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Streszczenie

Niedobor azotu jest dla ro$lin jednym =z najdotkliwszych stresow abiotycznych,
przyczyniajacym si¢ do ich powaznych zaburzen rozwojowych. Wazng reakcja
przystosowawczg roslin do ograniczonych zasobow azotu w $rodowisku sg modyfikacje
morfologii korzenia. Obejmuja one u czgéci gatunkéw wydtuzanie korzenia gtéwnego oraz
zmiany gestosci korzeni bocznych. Odpowiedzig roslin bobowatych na niskg dost¢pnos¢ azotu
jest ponadto nawigzywanie relacji symbiotycznych z bakteriami zdolnymi wigzaé azot
atmosferyczny, skutkujace produkcjg brodawek korzeniowych. Co warte uwagi, wymienione
reakcje korzenia zalezne sa nie tylko od warunkow zewnetrznych, ale takze od wielu czynnikow
endogennych. Jednymi z nich s fitohormony, dynamika ich przemian i transport, czego
szczegolnym przykladem sa cytokininy. Aktywno$¢ tego hormonu ma wielowymiarowy
wpltyw m.in. na dhugo$¢ korzenia gtownego, liczbe korzeni bocznych oraz rozwdj i liczbe

brodawek, nierzadko w antagonistycznej relacji z innymi hormonami, takimi jak auksyny.

W prezentowanej pracy doktorskiej przedstawiono charakterystyke jednego z biatek
nalezacych do rodziny transporterow ABC (ang. ATP-binding cassette transporters) u
Medicago truncatula, MtABCG40. Przeprowadzone eksperymenty dowiodly, ze MtABCG40
jest biatkiem blony komodrkowej, importujagcym trans-zeatyne, bedaca aktywna biologicznie
forma cytokinin. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze kodujacy je gen ulega najsilniejszej
ekspresji w korzeniach o obnizonej gegstosci korzeni bocznych, majacej miejsce przy
niedoborze azotu i w czasie traktowania cytokininami. Aktywnos¢ promotora MtABCG40
widoczna byta we wigzce przewodzacej korzenia, merystemie apikalnym (ang. root apical
meristem, RAM) oraz w zawigzkach korzeni bocznych. Mutanty pozbawione funkcjonalnego
MtABCG40 charakteryzowaty si¢ spowolnieniem wzrostu korzenia gldwnego z jednoczesnym
skroceniem jego RAM oraz zmianami ekspresji genow markerowych odpowiedzi komorek na
cytokininy i auksyny. Produkowaty one ponadto zwigkszong liczbe korzeni bocznych, ktore na
etapie wezesnych primordidw wykazywaly wigksza w stosunku do roslin typu dzikiego liczbe
komorek. Podobne obserwacje miaty miejsce takze w przypadku brodawek korzeniowych.
Rosliny mtabcg40 tworzyly ich wiecej, a ich primordia liczyly wiecej komorek. Nie
odnotowano zmian ekspresji MtABCG40 pod wplywem systemicznych sygnatow

brodawkowania.

Uzyskane wyniki wskazuja na udziat MtABCG40 w negatywnej regulacji gestosci korzeni

bocznych u M. truncatula przy niedoborach azotu. Regulacja ta polega na obnizaniu



wrazliwosci komorek RAM na cytokininy produkowane w czapeczce korzenia, co skutkuje
przyspieszeniem wydluzania korzenia gtéwnego, oraz na hamowaniu inicjacji powstawania
korzeni bocznych, obnizajac ich liczbe. W podobny sposob redukowana jest przez MtABCG40
rowniez liczba powstajacych brodawek korzeniowych. Zjawisko to ma wylacznie lokalny,
korzeniowy charakter i nie jest zalezne od systemicznych sygnatow pochodzacych z czegsci

nadziemnych rosliny.



Summary

Nitrogen deficiency is one of the most severe abiotic stresses, which leads to serious
developmental alterations in plants. Adjustment of their root morphology is an important
adaptive response when facing limited nitrogen resources. This comprises an elongation of the
primary root and changes in lateral root density in some species. Such conditions also cause
Fabaceae family members to develop a symbiotic relationship with nitrogen-fixing bacteria
that results in the formation of root nodules. Noteworthy, aforementioned root reactions are
dependent not only on environmental stimuli, but also on many endogenous factors. One of
them are phytohormones, their metabolism and transport, as in the case of cytokinins. The
activity of this hormone is multidirectional and influences, inter alia, the length of primary root,
number of lateral roots, as well as development and number of nodules. Moreover, cytokinins

often antagonize other hormones, such as auxins.

The goal of the presented doctoral dissertation was to characterize one of the proteins from the
ABC (ATP-binding cassette transporters) transporter family in Medicago truncatula, namely
MtABCG40. Carried out experiments showed that MtABCG40 is a plasma membrane protein,
which imports trans-zeatin, known to be an active form of cytokinin. The gene encoding the
transporter was most strongly induced in roots which exhibited the lowest lateral root density
caused by nitrogen deprivation and cytokinin treatment. The activity of MtABCG40 promoter
was visible in M. truncatula root vascular bundle, root apical meristem (RAM) and lateral root
primordium. The growth of mtabcg40 primary root was slowed down which was accompanied
by its shortened root tip and an induction of cytokinin and auxin RAM cell response. There
were also more lateral roots produced. Their early primordia comprised more cells compared
to the wild type. Similar observations were made for nodules. mtabcg40 plants created more of
them and the nodule primordia consisted of more cells. Any changes of MtABCG40 expression

due to the systemic autoregulation of nodulation signals were not recorded.

The obtained results indicate that MtABCG40 takes part in the negative regulation of M.
truncatula lateral root density under nitrogen deprivation. This regulation relies on its ability to
reduce RAM cells’ sensitivity to root cap cytokinins, which results in the acceleration of
primary root growth, and the suppression of lateral roots’ initiation that causes their lower
number. The number of nodules is reduced by MtABCG40 in a similar manner. The latter

phenomenon is local, root-specific and not dependent on systemic signals from the shoot.



Wykaz skrotow

6-BAP — 6-benzyloaminopuryna (ang. 6-benzylaminopurine)

ABA — kwas abscysynowy (ang. abscisic acid)

AHK - roslinne receptorowe kinazy histydynowe (ang. Arabidopsis histidine kinase)
AMP, ADP, ATP — adenozynomono-, adenozynodi-, adenozynotrifosforan

AON - systemiczna autoregulacja brodawkowania (ang. autoregulation of nodulation)
AUX/LAX — importery 1AA (ang. AUXIN1/LIKE-AUX1)

BSA — surowicza albumina bydleca (ang. bovine serum albumin)

CKX — dehydrogenaza/oksydaza cytokinin (ang. cytokinin dehydrogenase/oxidase)
CREL - receptor cytokinin (ang. Cytokinin Response 1)

CYP735A1, CYP735A2 — monooksygenazy cytochromu P450 (ang. cytochrome P450

monooxygenases)

cZ — cis-zeatyna (ang. cis-zeatin)

DHZ — dihydrozeatyna (ang. dihydrozeatin)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DR5 — syntetyczny promotor indukowany auksynami

DZ — strefa roznicowania (ang. differentiation zone)

EdU — 5-etynylo-2’-deoksyurydyna (ang. 5-ethynyl-2'-deoxyuridine)
ER — retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)
EZ — strefa wydtuzania korzenia (ang. elongation zone)

FC — krotno$¢ zmiany (ang. fold change)

GAL - B-galaktozydaza (ang. f-galactosidase)

GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

GUS - B-glukuronidaza (ang. f-glucuronidase)



IAA — kwas indolilo-3-octowy (ang. indole-3-acetic acid)
iP — izopentenyloadenina (ang. isopentenyl adenine)
IPT — transferaza izopentenylowa (ang. isopentenyltransferase)

LBD16 - czynnik transkrypcyjny zalezny od auksyn (ang. ORGAN BOUNDARIES
DOMAIN 16)

LIC — metoda klonowania niezalezna od ligacji (ang. ligation-independent cloning)

LOG - fosforybohydrolaza katalizujaca hydroliz¢ cytokinin do aktywnych biologicznie

wolnych zasad azotowych (ang. Lonely Guy)

LRFC — komorki zatozycielskie korzeni bocznych (ang. lateral root founder cells)

MSP — kaskada transferu grup fosforanowych (ang. multistep phosphorelay)

MZ — strefa merystematyczna korzenia (ang. meristematic zone)

NBD — domena wigzaca ATP (ang. nucleotide-binding domain)

NLS — sekwencja kierujaca biatko do jadra komorkowego (ang. nuclear localization sequence)
OD - gestos¢ optyczna (ang. optical density)

OZ — strefa korzenia u podstawy merystemu wierzchotkowego (RAM) wykazujaca cykliczne

zmiany stezenia i odpowiedzi komorkowej na auksyny (ang. oscillation zone)
PAT — polarny transport auksyn (ang. polar auxin transport)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

Pl — jodek propidyny (ang. propidium iodide)

PIN — eksportery IAA (ang. PIN-FORMED)

PUP — permeaza purynowa (ang. purine permease)

QC — centrum spoczynkowe (ang. quiescent center)

RAM — merystem apikalny korzenia (ang. root apical meristem)

RNAI — interferencja RNA (ang. RNA interference)



RR — regulator odpowiedzi (ang. response regulator)

RT-PCR - ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time
PCR)

Starter F — starter wprost (ang. forward)

Starter R — starter odwrocony (ang. reverse)

TCS — dwusktadnikowy system transdukcji sygnatu (ang. two-component signalling system)
TMD — domena transmembranowa (ang. transmembrane domain)

Transportery ABC — transportery posiadajace kasete wigzacg ATP (ang. ATP-binding cassette

transporters)

tZ — trans-zeatyna (ang. trans-zeatin)

TZ — strefa przejSciowa korzenia (ang. transition zone)

UBI — ubikwityna (ang. ubiquitin)

UTR - region nieulegajacy translacji (ang. untranslated region)
Woda MQ — ultraczysta woda laboratoryjna Milli-Q

WT — typ dziki (ang. wild type)
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1 WPROWADZENIE LITERATUROWE

1.1 Wstep

Osiadly tryb zycia roslin powoduje, ze sa one inaczej niz zwierz¢ta narazone na niekorzystne
dziatanie §rodowiska. Wsrod stresow abiotycznych silnie ograniczajacych wzrost i rozwdj
ro$lin wymienia si¢ cz¢sto obnizong dostepno$¢ wody i zwigzkoéw mineralnych (Kant i wsp.,
2011; Lamaoui i wsp., 2018). Brak mozliwosci zmiany miejsca wegetacji sprawia, ze rosliny
poddane negatywnemu wplywowi s$rodowiska, W tym suszy i niedoborom sktadnikoéw
odzywczych, wykorzystuja rézne strategie obronne, przeciwdziatajace ich potencjalnym
niekorzystnym nastepstwom. Do powszechnie spotykanych zaréwno u roslin jednorocznych,
jak i wieloletnich, mechanizméw obronnych, klasyfikowanych jako element tzw. strategii
unikania (ang. avoidance strategy) stresu abiotycznego, nalezg zmiany architektury systemu
korzeniowego (dos Santos i wsp., 2022; Giehl i wsp., 2014). Rola korzeni w ochronie calej
ro$liny przed stresem abiotycznym ma kluczowe znaczenie, gdyz to one odpowiedzialne sg za
pobieranie wody i sktadnikow odzywczych oraz za reakcj¢ na niekiedy bardzo dynamiczne
fluktuacje ich dostgpnosci w glebie. Do najczestszych modyfikacji organéw podziemnych w
odpowiedzi ros$lin na stres nalezy wydhuzanie lub skracanie dtugosci korzenia gtownego oraz
dostosowywanie gestosci korzeni bocznych (Khan i wsp., 2016). Szczegdlnym przyktadem
adaptacji systemu korzeniowego do niedoboréw zwigzkoéw mineralnych jest dodatkowo
wytwarzanie przez ro$liny bobowate (Fabaceae) wyspecjalizowanych struktur, zwanych
brodawkami, zasiedlanych przez bakterie wigzgce azot atmosferyczny, cO ma za zadanie
przeciwdziata¢ skutkom niedoborow tego pierwiastka w glebie (Roy i wsp., 2020). Warte
podkreslenia jest rowniez to, ze zalezna od warunkéw $rodowiska produkcja brodawek,
podobnie jak zmiany innych parametrow morfologicznych korzenia, jest ostatecznie przede
wszystkim wyrazem aktualnej kondycji rosliny, jej wewngtrznego nawodnienia i statusu
mineralnego (Gautrat i wsp., 2021). Plastyczno$¢ reakcji rosliny na stresy abiotyczne
uzalezniona jest tym samym od procesow biochemicznych, majacych miejsce w jej tkankach,
i angazuje wiele zwigzkow, w tym hormony roslinne. Synteza, metabolizm, percepcja przez
komorki 1 transport fitohormonow stojg zatem u podstaw fizjologii rosliny, zar6wno w

optymalnych, jak i niekorzystnych warunkach (Karlova i wsp., 2021).
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1.2 Rozwaj korzenia i zmiany jego morfologii w reakcji na stresy abiotyczne

Selekcja wysokowydajnych odmian roslin od lat opiera si¢ gtdéwnie na bezposredniej ocenie
efektywnosci ich plonowania, z naciskiem na biomase cze$ci nadziemnych oraz produkcje
nasion (Herder i wsp., 2010). Mniejszg uwage zwraca si¢ natomiast na architekture systemu
korzeniowego oraz zakres jej plastycznosci w zmiennych warunkach srodowiska. Zwigkszenie
nacisku na selekcj¢ roslin pod katem korzystnych parametrow morfologicznych ich organow
podziemnych moze mie¢ w przysztosci ogromne znaczenie m.in. dla upraw na glebach mniej
zasobnych i przy utrudnionym dostepie do nawozow (Lynch i Brown, 2012). Wybér ten
wymagaé bedzie poznania licznych zaleznosci pomigdzy wygladem korzenia i warunkami

promujacymi wzrost i rozwoj catej rosliny.

Rozwoj systemu korzeniowego rozpoczyna si¢ od pojawienia si¢ korzenia zarodkowego poza
luping nasienna, co sygnalizuje zakonczenie etapu kietkowania i rozpoczecie wzrostu rosliny
(Carrera-Castafio i wsp., 2020). Korzen zarodkowy przeksztalca si¢ nastepnie w korzen glowny
u roslin o palowym systemie korzeniowym (Lynch i Brown, 2012). Dzigki obecnos$ci
merystemu bocznego i wierzchotkowego, korzen gtowny przyrasta¢ moze odpowiednio na
grubos¢ i dlugos¢, co wiaze si¢ nieroztacznie z powigkszaniem si¢ powierzchni jego kontaktu
z materig glebowa, bedaca gtéwnym zrédlem wody i soli mineralnych (Brukhin i Morozova,
2011; Goss i wsp., 1993). Szybkos¢ wydluzania si¢ korzenia glownego jest natomiast
wypadkowa tempa podzialow komorek merystemu wierzchotkowego (ang. root apical
meristem, RAM) oraz czasu osiagania przez nie Strefy wydtuzania (ang. elongation zone, EZ)
w tzw. strefie przej$ciowej (ang. transition zone, TZ), znajdujacej si¢ U podstawy merystemu
(Salvi i wsp., 2020) (rycina 1.1). Strefa TZ jest ponadto miejscem, w ktorym niektore komorki
perycyklu znajdujace si¢ naprzeciwko protoksylemu wiazki przewodzacej przeksztatcane sg w
komorki zatozycielskie korzeni bocznych (ang. lateral root founder cells, LRFC). Te ostatnie
zdolne sg w okreslonych warunkach $rodowiska wytworzy¢ korzenie boczne. Reakcja ta
zapoczatkowana moze by¢ jednakze dopiero w wyzszych partiach korzenia, w tzw. strefie
réznicowania (Laskowski i ten Tusscher, 2017). Od czestosci tejze inicjacji i tempa wydluzania
korzenia glownego zalezy odlegto$¢ pomiedzy sasiednimi korzeniami bocznymi (ang. lateral

root spacing) (de Smet i wsp., 2007; Placido i wsp., 2020; Santos Teixeira i ten Tusscher, 2019).
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strefa réznicowania (ang. differentiation zone, DZ)

strefa wydtuzania (ang. elongation zone, EZ)

strefa przejsciowa I e

(ang. transition zone, TZ) strefa merystematyczna (ang. meristematic zone, MZ)

Z merystemem wierzchotkowym korzenia

centrum spoczynkowe (ang. root apical meristem, RAM)

(ang. quiescent center, QC)

kolumella (ang. columelia) —>$ czapeczka korzenia (ang. root cap)

Rycina 1.1 Budowa wierzchotka wzrostu korzenia. Szczegdtowy opis w podrozdziatach 1.2 1 1.4.

Do najczesciej opisywanych zmian morfologii korzenia naleza te, ktore zachodza przy
obnizonych stezeniach zwigzkoéw mineralnych w $rodowisku. Reakcje tego typu
charakterystyczne sg m.in. dla azotanéw (NO3), ktorych czasteczki sg tatwo wymywane z
powierzchniowych warstw gleb (Koevoets i wsp., 2016). U niektorych roslin zaobserwowano
w zwigzku z tym wydtuzanie korzeni gtownych, jak np. u Medicago truncatula (Esteban i wsp.,
2016; Pellizzaro i wsp., 2014; Zang i wsp., 2020), Oryza sativa (Tian i wsp., 2008), czy Glycine
max (Saito i wsp., 2014). Podobny efekt u M. truncatula wywotuje ponadto znaczne obnizenie
zawartosci jonow amonowych (NH7) lub jednoczes$nie obu tych jonéw (NH4NO3) w podtozu
(Esteban i wsp., 2016; Lagunas i wsp., 2019). Zmiana liczby korzeni bocznych przy deficycie
azotu wydaje si¢ mie¢ rownie duzy wplyw na morfologi¢ korzenia. Czesto dochodzi u roslin
do zmniejszenia wartos$ci tego parametru, jak u O. sativa (Wang i wsp., 2020), cho¢ sg 1 gatunki,
u ktorych sie takiego zjawiska nie obserwuje, w tym u M. truncatula (Bourion i wsp., 2014;

Lagunas i wsp., 2019).

Roéznice w reakcji roslin na niedobory zwigzkow fosforu wzgledem azotu wynikajg przede
wszystkim z ich odmiennej mobilnosci w glebie. Fosfor jest pierwiastkiem trudniej
wymywanym przez wode i akumulujacym si¢ w warstwie uprawnej. Skutkuje to koniecznos$cia
wytworzenia przez rosliny ptytkich systemow korzeniowych. Dzieje si¢ tak np. u Arabidopsis
thaliana, u ktérej wraz z obnizeniem stezenia jondéw P03~ dochodzi do skrécenia korzenia
glownego, czemu towarzyszy przyrost ilosci korzeni bocznych. Te ostatnie charakteryzujg sie

jednoczesnie znacznym wzrostem diugosci (Williamson i wsp., 2001).
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Przyktadem dobrze zbadanych morfologicznych reakcji korzeni roslin na stres sg te zachodzace
w warunkach suszy (Brunner i wsp., 2015; Kang i wsp., 2022; Liang i Harris, 2005). W zwigzku
z wysychaniem w pierwszej kolejnosci powierzchniowych warstw gleby, niektore z ro$lin
wyksztalcity zdolno$¢ wydtuzania korzenia gltownego by dotrze¢ do jej glebszych i
wilgotniejszych warstw. Dzieje si¢ tak np. u Gossypium hirsutum i Zea mays (Comas i wsp.,
2013; Pace i wsp., 1999). Nie jest to jednak jedyna spotykana reakcja. Odpowiedzig A. thaliana
na egzogenng aplikacje kwasu abscysynowego (ABA), hormonu produkowanego u roslin w
czasie suszy, jest skracanie korzenia gtownego oraz spadek liczby korzeni bocznych (Deak i
Malamy, 2005; Dong i wsp., 2020; Liang i Harris, 2005). Odmienng reorganizacj¢ architektury
korzenia w czasie suszy obserwuje si¢ natomiast u M. truncatula. Egzogenna aplikacja ABA
wplywa pozytywnie na gestosc jej korzeni bocznych poprzez zwigkszanie ich liczby (Herrbach
i wsp., 2014; Liang i Harris, 2005).

Wsrdd innych abiotycznych czynnikow stresogennych dla ro§lin wymienia si¢ ponadto
wahania temperatury, zasolenie oraz warunki beztlenowe gleb. Ze wzgledu na wahania
temperatury nizsze niz w przypadku powietrza atmosferycznego, glgbsze warstwy gleb
uprawnych petnig nierzadko funkcje ochronng dla gospodarki wodno-mineralnej roslin w
czasie upatéw i mrozoéw. Przystosowanie si¢ korzeni roslin do takich warunkéw obejmuje
najczesciej skrocenie ich korzenia gtdéwnego oraz zmniejszenie liczby odchodzacych od niego
korzeni bocznych, skutkujace spadkiem ich ggstosci. Jednoczesnie wzrasta masa catego
korzenia, co spowodowane jest przyrostem korzeni na grubo$¢ oraz intensywna produkcja
korzeni bocznych wyzszego rzedu. Zmiany takie zahamowane sg jednak przy zbyt duzych
odstepstwach od temperatury optymalnej (Koevoets i wsp., 2016). Jednym z czynnikow
spowalniajacych wzrost korzenia gtéwnego, jak i korzeni bocznych, jest rowniez wysokie
zasolenie (Julkowska i wsp., 2014). Ochrong przed wywolywanym przez nie stresem
osmotycznym jest u roslin m.in. zredukowany grawitropizm, majacy na celu zahamowanie
penetracji korzenia do glebszych i czesto bardziej zasobnych w sole warstw gleby (Sun i wsp.,
2008). Szczegblnym przyktadem reakcji systemu korzeniowego na stres jest ponadto obnizenie
stezenia tlenu w ryzosferze. Warunki takie prowadza do powstawania korzeni przybyszowych
wyposazonych w tkanke aerenchymatyczng, podczas gdy zwykla i nieprzystosowana masa

korzeniowa zostaje zredukowana (Gibberd i wsp., 2001).
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1.3 Metabolizm cytokinin i ich percepcja przez komorki

Cytokininy to pochodne adeniny, u ktoérych do grupy aminowej znajdujacej si¢ przy atomie
azotu w pozycji N° pierécienia aromatycznego dolaczony zostal piecioweglowy, izoprenowy
tancuch alifatyczny (cytokininy alifatyczne) lub grupa benzylowa (cytokininy aromatyczne).
Do cytokinin alifatycznych naleza wolne zasady azotowe i pochodne trans-zeatyny (ang. trans-
zeatin, tZ), cis-zeatyny (ang. cis-zeatin, cZ), isopentenyloadeniny (ang. isopentenyl adenine,
iP) i dihydrozeatyny (ang. dihydrozeatin, DHZ). Do cytokinin aromatycznych zaliczamy
benzyloaminopuryne (ang. benzylaminopurine, BAP) oraz topoliny z ich pochodnymi (Kieber
i Schaller, 2014) (rycina 1.2). Pierwotna definicja tej grupy hormonow podkres$lata ich zdolnos¢
do inicjowania i podtrzymywania podzialow komoérek w kulturach zawiesinowych (Caplin i
Steward, 1948), jednak nie oddaje ona rzeczywistej ztozonosci funkcji, jakie cytokininy moga
petié u roslin. Ma to swoje potwierdzenie w réznorodnosci procesow, w ktorych uczestnicza
(Kieber i Schaller, 2014). Pierwsza scharakteryzowang cytokining byta kinetyna (N°-
furfuryladenina), zwigzek odkryty w latach pi¢édziesiatych ubiegltego wieku (Miller i wsp.,
1955a; Miller i wsp., 1955b). Pierwszg poznang ro$linng cytokining byta natomiast zeatyna,

wyizolowana prawie dwie dekady p6zniej z niedojrzatego bielma kukurydzy (Letham, 1973).

Cytokininy alifatyczne:

:w fNI> i > fD

izopentenyloadenina frans-zeatyna cis-zeatyna dihydrozeatyna
(iP) (tZ) (cZ) (DHZ)

Cytokininy aromatyczne:

aN J élr’\> e

6-benzyloaminopuryna meta—topollna klnetyna
(6-BAP) (mT)

Rycina 1.2 Wzory strukturalne cytokinin w formie wolnych zasad azotowych. Gérny panel przedstawia
cytokininy alifatyczne: izopentenyloadening (iP), trans-zeatyng (tZ), cis-zeatyne (CZ) i dihydrozeatyne
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(DHZ). Dolny panel przedstawia cytokininy aromatyczne: 6-benzyloaminopuryne (6-BAP), meta-
topoling (MmT) i kinetyne. Na pomaranczowym tle umieszczono adening; na rézowym i zielonym
odpowiednio tancuchy alifatyczne i aromatyczne; na fioletowym grupe hydroksylowa zeatyny. Podana
zostata numeracja atomoéw pierscieni aromatycznych adeniny.

Roéznorodnos¢ cytokinin wynika przede wszystkim ze zlozono$ci przemian biochemicznych,
jakim podlegaja. Przemiany te zaliczy¢ mozna do czterech gtownych rodzajoéw reakcji: syntezy
de novo, koniugacji, aktywacji i degradacji (Kudo i wsp., 2010). Do syntezy de novo cytokinin
dochodzi w wyniku aktywno$ci enzymdéw z grupy transferaz izopentenylowych (ang.
isopentenyltransferase, IPT). Katalizuja one reakcj¢ przylaczania grupy izopentenylowej,
pochodzacej z a,a-dimetyloallilopirofosforanu (DMAPP), do grupy aminowej czasteczki
nukleotydu adeninowego (zwykle ADP lub ATP). Ich aktywnos$¢ spotykana jest w cytoplazmie,
mitochondriach i plastydach (Kasahara i wsp., 2004). Substratem dla czeSci enzymow IPT
bywa rowniez tRNA, co ma miejsce w syntezie de novo pochodnych cZ (Miyawaki i wsp.,
2006). Powstate rybotydy iP przeksztatcane sg z udziatem monooksygenaz cytochromu P450
(CYP735A1, CYP735A2) do rybotydow tZ poprzez hydroksylacje tancucha isopentenylowego
(Takei i wsp., 2004) (rycina 1.3). Rybotydy iP i tZ moga zosta¢ zdefosforylowane do
rybozydow przez odpowiednie fosfatazy (Sakakibara, 2006).

t-zeatyna OH
DMAPP OH OH
=
HN

* HN HN HN N N
NH =
, NN N2~ N NN L] Y
NA~_N IPT . [ ) cyprssa l | N [ » vros SN
| \>4) = R x —_— X —_—
k N N~ N N~ N N~ N H
EPP-0-.°. ®ee-o-.° ®-0-.° *
®PP-0-.°
OH
HO OH HO OH HO OH ®-0-.0
HO OH
ATP/ADP iPRTP/iPRDP {ZRTP/ZRDP tZRMP HO OH
monaofosforan
rybozy

Rycina 1.3 Schemat przedstawiajacy wybrane przemiany cytokinin od biosyntezy de novo do aktywacji,
na przyktadzie tZ. Biosynteza cytokinin polega na przeniesieniu reszty prenylowej z difosforanu
dimetylenu (ang. dimethylallyl diphosphate, DMAPP) na atom azotu w pozycji N°® czasteczki
adenozynotrifosforanu  (ATP) lub adenozynodifosforanu (ADP) przez enzym transferaze
izopentenylowa (ang. isopentenyltransferase, IPT). Tak powstaty trifosforan Iub difosforan
izopentenyloadenozyny (ang. isopentenyladenine riboside triphosphate/diphosphate, iPRTP/iPRDP)
moze zosta¢ nastgpnie poddany hydroksylacji do trifosforanu lub difosforanu rybozydu trans-zeatyny
(ang. trans-zeatin riboside triphosphate/diphosphate, tZRTP/tZRDP) z udzialem monooksygenaz
cytochromu P450 (ang. cytochrome P450 monooxygenase, CYP735A). Powstaty z tZRTP/tZRDP po
defosforylacji monofosforan rybozydu trans-zeatyny (ang. trans-zeatin riboside monophosphate,
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tZRMP) jako forma nieaktywna biologicznie jest przeksztalcany do aktywnej biologicznie trans-
zeatyny poprzez hydrolize wiazania N-glikozydowego, znajdujacego sie pomiedzy ryboza a zasada
azotows, przez enzymy LOG. Na bigkitnym tle umieszczono ryboze z przytaczonymi do niej w pozycji
5’ resztami fosforanowymi (oznaczone symbolem ®); na pomaranczowym adening; na rézowym
DMAPP lub tancuch alifatyczny; na fioletowym grupe hydroksylowa tZ.

Rybotydy i rybozydy uwazane sg za formy nieaktywne, pod postacig ktorych cytokininy sa
magazynowane w komorkach lub transportowane na wigcksze odlegto$ci w ro$linie (Osugi i
wsp., 2017). Formami nieaktywnymi cytokinin sg tez ich koniugaty z resztami cukrowymi,
zwane O- i N-glikozydami. O-glikozylacja bocznego tancucha zeatyny uwazana jest za reakcje
odwracalng. N-glikozylacja pier$cienia purynowego cytokinin w pozycjach N7 i N® uznawana

jest za nicodwracalng (Hluska i wsp., 2021).

Do grupy aktywnych cytokinin, zdolnych bezposrednio do uruchomienia szlakow sygnatowych
komorki, zaliczane sg jedynie ich wolne formy, zawierajace pierscien purynowy z pojedynczym
podstawnikiem w pozycji N w tym tZ, iP i 6-BAP (Lomin i wsp., 2015; Romanov i
Schmiilling, 2022). Mechanizm aktywacji cytokinin zalezny jest od ich wyjsciowej postaci.
Glikozydy cytokinin aktywowane sg poprzez odlgczenie reszty cukrowej na drodze hydrolizy
z udziatem odpowiednich B-glukozydaz (Brzobohaty i wsp., 1993; Hosek i wsp., 2020).
Monofosforany rybozydoéw aktywowane sg natomiast poprzez hydrolize wigzania N-
glikozydowego, znajdujacego si¢ pomiedzy ryboza a zasadg azotowa, przez enzymy zwane
fosforybohydrolazami (ang. Lonely Guy, LOG) (rycina 1.3) dziatajace w cytoplazmie i w jadrze
komorkowym (Kurakawa i wsp., 2007; Kuroha i wsp., 2009). Gtéwna forma transportowa
cytokinin, rybozyd tZ, musi zosta¢ wcze$niej ufosforylowana do monofosforanu przez
odpowiednie kinazy adenozynowe (ang. adenosine kinase, ADK), by mogla zosta¢
przeksztalcona do formy aktywnej przez enzymy LOG. Co wazne, substratem dla tej grupy
enzymOw moze by¢ jedynie cytokinina, a nie AMP, co §wiadczy 0 wyraznej specyficznosci
enzymow LOG w stosunku do czasteczek tego hormonu (Kuroha i wsp., 2009). W literaturze
natrafi¢ mozna poza tym na wzmiank¢ o mozliwym drugim, posrednim szlaku aktywacji
monofosforanéw rybozydoéw. Jak si¢ przypuszcza, mialyby by¢ one przeksztatcane do
rybozydoéw, a nastepnie do wolnych zasad azotowych przez odpowiednio nukleotydazy i
nukleozydazy. Badania z uzyciem tych dwoéch rodzajéow enzymow, pozyskanych z zarodka
pszenicy dowiodly, iz nie s3 one tak specyficzne jak enzymy LOG, 1 oprocz cytokinin
hydrolizujg réwniez adenozyn¢ i ATP. Nie odnaleziono jednak dotychczas genow, ktore

mogtyby je kodowac u roslin (Chen i Kristopeit, 1981a; Chen i Kristopeit, 1981b).
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Cytokininy podlegaja ponadto reakcji nieodwracalnej degradacji, w ktorej, w przeciwienstwie
do reakcji przytaczania reszty izopentenylowej, usuwany jest boczny tancuch w pozycji N°
zasady azotowej, a produktem reakcji jest adenina lub adenozyna. Enzymami katalizujagcymi te
reakcj¢ sg dehydrogenazy/oksydazy cytokinin (ang. cytokinin dehydrogenase/oxidase, CKX),

znajdujace si¢ w apoplascie, cytoplazmie i wakuoli (Werner i wsp., 2006).

Percepcja aktywnych form cytokinin przez komorki roslinne opiera si¢ na szlaku sygnatlowym
przypominajacym ten, z udziatem ktorego sygnaty srodowiskowe odbieraja komorki bakterii
(Stock i1 wsp., 2000). Szlak ten nazwano dwusktadnikowym systemem transdukcji sygnatu
(ang. two-component signalling system, TCS) ze wzgledu na dwa gléwne budujgce go
sktadniki, czyli zakotwiczong w btonie kinaze¢ z funkcja receptorowg oraz biatkowy regulator
odpowiedzi w jadrze komoérkowym (ang. response regulator, RR), ktére odpowiednio
zapoczatkowuja i koncza szlak, uruchamiajac aktywno$¢ transkrypcyjna komorki. W szlaku
tym, przylaczenie si¢ czasteczki sygnatowej powoduje autofosforylacje receptora w miejscu
silnie zakonserwowanej histydyny (His). U bakterii, jon fosforanowy (P03;~) z His zostaje
nastgpnie bezposrednio przeniesiony na reszt¢ kwasu asparaginowego (Asp) budujacego
odpowiedni regulator odpowiedzi, aktywujac go tym samym transkrypcyjnie (Stock i wsp.,
1989). U ro$lin przeniesienie PO;~ z receptora na RR angazuje jednak dodatkowo inne biatka,
przez co jest to system bardziej ztozony, sktadajacy sie¢ z wielu nastepujacych po sobie reakcji
fosforylacji (ang. multistep-phosphorelay, MSP) (Pekarova i wsp., 2016). Reszta fosforanowa
przytaczona w wyniku autofosforylacji do His domeny kinazowej receptora przenoszona jest
nastepnie na reszt¢ Asp dodatkowej, charakterystycznej dla roslin domeny tego samego
receptora, zwanej domeng akceptorowa (Kakimoto, 2003; Yamada i wsp., 2001). Nastepnie
PO}~ taczony jest ze znajdujacymi sie w cytoplazmie komorki biatkami fosfotransferowymi
zawierajacymi His (ang. His-containing phosphotransfer protein, HP) (Hutchison i wsp.,
2006). Biatka HP przemieszczajg si¢ w kolejnym etapie do wnetrza jadra komorkowego, by
podobnie jak u bakterii, fosforylowa¢ RR jako ostatni element szlaku MSP (Imamura i wsp.,
1999). Biatka RR typu B to czynniki transkrypcyjne, zbudowane na C-koncu z domen
biorgcych udziat w ich wigzaniu z DNA, uruchamianiu transkrypcji oraz w wyznaczaniu
lokalizacji jadrowej (Kieber, 2002). RR typu B odpowiedzialne sa za uruchomienie
specyficznej dla danego rodzaju sygnatu srodowiskowego odpowiedzi komdrkowej, w tym za
wzmacnianie charakterystycznego dla cytokinin wplywu na aktywnos¢ transkrypcyjna komorki
(Argyros i wsp., 2008). Aktywno$¢ RR typu B jest jednocze$nie hamowana na zasadzie
ujemnego sprzezenia zwrotnego przez RR typu A (To i wsp., 2004). RR typu A nie s3
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czynnikami transkrypcyjnymi, gdyz nie posiadaja charakterystycznego motywu
umozliwiajagcego wigzanie do DNA. Mechanizm dziatania RR typu A opiera si¢
prawdopodobnie na mozliwosci kompetencyjnego przechwytywania przez te biatka jonu
fosforanowego na ostatnim etapie MSP, przez co nie jest on dostepny dla RR typu B (Dortay i
wsp., 2006; Zubo i Schaller, 2020).

Roslinne receptory cytokinin to biatka transbtonowe, ktore sktadajg si¢, obok wczesniej
wspomnianych domen biorgcych udzial w przenoszeniu reszt fosforanowych, z co najmniej
dwoch domen przezblonowych oraz z domeny receptorowej CHASE (ang. cyclases/histidine
kinases-associated sensing extracellular domain), znajdujacej si¢ poza blong, w S$wietle
retikulum endoplazmatycznego (ang. endoplasmic reticulum, ER) Ilub przestrzeni
migdzykomodrkowej. Receptory te moga by¢ zatem zakotwiczone w dwoch rodzajach bton,
btonie komorkowej oraz btonie ER, a mozliwos¢ ich koegzystencji w komorce roslinnej jest od
lat przedmiotem zywej dyskusji (Duran-Medina i wsp., 2017; Kubiasova i wsp., 2020; Osugi i
Sakakibara, 2015). Wyniki dotychczasowych badan wskazuja na btony ER jako gltowne
miejsce, w ktorym zlokalizowane sg receptory cytokinin (Caesar i wsp., 2011; Romanov i wsp.,
2006; Wulfetange i wsp., 2011). Sugeruje to m.in. zwigkszona wydajnos¢ wigzania cytokinin
do receptorow w warunkach obojetnego i lekko zasadowego pH (7,0-8,0), ktore odpowiada
odczynowi wnetrza komorki. Obnizenie wigzania hormonu obserwuje si¢ przy odczynie
kwasowym (4,5-6,0), charakterystycznym dla apoplastu, czyli miejsca wigzania ligandéw przez
receptory btony komorkowej (Romanov i wsp., 2006). Co warte uwagi, w ostatnich latach
czesciej podkresla si¢ jednak obecno$¢ i znaczenie receptoréw cytokinin w blonach
komorkowych komorek o charakterze merystematycznym (Kubiasova i wsp., 2020; Ziircher i
wsp., 2016).

Pierwszym ze zidentyfikowanych roslinnych receptoréw cytokinin byt wspomniany wczesniej
CRE1/AHK4 (ang. Cytokinin Response 1/Arabidopsis Histidine Kinase 4) u A. thaliana. Juz w
momencie odkrycia zostala mu przypisana zdolno$¢ inicjowania komorkowego szlaku
sygnatowego zaleznego od cytokinin, przez co rosliny z mutacja w obrgbie tego receptora
(crel) charakteryzuja si¢ obnizong wrazliwos$cig na cytokininy (Inoue i wsp., 2001; Suzuki i
wsp., 2001). W genomie Arabidopsis zakodowane sg ponadto dwa dodatkowe receptory
cytokinin, AHK2 i AHK3. Podobnie jak w przypadku innych rodzin bialek, receptory te pelnia
wiele wspoOlnych, redundantnych funkcji, o czym wnioskowa¢ mozna m.in. z ich silnie
zakonserwowanej struktury. W efekcie fenotyp mutantow pojedynczych AHK bywa czgsto

niezauwazalny. Dzieje si¢ tak m.in. w przypadku ich udzialu w inicjacji morfogenezy korzenia
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bocznego (Chang i wsp., 2013; Nishimura i wsp., 2004; Ueguchi i wsp., 2001). Ortologi rodziny
AHK zostaty znalezione i scharakteryzowane takze u innych roslin. M. truncatula posiada trzy
tego typu receptory, HK2, HK3 i CREI1, ktory jest najblizszym homologiem CRE1 u A.
thaliana. To wlasnie temu ostatniemu przypisywana jest gldwna rola w regulacji procesow

morfogenetycznych korzenia (Gonzalez-Rizzo i wsp., 2006).

1.4 Udzial auksyn i cytokinin w negatywnej regulacji proceséw morfogenetycznych

korzenia
1.4.1 Wydluzanie korzenia gléwnego

Wydluzanie korzenia glownego pozwala ro§linie na penetracje glebszych warstw gleby w
poszukiwaniu niezbednych do zycia zwigzkow mineralnych i wody (Koevoets i wsp., 2016).
Tempo przyrostu korzenia na dtugos¢ przejawia si¢ przede wszystkim w zmianach morfologii
jego dystalnej czgsci, zwanej wierzchotkiem (stozkiem) wzrostu. Addytywny efekt szybkosci
podziatdéw i wzrostu elongacyjnego (wydtuzeniowego) komorek w tej czgséci korzenia pozwala
dostosowac¢ jego morfologie do zmiennych warunkow s$rodowiska oraz wewnetrznych

sygnatow znamionujgcych aktualng kondycje¢ rosliny (Colombi i wsp., 2018; Hodge, 2004).

Ztozonos¢ budowy wierzchotka wzrostu korzenia odzwierciedla réznorodno$¢ petnionych
przez niego funkcji. Najbardziej dystalng czgécig korzenia jest merystem wierzchotkowy,
ktorego centrum organizacyjnym jest grupa komorek zwana centrum spoczynkowym (ang.
quiescent center, QC), ktorego obecno$¢ zapewnia utrzymanie pluripotentnego charakteru
przez otaczajace komorki merystematyczne. Merystem wierzchotkowy z zewnatrz okrywaja
komorki czapeczki, bedacej strukturg pelnigca liczne funkcje. Zapewnia ona ochrone
mechaniczng korzenia, penetracj¢ i percepcje statusu mineralnego gleby oraz uczestniczy w
metabolizmie endogennych zwiazkow, wliczajac hormony roslinne. Powyzej QC znajduje sig
strefa MZ bedgca miejscem intensywnych podziatldéw komorkowych, konczacych si¢ na granicy
ze strefg EZ, w ktorej nowo powstate komodrki przestajg si¢ dzieli¢ 1 zaczynaja wydtuzac.
Region pomiedzy aktywnie dzielacymi si¢ komorkami merystemu a komorkami
wydluzajacymi si¢ zwany jest strefg TZ (rycina 1.1). Jest to miejsce wazne z punku widzenia
kontroli dynamiki wzrostu wydluzeniowego korzenia i kontrolowane przez r6znorodne

czynniki, w tym przez hormony ros$linne (Li i wsp., 2021; Overvoorde i wsp., 2010)).

Auksyny uznawane sg za gtdéwny hormon regulujacy morfologie i funkcje wierzchotka wzrostu

korzenia. Zwigzane jest to nierozerwalnie ze zmianami kierunku ich przemieszczania si¢ W
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obrebie tkanek wierzchotka, ktore staty sie podstawag zaproponowanego po raz pierwszy w 2003
roku modelu ,,odwréconej fontanny’’ (ang. reverse fountain model) (Swarup i Bennett, 2003).
W modelu tym auksyny transportowane sg akropetalnie z cz¢$ci nadziemnych rosliny floemem
wigzki przewodzace] w kierunku komorek wierzchotka wzrostu korzenia. Osiggajac komorki
czapeczki, kierunek ich przemieszczania si¢ ulega zmianie i kierowane sg one bazypetalnie
poprzez komorki epidermy i kory pierwotnej wierzchotka ponownie do wigzki przewodzacej
w okolicach TZ. Transport ten mozliwy jest dzigki asymetrycznej dystrybucji biatkowych
transporterow w btonach komoérkowych, przez co zwany tez polarnym transportem auksyn
(ang. polar auxin transport, PAT). Gléwnymi transporterami umozliwiajacymi PAT sa
zlokalizowane w btonach komoérkowych po przeciwnych stronach komorki biatka z rodziny
AUX1/LAX (ang. AUXIN1/LIKE-AUX1) oraz PIN (ang. PIN-FORMED), bedace odpowiednio
importerami oraz eksporterami auksyn. Tak ukierunkowany transport pozwala na utworzenie
w obrgbie merystemu apikalnego korzenia gradientu st¢zen auksyn z maksimum
zlokalizowanym w QC oraz przylegtych do niego komorkach czapeczki korzenia. Gradient ten
ma kluczowe znaczenie m.in. dla utrzymania funkcji merystemu, jego aktywnosci podziatowe;j
oraz tempa wydtuzania komorek w strefie elongacji (Barbez i wsp., 2017; Bensmihen, 2015).
Wykorzystanie mutantow defektywnych w genach odpowiadajacych za biosyntezg auksyn
(WEI8, TAR2) pozwolito stwierdzi¢ ponadto, ze elementem niezwykle waznym dla
prawidlowego rozwoju wierzchotka wzrostu korzenia jest rowniez lokalne powstawanie tego
hormonu w komoérkach QC i czapeczki. Zaburzenie biosyntezy auksyn w tych komorkach

prowadzi m.in. do degeneracji merystemu apikalnego (Brumos i wsp., 2018).

Interakcja auksyn z innymi hormonami roslinnymi niezbedna jest do prawidlowego
funkcjonowania wierzchotka wzrostu korzenia. Rola cytokinin wydaje si¢ mie¢ tu kluczowe
znaczenie. Swiadczy¢ 0 tym moze chociazby ich synteza z udziatem enzymoéw IPT oraz LOG
w komorkach czapeczki korzenia, w bezposrednim sgsiedztwie aktywnych podziatlowo
komorek merystemu apikalnego oraz dobrze poznany wplyw, jaki wywieraja na regulacje
poziomu auksyn oraz ich dystrybucje na poziomie komorki (Aloni i wsp., 2005; Kuroha i wsp.,
2009; Miyawaki i wsp., 2006). Egzogenna aplikacja cytokinin, podobnie jak nadekspresja
genow IPT, odpowiedzialnych za ich synteze, przyczynia si¢ do wzrostu biosyntezy auksyn w
milodych, rozwijajacych si¢ wierzchotkach wzrostu korzenia. Odwrotny efekt osigga si¢
poprzez nadekspresje gendéw CKX, degradujacych cytokininy. Obserwacje te sg sprzeczne z
widocznym w przypadku wielu innych procesow antagonizmem obu hormonéw 1 $wiadczg

prawdopodobnie o roli cytokinin w zapewnieniu odpowiedniego poziomu auksyn, niezbednego
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do funkcjonowania korzenia (Brumos i wsp., 2018; Jones i wsp., 2010). Pomimo pozytywnego
wpltywu na synteze auksyn, obecno$¢ cytokinin powoduje jednoczes$nie formowanie
koniugatow IAA z aminokwasami, glownie z kwasem glutaminowym (IAA-Glu) i
asparaginowym (IAA-Asp), poprzez indukcje gendow kodujacych enzymy z rodziny GH3
(Gretchen Hagen 3) w czapeczce korzenia. Obniza to poziom auksyn docierajacych do strefy
TZ i EZ (Staswick i wsp., 2005). Cytokininy obnizaja ponadto ekspresje genéw kodujacych
transportery z rodzin PIN i AUX1/LAX odpowiedzialnych za PAT oraz hamujg dokowanie ich
biatek w btonach komoérkowych, przez co destabilizuja gradient auksyn w obrgbie korzenia
(Razicka i wsp., 2009). Negatywny wptyw cytokinin na dystrybucje auksyn wzmacniany jest
dodatkowo poprzez indukcje ekspresji genow dla wewnatrzkomdrkowych transporteréw PIN
oraz PILS (PIN-LIKES) (Di Mambro i wsp., 2019). Zaburzony transport auksyn, podobnie jak
tworzenie nieaktywnych koniugatow auksyn, obniza tempo proliferacji komorek merystemu
apikalnego, hamuje wydtuzanie komorek strefy EZ, przyspieszajac jednoczesnie roznicowanie
komorek, przez co negatywnie wptywa na rozmiar merystemu i wierzchotka wzrostu korzenia
(Di Mambro i wsp., 2017; Pierdonati i wsp., 2019).

1.4.2 Morfogeneza korzenia bocznego

Udziat cytokinin w inicjowaniu oraz w procesie formowania si¢ korzenia bocznego opiera sie,
podobnie jak w przypadku wielu innych proceséw zachodzgcych u roslin, przede wszystkim na
ich antagonistycznym w stosunku do auksyn oddziatywaniu na tempo podzialow zachodzacych
w primordium oraz na p6zniejszych etapach morfogenezy (Jing i Strader, 2019; Schaller i wsp.,
2015). Auksyny uwazane sg za gtowny z hormondw regulujgcych powstawanie korzeni
bocznych, ktorego dziatanie modulowane moze by¢ przez obecno$¢ innych zwiazkow, w tym
cytokinin, co stanowi wazny element wptywajacy na plastyczno$¢ morfologii korzenia w

odpowiedzi na kondycje¢ rosliny oraz warunki srodowiskowe (Mroue i wsp., 2018)

Miejsce powstania przysziego korzenia bocznego zostaje Scisle zdefiniowane juz w chwili
roznicowania si¢ tkanek z komorek merystemu wierzchotkowego korzenia, w jego strefie TZ.
Strefa ta zwana jest takze strefg oscylacji (ang. oscillation zone, OZ) ze wzgledu na zachodzaca
w niej w regularnych odstepach czasu zmiane wrazliwosci komoérek na auksyny (co 15 godzin
u A. thaliana), jak rowniez obserwowane wahania poziomu ekspresji genéw (de Smet i wsp.,
2007; Moreno-Risueno i wsp., 2010). Zrédlem wspomnianych fluktuacji jest tzw.
programowana $mieré komorek, zachodzaca w najbardziej proksymalnych i najstarszych

komorkach czapeczki korzenia. W wyniku ich apoptozy dochodzi do uwalniania auksyn, co
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wplywa w sposéb istotny na aktywnos$¢ przylegtych do czapeczki komorek strefy TZ/OZ, w
tym na pojawienie si¢ komoérek zdolnych do utworzenia korzenia bocznego Sposrod komorek
perycyklu sgsiadujgcych z protoksylemem nowopowstatego fragmentu wigzki przewodzace;j,
czyli LRFC. Co warte uwagi, wykorzystanie konstrukcji reporterowej TCS:GFP pozwolito
stwierdzi¢, ze korzen Arabidopsis w strefie OZ charakteryzuje si¢ obnizong w stosunku do
sgsiadujagcych komoérek wrazliwoscig na cytokininy. Sugeruje to konieczno$¢ obnizenia przez
ro$ling hamujgcego wptywu cytokinin w strefie OZ, by nie zakldcaty one wczesnych etapow
rozwoju korzenia waznych dla pozycjonowania przysztych korzeni bocznych (Bielach i wsp.,
2012; de Smet i wsp., 2007; Xuan i wsp., 2016).

Potozenie LRFC wzgledem merystemu wierzchotkowego korzenia zmienia si¢ wraz ze
wzrostem korzenia na dtugos¢, lecz dopiero w strefie DZ komorki te moga wejs¢ w faze
podziatowa i utworzy¢ funkcjonalny zawigzek korzenia bocznego (Herrbach i wsp., 2014;
Laskowski i ten Tusscher, 2017). Zainicjowanie podziatdw komoérek LRFC zalezy od wielu
czynnikow, takich jak m.in. dostgpnos¢ wody i zwigzkéw mineralnych w glebie, wynikajace z
tego nawodnienie i status mineralny rosliny, jak i czynnik mechaniczny w postaci regularnych
zakrzywien korzenia (Laskowski i wsp., 2008). Wzajemna interakcja hormonéw roslinnych
pozwala natomiast na precyzyjng integracj¢ informacji o panujgcych warunkach i ewentualnym
zapoczatkowaniu badz zablokowaniu wczesnych etapow morfogenezy korzenia bocznego.
Wsrod hormonéw biorgcych udziat w tego rodzaju regulacji znajdujg si¢ auksyny, cytokininy

oraz ABA (Fukaki i Tasaka, 2009).

Auksyny to pozytywny regulator formowania korzeni bocznych, indukujacy zmiany
prowadzace do pierwszego podziatu LRFC. Zwigkszone stezenie auksyn w komodrkach LRFC,
bedace wynikiem dziatania importeréw auksyn, takich jak AUXI1 oraz syntezy hormonu de
novo we wngtrzu LRFC, prowadzi do pofaczenia hormonu z jadrowymi receptorami
TIR1/AFB1-3 (ang. TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN SIGNALLING F-BOX
PROTEIN1-3). Przyczynia si¢ to do uwolnienia odpowiednich czynnikow transkrypcyjnych z
rodziny ARF (ang. AUXIN RESPONSE FACTOR) z ich dimerdéw z biatkami AUX/IAA (ang.
AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID), dzigki czemu moga one regulowaé ekspresj¢ genow
zaleznych od auksyn, w tym genow kodujacych biatka rodziny LBD/ASL (ang. LATERAL
ORGAN BOUNDARIES-DOMAIN/ASYMMETRIC LEAVES-LIKE) (Okushima i wsp., 2007
Skalicky i wsp., 2018). Jednym z nich jest chociazby biatko LBDI16, wazny czynnik
transkrypcyjny, niezbedny do zapoczatkowania pierwszego podziatu LRFC (Goh i wsp., 2012).

Synteza auksyn de novo w komoérkach LRFC odbywa si¢ natomiast z udziatem enzymow tzw.
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szlaku zaleznego od tryptofanu, aminotransferazy tryptofanowej (ang. tryptophan
aminotransferase, TAA) oraz biatek nalezacych do bogatej rodziny monooksygenaz
flawinowych YUCCA (ang. YUCCA flavin containing monooxygenases). Tryptofan zostaje z
udziatem TAA przeksztatcony do kwasu indolilo-3-pirogronowego (IPA), a IPA kolejno do
kwasu indolilo-3-octowego przez enzymy YUCCA (Zhao, 2012). Nastepstwem wzrostu
stezenia auksyn oraz uruchomienia zaleznego od nich szlaku sygnatowego jest

zapoczatkowanie pierwszego podziatu komoérek LRFC (Dubrovsky i wsp., 2008).

Pozytywny wplyw auksyn na inicjacj¢ morfogenezy korzenia bocznego wzmacniaja ponadto u
Medicago stezenia egzogennie aplikowanego ABA ponizej 10 uM (stezenie 50 uM dziata
hamujaco). Hormon ten powstajace gléwnie we wigzkach przewodzacych, zardwno czesci
nadziemnych, jak i korzenia np. w czasie suszy (Ariel i wsp., 2010; Gonzalez i wsp., 2015;
Hartung i wsp., 2002). Wptyw ABA na morfologi¢ korzenia zalezny jest jednak silnie od
gatunku rosliny i moze hamowac¢ powstawanie korzeni bocznych nawet przy stezeniu 1 pM, co
ma miejsce np. u Arabidopsis (Liang i Harris, 2005). Z tego tez powodu znalezienie
uniwersalnych zalezno$ci pomigdzy aktywno$cig auksyn i ABA w formowaniu korzeni
bocznych wydaje si¢ by¢ niezwykle trudne. Niemniej, analiza mutantow w genach waznych
dla biosyntezy, transportu, czy szlakow sygnatowych ABA wskazuje na powszechng dla wielu
ro$linnych procesow rozwojowych zalezno$¢ aktywno$ci auksyn od obecnosci ABA, nie

odwrotnie (Brady i wsp., 2003; Emenecker i Strader, 2020).

O wiele doktadniej od ABA dzialanie auksyn scharakteryzowane zostatlo w kontekscie ich
interakcji z cytokininami. Obecno$¢ cytokinin spowalnia reakcje komorek LRFC na auksyny i
bywa czynnikiem decydujagcym o zahamowaniu ich pierwszego podziatu (Laplaze i wsp.,
2007). Cytokininy przyczyniaja si¢ do zwigkszania odleglosci pomigdzy sasiadujacymi
korzeniami bocznymi powstajacymi wzdhiz korzenia gtéwnego (ang. lateral root spacing).
Synteza cytokinin zachodzi intensywniej w miejscach sasiadujgcych z powstalymi wczesniej
korzeniami bocznymi, co u A. thaliana ma swoj wyraz w podwyzszonej ekspresji genow z
rodziny IPT i LOG. Obserwacje aktywnosci szlakow sygnalowych cytokinin i auksyn z
uzyciem odpowiednio konstrukcji reporterowych TCS:GFP oraz DRS5:GFP potwierdzity
obnizenie wrazliwosci komorek LRFC na cytokininy z jednoczesnym wzrostem ich reakcji na
auksyny (Bielach i wsp., 2012). Nadekspresja genu CKX1, kodujacego enzym degradujacy
cytokininy oraz mutacja w genie CYP735A, skutkujgca obnizeniem poziomu tZ, réwniez
powoduja zaburzenia w regularnym rozmieszeniu korzeni bocznych (Chang i wsp., 2015).

Zaburzona percepcja cytokinin w mutantach receptorow CRE1 u Medicago skutkuje natomiast
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zwigkszeniem ilosci powstajacych korzeni bocznych (Gonzalez-Rizzo i wsp., 2006). Wptyw
cytokinin na komoérki LRFC i inne otaczajace je tkanki skutkuje przede wszystkim zaburzeniem
prawidtowej dystrybucji auksyn, wymaganej dla inicjacji korzenia bocznego. Dzieje si¢ t0 na
drodze hamowania polarnego transportu auksyn, poprzez obnizanic ekspresji gendéw
kodujacych transportery PIN (np. PIN1) oraz hamujacy wptyw na lokowanie si¢ tych biatek w
btonie komoérkowej (el-Showk i wsp., 2015; Laplaze i wsp., 2007; Siméaskova i wsp., 2015).
Analiza ekspresji genéw cyklin, b¢dacych biatkami uczestniczagcymi w majacych miejsce
podziatach komérkowych dowiodla rowniez, ze aktywnos$¢ cytokinin wplywa ponadto na
zatrzymanie podziatow LRFC, powodujac ich blokade w fazie G2 cyklu komoérkowego,
bezposrednio poprzedzajacej mitozg (Francis, 2007; Li i wsp., 2006).

Wzrost korzenia bocznego (ang. lateral root outgrowth), zaczynajacy si¢ tuz po pierwszym,
inicjalnym podziale komorkowym, obejmuje sekwencj¢ kolejnych nastepujacych po sobie
podziatow, wsrod ktorych zaréwno u A. thaliana, jak i u M. truncatula, wyr6zniono siedem
gtownych etapow. Ostatni z nich ma miejsce tuz przed wydostaniem si¢ korzenia bocznego na
powierzchni¢ epidermy (ang. lateral root emergence), kiedy to korzen boczny posiada juz

anatomiczng strukturg korzenia gtdwnego(Herrbach i wsp., 2014; Malamy i Benfey, 1997)

Podobnie jak w przypadku powstawania LRFC oraz inicjacji, udziat auksyn jest kluczowym
elementem regulujagcym formowanie primordium i dojrzatego korzenia bocznego. Odpowiedz
komorek na auksyny, zwizualizowana przy uzyciu genow reporterowych pod promotorem
DR5, widoczna jest przede wszystkim w komoérkach wczesnego primordium oraz na
pozniejszych etapach, w miejscach powstawania wigzki przewodzacej oraz merystemu
wierzchotkowego (Herrbach i wsp., 2014). Formowanie odpowiedniego gradientu auksyn
mozliwe jest dzigki aktywnosci transporterow btonowych, w tym importera AUX1 1 eksportera
PIN1 (Benkova i wsp., 2003; Marchant i wsp., 2002). Produkcja auksyn w nowo powstatym
primordium wplywa ponadto m.in. na ekspresj¢ LAX3, innego importera auksyn, w komorkach
przylegtej kory pierwotnej. Umozliwia to rozluznienie sasiednich komorek, co jest jednym z
czynnikow umozliwiajacych pozniejsze wydostanie si¢ korzenia bocznego na powierzchnie

epidermy korzenia gtdwnego (Swarup i wsp., 2008; van Gelderen i wsp., 2018).

Cytokininy ostabiaja gradient auksyn obecny w formujacym si¢ primordium korzenia
bocznego. Ma to zwigzek, podobnie jak w przypadku wierzchotka wzrostu korzenia gldwnego,
z wplywem jaki wywieraja na powstawanie 1 aktywnoS$¢ transporteroéw PIN, zaroéwno

wewnatrzkomérkowych, jak i tych w btonach komérkowych. Potwierdzono ponadto, ze zmiany
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te zalezne sg od receptorow dla cytokinin (Marhavy i wsp., 2011; Ruzicka i wsp., 2009). Efekt
dziatania cytokinin widoczny jest w postaci mniej wyraznego i rozmytego wzoru DR5:GUS, a

sygnat charakterystyczny dla wierzchotka primordium czg¢sto zanika (Laplaze i wsp., 2007).

1.4.3 Negatywna regulacja brodawkowania

Rosliny bobowate nawigzujg symbioze z Gram-ujemnymi bakteriami symbiotycznymi,
zwanymi zbiorczo rhizobiami, zdolnymi do przeksztalcania azotu atmosferycznego (N2) do
jego formy amonowej (NH4"), ktora moze by¢ dalej metabolizowana w organizmie ro$linnym.
Proces ten zachodzi w warunkach niskiej dostepnosci azotu glebowego, pod wptywem ktorego
korzen rosliny produkuje i wydziela do ryzosfery flawonoidy. Pod wptywem flawonoidow w
komorkach  bakterii  symbiotycznych  zainicjowana zostaje synteza i  sekrecja
lipochitooligosacharydowych czasteczek czynnika Nod (ang. Nod factor), ktore przyczyniajg
si¢ bezposrednio do zapoczatkowania formowania brodawki (Cooper, 2007; Sugiyama i wsp.,
2007). Poprzez potaczenie si¢ czynnika Nod z receptorami na powierzchni ryzodermy dochodzi
do uruchomienia specyficznego szlaku sygnatowego, skutkujacego m.in. produkcja aktywnych
form cytokinin (tZ, iP) w komorkach ryzodermy i kory pierwotnej. Pod wptywem cytokinin
dochodzi do powstawania flawonoidow (kemferol, izolikwiritigenina, itp.), ktore powoduja
zahamowanie PAT (Ng i wsp., 2015). Akumulacja auksyn doprowadza do zapoczatkowania
podziatow komorek perycyklu, endodermy oraz wewnetrznej warstwy kory pierwotnej, co
skutkuje powstaniem brodawki korzeniowej. Jest ona, poprzez wytworzenie nici infekcyjnych,
zasiedlana przez bakterie symbiotyczne, ktore przeksztalcaja si¢ w bakteroidy i dzigki syntezie
enzymu nitrogenazy, prowadzg asymilacje azotu atmosferycznego z powietrza (Buhian i

Bensmihen, 2018).

Wigzanie azotu atmosferycznego zachodzace w brodawce korzeniowej wymaga
energetycznego naktadu ze strony rosliny, ktora przeznacza cze¢s¢ produktow fotosyntezy na
funkcjonowanie bakteroidow (Clarke i wsp., 2014). Z tego tez powodu symbioza bobowatych
z rhizobiami wigze si¢ ze strony rosliny z koniecznoscig zapewnienia negatywnych
mechanizméw kontrolujacych liczbe powstajacych brodawek. Jednym z nich jest stopniowe
hamowanie tworzenia nici infekcyjnych w ryzodermie. Proces ten zwigzany jest z produkcja
cytokinin na wczesnych etapach brodawkowania i ich percepcja w korze pierwotnej, a w
konsekwencji roéwniez z produkcja etylenu (Miri i wsp., 2019). Infekcja bakterii
symbiotycznych inicjuje ponadto w korzeniu synteze peptydow z rodziny CLE (ang.
CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION-RELATED), ktore jako mobilne czasteczki
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sygnatowe wedruja ksylemem do czgéci nadziemnych rosliny, by tam polaczy¢ sie z
odpowiednimi receptorami LRR-RLK (ang. LEUCINE-RICH REPEAT RECEPTOR-LIKE
KINASE). Receptory te zostaty zidentyfikowane m.in. u M. truncatula jako biatka SUNN (ang.
SUPER NUMERIC NODULES) (Okamoto i wsp., 2009; Schnabel i wsp., 2005). Ich aktywacja
skutkuje produkcja czasteczek, ktore transportowane sa z powrotem do korzenia, by poprzez
produkcje¢ biatka TML (ang. TOO MUCH LOVE) w korzeniu hamowa¢ powstawanie
nadmiarowej dla rosliny liczby brodawek (ang. shoot-derived inhibitor, SDI). Natura tych
czgsteczek nie zostata jednak doktadnie poznana. Wsrod nich proponuje sie gtownie pochodne
izopentenyloadeniny i microRNA (Jin i wsp., 2012; Magori i wsp., 2009; Okuma i wsp., 2020;
Sasaki i wsp., 2014). Co warte uwagi, produkcja peptydow CLE w korzeniu zachodzi takze pod
wptywem wysokich stezen azotu. Azotany w sposob plejotropowy kontroluja ponadto kolejne
etapy brodawkowania, przez co proces ten jest wyhamowywany, gdy zwigksza si¢ ich
dostepnos¢ w glebie. Wpltywajg one m.in. na wydajno$¢ wigzania azotu atmosferycznego przez
nitrogenaze¢. Pojawienie si¢ azotanow W otoczeniu ma ogromne znaczenie dla wzrostu i
rozwoju calej rosliny, dlatego tez transportowane sg one do cz¢sci nadziemnych jednoczesnie
jako sktadnik odzywczy i czasteczka sygnatowa (Lebedeva i wsp., 2020; Lin i wsp., 2021,
Nishida i Suzaki, 2018). Co wazne, pobierane przez korzen azotany indukuja produkcje
cytokinin, ktore rowniez pelnig funkcj¢ systemicznego sygnatu na drodze korzen-czes$é

nadziemna (Rahayu i wsp., 2005) (rycina 1.4).
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Rycina 1.4 Schemat mechanizmu systemicznej autoregulacji brodawkowania (ang. autoregulation of
nodulation, AON). AON indukowany jest w obecnosci bakterii symbiotycznych lub w wyniku
suplementacji azotu. Czynniki te indukuja produkcje peptydéow CLE w korzeniu. CLE transportowane
s3 elementami ksylemu do czesci nadziemnych, gdzie tacza si¢ z wlasciwymi sobie receptorami i,
poprzez indukcj¢ IPT3, inicjuja produkcj¢ cytokinin, bedacych pochodnymi iP. Cytokininy te
przemieszczaja si¢ nastepnie z powrotem do korzenia, by hamowac¢ proces brodawkowania z udzialem
m.in. biatka TML.

1.5 Transport cytokinin w korzeniu

1.5.1 Produkcja cytokinin i ich transport ksylemowy

Produkcja cytokinin odbywa si¢ gtownie w mtodych i rozwijajacych si¢ tkankach korzenia i
cze$ci nadziemnych, na co wskazuje wzor ekspresji genow kodujacych enzymy z rodziny IPT,
katalizujagcych ~ powstawanie tej grupy zwigzkow, a  dokladnie  fosforanow
izopentenyloadenozyny na pierwszym etapie biosyntezy de novo (Miyawaki i wsp., 2004).
Istotng roznicg w funkcjonowaniu korzenia i cz¢éci nadziemnych rosliny jest natomiast
aktywno$¢ enzymoéw CYP735A, odpowiedzialnych za hydroksylacje iP do tZ. Kodujace je
geny ulegaja ekspresji tylko w korzeniu, cO wplywa w istotny sposob na formeg cytokinin
transportowanych na dtugie dystanse elementami wigzek przewodzacych. Podczas gdy gtowna
formg produkowang w cze$ciach nadziemnych i transportowang floemem do korzenia jest iP i
jej pochodne, w ksylemie znalez¢ mozna powstala w korzeniu tZ i jej pochodne (Corbesier i
wsp., 2003; Takei i wsp., 2004).
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Czapeczka korzenia uwazana jest za glowne zrodto cytokinin zar6wno dla samego korzenia,
jak i dla catej rosliny. Ma to zwiagzek z jej licznymi funkcjami, w tym z jej udziatem w reakcjach
na zmienne warunki $rodowiska, ktorych nieroztagcznym elementem jest metabolizm
fitohormonow. To wiasnie w budujacej te strukture kolumelli zaobserwowano ekspresje IPT5
(Miyawaki i wsp., 2004). Akumulacje cytokinin w tym miejscu potwierdzono réwniez przy
uzyciu konstrukcji reporterowej ARR5::GUS, z promotorem aktywowanym przez ten hormon,
oraz przeciwcial skierowanym przeciwko tZ i jej pochodnym. Dodatkowo udowodniono takze,
ze produkowane w czapeczce cytokininy przemieszczajg si¢ elementami ksylemu do wyzszych
partii korzenia oraz do czeg$ci nadziemnych jako efekt dziatania transpiracji i sity ssacej lisci

(Aloni i wsp., 2005).

Jednym z lepiej opisanych mechanizméw powstawania ksylemowych cytokinin jest rowniez
ten oparty o aktywnos¢ IPT3 we wigzce przewodzacej korzenia. Ekspresja kodujacego go genu
indukowana jest w komorkach towarzyszacych tyka (ang. phloem companion cells) pod
wplywem egzogennej suplementacji azotanami (Miyawaki i wsp., 2004; Takei i wsp., 2004).
Podanie azotanéw prowadzi ponadto do indukcji wigzkowych genow CYP735A, co wptywa na
wzrost akumulacji pochodnych tZ w ksylemie korzenia i do ich transportu do czesci
nadziemnych (Kiba i wsp., 2013). W tych samych warunkach represji ulegaja chociazby
niektore z genéw LOG (Ramireddy i wsp., 2014).

1.5.2 Transportery cytokinin z rodziny bialek ABC

Transportery ABC to powszechnie spotykana rodzina biatek ze szczegdlnie liczng
reprezentacja wsrdd roslin (Hwang i wsp., 2016). Wykorzystuja one energi¢ z hydrolizy ATP
do transportu réznorodnych czasteczek przez btony biologiczne wbrew gradientowi stezen.
Podstawg identyfikacji biatek ABC jest obecnos¢ w ich strukturze charakterystycznych, silnie
zachowawczych sekwencji aminokwasowych, z ktorych najwazniejszy to tzw. sygnatura ABC
([LIVMFY]S[SG]GX3[RKA][LIVMYA]X[LIVFM][AG]), znajdujaca si¢  pomiedzy
sekwencjami motywow okreslanych jako Walker A (GX4GK][ST]) i Walker B
((hydrofobowy)4[DE]). Wspoélnie sa one czgscig cytoplazmatycznej domeny wiazacej ATP
(ang. nucleotide-binding domain, NBD). Druga z domen biatek ABC jest hydrofobowa domena
transmembranowa (ang. transmembrane domain, TMD), sktadajaca si¢ z 5 do 10 a-helis
przebijajacych blong komorkowa (ter Beek i wsp., 2014; Verrier i wsp., 2008) (rycina 1.5A).
Biatka ABC moga by¢ ponadto transporterami pelnymi (ang. full-size), w ktorych w jednym
peptydzie znajduja si¢ dwie domeny NBD i dwie TMD, oraz transporterami potowicznych
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(ang. half-size), ktore zawieraja tylko po jednej domenie kazdego typu i musza ulec
dimeryzacji, by moc transportowac odpowiednie dla siebie zwiazki. Réznorodnos¢ biatek ABC
wynika takze z mozliwosci przyjmowania przez nie dwoch orientacji. Pierwsza z nich jest
orientacja wprost, w ktorej na koncu aminowym znajduje si¢ domena TMD (N-[TMD-NBD]x-
C, x = 1 dla transportera potowicznego, X = 2 dla transportera pelnego), a drugg orientacja
odwrécona, z domeng NBD na koncu aminowym (N-[NBD-TMD]x-C) (rycina 1.5B). Biorac
pod uwagg organizacje domen oraz wzajemne relacje filogenetyczne biatka ABC podzielono
na 9 podrodzin (ABCA do ABCI), z ktérych 8 (poza ABCH) zostato zidentyfikowanych u
ro$lin (Verrier i wsp., 2008). Wsrod transportowanych przez biatka ABC zwigzkéw u roslin
znajdujg si¢ m.in. fitohormony, produkty fotosyntezy, kwasy ttuszczowe i metale cigzkie (Do i

wsp., 2021).

A
DWUWARSTWA LIPIDOWA
CYTOZOL
(N) ALKERA  SYGNATURA ABC WA (©)
B

@@ @@ PELNY + ORIENTACJA WPROST

N @@ (C) PELNY + ORIENTACJA ODWROCONA
@@@ POLOWICZNY + ORIENTACJA WPROST
@@ (C)  POLOWICZNY + ORIENTACJA ODWROCONA

Rycina 1.5 Schemat prezentujacy budowe biatek ABC. A, Budowa transportera ABC z
zaznaczong domeng transmembranowg (TMD) oraz cytozolowa domeng wiazacag ATP (NBD).
Ponizej przedstawiony zostat fragment domeny NBD z charakterystycznymi dla niej motywami
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Walkera A, sygnatury ABC i Walkera B. B, Podziat biatek ABC ze wzgledu na liczbe i uktad
domen TMD i NBD. N — koniec aminowy biatka; C — koniec karboksylowy biatka.

Najliczniejszg grupe transporteréw ABC u roslin stanowi podrodzina ABCG (Banasiak i
Jasinski, 2022). Transportery ABCG wystepuja zaro6wno jako biatka potowiczne, jak i pelne w
odwroconej orientacji. Jak dotad wszystkie pelne transportery ABCG zidentyfikowano jako
biatka blony komorkowej. Petnig one wazne funkcje w reakcjach ro$lin na stresy srodowiskowe
I patogeny (Borghi i wsp., 2015). W grupie tej znalez¢é mozna roéwniez biatka biorace udziat w
relacjach symbiotycznych ro$lin, b¢dace nierzadko transporterami hormonow ro$linnych, jak
np. MtABCG20, kontrolujacy liczbg brodawek korzeniowych poprzez transport ABA, czy
PaPDR1 i MtABCGS59, transportujace strigolaktony, bedace roslinnymi atraktantami dla
grzyboéw w mikoryzie arbuskularnej (Banasiak i wsp., 2020; Pawela i wsp., 2019; Sasse i wsp.,
2015). Jednym z pelnych transporterow cytokinin jest MtABCG56. Bierze on udziat we
wczesnych etapach powstawania brodawki korzeniowej u M. truncatula. MtABCG56 ulega
ekspresji w ryzodermie i korze pierwotnej korzenia pod wptywem czynnika Nod, inokulacji
bakteriami Sinorhizobium meliloti oraz po traktowaniu cytokininami. Sam transporter
natomiast to biatko btony komorkowej, transportujace aktywne formy cytokinin (iP, tZ),
ktorych synteza w korzeniu w warunkach symbiotycznych prowadzi do zainicjowania
pierwszych podzialow komorek przysztej brodawki korzeniowej (Jarzyniak i wsp., 2021).
Drugim z pelnych transporteréw cytokinin z podrodziny ABCG jest ABCG14 u A. thaliana.
AtABCG14 ulega ekspresji w komorkach wiazki przewodzacej, gdzie kolokalizuje z genami
odpowiedzialnymi za biosynteze cytokinin, takimi jak IPT3, CYP735Al1 i CYP735A2, ktore
indukowane sa przez azotany. Bedac eksporterem tZ, AtABCG14 uwazny jest zatem za
transporter bioracy udziat w zatadowywaniu tej cytokininy oraz jej pochodnych do ksylemu
wiazki przewodzacej, skad zwigzek ten przemieszcza si¢ do czeéci nadziemnych, gdzie
sygnalizuje dostepno$¢ azotu w glebie. Systemiczne oddziatywanie AtABCGI14 na ro$ling
potwierdza obnizone stezenie pochodnych tZ w soku ksylemowym mutantow atabcgl4 (Ko i
wsp., 2014; Takei i wsp., 2004; Zhang i wsp., 2014). W ostatnim czasie podobng do AtABCG14
funkcj¢ przypisano jego ortologowi z Oryza sativa, OSABCG18 (Zhao i wsp., 2019).

1.5.3 Pozostale transportery cytokinin

Do scharakteryzowanych transporterow cytokinin w korzeniu, oprocz tych nalezacych do

rodziny ABC, zalicza si¢ rowniez bialka trzech dodatkowych rodzin: PUP (ang. PURINE
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PERMEASE), AZG (ang. AZA-GUANINE RESISTANT) oraz ENT (ang. EQUILIBRATIVE
NUCLEOSIDE TRANSPORTER).

AtPUP14 to transporter zlokalizowany w btonie komérkowej komoérek merystemu apikalnego
korzenia oraz primordium korzenia bocznego, importujacy aktywne formy cytokinin (tZ, iP i
6-BAP). Gen AtPUP14 ulega ekspresji w miejscach, w ktorych obserwuje si¢ wystepowanie
najstabszego sygnatu konstrukcji reporterowej TCS:GFP, obrazujgcej poziom reakcji komorek
na obecnos¢ cytokinin. Rolg AtPUP14 jest zmniejszanie wrazliwosci komorek na cytokininy,
co wplywa na podtrzymanie pluripotentnego charakteru tkanek merystematycznych oraz
wlasciwej im aktywnosci podziatowej. Rosliny pupld charakteryzuja si¢ zatem
wystepowaniem powaznych wad rozwojowych, wynikajacych z nieprawidlowego

wyksztalcenia merystemow (Ziircher 1 wsp., 2016).

Rodzina AZG reprezentowana jest w grupie transporteroOw cytokinin przez biatko AtAZG2,
transportujace aktywne formy cytokinin, w tym iP, tZ, 6-BAP oraz kinetyng. Jest ono
zlokalizowane w blonie komorkowej oraz blonie ER. Jego obecnos¢ w komorkach kory
pierwotnej i epidermy, okrywajacych z zewnatrz formujace si¢ primordium korzenia bocznego,
oraz zwigkszona gesto$¢ korzeni bocznych mutantow sugeruja, iz AtAZG2 wplywa hamujaco
na wydobywanie si¢ nowo powstatych korzeni bocznych na powierzchni¢ ryzodermy (Tessi i
wsp., 2021).

Ostatni z transporterow cytokinin, AtENT3, w przeciwienstwie do wymienionych wczesniej
biatek, bierze udziat w translokacji tego fitohormonu w formie rybozydow, a nie wolnych zasad
azotowych. Kodujacy go gen ulega ekspresji w komorkach budujacych wigzki przewodzace
oraz wierzchotek wzrostu korzenia. AtENT3 przyczynia si¢ prawdopodobnie do importu
cytokinin do tychze komorek. Wskazuje na to fenotyp mutantow, ktore charakteryzuja si¢
zmniejszong akumulacjg rybozydoéw w korzeniach i ich zwigkszonym stezeniem w czgéciach

nadziemnych (Cornelius i wsp., 2012; Korobova i wsp., 2021; Traub i wsp., 2007).

1.6 Medicago truncatula jako organizm modelowy w badaniach podstawowych

Bobowate (tac. Fabaceae) tworzg zréznicowang i liczng, bo szacowna na 19 tysS. gatunkow,
rodzing o réznorodnym pokroju, charakterystycznym zaré6wno dla roslin drzewiastych,
krzewow, jak i roslin zielnych (Egan i Crandall, 2008). Wsrod gatunkéw powszechnie
wykorzystywanych przez ludzi sg jednak gtownie przedstawiciele tej ostatniej grupy, w tym

m.in.: groch (tac. Pisum sativum), fasola (fac. Phaseolus vulgaris), bob (tac. Vicia faba), soja
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(fac. Glycine max), tubin (fac. Lupinus albus), lucerna siewna (tac. Medicago sativa), koniczyna
(tac. Trifolium sp.) i komonica (tac. Lotus corniculatus). Rosliny te, ze wzgledu na wysoka
zawartos$¢ biatka i1 sktadnikow mineralnych, sg nieocenionym elementem diety cztowieka i
sktadnikiem pasz dla zwierza (Jasinska i Kotecki, 2003; Molares i Ladio, 2012). Bobowate
wykorzystywane w charakterze miedzyplonu zwigkszaja ponadto produkcje innych roslin
uprawnych poprzez zasilanie ziemi w azot, zwigzki organiczne i prochnice, poprawianie
struktury gleb, zapobieganie wymywaniu z nich zwigzkéw mineralnych oraz hamowanie erozji
wietrznej 1 wodnej. Wazng rolg roslin z tej rodziny jest roéwniez stwarzanie odpowiednich
warunkow dla rozwoju mikroorganizmow i poprawianie przez to aktywnosci biologicznej gleb.
Nieocenione znaczenie ma tu przede wszystkim zdolno§¢ bobowatych do zawigzywania

symbioz z grzybami mikorytycznymi oraz bakteriami brodawkowymi (Wojcik i wsp., 2014).

Mikoryza arbuskularna to spotykana powszechnie, bo u 70-80% roslin, forma symbiozy z
grzybami nalezacymi do podtypu Glomeromycota. Zaktada si¢, ze jej powstanie utatwito
ros$linom kolonizacje suchych srodowisk ladowych ok. 450 mln lat temu, jeszcze na dtugo przed
pojawieniem si¢ funkcjonalnych korzeni (Kenrick i Strullu-Derrien, 2014). Polega ona na
wnikaniu strzepek grzyba mikoryzowego do wnetrza korzenia gospodarza i tworzeniu
wewnatrz komorek jego kory pierwotnej struktur zwanych arbuskulami, co utatwita ro§linom

pobieranie wody i zwigzkow mineralnych (Wilkes, 2021).

Procesem, ktéry mogt wyewoluowaé wtornie ze dolnosci bobowatych do zawigzywania
mikoryzy arbuskularnej, jest brodawkowanie (Szczyglowski i Amyot, 2003). Odbyto si¢ to
prawdopodobnie m.in. poprzez zaadaptowanie obecnych juz w mikoryzie szlakow
sygnatowych, takich jak wspolny symbiotyczny szlak sygnatowy (ang. common symbiotic
signaling pathway, CSSP) (Genre i Russo, 2016), czy szlaki niezbedne do wzajemnego
rozpoznania si¢ partnerow symbiotycznych, uruchamiane w warunkach niedoboru substancji
odzywczych. Brodawkowanie polega na zawigzywaniu przez rosliny symbiotycznych relacji z
bakteriami wigzacymi azot atmosferyczny, czego makroskopowym efektem jest powstawanie
struktur zwanych brodawkami korzeniowymi. Pomimo mniejszej niz mikoryza arbuskularna
powszechno$ci wsrod roslin, symbiotyczne wigzanie azotu przyczynia si¢ do wzbogacenia gleb
corocznie 0 200 Tg (102 g) azotu organicznego (Goyal i wsp., 2021), ze znaczacym udziatem
ro$lin z rodziny Fabaceae. Symbiotycznymi partnerami bobowatych sa Gram-ujemne bakterie
zwane zbiorczo rhizobiami, do ktorych naleza przedstawiciele rodzajow: Rhizobium,

Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium i Mesorhizobium. W zaleznosci od gospodarza
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ro$linnego, jego korzen zainfekowany moze by¢ przez odmienny gatunek lub rodzaj bakterii

(Sawada i wsp., 2003).

Zdolnos¢ roslin bobowatych do zawigzywania relacji symbiotycznych z bakteriami
brodawkowymi oraz grzybami mikoryzowymi uatrakcyjnia ich wybor na organizmy modelowe
na tle innych powszechnie wykorzystywanych w tym celu roslin, ktore nie tworza symbioz, jak
np. A. thaliana. Niestety, ograniczenia zwigzane np. z bardziej ztozong budowg tkankowa roslin
bobowatych w porownaniu z Arabidopsis, nie zachecajg do wykorzystania gatunkdow z rodziny
Fabaceae w badaniach nad kluczowymi dla rozwoju ro$lin procesami, jakim sg np.
funkcjonowanie merysteméw, czy organogeneza korzeni bocznych (Kréamer, 2015). Okazuje
si¢ jednak, ze nawet w przypadku wspodlnych dla wszystkich roslin procesow rozwojowych,
wystepuja wsrod nich réznice, ktorych spektrum ztozonos$ci nie sposdb wyjasni¢ na podstawie
analizy prostych organizméw modelowych. Poglad taki ma w ostatnich latach swoje
odzwierciedlenie w choc¢by coraz powszechniejszych badaniach nad biologia roslin

bobowatych w warunkach niesymbiotycznych (Bevan i Walsh, 2004; Krukowski i wsp., 2020).

Wsréd roslin bobowatych najczesciej wykorzystywanych jako modelowe w badaniach
podstawowych znajduje si¢ M. truncatula. Jest to jednoroczna roslina zielna, charakterystyczna
dla terenéw klimatu umiarkowanego, w szczegélnosci dla basenu Morza Srédziemnego,
wykorzystywana najczgsciej jako migdzyplon w uprawach innych roslin (Tivoli i wsp., 2006).
M. truncatula to roslina osiggajaca do kilkudziesi¢ciu centymetréw wysokosci, pokroju
koniczyny. Posiada trgjlistkowe, zaokraglone liscie, charakteryzujace si¢ u niektorych
ekotypow (np. Jemalong A17) brazowawa plamke¢ antocyjanowa, umieszczong posrodku
kazdego z listkow. Kwiaty M. truncatula sa zoétte i, podobnie jak u innych bobowatych, maja
ksztatt grzbiecisty (motylkowy). Roslina ta jest samopylna. Owoce majg postac $cisle i spiralnie
upakowanych stragkow z gltadkimi nerkowatymi nasionami. Co wazne przy wyborze M.
truncatula na organizm modelowy, jedna roslina jest w stanie wyprodukowac¢ znaczna liczbe
owocow, bo od kilkudziesigciu do stu kilkudziesigciu. Jej cykl zyciowy jest ponadto
stosunkowo krotki i trwa ok. 3-4 miesigcy. M. truncatula posiada ponadto maty w poréwnaniu
z innymi bobowatymi (ok. 375 Mbp) i diploidalny (2n = 16) genom. W 2011 roku udostgpniona
zostala niepetna (pokrywajaca ok ~94% gendéw), a w 2014 roku catkowita sekwencja genomu
jednego z ekotypoéw M. truncatula o nazwie Jemalong A17/J5 (Tang i wsp., 2014; Young i
wsp., 2011). W badaniach wykorzystywany jest rowniez inny z ekotypéw o oznaczeniu R108.
Sekwencja jego genomu udostgpniona zostata stosunkowo niedawno, bo w 2017 roku. W

przeciwienstwie jednak do sekwencji genomu Al7, ta z R108 nie posiada tak szczegotowej
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adnotacji (Moll i wsp., 2017). Mimo to ekotyp R108, ze wzgledu na wysoka podatnos¢ na
transformacje¢ z uzyciem Agrobacterium tumefaciens, postuzyt m.in. do stworzenia latwo
dostepnych linii mutantéw insercyjnych Tntl, ktore staly si¢ nieocenionym narz¢dziem np. w
badaniach nad funkcjg genow (Tadege i wsp., 2008). Przej$ciowg transformacje genetyczng
(niestabilng, bo nie majgca wptywu na material genetyczny kolejnych pokolen) obu ekotypow
przeprowadzi¢ mozna ponadto z uzyciem Agrobacterium rhizogenes. Powstajace w wyniku
infekcji bakteryjnej korzenie wlosowate sg wykorzystywane m.in. jako narzedzie do analizy
tkankowo specyficznej ekspresji genow, czy do wyciszania ekspresji genow metods
interferencji RNA (ang. RNA interference, RNAI) (Limpens i wsp., 2004).

Coraz wigksza popularnos¢ M. truncatula w roli organizmu modelowego ma swoéj wyraz w
rosngcej liczbie przeznaczonych jej baz danych oraz narzedzi bioinformatycznych.
Przetomowym wydarzeniem, kluczowym dla powstania tego typu zrodet informacji, byto
zidentyfikowanie w pierwszej dekadzie XXI w. genéw markerowych brodawkowania
(Gyorgyey i wsp., 2000; Journet i wsp., 2001). Ich sklonowanie przyczynito si¢ do powstania
mikromacierzy DNA, ktorych wyniki udostgpnione zostaty w bazie Medicago Gene Expression
Atlas (MtGEA), bedacej od niedawna czescig portalu MtExpress (Carrere i wsp., 2021).
Dostepne sg rowniez inne, bardziej zawezone tematycznie wyniki analiz transkryptomicznych,
takie jak te zawarte w bazie Symbimics, skupiajace si¢ na wydzielonych strefach brodawki
korzeniowej. Wyniki sekwencjonowania genoméw ekotypow M. truncatula sa natomiast od lat
regularnie uaktualniane w ramach wielu projektow, z ktorych najwazniejsze to: Medicago
truncatula Genome Database (MtGDB), Plant Genome Database (PlantGDB) i HAPMAP2.
Przeszukiwanie baz danych na temat M. truncatula utatwia ponadto ich integracja w ramach

publicznie dostepnych portali, w tym m.in. Phytozome oraz LegumelP.
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2. CEL PRACY

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byto poznanie roli, jaka petni transporter MtABCG40
w reakcji korzenia modelowej rosliny bobowatej Medicago truncatula na niedobor azotu w

srodowisku.
Cele posrednie obejmowaty:

(i) identyfikacje transportowanego przez MtABCG40 zwigzku poprzez przeprowadzenie

eksperymentoéw transportu w uktadzie heterologicznym,

(if) przeprowadzenie analizy funkcjonalnej MtABCG40 z uwzglednieniem jego udzialu w
procesach morfogenetycznych korzenia,

(iii) zaproponowanie mechanizmu oddzialywania MtABCG40 i cytokinin na morfologi¢

korzenia M. truncatula w warunkach niedoboru azotu.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Materialy

3.1.1 Szczepy bakteryjne

Wykorzystywane w trakcie realizacji pracy doktorskiej szczepy bakteryjne (tabela 3.1)
pochodzity z kolekcji Zaktadu Fizjologii Molekularnej Roslin ICHB PAN w Poznaniu,

Wydziatu Biologii Uniwersytetu we Fryburgu lub zostaly zakupione w firmie Thermo Fisher

Scientific (Waltham, Massachusetts, USA).

Tabela 3.1 Zestawienie szczepoéw bakteryjnych wykorzystywanych w pracy doktorskiej

Nazwa szczepu

bakteryjnego

Charakterystyka

Escherichia coli
DH5a

Elektrokompetentny szczep wykorzystany do namnazania konstrukcji
genowych przed analiza ich sekwencji i dalszym subklonowaniem;
genotyp: F~ ¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(r«", mk*) gal"phoA supE44 X thi-1 gyrA96 relAl.

Agrobacterium

rhizogenes ARqual

Szczep wykorzystany do transformacji siewek Medicago truncatula w celu
uzyskania tzw. ro$lin ztoZzonych (ang. composite plants) z transgenicznymi

korzeniami wtosowatymi (Boisson-Dernier i wsp., 2007)

Agrobacterium
tumefaciens AGL1

Szczep wykorzystany do przejsciowej transformacji lisci epidermy
Nicotiana benthamiana w analizie lokalizacji subkomorkowej MtABCG40
(Zhang i wsp., 2020).

Agrobacterium
tumefaciens GV3101

Szczep wykorzystany do przejsciowej transformacji lisci epidermy N.
benthamiana, z ktorych wyizolowane zostaty protoplasty uzyte podczas

eksperymentow transportu (Zhang i wsp., 2020).

Sinorhizobium meliloti
1021

Dziki szczep bakterii symbiotycznych wykorzystany do analizy wydajnosci
brodawkowania linii mutantow Tntl M. truncatula (Bederska-Btaszczyk i
wsp., 2021).

Sinorhizobium meliloti
2011/pMH682

Szczep bakterii symbiotycznych nadprodukujacy czynnik Nod (ang. Nod
factor) (Roche i wsp., 1991). Wykorzystany do analizy tempa podziatow
komoérkowych w zawigzkach brodawek korzeniowych linii mutantow Tntl

M. truncatula.

Sinorhizobium meliloti
SL44

Modyfikacja dzikiego szczepu bakterii symbiotycznych 1021; szczep

niezdolny do produkcji czynnika Nod z powodu delecji w operonie nod
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(4nodD1ABC) (Fisher i wsp., 1988). Wykorzystany jako kontrolna dla
szczepu E65 w badaniu wptywu czynnika Nod na ekspresje genow w

korzeniu.

Sinorhizobium meliloti
E65

Modyfikacja dzikiego szczepu bakterii symbiotycznych 1021; szczep
nadprodukujacy czynnik Nod dzigki dodatkowemu plazmidowi pE65
ekpresjonujacemu gen nodD3 (Barnett i wsp., 2004). Wykorzystany w

badaniu wplywu czynnika Nod na ekspresje genéw w korzeniu.

Sinorhizobium meliloti
1021/pXLGD4

Szczep zawierajacy plazmid ekspresjonujacy konstytutywnie gen lacZ
kodujacy enzym B-galaktozydaze (GAL) i umozliwiajacy, dzigki barwnej
reakcji, oznaczenie komorek bakteryjnych w formujacej si¢ brodawce

(Diaz i wsp., 2005).

3.1.2 Material roSlinny

Wykorzystywane w trakcie realizacji pracy doktorskiej nasiona roslin pochodzity z kolekcji

Zaktadu Fizjologii Molekularnej Roslin ICHB PAN w Poznaniu oraz z fundacji The Samuel
Roberts Noble Foundation (Ardmore, Oklahoma, USA) (tabela 3.2).

Tabela 3.2 Zestawienie materialu roslinnego wykorzystywanego w pracy doktorskiej

Gatunek Linia Ekotyp WT/Mutacja
) Jemalong
Medicago truncatula - WT
J5/A17
Medicago truncatula - R108 WT
) mtabcg40-1; insercja Tntl w egzonie 22.
Medicago truncatula | NF21323 R108 T ) o
genu MtABCGA40, inne insercje Tntl w linii
. WT-1; brak insercji Tntl w egzonie 22.
Medicago truncatula | NF21323 R108 T ) o
genu MtABCG40, inne insercje Tntl w linii
) mtabcg40-2; insercja Tntl w intronie 1.
Medicago truncatula | NF17891 R108 T ) o
genu MtABCG40, inne insercje Tntl w linii
) WT-2; brak insercji Tntl w intronie 1. genu
Medicago truncatula | NF17891 R108 o ) s
MtABCG40, inne insercje Tntl w linii
] ] ] Columbia-0
Arabidopsis thaliana - WT
(Col-0)
Nicotiana benthamiana - - WT
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3.1.3 Wektory

W trakcie realizacji pracy doktorskiej wykorzystywano wektory (tabela 3.3) znajdujace si¢ w
kolekcji Zaktadu Fizjologii Molekularnej Roslin ICHB PAN w Poznaniu.

Tabela 3.3 Charakterystyka wektorow wykorzystanych w pracy doktorskiej

Nazwa wektora Charakterystyka Opornosé

Wektor wykorzystywany w technologii  Gateway
(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) do

] zeocyna
pDONR/Zeo subklonowania wybranych fragmentow DNA do
| 50ug/ml(B)
wektorow  docelowych na drodze rekombinacji
homologicznej (Karimi i wsp., 2007).
Wektor umozliwiajacy analize¢ aktywnosci promotorow
gené6w poprzez ich umieszczenie przed sekwencja
_ _ ) ) - spektynomycyna
kodujaca biatko zielonej fluorescencji (ang. green 100 pg/ml (B)
m ,
pKGWEFS7 fluorescence protein, GFP) oraz enzym B-glukuronidaze He
kanamycyna

(ang. p-glucuronidase, GUS), przeksztatcajacy 5-bromo-
) . 50 pg/ml (P)
4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronid w barwny produkt

(Karimi i wsp., 2002; Gallagher, 2012).

Wektor umozliwiajacy analiz¢ aktywnosci promotorow
gendéw poprzez ich umieszczenie przed sekwencja
kodujaca biatko GFP potaczone od konca N z sekwencja
lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence,
o . . . kanamycyna
NLS), kierujacg biatko fuzyjne do jadra komorkowego.
pPLV04 ) ] N 25 pg/ml (B, P)
Wprowadzenie docelowej sekwencji do wektora pPLV04
mozliwe jest dzieki aktywnosci egzonukleazowej 3°—5’
polimerazy T4 DNA w systemie klonowania niezaleznego
od ligazy (ang. ligation independent cloning, LIC) (de

Rybel i wsp., 2011).

Wektor umozliwiajacy analize aktywno$ci promotorow
genow poprzez ich umieszczenie przed sekwencja
kodujaca fluorescencyjne biatko tdTomato potaczone od
) o ) ' kanamycyna
konca N z sekwencja NLS, kierujgca biatko fuzyjne do
pPLV11 ) i _ | 25ug/ml (B, P)
jadra komérkowego. Wprowadzenie docelowej sekwencji
do wektora pPLV04 mozliwe jest dzigki aktywnosci
egzonukleazowej 3°—5’ polimerazy T4 DNA w systemie

klonowania LIC (De Rybel i wsp., 2011).
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pMDC43

Wektor umozliwiajacy ekspresje biatek fuzyjnych
sktadajacych si¢ z biatka docelowego potaczonego na
koncu N z biatkiem GFP pod kontrolg silnego promotora
2x35S, pochodzacego z wirusa mozaiki tytoniu (CaMV)
(Curtis i Grossniklaus, 2003).

kanamycyna
50 pg/ml (B),
higromycyna
15 pg/ml (P)

pPK7GWIWG2(1I)-
DSRED

Wektor wykorzystywany do wyciszania ekspresji genow
metoda interferencji RNA (ang. RNA interference, RNAI).
Docelowa sekwencja umieszczona jest w wektorze w
dwoch identycznych, lecz odwroconych w stosunku do
siebie kopiach, rozdzielonych intronem. Ich ekspresja,
kontrolowana przez promotor 35S, prowadzi do powstania
RNA o strukturze spinki do wtosow, ktory jest zrodtem
tzw. matych interferujacych RNA (siRNA), biorgcych
udzial w degradacji mMRNA. Powstajace na matrycy tego
wektora biatko DsRed umozliwia selekcje transgenicznych

korzeni (Limpens i wsp., 2004).

spektynomycyna
100 pg/ml (B),
kanamycyna
50 ug/ml (P)

B — oporno$¢ umozliwiajaca selekcje w uktadzie bakteryjnym

P — opornos¢ umozliwiajaca selekcje w roslinach

3.1.4 Oligonukleotydy

Startery wykorzystywane w pracy doktorskiej do reakcji tancuchowej polimerazy (ang.

polymerase chain reaction, PCR) syntetyzowane byly przez firm¢ Genomed (Warszawa).

Przedstawiono je w tabeli 3.4. Starter wprost (ang. forward) oznaczono jako ,,F’’, a starter

odwrbcony (ang. reverse) jako R.

Tabela 3.4 Startery wykorzystywane w badaniach podczas reakcji PCR

] Sekwencja Dlugosé
Przeznaczenie | Starter Tm .
(fragmenty komplementarne do matrycy amplikonu
eksperymentalne F/IR ) [°C]
zostaly zapisane WERSALIKAMI) [pz]
Genotypowanie mutantéw insercyjnych Tntl z linii NF21323
Identyfikacja F 5’-AATGTATGGCTTGCTTATGG-3’ 50,6 278
ro$lin mtabcg40-1 R 5’-GCTACCAACCAAACCAAGTC-3’ 54,0
Identyfikacja F 5’-AATGTATGGCTTGCTTATGG-3’ 50,6 1030
roslin WT-1 R 5’-ATCTCCATATTGTGAAGCCG-3’ 52,3
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Analiza poziomu F 5’-CAATGATGGAAGCCAAACC-3’ 51,9
ekspresji 312
MtABCG40 R 5’-CTTTATAGAAGCCGTATCAC-3 47,7
Genotypowanie mutantéw insercyjnych Tntl z linii NF17891
Identyfikacja F 5’-TAACTGGGGTATCGTAAAGG-3’ 51,1 479
roslin mtabcg40-2 R 5’-GCTACCAACCAAACCAAGTC-3 54,0
Identyfikacja F 5’-TAACTGGGGTATCGTAAAGG-3’ 51,1 1246
roslin WT-2 R 5’-CATATTGAGGTCCAACTCCTTGG-3” | 55,3
Analiza poziomu F 5’-CAATGATGGAAGCCAAACC-3’ 51,9
ekspresji 312
MtABCG40 R 5’-CTTTATAGAAGCCGTATCAC-3 47,7
Przygotowanie konstrukcji proMtABCG40:GUS
5’- acaagtttgtacaaaaaagcaggc
Amplifikacja F 9009acasgiis Jeadd 66,0
TTCAGTAACGAATATGGTAGG-3’
proMtABCG40 z < ot oot 2073
- accactttgtacaagaaagc
sekwencjami attB R 9999 J Jaaageigg 66,4
CAATAACAGGAAAAAGTTTTATCC-3’
Przygotowanie konstrukcji proMtLOG3:GUS
5’- acaagtttgtacaaaaaagcaggc
Amplifikacja F Jdggacaagiia Jeagd 66,0
TCTAAAATTGCTAAGTTCAGAGG-3’
proMtLOG3 z s ot oot 2056
- accactttgtacaagaaagc
sekwencjami attB R 9999 g gaaageigog 68,3
GATCTTCTTTGTGGAAAGGT-3’
Przygotowanie konstrukcji MtABCG40 RNAI
o 5’-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctAATAT
Amplifikacja F 64,8
GTAGCATAAACATATGAACA-3’
fragmentu 5’UTR < 246
- accactttgtacaagaaagctgggt
S attB R 9999 g gaaagctggg 66,4
CAATAACAGGAAAAAGTTTTATCC-3’
Przygotowanie konstrukcji MtLOG3 RNAI
o 5’-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctTGATC
Amplifikacja F 64,9
TTATATAAGTAAGACTAGTGG-3’
fragmentu 3’UTR s ot v 258
- accactttgtacaagaaagc
S attB R 9999 g gaaagctggg 67.1
GCATCATCAACATTAACATTAGTTG-3’
Przygotowanie konstrukcji proUBI110:GFP-MtABCG40
Amplifikacja - 5’-aactgcag 614
proUBI10 z GTCGACGAGTCAGTAATAAACG-3’ ' 202
miejscami R 5’-cgggatcc 59.0
restrykcyjnymi CTGTTAATCAGAAAAACTCAG-3’ '
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Przygotowanie konstrukcji ProMtABCG40:NLS-GFP

5°-tagttggaatgggttcgaa

Amplifikacja F 62,4
TCAGTAACGAATATGGTAGG-3’
proMtABCG40 z St oot 2053
’-ttatggal cgaa
adapterami LIC R J9egHOogTeg 62,1
CAATAACAGGAAAAAGTTTTATCC-3’
Przygotowanie konstrukcji ProMtLOG3:NLS-tdTomato
o 5’-tagttggaatgggttcgaa
Amplifikacja F
AATGATTTTATAGATGTGTCGG-3’
proMtLOG3 z St TRnT 2111
’-ttatgga cgaa
adapterami LIC R J9egHaogred
GATCTTCTTTGTGGAAAGG-3’
Analiza poziomu ekspresji gen6w metoda Real-Time PCR
F 5’-CAATGATGGAAGCCAAACC-3’ 51,9
MtABCG40 312
R 5’-CTTTATAGAAGCCGTATCAC-3’ 47,7
F 5’-ACTAACAAATGGACTCACGC-3’ 52,9
MtLOG1 380
R 5’-CTCCAGAGTTCCATATCCC-3’ 51,6
F 5’-GAGAGCTAACTGGTGAAACG-3’ 53,1
MtLOG2 265
R 5’-GCATTTGGACTGATAAATCCC-3’ 51,7
F 5’-AAGAGAGATAACTGGTGACC-3’ 51,1
MtLOG3 322
R 5’-CTCTAATTCCCTAACCAATTCC-3’ 50,6
] F 5’-TGATCTTATATAAGTAAGACTAGTGG-3’ | 49,4
MtLOG3 RNAI 200
R 5’-GCATCATCAACATTAACATTAGTTG-3’ 51,1
MtLOG-podobny F 5’-GAACTATGGAAGAGCTTCTGG-3’ 52,7 921
1 R 5’-GGAAGGAGAGTAACTCTCCA-3’ 52,8
MtLOG-podobny F 5’-ATTGCTGAATGTTGATGGATAC-3’ 51,1 950
2 R 5’-CTCTACACAAACTGCCATCG-3’ 53,4
MtLOG-podobny F 5’>-ATGAAGGTTTTGTAACACCAGC-3’ 53,7 261
3 R 5’-GTTCAAAGTAGAAAATCAGCGG-3’ 52,1
MtLOG-podobny F 5’-AGAGATCACTGGAGAGACAG-3’ 52,8 200
4 R 5’-AGCCATCTACATTCAACAACC-3’ 52,9
F 5’-CTGAATCTGATGCTTTTGTTCC-3’ 52,2
MtRR4 183
R 5’-CCTCCAAACATCTGTCAATGC-3’ 54,2
F 5’-AGCTCGTATCAGAGACCCTGTG-3’ 58,1
MtLBD16 75
R 5’-TGCAAGCATGCTACCTGTTGTTG-3’ 58,5
F 5’-TCTGGTGACAATGGTTCCTC-3’ 54,5
MtTML2 75
R 5’-AAGACATGGTAATGGTAGTAGAAC-3’ 52,1
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3.1.5 Pozywki do hodowli bakterii

W tabeli 3.5 zestawiono sktad pozywek wykorzystywanych do hodowli bakterii: pozywki LB
(ang. Lysogeny Broth; Bertani, 2004), pozywki YEP (ang. Yeast Extract Peptone;
http://cshprotocols.cshlp.org/) oraz pozywki BMM (ang. Bergersen’s modified medium, Rolfe
I wsp., 1980).

Tabela 3.5 Sktad pozywek bakteryjnych LB, YEP i BMM

Nazwa pozywki LB YEP BMM
Gatunek bakterii E. coli A rhizogenes, S. meliloti
A. tumefaciens
pH 7,0 7,0 6,8
Sktadniki dodawane przed autoklawowaniem (g/I)
Ekstrakt drozdzowy 5 10 0,5
Pepton 10 10 nd.
NaCl 10 5 nd.
NaHPO4 nd. nd. 0,14
MgSO, X 7H,0 nd. nd. 0,08
Mannitol nd. nd. 3
Biotyna nd. nd. 0,02
Agar 12 12 12
Sktadniki dodawane po autoklawowaniu (g/l)
CaCl, x 2H,0 nd. nd. 0,05
FeCls nd. nd. 0,003
Pozywka B5 Gamborga nd. nd. 3,1
Chlorowodorek tiaminy nd. nd. 0,002

nd. — nie dotyczy

3.1.6 Pozywki do hodowli roslin

W tabelach 3.6 i 3.7 zamieszczono, odpowiednio: sktad zmodyfikowanej pozywki Fahraeus

oraz pozywki 2 MS, ktore wykorzystywane byty w hodowli in vitro roslin.
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Tabela 3.6 Sktad zmodyfikowanej pozywki Fahraeus

Skladnik Stezenie koncowe Stezenie koncowe
Fahraeus Fahraeus (-N)
Makroelementy
CaCl; x 2H,0 0,9 mM 0,9 mM
MgSOs x 7H,0 0,5 mM 0,5 mM
KH2PO4 0,7 mM 0,7 mM
Na;HPO4 0,8 mM 0,8 mM
NHsNO3 0,5 mM 0,0 mM
cytrynian zelaza 20 uM 20 uM
Mikroelementy
MnCl; x 4H,0 100 pg/l 100 pg/l
CuSO4 x 5H20 100 pg/l 100 pg/l
ZnCl; 100 pg/l 100 pg/l
H3BOs 100 pg/l 100 pg/l
NazMoO, x 2H,0 100 pg/l 100 pg/l
Agar dla roslin
(Duchefa Biochemie) 129/ 129/

pH 7,5 (6,5 dla roslin poddawanych brodawkowaniu)

Plynna (niezestalona agarem) pozywka Fahraeus wykorzystywana byta do podlewania ro$lin

rosngcych w doniczkach.

Tabela 3.7 Sktad pozywki 2 MS

Skladnik Stezenie koncowe (g/1)
¥» MS (M5519, Merck) 2,2
Agar dla roslin (Duchefa Biochemie) 8
pH 5,8
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3.2 Metody

3.2.1 Praca z bakteriami

3.2.1.1 Hodowla bakterii

Hodowle bakterii prowadzono na statym podtozu hodowlanym lub w ptynnej pozywce (tabela
3.5), z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego, w okreslonych warunkach
temperaturowych i przedziale czasowym (tabela 3.8). W przypadku hodowli ptynnych, wzrost
bakterii trwat do momentu osiggniecia odpowiedniej warto$ci gestosci optycznej (ang. optical

density, OD) mierzonej przy dlugosci fali rownej 600 nm (ODeoo) W przedziale od 0,6 do 0,8.

Tabela 3.8 Warunki hodowli bakterii wykorzystanych w badaniach

By Antybiotyk Temperatura ]
Gatunek bakterii | Pozywka ) ) Czas hodowli
selekcyjny hodowli
E. coli LB nd. 37°C ok. 16 h (hodowla nocna)
) streptomycyna
A. rhizogenes YEP 28°C ok. 48 h
(100 pg/ml)
) karbencylina
A. tumefaciens YEP 28°C ok. 48 h
(50 pg/ml)
S. meliloti BMM nd. 28°C 48-72h

nd. — nie dotyczy

3.2.1.2 Przygotowanie bakterii do dlugoterminowego przechowywania

Zaszczepiano bakteriami 2 ml pozywki bakteryjnej (tabela 3.5) zawierajacej odpowiednie
antybiotyki selekcyjne i hodowano bakterie w okre§lonych warunkach (tabela 3.8) z
wytrzasaniem. Nastepnie 800 pl hodowli przenoszono do krioprobowek, po czym dodawano
800 ul 50% sterylnego, schtodzonego glicerolu. Proby mieszano za pomoca wytrzasarki
stofowej Vortex Genie 2 (Scientific Indstries, Bohemia, Nowy Jork, USA), a nastepnie
przenoszono do ciekltego azotu. Bakterie przechowywano w temperaturze -80°C (zamrazarka

CryoCube F570, Eppendorf, Niemcy)

49



3.2.1.3 Przygotowanie komorek elektrokompetentnych

Przygotowano 25 ml prehodowli bakterii w pozywce zawierajacej odpowiedni antybiotyk
selekcyjny. Nastepnie hodowle rozcienczano ok. 100-krotnie poprzez dodanie do 0,5 1 pozywki
bez antybiotyku 5 ml prehodowli. Po osiggnigciu ODeoo W zakresie 0,5 — 0,7, hodowlg
bakteryjng umieszczano na lodzie. Dalsze etapy opisanego protokotu miaty na celu usunigcie
soli oraz innych elektrycznie nieoboj¢tnych sktadnikéw pozywki. Wyrosta 0,5-litrowa hodowla
rozdzielona zostata na dwie czgsci po 250 ml, ktore niezwlocznie wirowano z predkoscig 5000
rpm w temperaturze 4°C przez 15 min. Do tego celu wykorzystano wiréwke J2-21 firmy
Beckman (Pasadena, Kalifornia, USA) z wychylnym rotorem, zapewniajacym odpowiednie
warunki sedymentacji komorek. Supernatant usuwano, a pozostaly w kazdej z butelek osad
zawieszono nastgpne w 250 ml schtodzonej wody destylowanej. Osad ten po kolejnych
wirowaniach zawieszano jeszcze kolejno w 125 ml ultraczystej wody MQ, 5 ml zimnego 10%
glicerolu oraz, w zaleznosci od wyjsciowe] ODeoo hodowli, 0,5-0,8 ml 10% glicerolu. Z
zawieszonych w 10% glicerolu bakterii przygotowano alikwoty o objetosci 40 ul w 1,5 ml
proboéwkach typu Eppendorf i mrozono poprzez zanurzenie w cieklym azocie.
Elektrokompetentne bakterie przechowywano w temperaturze -80°C (zamrazarka CryoCube
F570).

3.2.1.4 Transformacja komorek bakterii metoda elektroporacji

10 ul odsolonej mieszaniny ligacyjnej lub 5 ng plazmidowego DNA (pDNA) (< 10 pl)
dodawano do 40 pl $wiezo rozmrozonej zawiesiny bakterii elektrokompetentnych. Nastgpnie
cato$¢ przenoszono do schtodzonej kuwety do elektroporacji ze szczeling szerokosci 0,2 cm
typu GenePulser (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA). Kuwete umieszczano niezwlocznie w
urzadzeniu do elektroporacji GenePulser (Bio-Rad) i bakterie poddawano dziataniu pola
elektrycznego o napieciu 2,5 kV przez 5 ms. Po elektroporacji bakterie zawieszano w 1 ml
ptynnej pozywki SOC (ang. super optimal catabolite repression) (E. coli) lub YEP
(Agrobacterium). Po 1,5-godzinnej inkubacji bakterii w temperaturze odpowiednio 37°C i 28°C
z wytrzasaniem, 50 pl transformowanej hodowli rozprowadzano réwnomiernie na szalkach
Petriego z pozywkami hodowlanymi LB/YEP suplementowanymi odpowiednimi
antybiotykami selekcyjnymi. Inkubacja bakterii na szalkach do momentu uzyskania
widocznych golym okiem kolonii prowadzona byta przez noc w temperaturze 37°C (E. coli)

lub 48 h w 28°C (Agrobacterium).
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3.2.2 Praca z materialem roslinnym

3.2.2.1 Skaryfikacja i sterylizacja nasion

W celu sterylizacji i skaryfikacji (zniesienia uspienia fizycznego poprzez uszkodzenie okrywy
nasiennej), nasiona M. truncatula wytrzasano w obecnosci 96% kwasu siarkowego (VI). W
momencie pojawienia si¢ na powierzchni nasion ciemnych odbarwien (po 10-15 min) usuwano
kwas siarkowy, a nastgpnie nasiona plukano 10-krotnie sterylng, schtodzong woda
destylowang. Tak przygotowane nasiona wykladano na powierzchni¢ zespolonej agarem
pozywki 2 MS. Brzegi szalki zabezpieczano plastikowg folig typu Parafilm, a nast¢gpnie
owijano w folie aluminiowg w celu odcigcia dostgpu $wiatta. Nasiona inkubowano przez 4 dni
w temperaturze 4°C w celu stratyfikacji (zniesienia u$pienia fizjologicznego) i
zsynchronizowania kietkowania. Proces kietkowania inicjowano poprzez umieszczenie nasion

w temperaturze pokojowej.

3.2.2.2 Warunki hodowli roslin w doniczkach

Medicago truncatula

Rosliny M. truncatula przeznaczone do propagacji oraz ro$liny ztozone, posiadajace
transgeniczne korzenie, hodowane byty w doniczkach w pomieszczeniach fitotronowych w
kontrolowanych warunkach, tj. w fotoperiodzie 16 h dzien/8 h noc, temperaturze 22°C, przy
wilgotnosci powietrza 40% i natezeniu $wiatta 250 umol m? s, Rosliny przeznaczone do
propagacji hodowano w podtozu wermikulit:perlit:ziemia, wymieszanych w stosunku
objetosciowym 5:2:3. Podlewano je trzykrotnie w ciggu tygodnia, w tym raz wodg oraz
dwukrotnie nawozem do ro$lin doniczkowych (Agrecol, Mesznary, Polska), rozcienczanym
zgodnie z zaleceniami producenta (14 ml nawozu na 4 | wody). Rosliny ztozone M. truncatula
hodowano w podtozu perlit:wermikulit w stosunku objetosciowym 5:2 i podlewano trzykrotnie
w ciggu tygodnia, raz wodg oraz dwukrotnie ptynng zmodyfikowang pozywka Fahracus bez
azotu (tabela 3.6).

Arabidopsis thaliana

Kilkadziesigt nasion A. thaliana wysiewanych bylo jednorazowo na powierzchni ziemi
wypeniajacej doniczki o pojemnosci 0,5 1. Rosliny podlewano regularnie woda. Po okoto 2-3
tygodniach hodowli w pomieszczeniu fitotronowym zapewniajagcym kontrolowane warunki

wzrostu (fotoperiod 10 h dzief/14 h noc, temperatura 22°C, natezenie $wiatta 75 pmol m2 s,
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wilgotnos¢ 60%) odpowiednig ilos¢ wyrostych siewek, zalezng od zapotrzebowania
eksperymentalnego, przenoszono pojedynczo na krazki torfowe o srednicy 44 mm firmy Jiffy
(Zwijndrecht, Holandia). Krazki ze $§wiezo przeniesionymi siewkami podlewano jednorazowo
woda z dodatkiem nawozu Wuxal (Kazgod, Polska) w stezeniu 0,1% (v/v). Rosliny

umieszczone z powrotem w pomieszczeniu fitotronowym podlewano jedynie woda.

Nicotiana benthamiana

Nasiona N. benthamiana wysadzane byty do 0,5 1 doniczek zawierajacych ziemi¢ i hodowane
w komorach fitotronowych w fotoperiodzie 16 h dzien/8 h noc, temperaturze 22°C, przy
wilgotno$ci powietrza 40% i natezeniu $wiatta 250 pmol m2 s, Roéliny podlewano trzykrotnie

W ciaggu tygodnia woda. 6-tygodniowe rosliny poddawano agroinfiltracji.

3.2.2.3 Warunki hodowli roslin in vitro

Hodowla roslin M. truncatula w warunkach in vitro odbywata si¢ w szalkach Petriego o
$rednicy 20 cm, wewnatrz komor fitotronowych firmy Percival (E-41E) w kontrolowanych
warunkach, w fotoperiodzie 16 h dzien/8 h noc, temperaturze 22°C, przy wilgotnosci powietrza
60% i natezeniu $wiatla 100 pmol m s, Siewki po skietkowaniu wyktadano w sterylnych
warunkach (pod komora laminarng) na zestalone agarem pozywki hodowlane pokryte bibutg

(by zapobiec wrastaniu korzeni w glab pozywki) (rycina 3.1).

Rycina 3.1 Hodowla M. truncatula na zmodyfikowanej pozywce Fahraeus
Rodzaj przygotowywanych pozywek wykorzysywanych w hodowli zalezny byt od docelowego
przeznaczenia roslin. Wérdd nich znajdowaty sie: stata zmodyfikowana pozywka Fahraeus w

réznych wariantach ze zmienng zawarto$cig azotanu amonu (NH4NO3) jako jedynego zrodia
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azotu oraz stala pozywka 2 MS. Ich sktad wymieniony zostat odpowiednio w tabeli 3.6 oraz w
tabeli 3.7. Pozywka 2 MS wykorzystywana byla w eksperymentach, w ktorych siewki M.
truncatula traktowano egzogennie cytokininami, izopentenyloadening (iP) i trans-zeatyng (tZ).
Pozostate eksperymenty in vitro prowadzone byly na szalkach ze zmodyfikowang pozywka

Fahraeus.

3.2.2.4 Transformacja Medicago truncatula z uzyciem bakterii Agrobacterium rhizogenes

Transformacje M. truncatula poprzedzalo wysianie bakterii A. rhizogenes zawierajacych
pozadang konstrukcje genowa na statg pozywke YEP uzupeiniong o odpowiednie antybiotyki
selekcyjne i ich hodowla przez 48 h w temperaturze 28°C. Zestaw wykorzystanych podczas
hodowli antybiotykéw wynikat z dwdch zrodet opornosci bakterii. Pierwszym z nich byta
obecnos¢ genu kodujacego biatko opornosci na streptomycyng w genomie wykorzystywanego
w badaniach szczepu ARqual (tabela 3.8). Drugim natomiast byta opornos¢ tych bakterii
wynikajaca z uzycia do ich transformacji odpowiednich wektoréw plazmidowych, niosacych,
oprocz badanych konstrukcji genowych, rowniez charakterystyczne geny opornosci na
antybiotyki (tabela 3.3). Kombinacje uzytych konstrukcji genowych i odpowiadajacych im
antybiotykow selekcyjnych podczas hodowli A. rhizogenes ARqual przedstawiono w tabeli
3.9.

Tabela 3.9 Antybiotyki uzyte do selekcji bakterii A. rhizogenes zawierajacych odpowiednie

konstrukcje genowe

) Antybiotyki selekcyjne
Wektor Konstrukcja genowa
(stezenie koncowe)
proMtABCG40:GUS streptomycyna (100 pg/ml),
OKGWFS7 ptomycyna (100 pg/ml)
proMtLOG3:GUS kanamycyna (50 pg/ml)
streptomycyna (100 pg/ml),
pPLV04 proMtABCG40:NLS-GFP ptomycyna (100 pg/ml)
kanamycyna (50 pg/ml)
streptomycyna (100 pg/ml),
pPLV11 proMtLOG3:NLS-tdTomato promyey He
kanamycyna (50 pg/ml)
pK7GWIWG2(11)- MtABCG40 RNAI streptomycyna (100 pg/ml),
DsRED MtLOG5 RNAI spektynomycyna (100 pg/ml)

Transformacji bakteriami A. rhizogenes poddawane byly $wiezo skietkowane siewki M.

truncatula. Ich korzen o dtugosci do 0,5 cm pozbawiany byt czgsci wierzchotkowej za pomoca
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sterylnego skalpela. Powierzchnia powstatlego w ten sposéb zranienia przyktadana byta do
hodowli bakterii A. rhizogenes. Tak potraktowana siewka odkladana byla na stata pozywke
Fahracus wypelniajacg szklane szalki Petriego o $rednicy 9 cm, zawierajgcg 1 mM kwas a-
aminoizomastowy (ang. a-aminoisobutyric acid, AIB), ktéry obniza hamujgce rozwoj roslin
dziatanie etylenu (Serrano i wsp., 1990). Nietransgeniczne korzenie wlosowate powstate po
tygodniu w miejscu zranienia byty usuwane. Dalszy wzrost siewek odbywat si¢ na pozywce
Fahraeus zawierajacej kanamycyn¢ o stezeniu 25 ug/ml w celu zahamowania wzrostu
nietransgenicznych korzeni. Trwat on zwykle ok. 2-3 tygodni. Transgenicznos$¢ powstatych po
tym czasie korzeni potwierdzano poprzez detekcje biatka fluorescencyjnego (GFP, tdTomato,
DsRED), analiz¢ aktywnosci enzymatycznej GUS lub obnizenie ekspresji wyciszanego genu
(RNAi1) wzgledem konstrukcji kontrolnych. Przyktadowa szalke z roslinami zlozonymi

przestawiono na rycinie 3.2.

Rycina 3.2 Szalka z roslinami ztozonymi, posiadajacymi transgeniczne korzenie wlosowate powstate
po transformacji bakteriami A. rhizogenes. Skala: 1 cm.

3.2.2.5 Analiza wzoru aktywnos$ci promotoréw genéw w tkankach korzenia

Materiat do analizy przestrzennego wzoru aktywnosci przedstawionych w pracy doktorskiej
promotorow MtABCG40 i MtLOGS3 stanowily korzenie wlosowate powstate po transformacji
siewek M. truncatula bakteriami A. rhizogenes niosacymi konstrukcje genowe:
proMtABCG40:GUS, proMtLOG3:GUS, proMtABCG40:NLS-GFP oraz proMtABCG40:NLS-
tdTomato. Badaniu poddawane byly korzenie wlosowate hodowane przez dwa tygodnie w
doniczkach i niesuplementowane azotem. Celem analizy aktywnosci promotora MtABCG40
podczas procesu brodawkowania, czes¢ z roslin transformowanych konstrukcja
proMtABCG40:GUS inokulowano réwniez bakteriami  S.  meliloti  1021/pXLGDA4.
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Zastosowanie tego szczepu umozliwito odroznienie formujacych si¢ brodawek korzeniowych
od korzeni bocznych na bodstawie barwnej reakcji majacej miejsce w komorkach bakterii

dzieki aktywnosci enzymu GAL (tabela 3.1).

Korzenie transformowane konstrukcjami z genem kodujacym GUS umieszczone zostaty w
mieszaninie wybarwiajacej (tabela 3.10) zawierajacej chromogenny substrat X-GIcA (ang. 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl -D-glucuronide cyclohexylammonium salt) (nr kat. B6650, Sigma-
Aldrich). Materiat poddano dziataniu prézni przez 30 min, a nastepnie umieszczano w
temperaturze 37°C do momentu pojawienia si¢ niebieskiego zabarwienia korzeni. W zalezosci
od badanego promotora, trwato to od kilku do 24 h. Wybarwione korzenie umieszczano na noc
w roztworze 4% formaldehydu w PBS (BioShop) w temperaturze 4°C. Kolejnego dnia materiat
ptukano dwukrotnie w PBS przez 15 min i odwadniano w szeregu etanolowym: 15%, 20%,
30%, 50%, 70%, stosujac kazde ze st¢zen przez 15 min. Korzenie przechowywane byly w 70%
etanolu w temperaturze 4°C. Tak przygotowany material przygotowywano do obserwacji
mikroskopowych poprzez odbarwienie w roztworze podchlorynu sodu (nr kat. 806722992,

POCH). Obserwacje prowadzono przy uzyciu mikroskopu Leica DMI 4000B.

Tabela 3.10 Sktad mieszaniny wybarwiajacej do GUS

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor fosforanowy (pH 7,0) 01M
EDTA (pH 7,0) 10 mM
K4Fe(CN)s X 3H20 0,5 mM
KsFe(CN)s 0,5mM
Triton X-100 0,1%
X-GIcA* 1mM
Woda destylowana nd.

nd. — nie dotyczy

Korzenie transformowane S. meliloti 1021/pXLGD4 po wybarwianiu GUS ptukane byly
dwukrotnie w buforze Z’ (tabela 3.11) i inkubowane przez noc w temperaturze 28°C w 2%
roztworze glutaraldehydu w buforze Z’. Nastepnie ptukano je ponownie w buforze Z’ i
inkubowano przez noc w temperaturze 28°C w buforze (tabela 3.12) zawierajagcym Magenta-
Gal (ang. 5-bromo-6-chloro-3-indolyl f-D-galactopyranoside) (nr kat. B8931, Sigma-Aldrich),

bedacy chromogennym substratem dla GAL. Tak wybarwiony material plukano dwukrotnie w
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buforze Z’ i odwadniano w szeregu etanolowym: 15%, 20%, 30%, 50%, 70%, stosujac kazde
ze stezen przez 15 min. Korzenie przechowywane byly w 70% etanolu w temperaturze 4°C.
Tak przygotowany material odbarwiany byl przed obserwacjami mikroskopowymi w roztworze

podchlorynu sodu. Obserwacje prowadzono przy uzyciu mikroskopu Leica DMI 4000B

Tabela 3.11 Sktad buforu Z’

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor fosforanowy (pH 7,4) 01M
MgSO4 1mM
KCI 10 mM

Tabela 3.12 Sktad mieszaniny wybarwiajacej do GAL

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor Z’ (pH 7,4) 1X
KaFe(CN)s 5mM
KasFe(CN)s 5mM
Magenta-GAL 0,08%

Przygotowanie skrawkoéw korzeniowych rozpoczynano od pocigcia odwodnionych w szeregu
etanolowym do stezenia 70% korzeni na male, kilkumilimetrowe fragmenty. Nastgpnie
przystepowano do kolejnego etapu odwadniania w stezeniach etanolu: 80%, 85%, 90%, 95%,
99,8%. Do korzeni w 99,8% etanolu dodawano jedng objeto$¢ wosku Steedmana (Norenburg i
Barrett, 1987) i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C. Material przenoszono do 100%
wosku i inkubowano przez 3 h w temperaturze 37°C. W kolejnym kroku materiat zatapiano we
wosku wypeliajacym silikonowe rynienki. Powstale woskowe bloczki cigto na skrawki o
grubosci 16 um przy uzyciu mikrotomu Leica RM2165, ktére umieszczano na szkietkach
podstawowych pokrytych 0,01% polietylenoiming (ang. polyethylenimine, PEI; nr kat. 03880,
Sigma) i zwilzonych woda. Tak przygotowane szkietko z materiatem zanuzano w 98% etanolu
do momentu catkowitego odptukania wosku, a nastepnie umieszczano na kilka sekund w
ksylenie. Pozostaty na szkietku material pokrywano kropla Entalanu (nr kat. 107961.0100,
Merck) i zamykano szkietkiem nakrywkowym. Obserwacje mikroskopowe prowadzone byty

przy uzyciu mikroskopu Leica DMI 4000B.
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Transgeniczne korzenie wlosowate niosgce konstrukcje z genem kodujacym GFP lub tdTomato
umieszczane byly na noc w roztworze 4% formaldehydu w PBS (BioShop) w temperaturze
4°C. Kolejnego dnia material plukano je dwukrotnie w PBS przez 15 min, po czym
umieszczano w roztworze odbarwiajagcym zawierajacym mocznik (tabela 3.13). Tak
przygotowany material poddawano obserwacjom przy uzyciu laserowego skaningowego

mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP5.

Tabela 3.13 Sktad roztworu odbarwiajacego z mocznikiem

Skladnik Stezenie koncowe
Mocznik 6M
Glicerol 30% (V/v)
Triton X-100 0,1% (v/v)
Bufor PIPES (pH 7) 80 mM

3.2.2.6 Grawitropiczna stymulacja inicjacji korzeni bocznych u Medicago truncatula

Grawitropiczna stymulacja (tzw. grawi-stymulacja) formowania korzeni bocznych prowadzona
byta na trzydniowych siewkach M. truncatula rosngcych na petnej zmodyfikowanej pozywce
Fahraeus (0,5 mM NHsNO3), pokrytej bibulg w okraglych szalkach Petriego o $rednicy 20 cm
(etap 1). 72 h od skietkowania, szalki wraz z wylozonymi na nich ro$linami obracane byty na
12 h o 135°. Prowokowalo to zmian¢ kierunku wzrostu siewek i utworzenie
charakterystycznego zagiecia przez ich korzenie (etap II). Po 12 h, szalki obracane byty z
powrotem do pozycji wyjsciowej, co przyjmowano w przeprowadzonych eksperymentach za
zerowy punkt czasowy. Korzenie wystawione byl na dziatanie sity grawitacji, ktora
stymulowatla tworzenie korzeni bocznych z ich zagietych fragmentow (etap III). Fragmenty
takie byly nastepnie zbierane w odpowiednich punktach czasowych do dalszych analiz (etap

IV). Opisang powyzej procedure przedstawiono graficznie na rycinie 3.3.
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etap inicjacja formowanial etap zbior

korzenia bocznego materiatu

]| wywolana v (12h, 24h, 48h)

grawitropizmem

Rycina 3.3 Grawitropiczna stymulacja (tzw. grawi-stymulacja) formowania korzeni bocznych u
M. truncatula. A, Schemat przedstawiajacy przebieg procedury. B, Zdjecia siewek poddanych grawi-
stymulacji.

3.2.2.7 Analiza rozmiaru merystemow apikalnych korzeni

Analizie dlugosci RAM poddawane byty korzenie roslin rosngcych przez 10 dni na
zmodyfikowanej pozywce Fahraeus bez azotu (tabela 3.6). W celu utatwienia oceny ksztatu
budujacych je komorek, fragmenty apikalne tych korzeni, o dtugosci ok. 1 c¢cm, barwiono
jodkiem propidyny (ang. propidium iodide, PI) (podrozdziat 3.2.4.1), a nast¢pnie odbarwiano
w roztworze wodzianu chloralu i zatapiano w ptynie Hoyera (podrozdziat 3.2.4.2). Rozmiar
RAM okreslano jako odlegtos¢ pomigdzy ich centrum spoczynkowym (ang. quiescent center,
QC) a granicg merystemu ze strefg elongacji. Granica ta wyznaczana byla w miejscu pojawienia
si¢ pierwszych wydtuzonych komorek drugiej warstwy kory pierwotnej. Pomiaru rozmiaru
komoérek RAM ze $cianami komoérkowymi wybarwionymi PI oraz z wykorzystaniem kontrastu
Nomarskiego dokonywano z uzyciem laserowego skaningowego mikroskopu konfokalnego
Leica TCS SP5.

3.2.2.8 Pomiar stezenia fitohormonow we wierzchotkach wzrostu korzenia

Pomiary przeprowadzili: Lenka Plackova i Ondfej Novak, Uniwersytet Palackiego w

Otomuncu, Czechy.

Analizie st¢zenia aktywnych form cytokinin: iP, tZ, cZ i DHZ, oraz kwasu indolilo-3-octowego
(ang. indolilo-3-acetic acid, IAA) poddane zostaty korzenie roslin rosngcych przez 10 dni na

58



zmodyfikowanej pozywce Fahraeus bez azotu (tabela 3.6). Kazda z badanych préb zawierata
50 wierzchotkdéw wzrostu. Zostaty one umieszczone w sterylnej wodzie i zliofilizowane. Proby
zostaly zhomogenizowane, po czym poddano je ekstrakcji w 0,5 ml zmodyfikowanego buforu
Bieleskiego (60% MeOH, 10% HCOOH, 30% H20) z dodatkiem wewngtrznych standardow w
postaci fitohormonéw wyznakowanych stabilnymi izotopami (0,25 pmol [?He]iP, [**Cs]cZ,
[**Cs]tZ, [2Hs]DHZ lub 5 pmol of [13Cs]IAA na jedna probe) (Svacinova i wsp., 2012). Poziom
fitohormonow okreslono przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczonej z
tandemowg spektrometrig mas z elektrorozpylaniem (HPLC-MS-ESI; system Acquity UPLC
I-Class potaczony ze spektrometrem masowym Xevo TQ-S, Milford, Massachusetts, Stany
Zjednoczone) przy wykorzystaniu metod LC-MS/MS opracowanych przez Péncik i wsp.
(2018) oraz Svacinova i wsp. (2012).

3.2.2.9 Wyprowadzanie roslin o rozdzielonym systemie korzeniowym

Siewki M. truncatula po skietkowaniu wyktadano na szklane szalki Petriego o $rednicy 20 cm
ze zmodyfikowang pozywka Fahraeus (pH 7,5) pokryta bibula. W szostym dniu od
skietkowania korzenie siewek usuwano i zakrywano konce pedow bibulg, by zapewnic
odpowiednig wilgotno$¢ regenerujacym korzeniom przybyszowym. Po 7 dniach regeneracji
bibute zdjejmowano i dokonywano selekcji wyrostych korzeni. Do dalszych eksperymentow
wybierano tylko te rosliny, ktore posiadaty pare wzglednie rownych korzeni przybyszowych.
Rosliny te rosty kolejne 7 dni, po czym ich korzenie przybyszowe umieszczano na dwdch
rozdzielonych przestrzennie (dwie plastikowe szalki Petriego o $rednicy 9 cm) statych
zmodyfikowanych pozywkach Fahraeus bez azotu, aby przygotowa¢ je do inokulacji

bakteriami symbiotycznymi (rycina 3.4).
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Rycina 3.4 Przygotowanie roslin M. truncatula z rozdzielonym systemem korzeniowym. A, Wybrane
do badan rosliny z dwoma wzglednie rownymi korzeniami przybyszowymi. B, Zastosowany uktad
doswiadczalny z dwoma korzeniami przybyszowymi rozdzielonymi przestrzennie. Skala: 2 cm.

3.2.2.10 Inokulacja Medicago truncatula bakteriami symbiotycznymi Sinorhizobium

meliloti

Przebieg hodowli bakterii S. meliloti przedstawiono w podrozdziale 3.2.1.1. Podczas gdy tak
przygotowana hodowla wigkszosci szczepow Dbakterii S. meliloti byta bezposrednio
wykorzystywana do inokulacji roslin, szczep 2011/pMH682 przed inokulacja hodowano
dodatkowo bez antybiotyku selekcyjnego, a z dodatkiem 3 uM luteoliny, zgodnie z protokotem
punktowej inokulacji korzeni opisanym przez Schiessl i wsp. (2019). Miato to na celu
stymulacje produkcji czynnika Nod jeszcze przed kontaktem bakterii z korzeniami, co

przyspieszylo pozniejsza reakcje rosliny.

Sposob inokulacji poszczegdlnymi szczepami S. meliloti zalezny byt od sposobu hodowli roslin
(doniczki, szalki in vitro) oraz od specyfiki przeprowadzanych do§wiadczen. Ro$liny ztozone
rosngce przez tydzieh w 0,5-litrowych doniczkach z mieszaning perlitu i wermikulitu w
stosunku 5:2 (v/v) i podlewane ptynna pozywka Fahraeus bez azotu (pH 6,5) inokulowane byty
hodowlg bakterii S. meliloti 1021/pXLGD4 rozcieficzong do ODeoo= 0,01 w obj¢tosci 50 ml na
doniczke. Rozcienczenia hodowli dokonano rowniez za pomoca ptynnej pozywki Fahraeus bez
azotu (pH 6,5). Rozw¢j brodawek analizowany byt w réznych punktach czasowych, od
momentu inokulacji do 14 dni po inokulacji. Rosliny mtabcg40 w analizie wydajnosci
brodawkowania oraz rosliny WT ekotypu Jemalong Al7 do analizy zmian ekspresji

MtABCG40 pod wplywem czynnika Nod rosnace 4 dni na szalkach ze stala pozywka Fahraeus

60



bez azotu (pH 6,8) inokulowane byly rozcienczonymi do ODeoo = 0,01 hodowlami
odpowiednich szczepow S. meliloti (tabela 3.1) w objetosci 200 pl na korzen. Liczba brodawek
mtabcg40 zliczana byta 21 dni po inokulacji. Ekspresja MtABCG40 pod wptywem S. meliloti
analizowana byta w punktach czasowych: 6, 24 i 48 h po inokulacji. Punktowa inokulacja ro$lin
podczas analizy tempa podziatow komoérkowych w zawigzkach brodawek mutantéw
MtABCG40 miala miejsce poprzez umieszczenie 0,5 pl kropli zawiesiny S. meliloti
2011/pMH682 za pomoca pipety w strefie wrazliwej na bakterie symbiotyczne 3-dniowych
korzeni ro$lin rosngcych na pozywce Fahraeus bez azotu (pH 6,5). Hodowla szczepu 2011 byta
przed nakropieniem na korzenie rozcienczona do ODegoo = 0,02 (Schiessl i wsp., 2019). Strefa
korzenia wrazliwa na bakterie symbiotyczne wyznaczana byta pod binokularem w miejscu
powyzej merystemu apikalnego, w ktdorym po raz pierwszy pojawiaja si¢ wiosniki. Miejsce
nakropienia zawiesiny bakterii oznaczone zostato poprzez wykonanie kropki na fragmencie
sgsiadujacej z nim bibuty (rycina 3.5A). Material w postaci 2-3 mm fragmentow korzenia
znajdujacych si¢ bezposrednio pod kropla zbierany byt do dalszych analiz w punktach
czasowych: 12, 24 i 48 h po inokulacji. W celu sprawdzenia efektywnosci punktowej inokulacji,
niektore z korzeni pozostawiano do momentu pojawienia si¢ na nich brodawek korzeniowych

w zaznaczonych wczesniej miejscach (rycina 3.5B).

Rycina 3.5 Siewki M. truncatula poddane punktowej inokulacji bakteriami symbiotycznymi S. meliloti.
A, Siewki 12 h po punktowej inokulacji. B, Brodawki wyroste na korzeniach 10 dni po inokulacji.

Miejsca nalozenia kropli zawiesiny S. meliloti oznaczone zostaly poprzez wykonanie kropki na
sgsiadujacym z nim fragmencie bibuty. Skala: 5 mm.

3.2.2.11 Znakowanie jader komérek dzielacych si¢ z uzyciem 5-etynylo-2'-
deoksyurydyny

Znakowanie jader komodrkowych we fragmentach korzenia wykazujacych aktywnos$¢
podzialowa komorek rozpoczynalo si¢ od przygotowania stalej zmodyfikowanej pozywki
Fahraeus z dodatkiem 10 uM 5-etynylo-2'-deoksyurydyny (EdU; nr kat. A10044, Invitrogen),
bedacej analogiem tyminy. Na pozywke taka przenoszono ro$liny, a nastepnie pokrywano ich
korzenie na 5 min bibulg nasagczong ptynna zmodyfikowana pozywka Fahraeus z dodatkiem 20
uM EdU. Wzrost roslin po zdjeciu mokrej bibuty na statej pozywce z EAU trwat 4 h, po czym
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ich korzenie odcinane byly i odwadniane z uzyciem rosngcego szeregu etanolowego o
stezeniach: 15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 95% i 100%. Material pozostawiano na noc w 100%
etanolu. W kolejnym dniu korzenie byty traktowane odwrotnym szeregiem etanolowym: 100%,
95%, 85%, 70%, 50%, 30%, 15%. Naste¢pnie ptukano je dwukrotnie w buforze fosforanowym
(tabela 3.14) i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C w roztworze a-amylazy (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany) o stezeniu 0,3 mg/mL w buforze fosforanowym (tabela 3.14).
Materiat poddawano nastepnie barwieniu Pl (podrozdziat 3.2.4.1) i odbarwianiu (podrozdziat
3.2.4.2), po czym przeprowadzono obserwacje mikroskopowe z wykorzystaniem laserowego
skaningowego mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP5.

Tabela 3.14 Sktad buforu fosforanowego do a-amylazy

Skladnik Stezenie koncowe
NaH-PO, 20 mM
NaCl 2 mM
CaCl 0,25 mM
pH 7,0

Nastepnego dnia analizowane fragmenty korzeni plukane byly dwukrotnie w wodzie i
inkubowano je kolejno w zaciemnieniu w dwodch roztworach azydku Alexa Fluor™ 488 o
stezeniu 10 uM (nr kat. A10266, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) (tabela 3.15).
Inkubacja w pierwszym z nich trwata 1 h, w drugim natomiast 0,5 h. W tym czasie azydek
przylaczat si¢ na drodze reakcji typu ,,click’> do EdU obecnego w analizowanym materiale

(rycina 3.6).

Tabela 3.15 Sktad roztworow zawierajacych azydek Alexa Fluor™ 488

Skladnik Stezenie koncowe

Roztwor I (pH 8,5)

Tris 100 mM

Azydek Alexa Fluor™ 488 10 uM
Roztwér 11 (pH 8,5)

Tris 100 mM

CuSO4 1mM
Kwas askorbinowy 100 mM
Azydek Alexa Fluor™ 488 10 uM
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Rycina 3.6 Mechanizm katalizowanej przez jony miedzi (Cu*) reakcji typu ,.click’” zachodzacej
pomiedzy EdU i azydkiem Alexa Fluor™ 488 (thermofisher.com/handbook; zmodyfikowane). W
reakcji tej azydek Alexa FluorTM 488 o wtasciwosciach fluoroforu taczy czasteczka EdU, ktéry jako
analog tymidyny wbudowuje si¢ w DNA komorek podczas ich podziatow.

3.2.2.12 Izolacja i transformacja protoplastow z lisci mezofilu Arabidopsis thaliana

Izolacja protoplastow z lisci mezofilu A. thaliana

Do izolacji protoplastow wykorzystywane byty licie 4 do 6-tygodniowych roslin A. thaliana
z ekotypu Columbia (Col-0). W pierwszej kolejnosci przygotowano 20 ml mieszaniny
enzymow trawigcych $ciane komorkowa, sktadajacych si¢ z celulazy i macerozymu (tabela
3.16). Mieszaning enzymo6w inkubowano 10 min w tazni wodnej w temperaturze 55°C, po czym
schtadzano do temperatury pokojowej, filtrowano na zimo (filtr 0,22 um) i wylewano na dno

plastikowej szalki Petriego o $rednicy 9 cm.

Do izolacji protoplastow wykorzystywano materiat z kilku do kilkunastu lisci A. thaliana.
Pojedynczy lis¢ obklejano z dwoch stron tasma klejaca, po czym delikatnym, zdecydowanym
ruchem usuwano z niego warstwe¢ dolnej epidermy. Pozostala czes$¢ liscia uktadano na
powierzchni¢ mieszaniny enzymow trawigcych $ciane komoérkowa i mieszano (40 rpm) w
ciemnos$ci w temperaturze 28°C. Po 45 min inkubacji usuwano li§cie i uwolnione protoplasty
dotrawiano przez kolejne 15 min. Roztwor zawierajacy protoplasty delikatnie przenoszono do
50 ml probowki typu Falcon i umieszczano na lodzie. Materiat wirowano w temperaturze 4°C
z predkoscig 200 g przez 3 min (wirowka Eppendorf 5804R). Aby uniknaé pekania
protoplastow, podczas wirowania uzyto rotora wychylnego (A-4-44), a warto$ci przyspieszenia
oraz hamowania jego obrotow ustawiono na najwolniejsze z mozliwych (0 w skali 0-9).
Supernatant po wirowaniu usuni¢to, a pozostaty osad zawieszono w 15 ml roztworu WS5. Falkon
z protoplastami w buforze W5 wirowano dwukrotnie w temperaturze 4°C z predkoscig 150 g

przez 3 min, po czym zawieszono je w 1 ml roztworu MMg (tabela 3.16). Na tym etapie
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integralno$¢ i liczb¢ wyizolowanych protoplastow sprawdzano pod mikroskopem $wietlnym

(rycina 3.7).

Tabela 3.16 Sktad buforéw wykorzystywanych podczas izolacji i transformacji protoplastow

Nazwa buforu Skladnik Stezenie koncowe
Cellulaza R10 (Serva) 1,2% (w/v)
Mieszanina enzymow Macerozym R10 (Serva) 0,4 % (w/v)
KCI 20 mM
MES 20 mM
Mannitol 500 mM
W1 KCI 20 mM
MES 4 mM
NaCl 154 mM
W5 CaCl2 125 mM
KCI 5mM
MES 2mM
Mannitol 400 mM
MMg MgCI2 15 mM
MES 4 mM

Rycina 3.7 Zdjecie protoplastow wyizolowanych z lisci mezofilu A. thaliana
spod mikroskopu $wietlnego. Skala: 50 um.
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Transformacja protoplastOw

Transformacj¢ protoplastoéw poprzedzata izolacja plazmidu niosacego konstrukcje genowa
proUBI10:GFP-MtABCG40 oraz plazmidu z konstrukcjg 35S:AtPIP2A-mCherry, kodujaca
biatko akwaporyny AtPIP2a, bedace markerem btony komorkowej, polaczone z
fluorescencyjnym biatkiem mCherry. W celu uzyskania wysokiej iloci pDNA, niezbg¢dnej do
wydajnej transformacji protoplastow, jego izolacji dokonano z wykorzystaniem zestawu
NucleoBond Xtra Midi Plus (Macherey-Nagel, Diiren, Niemcy), uzyskujac stezenia rzedu kilku
pg/ul. Obarodzaje pDNA, zawieszone w buforze TE (nr kat. 93283, Sigma-Aldrich), potaczone
zostaly w ilosci kilku mikrogram tak, by laczna obje¢to$¢ ich roztwordw nie przekraczata

kilkunastu mikrolitrow.

Transformacj¢ protoplastow prowadzono w 2 ml probéwkach typu Eppendorf. Do
wyizolowanych plazmidow (2-6 pg) zawieszonych w 4 ul buforu TE dodano 100 ul §wiezo
wyizolowanych protoplastow oraz 110 ul roztworu PEG (tabela 3.17) i delikatnie wymieszano.
Tak przygotowang mieszaning inkubowano w ciemnosci w temperaturze pokojowej przez 20
min. Po tym czasie dodawano 450 ul roztworu WS35, delikatnie mieszano i poddawano
wirowaniu z predkoscig 300 g przez 3 min. Powstalag warstwe supernatantu usuwano, a osad
zawierajacy protoplasty zawieszano w 300 pl roztworu W1 i inkubowano w temperaturze
pokojowej w ciemnosci przez kolejne 16 h (przez noc). Materiat poddawano obserwacjom przy

uzyciu laserowego skaningowego mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP5.

Tabela 3.17 Sktad roztworu PEG uzytego do transformacji protoplastow

Skladnik Stezenie koncowe
PEG400 (Serva) 40% (Wiv)
Mannitol 200 mM
CaCl; 100 mM

3.2.2.13 Agroinfiltracja komérek mezofilu lisci Nicotiana benthamiana

Hodowle bakterii A. tumefaciens, zawierajacych plazmid niosacy analizowang konstrukcje
genowa, prowadzono w temperaturze 28°C w 30 ml plynnej pozywki YEP z dodatkiem
odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego do momentu uzyskania ODeoo 0 wartosci ok. 0,8.
Hodowle t¢ przenoszono do 50 ml probéwek typu Falcon i wirowano w temperaturze

pokojowej z predkoscig 5000 rpm. Powstaly supernatant usuwano, a osad zawieszano w 30 ml
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buforu do agroinfiltracji, zawierajagcym acetosyringon (tabela 3.18) tak, by ponownie uzyskaé
OD = 0,8. Bakterie inkubowano nastgpnie przez 3 h w temperaturze pokojowej z delikatnym
mieszaniem na wytrzasarce rolkowej SU1400 (Sunlab). Przygotowang w ten sposob zawiesing
przenoszono do strzykawek (bez igly) 1 wstrzykiwano ja od spodniej strony lisci N.
benthamiana. Liscie poddane agroinfiltracji 0znaczano. Po trzech dniach od nastrzykiwania
materiat analizowano przy uzyciu laserowego skaningowego mikroskopu konfokalnego Leica

TCS SPs.

Tabela 3.18 Sktad buforu do agroinfiltracji

Skladnik Stezenie koncowe
3M MgCI2 10 mM
1M MES-KOH (pH 5,6) 10 mM
150 mM acetosyringon (w DMSO) 150 uM

3.2.2.14 Eksperymenty transportu

Eksperymenty transportu przeprowadzili: Jian Xia i Markus Geisler, Uniwersytet we Fryburgu,

Szwajcaria.

Protoplasty do eksperymentéw transportu wyizolowane zostaty z lisci N. benthamiana cztery
dni po ich transformacji konstrukcja genowa proUBI10:GFP-MtABCG40 lub wektorem
kontrolnym (pMDCA43), nie zawierajacym sekwencji badanego genu. Transformacj¢ wykonano
technika agroinfiltracji. Transport przeprowadzony zostat zgodnie z protokotem opisanym
przez Henrichs i wsp. (2012). Eksperymety eksportu rozpoczynaty si¢ od inkubacji
protoplastow w buforze zawierajacym radioaktywna tZ (}C-tZ) lub IAA (CH-IAA), co
umozliwito zatadunek tych zwigzkéw do wnetrza protoplastow na drodze dyfuzji. Protoplasty
odseparowywano nastepnie od buforu z wykorzystaniem wirowania w gradiencie gestosci
Percollu (50-30-5%). Eksport cytokinin inicjowano wraz z rozpoczeciem inkubacji
protoplastow w temparaturze 25°C i przerywano poprzez wirowanie w oleju krzemionkowym.
Pomiar radioaktywnosci uzyskanych faz wodnych w punkcie czasowym t = x (20 min dla tZ,
15 min dla IAA) oraz t = 0 (bezposrednio przed rozpoczeciem inkubacji w temperaturze 25°C)
umozliwit okreslenie wartosci wzglednego eksportu tZ i IAA z wnetrza protoplastow do

supernatantu na podstawie wzoru:

(radioaktywno$c supernatantu t = x) — (radioaktywnos¢ supernatantut = 0)

- Y *100%
radioaktywno$¢ supernatantut = 0
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Eksperymenty importu C-tZ wykonywano z wykorzystaniem protokotu analogicznego do
tego opisanego w przypadku eksperymentéw eksportu. Dokonywano jednak pomiarow
przemieszczania si¢ badanego zwigzku w odwrotnym kierunku, tj. ze supernatantu do wnetrza
protoplastow na podstawie poziomu radioaktywnosci protoplastow. Wartos¢ wzglednego

import obliczano z wykorzystaniem wzoru:

(radioaktywnos¢ protoplastéow t = x) — (radioaktywno$c protoplastow t = 0) 100%
* 0

radioaktywnos$c¢ protoplastéw t = 0

3.2.3 Praca z kwasami nukleinowymi

3.2.3.1 Izolacja DNA z tkanek roslinnych

Genomowy DNA (gDNA) pozyskiwano z mtodych lisci M. truncatula oraz A. thaliana.
Izolacje prowadzono wedlug protokotu opisanego przez Healeya i wsp. (2014). Pozwala on
uzyska¢ wysokiej jakosci gDNA, ktory wykorzystywano do tworzenia konstrukcji genowych.
W celu okreslenia genotypu roslin z linii mutantéw insercyjnych Tntl, wykorzystywano

szybszg metode izolacji gDNA, opisang przez Edwardsa i wsp. (1991).

Izolacja gDNA wq Healevya i wsp. (2014)

W schtodzonym mozdzierzu w ciektym azocie ucierano 1 g §wiezych lisci M. truncatula lub A.
thaliana. Utarty materiat ro§linny zawieszono w buforze ekstrakcyjnym (tabela 3.19) ogrzanym
do 65°C i inkubowano 60 min, delikatnie mieszajac co 10 min. Proby wirowano w temperaturze
pokojowej przez 5 min z predkoscig 5000 g. Otrzymany po wirowaniu supernatant przenoszono
do 50 ml probowki typu Falcon i dodawano do niego 1 objg¢to$¢ mieszaniny chloroformu z
alkoholem izoamylowym (24:1). Zawarto$§¢ probowki delikatnie mieszano przez 5 min, a
nastepnie wirowano przez 5 min w temperaturze pokojowej z predkoscia 5000 g. Otrzymang
po wirowaniu gorng faz¢ wodng przenoszono do nowej 50 ml probdéwki typu Falcon i po
dodaniu 5 pl RNazy A o stezeniu 10 mg/ml inkubowano 15 min w 37°C, delikatnie mieszajac.
Do zawarto$ci probowki dodano 1 objetos¢ mieszaniny chloroformu z alkoholem
izoamylowym (24:1), delikatnie mieszano przez 5 min, a nast¢pnie wirowano przez 10 min z
predkosciag 5000 g w temperaturze pokojowej. Gorng faze wodng przenoszono do nowej 50 ml
probowki typu Falcon. Probe potaczono w kolejnym kroku z 0,5 objetosci 5 M NaCl, a
nastepnie z 3 objetosciami 95% etanolu, po czym inkubowano przez 1 h w temperaturze -20°C.

Proby wirowano przez 10 min z predkoscig 5000 g, a powstaly supernatant dekantowano.

67



Pozostaty osad przemyto 3 ml 70% etanolu i wirowano 10 min z predkosciag 5000 g. Supernatant
ponownie dekantowano, a osad, zawierajacy gDNA, suszono w temperaturze pokojowej przez

15 min i rozpuszczono w 200 ul buforu TE.

Tabela 3.19 Sktad buforu ekstrakcyjnego do izolacji gDNA metodg Healeya i wsp. (2014)

Skladnik Stezenie koncowe
Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
EDTA 25 mM
CTAB 2% (w/v)
NaCl 15M
B-merkaptoetanol™ 0,3% (v/V)

* dodawany na $wiezo przed uzyciem

Izolacja gDNA wqg Edwardsa i wsp. (1991)

Do izolacji gDNA ta metoda wykorzystywano zwykle 3 milode liscie M. truncatula,
umieszczone w probowce typu Eppendorf o objetosci 1,5 ml w cieklym azocie lub
przechowywane w temperaturze -80°C. Zamrozony materiat ucierano mikrohomogenizatorem
recznym (nr kat. A-7100399, Bionovo) do otrzymania homogennego proszku, a nastepnie
dodawano do niego 400 ul buforu do izolacji (tabela 3.20) i wytrzasano na wytrzasarce stotowe;j
Vortex Genie 2 (Scientific Industries). Mieszaning wirowano przez 1 min z predkoscia 13000
rpm. 300 ul powstatego supernatantu zbierano do nowej proboéwki, dodawano do niego 300 pl
izopropanolu, inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 min i wirowano przez 5 min z
predkoscig 13000 rpm. Supernatant usuwano, osad suszono i zawieszono w 75 ul buforu TE.
Prébe wirowano z predkoscia 13000 rpm przez 30 s. Powstaty supernatant, zawierajacy gDNA,

przenoszono do nowej probowki i przechowywano w temperaturze -20°C.

Tabela 3.20 Sktad buforu do izolacji gDNA metoda Edwardsa i wsp. (1991)

Skladnik Stezenie koncowe
Tris-HCI (pH 7,5) 200 mM
NaCl 250 mM
EDTA 25 mM
SDS 0,5%
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3.2.3.2 Izolacja plazmidowego DNA z bakterii

Plazmidowy DNA (pDNA) z hodowli bakteryjnych izolowano z wykorzystaniem zestawu
Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research), zgodnie z instrukcjg dostarczong przez

producenta. Rozpuszczone w wodzie pDNA po izolacji przechowywano w temperaturze -20°C.

W celu uzyskania wysokiej ilosci pPDNA, niezbednej do wydajnej transformacji protoplastow,
izolacji dokonywano z wykorzystaniem zestawu NucleoBond Xtra Midi Plus (Macherey-

Nagel, Diiren, Niemcy).

3.2.3.3 Izolacja calkowitego RNA z materialu roslinnego

Catkowite RNA z tkanek roslinnych izolowano z wykorzystaniem zestawu RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen), zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta. Rozpuszczony w wodzie

RNA po izolacji przechowywano w temperaturze -20°C.

3.2.3.4 Ocena stezenia i jakoSci prob DNA i RNA

Pomiaru stezenia kwaséw nukleinowych dokonywano przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS
do mikroobjetosci, NanoDrop One (Thermo Scientific). Urzadzenie to umozliwialo
jednoczes$nie ocene jakosci DNA 1 RNA poprzez wyznaczenie wspotczynnikow absorbancji

A6/ Azgo Oraz Azeol Azzo.

Jakos$¢ prob DNA i RNA oceniania byta rowniez poprzez ich rozdziat elektroforetyczny w 1-
1,5% zelu agarozowym przygotowanym z wykorzystaniem buforu 1xTAE (tabela 3.21) i
zawierajacym barwnik Gel View (Novazym) o stezeniu 1,6 pl/100 ml. Elektroforeze
prowadzono przy napigciu 90 V przez 15 do 45 min, zaleznie od momentu uzyskania
wyraznego rozdziatu frakcji kwasow nukleinowych. Do analizy rozdziatow wykorzystywano
transiluminator ChemiDoc XRS System (Bio-Rad). Na podstawie obrazéw uzyskanych
rozdzialow dokonywano oceny jakosci i wzglednej ilosci DNA lub RNA. Ich przyklady
przedstawiono na rycinie 3.8.

Tabela 3.21 Sktad buforu 1xTAE do elektroforezy

Skladnik Stezenie koncowe
Tris 40 mM
EDTA 1mM
Kwas octowy 20 mM
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Rycina 3.8 Przyktadowe obrazy rozdzialu kwaséw nukleinowych wyizolowanych z materialu
roslinnego w 1% zelu agarozowym. A, Rozdzial 500 ng gDNA wyizolowanego z lisci M. truncatula.
Na zdjeciu widoczny jest tylko jeden prazek o wielkosci powyzej 10 kpz, co §wiadczy o niskim stopniu
degradacji wyizolowanego gDNA. B, Rozdzial catkowitego RNA wyizolowanego z korzeni M.
truncatula. Obecno$¢ i roznice intensywnosci widocznych prazkéw wzgledem siebie $wiadczag o
wlasciwie przeprowadzonej izolacji. W pierwszej ze Sciezek kazdego z zeli zastosowano marker
wielkosci GeneRuler 1 kb DNA Ladder (nr kat. SM0311, Thermo Fisher Scientific).

3.2.3.5 Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji RNA przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu Omniscript
RT Kit (QIAGEN), zgodnie z instrukcja producenta. Tak przygotowany cDNA
wykorzystywano do analizy ekspresji genéw. W celu uzyskania dluzszych 1 bardziej wiernych
w stosunku do matrycowego RNA fragmentéw cDNA, do klonowania wykorzystywano zestaw
SuperScript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen), zgodnie z instrukcjg producenta. W
przypadku obu zestawdw, do reakcji odwrotnej transkrypcji w objetosci 20 ul wykorzystywano
zwykle 500 ng catkowitego RNA.

3.2.3.6 Reakcja lancuchowa polimerazy

Reakcja PCR wykorzystywana byta w pracy do potwierdzania wystgpowania W probach
okreslonego fragmentu DNA, lub do klonowania fragmentow DNA. Do pierwszego z
wymienionych celow wykorzystywano polimeraze GoTaq® DNA Polymerase (nr kat. M300,
Promega). Sktad mieszaniny reakcyjnej rekomendowanej przez producenta polimerazy zostat
empirycznie zoptymalizowany przez pracownikéw Zaktadu Fizjologii Molekularnej Ros$lin
ICHB PAN — przedstawiono go w tabeli 3.22. Reakcj¢ PCR prowadzono w termocyklerze

C1000 Touch (Bio-Rad), zgodnie z profilem temperaturowym zawartym w tabeli 3.23.

70



Tabela 3.22 Sktad mieszaniny reakcji PCR z polimerazg GoTaq® DNA Polymerase

Stezenie Objetos¢ w mieszaninie
Skladnik o Stezenie koncowe
poczatkowe reakcyjnej
Bufor do polimerazy
5X 5ul 1x
GoTaq®
Starter F 10 uM 1,25 pl 0,5 uM
Starter R 10 uM 1,25 pl 0,5 uM
dNTP 2mM 2,5 ul 0,2mM
Matryca > 60 ng/pl <149 ul 4 ng/ul
Polimeraza GoTaq® 50/l 0,1 pl 0,02 U/ul
H.O MQ nd. do 25 ul nd.

nd. — nie dotyczy

Tabela 3.23 Profil temperaturowy reakcji PCR z polimerazg GoTaq® DNA Polymerase

Nr etapu Nazwa etapu Temperatura Czas trwania
1. Denaturacja wstgpna 95°C 5 min
2 Denaturacja 95°C 30s
3 Przyltaczenie starterow 50-56°C 30s
4. Wydhuzanie 72°C 60 s/1000 pz
5 Powrdt do etapu nr 2 (catkowita liczba cykli -1)
6 Wydtuzanie koncowe 72°C 10 min

Amplifikacj¢ fragmentow DNA wykorzystywanych do klonowania przeprowadzano z uzyciem
polimerazy KOD Hot Start DNA Polymerase (nr kat. 582423, Millipore). Byto to podyktowane
jej wysoka wierno$cig ze wzgledu na aktywnos$¢ 3’ —5’egzonukleazowg. Skiad mieszaniny
reakcyjnej rekomendowanej przez producenta polimerazy zostal zoptymalizowany przez
pracownikow Zaktadu podczas wezesniejszych analiz. Przedstawiono go w tabeli 3.24. Reakcje

PCR prowadzono w termocyklerze C1000 Touch (Bio-Rad),

temperaturowym opisanym w tabeli 3.25.
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Tabela 3.24 Sktad mieszaniny reakcji PCR z polimeraza KOD Hot Start DNA Polymerase

Skladnik Stezenie Objetos¢ w m-ies?aninie Stezenic koficowe
poczatkowe reakcyjnej
Bufor do polimerazy KOD 10x 2,5 ul 1x
Starter F 10 uM 0,75 ul 0,3 uM
Starter R 10 uM 0,75 ul 0,3 uM
dNTP 2 mM 2,5ul 0,2 mM
MgSOs 25 mM 1,5 pul 1,5mM
Betaina 5M 5ul 1M
Matryca > 46 ng/pl <11,5ul 4 ng/ul
Polimeraza KOD 10/l 0,5 ul 0,02 U/ul
H.0 MQ nd. do 25 ul nd.

nd. — nie dotyczy

Tabela 3.25 Profil temperaturowy reakcji PCR z polimerazg KOD Hot Start DNA Polymerase

Nr etapu Nazwa etapu Temperatura Czas trwania
1. Denaturacja wstgpna 95°C 2 min
2 Denaturacja 95°C 20s
3 Przylaczenie starterow 50-56°C 10s
4. Wydhuzanie 70°C 20 s/1000 pz
5 Powrdt do etapu nr 2 (catkowita liczba cykli -1)

Jedna z metod wykorzystang w pracy doktorskiej do potwierdzania obecno$ci pozadanego
fragmentu DNA tzw. wstawki (ang. insert) po klonowaniu w docelowym wektorze byta
modyfikacja tradycyjnej metody PCR, zwana kolonijng reakcja PCR. Polega ona na
wykorzystaniu jako matrycy w reakcji PCR lizatu komoérek bakteryjnych zawierajacych
analizowane DNA/konstrukcje genowa. Lizat taki otrzymywano poprzez inkubacje komorek
bakteryjnych przez 10-15 min w temperaturze 96°C. Kolonijng reakcj¢ PCR przeprowadzano
z uzyciem polimerazy GoTaq® DNA Polymerase (Promega).

3.2.3.7 Analiza ekspresji genow metoda ilo§ciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Wykorzystanie metody ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR,
RT-PCR) pozwolito na wyznaczenie wzglednej ekspresji genow M. truncatula w badanych

probach. Jednostkowa mieszanina reakcyjna podczas reakcji RT-PCR miata objetos¢ 10 pl. Jej
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sktad przedstawiony zostal w tabeli 3.26. Uzyto starterow o specyficznych genowo
sekwencjach, wymienionych w tabeli 3.4. Reakcj¢ PCR prowadzono w termocyklerze CFX

Connect (Bio-Rad), zgodnie z profilem temperaturowym zawartym w tabeli 3.27.

Tabela 3.26 Sktad 10 ul mieszaniny reakcyjnej w reakcji RT-PCR

Stezenie Objetos¢ w mieszaninie Stezenie
Skladnik o
poczatkowe reakcyjnej koncowe
matryca (CDNA) * 1ul -
Starter F 10 uM 0,5 ul 0,5 uM
Starter R 10 uM 0,5 ul 0,5 uM
iTag™ Universal SYBR®
. ] 2X 5ul 1x
Green Supermix (Bio-Rad)
H.O MQ nd. 3ul nd.

* 10-krotnie rozcienczona matryca cDNA przygotowana poprzez wykonanie reakcji odwrotnej
transkrypcji 500 ng catkowitego RNA w 20 ul mieszaniny reakcyjnej.
nd. — nie dotyczy

Tabela 3.27 Profil temperaturowy reakcji RT-PCR

Nr etapu Nazwa etapu Temperatura Czas
1. Denaturacja wstgpna 95°C 3 min
2 Denaturacja 95°C 5s
3 Przytaczenie starterow 50-60°C 30s
4, Wydtuzanie 70°C 30s
5 Powrot do etapu nr 2 (catkowita liczba cykli -1)

Poziom ekspresji badanych genow okres§lany zostat z wykorzystaniem metody AACt przy
pomocy oprogramowania Bio-Rad CFX Maestro 1.1. Do normalizacji warto$ci ekspresji uzyto
gen kodujacy B-aktyne, ulegajacy ekspresji konstytutywnie i na statym poziomie (Kakar i wsp.,
2008). Ostateczny poziom ekspresji danego genu w probie dla kazdego powtdrzenia

biologicznego byt wynikiem usrednienia odczytow z trzech powtorzen technicznych.

3.2.3.8 Genotypowanie mutantéw insercyjnych Tntl

Udostepnione W bazie Medicago truncatula Mutant Database (https://medicago-

mutant.dasnr.okstate.edu/mutant/index.php) mapy insercji Tntl w obrgbie pozyskanych linii

roslin NF21323 i NF17891 pozwolity na zaprojektowanie starterow (tabela 3.4), ktore zostaty
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wykorzystane do wyselekcjonowania mutantow homozygotycznych (odpowiednio mtabcg40-
1 i mtabcg40-2), zawierajacych mutacje w obu allelach MtABCG40 oraz roslin typu dzikiego
(odpowiednio WT-1 i WT-2), ktore ich nie posiadajg. OkreSlenie genotypu roslin wykonane
zostalo dla kazdej z linii poprzez przeprowadzenie dwoch reakcji PCR. Reakcja potwierdzajaca
obecnos¢ allelu zmutowanego wymagata uzycia jednego startera znajdujacego si¢ obok miejsca
mutacji oraz drugiego komplementarnego do sekwencji insercji retrotranspozonu Tntl. Brak
mutacji w ro$linach WT powodowatl tym samym brak produktu PCR. W reakcji dla allelu WT
wykorzystywano natomiast dwa startery komplementarne do analizowanego genu, okalajace
wyznaczone miejsce insercji i tworzace amplikon o dtugosci kilkuset pz. Mutacja w tym
miejscu skutkowata brakiem produktu amplifikacji ze wzgledu na dlugos¢ retrotranspozonu,
ok. 5 tys. pz. Opisane reakcje PCR przebiegaty zgodnie z protokotem dla polimerazy GoTaq®
DNA Polymerase (Promega) opisanym w podrozdziale 3.2.3.6. Produkty reakcji PCR
rozdzielone zostaly w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Gel View (Novazym) o
stezeniu 1,6 ul/100 ml. Elektroforezg prowadzono przy napigciu 90 V przez 30 min. Do analizy
rozdziatéw wykorzystywano transiluminator ChemiDoc XRS System (Bio-Rad).

3.2.3.9 Przygotowanie konstrukcji genowych

Zrédlem konstrukceji genowych wykorzystywanych w trakcie realizacji niniejszej pracy byty
nastepujace metody klonowania: metoda restrykcji-ligacji, metoda klonowania w systemie
Gateway (Invitrogen), metoda klonowania niezalezna od ligacji (ang. ligation-independent
cloning, LIC). Jedna z uzytych konstrukcji genowych stworzona zostata ponadto przez firmg

GeneScript (Holandia).

Klonowanie w systemie Gateway (ang. Gateway Cloning System)

Wykorzystanie systemu klonowania Gateway pozwolilo na otrzymanie konstrukcji genowych
wymienionych w tabeli 3.28. W pierwszym etapie klonowania amplifikacji poddawano
pozadane fragmenty DNA przy uzyciu starterow z przytagczonymi na koncach 5’ odpowiednio
sekwencjami attB1 i attB2, co warunkuje wprowadzenie wstawki do wektora donorowego
(ang. donor vector), pDONR/Zeo (Invitrogen), zawierajacego sekwencje attPl i attP2 na
drodze rekombinacji homologicznej. Reakcja ta katalizowana jest przez mieszaning enzymow
BP Clonase™ II, zawierajaca integraz¢ bakteryjng i czynnik integracji gospodarza i prowadzi
do powstania tzw. klonu wejsciowego (ang. entry clone). Sktad mieszaniny reakcji BP zostat

wymieniony w tabeli 3.29. Reakcja BP prowadzona byta przez 1,5 h w temperaturze 25°C.
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Inaktywacje przeprowadzano poprzez dodanie do proby proteinazy K i dalszg inkubacj¢ przez

10 min w temperaturze 37°C.

Tabela 3.28 Konstrukcje genowe powstate z wykorzystaniem systemu klonowania Gateway

Docelowa Wektor Przeznaczenie
konstrukcja Wstawka Wektor docelowy
donorowy eksperymentalne
genowa
proMtABCGA40: * okreslenie wzoru
GUS proMtABCG40 | pDONR/Zeo pKGWFS7 ekspresji M{ABCG40
proMtLOG3: * okreslenie wzoru
GUS proMtLOG3 pDONR/Zeo pKGWFS7 ekspresji MILOG3

MtABCG4 K7GWIWG2(II): | » i ie ek ji
tABCG40 fragment 5'UTR | pDONR/Zeo pK7G G2(1I) wyciszanie ekspresji

RNAI DsRED MtABCG40
MtLOG3 , pK7GWIWG2(II): | « wyciszanie ekspresji
RNAI fragment 3°UTR | pDONR/Zeo DSRED MiLOG3
Tabela 3.29 Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji BP
Skladnik Objetos¢
Produkt PCR (flankowany sekwencjami attB) 1-7 ul (150 ng)
pDONR/Zeo 1ul (150 ng)
Bufor TE pH 8.0 ad 8 ul
BP Clonase Il 2ul

Z mieszaniny reakcyjnej po reakcji BP usuwano sol poprzez mikrodializ¢ 1 przystgpowano do
transformacji bakterii E.coli DHSa na drodze elektroporacji (podrozdziat 3.2.1.4). Zawiesing
po transformacji wysiewano na statg pozywke LB o obnizonej zawarto$ci soli (tabela 3.30) z
dodatkiem antybiotyku selekcyjnego w postaci zeocyny o stezeniu 50 pg/ml. Powstate kolonie
bakteryjne poddawane byly selekcji na obecno$¢ wstawki za pomocg kolonijnej reakcji PCR
(podrozdziat 3.2.3.6), a nastepnie pozytywne kolonie postuzyty do izolacji plazmidowego DNA

(klonu wejsciowego).
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Tabela 3.30 Sktad statej pozywki LB o obnizonej zawarto$ci soli

Skladnik Ilos¢ (na11)
Pepton 109
Ekstrakt drozdzowy 50
NaCl 590
Agar 129

Nastepnie na drodze rekombinacji homologicznej katalizowanej przez mieszaning enzymow
LR Clonase II (Invitrogen) interesujacy fragment DNA umieszczony migdzy sekwencjami
attLl i attL2 w obrgbie klonu wejSciowego przeniesiono do wektora docelowego (ang.
destination vector), zawierajacego sekwencje attR1 i attR2 (tabela 3.28). Sktad mieszaniny
reakcji LR zostal wymieniony w tabeli 3.31. Reakcje prowadzono przez 1,5 h w temperaturze
25°C. Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 1 pl proteinazy K i inkubacje 10 min w

temperaturze 37°C.

Tabela 3.31 Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji LR

Skladnik Objetos¢
Wektor wejsciowy ze wstawka 1-7 pl (150 ng)
Wektor docelowy Tul (150 ng)
Bufor TE pH 8.0 ad 8 ul
BP Clonase Il 2 ul

Powstate konstrukcje docelowe byty odsalane i wprowadzane do komoérek E. coli DH5a na
drodze elektroporacji (podrozdziat 3.2.1.4). Kolonie bakteryjne wyrastaty na stalej pozywce
LB (tabela 3.5) z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego. Obecno$¢ pozytywnych
klonéw bakteryjnych, czyli kolonii posiadajacych pozadana wstawke, potwierdzano za pomoca
kolonijnej reakcji PCR (podrodziat 3.2.3.6), hydrolizy enzymami restrykcyjnymi oraz
sekwencjonowania. Do analizy restrykcyjnej wykorzystywano enzymy FastDigest (Thermo
Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta. Sekwencjonowanie otrzymanego pDNA

wykonane bylo przez firm¢ Genomed (Warszawa).
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Synteza wykonana przez firme GeneScript

Konstrukcja genowa pro2x35S:GFP-MtABCG40 sporzadzona zostata komercyjnie przez firme
GenScript (Holandia) (tabela 3.32). Jej przygotowanie rozpoczeto si¢ od syntezy fragmentu
genu MtABCG40 zbudowanego z dwoch czesci: sekwencji genomowej (0od 1. egzonu do 4.
intronu) na koncu 5’ oraz sekwencji cDNA (sktadajacej si¢ z egzondéw od 5. do ostatniego, 24.).
Sekwencja ta w obrgbie egzonow zostata zoptymalizowana w celu zwigkszenia wydajnosci
tworzenia funkcjonalnego biatka w uktadzie heterologicznym w komodrkach tytoniu.
Zsyntetyzowany fragment MtABCG40 zostat nastgpnie wprowadzony za pomocg enzymow
restrykcyjnych Ascl i Pacl do wektora pMDCA43. Powstatg konstrukcj¢ przechowywano w
bakteriach E. coli.

Tabela 3.32 Konstrukcja przygotowana przez firm¢ GeneScript

Docelowa Wykorzystane ]
. Wyjsciowy Przeznaczenie
konstrukcja Wstawka enzymy
wektor ) eksperymentalne
genowa restrykcyjne

zoptymalizowany

pro2x35S: hybrydowy * stworzenie konstrukcji
pMDC43 .
GFP- ()DNA + cDNA) Ascl, Pacl genowej ProUBI10:
MtABCG40 fragment GFP-MtABCG40
MtABCG40

Metoda restrykcji-ligacji

Na drodze restrykcji-ligacji otrzymano konstrukcje genowa opisang w tabeli 3.33.

Tabela 3.33 Konstrukcja genowa otrzymana metoda restrykcji-ligacji

Docelowa Wyjsciowa Wykorzystane ]
. . Przeznaczenie
konstrukcja | konstrukcja Wstawka enzymy
) eksperymentalne
genowa genowa restrykcyjne
Pstl * okreslenie subkomorkowe;j
proUBI10: pro2x35S: L
proUBI10 | (nr kat. FD0615), | lokalizacji MtABCG40
GFP- GFP- _ o
(A.thaliana) BamHI « transport cytokinin przez
MtABCG40 MtABCG40
(nr kat. FDO054) | MtABCG40
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Klonowanie w wykorzystaniem tej metody poprzedzita amplifikacja docelowej wstawki z
uzyciem starterow (tabela 3.4) zawierajacych na koncu 5 dodatkowe sekwencje z miejscami
rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne oraz poprzedzajace je 4 nukleotydy, ktorych
obecnos¢ miata na celu zwigkszenie wydajnosci hydrolizy. Powstaty podczas reakcji PCR
fragment z miejscami restrykcyjnymi byl nastepnie oczyszczany przy uzyciu zestawu DNA
Clean &Concentrator™ (nr kat. D4005, Zymo Research), zgodnie z instrukcja producenta.
Oczyszczona wstawka oraz wyjsciowa konstrukcja genowa hydrolizowane byty w kolejnym
kroku przez wybrane enzymy restrykcyjne FastDigest (Thermo Scientific), zgodnie z instrukcja

producenta, przy dtugosci hydrolizy zamieszczonej w tabeli 3.34.

Tabela 3.34 Czas trwania hydrolizy enzymami restrykcyjnymi

pro2x35S:GFP-MtABCG40 proUBI10
FastDigest Pstl 5 min 30 min
FastDigest BamHI 5 min 5 min

Wstawka po hydrolizie oczyszczana byla po raz kolejny zestawem DNA Clean
&Concentrator™. Wyjsciowa konstrukcja genowa byta natomiast po hydrolizie mieszaning
dwoch liniowych fragmentow DNA: mniejszego, zawierajacego jedynie promotor 2x35S,
usuwanego podczas dalszych etapéw klonowania, oraz wigkszego, zbudowanego z sekwencji
GFP-MtABCG40 oraz reszty wektora pMDC43. Pozbycia si¢ promotora 2x35S dokonano
poprzez rozdzial obu fragmentow w 0,7% zelu agarozowym MB Agarose (nr kat. 20012-4174,
Biotools) zawierajacym bromek etydyny o stezeniu 1 pg/ml w buforze Modified TAE Buffer
(nr kat. LSKMTAES0, Millipore), charakteryzujacym si¢ zmniejszong zawartoscia EDTA.
Elektroforeze prowadzono poczatkowo przy napieciu 50 V. Po 15 min warto$¢ napigcia
zwigkszono do 90 V. Catkowity czas elektroforezy rowny byt 2 h. Wigkszy z fragmentow
DNA, o dlugosci powyzej 10 kpz wyciety zostat przy uzyciu sterylnego skalpela z fragmentem
otaczajacego go zelu 1 oczyszczony przy uzyciu zestawu Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
(nr kat. D4002, Zymo Research), zgodnie z instrukcja producenta. Tak przygotowana wstawka
oraz zlinearyzowany wektor, zawierajace komplementarne lepkie konce, poddane zostaty
ligacji w stosunku molowym 3:1. Do tego celu uzyto ligazy DNA faga T4 (nr kat. E1060,
EURX), zgodnie z protokolem producenta. Reakcja ligacji prowadzona byta przez 4 h w

temperaturze pokojowej, po czym mieszaning ligacyjng umieszczono w 4°C w celu
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niezwlocznego odsolenia i wykorzystania do transformacji bakterii metoda elektroporacji.
Obecnos¢ pozytywnych klondw bakteryjnych, czyli kolonii posiadajacych pozadang wstawke,
potwierdzano za pomocg kolonijnej reakcji PCR (podrodziat 3.2.3.6), hydrolizy enzymami
restrykcyjnymi oraz sekwencjonowania. Do analizy restrykcyjnej wykorzystywano enzymy
FastDigest (Thermo Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta. Sekwencjonowanie
otrzymanego pDNA wykonane byto przez firm¢ Genomed (Warszawa).

Metoda klonowania bez ligacji (ang. ligation-independent cloning, LIC)

Wykorzystanie metody klonowania LIC pozwolilo na otrzymanie konstrukcji genowych

wymienionych w tabeli 3.35.

Tabela 3.35 Konstrukcje genowe otrzymane metodg LIC

Docelowa Wyjsciowy Przeznaczenie
) Wstawka
konstrukcja genowa wektor eksperymentalne
* okreslenie wzoru
proMtABCG40:NLS-GFP pPLV04_v2 proMtABCG40 3
ekspresji MtABCG40
* okreslenie wzoru
proMtLOG3:NLS-tdTomato pPLV11 v2 proMtLOG3

ekspresji MtLOG3

Klonowanie z uzyciem tej metody rozpoczgto si¢ od przygotowania wstawek, czyli fragmentow
MtABCG40 i MtLOG3 o dlugosci ok. 2000 pz, znajdujacych si¢ przed poczatkiem ich
sekwencji kodujacej i odpowiadajacych promotorom tych genow (od konca 5°) oraz
sekwencjom 5°UTR (od konca 3’). Wstawki zamplifikowano z uzyciem starterow z
przytaczonymi od strony 5° sekwencjami adapterow, charakterystycznymi dla LIC (tabela 3.4).
W kolejnym kroku odpowiedni wektor z serii pPLV zostat zlinearyzowany z uzyciem enzymu
restrykcyjnego FastDigest KspAl (izoschizomer Hpal, nr kat. FD1034, Thermo Scientific).
Wektor po hydrolizie zostat rozdzielony w 0,7% zelu agarozowym MB Agarose (nr kat. 20012-
4174, Biotools) z bromkiem etydyny o st¢zeniu 1ug/ml w buforze Modified TAE Buffer (nr
kat. LSKMTAESO0, Millipore), o zmniejszonej zawartosci EDTA. Rozdziat prowadzono przez
15 min przy napigciu 50 V, a nastgpnie przez 45 min przy 90 V. Fragment Zelu ze
zlinearyzowanym wektorem zostat wyciety sterylnym skalpelem. DNA wektora zostato
oczyszczone z zelu przy pomocy zestawu Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo

Research). Nastgpnie przystapiono do tworzenia tzw. ,,lepkich koncow’’ na zakonczeniach
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przygotowanej wstawki oraz zlinearyzowanego wektora. Wykorzystano w tym celu aktywnos¢
3’—5’ egzonukleazowa polimerazy DNA z faga T4 (nr kat. M0203S, NEB). Sktad mieszanin
reakcyjnych dla wstawki i wektora przedstawiono w tabeli 3.36. Reakcj¢ prowadzono w
termocyklerze C1000 Touch firmy Bio-Rad przez 75 min w 22°C i inaktywowano przez 20
min w 75°C. Wstawke i wektor po reakcji tworzenia lekkich koncow potaczono w stosunku
molowym 3:1 i inkubowano przez noc w temparaturze 4°C. Mieszaning niezwtocznie odsolono
I uzyto do elektroporacji bakterii E. coli DH5a (podrozdziat 3.2.1.4). Obecno$¢ pozytywnych
klonoéw bakteryjnych, czyli kolonii posiadajacych pozadang wstawke, potwierdzano za pomocg
kolonijnej reakcji PCR (podrodziat 3.2.3.6) oraz sekwencjonowania. Do analizy restrykcyjnej
wykorzystywano enzymy FastDigest (Thermo Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta.

Sekwencjonowanie otrzymanego pDNA wykonane byto przez firm¢ Genomed (Warszawa).

Tabela 3.36 Sktad mieszanin reakcyjnych tworzenia lepkich koncow dla wstawki i wektora

Mieszanina reakcyjna Mieszanina reakcyjna
Skladnik ze wstawka z wektorem
Objetosé Stezenie koncowe Objetos¢ Stezenie koncowe
Roztwér DNA | (350 ng DNA) 17,5 ng/ ul (350 ng DNA) 8,75 ng/ pl
Bufor T4 (10x) 2 ul 1x 4l 1x
dGTP (100 mM) 2 ul 10 mM nd. 10 mM
dCTP (100 mM) nd. nd. 4 ul 5 mM
DTT (100 mM) 1ul 5mM 2ul nd.
BSA (100 x) 0,2 ul 1x 0,4 pl 1x
Polimeraza T4
DNA (3 Url) 0,4 ul 0,06 U/ul 0,8 ul 0,06 U/ul
H.0O MQ ad 20 pl nd. ad 40 ul nd.

nd. — nie dotyczy

3.2.4 Przygotowywanie preparatéw mikroskopowych

3.2.4.1 Barwienie $cian komoérkowych jodkiem propidyny

Material poddany barwieniu jodkiem propidyny (nr kat. P4170, Sigma) byl wstepnie
inkubowany przez 0,5 h w 1% roztworze kwasu nadjodowego (nr kat. P7875, Sigma-Aldrich).
Nastepnie kwas ten odptlukiwano dwukrotnie woda destylowang, po czym materiat

umieszczano na 2 h w mieszaninie zasady Schiffa z jodkiem propidyny, ktorej sktad
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zamieszczono w tabeli 3.37. Nastepnie przystgpowano do odparwiania preparatu wodzianem
chloralu (podrozdziat 3.2.4.2).

Tabela 3.37 Sktad zasady Schiffa z jodkiem propidyny

Skladnik Stezenie koncowe
Pirosiarczyn sodu 100 mM
HCI 0,15N
Jodek propidyny* 100 pug/ml

* dodawany do mieszaniny na §wiezo

3.2.4.2 Odbarwianie preparatow z uzyciem wodzianu chloralu

Obserwacje mikroskopowe korzeni poprzedzane byty ich odbarwianiem przez 1 h z
wykorzystaniem wodzianu chloralu (nr kat. 23100, Sigma-Aldrich) w mieszaninie, ktorej sktad
przedstawiono w tabeli 3.38.

Tabela 3.38 Sktad mieszaniny do odbarwiania prob

Skladnik Ilos¢
Wodzian chloralu 49
Glicerol 1mi
Woda 2ml

Material byt nastepnie nanoszony na szkietka podstawowe i pokrywany cienkg warstwa $rodka
utrwalajacego, zwanego ptynem Hoyera (tabela 3.39), i przykrywany szkietkiem
nakrywkowym. Tak przygotowane preparaty byly odkladane na co najmniej 3 dni w
zaciemnione miejsce do momentu ich utrwalenia. Po tym czasie przystgpowano do obserwacji

mikroskopowych.

Tabela 3.39 Sktad ptynu Hoyera

Skladnik Hos¢
Woda 50 ml
Wodzian chloralu 200 ¢
Glicerol 20 ¢
Guma arabska 309
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Ptyn Hoyera przygotowano pod wiaczonym wyciggiem. Gume arabskg w szklanej zlewce
dodano do wody, po czym tak przygotowang zawiesing mieszano do momentu rozpuszczenia
z uzyciem mieszadta magnetycznego w temperaturze 60°C. Nastepnie, ciggle mieszajagc w
60°C, dodawno kolejno wodzian chloralu i glicerol. Wytaczano mieszadto magnetyczne w celu
pozbycia si¢ pecherzykow powietrza. W przypadku zbyt niskiej ptynnosci przygotowanej
mieszaniny, dodawano do niej niewielkie ilosci glicerolu do momentu uptynnienia. Mieszaning

przechowywano szczelnie zamknigta i nakladano na preparaty w temperaturze pokojowe;.

3.2.5 Analiza statystyczna

Do analiz statystycznych przeprowadzonych w pracy doktorskiej uzyto oprogramowania
GraphPad Prism 8.0. Normalno$¢ rozkladu danych w kazdej z analizowanych grup byla
weryfikowana w oparciu o test Shapiro-Wilka. Istotno$¢ statystyczng danych o rozkladzie
normalnym okre§lano z wykorzystaniem testdéw parametrycznych, tj. dwustronnego testu t-
Studenta, dwustronnego testu t-Welcha lub jednoczynnikowego testu ANOVA z testem post-
hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya. Istotno$¢ statystyczng danych niemajacych rozktadu
normalnego okreslono z wykorzystaniem testow nieparametrycznych, tj. dwustronnego testu
Manna-Whitneya lub testu Kruskala-Wallisa z testem post-hoc wielokrotnych poréwnan
Dunna. Rodzaj testow statystycznych wykorzystanych w pracy doktorskiej do analizy wynikow

przedstawiony zostal w opisach rycin, na ktorych te wyniki zostaty zaprezentowane.

3.2.6 Numery akcesyjne genow

Ponizej wymienione zostaly numery akcesyjne genow, ktorych sekwencje wykorzystano w

trakcie realizacji pracy doktorskiej:

MtABCG40 (Medtr7g098300), Mis-aktyna (Medtr3g095530), MtLOG1 (Medtr7g101290),
MtLOG2  (Medtrlg064260), MtLOG3  (Medtrlg057020),  MtLOG-podobny 1
(Medtr1g015830),  MtLOG-podobny 2  (Medtr2g094790),  MtLOG-podobny 3
(Medtr3g113710), MtLOG-podobny 4 (Medtr4g058740), MtLBD16 (Medtr7g096530), MtRR4
(Medtr5g036480), AtLOG1 (At2g28305), AtLOG2 (At2g35990), AtLOG3 (At2g37210),
AtLOG4 (At3g53450), AtLOG5 (At4g35190), AtLOG6 (At5g03270), AtLOG7 (At5g06300),
AtLOGS (At5g11950), AtLOG9Y (At5g26140).
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4. WYNIKI

4.1 Negatywny wplyw MtABCG40 na gestos¢ korzeni bocznych u Medicago truncatula

4.1.1 Profil ekspresji MtABCG40 w organach Medicago truncatula

Transporter MtABCG40 zostat zaklasyfikowany do grupy pelnych transporteréw ABCG
(Jasinski i wsp., 2009). Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy analizy wykazaly, ze
kodujacy go gen ulega najsilniejszej ekspresji w korzeniu oraz w brodawce korzeniowej M.
truncatula. Poziom transkryptu MtABCG40 w korzeniu byl ok. 3-krotnie wyzszy niz w

brodawce (rycina 4.1).
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Rycina 4.1 Analiza poziomu ekspresji MtABCG40 w organach M. truncatula. Poziom ekspresji
MtABCG40 okreslony zostat przy uzyciu metody Real-Time PCR i znormalizowany wzgledem f-
aktyny. Na wykresie przedstawione zostaly wartosci $rednich oraz odchylen standardowych z trzech
niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna roznic pomigdzy $rednimi z
poréwnywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem jednoczynnikowego testu ANOVA 1 testu
post-hoc wielokrotnych poréwnan Tukeya. Takie same lub rdzne oznaczenia literowe $wiadczg
odpowiednio o braku lub obecnosci istotnosci statystycznej; P < 0,05.

4.1.2 Zalezno$¢ gestosci korzeni bocznych od ekspresji MtABCG40 w wybranych

warunkach

Biorac pod uwage specyficzny korzeniowo wzor ekspresji MtABCG40, w kolejnym etapie
badan sprawdzono, czy poziom mRNA MtABCG40 w tym organie jest zalezny od
zmieniajacego si¢ stezenia azotu w srodowisku I czy istnieje zwigzek pomiedzy poziomem
ekspresji MtABCG40 a parametrami morfologicznymi korzenia. Analiza poziomu mRNA
MtABCG40 w korzeniach trzytygodniowych roslin wykazata, ze gen ten ulega najsilniejszej

ekspresji w warunkach niedoboru azotu (0 mM NHsNO3), ktora spada wraz ze wzrostem
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stezenia azotanu (V) amonu (NH4NOz3). Wraz z pojawieniem si¢ azotu dostrzec mozna byto
wzrost gestosci korzeni bocznych M. truncatula. Cecha ta wykazata zatem negatywna
zalezno$¢ w stosunku do poziomu transkryptu MtABCG40 w Korzeniu przy zmiennej

dostepnosci azotu dla roélin (rycina 4.2).
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Rycina 4.2 Zaleznos¢ ekspresji MIABCG40 w korzeniu i ggstosci korzeni bocznych M. truncatula od
stezenia NH4NOs. Poziom ekspresji MtABCG40 okreslony zostat przy uzyciu metody Real-Time PCR
i znormalizowany wzgledem f-aktyny. Na wykresie przedstawione zostaly warto$ci $rednich oraz
odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotnos$¢ statystyczna roznic
pomigdzy $rednimi z porownywanych grup okres§lona zostata z wykorzystaniem jednoczynnikowego
testu ANOVA i testu post-hoc wielokrotnych porownan Tukeya. Takie same lub rézne oznaczenia
literowe $wiadczg odpowiednio o braku lub obecnosci istotnosci statystycznej; P < 0,05.

Wsréd fitohormondw zaangazowanych w interakcje roslin z otoczeniem oraz majacych wplyw
na gestos$¢ korzeni bocznych, tak jak przedstawione powyzej zwigzki azotu, jest kwas
abscysynowy (ABA) oraz cytokininy (Laplaze i wsp., 2007; Liang i Harris, 2005). Aby
sprawdzi¢, istnienie zaleznosci poziomu mMRNA MtABCG40 od obecnosci wymienionych
hormonoéw oraz powigzaé ja z charakterystyczng dla dziatania obu hormonoéw morfologia
korzenia, przeprowadzono analize korzeni dwutygodniowych roslin, rosngcych na pozywkach
ze zmienng zawartoscia ABA 1 syntetycznej cytokininy, 6-benzyloaminopuryny (6-BAP).
Dodanie ABA do pozywki spowodowato wzrost gestosci korzeni bocznych M. truncatula z
jednoczesnym spadkiem poziomu ekspresji MtABCG40 (rycina 4.3A). Odwrotny efekt byt
nastepstwem zastosowania 6-BAP, ktorego rosngce stgzenie obnizyto gestos¢ korzeni
bocznych u roslin oraz przyczynito si¢ do akumulacji transkryptu MtABCG40 w ich korzeniach
(rycina 4.3 B).
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Rycina 4.3 Zaleznos¢ ekspresji MTABCG40 w korzeniu i ggstosci korzeni bocznych M. truncatula od
stezenia ABA (A) i 6-BAP (B). Poziom ekspresji MtABCG40 okreslony zostal przy uzyciu metody
Real-Time PCR i znormalizowany wzgledem pS-aktyny. Na wykresie przedstawione zostaty wartosci
srednich oraz odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtérzen biologicznych. Istotno$¢
statystyczna roéznic pomigdzy $rednimi z porownywanych grup w analizie ekspresji okreslona zostata z
wykorzystaniem testu Kruskala-Wallisa i testu post-hoc wielokrotnych poréwnan Dunna (A) oraz
jednoczynnikowego testu ANOVA i testu post-hoc wielokrotnych porownan Tukeya (B). Istotno$é
statystyczna réznic pomiedzy $rednimi z porownywanych grup w analizie gestosci korzeni bocznych
okreslona zostata z wykorzystaniem testu Kruskala-Wallisa i testu post-hoc wielokrotnych poréwnan
Dunna (A i B). Takie same lub rozne oznaczenia literowe $wiadcza odpowiednio o braku Iub obecnosci
istotnosci statystycznej; P < 0,05.

4.1.3 Analiza gestos$ci korzeni bocznych mtabcg40

Przeszukanie bazy danych udostepnionej przez Noble Research Institute (Ardmore, Oklahoma,
USA), zawierajacej informacje o dostepnych mutantach insercyjnych Tntl u M. truncatula,
pozwolito na zidentyfikowanie dwoch linii roslin z mutacjami w genie MtABCG40: NF21323
(mtabcg40-1) i NF17891 (mtabcg40-2). Okreslenie doktadnego miejsca mutacji mozliwe byto
dzigki analizie sekwencji FST (ang. flanking sequence tag) genu MtABCG40, ktore znajduja
si¢ w bezposrednim sgsiedztwie retrotranspozonu Tntl. Pozwolito to stwierdzi¢, ze linia
NF21323 posiada mutacj¢ w obrgbie 22 egzonu, a linia NF17891 w pierwszym intronie
MtABCG40 (rycina 4.4). Mutanty te wykazywaly obnizony poziom ekspresji MtABCG40
wzgledem roslin typu dzikiego (rycina 4.5).

miabcg40-2 miabcg40-1

Rycina 4.4 Schemat przedstawiajacy umiejscowienie insercji retrotranspozonu Tntl (czarne trojkaty) w
obrebie genu MtABCG40 w linii NF21323 (mtabcg40-1) oraz NF17891 (mtabcg40-2). Szarymi
prostokatami oznaczono polozenie egzonow; przestrzenie pomiedzy prostokatami przedstawiajg
lokalizacje intronow.

85



15, NF21323  NF17891
TP<0,00(')1

10{ |4

P <0,0001

_|_
0,51 J‘

0,0 ﬁ:q

\N" 4’\ A() ,A\ \VY" A{O :?t
((\'& a\oGg (-(\’K ab()g

Wzgledna ekspresja

T
il

Rycina 4.5 Analiza poziomu ekspresji MtABCG40 w korzeniach roslin typu dzikiego (WTi) oraz
korzeniach mutantow (mtabcg40) z linii NF21323 oraz NF17891. Rosliny hodowane byly na
pozywkach niesuplementowanych azotem. Poziom ekspresji MtABCG40 okreslony zostal przy uzyciu
metody Real-Time PCR i znormalizowany wzgledem f-aktyny. Na wykresie przedstawione zostaty
warto$ci $rednich oraz odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych.
Istotno$¢ statystyczna réznic pomiedzy s$rednimi z poréwnywanych grup okreslona zostata z
wykorzystaniem dwustronnego testu t-Welcha (NF21323) i dwustronnego testu t-Studenta (NF17891).

W kolejnym etapie badan dokonano oceny wptywu transportera MtABCG40 na gestos$c korzeni
bocznych u M. truncatula. Wykorzystano do tego celu trzytygodniowe rosliny mtabcg40-1 oraz
mtabcg40-2, hodowane na pozywce niesuplementowanej azotem. Charakteryzowaty si¢ one
zwigkszong gestoscig korzeni bocznych w stosunku do odpowiadajacych im roslin typu
dzikiego (WT-1, WT-2) (rycina 4.6 A). Roznice te wynikaly ze skracania si¢ korzenia
gtdéwnego oraz zwigkszania liczby korzeni bocznych mutantow, z istotnoscia statystyczna obu
tych cech jedynie w linii NF21323 (rycina 4.6, B i C), ktora odznaczata si¢ wiekszg roznicg w
ekspresji MtABCG40 pomiedzy korzeniami mtabcg40 i WT (rycina 4.5). Podobna analiza
przeprowadzona zostala na pozywkach zawierajacych 1 mM NH4NOsz, przy ktérym
zaobserwowano wczesniej obnizong wzgledem 0 mM NH4sNO3 ekspresje MtABCG40 (rycina
4.2). Suplementowane azotem rosliny mtabcg40 z obu linii roznity sie gestoscia korzeni
bocznych wzglgdem odpowiadajacych im roslin WT. Roznica ta byta jednak mniej znaczaca

niz w przypadku warunkow bez azotu (zatacznik 1).
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Rycina 4.6 Analiza morfologii korzenia mutantéw (mtabcg40) oraz roslin typu dzikiego (WT) z linii
NF21323 oraz NF17891 z uwzglednieniem gestosci korzeni bocznych (A), dtugosci korzenia gtownego
(B) oraz liczby korzeni bocznych (C). Dla kazdego wykresu pudetkowego: linia posrodku przedstawia
potozenie wartosci mediany; ,,+” przedstawia potozenie wartosci $redniej; prostokat obejmuje wartosci
w przedziale percentyli 25-75; wasy obejmuja wartosci pomi¢dzy pudetkiem a percentylem 10 i 90.
Warto$ci powyzej i ponizej wasoéw sa zaprezentowane jako pojedyncze punkty. Istotno$¢ statystyczna
roéznic pomiedzy srednimi z porownywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem dwustronnego
testu t-Welcha (A) oraz dwustronnego testu Manna—Whitneya (B i C); ns, rdznica nieistotna
statystycznie; n okresla liczbe roslin poddanych analizie w ramach trzech niezaleznych powtorzen
biologicznych (A-C).

4.2 Okreslenie subkomorkowej lokalizacji biatka MtABCG40

Okreslenie subkomodrkowej lokalizacji biatka MtABCG40 rozpoczg¢to od stworzenia
konstrukcji fuzyjnej proUBI110:GFP-MtABCG40. Postuzyta ona do transformacji protoplastow
wyizolowanych z mezofilu lisci Arabidopsis thaliana metoda z uzyciem glikolu
polietylenowego (PEG) oraz agroinfiltracji lisci tytoniu Nicotiana benthamiana. Do obserwacji
mikroskopowych protoplastow oraz komorek epidermy lisci tytoniu przystapiono odpowiednio
po 18 h i 4 dniach od transformacji. Sygnat biatka GFP dostrzegalny byt w obu przypadkach w
btonie komoérkowej, co potwierdzono z wykorzystaniem biatka PIP2, bedacego markerem
btony komorkowej, oraz barwnika fluorescencyjnego FM4-64, barwiacego btong komorkowa,
odpowiednio w protoplastach i komoérkach epidermy lisci tytoniu (rycina 4.7). Wektor
pMDC43 niezawierajacy sekwencji MtABCGA40, a jedynie GFP, postuzyt jako kontrola przy
obu transformacjach. Sygnat wolnego biatka GFP powstatego na matrycy wektora kontrolnego,

nie zawierajacego sekwencji MtABCG40, pojawit si¢ w cytoplazmie komorek (zatacznik 2).
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Rycina 4.7 Lokalizacja subkomorkowa transportera MtABCG40 w btonie komorkowej protoplastow
izolowanych z mezofilu li§ci A. thaliana (A) oraz komoérek epidermy lisci tytoniu N. benthamiana (B).
Sygnat zielony — fluorescencja GFP; sygnat purpurowy (ang. magenta) — fluorescencja mCherry; skala:
5 um.

4.3 Transport cytokinin przez MtABCG40
(wspotpraca: Jian Xia i Markus Geisler, Uniwersytet we Fryburgu, Szwajcaria)

Czesto obserwowanym podczas badan nad transporterami ABCG zjawiskiem jest indukcja
ekspresji kodujacych je genow pod wpltywem transportowanych przez nie czasteczek
(Jarzyniak i wsp., 2021; Kuromori i wsp., 2010). W zwiazku z zaobserwowang wczesniej
indukcja ekspresji MtABCG40 przez 6-BAP (rycina 4.3B), a takze izopentenyloadeni¢ (iP) oraz
trans-zeatyne (tZ) (rycina 4.8), postanowiono sprawdzi¢, czy to cytokininy sa fitohormonami

transportowanymi przez MtABCG40.
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Rycina 4.8 Analiza poziomu ekspresji MtABCG40 w korzeniach M. truncatula po egzogennej aplikacji
1 uM izopentenyloadeniny (iP) (A) oraz 1 uM trans-zeatyny (tZ). Poziom ekspresji okreslony zostat
przy uzyciu metody Real-Time PCR i znormalizowany wzglgdem f-aktyny. Na wykresie przedstawione
zostaty wartos$ci srednich oraz odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych.
Istotno$¢ statystyczna réznic pomigdzy $rednimi z porownywanych grup kontrolnych (ciemne stupki) i
traktowanych hormonami (jasne stupki) okre$lona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu
Manna—Whitneya (A i B); ns, rdznica nieistotna Statystycznie.

Eksperymenty transportu poprzedzita transformacja lisci N. benthamiana konstrukcja genowa
proUBI10:GFP-MtABCG40 oraz wektorem kontrolnym, niezawierajacym sekwencji
MtABCG40, na drodze agroinfiltracji. Z lisci tych po 4 dniach wyizolowano protoplasty, do
ktorych egzogennie dodano znakowang radioaktywnie tZ, [YC]tZ. Nastepnie, z
wykorzystaniem pomiaréw radioaktywno$ci supernatantu, obserwowano wyptyw cytokininy z
protoplastow do supernatantu. Poziom eksportu przedstawiono jako procent radioaktywnosci
supernatantu po 20 min wzgledem jego radioaktywnos$ci na poczatku eksperymentu.
Protoplasty transformowane konstrukcja proUBI10:GFP-MtABCG40 charakteryzowaty sie
obnizong W stosunku do wektora kontrolnego wartos$cig eksportu (rycina 4.9A). Wynikajacy z
tego potencjalny import tZ przez MtABCG40 sprawdzony zostal poprzez wykonanie
eksperymentu, w ktérym obserwowano naptyw [**CJtZ z supernatantu do protoplastow, z
pomiarem radioaktywnosci protoplastow. Jego wyniki wykazaty znaczacy wzglgdem kontroli
import cytokininy bedacy udziatem MtABCG40 (rycina 4.9B). Specyficzno$¢ badanego
transportera wzgledem cytokinin zostata ponadto potwierdzona poprzez przeprowadzenie
dodatkowego eksperymentu eksportu z udziatem radioaktywnego kwasu indolilo-3-octowego,
[PH]IAA, ktory nie byt przez niego transportowany (rycina 4.9C).
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Rycina 4.9 Analiza transportu tZ oraz IAA w protoplastach izolowanych z mezofilu lisci tytoniu N.
benthamiana transformowanych konstrukcja genowa proUBI10:GFP-MtABCG40 i wektorem
kontrolnym. A, Eksperyment eksportu [**C]JtZ. B, Eksperyment importu [**C]tZ. C, Eksperyment
eksportu [*H]JIAA. Na wykresach przedstawione zostaly warto$ci $rednich oraz odchylen
standardowych z co najmniej 4 niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotnos$¢ statystyczna rdznic
pomigdzy $rednimi z porownywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu t-
Studenta; ns, réznica nieistotna statystycznie.

4.4 Analiza koekspresji MtABCG40 i genéw bioracych udzial w aktywacji cytokinin

4.4.1 Charakterystyka profilu ekspresji genéw Lonely Guy (LOG) u M. truncatula

Celem sprawdzenia potencjalnej koekspresji MtABCG40 i gendéw bioracych udziat w aktywacji
cytokinin, w kolejnym etapie badan dokonano analizy ekspresji siedmiu gendw z rodziny
Lonely Guy (LOG) u M. truncatula (Mortier i wsp., 2014; van Zeijl i wsp., 2015) w
trzytygodniowych korzeniach wyrostych na pozywkach o zmiennym stezeniu NHsNOs.
Wyniki wskazuja na wzrost akumulacji mRNA pieciu z nich w korzeniu przy braku azotu (0
mM NH4NO3) wzgledem tych rosnacych na pozywce suplementowanej tym pierwiastkiem.
Byty to MtLOG2, MtLOG3, MtLOG-podobny 1, MtLOG-podobny 3 i MtLOG-podobny 4
(rycina 4.10). Jako MtLOG-podobne (ang. MtLOG-like) opisano geny wytypowane jako LOG

na podstawie homologii do genéw u A. thaliana.
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Rycina 4.10 Ekspresja MtABCG40 oraz gendéw z rodziny MtLOG w korzeniach trzytygodniowych
siewek M. truncatula rosngcych na pozywkach o réznym stezeniu NHsNOsz. Na diagramie
przedstawione zostaty wartosci logarytmu z krotnosci zmian ekspresji (ang. log fold change, logFC)
wzgledem 0,5 mM NHsNO3.

4.4.2 Analiza morfologii korzeni MtABCG40 RNAI i MtLOG3 RNAI

Geny takie jak AtLOG2 i AtLOG7 uznane zostaty za istotne dla prawidtowego rozwoju korzeni
bocznych u A. thaliana, gdyz podwojne mutanty log2 log7 charakteryzowaty si¢ zwigkszong
liczba korzeni bocznych w stosunku do roslin typu dzikiego (Kuroha i wsp., 2009). Co wigcej,
ekspresja AtLOG7 indukowana jest przy niedoborach azotu (zatacznik 3) (Walker i wsp., 2017),
podobnie jak MtLOG3 (rycina 4.10). Ze wzgledu na najwyzszy stopien podobienstwa
sekwencji nukleotydowej MtLOG3 do AtLOG2 i AtLOG7 (zatacznik 4), postanowiono
przyjrze¢ si¢ morfologii korzeni z wyciszong z uzyciem interferencji RNA (ang. RNA
interference, RNAI) ekspresja MtLOG3. Przygotowana konstrukcja wyciszajaca
zaprojektowana zostata z uwzglednieniem jak najwyzszej specyficznosci wyciszania. Celem
analiz porownawczych przygotowano rowniez konstrukcje wyciszajaca MtABCG40. Po
transformacji z uzyciem A. rhizogenes, wyroste na pozywce niesuplementowanej azotem
korzenie wlosowate poddane zostaty selekcji na obecno$¢ biatka DsRed, ktorego sekwencja
byta rowniez zawarta w wektorze. Potwierdzony zostat takze obnizony poziom ekspresji genéw
MtLOG3 oraz MtABCG40 w korzeniach niosacych odpowiadajace im konstrukcje wzglgdem
tych transformowanych wektorem kontrolnym, niezawierajacym sekwencji wyciszajacych
(rycina 4.11A). W kolejnym kroku przystgpiono do analizy morfologii korzeni. Korzenie
transformowane obiema konstrukcjami wyciszajacymi charakteryzowaty si¢ podobna gestoscia
korzeni bocznych. W obu przypadkach zaobserwowano rowniez wzrost wartosci tego

parametru wzglgdem korzeni transformowanych wektorem kontolnym (rycina 4.11, B i C).
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Rycina 4.11 Analiza korzeni wtosowatych transformowanych konstrukcjami wyciszajagcymi MtLOG3
RNAI oraz MtABCG40 RNAI. A, Analiza poziomu ekspresji MtLOG3 i MtABCG40 w korzeniach z
odpowiadajacym im wyciszeniem RNAi wzgledem korzeni transformowanych wektorem kontrolnym.
Poziom ekspresji okreslony zostal przy uzyciu metody Real-Time PCR i znormalizowany wzgledem /-
aktyny. Na wykresie przedstawione zostaty wartosci srednich oraz odchylen standardowych z dwoch
niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna réznic pomigdzy Srednimi z
porownywanych grup okre$lona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu Manna—Whitneya. B i
C, Analiza morfologii korzeni z wyciszong ekspresja MtLOG3 i MtABCG40 wzgledem korzeni
transformowanych wektorem kontrolnym. Gestos¢ korzeni bocznych analizowanych korzeni (B). Dla
kazdego wykresu pudetkowego: linia posrodku przedstawia potozenie wartosci mediany; ,,+”
przedstawia polozenie wartosci $redniej; prostokat obejmuje wartosci w przedziale percentyli 25-75;
wasy obejmuja wartosci pomigdzy pudetkiem a percentylem 10 i 90. Wartosci powyzej i ponizej wasow
sa zaprezentowane jako pojedyncze punkty. Istotno$¢ statystyczna rdznic pomiedzy S$rednimi z
poréwnywanych grup w analizie gestosci korzeni bocznych okreslona zostala z wykorzystaniem testu
Kruskala-Wallisa i testu post-hoc wielokrotnych poréwnan Dunna. Takie same lub rézne oznaczenia
literowe $wiadczg odpowiednio o braku lub obecnosci istotnosci statystycznej; P < 0,05. Warto$¢ n
oznacza taczng liczbg roélin analizowanych w dwoch niezaleznych powtoérzeniach biologicznych.
Zdjecia analizowanych korzeni (C). Skala: 1 cm.
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4.4.3 Analiza wzoru ekspresji MtLOG3 i MtABCG40 w korzeniu

Oceng potencjalnych podobienstw we wzorze ekspresji MtLOG3 i MtABCG40 rozpoczgto od
przygotowania konstrukcji genowych kodujacych biatka reporterowe znajdujace si¢ pod
kontrolg promotorow MtABCG40 i MtLOG3. Promotor MtABCG40 potaczono z genem
kodujacym B-glukuronidazg (ang. p-glucuronidase, GUS), katalizujaca barwng reakcje
hydrolizy X-GIcA (5-bromo-4-chloro-3-indolylo-B-D-glukuronidu), oraz z genem dla biatka
GFP z sygnalem lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal, NLS). Promotor
MtLOG3 potaczono z genem kodujagcym GUS oraz biatko czerwonej fluorescencji tdTomato z
NLS. Tym samym powstalty nastepujace konstrukcje genowe: proMtABCG40:GUS,
proMtABCG40:NLS-GFP, proMtLOG3:GUS oraz proMtLOG3:NLS-tdTomato, ktore
postuzyly do transformacji korzeni siewek M. truncatula z wykorzystaniem A. rhizogenes.
Ekspresja MtABCG40 zaobserwowana zostala we wnetrzu wiagzki przewodzacej oraz w
przylegtych do niego warstwach korzenia odpowiedzialnych u M. truncatula za formowanie
zawigzka korzenia bocznego, tj. w perycyklu, endodermie oraz w wewnetrznych warstwach
kory pierwotnej (rycina 4.12A) (Herrbach i wsp., 2014). Aktywnos$¢ promotora MtABCG40
obecna byta takze w samym primordium korzenia bocznego oraz w komérkach RAM (rycina
4.12A). Wzor ekspresji MtLOG3 pokrywat si¢ z tym dla MtABCG40 we wigzce przewodzacej
oraz w zawigzku korzenia bocznego. Poza tym wystepowal réwniez w komodrkach czapeczki
korzenia, waznym miejscu odpowiedzialnym za biosynteze cytokinin (rycina 4.12B) (Aloni i
wsp., 2005). Aktywnos¢ promotoréw obu tych gendw zdawata si¢ zatem w obrgbie wierzchotka
wzrostu korzenia nie pokrywac a jedynie wystgpowaé w przylegtych miejscach (rycina 4.12, A
i B).
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Rycina 4.12 Analiza wzoru ekspresji MtABCG40 i MtLOG3 w transgenicznych korzeniach
wlosowatych niosgcych konstrukcje ProMtABCG40:GUS i ProMtABCG40:NLS-GFP (A) oraz
ProMtLOG3:GUS i ProMtLOG3:NLS-tdTomato (B). Kazdy z paneli (A i B) zawiera obrazy spod
mikroskopu konfokalnego (lewa strona) oraz mikroskopu $wietlnego (prawa strona). Obrazy spod
mikroskopu konfokalnego przedstawiaja kolejno: korzen, zawiagzek korzenia bocznego oraz
wierzchotek wzrostu korzenia, podobnie jak obrazy spod mikroskopu $§wietlnego w lewej kolumnie.
Obrazy spod mikroskopu $wietlnego w prawej kolumnie przedstawiaja kolejno: przekrdj poprzeczny i
podtuzny przez korzen oraz przekrdj podtuzny przez wierzchotek wzrostu korzenia. Zamieszczone
obrazy reprezentuja wzory ekspresji zaobserwowane podczas analizy >20 korzeni z trzech niezaleznych
powtorzen biologicznych (transformacji). Skala: 0,5 cm.

4.5 Wplyw MtABCG40 na funkcjonowanie merystemu wierzchotkowego korzenia

4.5.1 Wplyw mutacji w MtABCG40 na dlugo$¢ merystemu wierzcholkowego korzenia

Aby zbada¢ przyczyny pojawiajacych si¢ réznic w dtugosci korzenia gtownego pomigedzy
mutantami mtabcg40 i roslinami typu dzikiego (rycina 4.6B), w kolejnym etapie badan
skupiono si¢ na analizie ich merystemow apikalnych (RAM). W zwiazku z pozytywna
zalezno$cig tempa wydtuzania si¢ korzenia gtéwnego od rozmiaru RAM (Dello loio i wsp.,
2007; Wang i wsp., 2020), na wstepie dokonano pomiarow dlugosci tej struktury u roslin
mtabcg40-1 oraz WT-1. Dhlugos¢ RAM definiowano jako odleglto$¢ od jego centrum
spoczynkowego (ang. quiescent center, QC), do podstawy merystemu na granicy ze strefa
elongacji (ang. elonagtion zone, EZ). Poczatek EZ byt miejscem pojawienia si¢ pierwszej
wydtuzonej komoérki w drugiej warstwie kory pierwotnej. Wyniki pomiarow wykonanych na
10-dniowych roslinach wyrostych na pozywce niesuplementowanej azotem wskazaly na

wydhuzenie RAM korzeni roslin mtabcg40-1 wzgledem typu dzikiego (rycina 4.13).
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Rycina 4.13 Analiza dtugosci RAM 10-dniowych korzeni WT-1 i mtabcg40-1 wyrostych na pozywce
niesuplementowanej azotem. A, Obraz stref apikalnych korzeni gtownych roslin WT-1 i mtabcg40-1
przedstawiony z uzyciem kontrastu Nomarskiego z zaznaczong dtugo$cia RAM (przerywana linia),
mierzong od ich QC do poczatku EZ; poczatek EZ wyznaczony zostal w miejscu pojawienia si¢
pierwszej wydtuzonej komorki drugiej warstwy kory pierwotnej (strzatka). B, Wykres przedstawiajacy
dhlugos¢ RAM roélin WT-1 i mtabcg40-1. Dla kazdego wykresu pudetkowego: linia posrodku
przedstawia potozenie wartosci mediany; ,,+” przedstawia potozenie wartosci $redniej; prostokat
obejmuje wartoSci w przedziale percentyli 25-75; wasy obejmujg warto$ci pomiedzy pudetkiem a
percentylem 10 i 90. Warto$ci powyzej i ponizej waséw sg zaprezentowane jako pojedyncze punkty.
Istotno$¢ statystyczna roznic pomiedzy S$rednimi z poréwnywanych grup okreslona zostata z
wykorzystaniem dwustronnego testu t-Studenta. Warto$¢ n oznacza tgczng liczbg roslin analizowanych
w ramach dwoch niezaleznych powtorzen biologicznych. Skala: 100 pm.

4.5.2 Analiza stezenia aktywnych cytokinin oraz poziomu ekspresji MtRR4 w RAM

roslin mtabcg40

(wspotpraca: Lenka Plackova i Ondfej Novak, Uniwersytet Palackiego w Otomuncu, Czechy)

Wyjasnienie przyczyny zaobserwowanych w podrozdziale 4.5.1 réznic pomigdzy dhugoscia
RAM u roélin typu dzikiego (WT-1) i mutantow MtABCG40 (mtabcg40-1) rozpoczeto od
analizy poziomu ekspresji MtRR4 w wierzchotkach wzrostu ich korzeni wyrostych na pozywce
niesuplementowanej azotem. Wybor MtRR4 podyktowany byt faktem, iz jest on
wykorzystywany jako marker uruchomienia szlaku sygnatowego zaleznego od aktywnych form
cytokinin (Gonzalez-Rizzo i wsp., 2006). Badanie to pokazato silniejsza akumulacje mMRNA
MtRR4 w korzeniach mutantow w poréwnaniu z korzeniami WT (rycina 4.14A). Dokonano
ponadto w RAM analizowanych roslin pomiaru st¢zenia cytokinin w postaci wolnych zasad
azotowych, w tym iP, tZ, cis-zeatyny (cZ) i dihydrozetyny (DHZ). Wyniki wskazaly na brak
istotnych réznic pomiedzy zawarto$cig analizowanych czasteczek w korzeniach mutantéw

wzgledem korzeni typu dzikiego (rycina 4.14B).
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Rycina 4.14 Analiza poziomu ekspresji MtRR4 (A) oraz st¢zenia aktywnych biologicznie form
cytokinin (B) w wierzchotkach wzrostu korzenia roslin typu dzikiego (WT) i mutantéw (mtabcg40). A,
Ekspresja MtRR4, markera uruchomienia szlaku sygnatowego zaleznego od aktywnych form cytokinin,
W wierzchotkach wzrostu korzenia ro$lin typu dzikiego (WT-1) oraz mutantéw (mtabcg40-1). Poziom
ekspresji okreslony zostat przy uzyciu metody Real-Time PCR i znormalizowany wzgledem f-aktyny.
Na wykresie przedstawione zostaly wartosci $rednich oraz odchylen standardowych z dwoch
niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna roznic pomiedzy $rednimi z
porownywanych grup okreslona zostala z wykorzystaniem dwustronnego testu t-Studenta. B, Pomiar
sumarycznego stezenia aktywnych form cytokinin, tj. wolny zasad azotowych (iP, tZ, ¢Z, DHZ), w
wierzchotkach wzrostu korzenia roslin typu dzikiego (WT-1, WT-2) oraz mutantow (mtabcg40-1,
mtabcg40-2). Kazda z analizowanych prob sktadata si¢ z 50 wierzchotkow wzrostu, obejmujacych
fragment od czapeczki korzenia do granicy RAM ze strefg EZ. Na wykresie przedstawione zostaty
wartos$ci $rednich oraz odchylen standardowych st¢zen z dwodch lub trzech niezaleznych powtorzen
biologicznych. Istotnos$¢ statystyczna roznic pomiedzy Srednimi z porownywanych grup okreslona
zostala z wykorzystaniem dwustronnego testu t-Studenta; ns, réznica nieistotna statystycznie.

4.5.3 Wplyw MtABCG40 na stezenie | AA oraz aktywnos$¢ promotora DR5 w RAM
(wspotpraca: Lenka Plackova i Ondiej Novak, Uniwersytet Palackiego w Otomuncu, Czechy)

W zwigzku z obserwowang W RAM zaleznosciag pomigdzy cytokiniami i auksynami (Jones i
wsp., 2010; Marhavy i wsp., 2011), w kolejnym etapie badan ocenie poddano st¢zenie obecnego
w wierzchotku wzrostu korzenia IAA. Wyniki wskazaly na wzrost akumulacji tego hormonu w
korzeniach mutantow (mtabcg40-1, mtabcg40-2) obu analizowanych linii wzgledem
odpowiadajacych im korzeni typu dzikiego (WT-1, WT-2) (rycina 4.15A). Wyciszenie
ekspresji MtABCG40 z uzyciem RNAi w korzeniach niosacych kontrukcje reporterowsa
DR5:GUS wskazato ponadto na silniejszg wzgledem roslin kontrolnych aktywno$¢ promotora
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DR5 (rycina 4.15 B), bedacego markerem aktywacji szlaku sygnatowego zaleznego od auksyn
(Korasick i wsp., 2013).
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Rycina 4.15 Analiza zalezno$ci stezenia IAA (A) oraz poziomu aktywacji szlaku sygnatowego
zaleznego od auksyn (B) od poziomu ekspresji MtABCG40 w wierzchotkach wzrostu korzeni. A, Pomiar
akumulacji IAA w wierzchotkach wzrostu korzenia roslin typu dzikiego (WT-1, WT-2) oraz mutantow
(mtabcg40-1, mtabcg40-2). Kazda z analizowanych prob sktadata si¢ z 50 wierzchotkow wzrostu,
obejmujacych fragment od czapeczki korzenia do granicy RAM =ze strefa EZ. Na wykresie
przedstawione zostaty wartosci §rednich oraz odchylen standardowych z dwoch lub trzech niezaleznych
powtodrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna roznic pomigdzy $rednimi z poréwnywanych grup
okreslona zostala z wykorzystaniem dwustronnego testu t-Studenta. B, Ekspresja konstrukcji
reporterowej DR5:GUS w korzeniach transformowanych konstrukcja wyciszajaca MtABCG40 metoda
RNAI (Pro35S:RNAi40) lub wektorem kontrolnym z wykorzystaniem A rhizogenes. Zamieszczone
obrazy reprezentuja wzory ekspresji zaobserwowane w 10 korzeniach na konstrukt z dwoch
niezaleznych powtdrzen biologicznych (transformacji). Skala: 100 um.

4.6 Wpltyw MtABCG40 na formowanie korzenia bocznego

4.6.1 Analiza zmian ekspresji MtABCG40 pod wplywem egzogennej aplikacji IAA

Z powodu zaobserwowanego wptywu MtABCG40 na liczbe korzeni bocznych (rycina 4.6C),
przeprowadzono analize ekspresji kodujacego go genu pod wplywem IAA, bedacego
hormonem promujacym formowanie korzeni bocznych (Du i Scheres, 2018). MtABCG40 ulegt

represji po 6 h od egzogennego podania hormonu (rycina 4.16).
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Rycina 4.16 Poziom ekspresji MtABCG40 w korzeniach traktowanych 1 uM IAA i w nietraktowanych
korzeniach kontrolnych. Analizy dokonano przy uzyciu metody Real-Time PCR, a wyniki
znormalizowano wzgledem p-aktyny. Na wykresie przedstawione zostaly wartosci $rednich oraz
odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna roznic
pomigdzy $rednimi z porownywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu
Manna-Whitneya.

4.6.2 Wplyw MtABCG40 na inicjacje powstawania korzeni bocznych

W kolejnym etapie badan dokonano analizy wptywu transportera MtABCG40 na pierwsze
podzialy komorkowe podczas formowania Kkorzenia bocznego. Pozyskane metoda
grawitropicznej stymulacji fragmenty korzeni mutantow MtABCG40 zawierajace 12-, 24- i 48-
godzinne primordia poddane zostaty analizie poziomu ekspresji MtLBD16. Jest to gen kodujacy
czynnik transkrypcyjny zalezny od auksyn i promujgcy wczesne etapy organogenezy korzeni
bocznych (Schiessl i wsp., 2019). Wyniki wskazaty na wzrost akumulacji transkryptu
MtLBD16 po 12 h od inicjacji organogenezy korzenia bocznego w stymulowanych

grawitropicznie fragmentach mtabcg40-1 wzglgdem WT-1 (rycina 4.17).
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Rycina 4.17 Poziom ekspresji MtLBD16, genu indukowanego przez auksyny i promujacego wczesng
organogenez¢ brodawki korzeniowej, we fragmentach korzeni roslin typu dzikiego (WT-1) oraz
mutantow MtABCG40 (mtabcg40-1) zawierajagcych 12-, 24- i 48-godzinne zawigzki korzeni bocznych.
Analizy dokonano przy uzyciu metody Real-Time PCR, a wyniki znormalizowano wzglgdem fS-aktyny.
Na wykresie przedstawione zostaly warto$ci $rednich oraz odchylen standardowych z trzech
niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna rdéznic pomiedzy Srednimi z
porownywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu t-Studenta.

12-godzinne primordia mtabcg40 zanalizowano ponadto pod wzglgdem liczby tworzacych je
komorek. Wykorzystano do tego znakowanie dzielacego si¢ DNA syntetycznym nukleozydem,
5-etynylo-2'-deoksyurydyny (EdU) z przytaczong do niego fluorescencyjng czasteczka azydku
Alexa Fluor® 488. Zliczenie jader wykazujacych fluorescencyjny sygnat wskazato na wigksza
w stosunku do korzeni typu dzikiego (WT-1) liczbe komorek wypetniajacych primordia korzeni

bocznych mutantow (mtabcg40-1) (rycina 4.18).
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Rycina 4.18 Poréwnanie liczby komoérek tworzacych wczesne primordia korzeni bocznych roslin typu
dzikiego (WT-1) i mutantow (mtabcg40-1). A, Obraz mikroskopowy 12-godzinnych primordiow
korzeni bocznych indukowanych metodg grawistymulacji, przedstawiajacy jadra komoérkowe
wyznakowane z wykorzystaniem 5-etynylo-2’-deoksyurydyny (EdU) i przytaczonej do niego

99



fluorescencyjnej czasteczki azydku Alexa Fluor™ 488 (sygnat zielony). Sciany komorkowe
wybarwione zostaty za pomoca jodku propidyny (sygnat czerwony). Skala: 100 um. B, Porownanie
liczby wyznakowanych fluorescencyjnie jader w analizowanych primordiach korzeni bocznych. Dla
kazdego wykresu pudetkowego: linia posrodku przedstawia potozenie wartosci mediany; ,,+”
przedstawia potozenie warto$ci $redniej; prostokat obejmuje wartosci w przedziale percentyli 25-75;
wasy obejmujg wartosci pomigdzy pudetkiem a percentylem 10 i 90. Wartosci powyzej i ponizej waséw
sg zaprezentowane jako pojedyncze punkty. Istotno$¢ statystyczna roznic pomig¢dzy sSrednimi z
poréwnywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu t-Studenta. Warto$¢ n
oznacza laczng liczb¢ primordidéw analizowanych w ramach dwoch niezaleznych powtorzen
biologicznych.

4.7 Rola MtABCG40 w formowaniu brodawek korzeniowych

4.7.1 Analiza wzoru ekspresji MtABCG40 w brodawkach

W  zwigzku z zaobserwowang akumulacjg transkryptu MtABCG40 w brodawkach
korzeniowych u M. truncatula (rycina 4.1), dalsze badania po$wigcono wyjasnieniu
potencjalnego wpltywu transportera MtABCG40 na proces brodawkowania. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzono analiz¢ wzoru jego ekspresji poprzez analize¢ histochemiczng
transgenicznych korzeni niosgcych konstrukcje genowa proMtABCG40:GUS i inokulowanych
bakteriami symbiotycznymi Sinorhizobium meliloti 1021/pXLGD4. Wykorzystanie tego
szczepu pozwolilo na odrdznienie formujacych si¢ na powierzchni korzeni brodawek od
korzeni bocznych poprzez barwng reakcje wewnatrz komorek bakterii katalizowang przez
enzym [-galaktozydaze (ang. p-galactosidase, GAL), kodowany przez transgen lacZ.
Aktywnos¢ promotora MtABCG40 widoczna byta w formujgcym si¢ zawigzku brodawki, jak

réwniez pozniej, w rozwijajacej si¢ brodawce 14 dni po inokulacji (rycina 4.19).

proMtABCG40:GUS
ni¢ infekcyjna zawigzek brodawki rozwijajgca sie \\

_S. meliloti

S. meliloti

Rycina 4.19 Wzor ekspresji MtABCG40 w czasie brodawkowania transgenicznych korzeni niosacych
konstrukcje genowa proMtABCG40:GUS. Zdjecia przedstawiaja kolejno: infekcje bakteryjna,
formowanie zawigzka brodawki oraz rozwijajacg si¢ brodawke korzeniowa 14 dni po infekcji. Podwojne
barwienie z wykorzystaniem substratow chromogennych X-GIcA i Magenta-Gal pozwolito na
zwizualizowanie odpowiednio miejsc ekspresji MtABCG40 na niebiesko oraz S. meliloti w kolorze
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purpurowym (ang. magenta). Czarne strzatki wskazuja na polozenie nici infekcyjnych Iub
zainfekowanych bakteriami komorek brodawki. Skala, odpowiednio: 50 uM, 100 uM i 100 pM.

4.7.2 Analiza zmian ekspresji MtABCG40 po inokulacji Sinorhizobium meliloti

Formowanie brodawki inicjowane jest w korzeniu roslin bobowatych poprzez zwigzanie
czgsteczki sygnalowej okre$lanej jako czynnik Nod (ang. Nod factor) z receptorem,
znajdujacym si¢ na powierzchni ryzodermy. Percepcja czynnika Nod aktywuje kaskade
sygnatlowa, co Ww konsekwencji prowadzi do szeregu przemian o0 charakterze
transkryptomicznym, ktore kontroluja caty proces (Buhian i Bensmihen, 2018). W celu
sprawdzenia wptywu czynnika Nod na zmiane akumulacji transkryptu MtABCG40, korzenie
M. truncatula inokulowano dwoma szczepami S. meliloti, r6znigcymi si¢ zdolnoscig do jego
produkcji. Szczepem E65, konstytutywnie produkujgcym czynnik Nod oraz szczepem
kontrolnym SL44 z delecja genow nodABC odpowiedzialnych za jego biosyntez¢. Badanie
wskazato na wzrost poziomu ekspresji MtABCG40 wywotany przez szczep E65 wzgledem
szczepu SL44 po 24 h i 48 h od inokulacji, a tym samym na indukcje¢ ekspresji MABCG40 pod
wplywem czynnika Nod (rycina 4.20).
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Rycina 4.20 Analiza poziomu ekspresji MtABCG40 w korzeniach M. truncatula pod wptywem
czynnika Nod, przeprowadzona z wykorzystaniem szczepu bakterii S. meliloti nieprodukujgcego (SL44)
oraz konstytutywnie produkujacego (E65) czynnik Nod. Analizowano punty czasowe: 6, 24 i 48 h po
inokulacji (hpi, ang. hours post inoculation). Poziom ekspresji okreslony zostat przy uzyciu metody
Real-Time PCR i znormalizowany wzgledem fS-aktyny. Na wykresie przedstawione zostaty warto$ci
$rednich oraz odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotnos¢
statystyczna roéznic pomigdzy $rednimi z porownywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem
dwustronnego testu Manna-Whitneya.
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4.7.3 Okreslenie wptywu MtABCG40 na liczbe brodawek u Medicago truncatula

W zwiagzku z aktywnoscig promotora MtABCG40 w brodawkach korzeniowych (podrozdziat
4.7.1) oraz jego podwyzszonym poziomem ekspresji w obecnosci czynnika Nod (podrozdziat
4.7.2), w kolejnym etapie badan podjeto si¢ charakterystyki wptywu transportera MtABCG40
na wydajno$¢ brodawkowania u M. truncatula. Wykorzystano do tego linie mutantow
mtabcg40 (NF21323: mtabcg40-1, WT-1 oraz NF17891: mtabcg40-2, WT-2), ktore
inokulowano zawiesing natywnego szczepu bakterii S. meliloti 1021. Liczba brodawek
powstatych po 21 dniach na korzeniach mutantow mtabcg40 obu linii byta wigksza od tej

zaobserwowanej u odpowiadajgcych im roslin typu dzikiego, WT (rycina 4.21).
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Rycina 4.21 Por6éwnanie liczby brodawek tworzonych przez rosliny mtabcg40 z linii NF21323
(mtabcg40-1) i NF17891 (mtabcg40-2) oraz odpowiadajacym im roslinom typu dzikiego (WT-1, WT-
2) 21 dni po inokulacji bakteriami S. meliloti 1021. Dla kazdego wykresu pudetkowego: linia posrodku
przedstawia potozenie warto$ci mediany; ,,+° przedstawia polozenie wartosci Sredniej; prostokat
obejmuje warto$ci w przedziale percentyli 25-75; wasy obejmujg warto$ci pomiedzy pudetkiem a
percentylem 10 i 90. Wartosci powyzej i ponizej wasow sa zaprezentowane jako pojedyncze punkty.
Istotno$¢ statystyczna roznic pomiedzy Srednimi z poréwnywanych grup okreslona zostata z
wykorzystaniem dwustronnego testu Manna-Whitneya. Warto$¢ n oznacza taczng liczbe brodawek
zliczonych w ramach dwodch niezaleznych powtorzen biologicznych.

4.7.4 Wplyw MtABCG40 na zalezna od auksyn inicjacj¢ organogenezy brodawek

Ze wzgledu na zwigkszenie liczby brodawek produkowanych przez korzenie roslin z mutacja
MtABCG40, w dalszej fazie badan skupiono si¢ na wyjasnieniu mechanizmu stojacego za
zaobserwowanym fenotypem. Z uwagi na postulowane cze¢sciowe podobienstwo do
organogenezy korzeni bocznych (Schiessl i wsp., 2019), opisane ponizej analizy formowania

brodawki zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ z uzyciem metod analogicznych do tych, jakich
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uzyto w niniejszej pracy do badania korzeni bocznych. Precyzyjna kontrola momentu inicjacji
procesu brodawkowania w czasie i w okreslonej strefie korzenia mozliwa byta dzigki
wykorzystaniu techniki punktowej inokulacji bakterii symbiotycznych. Technika ta polega na
zaaplikowaniu kropli zawiesiny S. meliloti na dystalny fragment strefy roznicowania korzenia,
charateryzujacej si¢ wystepowaniem miodych i wcigz jeszcze wydtuzajacych si¢ wlosnikow.
Jest to jednoczesnie miejsce najbardziej wrazliwe na infekcje bakteryjne, gwarantujace
wydajne brodawowanie (Bhuvaneswari i wsp., 1980). Przyjmujac moment umieszczenia kropli
na powierzchni korzenia za punkt zerowy, dokonano zbioru fragmentéw korzenia znajdujacych
si¢ W miejscu inokulacji w kolejnych punktach czasowych 12, 24 i 48 h po inokulacji. Materiat
postuzyt do analizy poziomu ekspresji MtLBD16, genu kodujacego jeden z czynnikow
transkrypcyjnych, ktorego ekspresja indukowana jest w obecnosci auksyn na wczesnych
etapach organogenezy brodawki (Schiessl i wsp., 2019). Zaobserwowano podwyzszong
akumulacje transkryptu MtLBD16 w materiale z korzeni mtabcg40 wzgledem WT (rycina
4.22).
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Rycina 4.22 Poziom ekspresji MtLBD16, genu markerowego odpowiedzi komorek na auksyny, we
fragmentach korzeni ro$lin typu dzikiego (WT-1) oraz mutantow MtABCG40 (mtabcg40-1) 12, 24, 48
godzin po inokulacji bakteriami symbiotycznymi w miejscu inicjacji formowania brodawek
korzeniowych. Poziom ekspresji okreslony zostal przy uzyciu metody Real-Time PCR i
znormalizowany wzgledem pS-aktyny. Na wykresie przedstawione zostaly wartosci $rednich oraz
odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotnosc¢ statystyczna roznic
pomigdzy $rednimi z poréwnywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu
Manna-Whitneya.

W zwiagzku z podwyzszong ekspresja MILBD16 w zawigzkach brodawek mtabcg40 wzgledem
ros$lin WT-1 (rycina 4.22), w kolejnym etapie badan dokonano analizy tempa zachodzacych w

ich obrebie podziatow komorkowych, ktore sg silnie zalezne od auksyn. W tym celu badane
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korzenie poddano analizie z wykorzystaniem syntetycznego nukleozydu, EdU. Podobnie jak w
przypadku korzeni bocznych, formujace si¢ brodawki, 12 godzin po punktowej inokulacji
bakteriami S. meliloti, przeniesione zostaly na pozywke z EdU, co spowodowalo jego
wbudowanie si¢ do DNA komorek ulegajacych w tym czasie podzialom. Przylaczenie
fluorescencyjnej czasteczki azydku Alexa Fluor® 488 do EdU zintegrowanego z DNA
pozwolilo na wizualizacj¢ ich jader. Obserwacje prowadzone z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego wskazaly na wzrost tempa podziatow komorkowych w obrgbie zawigzkow

brodawek korzeniowych mutantéw mtabcg40-1 wzgledem roslin typu dzikiego, WT-1 (rycina
4.23).
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Rycina 4.23 Porownanie tempa podziatéw komérkowych w zawigzkach brodawek roslin typu dzikiego
(WT) i mutantow (mtabcg40). A, Obraz mikroskopowy 12-godzinnych zawigzkéw brodawek
indukowanych metodg punktowej inokulacji bakteriami S. meliloti, przedstawiajacy jadra komorkowe
wyznakowane z wykorzystaniem 5-etynylo-2’-deoksyurydyny (EdU) i przylaczonego do niego
fluorescencyjnego zwiazku Alexa Fluor™ 488 Azide (sygnat zielony). Sciany komérkowe wybarwione
zostaly za pomocag jodku propidyny (sygnat czerwony). Skala: 100 um. B, Porownanie liczby
wyznakowanych fluorescencyjnie jader w analizowanych zawigzkach brodawek. Dla kazdego wykresu
pudetkowego: linia posrodku przedstawia potozenie wartosci mediany; ,,+” przedstawia potozenie
wartosci $redniej; prostokat obejmuje wartosci w przedziale percentyli 25-75; wasy obejmujg wartosci
pomiedzy pudetkiem a percentylem 10 i 90. Wartos$ci powyzej i ponizej wasow sg zaprezentowane jako
pojedyncze punkty. Istotno$¢ statystyczna réoznic pomiedzy srednimi z poréwnywanych grup okreslona
zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu Manna-Whitneya. Warto$§¢ n oznacza taczng liczbe
zawigzkow brodawek korzeniowych analizowanych w ramach dwoéch niezaleznych powtdrzen
biologicznych.

4.7.5 Analiza udzialtu MtABCG40 w systemicznej regulacji brodawkowania

Przeprowadzone analizy wskazaty na role MtABCG40 w negatywnej regulacji formowania
brodawek korzeniowych u M. truncatula. W zwigzku z licznymi doniesieniami o istnieniu u

ros§lin bobowatych systemicznej autoregulacji brodawkowania (ang. autoregulation of
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nodulation, AON), w kolejnym etapie badan sprawdzono mozliwo$¢ udziatu badanego
transportera w tym procesie. Aby tego dokona¢ wyprowadzono rosliny M. truncatula o tzw.
rozdzielonym systemie korzeniowym (ang. split-root system), posiadajace dwa wzglednie
rowne korzenie przybyszowe. Po tygodniowym wzroscie na dwoch rozdzielonych
przestrzennie pozywkach niesuplementowanych azotem, jeden z tak przygotowanych korzeni,
oznaczony jako A, potraktowany zostat zawiesing S. meliloti, drugi z korzeni, oznaczony jako
B, niepotraktowany S. meliloti postuzyt do analizy odpowiedzi systemicznej (rycina 4.24A).
Zarowno korzenie A, jak i korzenie B zostaly zebrane w okreslonych punktach czasowych po
inokulacji bakteriami i wykorzystane do badania ekspresji MtABCG40. Analiza poziomu
MtABCG40 w korzeniu A wskazala na wzrost akumulacji jego transkryptu pod wptywem
bakterii symbiotycznych, a tym samym odpowiedz lokalng (rycina 4.24B). Jednoczesénie nie
zaobserwowano zmian poziomu ekspresji MtABCG40 w korzeniu B, ktore miatyby charakter
systemicznym (rycina 4.24C). Eksperyment zostal odpowiednio zwalidowany poprzez analize
ekspresji jednego z charakterystycznych dla AON genow markerowych, MtTML2 (Gautrat i
wsp., 2019), ktorego ekspresja indukowana byta w korzeniu B po 7 dniach od inukulacji
bakteriami (rycina 4.24D).
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Rycina 4.24 Analiza wplywu systemicznego mechanizmu AON na ekspresjc MtABCG40 z
wykorzystaniem M. truncatula z rozdzielonym systemem korzeniowym. A, Schemat przedstawiajacy
przebieg eksperymentu. Dwa korzenie przypyszowe A i B siewki M. truncatula zostaty przestrzennie
rozdzielone. Korzen oznaczony jako A zostal potraktowany zawiesing bakterii symbiotycznych S.
meliloti. Nastepnie w okreslonych punktach czasowych oba z korzeni, korzen A oraz nietraktowany
korzen B, zostaty poddane analizie ekspresji wybranych genow. Analizowano punkty czasowe: 6, 24,
48 h oraz 7 dni po inokulacji (hpi/dpi, ang. hours/days post inoculation) B, Analiza ekspresji MtABCG40
w korzeniu A. C i D, Analiza ekspresji MtABCG40 (C) i MtTML2, genu markerowego AON (D), w
korzeniu B. Poziom ekspresji okreslony zostat przy uzyciu metody Real-Time PCR i znormalizowany
wzgledem f-aktyny. Na wykresie przedstawione zostaly wartosci $rednich oraz odchylen
standardowych z trzech powtorzen technicznych. Istotno$¢ statystyczna réznic pomiedzy Srednimi z
poréwnywanych grup okreslona zostata z wykorzystaniem dwustronnego testu Manna-Whitneya.
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5. DYSKUSJA

W pracy doktorskiej dokonano charakterystyki funkcjonalnej biatka MtABCG40, bedacego
jednym z transporterow cytokinin w modelowej roslinie bobowatej, Medicago truncatula.
Przeprowadzone analizy pozwolily stwierdzi¢, ze aktywno$¢ MtABCG40 przyczynia si¢ przy
niedoborze azotu w srodowisku do zmian morfologii korzenia obejmujgcych: (I) wydtuzanie
korzenia gtownego, (II) hamowanie inicjacji powstawania korzeni bocznych oraz (III)

hamowanie inicjacji powstawania brodawek korzeniowych.

5.1 Wydluzanie korzenia glownego

Do wydluzania korzenia gtdéwnego dochodzi w wyniku powigkszenia si¢ rozmiaréw jego
merystemu apikalnego (RAM), spowodowanego wzmozong proliferacjag komorek, wzrostem
ich objetosci, intensywniejszym wydtuzaniem po przejsciu do strefy elongacji oraz
op6znionym roéznicowaniem (Dello loio i wsp., 2007; Wang i wsp., 2020). Wsrod czynnikéw
odpowiedzialnych za hamowanie ww. procesow wymienia si¢ cytokininy. Negatywny wptyw
cytokinin na rozmiar RAM udowodniony zostal m.in. poprzez eksperymenty obejmujace
charakterystyk¢ mutantow w genach ich biosyntezy oraz roslin z nadekspresja gendéw
kodujacych enzymy je degradujace, wykazujacych przyspieszony wzrost korzenia gtdéwnego
(Miyawaki i wsp., 2006; Werner i wsp., 2001). Sytuacja na pozor odwrotna ma miejsce U M.
truncatula przy deficycie azotu. Dochodzi w niej do wydtuzania korzenia gtownego (zatacznik
5A) z jednoczesna aktywacja cytokinin wywotana indukcja ekspresji genow kodujacych
enzymy LOG (rycina 4.10) (Kuroha i wsp., 2009). Co warte uwagi, jednym z miejsc aktywacji
cytokinin jest czapeczka korzenia, na co wskazuje wzor ekspresji MtLOG3 (rycina 4.12B).
Biorac pod uwagg, iz struktura ta posiada znaczny wptyw na przylegty RAM, wydtuzanie
korzenia gtdéwnego M. truncatula pomimo aktywacji cytokinin w tym miejscu sugeruje
istnienie mechanizmu obnizajacego wrazliwo$¢ komorek merystemu na ten hormon przy
deficycie azotu (Tsugeki i Fedoroff, 1999). Funkcje takg petni¢ moze transporter MtABCGA40.
Ekspresja kodujacego go genu indukowana jest przy braku NH4NOz w $rodowisku (rycina 4.2)
we wspomnianych komoérkach RAM (rycina 4.12A). Przebiegajacy z jego udziatem import
aktywnych form cytokinin do tych komoérek moze przyczyniac si¢ do obnizania puli hormonu
W apoplascie, przez co nie bylby on dostgpny dla receptoréw cytokinin zakotwiczonych w
btonach komoérkowych (rycina 5.1). Sytuacja taka skutkowataby znoszeniem hamujacego
wplywu, jaki cytokininy maja na wierzcholek wzrostu korzenia i elongacje catego organu

(Ruzicka 1 wsp., 2009). Na opisang funkcje MtABCG40 w korzeniu wskazywa¢ moze ponadto
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analiza jego mutantow, ktore charakteryzuja si¢ skroconym RAM (rycina 4.13) i krétszym
korzeniem gléwnym (rycina 4.6B). Na mozliwg akumulacj¢ cytokinin w apoplascie RAM
ro$lin mtabcg40 wskazal podwyzszony wzgledem roslin typu dzikiego poziom ekspresji
jednego z gendéw indukowanych przez ten hormon, MtRR4 (rycina 4.14A), bioragcego udziat w
kaskadzie sygnalowej tego hormonu (Gonzalez-Rizzo i wsp., 2006). Jednoczesnie nie
zaobserwowano w RAM mutantow mtabcg40 zmian w stezeniu aktywnych form cytokinin
(rycina 4.14B), co moze sugerowaé, ze taczna ich pula, tj. apoplastyczna i
wewnatrzkomoérkowa, nie zmienita si¢. Podobng do MtABCG40 funkcjc w RAM
zaproponowano réwniez dla innego z importerow aktywnych form cytokinin, PUP14 z
Arabidopsis thaliana. Mutacja kodujacego go genu prowadzita do powaznych defektow

morfologicznych korzenia, w tym do jego skrocenia (Ziircher i wsp., 2016).

merystem
ii\p|kaln_y | odpowiedz
orzenia ST e
(RAM) SIS LEGENDA
/ 88 MABCG40  © aktywne CK
rozmiar RAM < MtLOG3 © nieaktywne CK
l —> eskportery CK < receptor CK
czapeczka dlugosc
korzenia - korzenia
(RC)

Rycina 5.1 Proponowany model przedstawiajacy udziat transportera MtABCG40 w zmniejszaniu
wrazliwosci komoérek RAM na cytokininy przy niedoborze azotu w $rodowisku. Produkowane w
czapeczce korzenia nieaktywne formy cytokinin sag w jej komoérkach bezposrednio przeksztatcane do
form aktywnych przy udziale enzyméw LOG, jak np. MtLOG3. Aktywne cytokininy eksportowane sg
do apoplastu otaczajacego komoérki RAM, a nastepnie importowane do tych komoérek przez transporter
MtABCG40. Zmniejsza to pulg cytokinin wigzacych si¢ z receptorami na powierzchni btony
komoérkowej RAM, przez co hamuje ich negatywny wplyw na te struktur¢ i w konsekwencji na
wydtuzanie korzenia gtdwnego.

Kwestig sporng/otwarta w przypadku wielu analiz dotyczacych wptywu cytokinin na
metabolizm komoérkowy pozostaje czesto lokalizacja wigzacych je receptorow. W dostepne;j
literaturze znalez¢ mozna przede wszystkim dowody na ich zakotwiczenie w btonie retikulum
endoplazmatycznego (ER) (Romanov i wsp., 2018), jednak coraz cze¢sciej pojawiaja si¢ takze
wzmianki o ich obecnosci w btonkach komoérkowych (Antoniadi i wsp., 2020; Kubiasova i

wsp., 2020). Miejsce wystepowania receptoréw warunkowane jest prawdopodobnie przez
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charakter komorek, w ktorych mozna je odnalez¢. Podczas gdy receptory w ER przewazajg w
wigkszosci komorek, te spotykane w plazmalemmie znamionuja najczes$ciej komorki
merystematyczne. Receptory cytokinin obecne w btonie komérkowej wykryto do tej pory w
RAM oraz w tworzacej si¢ w czasie podzialow komorkowych przegrodzie pierwotnej. Co
wazne, receptory z frakcji zakotwiczonej w ER moga zmienia¢ swoja lokalizacj¢ na drodze

sekrecji do powierzchni blony komérkowej (Kubiasova i wsp., 2020).

Oddzialywanie cytokinin na morfologie organdéw ro$linnych jest zawsze wypadkowsg ich
interakcji z innymi fitohormonami. Ma ono réwniez istotne znaczenie dla funkcjonowania
wierzchotka wzrostu korzenia i jego strefy merystematycznej, gdzie dochodzi do zaleznej od
wzajemnego stosunku cytokinin i auksyn kontroli zachodzacych procesow fizjologicznych i
morfogenetycznych (Wu i wsp., 2021). Nie jest zaskoczeniem zatem zaobserwowana w RAM
mutantow mtabcg40 wzgledem roslin typu dzikiego zmiana st¢zenia i odpowiedzi komorek na
kwas indolilo-3-octowy (IAA) (rycina 4.15), bedacy aktywnag biologicznie i najczgscie]
spotykang u ro$lin forma auksyn (Korasick i wsp., 2013). Pomimo czgsto spotykanej
antagonistycznej zalezno$ci obu hormonoéw, ktéora ma miejsce np. w czasie formowania
korzenia bocznego (Jing i Strader, 2019), przeprowadzone analizy RAM mutantéw dowiodty
jednoczesnego wzrostu stymulacji  komorek przez cytokininy (rycina 4.14A) oraz
wspomnianego stezenia IAA (rycina 4.15A). Sytuacj¢ takg wytlumaczy¢ mozna spotykang w
korzeniu stymulacja produkcji auksyn przez cytokininy. Jak si¢ przypuszcza, ma ona na celu
podtrzymanie bazowego poziomu auksyn w warunkach fizjologicznych, co jest warunkiem
niezbednym do prawidtowego funkcjonowania merystemu (Jones i wsp., 2010). Mozliwe
jednak takze, ze zaobserwowany wzrost stezenia IAA u mutantow MtABCG40 przekracza
dopuszczalne fizjologicznie wartosci, przez co dochodzi do skracania ich korzenia gtéwnego.
Zjawisko o podobnym charakterze ma miejsce w przypadku egzogennej aplikacji IAA do
korzenia w stezeniach przekraczajacych te wystepujace in vivo (zatacznik 6A) (Pilet i wsp.,
1979). Niewykluczone ponadto, ze podwyzszony poziom cytokinin ma takze negatywny
wpltyw na ekspresje genéw kodujacych transportery auksyn lub poprawne dokowanie tych
biatek w btonach komorkowych, przez co zaburza polarny transport auksyn i powoduje ich

akumulacje w obrebie wierzchotka wzrostu korzenia (Wu i wsp., 2021).

5.2 Inicjacja organogenezy korzenia bocznego

Zaobserwowane zmniejszanie gestosci korzeni bocznych u M. truncatula przy niedoborze

azotu (rycina 4.2), przy jednoczesnym wydluzaniu korzenia gléwnego (zatgcznik 5A),
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skutkowato wzrostem odleglosci pomiedzy wytwarzanymi przez rosling korzeniami bocznymi
(ang. lateral root spacing). Oznacza to wigc, ze pomimo zwigkszania si¢ powierzchni korzenia,
nie dochodzi jednoczesnie do réwnie intensywnego formowania nowych korzeni bocznych
(zatagcznik 5B). Jednym z gléwnych czynnikéw odpowiedzialnych za takie zjawisko sg
cytokininy (Chang i wsp., 2015). Doskonale obrazuje to tzw. rozgaleziony fenotyp (ang. bushy
phenotype) korzeni roslin z mutacjami w genach kodujacych receptory wigzace cytokininy
(Gonzalez-Rizzo i wsp., 2006), biatka regulatorow odpowiedzi (RR) w zaleznej od cytokinin
kaskadzie sygnatowej (To i wsp., 2004), oraz roslin z nadekspresja genow kodujacych enzymy
degradujace ten hormon (CKX) (Werner i wsp., 2001). Wszystkie one charakteryzuja si¢
zwigkszong gestoscig korzeni bocznych, a zarazem mniejsza odlegloscia pomiedzy
powstajacymi korzeniami bocznymi w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego. Podobny fenotyp
zaobserwowano rowniez w przypadku mutantow mtabcg40 (rycina 4.6A). Nie bez znaczenia
jest ponadto fakt, iz miejscem, w ktorym gen ten ulega ekspresji, podobnie jak np. geny
kodujace receptory cytokinin u M. truncatula, jest wigzka przewodzaca (Boivin i wsp.,
2016)(rycina 4.12A). Na jej obrzezach, w perycyklu u A. thaliana, stwierdzono wystepowanie
komorek zdolnych do zapoczatkowania organogenezy nowych korzeni bocznych, zwanych
komorkami zalozycielskimi (LRFC), charakteryzujacych si¢ obnizong wrazliwo$cia na
cytokininy z jednoczesnym wzrostem reaktywnos$ci w stosunku do auksyn, stymulujacych
wspomniany proces (Dubrovsky i wsp., 2008; Bielach i wsp., 2012). Wrazliwo$¢ na cytokininy,
ktorej poziom zobrazowano za pomoca konstrukcji reporterowych pod promotorem TCS,
przypisuje si¢ natomiast fragmentom wigzki przewodzacej znajdujacym si¢ pomigdzy
formujagcymi si¢ korzeniami bocznymi (Bielach i wsp., 2012). Jest to zwigzane m.in. z
intensywniejszg synteza aktywnych form cytokinin w tych miejscach, na co wskazuje
podwyzszony wzgledem komorek LRFC poziom ekspresji genow z rodziny IPT i LOG (Chang
i wsp., 2015). Wzrost ekspresji MtLOG (rycina 4.10), powigzany ze spadkiem gestosci korzeni
bocznych u M. truncatula (rycina 4.2) przy niedoborze azotu, widoczny byt tez w trakcie analiz
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej. Poddany analizie MtLOG3 posiadat

takze wigzkowy wzor ekspresji (rycina 4.12B).

Inicjacja formowania korzenia bocznego, jak juz wczesniej wspomniano, wymaga obnizenia
wrazliwosci LRFC na cytokininy, ktére hamuja ten proces (Bielach i wsp., 2012). Jest to
warunek niezbgedny do wytworzenia odpowiedniego gradientu auksyn, ktory skutkuje
zapoczatkowaniem zaleznych od tego hormonu przemian biochemicznych i pierwszym

podziatem wymienionych komorek (Benkova i wsp, 2003; Laplaze i wsp., 2007).
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Makroskopowym przejawem negatywnego wpltywu MtABCG40 jako transportera cytokinin na
inicjacj¢ organogenezy korzenia bocznego moze by¢ tzw. auksynowy fenotyp (Fukui i Hayashi,
2018; Kakei i wsp., 2015) mtabcg40, ktore tworzg wiecej korzeni bocznych niz odpowiadajgce
im rosliny dzikiego typu (rycina 4.6C). Widoczny antagonizm aktywnos$ci MtABCG40 i
auksyn w formowaniu korzeni bocznych potwierdza dodatkowo spadek ekspresji kodujacego
ten transporter genu pod wplywem egzogennej aplikacji [AA (rycina 4.16) oraz towarzyszacy
jej wzrost liczby korzeni bocznych u traktowanych auksyng roslin (zatgcznik 6B). Opisang
zalezno$¢ potwierdzajg takze dost¢pne dane transkryptomiczne, ktore pokazujg, ze ekspresja
MtABCGA40 spada w chwili zachodzenia pierwszych podzialow zawigzka korzenia bocznego i

wzrasta dopiero po ich zakonczeniu (zatacznik 7A) (Schiessl i wsp., 2019).

Suplementacja azotem, w postaci zaréwno NO3, jak i NH}, stymuluje produkcje cytokinin de
novo w korzeniu. Spowodowane jest to indukcja ekspresji genow IPT oraz CYP735A w jego
wigzce przewodzacej, dlatego tez gtdéwna z powstajacych w tych warunkach form hormonu jest
rybozyd trans-zeatyny (Kamada-Nobusada i wsp., 2013; Takei i wsp., 2004; Wang i wsp.,
2004). Pomimo intensywniejszej niz w przypadku deficytu azotu syntezy cytokinin (Wang i
wsp., 2020), przy dostepnosci tego pierwiastka w srodowisku w mniejszym stopniu dochodzi
do ich przeksztalcenia do aktywnych biologicznie wolnych zasad azotowych. Wynika to ze
spadku poziomu ekspresji genéw kodujacych enzymy LOG (rycina 4.10) (Ramireddy i wsp.,
2014) i prowadzi do zmniejszenia negatywnego oddziatywania hormonu m.in. na inicjacj¢
powstawania korzeni bocznych, co przektada sie na wzrost ich gestosci na powierzchni
korzenia gtownego (rycina 4.2) (Kuroha i wsp., 2009). Powstajace rybozydy moga by¢ zatem
zaladowywane do ksylemu wigzki przewodzacej z udzialem transporterow blonowych
(potencjalnych homologow takich jak np. AtABCG14, OsABCG18), a nastepnie
odtransportowywane do czesci nadziemnych (Ko i wsp., 2014; Zhao i wsp., 2019). Efektem
zwigkszonego stezenia zwigzkow azotu w Srodowisku jest zatem m.in. obserwowane
hamowanie dominacji wierzchotkowej W czg$ciach nadziemnych, ich rozkrzewianie oraz
zazielenienie wywotane wzmozong synteza chlorofilu (Rahayu i wsp., 2005; Zhang i wsp.,
2014). Wyniki niniejszej pracy wskazuja natomiast na odmienne od tych opisanych powyzej
efekty oddzialywania cytokinin na powstawanie korzeni bocznych przy obnizonym dostepnie
ro$lin do zwigzkow azotu. Ekspresja genu MtLOG3 w czapeczce korzenia M. truncatula (rycina
4.12B) sugeruje, ze produkowane w tym samym miejscu de novo rybozydy (Miyawaki i wsp.,
2004) przeksztatcane sa od razu do form aktywnych i w takiej formie przemieszczaja si¢

elementami ksylemu korzenia do wyzszych jego partii (Aloni i wsp., 2005). Nastepnie moga
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by¢ importowane z apoplastu otaczajagcego naczynia ksylemu do wngtrza komorek
parenchymatycznych wypetniajacych wiazke przewodzaca przy udziale MtABCG40, na co
wskazuje wzor ekspresji kodujgcego go genu (rycina 4.12A). Dalsza translokacja aktywnych
form cytokinin z ksylemu na zewnatrz wigzki przewodzacej, czyli w kierunku perycyklu,
endodermy i wewnetrznych warstw kory pierwotnej, powodowac¢ moze ostatecznie hamowanie
inicjacji organogenezy korzeni bocznych zachodzacej w tych miejscach u M. truncatula
(Herrbach i wsp., 2014) (rycina 5.2). Co ciekawe, widoczne wzmozenie produkcji korzeni
bocznych u roslin pozbawionych wierzchotka wzrostu korzenia potwierdza mozliwos¢ udziatu
ksylemowych cytokinin w opisanym procesie (Lloret i wsp., 1988). Zaobserwowana ponadto
we wspomnianej tkance parenchymatycznej ekspresja genu MtLOG3 (rycina 4.12B) sugerowac
moze, iz we wigzce przewodzacej korzenia transportowane moga by¢ poza aktywnymi formami
cytokinin jeszcze roéwniez ich rybozydy, ktore aktywowane sga dopiero w jej komorkach,

bezposrednio przed dotarciem do potencjalnych miejsc inicjacji korzeni bocznych (rycina 5.2).

LEGENDA
reakcja na P
cytokininy o MtABCG40 © aktywne CK
<% MtLOG3 © niekatywne CK

odpowiedz
auksynowa
v <
LN

podziat
komaorki

—=> inne importery/eksportery CK

Rycina 5.2 Proponowany model przedstawiajacy udziat transportera MtABCG40 w negatywnej
regulacji inicjacji korzenia bocznego i brodawki korzeniowej. Produkowane w czapeczce korzenia
cytokininy, zaréwno biologicznie aktywne, jak i nieaktywne, transportowane sa elementami naczyn
ksylemowych do wyzszych partii korzenia. Przy niedoborze azotu w srodowisku dochodzi do importu
aktywnych form cytokinin z apoplastu otaczajacego naczynia do komorek parenchymy wypetniajacych
wigzke przy udziale transportera MtABCG40. Import ten jest jednym z etapoéw na drodze cytokinin w
kierunku perycyklu, endodermy i wewnetrznych warstw kory pierwotnej, by hamowaé¢ zachodzacg w
tych warstwach inicjacj¢ powstawania korzenia bocznego lub brodawki. We wspomnianych komorkach
parenchymy zachodzi¢ moze jednoczes$nie aktywacja nieaktywnych form cytokinin importowanych z
naczyn ksylemu ze wzgledu na ekspresje genow kodujgcych enzymy LOG, jak np. MtLOGS.
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W zaproponowanym modelu transportu cytokinin z udzialem MtABCG40 w komorkach
parenchymy wiazki przewodzacej (rycina 5.2) nie uwzglgdniono subkomoérkowej lokalizacji
wigzgcych ten hormon receptorow. Spowodowane jest to wylgcznie posredniczacg rolg
MtABCG40 w translokacji cytokinin pomi¢dzy naczyniami wigzki przewodzgcej i warstwami
otaczajacymi ta struktur¢ Korzenia z zewnatrz. W zwiazku z udowodnionym wptywem
cytokinin na np. roéznicowanie si¢ komoérek wiagzki przewodzacej, wiadomo jednak, ze
receptory takie petnig w niej istotng rol¢, niezwigzang bezposrednio z regulacja organogenezy
korzeni bocznych (Aloni, 2013; Chang i wsp., 2022). Ze wzgledu na niemerystematyczny
charakter parenchymy wiazkowej, przypuszcza¢ mozna, ze posiada ona wewnatrzkomorkowe
receptory cytokinin, zlokalizowane w ER (Kubiasova i wsp., 2020). W tym przypadku rola
MtABCG40 polega¢ mogtaby na dostarczaniu hormonu do wnetrza komoérek, by mogt on
zwigzac¢ si¢ z receptorami W ER 1 wywota¢ odpowiednie dla siebie efekty. MtABCG40 nie
bratby zatem prawdopodobnie udziatu w obnizaniu wrazliwosci tych komorek na cytokininy,
co zaproponowano jako jego funkcje w RAM przy lokalizacji receptorow w btonie komorkowej
(rycina 5.1). Sygnat GUS $wiadczacy o aktywnos$ci promotora MtABCG40 zaobserwowano
ponadto w przylegtlym do parenchymy wiazki przewodzacej perycyklu, endodermie i korze
pierwotnej (rycina 4.12A), czyli w miejscach, w ktorych inicjowana jest organogeneza korzenia
bocznego (Herrbach i wsp., 2014). Jak dotad nie udalo si¢ jednak dowies¢, czy podobnie jak w
przypadku perycyklu A. thaliana, warstwy te zawieraja LRFC (Dubrovsky i wsp., 2008). O ich
tworzeniu u M. truncatula $wiadczy¢ moze silniejszy sygnatl aktywnosci promotora MtABCG40
w pojedynczych komoérkach jednej z warstw sgsiadujagcych z wigzka przewodzaca,
zaobserwowany podczas realizacji niniejszej pracy doktorskiej (zatacznik 8). Potwierdzenie ich
charakteru jako LRFC w dalszych badaniach mogtoby $wiadczyé 0 bezposrednim wplywie
MtABCG40 na przebieg zachodzacych w ich wngtrzu proceséw, W tym bezposrednio na
hamowanie inicjacji powstawania korzenia bocznego. Odkrycie takie byloby poza tym
argumentem za lokalizacjg receptorow dla cytokinin w ER w LRFC. Tylko w takiej sytuacji
importowany do cytoplazmy przez MtABCG40 hormon moégltby wywotywaé negatywny
wpltyw na ich aktywno$¢ podziatlowsa. Nie bytoby to mozliwe w przypadku lokalizacji
wspomnianych receptorow w blonie komorkowej, kiedy to import z udziatem badanego
transportera obnizalby pule apoplastycznych cytokinin, przez co nie dochodzitoby do ich
zwigzania z receptorem. Brak tych bialek w blonie komorkowej §wiadczylby tym samym
réwniez o niemerystematycznych wtasciwosciach LRFC (De Smet i wsp., 2006; Kubiasova i
wsp., 2020).
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5.3 Inicjacja organogenezy brodawki korzeniowej

Rosliny z mutacja w genie MtABCG40 tworza wigcej brodawek korzeniowych w poréwnaniu
z roslinami typu dzikiego (rycina 4.21). Fenotyp ten wskazuje na mozliwy udziat transportera
MtABCG40 w negatywnej regulacji brodawkowania, i jest podobny do scharakteryzowanych
wczesniej u mutantdéw W genach autoregulujacych ten proces, takich jak RDN1 i SUNN-4 u M.
truncatula, czy HAR1 i TML u L. japonicus (Magori i wsp., 2009; Schnabel i wsp., 2005;
Schnabel i wsp., 2011; Wopereis i wsp., 2000). Co warte uwagi, byt on jednocze$nie odwrotny
do tego zaobserwowanego u roslin z dysfunkcjami w genach biorgcych udzial w promowaniu
brodawkowania, ktore produkuja mniej brodawek. Jednym z nich jest np. gen kodujacy
MtABCG56, paralog MtABCG40 transportujacy cytokininy produkowane w ryzodermie i
korze pierwotnej korzenia pod wptywem czynnika Nod, €O przyczynia si¢ do inicjacji
organogenezy brodawki (Jarzyniak i wsp., 2021). Obnizong w stosunku do typu dzikiego liczbg
brodawek posiada takze mutant w genie kodujgcym receptor cytokinin u M. truncatula, CRE1
(Plet i wsp., 2006). Podobnie jak MtABCG56, pod wplywem bakterii symbiotycznych pojawia
si¢ on W korze pierwotnej korzenia i bierze udziat we wczesnych etapach brodawkowania,
poprzedzajacych pierwszy podziat komoérek (Jardinaud i wsp., 2016). Waznym podobienstwem
roslin mtabcg40 i mtcrel jest fakt, iz w przeciwienstwie do liczby brodawek (Plet i wsp., 2011),
charakteryzujg si¢ one podobnym fenotypem w przypadku korzeni bocznych, wykazujac ich
zwigkszona liczbe (rycina 4.6C) (Laffont i wsp., 2015). Posiadaja one ponadto wigzkowy wzor
ekspresji w warunkach niesymbiotycznych (rycina 4.12A) (Jardinaud i wsp., 2016), co sugeruje
mozliwos¢ uczestnictwa receptora MtCRE1 w negatywnej regulacji inicjacji korzeni bocznych
z udziatem ksylemowych cytokinin, tak jak to zostato zaproponowane dla MtABCG40 (rycina
5.2). Biorgc pod uwage, iz usuni¢cie wierzchotka wzrostu korzenia, bedacego miejscem
produkcji cytokinin w korzeniu, przyczynia si¢ do zwigkszenia liczby korzeni bocznych (Aloni
i wsp., 2005; Lloret i wsp., 1988), jaki i brodawek (Nutman, 1952), istnieje mozliwos¢, ze
podobny mechanizm autoregulacyjny ma miejsce takze podczas brodawkowania, a
MtABCG40 i MtCRE1 biora w nim udziat (rycina 5.2). Roznica w liczbie formowanych
brodawek u mutantéw mtabcg40 i mtcrel wzgledem roslin typu dzikiego wynikataby zatem z
ich r6znych wzorow ekspresji w korzeniu po inokulacji bakteriami symbiotycznymi wzgledem
warunkow niesymbiotycznych. Podczas gdy MtABCG40 w obu przypadkach pozostaje we
wigzce przewodzacej (rycina 4.12A), MtCREL rozszerza si¢ z wigzki na kore pierwotng w
obecnosci bakterii (Jardinaud i wsp., 2016). Efekt mutacji MtCRE1 we wigzce przewodzacej,

réwniez ze wzgledu na pierwszenstwo zachodzenia wczesnych etapéw brodawkowania
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wzgledem mechanizméw negatywnej regulacji (Nishida i Suzaki, 2018b), moze by¢ zatem

maskowany przez ten w korze pierwotnej, co nie moze mie¢ miejsca u MtABCG40.

Zaproponowany model negatywnej regulacji powstawania brodawki korzeniowej przez
MtABCG40 na etapie inicjacji (rycina 5.2) ma swoje odzwierciedlenie takze w dostgpnych
danych transkryptomicznych. Analizy przeprowadzone przez Schiessl i wsp. (2019) wskazaty
na spadek poziomu ekspresji kodujacego go genu towarzyszacy pierwszym podziatom
komoérkowym tworzacego sie primordium (zalacznik 7B). Swiadczyé to moze o koniecznosci
obnizenia hamujacego wpltywu cytokinin na ten etap organogenezy brodawki poprzez
zredukowanie ilosci transporteré6w tego hormonu. Jednocze$nie we wspomnianych danych
widoczny byt wzrost ekspresji markeréw reakcji komoérek na auksyny, ktore promujg caly
proces. Analiza jednego z nich, genu kodujacego czynnik transkrypcyjny MtLBD16 (Goh i
wsp., 2012), w korzeniach roslin mtabcg40, wykazata wzrost jego ekspresji wzgledem korzeni
typu dzikiego (rycina 4.22). Jest to dowdd na czeSciowe zniesienie negatywnego wplywu
cytokinin na aktywno$¢ auksyn u badanych mutantow. W konsekwencji doszto do zwigkszenia
liczby komorek w primordiach formujacych si¢ brodawek roslin mtabcg40 (rycina 4.23), co
wywotane bylo u nich prawdopodobnie szybszym rozpoczeciem etapu inicjacji wzglgdem
ro$lin kontrolnych. Podobiefstwo zmian poziomu ekspresji MtLBD16 i tempa podzialow
komorkowych zachodzace u mutantow mtabcg40 wzgledem dzikich typow podczas
brodawkowania oraz tworzenia korzeni bocznych $wiadczy¢ moze ponadto o ewolucyjnym
pokrewienstwie mechanizmow negatywnej regulacji obu tych procesow (Battenberg i Hayashi,
2022).

Ze wzgledu na stosunkowo wysokie koszty brodawkowania, reakcja roslin towarzyszaca temu
procesowi jest uruchamianie mechanizméw negatywnie regulujacych jego intensywnosc.
Jednym z nich jest autoregulacja brodawkowania (AON). Rozpoczyna si¢ ona od produkcji
cytokinin, bedacych pochodnymi iP, w czgéciach nadziemnych pod wptywem infekcji bakterii
symbiotycznych w korzeniu. Cytokininy te transportowane sg nastgpnie elementami floemu do
korzenia, by obniza¢ liczbe powstajacych brodawek korzeniowych poprzez hamowanie
inicjacji ich organogenezy. Genami indukowanymi przez cytokininy z czesci nadziemnych w
korzeniu sag MtTML1 i MtTML2 (Wang i wsp., 2018). Jego ekspresja, znamionujaca
uruchomienie AON, zaczyna wzrasta¢ po kilku dniach od infekcji (Gautrat i wsp., 2019) (rycina
4.24D). Czas jest zatem elementem pozwalajacym rozrozni¢ wezesne i lokalne mechanizmy
autoregulacyjne od tych systemicznych, gdyz np. blokada tworzenia brodawki rozpoczyna si¢

juz w ciagu kilku godzin traktowania azotem o wysokim stezeniu (Barbulova i wsp., 2007).
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Indukcja ekspresji MtABCG40 po 24 h od podania S. meliloti bezposrednio na korzen M.
truncatula (ryciny 4.20 i 4.24B) sugerowala zatem lokalny charakter dziatania badanego
transportera. Stwierdzone wystepowanie czgsteczek biorgcych udziat w obu mechanizmach,
tak jak np. biatka CLE (Mortier i wsp., 2010), oraz ekspresja MtABCG40 w komorkach
parenchymy otaczajacych elementy ksylemu, ale rowniez floemu (rycina 4.12A), nie
wykluczaty jednak udzialu MtABCG40 w transporcie systemicznych cytokinin. Niemniej
zaprzeczyla temu analiza ekspresji MtABCG40 pod wplywem systemicznych sygnalow
brodawkowania z uzyciem ro$lin z rozdzielonym systemem korzeniowym (rycina 4.24C).
Zalezno$¢ MtABCG40 od systemicznych sygnatow wyklucza tez ich dowiedziona aktywacja
wywotana, obok bakterii symbiotycznych, takze suplementacja azotu (Lebedeva i wsp., 2020),
podczas gdy ekspresja MtABCG40 zachodzi przy jego niedoborze (rycina 4.2).

116



6. WNIOSKI

Analiza otrzymanych wynikow pozwolita na sformutowanie nastepujacych wnioskow

koncowych:

e MtABCG40 jest biatkiem blony komoérkowej, transportujagcym aktywne formy
cytokinin.

e MtABCG40 ulega ekspresji w merystemie wierzchotkowym (RAM) i wigzce
przewodzacej korzenia oraz w rozwijajagcym sie korzeniu bocznym i brodawce
korzeniowej.

e Ekspresja MtABCG40 w korzeniu jest najwyzsza w warunkach niedoboru azotu w
podlozu, podobnie jak genéw kodujacych enzymy Lonely Guy (LOG),
przeksztatcajacych cytokininy do ich aktywnych form.

o Aktywnos¢ MtABCG40 wplywa negatywnie na gestos¢ korzeni bocznych M.
truncatula poprzez wydtuzanie korzenia gldéwnego oraz obnizanie liczby korzeni
bocznych.

e Akumulacja aktywnych form cytokinin, produkowanych przez czapeczk¢ korzenia, w
apoplascie RAM mutantow mtabcg40 wptywa hamujgco na rozmiar wierzchotka
wzrostu korzenia i wydtuzanie korzenia gldéwnego. Przejawem zaburzen zachodzacych
w RAM tych roslin sg zmiany w homeostazie oraz odpowiedzi komodrek na auksyny i
cytokininy.

e Import cytokinin z udziatem MtABCG40 z apoplastu naczyn ksylemu do otaczajacych
go komorek parenchymy jest jednym z elementow translokacji tego hormonu na
zewnatrz wigzki przewodzacej, gdzie hamuje on zalezne od auksyn inicjalne etapy
powstawania korzeni bocznych i brodawek korzeniowych.

e Pomimo indukcji pod wptywem bakterii symiotycznych i czynnika Nod, ekspresja
MtABCGA40 nie jest zalezna od systemicznych sygnatow autoregulacji brodawkowania

(AON) i ma wytacznie lokalny, korzeniowy charakter.
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8. ZALACZNIKI

Zalacznik 1 Morfologia korzeni mtabcg40 i WT suplementowanych azotem
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Rycina Z1 Analiza morfologii korzeni mutantow (mtabcg40) oraz ro$lin typu dzikiego (WT) z linii
NF21323 oraz NF17891 wyrostych na pozywce z 1 mM NHsNO3 z uwzglednieniem gestosci korzeni
bocznych (A), dlugosci korzenia gtownego (B) oraz liczby korzeni bocznych przypadajacych na rosling
(C). Dla kazdego wykresu pudetkowego: linia posrodku przedstawia potozenie wartosci mediany; ,,+”
przedstawia polozenie wartosci $redniej; prostokat obejmuje wartosci w przedziale percentyli 25-75;
wasy obejmuja wartosci pomigdzy prostokatem a percentylem 10 i 90. Wartosci powyzej i ponizej
wasow sg zaprezentowane jako pojedyncze punkty. Istotnos¢ statystyczna roznic pomiedzy $rednimi z
porownywanych grup okre$lona zostala z wykorzystaniem dwustronnego testu t-Studenta (A),
dwustronnego testu t-Welcha (B) oraz dwustronnego testu Manna—Whitneya (C); ns, r6znica nieistotna
statystycznie; n okresla liczbe roslin poddanych analizie w ramach dwoch niezaleznych powtorzen
biologicznych (A-C).
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Zalacznik 2 Kontrola negatywna dla eksperymentu lokalizacji MtABCG40
A

Autofluorescencja Potgczone
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Rycina Z2 Lokalizacja subkomorkowa wolnego biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence
protein, GFP) powstatlego na matrycy wektora pMDC43. A, Zielony sygnat GFP widoczny w
cytoplazmie protoplastow izolowanych z mezofilu liSci Arabidopsis thaliana. Sygnat czerwony —
autofluorescencja chlorofilu. B, Zielony sygnal GFP widoczny w cytoplazmie i jadrach komorek
epidermy lisci tytoniu Nicotiana benthamiana. Sygnal purpurowy (ang. magenta) — fluorescencja
barwnika FM4-64, znakujgcego btone komérkows. Skala: 10 um.

Zalacznik 3 Zalezno$¢ zmian poziomu ekspresji AtLOG7 od dostepnosci azotu
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Rycina Z3 Zmiany poziomu ekspresji AtLOG7 w perycylu korzenia Arabidopsis thaliana w warunkach
kontrolnych (-N, 0,3 mM NH4NO3) oraz w ciggu 48 h od egzogennej aplikacji azotu (+ NHsNOs, 5 mM
NHsNOz3). Na diagramie przedstawione zostaly wartosci logarytmu dziesigtnego z krotnosci zmian
ekspresji (ang. log10 fold change, logFC) wzgledem 0,5 mM NH4NOaz. Dane zaczerpnigte z Walker i
wsp., 2017.
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Zalacznik 4 Analiza podobienstwa sekwencji genéw Lonely Guy (LOG) z Medicago truncatula
I Arabidopsis thaliana
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Rycina Z4 Drzewo filogenetyczne przedstawiajace bliskie podobienstwo sekwencji kodujacych (ang.
coding sequence, CDS) genow MtLOG3 do AtLOG2 i AtLOG7. Przebieg ewolucji przedstawionych
sekwencji zostal okreslony z uzyciem metody najwyzszej wiarygodnosci (ang. maximum likelihood
method) przy pomocy oprogramowania MEGA X (Kumar i wsp., 2018).

Zalacznik 5 Zmiany morfologii korzenia glownego Medicago truncatula przy zmiennym

stezeniu azotu
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Rycina Z5 Zalezno$¢ dlugosci korzenia gtownego (A) oraz liczby korzeni bocznych Medicago
truncatula (B) od stezenia azotanu (V) amonu (NH4NOs). Na wykresie przedstawione zostaly warto$ci
srednich oraz odchylen standardowych z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych (39-45 korzeni
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na warunek). Istotno$¢ statystyczna réznic pomigdzy Srednimi z porownywanych grup okreslona zostata
z wykorzystaniem jednoczynnikowego testu ANOVA i testu post-hoc wielokrotnych porownan Tukeya
(A), testu Kruskala-Wallisa i testu post-hoc wielokrotnych porownan Dunna (B). Takie same lub rozne
oznaczenia literowe $wiadczg odpowiednio o braku lub obecnosci istotnosci statystycznej; P < 0,05.

Zalacznik 6 Reakcje korzenia Medicago truncatula na egzogenng aplikacje auksyn

A.g B
£ 10- _ 15 P =0,0025
o S o
8) — Q c
L 8 o N -
3 6 % P < 0,0001 8 107
= 7 <0, — T

c (o]0}

T Em -
E o] ]
3 0 = 0
§ kontrola 1 uM IAA kontrola 1 uM IAA

Rycina Z6 Dtugos$¢ korzenia glownego (A) i liczba korzeni bocznych Medicago truncatula (B)
traktowanych 1 uM kwasem indolilo-3-octowym (IAA) w poréwnaniu z ro$linami nietraktowanymi
(kontrola). Tygodniowe ro$liny rosngce na pozywce bez IAA zostaly przetozone na pozywke z
hormonem, po czym po tygodniu dokonano pomiaréw morfologii ich korzeni. Dla kazdego wykresu
pudetkowego: linia posrodku przedstawia potozenie wartosci mediany; ,,+” przedstawia potozenie
wartosci $redniej; prostokat obejmuje wartosci w przedziale percentyli 25-75; wasy obejmujg wartosci
pomigdzy prostokatem a percentylem 10 i 90. Wartosci powyzej i ponizej waséw sa zaprezentowane
jako pojedyncze punkty. Istotno$¢ statystyczna rdznic pomiedzy $rednimi z porownywanych grup
okreslona zostala z wykorzystaniem dwustronnego testu Manna-Whitneya; n okresla liczbe roslin
poddanych analizie w ramach dwoch niezaleznych powtorzen biologicznych.
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Zalacznik 7 Analiza danych transkryptomicznych zamieszczonych w pracy Schiessl i wsp.
(2019)
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Rycina Z7 Zmiany ekspresji MtABCG40 oraz MtLBD16, genu markerowego odpowiedzi komorek na
auksyny, zachodzace podczas organogenezy korzenia bocznego (A) i brodawki korzeniowej (B).
Eksperymenty wykonane zostaly z wykorzystaniem techniki grawitropicznej stymulacji formowania
korzeni bocznych (A) lub punktowej inokulacji bakteriami symbiotycznymi Sinorhizobium meliloti (B).
W obu eksperymentach obserwowano pierwszy podziat komérkowy przysztego primordium po ok. 12
od wprowadzenia czynnika inicjujacego proces. Na diagramie przedstawione zostaly wartosci
logarytmu z krotnosci zmian ekspresji (ang. log fold change, logFC) wzgledem prob zawierajacych
fragmenty korzeni niepoddane stymulacji grawitropicznej lub inokulacji bakteriami. Dane zaczerpnigte
ze Schiessl i wsp., 2019.
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Zalacznik 8 Aktywno$¢ promotora MtABCG40 zaobserwowania w niektorych komorkach na

obrzezach wigzki przewodzacej Medicago truncatula przy niedoborze azotu

Rycina Z8 Analiza histochemiczna korzeni wtosowatych Medicago truncatula wyrostych na podtozu
niesuplementowanym azotem i niosagcych konstrukcje  proMtABCG40:GUS. Barwienie
przeprowadzone zostatlo z wykorzystaniem chromogennego substratu X-Gal, barwigcego miejsca
ekspresji MtABCG40 w Kkorzeniu na niebiesko. Gwiazdkami oznaczono silniej zabarwione komorki
jednej z warst korzenia na obrzezach wiazki przewodzacej. Skala: 100 pm.
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