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OCENA ZNACZENIA POLIMEROW SCIANY KOMORKOWEJ W ODPOWIEDZI LNU NA
FUZARIOZE

STRESZCZENIE

Len (Linum usitatissimum) od dawna ceniony jako zrodto wartosciowych surowcow, dzigki
jego wieloaspektowemu wykorzystaniu stat si¢ obecnie ro$linag bezodpadowa. Odpady uzyskiwane po
wycisnigciu oleju z nasion (wyttoki Iniane) oraz po wydzieleniu widkna ze stomy (pazdzierze)
stanowia niedoceniony material zawierajacy wazne zwiazki o charakterze antyoksydacyjnym,
antybakteryjnym, przeciwgrzybiczym czy przeciwnowotworowym. Czynnikami ograniczajacymi
wzrost 1 rozw0j Inu sa warunki klimatyczne, jednak najwigcej strat w uprawie spowodowanych jest
chorobami wywotywanymi przez grzyby z rodzaju Fusarium. Najgrozniejszym patogenem Inu jest
Fusarium oxysporum, ktorego zakazenie prowadzi do fuzaryjnego wigdnigcia Inu. Mniej
specyficznym wobec Inu, lecz rownie groznym jest Fusarium culmorum wywotujacy fuzaryjna
zgnilizng podstawy pedu. Oba typy fuzariozy obnizaja uzyskany plon oraz jako$¢ otrzymanych
SUrOWCOW.

Sciana komorkowa stanowi pierwsza, zewngtrzna barier¢ roslin przed infekcjami
patogennymi. Atak patogennych grzyboéw rozpoczyna si¢ wydzielaniem przez nie enzymow
degradujacych $ciang komodrkowa gospodarza. Poczatkowo produkcja pektynaz prowadzi do
degradacji pektyn, a przez to do rozluznienia S$ciany komorkowej i1 odstonigcia pozostatych
polimeréw, umozliwiajac ich rozktad przez celulazy i hemicelulazy grzybowe. W wyniku dziatania
poligalakturonaz wydzielanych przez patogeny uwalniane sa oligogalakturoniany (OG), fragmenty
pektyn, ktére pehlnia role elicitorow i aktywuja mechanizmy obronne roélin. OG poprzez szlak
sygnalny prowadza do indukcji transkrypcji gendow zwiazanych z patogeneza i innych genow
odpowiedzi metabolicznej i systemicznej.

Gloéwnym zalozeniem pracy bylo okreslenie roli polimeréw $ciany komorkowej w odpowiedzi
Inu na infekcje patogennymi szczepami Fusarium oxysporum i Fusarium culmorum. W tym celu
siewki Inu inkubowano z grzybami, zbierajac tkanke roslinna w czasie postepujacej infekcji (po 6, 12,
24, 36 i 48 godzinach). Nastgpnie sprawdzono zmiany w poziomie ekspresji gendéw metabolizmu
polimeréw Sciany komoérkowej przez uzycie reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Analizy te musiaty
zosta¢ poprzedzone identyfikacja i weryfikacja sekwencji mRNA badanych genéw w Inie. Ze wzgledu
na brak wigkszoSci poszukiwanych sekwencji mRNA Inianych w bazie danych i brak sekwencji
genomu Inianego w czasie wykonywanych analiz przeprowadzono izolacje poszczegdlnych
fragmentow cDNA uzywajac zdegenerowanych starterow zaprojektowanych na najbardziej
homologiczne fragmenty mRNA z innych ro§lin. Z powodzeniem wydzielono kilkadziesiat
czg$ciowych sekwencji genéw metabolizmu polimerow $ciany komorkowej i genow PR, a nastgpnie
potwierdzono je po opublikowaniu sekwencji genomu Inianego. Szczeg6lng uwage poswigcono
pektynom, stanowiacym pierwszy cel enzymow patogennych, a nastepnie pozostalym polimerom:
celulozie, hemicelulozie i ligninom, aby dobrze pozna¢ mechanizm obronny roslin. Ponadto zwrécono
roOwniez uwage na poliaminy, szczegoélnie te zwiazane ze Sciana komoérkowa, poniewaz z danych
literaturowych wiadomo o ich zaangazowaniu w odpowiedz ro$lin na stres biotyczny. W celu
doktadnego okreslenia kolejnych etapow infekcji w Inie 1 porownania ich ze zmianami w polimerach
Sciany komorkowej przyjrzano sie genom zwiazanym z patogeneza (B-1,3-glukanazie i chitynazie).



Analiza poziomdéw ekspresji gendw metabolizmu polimerow $ciany komodrkowej w Inie
infekowanym F.oxysporum i F.culmorum umozliwita wyodrgbnienie dwoch grup genow réznie
odpowiadajacych na zakazenie. Pierwsza grupg stanowily geny reagujace najmocniej, ktorych
poziomy ekspresji podwyzszone zostaly ponad 5-10-krotnie. Scharakteryzowano je jako geny
odpowiedzi systemicznej, poniewaz pomimo wysokiego wzrostu ekspresji, geny te odpowiadaty
pézniej (po 12 godzinie inkubacji z patogenami), a maksimum wzrostu ekspresji najczesciej
przypadato na 48 godzing. Po infekcji F.culmorum w Inie najwyzszym poziomem ekspres;ji
odznaczaty si¢ geny: syntezy lignin (amoniakoliaza fenyloalaniny; PAL, transferaza glukozowa; GT,
dehydrogenaza alkoholu synapinowego; SAD, dehydrogenaza alkoholu hydroksycynamonowego;
CAD i transferaza p-hydroksycynamoiloCoA: kwas szikimowy/chinonowy; HCT), syntezy poliamin
(dekarboksylaza argininy; ADC i dekarboksylaza ornityny; ODC) oraz chitynaza. Podobne zmiany
zauwazono po zakazeniu Inu F. oxysporum, gdzie do genéw pierwszej grupy zaliczono geny syntezy
lignin (amoniakoliazg¢ fenyloalaniny; PAL i transferazg glukozowa; GT), syntezy poliamin
(dekarboksylaze ornityny; ODC) oraz geny zwiazane z patogeneza (p-1,3-glukanazg i chitynazg). Do
drugiej grupy genow przyporzadkowano geny stabiej indukowane. Uczestnicza one w odpowiedzi
metabolicznej, a ich aktywacja zwiazana jest z dziataniem elicitorow (oligogalakturonianow)
powstatych w wyniku trawienia $ciany komorkowej przez enzymy grzybowe. Wsrod tej grupy
wystepuja geny, ktorych poziom ekspresji wzrost (do 5 razy), zostal obnizony i geny o réznych, czgsto
niespecyficznych zmianach ekspresji. Pierwsza podgrupeg, wspolna, po infekcji dwoma grzybami,
stanowia pozostate geny syntezy lignin, gen -glikozydazy (GLS) i -1,3-glukanazy 2. Dodatkowo po
zakazeniu F.culmorum wzrosta ekspresja genu celulazy 2 i p-1,3-glukanazy 1. W drugiej podgrupie
genOw o obnizonych poziomach ekspresji znalazlty si¢ geny metabolizmu pektyn (transferaza
galakturonianu 1; GAUT1, transferaza galakturonianu 7; GAUT7, transferaza ksylozy
ramnogalakturonianu 1l; RGXT, metylotransferaza pektynowa; PMT, metyloesteraza pektynowa 3;
PME3, poligalakturonaza; PG, liaza pektynowa |[I; PalL), metabolizmu hemicelulozy
(4-B-mannozylotransferaza glukomannanu; GMT, galaktozylotransferaza galaktomannanu; GGT,
ksylozylotransferaza ksyloglukanu; XXT, endo-1,4-B-ksylanaza; XYN, 1,4-B-ksylozydazy; XYLb,
a-galaktozydaza; GS) oraz syntezy celulozy (trzy izoformy syntazy celulozy: CLS1, CSL2 i CSL4).
Natomiast do genoéw ostatniej podgrupy, wykazujacych rézne zmiany w ekspresji, naleza pozostate
geny metabolizmu pektyn, hemicelulozy i celulozy. Przypuszcza sig, ze geny stabo odpowiadajace na
infekcje patogenne stanowia jedynie szum transkrypcyjny i nie biora udzialu w mechanizmach
obronnych roslin.

Kolejnym etapem byto sprawdzenie wptywu zmian ekspresji genéw metabolizmu polimeréw
na ich zawarto$¢. Za pomoca metod spektrofotometrycznych oznaczono ilosci celulozy, hemicelulozy,
pektyn i lignin, a za pomoca analizy UPLC ilo$¢ poliamin. Uzyskane wyniki pokazaly, ze zawartos$ci
poszczegdlnych polimeréw nie zmieniaty si¢ znaczaco, a jedyne roznice widoczne byly dopiero po
48 godzinach inkubacji Inu z patogenami. Zauwazono jednak zmiany w rearanzacji S$ciany
komoérkowej wynikajace z ilosci poszczegdlnych frakcji pektynowych i hemicelulozowych. Wyniki te
potwierdzono analiza spektroskopii w podczerwieni, ktora dodatkowo wskazata na rdznice
w strukturze celulozy. Najwigksze zmiany zaobserwowano w zawartosci poliamin zwiazanych ze
Sciang komorkowa. W szczegdlnosci ilo§¢ spermidyny wzrosta znaczaco. Wyniki z tej czesci pracy
wskazujg na udziat polimeréw $ciany komorkowej w odpowiedzi Inu na fuzarioze, wyrazajacy sig
zmianami w ekspresji genow.

Kolejnym etapem pracy byla weryfikacja znaczenia polimerow S$ciany komorkowej
w odpowiedzi Inu na infekcje patogenne przez analize¢ transgenicznego Inu z nadekspresja
B-1,3-glukanazy (len typu B). Ze wzgledu na silng odpowiedz genéw zwiazanych z patogeneza po



zakazeniu Inu fuzarioza postanowiono sprawdzi¢ czy zwigkszenie aktywnosci genéw PR (w tym
przypadku [-1,3-glukanazy i chitynazy) bezposrednio wpltywa na aktywacje gendéw metabolizmu
polimeréw $ciany komorkowej lub czy istnieja inne drogi, niezalezne od gendéw PR, prowadzace do
takich zmian. W tym celu oznaczono ekspresje genéw metabolizmu polimerow oraz zawarto$é
metabolitow w transgenicznym Inie typu B (w liniach B10, B11 i B14). Najwigkszymi zmianami w
poziomach ekspresji charakteryzowala si¢ linia B14, w ktorej wykazano indukcjg gendéw zaréwno
odpowiedzi systemicznej, jak i metabolicznej.

Pomimo mniejszych zmian w ekspresji genéw w Inie typu B zauwazono pewne podobienstwa,
ale rowniez i réznice w stosunku do Inu infekowanego F.oxysporum i F.culmorum. Analiza zawartosci
polimerow wykazata zmiany w rearanzacji $ciany komorkowej przy prawie niezmienionych ich
ilosciach. Dodatkowo len typu B charakteryzowat si¢ wzrostem zawartos$ci poliamin zwiazanych ze
$ciang komorkowa, pomimo braku wyraznych réznic w catkowitej ich ilosci. Uzyskane w tej czgsci
wyniki pokazuja, ze wzrost ekspresji [-1,3-glukanazy wplywa na aktywacje¢ ekspresji genow
metabolizmu polimerow $ciany komorkowej. Jednakze ze wzgledu na réznice w poziomach ekspresji
analizowanych genow i innej rearanzacji polimeréw w Inie infekowanym patogennymi szczepami
Fusarium i w transgenicznym Inie z nadekspresja B-1,3-glukanazy wnioskuje sig, ze podczas infekcji
patogennej geny metabolizmu polimeréw $ciany komorkowej aktywowane sa nie tylko na drodze
zaleznej od gendéw PR, ale rowniez przez inne szlaki sygnalne.

Ostatnia czes¢ pracy miata charakter cze$ciowo aplikacyjny. Jej celem byla ocena jakosci
wldkna otrzymanego z transgenicznego Inu typu B. Do analiz wybrano lini¢ B14, poniewaz w uprawie
polowej linia ta charakteryzowatla si¢ najlepsza produktywnoscia ze wzgledu na najwigksza produkcje
nasion w poréwnaniu z liniami B10 i B11l. Len z nadekspresja ziemniaczanej [-1,3-glukanazy
cechowal si¢ wzrostem ekspresji endogennej B-1,3-glukanazy i chitynazy oraz wzrostem odpornos$ci
na Fusarium culmorum i Fusarium oxysporum. Analizy mechaniczne i biochemiczne wtokna Inianego
miaty odpowiedzie¢ na pytanie czy zmiany wywolane wprowadzeniem egzogennego genu
B-1,3-glukanazy do genomu Inu wptyngly na plonowanie i spowodowaly zmiany we wtoknach
1 pazdzierzach, odpadach uzyskanych po wydzieleniu wtokna ze stomy Inianej. Czwarte pokolenie
transgeniczne Inu typu B uprawiano na poletku doswiadczalnym. Po osiagnigciu dojrzatosci rosliny
zostaly zebrane, oddzielono nasiona od stomy, ktora nastepnie poddano procesowi roszenia. Kolejnym
etapem bylo wydzielenie wtokna ze stomy Inianej i przeprowadzenie eksperymentow okreslajacych
wlasciwosci mechaniczne. Ponadto w uzyskanym z Inu linii B14 widknie i pazdzierzach sprawdzono
dokladny sklad $ciany komorkowej obejmujacy analize poszczegdlnych polimerow: celulozy,
hemicelulozy, pektyn, lignin i kalozy oraz przytaczonych do nich zwiazkow fenolowych. Ze wzgledu
na mozliwo$ci zastosowania surowcow Inianych, jako zrodla zwiazkéw o charakterze
przeciwutleniajacym, oszacowano potencjal antyoksydacyjny ekstraktow izolowanych z catosci
surowcoOw 1 dodatkowo z frakcji $ciany komorkowej w celu okreslenia konkretnego zrodia tych
sktadnikow.

Witbkna Iniane uzyskane z Inu nadekspresjonujacego B-1,3-glukanaze charakteryzowatly sig
zmienionym sktadem polimeréw $Sciany komorkowej. Zawarto$¢ kolejnych polisacharydow: celulozy,
hemicelulozy i pektyn byla wyzsza, podczas gdy poziom lignin zostal obnizony. Ponadto
zaobserwowano spadek zawartosci kalozy, substratu dla -1,3-glukanazy, co mogloby sugerowac, ze
uwalniane z kalozy czasteczki glukozy sa zuzywane do produkcji innych polisacharydow. Wzrost
zawarto$ci monosacharydéw frakcji hemicelulozy przetozyl si¢ na akumulacjg zwiazkéw fenolowych
w tej frakcji, a nastgpnie na wzrost potencjalu antyoksydacyjnego. Podsumowujac, widkna uzyskane
z transgenicznego Inu B14 charakteryzowaly si¢ wyzszym potencjalem antyoksydacyjnym
w porownaniu z widknami kontrolnymi, wskazujac na mozliwosci ich wykorzystania jako surowca
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biomedycznego. Ponadto po raz pierwszy pokazano, ze PB-1,3-glukanaza wpltywa na metabolizm
polimerdéw $ciany komorkowej, a jej nadprodukcja w Inie prowadzi do uzyskania ulepszonego wtdkna.

Analiza pazdzierzy Inianych ujawnita zmieniony sklad polimerow $ciany komorkowej:
zwigkszong zawarto$¢ pektyn, hemicelulozy i lignin oraz obnizony poziom kalozy. Ponadto odpady
uzyskane z transgenicznego Inu B14 charakteryzowaly si¢ zmieniona struktura polimerow S$ciany
komoérkowej oraz obnizonym poziomem zwiazkdéw fenolowych zwigzanych ze §ciana, a przez to
nizszym potencjatem antyoksydacyjnym frakcji pektynowych i hemicelulozowych. Jednakze pomimo
obnizonego w porownaniu z kontrola potencjalu antyoksydacyjnego pazdzierze, jako odpady
wczesniej niewykorzystywane stanowia cenne zrodto zwiazkow fenolowych, ktorych jest znacznie
wigcej niz we wtoknach Inianych.

Podsumowujac, z transgenicznego Inu linii B14 uzyskano lepszej jakosci wtokno i1 pazdzierze o
nieznacznie gorszych parametrach biochemicznych, jednak nadal bedace bogatym zrédtem zwiazkow
przeciwutleniajacych.



