akumulowane sg konstytutywnie lub w odpowiedzi na infekcje. Zwigzki
obecne specyficznie w kladzie II Camelineae bytyby potencjalnymi kandydatami to tej

roli.

5.9. Podsumowanie

Wyniki uzyskane w tej pracy doktorskiej w znaczacym stopniu poszerzajg obecng
wiedz¢ na temat biosyntezy glukozynolanow oraz na temat ewolucji tego szlaku
w gatunkach Brassicaceae. W szczeg6lno$ci informacje na temat zamian w biosyntezie
IG rzucaja $wiatlo na mechanizmy, ktére moga prowadzi¢ do wstecznej ewolucji szlakow
biosyntezy metabolitow wtoérnych u roslin. Jest to o tyle ciekawe, ze do tej pory badania
ewolucji metabolitow wtdrnych skupiaty si¢ przede wszystkim na powstawaniu nowych
szlakow biosyntezy. Niewiele natomiast uwagi poswiecono mechanizmom
prowadzacym do eliminacji produkcji metabolitow, ktore przestaja by¢ istotne dla
przetrwania roslin w srodowisku, na przyktad z powodu nabycia przez potencjalnych
wrogow, roslinozercow 1 patogeny, zdolnosci do detoksykacji bioaktywnych produktow
koncowych. Biorac pod uwage caloksztalt ewolucji metabolizmu wtérnego, takie
mechanizmy wydaja si¢ réwnie istotne jak te, ktore prowadza to powstawania nowych
metabolitow.

Poza poszerzeniem wiedzy na temat biosyntezy glukozynolanow i ewolucji
metabolitow wtornych, poznanie zdolnosci do biosyntezy glukozynolanéw przez gatunki
kladu I Camelineae moze mie¢ tez znaczenie praktyczne. Do tego kladu nalezy zbadany
przez nas gatunek Cam. sativa, ktory jest zrodlem niezwykle bogatego
W Wysokonienasycone kwasy ttuszczowe oleju rydzowego. Rosngce zainteresowanie tym
gatunkiem jako uprawng rosling oleista doprowadzilo miedzy innymi do
zsekwencjonowania jej genomu. Poznanie mechanizmow biosyntezy metabolitow
istotnych dla odpornosci Cam. sativa, np. dlugotancuchowych AG, moze pozwolié
W przysztos$ci na racjonalng selekcje badz modyfikacje genetyczng linii o profilu tych
zwigzkdéw optymalnych dla wzrostu tych roslin.
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. WhniosKi

Gatunki kladu II Camelineae wykazuja organospecyficzny wzér biosyntezy
I akumulacji glukozynolanéw, odmienny od innych badanych ro$lin Brassicaceae.
Najbardziej unikalnymi cechami tego profilu sg brak glukozynolanow w lisciach oraz

obnizona akumulacja tych metabolitoéw w pedach.

. Luszczynki 1 korzenie badanych gatunkéw akumulujg poroéwnywalne z innymi
gatunkami Brassicaceae iloSci AG, natomiast akumulacja IG w tych organach jest
wyraznie obnizona, co tacznie z brakiem IG w lisciach wskazuje na utrat¢ znaczenia

IG w oddziatywaniach roslin Il kladu Camelineae ze srodowiskiem.

Organospecyficzny profil akumulacji glukozynolanéw koreluje z hipoteza
optymalnej obrony sugerujac, ze utrata zdolnosci do biosyntezy glukozynolanow
w lisciach 1 jej obnizenie w pedach jest wynikiem kompromisu pomigdzy

wzrostem a konstytutywnymi mechanizmami obronnymi.

Utrata funkcji przez biatko MYB34 u przodka gatunkow kladu II Camelineae jest

istotng, ale nie jedyng przyczyng wstecznej ewolucji biosyntezy IG u tych roslin.

MYB34 kontroluje sprz¢zenie zwrotne w biosyntezie IG bez udziatu MYBS51
I MYB122 co zwigksza wplyw utraty tego czynnika transkrypcyjnego na wsteczng
ewolucje IG.

Catkowite zatrzymanie biosyntezy glukozynolanéw w li§ciach badanych roslin jest
niezalezne od braku bialek MYB34 oraz MYB76 i moze by¢ wynikiem zmian

W ekspresji genow kodujacych biatka MY C2-5.

Gatunki kladu II Camelineae charakteryzujg si¢ niewielka ro6znorodnoscia
strukturalng AG z preferencja do akumulacji metylosulfinyloalkilowych AG
0 dtugosci tancucha 9-10C, ktore sg nieobecne lub wystepuja w niewielkich ilo$ciach

w innych gatunkach Brassicaceae.

Koincydencja dominacji 9-10C i obecnosci 11C AG z wystepowaniem ortologu
MAMe w gatunkach kladu II Camelineae sugeruje, ze biatkko MAMe jest

odpowiedzialne za efektywne wydtuzanie tancucha bocznego metioniny do 9-11C.
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9.

10.

11.

Wsteczna ewolucja enzymow CYP81F1, CYP81F2, CYP81F4 oraz IGMTI1-4
I IGMTS prowadzi do zmniejszonej zdolnosci badanych gatunkow do modyfikacji

pierscienia indolowego 13G.

Utrata CYP81F2 i PEN2, ktore sa istotne dla aktywacji IG w odpowiedzi na infekcje
przez mikroorganizmy patogenne i zerowanie mszyc, nastgpita u przodka kladu II
Camelineae, prawdopodobnie jako konsekwencja zaniku znaczenia metabolizmu I1G

w reakcjach obronnych tego gatunku.

Obnizony wudziat IG w reakcji odpornosciowej jest prawdopodobnie
rekompensowany przez nowy mechanizm obronny jaki wyewoluowat u przodka

kladu Il Camelineae.
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Streszczenie

Glukozynolany to zawierajagce atomy azotu 1 siarki metabolity wtdérne
powszechnie wystepujace w roslinach z rodziny Brassicaceae i pelnigce funkcje
W obronie przed ataku insektow 1 patogendw. Dwie gtowne klasy tych metabolitéw to
pochodzace od metioniny glukozynolany alifatyczne (AG) i produkowane z tryptofanu
glukozynolany indolowe (IG). Pomimo dobrze udokumentowanej konstytutywnej
obecnosci AG 1 IG w badanych gatunkach Brassicaceae, niektore opublikowane wyniki
sugeruja, ze gatunki jednego z kladow plemienia Camelineae moga stanowi¢ wyjatek od
tej reguly. Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo okreSlenie, poprzez systematyczne
analizy metabolomiczne, genomiczne 1 transkryptomiczne, zdolnos$ci biosyntezy
glukozynolanow przez Capsella rubella, Capsella bursa-pastoris, Capsella grandiflora,
Camelina sativa i Neslia paniculata, ktore to gatunki reprezentuja omawiany klad
Camelineae.

Przeprowadzone niecelowane analizy metabolomiczne przy uzyciu
chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas wykazaly, ze badane gatunki
produkuja glukozynolany w pedach, tuszczynkach nasiennych i korzeniach, ale nie
w lisciach. WykazaliSmy réwniez, ze IG sg produkowane w tych roslinach w znacznie
mniejszych ilosciach niz AG, a dodatkowo znacznie ponizej poziomu obserwowanego
w roslinie modelowej Arabidopsis thaliana. Analizy dostepnych sekwencji genomowych
pozwolily na identyfikacj¢ ortologéw gendw kodujacych enzymy zwigzane z biosynteza
glukozynolanow, a przeprowadzone analizy ich ekspresji wykazaly organospecyficzny
wzor pokrywajacy si¢ z akumulacja glukozynolandéw. Z kolei identyfikacja 1 analiza
ekspresji ortologéw czynnikdéw transkrypcyjnych MYB, ktore w roslinie modelowe;j
A. thaliana kontrolujg biosyntezg glukozynolanéw zasugerowata, ze badane gatunki nie
posiadaja funkcjonalnego ortologu biatka MYB34, ktore bierze udziat w regulacji
ekspresji gendéw zwigzanych z biosynteza IG. To przypuszczenie zostato potwierdzone
przez ekspresj¢ genu MYB34 z C. rubella w A. thaliana. Co wigcej, wzrost akumulacji
IG, spowodowany ekspresja MYB34 z A. thaliana, w C. rubella wykazal, ze utrata funkcji
przez MYB34 jest jedng z molekularnych przyczyn obnizonej zdolno$ci do biosyntezy
IG przez badane gatunki Camelineae.

Dodatkowo nasze analizy metabolomiczne wykazaly zmiany w réznorodnosci

strukturalnej AG i IG w badanych gatunkach. Objawialy si¢ one preferencja do
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akumulacji rzadkich dtugotancuchowych AG oraz obnizong zdolnosciag do modyfikacji
pierécienia indolowego 1G. Analizy ortologéw gendéw kodujacych biatka biorgce udziat
w wydtuzaniu tancuchéw bocznych AG oraz w modyfikacji IG wykazaty, ze
odpowiedzialne za obserwowane zmiany roznorodnosci glukozynolanéw mogg by¢
odpowiednio pojawienie si¢ nowego ortologu syntazy metylotioalkilojabtczanowej oraz

wsteczna ewolucja monooksygenaz rodziny CYP81F.
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Abstract

Glucosinolates are sulfur- and nitrogen- containing secondary metabolites commonly
occurring in plants belonging to the Brassicaceae family. These compounds act as
protection against attack of insects and pathogens. The two main classes of these
metabolites are methionine-derived aliphatic glucosinolates (AG) and tryptophan-derived
indolic glucosinolates (IG). Despite the well-documented presence of AG and IG in the
investigated Brassicaceae species, some published results suggest that species belonging
to one clade of Camelineae tribe may constitute an exception from this rule. The aim of
this doctoral thesis was to determine, through systematic metabolomic, genomic and
transcriptomic analyzes, glucosinolate biosynthetic capacity of selected species
representing mentioned Camelineae clade, including Capsella rubella, Capsella bursa-

pastoris, Capsella grandiflora, Camelina sativa and Neslia paniculata.

Performed untargeted metabolomic analyzes using liquid chromatography coupled with
mass spectrometry showed that the tested species produce glucosinolates in
inflorescences, siliques and roots, but not in leaves. We have also shown that I1G are
produced in these plants in much lower amounts than AG, and in addition strongly below
the levels observed in the model plant Arabidopsis thaliana. Analyzes of the available
genomic sequences enabled identification of orthologs of genes encoding enzymes
involved in glucosinolate biosynthesis, while analyzes of their expression showed an
organ-specific pattern correlating with the accumulation of glucosinolates. Identification
and expression analysis of MYB transcription factor orthologs that control glucosinolate
biosynthesis in A. thaliana suggested that the tested species lack a functional ortholog of
MYB34 protein, which is involved in the regulation of gene expression during IG
biosynthesis. This assumption was confirmed by the expression of MYB34 gene from
C. rubellain A. thaliana. Moreover, the increase in IG accumulation due to the expression
of MYB34 from A. thaliana in C. rubella demonstrated that loss of function by MYB34
is one of the molecular reasons of the reduced IG biosynthetic capacity in the tested

Camelineae species.

Our metabolomic analyzes reveled also changes in AG and IG structural diversity in the
tested species. These changes included preference for the accumulation of rarely
occurring long-chain AG and reduced capacity for modification of the 1G indole core.

Analyzes of gene orthologs encoding proteins involved in the extension of AG side chain
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and in IG modification have shown that the observed changes in glucosinolate diversity
may result from the appearance of a new ortholog of methylthioalkylmalate synthase and

from the backward evolution of monooxygenases belonging to the CYP81F family.
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Tabela uzupekiajaca 1. Lista wszystkich zidentyfikowanych w tej pracy glukozynolanow, zawierajaca ich czasy retencji i fragmentacje w trybie

jonizacji ujemnej, uzyskang w trakcie analiz LC-MS/MS.

Nr Caet rgtencji Nazwa zwiazku Wzoér sumaryczny DOk_ladna masa jonu _[M_H]_ Blad Fragmentacja
[min] Zmierzona Wyliczona | [ppm]
1 2,1 3-(metylosulfinylo)propyloglukozynolan C11H20NO10S3 422,0257 422,0255 -0,5 422, 395;3 , 196,
2 2,6 4-hydroksybutyloglukozynolan C11H21NO1S> 390,0528 390,0534 1,5 3905;2?’371 %,
3 4,0 4-(metylosulfinylo)butyloglukozynolan Ci12H2oNO10S3 436,0399 436,0411 2,8 436, 3572 , 178,
4 55 5-(metylosulfinylo)pentyloglukozynolan Ci13H24NO10S3 450,0559 450,0568 2,0 450i§26é72 8,
5 7.6 6-(metylosulfinylo)heksyloglukozynolan CuHsNOwSs | 4640711 | 4640724 | 2.8 ‘g‘é ,4529297;"
6 7.9 3-(metylotio)propyloglukozynolan C1iH20NOsSs 4060307 | 406,0306 | -03 406i§§’,5é7225'
7 8,1 A-hydroksy-indolilo-3-metyloglukozynolan CicHiN:OwS, | 4630483 | 4630487 | 08 463i§’77,4é7221'
8 10,1 7-(metylosulfinylo)heptyloglukozynolan CisH28NO10S3 478,0871 478,0881 2,0 478, 4;;' 252,
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10,3

4-(metylotio)butyloglukozynolan

C12H22NO9S;

420,0453

420,0462

2,2

420, 259, 178,
97

10

11,5

8-(metylosulfonylo)oktyloglukozynolan

C16H30NO11S3

508,0985

508,0986

0,3

508, 444, 328,
275, 204, 97

11

12,0

indolilo-3-metyloglukozynolan

Ci16H19N209S,

447,0529

447,0537

1,8

447,394, 313,
259, 205, 152,
97

12

12,9

8-(metylosulfinylo)oktyloglukozynolan

C16H30NO10S3

492,1032

492,1037

1,1

492, 428, 234,
97

13

13,6

5-(metylotio)pentyloglukozynolan

C13H24NO9Ss

434,0615

434,0619

0,9

434, 336, 223,
164, 97

14

13,7

2-fenyloetyloglukozynolan

Ci15H20NOgS>

422,0583

422,0585

0,5

422, 373, 278,
132, 97

15

15,0

4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan

C17H21N2010S2

477,0657

477,0643

477, 425, 373,
345, 307, 259,
205, 97

16

15,6

n-heksyloglukozynolan

C13H24NO9S;

402,0913

402,0898

402, 287, 231,
186, 97

17

15,8

9-(metylosulfonylo)nonyloglukozynolan

Ci17H32NO11S3

522,1136

522,1143

1,3

522, 447, 357,
258, 97

18

17,4

6-(metylotio)heksyloglukozynolan

C14H26NO9Ss

448,0762

448,0775

3,0

448, 363, 243,
141, 97
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19

17,6

9-(metylosulfinylo)nonyloglukozynolan

C17H32NO10S3

506,1203

506,1194

-1,8

506, 442, 248,
97

20

17,7

3-benzyloksypropyloglukozynolan

C17H2NO11S;

480,0632

480,0640

1,6

480, 418, 359,
281, 196, 97

21

17,8

10-(metylosulfonylo)decyloglukozynolan

C18H3aNO11S3

536,1293

536,1299

1,2

536, 463, 385,
300, 179, 97

22

17,9

1-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan

C17H21N2010S:

477,0640

477,0643

0,6

477,446, 421,
365, 341, 315,
259, 97

23

19,2

10-(metylosulfinylo)decyloglukozynolan

C18H3sNO10S3

520,1342

520,1350

1,7

520, 456, 425,
330, 211, 137,
97

24

20,2

4-benzyloksybutyloglukozynolan

C1sH2NO11S;

494,0784

494,0796

2,5

494, 443, 257,
163, 97

25

21,2

7-(metylotio)heptyloglukozynolan

C15H2sNOgS3

462,0920

462,0932

2,6

462, 382, 275,
220, 97

26

21,6

11-(metylosulfinylo)undecyloglukozynolan

C19H36NO10S3

534,1507

534,1507

534, 470, 414,
292,217, 97

27

24,4

8-(metylotio)oktyloglukozynolan

C16H30NOgS3

476,1095

476,1088

1,4

476, 275, 259,
195, 97

28

25,4

5-oksooktyloglukozynolan

CisH26NO10S2

4441419

444,1428

2,0

444, 400, 356,
277, 213, 129,
97
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490, 421, 374,

29 25,5 9-(metylotio)nonyloglukozynolan C17H32NOoS3 490,1223 490,1245 4,3 | 305, 259, 186,
97
30 27,0 10-(metylotio)decyloglukozynolan C18H3sNOoS3 504,1407 504,1401 -1,2 504i§27 09? 3,
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Tabela uzupelniajaca 2. Lista zidentyfikowanych w tej pracy metabolitow zwiazanych z biosynteza auksyn: IAOx oraz IAA i jego konjugatow,
zawierajaca ich czasy retencji i fragmentacje w trybie jonizacji ujemnej, uzyskang w trakcie analiz LC-MS/MS. * - z powodu niskiej intensywnosci

sygnatow nie uzyskano widma fragmentacyjnego

ii Dokt i M-H]
Nr L r(_ateanl Nazwa zwiazku Wz6r sumaryczny 2 -adna R JOT [ ] e Fragmentacja
[min] Zmierzona Wyliczona | [ppm]
1 2,97 IAOX (indolilo-3-acetaldoksym) C10H10N20 173,0715 173,0712 | -1,67 *

2 3,01 IAGIy (indolilo-3-acetylo-L-glicyna) C12H1NO3 2310770 | 2310776 | 260 | b2t
L 261, 174, 156,
3 3,36 IASer (indolilo-3-acetylo-L-seryna) C13H13N204 261,0875 261,0881 2,30 130, 116, 104
336, 280, 262,
4 3,61 IAGIc (indolilo-3-acetylo-D-glukoza) C16H1sNO~ 336,1083 336,1089 1,79 | 174, 163, 130,

116
289, 262, 228,
5 3,82 IAAsp (kwas indolilo-3-acetylo-L-asparaginowy) C14H13N20s 289,0824 289,0832 2,77 | 161, 146, 128,

116, 102

6 3,94 IAGIu (kwas indolilo-3-acetylo-L-glutaminowy) Ci15H15N20s 303,0981 303,0988 2,31 303, 280, 221,
174,146, 130
246, 228, 174,
7 4,18 IAAla (indolilo-3-acetylo-L-alanina) C13H14N205 246,0926 246,0934 3,26 | 160, 144, 130,

116

147



4,81

IAA (kwas indolilo-3-octowy)

C10HsNO:

174,0555

174,0553

-1,79

174, 159, 147,
130, 116, 100

5,22

IAVal (indolilo-3-acetylo-L-walina)

CisH17N203

273,1239

273,1247

2,93

273,174, 164,
130, 116

148



