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ZALEZNOSC POMIEDZY KOMPOZYCJA BIOCHEMICZNA LNU MODYFIKOWANEGO GENETYCZNIE A
JEGO PRODUKTYWNOSCIA

STRESZCZENIE

Len (Linum usitatissimmum L.) jest jedng z cennych roslin o wielorakich mozliwosciach zastosowania.
Nawet nazwa rodziny, do ktérej nalezy; Lineacae odzwierciedla jego potencjat. Len jest uznawany za
surowiec bezodpadowy, poniewaz kazda jego cze$¢ moze postuzyé do wytworzenia cennych
produktéw. Nasiona Inu sg uzywane w celach spozywczych, olej natomiast ma zastosowania
zarowno spozywcze jak i przemystowe. Wyttoki Iniane zawierajg wiele fenylopropanoidéw i w
zwigzku z tym majg potencjalne zastosowanie w medycynie. Wtdkno Iniane jest wykorzystywane do
produkcji tkanin, a od niedawna takze biokompozytéw i biopaliw. Rdwniez pazdzierze Iniane moga
by¢ wykorzystywane do produkcji biopaliw oraz by¢ wykorzystywane jako Zrédto antyoksydantéw.

Areat uprawy Inu spadt w ciggu ostatnich 40 lat znaczgco wskutek splotu wielu czynnikéw. Czes¢ z
nich miata podtoze ekonomiczno-polityczne, inne wigzaty sie z wtasciwosciami Inu jako surowca.
Jedna z podstawowych przyczyn byta podatno$é Inu na infekcje. Fusarium oxysporum, powodujgce
wiedniecie fuzaryjne, ktdre jest uznawane za najgrozniejszg chorobe Inu. Prowadzi ono do spadku
plonu i obnizenia jakosci.

Celem poprawy witasciwosci mechanicznych wtékna Inianego uzyto inzynierii genetycznej. Uzyto
dwéch gtéwnych drég wiodacych do poprawy wiasciwosci wtékna Inianego. Pierwsza prowadzita
poprzez wyciszenie dehydrogenazy alkoholu cynamonowego (CAD) celem zredukowania poziomu
lignin. Obnizenie poziomu lignin w roslinach CAD spowodowato polepszenie jakosci wtdkna poprzez
zwiekszenie jego elastycznosci. Druga droga prowadzita poprzez redukcje poziomu pektyn,
osiggniety przez nadekspresje poligalakturonaz. Celem obnizenia poziomu pektyn byto skrdcenie
czasu roszenia. Linie PGl wykazywaty ponadto lepsze wtasnosci mechaniczne w poréwnaniu do
roslin kontrolnych. Niestety zaobserwowano niekorzystne zmiany w odpornosci roslin w kulturach in
vitro. Wiele czynnikébw wptywa na produktywnosé roslin. Jednym z najbardziej istotnych jest
wrazliwos¢ albo odpornosé na infekcje.

Celem tej pracy byto zbadanie zmian w sktadzie i biochemicznej kompozycji polimeréw w nasionach i
roSlinach transgenicznych linii Inu, spowodowanych przez wprowadzone modyfikacje, celem
stwierdzenia jakie czynniki korelujg z obserwowanymi zmianami w odpornosci linii transgenicznych
na infekcje Fusarium. Zbadano trzy stadia rozwojowe Inu: nasiona, rosliny czterotygodniowe i
jedenastotygodniowe. Nasiona zawierajg materialy zapasowe, ktérych roslina uzywa w czasie
kietkowania. Okoto czwartego tygodnia od kietkowania zapasy biopolimerdw z nasiona sg juz prawie
wyczerpane i roslina polega na produktach fotosyntezy zaréwno w dziedzinie wzrostu i rozwoju jak i
w odpornosci na patogen. Jedenastotygodniowa roslina jest juz prawie dojrzata i jakakolwiek infekcja
moze spowodowac znaczng utrate plonu.



Odpornos¢ linii transgenicznych na patogen sprawdzono wysiewajgc nasiona na pozywke MS. Kiedy
siewki wyrosty, pozywka zostata zarazona F. oxysporum lub F. culmorum. Nastepnie zmierzono
odpornos¢ linii transgenicznych na Fusarium. Siewki PGI 11 byty bardziej odporne w poréwnaniu do
kontroli, natomiast CAD 33 bardziej wrazliwe na zakazenie Fusarium. Ponadto zbadano witalno$¢
nasion uzywajac testu kietkowania. Zaobserwowano spadek witalnosci dla nasion CAD 33 i jej wzrost
dla linii PGI 11.

Zbadano kompozycje biochemiczng nasion aby okreslié zachodzace w nich zmiany. Okres$lono
zawarto$¢ celulozy, hemicelulozy, pektyn i lignin. Do analizy sktadu monomerowego pektyn i
hemiceluloz oraz $luzu z nasion Inianych zastosowano ultrasprawng chromatografie cieczowa
(UPLC). Uzyto jej rowniez do okreslenia zawartosci i kompozycji zwigzkow fenolowych. Kompozycje i
zawartos¢ kwaséw ttuszczowych okreslono za pomocg chromatografii gazowej (GC-FID).

W nasionach efekty modyfikacji byly znaczace. Zawartosé lignin znaczgco spadfa w linii CAD 33,
pektyn natomiast w PGl 11. Modyfikacja wptynefa takie na pozostate biopolimery. Zaréwno
zawartos$¢ hemiceluloz jak i pektyn wzrosta w linii CAD 33, podczas gdy zawartos¢ celulozy znaczgco
spadtfa. Zawartos$¢ lignin spadta w PGI 11, hemiceluloz natomiast symultanicznie wzrosta. Zawartosé¢
fenylopropanoiddéw znaczaco spadta w CAD 33, nieznacznie natomiast w PGl 11. Nie zaobserwowano
istotnych zmian w zawartosci i kompozycji kwaséw ttuszczowych w liniach transgenicznych w
stosunku do rosliny kontrolnej.

Zanalizowano zawartos¢ biopolimeréw w czterotygodniowych i jedenastotygodniowych roslinach.
Podobnie jak w nasionach oznaczono zawartos$¢ celulozy, hemicelulozy, pektyn i lignin. Kompozycja
monomerdw cukrowych pektyn i hemiceluloz zostata oznaczona przy uzyciu UPLC, podobnie jak
zawarto$¢ i skfad fenylopropanoidéw. Okreslono réwniez poziom ekspresji wybranych gendw
zaangazowanych w metabolizm biopolimeréw oraz gendw zwigzanych z odpowiedzig na infekcje
(PR) jak B1, 3 glukanaza i chitynaza, przy uzyciu Real-Time PCR.

Pomimo uzycia promotora 35S do ekspresji transgendw zmiany w zawartosci i kompozycji
biopolimeréw w roslinach byty mniej wyrazne niz nasionach. W linii CAD 33 nie tylko nie
zaobserwowano spadku zawartosci lignin, ale wrecz nieznaczny jej wzrost. Redukcja zawartosci
pektyn w roslinach PGI 11 byta znacznie mniej wyrazna niz w nasionach. Podobnie jak w nasionach
zarowno zawartos$¢ hemiceluloz jak i pektyn byta wyzsza niz w kontroli w roslinach CAD 33. W linii
PGI 11, zawarto$¢ lignin spadta przy jednoczesnym wzroscie zawartosci hemicelulozy. Zawartos$¢
fenylopropanoidéw zachowata jednakie tendencje obserwowane w nasionach i byta znacznie
obnizona w roslinach CAD 33, nieco obnizona natomiast w PGI 11.

Zmiany sktadu biochemicznego mogg by¢ czesciowo wyjasnione zmianami ekspresji gendéw. W
roSlinach CAD 33 jednakze, jakkolwiek gen CAD byt wyciszony, brak jego aktywnosci zostat
skompensowany przez nadekspresje genu dehydrogenazy alkoholu sinapylowego (SAD). Ekspresja
gendéw odpowiedzi na infekcje korelowata sie dodatnio z obserwowanymi zmianami w odpornosci
roslin. Rosliny PGl 11 wykazywaty zwiekszong ekspresje B1, 3 glukanazy co moze sugerowac ich
zwiekszong odpornos¢ na infekcje. W linii CAD 33 nastgpita represja zaréwno gendw PR, jak i B1, 3
glukanazy i chitynazy.



W roslinach jedenastotygodniowych, czyli w trzecim analizowanym etapie zycia roslin, wystepowaty
znaczace roznice w stosunku do roslin kontrolnych. Zawartos¢ lignin spadfa znaczaco w roslinach
CAD33. Zawartos¢ pektyn pozostata przy tym bez zmian, celulozy i hemicelulozy natomiast spadta. W
roslinach PGl 11 zawarto$¢ pektyn znaczgco spadta, hemiceluloz spadfa dramatycznie, natomiast
ilos¢ lignin i celulozy znacznie wzrosta. Podobnie jak w roslinach czterotygodniowych zawartosc
fenylopropanoidéw byta obnizona zaréwno w roslinach CAD 33 jak i PGI 11. Analizy ekspresji genéw
byty zgodne z analizami biochemicznymi. Zaréwno ekspresja gendw CAD jak i SAD byfa obnizona w
roslinach CAD 33. Spadek zawartosci hemicelulozy w linii P 11, szczegdlnie za$ zawartosci w niej
monomerdw ksylozowych, moze by¢ wyjasniony obserwowang nadekspresjg 1,4-alfa-ksylozydazy
(XYLa), ktora odpowiada za degradacje hemicelulozy poprzez uséwanie reszt ksylozy. Chitynaza byta
nadekspresionowana w linii P 11, represjonowana natomiast w roslinach CAD 33.

Zaiste zmiana kompozycji biochemicznej transgenicznych nasion Inu ma wptyw na odpornosé
skietkowanych roslin w poczatkowym okresie ich zycia. Oligosacharydy uwalniane z faicuchéw
homogalacturonanu w pektynach wskutek wprowadzenia poligalakturonazy w roslinach PGl 11 zdaja
sie dziata¢ jak elicytory indukujgc odpornos¢ rosliny na infekcje. Ten stan indukowanej odpornosci
byt odpowiedzialny za nadekspresje gendw PR i WAK, ktore zwiekszajg odpornos¢. Ponadto, fizyczne
bariery przeciw patogenowi zostalty wzmocnione, zwtaszcza w roslinach jedenastotygodniowych w
ktérych poziom celulozy i lignin wzrdst. Wprowadzona modyfikacja poprawita tez produktywnosé
roslin PGI 11.

Jednakowoz wyciszenie genu CAD miato negatywny wptyw na odpornosé roslin CAD33. Roslina
reaguje jak gdyby nie bylo zadnego sygnatu o infekcji. Moze to by¢ odpowiedzialne za spadek
ekspresji gendw PR, zawartosci zwigzkdw fenolowych i aktywnosci antyutleniajgcej roslin CAD 33 i w
konsekwencji podnosié¢ wrazliwosé roslin na infekcje.

Redukcja zawartosci pektyn przez wprowadzenie grzybowej poligakturonazy byto zatem lepszg
strategia poprawy wtasciwosci widkna w poréwnaniu do obnizenia zawartosci lignin poprzez
wyciszenie genu CAD.



