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1-MCP — 1-metylocyklopropen (ang. 1-methylcyclopropane)

ABA — kwas abscysynowy (ang. abscisic acid)

ABI — niewrazliwy na kwas abscysynowy (ang. abscisci acid insensitive)
ACC — kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy

(ang. 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid)

ACS - syntaza kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego

(ang. 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase)

AOA — kwas aminooksyoctowy (ang. aminooxyacetic acid)

APX — peroksydaza askorbinianowa (ang. ascorbate peroxidase)

AVG — aminoetoksyglicyna (ang. aminoethoxyvinylglycine)

bZIP — biatka zawierajace zamki leucynowe (ang. basic leucin zipper protein)
CAT - katalaza (ang. catalase)

DAB — 3’3-diaminobenzydyna (ang. 3,3'-diaminobenzidine)

DACP — diazocyklopentadien (ang. diazocyclopentadiene)

DAG - 1,2- diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

DAO - diaminooksydaza (ang. diamine oxidase)

DPI — difenylojodonium (ang. diphenylene iodonium)

CAM - kalmodulina (ang. calmodulin)

CBL - kalcyneuryna B (ang. calcineurin B-like)

CDK - kinaza zalezna od cyklin (ang. cyclin-dependent kinase)

CML - biatka podobne do kalmoduliny (ang. calmodulin-like proteins)

Cyc — cykliny (ang. cyclins)

GEF — czynnnik wymieniajacy nukleotydy guaniniowe (ang. GTP exchange factor)
GEP — bialko o aktywnos$ci wymiennika nukleotydoéw guaniniowych (ang. GTP
exchange protein)

GSH — glutation

GR - reduktaza glutationowa (ang. glutathione reductase)

GTP — deoksyguanozyno-5’-trifosforan, nukleotyd guaninowy

(ang. guanosine-5'-triphosphate)

HSF — czynnik szoku cieplnego (ang. heat shock factor)
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IAA — kwas indolilo-3-octowy (ang. indole-3-acetic acid)

IP; — inozytolo-1,4,5-trifosforan (ang. inositol trisphosphate)

IRT1 — transporter regulowany przez zelazo (ang. iron-regulated transporter)
JA — kwas jasmonowy (ang. jasmonic acid)

MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)
MAPKK - kinaza kinazy aktywowanej mitogenami

(ang. mitogen-activated protein kinase kinase)

MDA - dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde)

MeJA — ester metylowy kwasu jasmonowego (ang. methyl jasmonic acid)
MIiRNA — mikro RNA

MRE — element odpowiedzi na metale (ang. metal responsive element)

MRNA — matrycowe (informacyjne, przekaznikowe) RNA (ang. messenger RNA)
MTF-1 — czynnik transkrypcyjny odpowiedzi na metale (ang. metal regulatory
transcription factor)

MY B — czynnik transkrypcyjny nalezacy do rodziny protoonkogendéw myb
(myeloblastosis)

NADPH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

NBD - bicyklohepta-2,5-dien (ang. cyclic olefin 2,5-norbornadiene)

NCRNA — niekodujace RNA (ang. non-coding RNA)

NMR — jadrowy rezonans magnetyczny (ang. nuclear magentic resonance)
NOS - syntaza azotanowa (ang. nitric oxide synthase)

NR — reduktaza azotanowa (ang. nitrate reductase)

PAs — poliaminy (ang. polyamines)

PAO - poliaminooksydaza (ang. polyamine oxidase)

PCR - reakcja tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PCIB — kwas p-chlorofenyloksyizobutylowy (ang. p-chlorophenoxyisobutyric acid)
PIP, — fosfoinozytolo-4,5-difosforan (ang. phosphatidylinositol biphosphate)
piIRNA — RNA tworzgce kompleksy z biatkiem piwi (ang. piwi-interacitng RNA)
PR — biatka powigzane z patogenezg (ang. pathogenesis-related proteins)

PTIO — 3-tleneku 2-(4-fenylo)-4,4,5,5-tetrametyloimidazolu-1-oksylu

(ang. 2-(4-phenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide)
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RISC — kompleks wyciszajacy indukowany RNA (ang. RNA induced silencing
complex)
RFT — reaktywne formy tlenu
RLK — kinaza biatkowa podobna do receptora (ang. receptor-like kinases)
rRNA — rybosomowe (rybosomalne) RNA
RNS — reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species)
SA — kwas salicylowy (ang. salicyli acid)
SAMDC - dekarboskylaza S-adenozylometioniny
(ang. S-adnosylmethionine decarboxylase)
SAR — systemiczna odporno$¢ nabyta (ang. systemie aquired resistance)
SiRNA — mate interferujace RNA (ang. small interfering RNA)
SNP — nitroprusydek sodu (ang. sodium nitroprusside)
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)
STS —tiosiarczan srebra (ang. silver thiosulphate)
TBA — kwas tiobarbiturowy (ang. thiobarbituric acid)
TBARS — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym
(ang. tiobarbituric acid reactive substances)
TCA — kwas trichlorooctowy (ang. trichloroacetic acid)
TF — czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factor)
tRNA — transportujace RNA

XOR - oksydoreduktaza ksantynowa (ang. xhantine oxidoreductase)
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Tabela 14: Sekwencje promotorowe wraz z wyszukanymi elementy regulatorowe.
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STRESZCZENIE

Regulacja ekspresji genow kodujacych bialka uczestniczace w szlakach
przekazywania sygnaléw w siewkach soi (Glycine max L.) traktowanych kadmem.

Zanieczyszczenie $rodowiska substancjami toksycznymi takimi jak kadm
stanowi powazny problem wspotczesnego §wiata. W przypadku roslin ekspozycja na
kadm prowadzi do zahamowania wzrostu, zaburzen w procesach fotosyntezy, indukcji
stresu oksydacyjnego, uszkodzen biatek i DNA oraz inicjacji programowanej $mierci
1 nekrozy. Najwcze$niejsza reakcja roslin na obecno$¢ kadmu w $rodowisku jest
aktywacja szlakow przekazywania sygnatow, ktore prowadza do mobilizacji
mechanizmow obronnych. Celem niniejszej pracy jest kompleksowe zbadanie szlakow
sygnalnych zaangazowanych w przekazywanie sygnatu kadmowego w jednym gatunku
ro$liny — soi.

Przeprowadzone badania obejmujag pomiary ekspresji pigtnastu gendéw
powigzanych z réznymi szlakami przekazywania sygnatéw w miodych siewkach soi
narazonych na dziatanie roztworéw kadmu w dwoch stezeniach (10 mg Lti25mg L™
przez krotkie okresy czasu (3, 6 1 24 godziny).

Uzyskane wyniki pokazuja, ze kadm indukuje ekspresje genow kodujacych
biatka zaangazowane w metabolizm etylenu (syntaz¢ kwasu l-aminocyklopropano-1-
karboksylowego - ACS), generowanie tlenku azotu (reduktaze azotanowg — NR),
kaskady kinaz aktywowanych mitogenami (MAPKK?2) i regulacj¢ ekspresji innych
genow (czynniki transkrypcyjne DOF1, MYBZ2 i bZIP62). Bioinformatyczna analiza
sekwencji nukleotydowych w promotorach  genéw indukowanych przez kadm
wykazala, Ze zawieraja one szereg motywow regulatorowych powigzanych
z odpowiedzig roslin na czynniki stresowe oraz z sygnalizacjg za posrednictwem kwasu
abscysynowego 1 etylenu. Dalsze badania wykazaly, ze obserwowany wzrost ekspresji
genu ACS jest skorelowany z indukcjg biosyntezy etylenu, a indukcja ekspresji genu NR
ze wzrostem aktywnosci reduktazy azotanowe;.

Dane literaturowe sugeruja, ze reaktywne formy tlenu (RFT), tlenek azotu
(NO) i etylen sa zaangazowane w odpowiedz ro$lin na dziatanie kadmu. Ponadto uwaza
si¢, ze przy krotkotrwalym stresie kadmowym glownym zrédtem RFT jest oksydaza
NADPH. W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej sprawdzono, czy wymienione

czasteczki sygnalne uczestniczg w obserwowanej, zaleznej od kadmu indukcji gendéw
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kodujacych ACS, NR, MAPKK2 oraz czynniki transkrypcyjne DOF1, MYBZ2
1 bZIP62. Przeprowadzone doswiadczenia obejmowaty zbadanie wpltywu zmiatacza
tlenku azotu (PTIO), inhibitora oksydazy NADPH (DPI), oraz inhibitora syntezy
etylenu (CoCl,) na ekspresj¢ wymienionych gendéw. Traktowanie siewek soi
zmiataczem tlenku azotu, PTIO, niwelowalo zalezng od kadmu indukcj¢ wszystkich
analizowanych genow po 3 godzinach aplikacji. Jednoczesnie , w tym samym wariancie
czasowym, DPI, zwigkszato zalezng od kadmu indukcje gendéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne DOF1 i MYBZ2. Po 6 godzinach traktowania nie zaobserwowano
wplywu PTIO, ani DPI na ekspresj¢ analizowanych genéw. Inhibitor syntezy etylenu,
CoCl,, modulowat ekspresje gendéw kodujagcych MAPKK2, NR oraz czynniki
transkrypcyjne DOF1 i bZIP62 w siewkach soi traktowanych CdCl,. Jednakze,
w zastosowanych warunkach doswiadczalnych CoCl, nie hamowat biosyntezy etylenu.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze wplyw jondw kobaltu na ekspresje genow jest niezalezny
od dziatania etylenu.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, , ze etylen, tlenek azotu, kinazy
aktywowane mitogenami oraz czynniki transkrypcyjne DOF1, MYBZ2 i bZIP62
uczestniczg w przekazywaniu sygnatu kadmowego w mtodych siewkach soi narazonych
na krotkotrwaly stres kadmowy. Wyniki przeprowadzonych dos§wiadczen postuzyly do
zaproponowania kompleksowego modelu sieci sygnalnych zaangazowanych

w przekazywaniu sygnatu kadmowego w roslinach.
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ABSTRACT

Regulation of the expression of genes encoding proteins engaged in signal
transduction pathways in soybean seedlings (Glycine max L.) treated with
cadmium.

Contamination of the environment with toxic substances, such as cadmium, is
a serious problem of modern world. In the case of plants exposure to cadmium leads to
the inhibition of growth, disturbances in photosynthesis, induction of oxidative
stress, alterations in ion homeostasis, protein and DNA damage and initiation of
programmed cell death and necrotic processes. The earliest reaction of plants to the
presence of the cadmium in their environment includes activation of signal transduction
pathways, which in turn lead to the mobilization of plant defense systems. The aim of
present study is a comprehensive examination of signaling pathways engaged in the
transduction of cadmium signal in one plant specie — soybean.

The conducted research included measurements of the expression of fifteen
genes involved in various signal transduction pathways in young soybean (Glycine max)
seedlings exposed to cadmium at two concentrations (10 mg L™ and 25 mg L™?) for
short time periods (3, 6 and 24 hours). The obtained results show that cadmium causes
induction of genes encoding proteins involved in ethylene metabolism
(1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase - ACS), nitric oxide generation
(nitrate reductase - NR), MAPK cascades (MAPKK?2) and regulation of other genes
expression (DOF1, MYBZ2 and bZIP62 transcriptions factors). The bioinformatic
analysis of promoter sequences of Cd-inducible genes revealed that their promoter
possess several regulative motifs associated with plant response to stress factors and
abscisic acid and ethylene signaling. Further studies showed that the observed increase
in ACS expression was correlated with induction of ethylene biosynthesis, while
induction of NR gene was correlated with increase in nitrate reductase activity.

Literature data suggest that reactive oxygen species (ROS), nitric oxide (NO)
and ethylene are engaged in plant response to cadmium. Moreover, it is believed that
under short term cadmium stress NADPH oxidase is the main source of ROS.
The putative role of described signaling molecule in the mediation of the observed
Cd-dependent induction of ACS, NR, MAPKKK2, DOF1, MYBZ2 and bZIP62 genes

was examined. The conducted experiments covered examination of the influence of
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nitric oxide scavenger (PTIO), NADPH oxidase inhibitor (DPI) and an inhibitor of
ethylene synthesis, CoCl, on the expression levels of mentioned genes. Treatment with
NO scavenger, PTIO, reversed the observed Cd-dependent induction of expression of
all investigated genes after 3h of exposure to CdCl,. On the other hand, in the same time
variant, DPI, caused augmentation of Cd-dependent induction of genes encoding
DOF1 and MYBZ2 transcription factors. After 6 h of treatment none of the described
effects was observed. Also inhibitor of ethylene synthesis, CoCl,, caused modulation of
expression of genes encoding MAPKK?2, NR, DOF1 and bZIP62 transcription factors in
plants exposed to CdCl,. However, in the applied experimental conditions CoCl, did not
inhibit ethylene production. These results suggest that the influence of cobalt ions on
genes expression is independent from ethylene action.

Taken together the obtained results imply that ethylene, nitric oxide, mitogen-
activated protein kinase cascades and DOF1, MYBZ2 and bZIP62 transcription factors
are engaged in the transduction of cadmium signal in young soybean seedlings exposed
to short term cadmium stress. A comprehensive model of signaling network engaged in

transduction of cadmium signal in plants is proposed.
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1. WSTEP

, Mans attitude towards nature is today critically important simply because we
have now acquired a fateful power to alter and destroy nature. But man is a part of

nature and his war against nature is inevitably a war against himself”

“Stosunek czltowieka do przyrody jest dzisiaj szczegolnie istotny ze wzgledu na fakt
nabycia przez ludzi fatalnych w skutkach zdolnosci do zmieniania i niszczenia
przyrody. Jednakze cztowiek stanowi czes¢ przyrody i jego wojna z przyrodg

nieuchronnie stanowi wojne z samym sobq”
Rachel Carson 1964

Pomimo rosngcej uwagi jaka przywigzuje si¢ do ochrony $rodowiska,
zanieczyszczenie przyrody stanowi nadal jeden z najbardziej palacych probleméw
wspoélczesnego Swiata. Za przyktady najpowazniejszych Katastrof spowodowanych
skazeniem $rodowiska moga postuzy¢ wyciek izocyjanianu metylu, do ktéorego doszto
w 1984 roku w hinduskim mie$cie Bhopal, wybuch reaktora jadrowego w Czarnobylu,
ktory miat miejsce w 1986 roku, czy tez rozw6j u mieszkancéw Japonii chordb, takich
jak Itai Itai, Minamata i astma Yokaichci wynikajacych z gwaltownego skazenia
srodowiska kadmem, rtecig oraz tlenkiem siarki i azotu. Mniej zauwazalna, ale bardzo
grozna w skutkach jest rowniez chroniczna ekspozycja organizméw na dziatanie
szkodliwych substancji chemicznych. Przedostajace si¢ do S$rodowiska toksyczne
substancje sg pobierane przez rosliny prowadzac do zahamowania ich wzrostu
1 zmniejszenia uzyskiwanego plonu. Co wazniejsze zakumulowane w roslinach zwiazki
chemiczne i metale, takie jak kadm, moga poprzez kolejne ogniwa tancucha
pokarmowego dostawaé si¢ do organizmu ludzi i przyczynia¢ do rozwoju groznych
chorob, miedzy innymi nowotwordow. Bardzo wazne wydaje si¢ wigc poznanie efektow
wywolywanych przez toksyczne substancje w roslinach oraz sposobow w jaki radza one
sobie z ich niekorzystnym wptywem. Poznanie mechanizméw prowadzacych do
nabywania przez rosliny odpornosci ma réwniez bardzo duze znaczenie w rozwijajace;j
si¢ dynamicznie w ostatnich latach metodzie oczyszczania §rodowiska przy uzyciu

ro$lin — fitoremediaciji.

1.1.  Toksyczny wplyw kadmu na rosliny
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Skazenie S$rodowiska kadmem jest powaznym problemem wspodiczesnego
$wiata. Szacuje si¢, ze rocznie do atmosfery przedostaje si¢ 30 000 ton tego metalu
ciezkiego, z czego 4 000-13 000 ton pochodzi z przemystu [Gallego i in. 2012]. Kadm
jest powszechnie wykorzystywany do produkcji baterii  niklowo-kadmowych,
pomaranczowo-czerwonych barwnikéw i stopéw miedzi. Gldwne antropogeniczne
zrodla tego pierwiastka to spalarnie $mieci, cementownie, spaliny samochodowe,
przemyst tekstylny, metalurgiczny i wydobywczy. Do skazenia gleb kadmem
przyczynia si¢ rowniez stosowanie sztucznych nawozow [Gallego 1 in. 2012, Kabir 1 in.
2012, Toppi i Gabrielli 1999]. Do jednego z najlepiej udokumentowanych przypadkow
skazenia §rodowiska kadmem doszto w japonskiej prefekturze Toyama. Na poczatku
XX wieku u o0sob zamieszkujacych ten region rozpoznano dotad nieznang chorobe
charakteryzujaca si¢ uszkodzeniem nerek i osteomalacjag — rozmigkczeniem kosci. Ze
wzgledu na dreczace pacjentéw silne bdle catego ciata chorobe tg nazwano ,,Itai, itai”
(w thumaczeniu ,,boli, boli”). Po wnikliwych badaniach okazato si¢, ze przyczyng
rozwoju choroby bylo skazenie §rodowiska kadmem, wynikajace z intensywnych prac
wydobywczych rud cynku przeprowadzanych w kopalni Kamioka. Kadm, jako mniej
uzyteczny produkt uboczny, byt deponowany w jednej z gtdéwnych rzek regionu — Jinzu.
W rezultacie doszto do skazenia wod rzeki Jinzu oraz zasilanych przez nig pol
ryzowych. Zanieczyszczenie S$rodowiska kadmem doprowadzito do zmniejszenia
potowu ryb, uzyskiwanych plondw ryzu oraz rozwoju u prawie 400 osob
zamieszkujacych tereny nad rzeka Jinzu choroby ,ltai, itai”. W 1972 roku
poszkodowane osoby wygraly proces z zarzadem kopalni Kamioka 1 uzyskaty
odszkodowania oraz prawo do monitorowania generowanych przez kopalni¢
zanieczyszczen. Choroba ,,Itai,itai” jest zaliczana do ,,Czterech Wielkich Chordb
Japonii” wywotlanych przez skazenie srodowiska [Kaji 2012].

Przyktadami innych silnie zanieczyszczonych regionéw Ziemi, w ktorych
stezenie kadmu przekracza 20 mg*kg” gleby, moga by¢ tereny wokot kopalni w
chinskich prowincjach Guangdong i Hanan, dolina Asiruri w Boliwii, prowincja Mae
Sot w Tajlandii, czy tez tereny wokot hut ,,Bolestaw” i ,,Miasteczka Slaskie” w Polsce
[Bednarska i Stachowicz 2013, Oporto i in. 2012, Panitlertumpai i in. 2013, Zhao i in.
2012a].

Zanieczyszczenie srodowiska kadmem jest grozne dla wszystkich organizmow
zywych. Toksyczno$¢ tego metalu cigzkiego =zalezy od jego stezenia, Czasu

dzialania, badanego gatunku 1 stadium rozwojowego. W przypadku roslin najbardziej
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narazonymi na dziatanie kadmu organami sg korzenie, ktore jako pierwsze poddane sg
toksycznemu dziataniu tego pierwiastka. Ponadto, liczne badania wykazaty, ze kadm
jest gromadzony gtéwnie w korzeniach, chociaz znaczne jego ilo$ci mogg by¢ réwniez
transportowane do wyzszych czesci roslin  [Akthter 1 in. 2012, Monteiro
i in. 2012, Nedjimi i Daoud 2009, Panitlertumpai i in. 2013, Pourghasemian i in. 2013,
Rascio i in. 2008, Vestena i in. 2011].

Do najwazniejszych zmian morfologicznych wywotanych przez kadm naleza
zahamowanie wzrostu, bragzowienie i zmiany ksztaltu korzeni, zmniejszenie
powierzchni  lisci, chloroza i powstawanie plam nekrotycznych [Gill i in. 2008,
Gongalves i in. 2007, Kiipper i in. 2007, Monteiro i in. 2012, Nedjimi i Daoud 2009,
Rascio 1 in 2008]. Na poziomie komérkowym, u ros$lin poddanych dziataniu tego
pierwiastka, zaobserwowano szereg zmian w ultrastrukturze obejmujacych zmniejszong
ilo§¢ mitochodriow, diktiosoméw 1 siateczki retikulum endoplazmatycznego (ER),
pecznienie szorstkiego ER oraz zwigkszong wakuolizacje komorek. Chloroplasty roslin
poddanych dziataniu kadmu charakteryzowaty si¢ zmniejszonym zwarciem struktury
lamelli, wezszymi granami, a przy dzialaniu wyzszych stezen kadmu réwniez
pecznieniem tylakoidéw. W obrebie cytoplazmy, wakuoli 1 $ciany komorkowe;j
odnotowano pojawienie si¢ gestych elektronowo punktow [Ge i in. 2012, Rascio i in.
2008, Sun i in. 2012]. Przy wysokich stezeniach aplikowanego kadmu zaobserwowano
zmiany w ultrastrukturze typowe dla procesu programowanej $mierci komorki (PCD)
obejmujace obkurczanie si¢ jadra komorkowego i uszkodzenia otoczki jadrowej,
wyciek nukleoplazmy, kondensacj¢ chromatyny oraz pegcznienie i dezintegracje
mitochondriow [Qian-gian i in. 2012].

Istnieje kilka gtdéwnych mechanizmoéw toksycznosci kadmu, do ktérych naleza:

» Zwigkszona produkcja reaktywnych form tlenu.

Jedna z najpowszechniejszych reakcji roslin na dziatanie kadmu jest zwigkszona
produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) [Hsu i Kao 2007, Kopyra i Gwoézdz
2003, Lehotai i in. 2011, Vestena i in. 2011]. Wywotany nadprodukcjg RFT stres
oksydacyjny prowadzi do peroksydacji lipidow oraz uszkodzen biatek i DNA, co z kolei
skutkuje zmianami w przepuszczalnosci bton komérkowych, zmniejszong aktywnoscia
szeregu enzyméOw oraz zwigkszona czestoScig mutacji DNA [Scandalios 2002].
U r6znych gatunkach roslin poddanych dziataniu kadmu zaobserwowano peroksydacje

bton komorkowych objawiajaca si¢ zwickszong iloscia wykrytego dialdehydu
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malonowego (MDA) lub substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS)
[Ge iin. 2012, Gill i in. 2012, Monteiro i in. 2012, Xu i in. 2012]. Nadprodukcja RFT
moze rowniez prowadzi¢ do modyfikacji oksydacyjnych bialek obejmujacych miedzy
innymi karbonylacje, uwazang za jeden z markerow stresu oksydacyjnego [Braconi i in.
2011]. Zwigkszong zawarto$¢ karbonylowanych biatek odnotowano w roslinach
kukurydzy, ogoérka, stonecznika, lucerny, grochu i ziemniaka poddanych dziataniu
kadmu [Gongalves i in. 2007, Pena i in. 2006, Pena i in. 2007, Romero-Puertas i in.
2002].

» Zaburzenia w homeostazie mineralnej roslin.

Wykazano, ze kadm prowadzi do zaburzen w homeostazie mineralnej szeregu
gatunkéw roslin [Gongalves 1 in. 2009, Li 1 in. 2012, Liu 1 in. 2012]. Na zmiang¢
rownowagi mineralnej roslin poddanych dziataniu jonéw kadmu wpltyw moze mieé
kilka czynnikéw. Jony kadmu przedostajg si¢ do komoérek roslinnych poprzez kanaty
przeznaczone do pobierania niezbednych jonéw takich jak Ca®*, Fe?*, Zn** [Chiang i in.
2006, Connolly i in. 2002, Kurtyka i in. 2011, Lee i An 2009, Li i in. 2012, Oomen i in.
2009, Takahashi i in. 2011]. W s$rodowisku zanieczyszczonym kadmem moze wigC
dojs¢ do konkurencji pomiedzy Cd?*, a innymi pierwiastkami o miejsca wiazania
w transporterach. Ekspozycja na ten metal ciezki prowadzi rowniez do peroksydacji
lipidow prowadzaca do zmian w przepuszczalnosci bton komoérkowych 1 wycieku
jonow [Gill 1 in. 2012, Monteiro 1 in. 2012]. Kolejng przyczyna zaburzen gospodarki
mineralnej jest hamujacy wptyw kadmu na aktywnos¢ niektorych enzyméw. Wykazano
migdzy innymi, ze ro$liny traktowane roztworami kadmu charakteryzowaty si¢
spadkiem aktywnosci reduktazy azotanowej powigzanym ze zmniejszong zawartos$cig

azotu [Gill i in. 2012]

» Zahamowanie procesow fotosyntezy.

Kolejnym powszechnym symptomem toksyczno$ci kadmu jest zahamowanie
procesOw fotosyntezy, przy czym sugeruje si¢, ze faza jasna fotosyntezy jest bardziej
wrazliwa na toksyczne dziatanie tego metalu niz cykl Calvian-Bensona. Ekspozycja na
kadm prowadzi do zmniejszenia ilo$ci wydzielanego tlenu i asymilowanego dwutlenku
wegla, spadku maksymalnej wydajnosci fotosystemu 11 (F\/Fy) 1 obnizenia
maksymalnej intensywnosci fotosyntetycznej (Pn) [Kiipper i in. 2007, Rascio i in. 2008,
Sun i in. 2012]. Jedng z przyczyn spadku wydajnosci fotosyntezy u ro$lin narazonych

na  dzialanie  kadmu  jest  degradacja  barwnikéw  fotosyntetycznych:
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chlorofilu a, chlorofilu b 1 karotenoidéw [Gill i in. 2008, Kiipper i in. 2007, Nedjimi
I Daoud 2009, Rascio i in. 2008, Xu i in. 2012]. Ponadto wykazano, ze kadm wptywa
hamujgco na aktywno$é kluczowego enzymu cyklu Calvina, karboksylazy/oksygenazy
1,5-bifofosforanu (Rubisco). Sugeruje si¢, ze jednym z wazniejszych mechanizmow
prowadzacych do spadku aktywnosci Rubisco pod wplywem stresu kadmowego sa

uszkodzenia oksydacyjnego tego enzymu [Liu i in. 2008a, Romero-Puertas i in. 2002].

» Uszkodzenia DNA i zaburzenia cyklu komérkowego.

Toksyczny wpltyw kadmu na material genetyczny zostat udowodniony
z zastosowaniem szeregu roznych metod, takich jak detekcja mikrojader, RAPD PCR,
metoda kometowa czy reakcja TUNEL [Arasimowicz-Jelonek i in. 2012, Liu i in. 20009,
Monteiro i in. 2012, Unyayar i in. 2006]. Uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do
zahamowania podzialéw komoérkowych. Wykazano, ze ekspozycja na kadm wywotuje
spadek indeksu mitotycznego oraz zaburzenia w cyklu komoérkowym charakteryzujace
si¢ zahamowaniem fazy S i G, [Monterio i in. 2012, Unyayar i in. 2006]. Kadm moze
wpltywac na czesto$¢ podziatow komorkowych réwniez poprzez modulacje aktywnosci
biatek regulujacych cykl komorkowy, do ktorych naleza cykliny (Cyc) i kinazy zalezne
od cyklin (CDK) [Deckert 2000]. W badaniach z zastosowaniem zawiesiny
komorkowej soi wykazano, ze kadm hamuje ekspresje genu kodujacego cykling Bl
[Sobkowiak i Deckert 2003]. Rowniez w ro$linach ryzu zaobserwowano zmiany
w ekspresji gendw powigzanych z regulacja cyklu komorkowego pod wplywem kadmu.
Traktowanie Cd(NOs3), skutkowato obnizeniem poziomu mRNA dla genéw kodujacych
cykliny CycA3;2, CycD6;1, CycL1;1 CycU3, kinaze zalezng od cyklin CDKC;2,
i inhibitor kinaz zaleznych od cyklin, KRP5. Réwnoczesnie odnotowano wzrost
ekspresji genow kodujacych cykliny CycB2;1, CycH1;1 oraz kinazy CDKC;3, CDKD;1
a takze bialko RB zaangazowane w inicjacje¢ replikacji DNA i biatko DEL1 hamujace
transkrypcje [Zhao i in. 2012b]. Z kolei w ro$linach pszenicy ekspozycja na kadm
prowadzita do uszkodzen oksydacyjnych cykliny D i CDKA. Ponadto CdCl, hamowat
ekspresje genéw powigzanych ze $ciezkg E2F/retinoblastoma zaangazowang

w regulacj¢ podziatow komoérkowe [Pena i in. 2012].

» Molekularna mimikra jonéw kadmu.
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Jednym z mniej zbadanych mechanizméw toksycznos$ci kadmu jest molekularna
mimikra. Ze wzgledu na podobienstwo fizyko-chemiczne do niektérych pierwiastkow
kadm, moze zastgpowac je w czasteczkach biologicznych. Zjawisko to jest doktadniej
zbadane u zwierzat, u ktérych molekularna mimikra kadmu prowadzi migdzy innymi do
zwigkszonej produkcji RFT, nieprawidlowej aktywacji sygnalizacji Wnt/Bkateniy,
kalmoduliny i estrogenu oraz zaburzen w neurotransmisji [Chmielowska-Bak i in.
2013a]. W przypadku ro$lin konkurencja o miejsce w kanalach jonowych moze
prowadzi¢ do zaburzen w pobieraniu innych, niezbednych jondw z podioza. Postuluje
si¢ rowniez, ze hamujacy wptyw Cd?* na otwieranie aparatow szparkowych na $wietle,
moze wynika¢ z przenikani kadmu do cytozolu poprzez kanaly wapniowe
[Perfus-Barbeoch i in. 2002]. Ponadto molekularna mimikra kadmu moze zaburzaé
procesy zalezne od jonow wapnia. W doswiadczeniach przeprowadzonych na
rzodkiewce udowodniono, ze kadm moze zamienia¢ jony wapnia W czasteczce
kalmoduliny prowadzac do zmniejszenia jej aktywnosci [Rivetta 1 in. 1997].

Opisane mechanizmy toksyczno$ci kadmu bardzo czesto sa powigzane ze sobg.
Dla przyktadu stres oksydacyjny prowadzi do zmian w strukturze i przepuszczalnos$ci
bton komorkowych, co skutkuje zaburzeniami w homeostazie jonowej. Nadmiar
reaktywnych form tlenu powoduje réwniez uszkodzenia biatek 1 DNA, ktore moga
prowadzi¢ do spadku wydajnosci fotosyntezy i zahamowania proceséw podziatu
komoérkowego. Spowolnienie podziatdéw komorkowych z kolei skutkuje zahamowaniem
wzrostu ros$lin. Przyktady powigzan pomigdzy réznymi mechanizmami toksycznosci

kadmu zostaty przedstawione na Ryc.1.
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Ryc.1: Przyktad powigzah pomiedzy réznymi mechanizmami odpowiedzialnymi za toksyczno$¢ kadmu.

1.2 Elementy sygnalizacji komérkowej uruchamiane w odpowiedzi na

dzialanie kadmu

Jedna z pierwszych reakcji organizméw na zmiany zachodzace w ich
srodowisku, w tym na obecno$¢ szkodliwych substancji takich jak kadm, jest
uruchomienie sygnalizacji komorkowej. Aktywacja poszczegolnych elementow
sygnalnych prowadzi do przekazania informacji wewnatrz komorki, co skutkuje
stymulacja lub represja ekspresji okreslonych genéw, modulacja aktywnosci biatek,

zmianami w  przepuszczalnosci  kanatow  jonowych 1 transporteréw  oraz
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przeksztalceniami cytoszkieletu. Opisane zmiany umozliwiajg przystosowanie si¢ do
nowych warunkéw. Sygnalizacja komorkowa sklada si¢ z ogromnej liczby
powiazanych ze sobg elementéw tworzacych skomplikowane i jeszcze nie do konca
poznane sieci sygnalne. Dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku roslin
w przekazywanie sygnalu o obecnosci kadmu w otoczeniu zaangazowana s3a jony
wapnia, reaktywne formy tlenu, tlenek azotu, hormony roslinne, poliaminy, kaskady
kinaz aktywowanych mitogenami, czynniki transkrypcyjne i mikroRNA. Doktadniejsza
rola wymienionych elementéw w odpowiedzi roslin na dziatanie kadmu zostata opisana

w poszczegblnych podrozdziatach.

1.2.1 Sygnalizacja za posrednictwem jonow wapnia

Sygnalizacja za po$rednictwem jondw wapnia jest powigzana ze szlakiem
fosfinozytolowym. Aktywacja  zlokalizowanej w btonie komorkowej
fosfolipazy C katalizuje przeksztatcenie fosfoinozytolo-4,5-difosforanu  (PIPy)
w 1,2-diacyloglicerol (DAG) i inozytolo-1,4,5-trifosforan (IP3). Inozytolotrifosforan jest
wtornym przekaznikiem komorkowym warunkujacym otwieranie kanalow wapniowych
w retikulum endoplazmatycznym, co prowadzi do uwalniania jonéw wapnia do
cytoplazmy. W cytoplazmie Ca** oddziatuja z biatkami sensorycznymi regulujac liczne
procesy komorkowe [Clapham 2007]. Jednym =z najwazniejszych bialek
uczestniczacych W sygnalizacji za posrednictwem jonoéw wapnia jest kalmodulina
(CAM). Przylaczenie czasteczek Ca** do kalmoduliny skutkuje zmianami w jej
konformacji i aktywacja kolejnych elementéw prowadzaca do zmian aktywnosci kinaz
1 fosfataz biatkowych, przeksztatceniami cytoszkieletu, otwieraniem transporterow
jonowych oraz modulacja ekspresji genow (Ryc.2). Wykazano, ze CAM moduluje
aktywnos$¢ czynnikoéw transkrypcyjnych nalezacych do rodzin HSF, CAMTA i WRKY
[Hashimoto i Kudla 2011].
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Ryc.2: Model udziatu kalmoduliny w przekazywaniu sygnatu wewnatrz komorek [Snedden i Fromm
1998, zmodyfikowany].

Roslinne bialka sensoryczne wigzace si¢ z jonami wapnia obejmujg réwniez
biatka podobne do kalmodulin (CML), kinazy biatkowe zalezne od Ca®" oraz bialka
podobne do kalcyneuryny B (CBL) [Hashimoto i Kudla 2011]. Ze wzgledu na
zaangazowanie jonéw wapnia w regulacje wielu proceséw komoérkowych organizmy
inwestujg znaczna cze$¢ energii w utrzymanie stalego poziomu Ca** w cytoplazmie,
wynoszacego w optymalnych warunkach mniej niz 100 nM [Clapham 2007]. Poziom
wolnych jonéow wapnia moze wzrasta¢ w odpowiedzi na dziatanie roznych czynnikow
stresowych, w tym kadmu.

Wozrost poziomu Ca®* w cytoplazmie w odpowiedzi na dzialanie kadmu
zaobserwowano w zawiesinie komodrkowej tytoniu i korzeniach ryzu, przy czym
odporna na metale odmiana ryzu charakteryzowata si¢ wyzsza akumulacja jonow
wapnia. Warto zaznaczy¢, ze obserwowany wzrost poziomu Ca* nastepowat bardzo

szybko po =zadziataniu kadmu - w przypadku zawiesiny komoérkowej tytoniu
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odnotowano go juz po kilku minutach, zas w korzeniach ryzu po 15 minutach dziatania
CdCl, [Garnier i in. 2006, Olmos i in. 2003, Yeh i in. 2007]. Dalsze badania na
zawiesinie komorkowej tytoniu wykazaly, ze akumulacja Ca?* w cytoplazmie jest
niezbedna do zaleznego od kadmu wybuchu oksydacyjnego. Wyniki do$wiadczen
przeprowadzonych z uzyciem inhibitoréw fosfolipazy C 1 kalmoduliny sugeruja, ze
kadm aktywuje PLC, co prowadzi do wzrostu poziomu inozytolo-3-fosforanu
1 otwierania zaleznych od IP3; kanatdow wapniowych. Uwalniane jony wapnia sg
zaangazowane, najprawdopodobniej przy udziale kalmoduliny, w aktywacje oksydazy
NADPH katalizujacej powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego przeksztalconego
nastgpnie w nadtlenek wodoru [Garnier i in. 2006, Olmos i in. 2003]. Badania
z zastosowaniem inhibitora kanatéw wapniowych, LaCls, sugeruja, ze Ca** posrednicza
w zaleznej od kadmu akumulacji anionorodnika ponadtlenkowego takze w korzeniach
grochu [Rodriguez-Serrano i in. 2006]. Jony wapnia oraz kinazy zalezne od jondéw
wapnia sg rowniez zaangazowane w stymulacje kinaz aktywowanych mitogenami
w korzeniach ryzu traktowanego roztowrem kadmu [Yeh i in. 2007]. Posrednich
dowoddéw na udzial jondw wapnia w przekazywaniu kadmowego sygnatu dostarczaja
doswiadczenia wykazujace, ze Cd indukuje wzrost ekspresji biatka podobnego do
kaldmouliny w psiance czarnej i biatka wigzacego jony wapnia HvC2d1 w jeczmieniu
[Oulehadj 1 in. 2006, Xu i in. 2009]. Ekspozycja na kadm moze jednak rowniez
prowadzi¢c do zaburzen w sygnalizacji za poSrednictwem jondéw wapnia.
W doswiadczeniach przeprowadzanych na rzodkiewce pokazano, ze jony kadmu moga
zamienia¢ jony wapniowe w kalmodulinie prowadzac do zahamowania jej aktywnos$ci

[Rivetta i in. 1997].

1.2.2 Reaktywne formy tlenu

Akumulacja reaktywnych form tlenu (RFT) jest powszechng odpowiedzig na
dziatanie kadmu zaréwno w przypadku roslin jak i zwierzat [Hsu i Kao 2007, Kippler
I in. 2012, Kopyra i Gwo6zdz 2003, Lehotai i in. 2011, Pytharopoulou i in. 2011,
Vestena i in. 2011, Wang i in. 2011]. Nadprodukcja RFT, do ktorych zalicza si¢
nadtlenek wodoru (H»0,), anionorodnik ponadtlenkowy (Oy), tlen singletowy (O,")
I rodnik hydroksylowy (HO™"), skutkuje peroksydacja réznych czasteczek

biologicznych prowadzaca migdzy innymi do uszkodzen bton komorkowych,
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zahamowania aktywnosci enzyméw oraz zwigkszonej czegstosci mutacji DNA.
Reaktywne formy tlenu moga réwniez petni¢ funkcje sygnalne i poprzez aktywacje
elementow szlakéw przekazywani sygnaldw przyczynia¢ si¢ do nabywania przez
rosliny odpornosci na dzialajagce czynniki stresowe [Bartosz 2003]. Postuluje sie, ze
funkcje sygnalne moga petni¢ takze bialka, ktore pod wptywem dziatania RFT ulegly
oksydacyjnym modyfikacja. Zmodyfikowane biatka charakteryzuja sie¢ wigksza
specyficznoscig niz same reaktywne form tlenu, poniewaz oprdcz ogoélnej informacji
o stresie oksydacyjnym, przekazujg rowniez informacje o rodzaju nadprodukowanej
czasteczki RFT oraz organellach narazonych na stresujace warunki [Méller i Sweetlove
2010].

Obserwowana pod wptywem dziatania kadmu akumulacja reaktywnych form
tlenu, moze wynika¢ ze wzmozonej aktywnosci oksydazy NADPH, zaburzen
w funkcjonowaniu mitochondriow i chloroplastow, obnizenia aktywno$ci systemu
antyoksydacyjnego lub uwalniania z czasteczek biologicznych metali o wlasciwosciach
oksydoredukcyjnych takich jak jony zelaza i miedzi [Casalino i in. 1997, Cho i in. 2012,
Garnier i in. 2006, Gzyl i in. 2009, Romero-Puertas i in. 2007]. Badania
przeprowadzone na zawiesinie komoérkowej tytoniu wykazaly, ze zalezny od kadmu
wybuch oksydacyjny dzieli si¢ na trzy fale. Najwczesniej, juz w pierwszej godzinie
dzialania kadmu, odnotowano akumulacj¢ nadtlenku wodoru zalezng od wzrostu
aktywnos$ci oksydazy NADPH. Tak jak opisano to juz w rozdziale dotyczacym
sygnalizacji za posrednictwem jonow wapnia, stymulacja oksydazy NADPH jest
uwarunkowana aktywacja fosfolipazy C, wzrostem produkcji IP3 oraz uwalnianiem do
cytoplazmy jonéw wapnia. Zalezno$¢ pomigdzy wzrostem poziomu IPs3, a akumulacja
nadtlenku wodoru w odpowiedzi na dziatanie kadmu wykazano réwniez w roslinach
ryzu [Garnier 1 in. 2006, Hsu 1 Kao 2007b]. Kolejnym zrédtem RFT s3 mitochondria
produkujace anionorodnik ponadtlenkowy. Na trzecig fale wybuchu oksydacyjnego
sktada si¢ akumulacjg peroksydowanych kwaséw ttuszczowych [Garnier i in. 2006].

Liczne dane literaturowe wskazuja, ze istotng rolg¢ w indukowanym kadmem
stresie oksydacyjnym pelni oksydaza NADPH. Ten zlokalizowany w blonie
komorkowej enzym katalizuje redukcje Oz do O, . Generowany przez oksydaze
NADPH rodnik ponadtlenkowy oraz jego uprotonowana forma, rodnik
wodoronadtlenkowi, mogg przenika¢ przez btong komérkows i dyfundowaé na znaczne
odlegtosci do dalszych organelli. Anionorodnik ponadtlenkowy szybko, w wyniku

spontanicznej dysmutacji lub przy udziale dysmutazy ponadtlenkowej, ulega
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przeksztatceniu w nadtlenek wodoru. Powstaty H,O, réwniez, przynajmniej czgsciowo
za posrednictwem akwaporyn [Bienert i in. 2007], przedostaje si¢ do wnetrza komorek.
Obydwa typy reaktywnych form tlenu, O, i H;0,, moga utlenia¢ rdzne zwigzki
biologiczne, zwlaszcza biatka zawierajace grupy tiolowe. Ponadto poprzez reakcje
Fentona i Habera-Weissa uczestnicza w generowaniu jednej z najbardziej reaktywnych
form tlenu, rodnika hydroksylowego [Bartosz 2003]. Wykazano, ze oksydaza NADPH,
poprzez produkcje O, i posrednio H»O,, uczestniczy w procesach lignifikacji,
formowania korzeni, dojrzewania owocow, zamykania aparatow szparkowych, a takze
odpowiedzi na rézne czynniki stresowe, w tym w reakcji nadwrazliwo$ci i procesie
programowanej $mierci (Ryc.3). Aktywno$¢ tego enzymu jest regulowana przez
fosforylacj¢, jony wapnia, kinazy aktywowane mitogenami, kalmoduling, generowany
przez fosfolipaze D kwas fosfatydowy oraz mate biatka wigzace GTP [Marino i in.
2012, Suzuki i in. 2011].

lignifikacja

stres abiotyczn

programowana
smier¢ komorek

formowanie wiosnikow korzeniowych wyczuwanie bodzcéw mechanicznych

Ryc.3: Procesy, w ktore zaangazowana jest oksydaza NADPH [Suzuki i in. 2011, zmodyfikowany].
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Aktywacje oksydazy NADPH pod wplywem kadmu zaobserwowano
w peroksymalnych i mitochondrialnych frakcji uzyskanych z osi zarodkowych grochu,
oraz w korzeniach ryzu i tubinu [Arasimowicz-Jelonek i in. 2012, Smiri 2011, Yeh
I in. 2007]. Ponadto badania z zastosowaniem inhibitorow oksydazy NADPH sugeruja,
ze enzym ten jest zrodtem reaktywnych form tlenu w roslinach tubinu, grochu,
rzodkiewnika, ryzu i zawiesinic komoérkowej tytoniu poddanych dziataniu kadmu
[Arasimowicz-Jelonek i in. 2012, Cho i in. 2012, Maksymiec i Krupa 2006, Olmos i in.
2003, Rodriguez-Serrano i in. 2006]. Reaktywne formy tlenu generowane w wyniku
zwiekszonej aktywnosci oksydazy NADPH uczestnicza w zaleznych od Cd procesach
zahamowania wzrostu korzeni i programowanej $mierci komoérek [Cho 1 in. 2012,
Maksymiec i Krupa 2006, Yakimova i in. 2006].

Wykazano, ze akumulowane w wyniku dziatania kadmu RFT posrednicza
w indukcji kinaz aktywowanych mitogenami, MPK3 i MPK6, w rzodkiewniku i ryzu
[Liu i in. 2010, Yeh i in. 2007]. Nadtlenek wodoru reguluje ekspresj¢ szeregu genow
powiazanych z sygnalizacja za posrednictwem auksyn i regulacja cyklu komérkowego

w roslinach ryzu poddanych dziataniu Cd(NOs3), [Zhao i in. 2012b].

1.2.3 Tlenek azotu

W 1992 roku prestizowe czasopismo naukowe ,,Science” ogtosito tlenek azotu
czasteczka roku. Tytul ten =zawdzigcza swojemu wszechstronnemu dzialaniu.
W organizmach zwierzecych bierze udzial w regulacji cisnienia krwi, procesach
odpornosciowych, embriogenezie, regulacji podzialow komdrkowych, dziata takze jako
neurotransmiter [Hasanuzzaman i in. 2010, Moncada i Higgs 2006]. W przypadku
ro$lin odgrywa rol¢ miedzy innymi w fotosyntezie, wymianie gazowej, programowanej
$mierci komorek, procesach kietkowania, kwitnienia, starzenia oraz w odpowiedzi
ro$lin na rozne czynniki stresowe [Hasanuzzaman i in. 2010, Krasylenko i in. 2010].
Tlenek azotu moze uczestniczy¢é w sygnalizacji komoérkowej poprzez bezposrednia
regulacje aktywnosci bialek w wyniku reakcji S-nitrozylacji i nitrotyrozylacji oraz
posrednio poprzez modyfikacje innych elementéw szlakow przekazywania sygnatow
takich jak sygnalizacja za posrednictwem jonéw wapnia, cGMP, cADPR, reaktywnych
form tlenu i fitohormonéw oraz kaskady kinaz aktywowanych mitogenami i [Gill i in.
2013, Krasylenko i in. 2010, Yun i in. 2011].
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Sygnalizacja za posrednictwem NO jest rowniez powigzana z metabolizmem
poliamin (PA). Donor tlenku azotu, nitroprusydek sodu (SNP), wptywa na poziom PA
w lucernie i ogorku poddanym stresowi solnemu, za$ traktowanie poliaminami
moduluje poziom tlenku azotu w ro$linach rzodkiewnika i ogorka narazonego na
dziatanie suszy [Arasimowicz-Jelonek i in. 2009, Fan i in. 2013, Filippou i in. 2013,
Wimalasekera i in. 2011]. Mechanizm generowania tlenku azotu pod wpltywem
dzialania PA nie jest do konca poznany. Wykazano, ze poliaminy moga regulowaé
aktywnos$¢ jednego z enzymow zaangazowanych w produkcje tlenku azotu, reduktazy
azotanowej [Athwal i in. 2002, Rosales i in. 2012]. Sugeruje si¢ rowniez, ze NO moze
powstawa¢ w wyniku degradacji PA katalizowanej przez diaminooksydaze (DAO),
poliaminoksydazg¢ (PAO) lub inny, do tej pory niezidentyfikowany enzym
[Wimalasekera i in. 2011].

Informacje dotyczace akumulacji tlenku azotu w roslinach poddanych dziataniu
kadmu nie sg jednoznaczne. Wydaje si¢, ze krotkotrwale dziatanie kadmu powoduje
wzrost poziomu tlenku azotu, podczas gdy przedluzajacy si¢ stres kadmowy skutkuje
obnizeniem poziomu tej czasteczki sygnalnej (tabela 1). Pojawiajg si¢ jednak
doniesienia zarowno o akumulacji NO po dlugotrwalym dziataniu kadmu [Mahmood
i in. 2009], jak i o spadku poziomu tlenku azotu zaledwie po 24 godzinach traktowania
roztworami tego metalu cigzkiego [Xiong i in. 2009]. Réwniez informacje dotyczace
roli tlenku azotu w nabywaniu przez rosliny odpornosci na kadm nie sg jednoznaczne.
Wykazano, ze tlenek azotu zwigksza pobieranie kadmu, najprawdopodobniej poprzez
stymulacje ekspresji genow IRT1, FRO2 i FIT powigzanych z transportem zeclaza
[Besson-Bard i in. 2009]. Stymulujacy wptyw NO na pobieranie kadmu potwierdzja
réwniez doswiadczenia wykazujace, ze traktowanie zmiataczem tlenku azotu, PTIO,
zmniejsza akumulacje¢ Cd w roslinach tubinu, ryzu 1 psianki czarnej [Arasimowicz-
Jelonek i in. 2012, Chang i in. 2012, Xu i in. 2011]. Zwigkszone pobieranie kadmu jest
skorelowane z nasileniem toksycznych symptomow wywotanych przez ten metal cigzki.
Siewki tubinu traktowane kadmem i PTIO charakteryzowaty si¢ nie tylko obnizong
zawartoscig kadmu, ale réwniez wyzszym stopniem przezywalnosci komorek
w poréwnaniu z siewkami traktowanymi tylko Cd [Arasimowicz-Jelonek i in. 2012].
Z kolei traktowanie komoérek zawiesiny tytoniu donorem tlenku azotu, SNP, skutkowato
zwigkszong akumulacja Cd w komorkach powigzang z przyspieszonym procesem
programowanej $mierci [Ma 1 in 2010]. Powigzanie dziatania tlenku azotu z inicjacja

PCD zaobserwowano rowniez w zawiesinie komorkowej rzodkiewnika oraz roslinach
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rzodkiewnika i tubinu. W przypadku roslin rzodkiewnika wykazano, ze tlenek azotu

posredniczy w aktywacji kinazy aktywowanej mitogenami MPK6, ktora z kolei

stymuluje proteaz¢ podobng do kaspazy-3 niezbedng do

Tabela 1: Wptyw kadmu na poziom tlenku azotu w roslinach.

rozpoczecia PCD
[Arasimowicz-Jelonek i in. 2012, De Michele i in. 2009, Ye i in. 2013].

Gatunek Wywolywany Stezenie Okres Zrédlo
efekt kadmu traktowania
kadmem

Zawiesina komorkowa topoli 1 150 uM 30 minut Balestrazzi i in. 2009
biatej (Populus alba)
Linia komoérkowa tytoniu BY- 1 150 uM 2,4,6,8 i Mai in. 2010
2 12 godzin
Korzenie pszenicy 1 10 uM 3 godziny Mahmood i in. 2009
(Triticum aestivum)
Korzenie rzodkiewnika 1 200 uMm 7 godzin Besson-Bard i in. 2009
(Arabidopsis thaliana)
Korzenie tubinu zéttego 1 89 uM 12124 Arasimowicz-Jelonek i
(Lupinus luteus) godziny in. 2012
Korzenie jeczmienia 0 1 mM 24 godziny Valentovi¢ova i in.
(Hordeum vulgare) 2010
Korzenie ryzu (Oryza sativa) ! 100 uM 24 godziny Xiong i in. 2009
Korzenie grochu 0 100 uM 24148 godzin  Lehotai i in. 2011
(Pisum sativum)
Zawiesina komorkowa 0 150 uM 48 godzin De Michele i in. 2009
rzodkiewnika
Zawiesina komorkowa soi 1 4uMi7uM 72 godziny Kopyra i in. 2006
(Glycine max)
Korzenie pszenicy 1 100 uM 5 dni Groppa i in. 2008
(Triticum aestivum)
Liscie grochu (Pisum sativum) ! 50 uM 14 dni Rodriguez-Serrano i

in. 2009
Korzenie grochu l 50 uM 14 dni Rodriguez-Serrano i
(Pisum sativum) in. 2006
Liscie grochu (Pisum sativum) ! 50 uM 14 dni Barroso i in. 2006
Korzenie pszenicy 0 1 uM 28 dni Mahmood i in. 2009

(Triticum aestivum)
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Z drugiej jednak strony istniejg doniesienia §wiadczace, o tym, ze tlenek azotu
moze zwigksza¢ odporno$¢ roslin na stres kadmowy. Wykazano, ze donor tlenku
azotu, SNP, stymuluje aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych i obniza poziom
reaktywnych form tlenu w roslinach poddanych dziataniu kadmu. Traktowanie SNP
skutkowalo rowniez mniejsza degradacj¢ chlorofilu, obnizeniem st¢zenie MDA
I zmniejszong zawarto$cia uszkodzonych oksydacyjnie biatek [Chen i in. 2010, Kopyra
I in. 2006]. Tlenek azotu wptywal na zwickszenie zawarto$ci pektyn i hemiceluloz
w $cianach komorkowych ryzu. Zwigzki te moga uczestniczy¢ w immobilizacji kadmu

1 w ten sposob zmniejszac jego toksyczne oddzialywanie [Xiong i in. 2009].

1.2.4 Hormony roslinne

Hormony ro$linne to endogenne substancje regulujace wiekszo$¢ procesow
zachodzacych w roslinach [Lewak 2012]. W przypadku odpowiedzi na dziatanie
czynnikéw stresowych moga one odgrywa¢ dwojaka rolg. Z jednej storny, jako
czasteczki sygnalne, moga by¢ zaangazowane w przekazywanie sygnalu o dziataniu
okreslonego czynnika stresowego. Z drugiej storny warunki stresowe moga modulowac
poziom i aktywno$¢ hormondéw, co wptywa na funkcjonowanie calej rosliny. Dane
literaturowe wskazuja, ze sposrdd hormondéw roslinnych najistotniejszg rolg
W odpowiedzi ros§lin na dziatanie kadmu odgrywaja etylen, kwas abscysynowy,

salicylowy i jasmonowy oraz auksyny.
1.2.4.1 Etylen

Pierwsze wzmianki na temat biologicznych funkcji etylenu mozna odnalezé
w literaturze naukowej pochodzacej z potowy XIX wieku. W 1901 roku rosyjski
naukowiec Neljubow zainteresowal si¢ przyczyna zaburzen wzrostu siewek grochu
rosngcych w poblizu lamp gazowych. Odkryl, ze aktywnym biologicznie sktadnikiem
gazu lampowego jest etylen. Doswiadczenie Neljubowa zapoczatkowalo seri¢ badan
dotyczacych wptywu etylenu na ro$liny. Wykazano, ze ten prosty zwigzek chemiczny
wywoluje zaburzenia wzrostu siewek i kwiatoéw, wplywa na zmiang koloru i szybkos¢
dojrzewania owocow [Joo 1 Kim 2007, Watada 1986]. Obecnie wiadomo, ze etylen
kontroluje réwniez procesy kietkowania nasion, wzrostu elongacyjnego hipokotyli,
formowania wlo$nikow korzeniowych, opadania li§ci, apoptozy oraz odpowiedzi roslin

na dziatanie szeregu biotycznych i abiotycznych czynnikéw stresowych. Ze wzgledu na
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udziat w odpowiedzi roslin na szereg czynnikdéw stresowych etylen czesto nazywany
jest hormonem stresu [Le i in. 2005, Locke i in. 2000, Lei i in. 2003, Nascimiento 2003,
Zaid i in. 2003].

Istnieja dowody na to, ze hormon ten odgrywa wazng role w reakcji roslin na
dziatanie kadmu. Wzrost biosyntezy etylenu zaobserwowano w roslinach rzodkiewnika,
grochu i kapusty sitowej traktowanych roztworami kadmu [Arteca i Arteca 2007,
Masood i in. 2012, Rodriguez-Serrano i in. 2006]. Masood i in. wykazal, ze zalezna od
kadmu nadprodukcja etylenu jest skorelowana ze wzrostem ekspresji genu kodujacego
kluczowy enzym szlaku biosyntezy tego hormonu - syntaze kwasu
1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS) [Masood i in. 2012]. Tak jak
w przypadku tlenku azotu, rola etylenu w odpowiedzi roslin na dziatanie kadmu nie jest
jednoznaczna. Sugeruje sig, ze etylen moze by¢ odpowiedzialny za rozwoj toksycznych
symptomow wywotywanych przez ten metal cigzki. Wykazano, ze w ten hormon jest
zaangazowany w zhamowanie wzrostu, produkcje reaktywnych form tlenu oraz
aktywacje programowanej $mierci komorek w roslinach narazonych na stres kadmowy
[Liu i in. 2008b, Maksymiec 2011, Masood i in. 2012, Yakimova i in. 2006]. Z drugiej
jednak strony potraktowanie roslin kapusty sitowej donorem etylenu, etefonem,
tagodzito hamujacy wplyw kadmu na wydajnos¢ fotosyntetyczng i aktywnos¢
kluczowego enzymu fotosyntezy — Rubisco, a takze stymulowalo system
antyoksydacyjny poprzez zwigkszenie zawartosci glutationu (GSH) i aktywnosci
reduktazy glutationowej (GR) [Masood i in. 2012]. Informacji na temat funkcji
pelnionych przez etylen podczas stresu kadmowego dostarczyly badania
przeprowadzane na mutantach niewrazliwych na dziatanie tego hormonu.
Doswiadczenia majace na celu poréwnanie odpowiedzi pomidora odmiany Micro-Tom
(MT) z odmiang Never ripe (NR) charakteryzujaca si¢ zmniejszong wrazliwos$cig na
etylen pokazaty, ze obydwie odmiany wykazywaty podobny poziom kadmu
w tkankach, stopien zahamowania Wwzrostu oraz wzor odpowiedzi enzymow
anytoksydacyjnych w lisciach. Zaobserwowano wzrost aktywnosci katalazy (CAT),
reduktazy glutationowej (GR), peroksydazy askorbinianowej (APX) i peroksydazy
gwajakolowej (GPOX), przy jednoczesnym spadku aktywno$ci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD). Wigkszos$¢ enzymow (CAT, GR, GPOX) wykazywala rowniez
zwigkszong aktywno$¢ w korzeniach, jednakze wzrost ten byt mniejszy u odmiany NR.
Odmiana ta charakteryzowata si¢ réwniez wyzszym poziomem nadtlenku wodoru

w owocach oraz mniejszym stopniem degradacji chlorofilu [Monteiro i in. 2011].
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1.2.4.2 Kwas salicylowy i jasmonowy

Kwas salicylowy (SA) to hormon ro$linny biorgcy udziat w regulacji licznych
procesow takich jak kietkowanie, wzrost, kwitnienie i glikoliza. W przypadku
warunkow stresowych najlepiej poznano role SA w odpowiedzi na stresy biotyczne.
Wykazano, ze uczestniczy on w nabywaniu odpornosci na wirusy, bakterie i grzyby,
indukcji systemicznej odpornosci nabytej (SAR) i reakcji nadwrazliwosci, hamowaniu
replikacji i rozprzestrzeniania si¢ wirusow oraz stymulacji ekspresji biatek powigzanych
z patogeneza (biatlek PR). Oprocz udziatu w odpowiedzi na stresy biotyczne, SA
odgrywa rowniez role w reakcji na abiotyczne czynniki stresowe takie jak stres solny,
temperaturowy, wodny, promieniowanie UV i ekspozycje na dziatanie metali ci¢zkich.
Ten fenolowy zwigzek wptywa nie tylko na ro$liny, ale réwniez inne organizmy
wliczajac w to ludzi. Dzigki swoim wiasciwoscig zyskat ogromng popularnosé
w przemysle farmaceutycznym. Juz w roku 1878 byl najczesciej sprzedawanym lekiem
w Niemczech [Hayat i in. 2010]. Rowniez aktywnos$¢ kwasu jasmonowego (JA) jest
silnie zwigzana z odpowiedzig roslin na atak patogenéw. Hormon ten stymuluje
aktywnos$¢ biatek PR, defensyn i fitoaleksyn, a jego metylowa pochodna (MelA),
posredniczy w przekazywaniu sygnatu pomigdzy roslinami, przyczyniajac si¢ do
uruchamiana reakcji obronnych. Szlaki syntezy 1 przekazywania sygnalu za
posrednictwem JA sg powigzane z sygnalizacjg aktywowang przez jony wapnia, tlenek
azotu i reaktywne formy tlenu [Hu i in. 2009].

Akumulacja kwasu salicylowego 1 jasmonowego jest czgsta reakcja roslin na
dziatanie kadmu. Podwyzszony poziom SA w odpowiedzi na dziatanie tego metalu
ciezkiego zaobserwowano w roslinach grochu, kukurydzy, rzodkiewnika i halofitu
Kosteletzkya virginica, a indukcje JA w grochu, rzodkiewniku i fasolce szparagowej
[Han i in. 2013, Krantev i in. 2008, Maksymiec i in. 2005, Rodriguez-Serrano i in.
2006, Zawoznik i in. 2007]. Kwas salicylowy jest zaangazowany w regulacj¢ poziomu
reaktywnych form tlenu w roslinach poddanych dziataniu kadmu, przy czym sugeruje
si¢, ze SA indukuje produkcj¢ RFT, ktore z kolei stymuluja system antyoksydacyjny.
Badania przeprowadzone na ryzu wykazaty, ze kwas salicylowy posredniczy¢
w aktywacji oksydazy NADPH i produkcji H,O; niezbednej do indukcji aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych [Chao 1 in. 2010]. Stymulujacy wplyw SA na system
antyoksydacyjny powigzany z oslabieniem zaleznego od kadmu stresu oksydacyjnego

wykazano réwniez w roslinach kukurydzy, ryzu, bobu i fasoli mung [Krantev i in.2008,

31



WSTEP

Panda i Patra 2007, Zhang i in. 2011]. Kwas salicylowy najprawdopodobnigj
uruchamiana takze inne mechanizmy wymiatajagce RFT — w kapuscie sitowej poddanej
dziataniu kadmu obnizeniu poziomu nadtlenku wodoru w odpowiedzi na dzialanie SA
towarzyszyta zahamowana aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych [Ahmad i in.
2011]. Co cickawe mutanty rzodkiewnika charakteryzujace si¢ obnizong produkcja
kwasu salicylowego, wykazywaly obniZzony poziom nadtlenku wodoru i peroksydacji
lipidow w odpowiedzi na dziatanie kadmu. Ponadto w odrdznieniu od roslin typu
dzikiego, ro$liny zmutowane charakteryzowaly si¢ zwiekszong aktywnoS$cig
peroksydazy gwajakolowej 1 katalazy oraz slabsza redukcja aktywnos$ci innych
enzyméow antyoksydacyjnych [Zawoznik i in. 2007]. Hormon ten pelni rowniez funkcje
ochronne w stosunku do systemu fotosyntetycznego w roslinach narazonych na
dziatanie kadmu. Rosliny grochu, kukurydzy i pszenicy traktowane SA, a nast¢pnie
poddane dziataniu Cd charakteryzowaly si¢ wigksza zawartos$cig chlorofilu i wyzsza
aktywnoscig enzymow fotosyntetycznych w porownaniu do roslin traktowanych tylko
kadmem [Krantev i in. 2008, Moussa and EI-Gamal 2010, Popova i in. 2009]. Jednakze
w ro$linach racznika pospolitego narazonego na dziatanie tego metalu, kwas salicylowy
zaostrzal toksyczne symptomy, co wyrazato si¢ silniejszym zahamowaniem wzrostu
i obnizeniem parametrow fotosyntetycznych [Liu i in. 2011]. Powyzsze przyklady
$wiadczg o tym, ze rola kwasu salicylowego w odpowiedzi na stres kadmowy nie jest
jednoznaczna i moze zaleze¢ od stosowanego stezenia i badanego gatunku rosliny.

W przypadku kwasu jasmonowego sugeruje si¢, ze nizsze stezenia pelnig
funkcje ochronne, podczas gdy wyzsze moga indukowa¢ zmiany typowe dla dziatania
metali ciezkich, takie jak zahamowanie wzrostu, degradacja chlorofilu i obnizenie
wydajnosci fotosyntetycznej [Maksymiec i Krupa 2002, Noriega i in. 2012]. Kwas
jasmonowy moze roéwniez uczestniczy¢ w regulacji poziomu RFT. Wykazano, ze
hormon ten posredniczy w produkcji reaktywnych form tlenu w roslinach rzodkiewnika

traktowanych CdSO, [Maksymiec i Krupa 2006].
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1.2.4.3 Kwas abscysynowy

Ze wzgledu na udzial kwasu abscysynowego (ABA) w odpowiedzi ro$lin na
niekorzystne warunki srodowiskowe, hormon ten jest tak jak 1 etylen, nazywany jest
hormonem stresu. Najlepiej poznano role¢ ABA w odpowiedzi roslin na susze i stres
osmotyczny, jednakze wiadomo, Ze wuczestniczy on rowniez w reakcji na
przechtodzenie, ekspozycje na metale ci¢zkie i stresy biotyczne. Podczas warunkow
stresowych ABA jest zaangazowany mie¢dzy innymi w zamykanie aparatow
szparkowych, regulacj¢  ekspresji gendow za  posrednictwem = czynnikéw
transkrypcyjnych nalezacych do rodzin AREB, ABI i MYB oraz modyfikacje
epigenetyczne [Chinnusamy i in. 2008, Lee i Luan 2012, Tuteja 2007].

Dane literaturowe $wiadcza o tym, ze kwas abscysynowy uczestniczy roéwniez
w odpowiedzi ros$lin na dziatanie kadmu. Zaobserwowano wzrost poziomu ABA
w odpowiedzi na ekspozycje na Cd w roslinach ziemniaka, haloficie Kosteletzkya
virginica oraz dwoch odmianach ryzu, przy czym obserwowana indukcja byta silniejsza
w odmianie odpornej na ten metal [Han i in. 2013, Hsu i Kao 2003, Stroinski i in.
2013]. Egzogenne podanie ABA skutkowalo zwigkszong tolerancja na kadm
I zmniejszonym pobieraniem tego metalu [Hsu i Kao 2003]. Kolejnych dowodéw na
ochronne funkcje petnione przez kwas abscysynowy podczas stresu kadmowego
dostarczyly badania poréwnujace odpowiedz na kadm mutantéw rzodkiewnika
charakteryzujacymi si¢ zaburzeniami w syntezie ABA lub zmniejszong wrazliwoscia na
ten hormon z roslinami typu dzikiego. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze
mutanty byly mniej odporne na kadm, co objawialo si¢ zmniejszonym procentem
kielkowania oraz obnizong masg roslin [Sharma i Kumar 2002]. W doswiadczeniach
przeprowadzonych na ziemniaku wykazano, ze ABA posredniczy w zaleznej od kadmu
2013]. Przytoczone powyzej fakty sugeruja, ze kwas abscysynowy moze by¢ waznym,
chociaz jeszcze stabo poznanym elementem uczestniczgcym w przekazywaniu sygnatu

podczas stresu kadmowego.
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1.2.4.4 Auksyny

Auksyny, do ktorych naleza zwigzki indolowe takie jak kwas indolilo-3-octowy
(IAA) oraz rzadziej wystepujace zwiazki nie indolowe np. kwas fenylooctowy, byty
pierwszymi odkrytymi hormonami ro$linnymi. Doswiadczenia z ich udzialem
przeprowadzat juz w 1880 roku Karol Darwin [Lewak 2012, Woodward i Bartle 2005].
Ze wzgledu na fakt, ze auksyny odgrywaja kluczowa role przy regulacji procesow
wzrostowych oraz formowania korzeni, postuluje si¢, ze zalezne od dziatania kadmu
zahamowanie wzrostu korzeni oraz zmiany w ich strukturze moga by¢ powigzane ze
zmianami metabolizmu tych hormonéw. Rzeczywiscie, w badaniach przeprowadzonych
na jeczmieniu wykazano, ze przy niskich stezeniach kadmu, inhibitor IAA niwelowat
zalezne od kadmu zahamowanie wzrostu i pogrubienie korzeni oraz akumulacje H,0,
(Ryc.4) [Tamas i in. 2012].

an il
]
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Ryc.4: Wptyw inhibitora kwasu indolilooctowego (IAA) na morfologie korzeni jeczmienia. Control -
kontrola, Cd - kadm, PCIB - kwas p-chlorofenyloksyizobutylowy, inhibitor sygnalizacji za

posrednictwem auksyn [Tamas i in. 2012].
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Ponadto, w roslinach ryzu, rzodkiewnika, topoli i halofita Kosteletzkya virginica
poddanych dziataniu kadmu zaobserwowano zmiany w poziomie i redystrybucji 1AA.
Jednakze, nalezy zauwazy¢, ze nie wykazano jednoznacznej tendencji opisanych zmian
- zaleznie od gatunku, stosowanego stezenia 1 czasu ekspozycji kadm powodowat
spadek lub wzrost zawartosci kwasu indolilo-3-octowego [Elobeid 2012, Han i in. 2013,
Hu i in. 2013, Vitti i in. 2013, Zhao i in. 2012]. Modulacja poziomu IAA moze wynikaé
z wpltywu kadmu na ekspresje szeregu gendw powigzanych z metabolizmem auksyn
[Hu i in. 2013, Zhao i in. 2013] lub ze zwigkszonej aktywno$ci enzyméw
uczestniczacych w inaktywacji i degradacji IAA [Elobeid 2012, Hu i in. 2013].

1.2.5 Sygnalne funkcje poliamin

Poliaminy (PA) to wystepujace zarowno W eukariotycznych jak
I prokariotycznych organizmach zwiagzki organiczne zawierajgce zmienng liczbe grup
aminowych: dwie (putrescyna, kadaweryna), trzy (spermidyna) lub cztery (sperimina,
termospermina). W fizjologicznym pH obdarzone s3a dodatnim tadunkiem, co
umozliwia im taczenia si¢ z ujemnie naladowanymi czasteczkami biologicznymi takimi
jak DNA, RNA, biatka i fosfolipidy. O tym jak wazne funkcje pelnia w roznych
organizmach $wiadczy fakt, ze pozbawione przy pomocy metod chemicznych lub
genetycznych poliamin drozdze, pierwotniaki i ro§liny umieraty. W roslinach poliaminy
sa zaangazowane w regulacje takich proceséw jak embriogeneza, organogeneza, rozwoj
kwiatow, starzenie si¢ liSci, dojrzewanie owocow oraz odpowiedZ na biotyczne
i abiotyczne czynniki stresowe [Groppa i in. 2008, Alcazar i in. 2010]. Najpowszechnigj
wystepujacymi poliaminami w organizmach sa putrescyna (Put), spermidyna (Spd)
I spermina (Spm). Na poziom wolnych PA moja wptyw szybkos¢ ich syntezy,
degradacji, a takze tworzenie koniugatow z innymi czgsteczkami. Schemat syntezy
i degradacji poliamin zostal przedstawiony na Ryc.5. Putrescyna moze byc¢
syntetyzowana z ornityny przy udziale dekarboksylazy ornityny (ODC) lub z argininy
przy udziale dekarboksylazy argininy (ADC), przy czym drugi opisany szlak syntezy
jest specyficzny dla ro$lin i bakterii. Putrescyna moze nastepnie, przy udziale syntazy
spermidyny (SPDS), zosta¢ przeksztalcona w Spd. Spermidyna za$ stuzy jako substrat
do syntezy Spm w reakcji katalizowanej przez syntaze sperminy (SPMS). W obydwu

opisanych reakcjach do Put lub Spd dotaczana jest grupa aminopropylowa przenoszona
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z dekarboksylowanej S-adenozynometioniny (dcSAMDC). Gloéwne enzymy
uczestniczace W degradacji PA to oksydaza diaminowa (DAO) degradujaca Put
1 oksydaza poliaminowa (PAQO) uczestniczaca w katabolizmie Spd i Spm. Warto
zauwazy¢, ze jednym z produktow degradacji poliamin jest nadtlenek wodoru [Alcazar
i in. 2010]. Opisane szlaki metabolizmu PA sg powigzane ze szlakami biosyntezy
etylenu, nadtlenku wodoru i tlenku azotu. Zwigzki te moga wigc stanowié istotny
element integrujacy rozne szlaki sygnalizacyjne [Alcazar i in. 2010, Groppa i Benavides
2008]. Wzajemne powigzania pomigdzy PA i NO zostaly doktadniej opisane
w podrozdziale dotyczacym funkcji sygnalnych tlenku azotu (1.2.3).

ARGININA
¢ ADC

AGMATYNA
¢ AlH

ORNITYNA
\ N-KARBAMOILO-PUTRESCYNA
obc
/ CAH

PUTRESCYNA

DAO
HN NN, \ AMONIAK, NADTLENEK WODORU

4-AMINOBUTANAL
ﬂ SPDS

SAMDC SPERMIDYNA DIAMINOPROPAN,
SAM —> dcSAM — PAO NADTLENEK WODORU
" N/\/\/ﬂ\/\/"ﬁ,
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Ryc.5: Szlaki syntezy i degradacji putrescyny, spermidyny i sperminy. ADC- dekarboksylaza
argininy, AIH — iminohydrolaza agmatyny, CAH — hydrolaza N-karbomoilo-putrescyny,
ODC- dekarboksylaza ornityny, SAM- S-adenozynometionina, dcSAM — dekarboksylowana
S-adenozynometionina, SAMDC — dekarboksylaza S-adenozynometioniny, DAO — oksydaza diaminowa,
PAO - oksydaza poliaminowa. Przygotowany na podstawie Alcdzar i in. 2010, Carbonell i Blazquez
20009.
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Poliaminy wyst¢puja w wolnej formie, albo w postaci koniugatow z matymi
czasteczkami np. kwasem fenolowym Iub makromolekutami takimi jak biatka, przy
czym sugeruje si¢, ze skoniugowane PA mogg pemli¢ ochronne funkcje poprzez
stabilizowanie czasteczek biologicznych [Liu i in. 2007, Yang i in. 2010].

Wplyw kadmu na poziom poszczegdlnych poliamin w roslinach zalezy od
badanego gatunku, stosowanego st¢zenia Cd oraz czasu ekspozycji. Traktowanie przez
trzy tygodnie roztworem kadmu o stezeniu 50 uM powodowato wzrost zawartosci Put,
Spd i Spm w korzeniach wierzby, ale w tych samych warunkach doswiadczalnych
w korzeniach topoli wzrastat poziom tylko Put [Zacchini i in. 2011]. Wzrost zawartosci
Put, zarowno w wolnej jak i skoniugowanej postaci, w odpowiedzi na dziatanie Cd
zaobserwowano rowniez w wodnej bylinie, rdestnicy kedzierzawej. W tym przypadku
ekspozycja na Cd prowadzita jednak rownoczesnie do spadku poziomu Spd i Spm,
powigzanego ze wzrostem aktywnosci PAO [Yang 2010]. Podobng tendencje
zaobserwowano w korzeniach roslin soi traktowanych stosunkowo niskim stezeniem
kadmu (50 uM). Jednakze ekspozycja roslin na wyzsze stezenie (200 pM) prowadzita
do spadku zawarto$ci wszystkich badanych poliamin, Put, Spm i Spd [Balestrasse
2005]. Modulujacy wpltyw kadmu na zawarto$¢ poliamin zaobserwowano rowniez
W pszenicy, stoneczniku, fasoli mung, zawiesinie komoérkowej tytoniu i gozdzikow
[Choudhary i Singh 2000, Groppa i in. 2003, Kuthanova i in. 2004, Serrano-Martinez
i Casas 2011].

Sugeruje sie, ze podczas warunkow stresowych poliaminy petnig szereg funkcji
ochronnych: stabilizujg bton¢ komorkowsa, maja dzialanie antyoksydacyjne, chronig
DNA przed uszkodzeniami oksydacyjnymi, reguluja aktywno$¢ kanaléw jonowych,
integruja roézne szlaki sygnalizacyjne obejmujace sygnalizacj¢ za posrednictwem RFT,
NO 1 ABA, a takze s3 zaangazowane w inicjacje procesOw programowanej $mierci
1 reakcji nadwrazliwos$ci przez co zapobiegaja rozprzestrzenianiu si¢ patogenow
[Hussain i in. 2011]. W przypadku dziatania kadmu wykazano, ze poliaminy moga
pehi¢ funkcje antyoksydacyjne. Traktowanie lisci pszenicy oraz krasnorostu Gracilaria
dura sperming skutkowato ostabieniem zaleznej od Cd peroksydacji bton komorkowych
I zmniejszong akumulacjag RFT, powigzang ze stymulacja uktadu antyoksydacyjnego
[Groppa i in. 2007, Kumar i in. 2012]. O istotnej roli odgrywanej przez PA
w lagodzeniu zaleznego od kadmu stresu oksydacyjnego $§wiadczy rowniez fakt, ze
transgeniczne rosliny gruszy z wprowadzong antysensowng sekwencjg syntazy

sperminy charakteryzowaly si¢ zwigkszong zawartoscia MDA oraz obnizona
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aktywnos$cig reduktazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej w poréownaniu do
roslin typu dzikiego poddanych dziataniu kadmu [Wen i in. 2011]. Egzogenne podanie
poliamin modulowalo réwniez zawarto$¢ kwasow tluszczowych i poziom metylacji
DNA w krasnoroscie Gracilaria dura traktowanym roztworami kadmu, przy czym
putrescyna zwigkaszta zalezna od Cd demetylacjec DNA, podczas gdy spermina
wykazywata odwrotne dzialanie - zwigkszalta poziom metylowanego DNA [Kumar i in.
2012].

Zmiany metabolizmu poliamin wywotane przez stres kadmowy moga by¢
powigzane z procesem programowanej $mierci komorek. Sugeruje sig¢, ze proces ten
moze by¢ inicjowany przez akumulacje nadtlenku wodoru wynikajaca ze stymulujacego
wplywu kadmu na aktywnos¢ enzymoéw uczestniczacych w degradacji poliamin
(DAO iPAO) [Jiang i in. 2012].

1.2.6 Kaskady kinaz aktywowanych mitogenami

Kaskady kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK) tworzg konserwatywny
mechanizm przekazywania sygnalu wystgpujacy u wszystkich organizméw
eukariotycznych. Kaskady MAPK skladajg si¢ z przynajmniej trzech elementow: kinazy
kinazy kinazy aktywowanej mitogenami (MAPKKK), kinazy kinazy aktywowanej
mitogenami (MAPKK) i kinazy aktywowanej mitogenami (MAPK). Aktywacja
MAPKKK prowadzi do fosforylacji MAPKK, ktora z kolei uczestniczy w fosforylacji
MAPK. Kinazy aktywowane mitogenami majg zdolnos¢ do fosforylacji wielu
sktadnikéw komoérkowych takich jak inne kinazy biatkowe, biatka powigzanych
z cytoszkieletem i czynniki transkrypcyjne. W genomie rzodkiewnika odnaleziono 60
biatek MAPKKK, 10 MAPKK i 20 MAPK. Biorgc pod uwage fakt, ze poszczegdlne
biatka MAPKKK mogg fosforylowaé¢ rézne MAPKK, a MAPKK moga wchodzi¢
w reakcje z roznymi MAPK, kaskady kinaz aktywowanych mitogenami tworzg rozlegla
1 skomplikowang sie¢ sygnalng. Biatka te sg zaangazowane w regulacje licznych
procesdw zachodzacych w komorkach, w tym w odpowiedZ na dziatanie czynnikow

stresowych [Chang i Karin 2001, Nakagami i in. 2005].
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Nomenklatura roslinnych kinaz aktywowanych mitogenami moze by¢ mylaca,
chociaz pojawialy si¢ proby wyklarowania systemu nazewnictwa. Generalnie przyjmuje
si¢ nadawanie nazwy MPK na ro$linne biatka MAPK oraz nazwy MKK na roslinne
biatka MAPKK. Do grupy MPK zalicza si¢ SIPK, WIPK i NTF zidentyfikowane w
tytoniu, SAMK i SIMK w lucernie oraz kinazy BWMK w ryzu. Przyktadami biatek
MKK sg MEK w tytoniu i PRKK i SIMKK w lucernie [Ichimura i in. 2002].

Badania wykazaly, ze elementy kaskad MAPK sa stymulowane przez kadm.
Ekspozycja na ten metal cigzki skutkowata aktywacja MPK3 1 MPK6 w rzodkiewniku
oraz SIMK, MKK2, MKK3 i SAMK w lucernie [Jonak i in. 2004, Liu i in 2010, Ye i in.
2013]. Ponadto rosliny ryzu poddane dziataniu kadmu charakteryzowaty si¢ wzrostem
ekspresji genow OsBWMK1, OsSMSMRK1 i OsEDR1, a rosliny rzodkiewnika wzrostem
ekspresji genéw kodujacych MPK3 i MPK6 obserwowanym zaré6wno w korzeniach jak
i lisciach [Agrawal i in. 2002, Agrawal i in. 2003, Kim i in 2003, Opdenakker i in.
2012]. Elementy kaskad MAPK sg stymulowane przez kadm bardzo szybko. Indukcje
genu kodujacego MAPKKK odnotowano juz po 15 minutach dziatania tego metalu
ciezkiego, za$ zwigkszona fosforylacje bialeck MAPK po 10 minutach traktowania
roztworem kadmu [Jonak i in. 2004, Kim i in 2003]. W zaleznej od kadmu aktywacji
biatek nalezacych do kaskad MAPK posredniczg reaktywne formy tlenu. Taktowanie
wymiataczem RFT, glutationem, skutkowalo ostabieniem fosforylacji MPK3 i MPK6
w ros$linach rzodkiewnika poddanych dziataniu kadmu [Liu i in. 2010]. Réwniez
w roslinach ryzu zalezny od kadmu wzrost aktywno$ci dwoch biatek MAPK byt
niwelowany poprzez traktowanie wymiataczem RFT lub inhibitorem oksydazy
NADPH. W przeprowadzony badaniach wykazano réwniez, Ze obserwowana
stymulacja bialek MAPK jest powigzania z aktywnoscia kinaz zaleznych od jonéw
wapnia, inozytolo-1,4,5-trifosforanem i funkcjonalnym stanem mitochondriow
[Yeh i in. 2007]. Z Kkolei doswiadczenia wykonane na rzodkiewniku dowiodly, ze do
zaleznej od kadmu aktywacji kinazy MPK6 niezbedna jest akumulacja tlenku azotu.
Wykazano réwniez, ze aktywacja MPK6 prowadzi do stymulacji proteazy podobnej do

kaspazy-3 i inicjacji programowanej $mierci komorek [Ye i in. 2013].
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1.2.7 Czynniki transkrypcyjne

Ekspozycja na kadm prowadzi do zmian w ekspresji ogromnej liczny gendw.
Badania z zastosowaniem mikromacierzy wykazaly, ze kadm moduluje poziom mRNA
dla prawie 400 gené6w w rzodkiewniku i ponad 1700 w ryzu [Kovalchuk i in. 2005,
Ogawa i in. 2009]. Ekspresja genow jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne
(TF). Sa to biatka, ktére poprzez oddzialywania ze specyficznymi sekwencjami DNA
(nazywanymi elementami cis), znajdujagcymi si¢ najczgsciej W Sekwencjach
promotorowych okreslonych gendw, uczestnicza w aktywacji lub wyciszaniu ich
ekspresji. Szacuje si¢, ze na jeden gatunek rosliny przypada mniej wiecej 590 rdznych
TF, a geny je kodujace stanowig prawie 2.12% genomu. Czynniki transkrypcyjne sg
dzielone na szereg réznych rodzin, najczesciej ze wzgledu na nazwy domen taczacych
sie¢ z DNA. W roslinach wyr6znia si¢ okoto 68 rodzin czynnikéw transkrypcyjnych,
przy czym 14 z nich uczestniczy w odpowiedzi ro$lin na dzialanie czynnikow
stresowych [Charoensawan i in. 2010, Deckert i in. 2009].

W komoérkach zwierzgcych zidentyfikowano element Ccis powigzany
z odpowiedzig na dzialanie metali cigzkich, MRE, ktéry jest rozpoznawany przez
czynnik transkrypcyjny MTF-1 [Lichtlen i Shaffner 2001]. Sekwencj¢ podobng do
zwierzecych sekwencji MRE. nazwang PvSr2 zidentyfikowano w fasoli. Transgeniczne
ro$liny tytoniu zawierajagce w promotorze sekwencje PvSr2 charakteryzowatly sie
wzrostem ekspresji reporterowego genu pod wplywem Cu®*, Zn?*, Hg* i Cd* [Qi i in.
2007]. Do tej pory nie udalo si¢ jednak zidentyfikowaé czynnika transkrypcyjnego
taczacego si¢ z roslinnym elementami cis podobnymi do MRE. Wiadomo natomiast, ze
w odpowiedz ro$lin na dziatanie kadmu zaangazowane sg czynniki transkrypcyjne
nalezace do rodzin AP2/EREBP, MYB, WRKY i bZIP [DalCorso i in. 2010]. Pomiary
ekspresji 163 TF nalezacych do rodziny MYB w roslinach rzodkiewnika poddanych
dziataniu r6znych czynnikéw stresowych 1 hormonow wykazaty, ze okoto 20% z nich
ulega zmianom ekspresji pod wptywem dziatania kadmu i stresu solnego [Yanhui i in.
2006]. Inne badania przeprowadzone na rzodkiewniku pokazaty, ze traktowanie
roztworem kadmu prowadzi do wzrostu ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych
WRKY25 i WRKY29 w korzeniach oraz WRKY25 w lisciach [Opdenakker i in. 2012].
Przyktadami czynnikoéw transkrypcyjnych nalezacych do rodziny bZIP uczestniczacych
w odpowiedzi na dziatanie kadmu sa wyizolowany z kapusty sitowej BjCdR15

I zidentyfikowany w roslinie Tamarix hispida ThbZIP1 [Farinati i in. 2010, Wang i in.
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2010]. Transgeniczne rosliny rzodkiewnika charakteryzujace si¢ nadekspresjg BjCdR 15
akumulowaty wiecej kadmu w lisciach i jednoczesnie wykazywaty wieksza tolerancja
na ten metal ciezki. Sugeruje si¢, ze BjCdR15 warunkuje zwigkszong odpornos$¢ na
kadm poprzez regulacje biosyntezy fitochelatyn oraz modulowanie translokacji Cd
z korzeni do pedu [Farinati i in. 2010]. Traktowanie rosliny Tamarix hispida roztworem
kadmu prowadzito do wzrostu ekspresji czynnika transkrypcyjnego ThbZIP1.
Transgeniczne rosliny tytoniu wykazujace nadekpresj¢ ThbZIP1 charakteryzowaly si¢
wyzszg odporno$cig na stres solny, podwyzszong aktywnosciag peroksydazy i dysmutazy
ponadtlenkowej oraz zmniejszong zawartoscig MDA w odpowiedzi na dziatanie NaCl,
co sugeruje, ze ThbZIP1 moze zwigksza¢ tolerancje roslin na stresy abiotyczne poprzez
stymulacje uktadu antyoksydacyjnego [Wang i in. 2010]. Doswiadczenia
przeprowadzone na pszenicy i ryzu sugeruja, ze roéwniez czynniki transkrypcyjne
nalezace do rodziny HSF uczestnicza w regulacji ekspresji genow w roslinach
traktowanych roztworami kadmu. W obydwu gatunkach roslin zaobserwowano wzrost
poziomu mRNA kodujacego HsfA4 pod wptywem dziatania CdCl, powigzany ze
wzrostem ekspresji genow kodujacych metalotioneiny. Ponadto transgeniczne ro$liny
ryzu charakteryzujace si¢ nadekspresjg HSfA wykazywaly zwigkszong tolerancj¢ na
kadm, za$ rosliny, w ktorych przy pomocy narz¢dzi genetycznych obnizono ekspresje
HsfA byly mniej odporne na ten metal [Shim i in. 2009]. Bogatym zrodtem informacji
0 czynnikach transkrypcyjnych, ktére moga uczestniczyé w przekazywaniu sygnatu
o obecnosci kadmu w otoczeniu sg globalne analizy ekspresji genow. Wykazaty one, ze
traktowanie kadmem powoduje wzrost ekspresji genéw OSDREB1A, OsDREB1B
I WKRY09 w ryzu i gendow kodujacych czynniki transkrypcyjne nalezace do rodzin
ATAF, DREB2A, bZIP i WRKY w rzodkiewniku. W opozycji do tych wynikow
traktowanie roztworami kadmu ro$ling Solanum torvum skutkowato spadkiem ekspresji
dwoch genow kodujacych czynnik transkrypcyjny DREB oraz pigciu genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny AP2/ERF i DREB [Ogawa et
al 2009, Suzuki et al. 2001, Yamaguchi et al. 2009]. Wiele czynnikoéw transkrypcyjnych
zawiera motywy palcéw cynkowych. Kadm moze modulowac ich aktywno$¢ poprzez
substytucje jonéw cynku. Przy zastosowaniu techniki NMR wykazano, ze Cd*
zamienia Zn”* w motywie palcow cynkowych w wyizolowanym z rzodkiewnika
czynniku transkrypcyjnym SUPERMAN (SUP37). Opisana substytucja skutkowata
zmianami w konformacji SUP37 mogacymi prowadzi¢ do zaburzen w 1aczeniu si¢

z DNA (Ryc.6) [Malgieri i in. 2001].
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Ryc.6: Modele czynnikow Zn-SUP37 (czerwony) i Cd-SUP37 (niebieski) natozone na siebie
z zanzanczonymi pozycjami aminokwasow: Ala20, Asn26, GInl19 i Sel7. Serl7 odgrywa glowna role

przy rozpoznawaniu elementow cis na nici DNA [Malgieri i in. 2001].

1.2.8 Sygnalna rola mikroRNA

W genomie wszystkich organizmow zywych oprocz sekwencji kodujacych
biatka istniejg takze sekwencje nukleotydowe, ktore ulegaja transkrypcji, ale nie
podlegaja translacji. Wspomniane sekwencje stuza jako matryca do syntezy
niekodujacego RNA (ncRNA). Do ncRNA nalezg rRNA, tRNA, a takze mate RNA
zaangazowane w regulacje ekspresji gendw. Podzial réznych rodzajow RNA zostat
przedstawiony na Ryc.7. Wydaje si¢, ze sposrod matych RNA, najistotniejszg role
w odpowiedzi roslin na warunki stresowe pelnig mikroRNA (miRNA). Ten typ RNA
jest kodowany przez geny MIR i wykazuja si¢ duza konserwatywnoscia w obrebie

poszczegblnych krolestw.
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Dojrzate miRNA sktada si¢ z pojedynczej nici o dlugosci 20-22 nukleotydow,
ktora wigze si¢ z kompleksem RISC (kompleks wyciszajacy indukowany RNA)
I uczestniczy w degradacji docelowych mRNA oraz represji transkrypcji. MikroRNA
odgrywaja rolg w regulacji licznych proceséw takich jak morfogeneza lisci, rozwoj
korzeni, czas kwitnienia, polarno$¢ organdw, metabolizmie innych matych RNA oraz

odpowiedz roslin na czynniki stresowe [Guleria i in. 2011, Yang i in. 2007].

{ RNA ]
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Ryc.7: Rodzaje RNA [Guleria i in. 2011, zmodyfikowany]. Skroty: mRNA - matrycowy
(przekaznikowy, informacyjny) RNA; rRNA — rybosomalny (rybosomowy) RNA; miRNA — mikro RNA;
SiRNA — mate interferujace RNA; piRNA — RNA tworzace kompleksy z biatkiem piwi.
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Badania przeprowadzone w ostatnich latach dowodza, ze miRNA moga
odgrywa¢ réwniez wazng rolg¢ w odpowiedzi ro$lin na dzialanie kadmu. W ryzu
zidentyfikowano 19 miRNA wrazliwych na dziatanie tego metalu ci¢zkiego, przy czym
tylko jedno z nich, miR528 wykazywato wzrost ekspresji w odpowiedzi na dziatanie
CdCly, podczas gdy pozostatych 18 charakteryzowato si¢ spadkiem poziomu ekspres;ji.
Analizy bioinformatyczne wykazaly, ze modulowane przez kadm miRNA uczestniczy
w regulacji poziomu mRNA kodujacego czynniki transkrypcyjne oraz inne biatka
powigzane z przekazywanie sygnatlu i przetwarzaniem miRNA. Dalsze doswiadczenia
wykazaly, ze poziom trzech miRNA, miR168, miR166 i miR390, jest negatywnie
skorelowany z poziomem regulowanego mRNA kodujacego odpowiednio biatko AGO
wchodzace w sktad kompleksu RISC, czynnik transkrypcyjny HD-Zip 1 kinazg
biatlkowa podobna do receptoroéw bogatych w powtorzenia leucytowe (RLK)
[Ding i in. 2011]. Rowniez badania wykonane na rzepaku dowodza, ze miRNA moga
odgrywac istotng role w regulacji ekspresji genow w odpowiedzi na dziatanie kadmu.
Traktowanie tym metalem ci¢zkim skutkowalo wzrostem ekspresji miR398, miR857,
miR172f, oraz roéwnoczesnym spadkiem poziomu miR159, miR394, miR2111,
miR319d i miR398b w korzeniach. W pedach rzepaku zaobserwowano wzrost poziomu
miR156m 1 miR158a oraz miRNA nalezacych do rodzin miR158, miR161, miR400
I miR1885. Z kolei miRNA nalezace do rodzin miR159, miR162, miR164, miR171,
miR319, miR394, miR395 i miR8&58, a takze miRNA miR167f-i i miR319c
charakteryzowalo si¢ obnizong ekspresjag pod wplywem dziatania kadmu [Zhou 1 in.
2012]. W pozniejszych badaniach przeprowadzonych na rzepaku poznano doktadniej
funkcje miR395 w odpowiedzi tego gatunku na stres kadmowy. Transgeniczne rosliny
charakteryzujace si¢ nadekspresja miR395 akumulowaty wigksze ilosci kadmu, ale
jednocze$nie wykazywaly mniejszy wspotczynnik translokacji Cd z korzeni do pedu.
Ponadto u transgenicznych roslin zaobserwowano wigksza zawarto$¢ chlorofilu przy
jednoczesne] mniejszej zawartosci TBARS, $wiadczacej o zmniejszonym nasileniu
stresu oksydacyjnego. Transgeniczne rosliny charakteryzowaty si¢ réwniez wyzsza
ekspresja genéw kodujacych fitochelatyny i genu kodujacego jeden z transporteréw

siarczanow, Sultrl;1 [Zhang i in. 2013].
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1.2.9 Inne elementy pelniace funkcje sygnalne

W organizmach zwierzecych bardzo istotng role w szlakach przekazywania
sygnatow odgrywaja biatka G, czyli biatka taczace si¢ z guanozynotrifosforanem
(GTP). Bialka te dzieli si¢ na dwie grupy: monomeryczne i heterotrimeryczne.
Heterotrimeryczne biatka G sa zlozone z trzech podjednostek G,, G i G,. W stanie
nieaktywnym wszystkie trzy podjednostki sg potgczone ze sobg, a do podjednostki
G, przytaczona jest rowniez czgsteczka GDP. Zamiana czasteczki GDP na czasteczke
GTP, zachodzaca za posrednictwem receptoréw sprzgzonych z biatkiem G (receptory
GCPR) lub innych biatek o aktywno$ci wymiennika nukletydow guaninowych (GEP),
skutkuje aktywacja biatka G, odlaczeniem si¢ podjednostek Gg i G, i stymulacja
kolejnych elementéw przekazywania sygnatéw takich jak fosfolipaza Cg i cyklaza
adenylowa. Inaktywacja biatka G nastepuje po hydrolizie GTP do GDP. W procesie
tym uczestnicza biatka RSG. Warto wspomnie¢, Zze za odkrycie biatek G i ich roli
w przekazywaniu sygnalu Alfred Gilman 1 Martin Rodbell otrzymali w 1994 roku
nagrode Nobla, zas za badania nad receptorami GCPR tg samg nagrod¢ otrzymat
w 2012 roku Robert Lefkowitz [Tuteja i Sopory 2008, Urano i in. 2013].

Funkcjonowanie i rola heterotrimerycznych bialek G w roslinach jest stabiej
poznana. Badania dotyczace tego zagadnienia byty przeprowadzana gtownie na dwoch
gatunkach roslin modelowych: rzodkiewniku i ryzu. W genomie obydwu
wspomnianych gatunkow ro$lin  zidentyfikowano kilka pojedynczych genow
kodujacych podjednostki G, Gp i G,. Wykazano, ze podjednostka G, ma zdolnos¢
spontanicznego wigzania GTP, nie wymaga do tego procesu dodatkowych biatek.
Odkrycie to sugeruje, ze sposob regulacji aktywnos$ci heterotrimerycznych biatek G jest
inny w organizmach zwierzgcych i roslinnych [Urano i in. 2013]. Modele regulacji

aktywnosci biatka G u zwierzat i w rzodkiewniku przedstawiono na Ryc.8.
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REGULACJA BIALEK G U ZWIERZAT (b) MODEL REGULACJI BIALEK G U RZODKIEWNIKA

9

hydroliza GTP za
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Ryc.8: Model regulacji heterotrimerycznego biatka G u zwierzat (a) i rzodkiewnika (b). W przypadku

kinaza o
WK efektor

organizmow zwierzecych polacznie receptora GCPR z ligandem powoduje zamiang GDP na GTP,
odtaczenie si¢ podjednostek Gg i G, oraz aktywacj¢ kolejnych elementow sygnalnych (a).
W rzodkiewniku GTP jest spontanicznie przylaczane do G,, co skutkuje aktywacja biatka G. Bialko RSG
uczestniczy w hydrolizie GTP do GDP. Aktywno$¢ biatka RSG jest hamowana poprzez przytaczenie
ligandu (b) [Urano i in. 2013, zmodyfikowany]

Dotychczas wykazano, ze aktywno$¢ roslinnych heterotrimerycznych
biatek G jest powigzana z regulacja proceséw kietkowania, formowania si¢ korzeni,
sygnalizacji hormonalnej, otwierania aparatow szparkowych, a takze odpowiedzi na
atak patogenow oraz stres osmotyczny i temperaturowy [Tuteja i Sopory 2008, Urano
i in. 2013].

Rowniez monomeryczne biatka G, nazywane matymi biatkami wigzacymi GTP,
sa istotnymi elementami zaangazowanymi w sygnalizacj¢ komorkowa. Biatka te
wystepuja u wszystkich organizméw ecukariotycznych i sa dzielone na przynajmniej
pie¢ rodzin: Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf i Ran, przy czym w ro$linach jak dotad nie
zidentyfikowano bialek nalezacych do rodziny Ras. Mate biatka wiazace GTP sa
zaangazowane w liczne procesy komorkowe takie jak transport pecherzykow w obrgbie
cytoplazmy, rearanzacja cytoszkieletu, transport jadrowy, organizacja mikrotubul
podczas podziatow oraz sygnalizacja komorkowa. Podobnie jak
podjednostka G, heterotrimerycznego biatka G, male biata wigzace GTP w swojej
nieaktywnej formie s3 polaczone z GDP. Zamiana GDP na GTP, zachodzaca przy
udziale biatek o aktywno$ci wymiennika nukletydéw guaninowych (GEP), prowadzi

do zmiany konformacji i aktywacji matych biatek wigzgcych GTP. Aktywne biatka
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stymuluja kolejne elementy do ktérych naleza kaskady kinaz aktywowanych
mitogenami, kinaza fosfatydyloinozytolowa i czynniki transkrypcyjne [Ma 2009, Takai
i in. 2001].

Istotng role w szlakach przekazywania sygnaléw odgrywaja rowniez cykliczne
monofosforany: adenylowy (CAMP) i guanozynowy (cGMP). Ich funkcje zostaty
dokladnie poznane w organizmach zwierzgcych, chociaz w ostatnich latach pojawity si¢
rébwniez badania sugerujace, ze CAMP i cGMP odgrywaja role¢ w sygnalizacji
komorkowej roslin. Wykazano, ze zwigzki te, poprzez regulacje aktywnosci kanatow
jonowych, uczestnicza w generowaniu tlenku azotu oraz w odpowiedzi roslin na
biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe [Gehring 2010].

Postuluje si¢, ze réwniez cukry proste, takie jak sacharoza i glukoza, moga
oprocz funkcji metabolicznych, petié funkcje sygnalne. Swiadczy o tym kilka faktow.
Cukry uczestniczag w regulacji ekspresji licznych genow niekoniecznie powigzanych
z ich metabolizmem. Do regulowanych gendéw naleza miedzy innymi geny kodujace
reduktaze azotanowa, fosfolipaz¢ D, syntaze chalkonowa, inwertaze §ciany komorkowe;j
oraz bialka PR. Zidentyfikowano réwniez szereg elementow CiS powigzanych z zalezna
od cukrow regulacjg transkrypcji. Ponadto wykazano, ze przekazywanie sygnalu za
posrednictwem cukréw moze by¢ niezalezne od statusu energetycznego komorki
wyrazonego jako stosunek ATP/AMP oraz od poziomu innych metabolitow. Kolejne
przekonywujacy dowod, to fakt, ze heskokinaze, ktoéra jest potencjalnym sensorem
glukozy, wykryto we frakcji jadrowej kukurydzy [Sheen i in. 1999].

Pomimo istotnej roli jaka pelniag wyzej wymienione elementy w sygnalizacji
komorkowej ich zaangazowanie w odpowiedzi roslin na dzialanie kadmu jest stabo
poznana. Istnieja jedynie pojedyncze doniesienia o mozliwym udziale cGMP
w regulacji ekspresji genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne w ro$linach grochu
traktowanych roztworem kadmu [Romero-Puertas i in. 2007]. We wczeséniejszych
pracach wykonywanych Zakladzie Ekofizjologii Roslin UAM wykazano réwniez, ze
traktowanie siewek soi kadmem skutkuje wzrostem ekspresji i aktywno$ci syntazy
sacharozowej, jednakze rola peilniona przez ten enzym w odpowiedzi na dziatanie
kadmu i jego ewentualne powigzanie z sygnalizacja za posrednictwem cukrow nie

zostala jeszcze wyjasniona [Pawlak-Sprada 2010].
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Organizmy s3 narazone na dziatanie wielu czynnikow stresowych: wahania
temperatury, niedobor skladnikéw pokarmowych 1 wody, zatopienie, stres
mechaniczny, dziatanie substancji toksycznych. Rosliny, w odréznieniu od zwierzat, nie
maja zdolnosci poruszania si¢. W zwigzku z tym nie potrafig aktywnie przemieszczaé
si¢ w celu uniknigcia niekorzystnych warunkow srodowiskowych. Ich jedyng szansa na
przetrwanie jest uruchomienie mechanizmow obronnych. Wspomniane mechanizmy
obejmujg miedzy innymi aktywacj¢ odpowiednich genéw prowadzaca do syntezy biatek
pehiacych funkcje ochronne. W ostatnich latach duzy nacisk w naukach biologicznych
ktadzie si¢ na, jak to ujeto w ksigzce ,,Fizjologia roslin” pod redakcja Taiza 1 Zeigera
(2006): ,,molekularne wydarzenia tgczace odbior bodzca stresowego z odpowiedzig
genetyczng”, czyli mowigc innymi stowami na sygnalizacj¢ komérkowa uruchamiang
przez czynniki stresowe. Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej jest poznanie
szlakow przekazywania sygnaléw aktywowanych w siewkach soi w odpowiedzi na
dzialanie kadmu. Dotychczasowe informacje dotyczace tego tematu skupiaty si¢ na
pojedynczych elementach sygnalizacyjnych uruchamianych w kilku gatunkach roslin
modelowych takich jak rzodkiewnik 1 ryz. Badania wykonywane w ramach niniejszej
pracy doktorskiej zaktadajg kompleksowe poznanie sieci sygnalnych zaangazowanych
w przekazywanie sygnatu o obecnosci kadmu w srodowisku w jednym gatunku ro$liny,
soi. Do badan wybrano soj¢ ze wzgledu na szereg zalet:

> Soja jest wazng rosling gospodarcza zajmujaca czwarta miejsce na §wiecie pod
wzgledem powierzchni przeznaczonych na uprawe. Nasiona soi zawierajg tatwo
przyswajalne biatko oraz nienasycone oleje, ktore sa wykorzystywane do

produkcji biopaliwa [Dobek i Dobek 2008, Masuda i Goldsmith 2009].

> W 2010 roku catkowicie zsekwencjonowano genom tego gatunku, co
umozliwitlo dostep do wszystkich przydatnych w badaniach sekwencji

nukleotydowych oraz utatwilo analizy bioinformatyczne [Schmutz et al. 2010]

» W Zakladzie Ekofizjologii Roslin Wydzialu Biologii UAM soja od wielu lat jest
wykorzystywana do doswiadczen jako ro$lina modelowa. Opracowano
szczegotowe metody prowadzenia hodowli siewek soi oraz inkubacji

w roztworach kadmu i wybranych inhibitorow.
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w

celu uzyskania kompleksowego obrazu sieci sygnalnych zaangazowanych

w przekazywanie informacji o obecnosci w $srodowisku kadmu, wyodrgbniono pigc

gtéwnych zadan:

1)

2)

3)

4)

5)

Y

Zbadanie wpltywu jonow kadmu na poziom mRNA kilkunastu genow
kodujacych biatka powigzane z ro§linnymi szlakami przekazywania sygnalow.
Analiza korelacji pomiedzy zmianami w ekspresji badanych genéw na poziomie
transkryptu, a zmianami aktywno$ci kodowanych przez nie bialek
enzymatycznych.

Okreslenie potencjalnej roli oksydazy NADPH w regulacji ekspresji genoéw
indukowanych przez kadm.

Analiza udziatu tlenku azotu w zaleznej od kadmu indukcji genow powigzanych
ze szlakami przekazywania sygnatow.

Zbadanie, wplywu etylenu na ekspresj¢ genow indukowanych przez kadm.

trakcie prowadzenia badan pojawialy si¢ nowe pytania, na ktore starano si¢

znalez¢ odpowiedz: Czy sekwencje promotorowe gendéw indukowanych przez jony

kadmu majg wspodlne elementy CiS, mogace wskazywaé¢ na wspolny mechanizm

regulacji? Czy stosowany zmiatacz tlenku azotu, PTIO, wptywa na szybko$¢ pobierania

kadmu z otoczenia? Jaki udzial w odpowiedzi siewek soi na dziatanie jonow kadmu ma

potencjalny inhibitor syntezy etylenu, chlorek kobaltu? Czy jego wptyw jest faktycznie

zalezny od hamujacego dziatania na produkcje etylenu?

Wyniki badan pozwola na zaproponowanie kompleksowego modelu sieci

sygnalnych zaangazowanych w przekazywaniu sygnatu kadmowego w siewkach soi.

Przyczynig si¢ rowniez do lepszego poznania mechanizméw prowadzacych do

nabywania przez siewki odpornosci na ten metal ciezki.
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3.1 Stosowane odczynniki

Odczynniki stosowane w do$wiadczeniach zostaty przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2: Odczynniki stosowane w doswiadczeniach.

Odczynniki stosowane do prowadzenia hodowli

CdcCl, Polskie Odczynniki Chemiczne
Gliwice
CoCl, Lubuskie Przedsigbiorstwo
Przemystowo-Handlowe ,,Och”
DPI BioShop DPI1250.25
PTIO Sigma-Aldrich P5084

Odczynniki stosowane do pomiaréw przezywalno$ci komorek

Blekit Evansa Sigma-Aldrich

Dodecylosiarczan sodu Sigma-Aldrich

(SDS)

Etanol Chempur WE:2000-578-6

Odczynniki stosowane do izolacji RNA

Alkohol izopropylowy Sigma-Aldrich 19030
Chloroform Sigma-Aldrich C2432
Etanol Chempur WE:2000-578-6
TriReagent Sigma-Aldrich T9424

Odczynniki stosowane do oczyszczania RNA i reakcji odwrotnej transkrypcji

Deoxyribonuclease Kit Sigma-Aldrich AMP-D1

Reverse Transcription Kit Thermo Scientific Fermentas #K1622

Odczynniki stosowane do przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym

PowerSYBR Green Master Applied Biosystems 4368577
Mix
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Odczynniki stosowane do pomiaréw aktywnosci reduktazy azotanowej

Azotyn sodowy

Dwuchlorowodorek N-(-1- Sigma-Aldrich N-5889
naftylo-etylenodwuaminy)

Kwas solny Chempur WE:231-595-7
Sulfanilamid Sigma-Aldrich S-9251

Odczynniki stosowane do barwien histochemicznych

3,3’-diaminobenzydyna Sigma-Aldrich D8001
(DAB)
Dithizone Sigma-Aldrich D5130

Odczynniki stosowane do pomiaru poziomu TBARS

Kwas trichlorooctowy Merck UN1839
(TCA)
Kwas tiobarbiturowy (TBA) Sigma-Aldrich T-5500

Inne stosowane odczynniki

Sterylna woda wolna od BioShop WAT222.1
nukleaz

3.2 Startery stosowane w reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Stosowane w reakcjach startery byly projektowane przy pomocy programu
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) i zamawiane w Instytucie Sekwencjonowania DNA
IBB PAN, za wyjatkiem starterow do gendéw kodujacych kinaze aktywowang
mitogenami (Glyma07g32750), fosfolipazg (Glyma02g42430), czynnik transkrypcyjny
bZIP62 (Glyma06g08390) i obydwu genow kodujacych czynniki transkrypcyjne
DOF1 (Glymal3g42820; Glymal5g02620), ktore zostaly zamowione w  firmie

Genomed. Sekwencje starteréw sg przedstawione w tabeli 3.
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Tabela 3: Startery stosowane w reakcjach PCR w czasie rzeczywistym.

Numer genu w bazie
danych Soybase.org

Glyma05g37410

Glyma03g00640

Glymal7g02260

Glymal3g34410

Glymal3g02510

Glyma07g32750

Glymal7g06020

Glymallg11450

Glyma02g42430

Glyma02g14180

Glyma04g03200

Glyma06g08390

Glymal9g44190

Glymal3g42820

Glymal5g02620

Glyma20g27950

Startery

Lewy: TGTGCTATGCCAACATGGAT
Prawy: GAGGTATGGGGGAGTGAGGT

Lewy: GGGACTGTTATGCGTTCGTT
Prawy: CAAGGTTGGTCATCACATGG

Lewy: TCCTTGCAAGCAGTTGTGTC
Prawy: TGGTTTGATGGATTCCCATT

Lewy: GTGCCATCACCAGTGCATAC
Prawy: TCCAGAGCTGAGGTTTCCAT

Lewy: AAATCCCATGCAAGCTCATC
Prawy: GGTGCACCCCTTTGAAGTAA

Lewy:
TTGACCAAAACCCCTCACAACACAT
Prawy: CCGCGTCGGACATCACGGT

Lewy: AGCAGGTGCTGAAGGGTCTA
Prawy: TTCCTGGCTTCCATTGATTC

Lewy: GAATCGACCCTGCAACTCAT
Prawy: ACCCAAACTGCAAACGAAAC

Lewy: TCCACAACCTCTCTCTCCTGTTCC

Prawy: CGTCGCCAGCAGAAGCACAC

Lewy: GCGGTGAATCTGAACGAAAT
Prawy: GTGGCTCCTCTCTTCACGAC

Lewy: GAAATCCTCGCCACCATAGA
Prawy: CGTAGGTGGTGGTTGTGTTG

Lewy: GCCCCATTGCTGTTCCTCATGT
Prawy: GCTGAGACTGGGCTCCCAACA

Lewy: AAGCCAATCAGACCAACCAG
Prawy:CTGCATAAGGAGGCCCATAA

Lewy: AAGCCAAAACTTGGAGCAGA
Prawy: CCTTGTCGACGGAGGAATTA

Lewy: GGTGGTGCCTTGAGAAACAT
Prawy: GATGCCAAAAGGGAACTGAA

Lewy: GAAGTCGAAAGCTCCGACAC
Prawy: TGTT TTGGGAACACATCCAA
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Kodowane bialko

Syntaza kwasu
1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (ACS)
kalmodulina (CAM)

Oksydaza diaminowa
(DAO)

Mate biatko wiazace GTP

Reduktaza azotanowa (NR)

Kinaza aktywowana
mitogenami 2 (MAPK?2)

Kinaza kinazy
aktywowanej mitogenami
2 (MAPKK?2)

Czynnik transkrypcyjny
MYBZ 2 (MYBZ2)

fosfolipaza C (PLC)
Dekarboksylaza
S-adenozylometioniny
(SAMDC)

Czynnik transkrypcyjny
bZIP44

Czynnik transkrypcyjny
bzZIP62

Czynnik transkrypcyjny
bZIP78

DOF1 transcription factor

DOF1 transcription factor

Ubikwityna
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We wstepnych badaniach dotyczacych wyboru odpowiedniego genu
referencyjnego wykorzystano rowniez startery genu kodujacego kinaz¢ zalezng od
cyklin typu A =zastosowane we wczesniejszych badaniach wykonywanych przez
pracownikow Zaktadu Ekofizjologii Roslin (Sobkowiak i Deckert 2003) oraz startery
dla genu kodujacego S18 rRNA zaprojektowane w programie primer3 i zamowione
w firmie Genomed (Lewy: AGACGAACAACTGCGAAAGC; Prawy:
CAGCGGAGTCCTAAAAGCAA).

3.3 Material roslinny

Doswiadczenia byly przeprowadzane na siewkach soi (Glycine max) odmiany
Nawiko. Nasiona otrzymano z eksperymentalnych upraw Uniwersytetu Przyrodniczego

w Poznaniu.

3.4 Warunki hodowli i warianty doswiadczalne

Nasiona soi byty poddawane sterylizacji powierzchniowej poprzez moczenie przez
5 minut w 70% etanolu, a nast¢pnie przez 10 min w 1% roztworze podchlorynu sodu
(20% wybielacz ACE). Po sterylizacji nasiona ptukano przez 30 min pod biezacg woda
i pozostawiono na 2 godziny w destylowanej wodzie do specznienia. Wysterylizowane
nasiona umieszczano na plastikowych kuwetach lub, w przypadku hodowli zaktadanych
do badan ekspresji genow, na szklanych szalkach o $rednicy 50 cm, wylozonych
dwoma warstwami wilgotnej lignin i jedng warstwa wilgotnej bibuty. Kuwety lub szlaki
zakrywano folig aluminiowa i pozostawiano w pokoju hodowlanym w temperaturze
pokojowej. Po 48 godzinach skietkowane nasiona, wyselekcjonowane pod wzgledem
dlugosci korzonkow, byly umieszczane na szalkach Petriego wylozonych dwoma
kragzkami bibuly. Korzenie siewek umieszczano w dziurkach wycietych w goérnym
krazku bibuly, tak aby znajdowaly si¢ one pomigdzy dwoma warstwami bibuty
(Ryc.9). Na kazdej szalce umieszczano po 10 siewek. Siewki zalewano 5 ml

odpowiednich roztworow zaleznie od wariantu do§wiadczalnego (tabela 4).
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Ryc.9: Sposob rozmieszczenia siewek soi na szalkach Petriego.

W przypadku hodowli zaktadanych do pomiaréw ekspresji gendw stosowano
sterylne szalki, roztwory i koncowki do pipet. W hodowlach zaktadanych do pomiarow
wydzielanego etylenu skietkowane nasiona soi przektadano na szalki Petriego wylozone
podwojna warstwa bibuly. Korzeni nie wktadano w dziurki pod wierzchnia warstwe

bibuty, aby nie ogranicza¢ przeptywu etylenu.
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Tabela 4. Warianty do$wiadczalne stosowane w badaniach.

Wariant do§wiadczalny

Kontrola
Roztwor kadmu o stezeniu

kadmu 10 mg L™

Roztwor kadmu o stezeniu

kadmu 25 mg L™
Kontrola z inhibitorem oksydazy
NADPH

Kontrola ze zmiataczem tlenku azotu

Kontrola z inhibitorem syntezy etylenu

Roztwoér kadmu o stezeniu
kadmu 25 mg L™ z inhibitorem NADPH
oksydazy

Roztwor kadmu o Stezeniu kadmu

25 mg L™ ze zmiataczem tlenku azotu

Roztwor kadmu o stezeniu
kadmu 25 mg L™ z inhibitorem syntezy

etylenu

Stosowany  Stosowane roztwory
skrot
K Woda destylowana
Cd10 Roztwor CdCl; o stezeniu kadmu wynoszacym
10mg L™ (89 M)
Cd25 Roztwor CdCl, o stezeniu kadmu 25 mg L™
(223 uM)
K+DPI 50 uM difenylojodonium (DPI) rozpuszczony
w wodzie destylowanej
K+PTIO 50 uM 3-tlenek 2-(4-fenylo)-4,4,5,5-
tetrametyloimidazolu-1-oksylu (PTIO)
rozpuszczony w wodzie destylowanej
K+CoCl, 10 uM CoCl; rozpuszczony w wodzie
destylowanej
Cd25+DPI 50uM difenylojodonium (DPI) rozpuszczony
w roztworze CdCl, o stezeniu kadmu 25 mg
L 223 um)
Cd25+PTIO 50 uM 3-tlenek-2-(4-fenylo)-4,4,5,5-
tetrametyloimidazolu-1-oksylu (PTI10)
rozpuszczony W roztworze CdCl; o stezeniu
kadmu 25 mg L™ (223 uM)
Cd25+CoCl, 10 uM CoCl, w rozpuszczony w roztworze

CdCl; o stgzeniu kadmu wynoszacym
25mgL™? (223 uM)

Stosowane st¢zenia kadmu zostaly wybrane na podstawie indeksu tolerancji soi

[Pawlak i in. 2009], a stezenia PTIO, DPI i CoCl; na podstawie dostepne;j literatury oraz

prac wykonywanych wczesniej w Zaktadzie Ekofizjologii Roslin [Arasimowicz-Jelonek
i in. 2012, Chmielowska i Deckert 2008].
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3.5 Pomiary wzrostu

Dhugo$¢ korzeni mierzono przy pomocy linijki. Swiezg mas¢ wazono bezposrednio po
odcigciu korzeni na lodzie. Odcigte korzenie przenoszono do cieplarki o temperaturze

55°C. Po trzech dniach okreslano ich suchg mase.

3.6 Pomiary zawartos$ci kadmu w korzeniach siewek soi

Korzenie siewek soi byly odcinane, oplukiwane w wodzie dejonizowanej
I suszone przez 3 dni w 72°C. Pomiary zawartosci kadmu zostaty przeprowadzone
w laboratorium Fizjologii Ro$lin w Louvain-la-Nueve (Belgia) wedlug metody
opisanej przez Vromman et al. 2011 [Vromman i in. 2011]. Pomiary catkowitej
zawarto$ci kadmu byly przeprowadzone przy uzyciu spektrofotometru absorpcji

atomowej (Thermo Scientific, S series).

3.7 Pomiary przezywalnosci komoérek

Pomiary przezywalnosci komoérek korzeni siewek soi przeprowadzono wedhug
zmodyfikowanej metody Lehotai [Lehotai i in.. 2011]. Po 24 godzinnej inkubacji
z odpowiednimi roztworami odcinano 200 mg korzeni siewek soi o dtugosci okoto
1 cm. Do probowek typu Eppendorf zawierajacych odcigte wierzchotki korzeni
dodawano 1 ml roztworu Blgkitu Evansa i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
20 min. Proby plukano dwukrotnie przez 15 min woda dejonizownang. Wierzchotki
korzeni rozcierano w mozdzierzu z 1.2 ml roztworu odbarwiajacego i po przeniesieniu
do probowek typu Eppendorf, inkubowano przez 15 minut w 50°C. Nastepnie proby
wirowano przez 15 min przy 12000xg. Zawarto$¢ Blekitu Evansa $wiadczaca
0 obecnosci martwych komorek mierzono spektrofotometrycznie w 1 ml supernatantu
przy dtugosci fali A=600 nm na spektrofotometrze BioMate 3S (ThermoSCIENTIFIC).
Pobieranie Bfigkitu Evansa przez korzenie siewek dokumentowano réwniez przy
pomocy zdje¢¢. Korzenie siewek soi barwiono przez 20 min w 2 ml roztworu Bigkitu
Evansa, plukano przez 15 minut w wodzie dejonizowanej, a nastepnie fotografowano

przy uzyciu aparatu Canon EOS550D.
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Stosowane roztwory:
Roztwor barwiagcy: 50 mg Blekitu Evansa, woda destylowana do 20 ml

Roztwor odbarwiajacy: 50 ml czystego etanolu, 1 ml 10% roztworu SDS, woda

destylowana do 100 ml

3.8 lIzolacja RNA

Do izolacji RNA wykorzystywano okoto 100 mg wierzchotkow korzeni, ktore byly
odcinane na lodzie, zamrazane w cieklym azocie, a nastepnie przechowywane w -80°C.
Izolacj¢ przeprowadzano przy zastosowaniu odczynnika TriReagent zgodnie

z instrukcjami zamieszczonymi przez producenta. Procedura obejmowata:

1) Homogenizacj¢ zamrozonego materialu w probowkach typu Eppendorf przy

uzyciu plastikowych ttoczkow z dodatkiem 1ml odczynnika TriReagent.
2) Inkubacj¢ przez 10 min w temperaturze pokojowe;.
3) Dodanie 200 pl chloroformu.
4) Mieszanie zawarto$ci probowek przez inwersje i na worteksie.
5) Inkubacj¢ przez 3 min w temperaturze pokojowe;j.
6) Wirowanie przez 15 min przy 12 000 rpm i temperaturze 4°C.
7) Przeniesienie wodnej warstwy do nowych probdéwek typu Eppendorf.
8) Dodanie 500 pl izopropanolu.
9) Mieszanie zawartosci probowek przez inwersje i na worteksie.
10) Inkubacje przez 10 min w temperaturze pokojowe;.
11) Wirowanie przez 10 min przy 12 000 rpm i temperaturze 4°C.
12) Przemycie osadu 70% etanolem.
13) Mieszanie na worteksie.
14) Wirowanie przez 5 min przy 7 500 rpm i 4°C.

15) Odrzucenie supernatantu i osuszenie osadu przez okoto 10 min (osad nie byt

catkowicie wysuszany).
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16) Rozpuszczenie osadu w 50 pl wody destylowanej oczyszczonej z RNAaz przez

traktowanie odczynnikiem DEPC.

Ilo§¢ 1 czystos¢ wuzyskanego RNA oznaczano przy pomocy pomiardw
spektrofotometrycznych przeprowadzanych przy dwoch dlugosciach fali A=260 nm
i A=280 nm na spektrofotometrze Biomate 3S (Thermo Scientific) na przystawce do
pomiar6w matych objetosci probek NanoCell (Thermo Scientific). Ilos¢ RNA
wyliczano na podstawie wzoru 1 OD=40 pug RNA, a czystos¢ z proporcji OD260/OD2sgp.
Proby uwazano za wystarczajagco czyste jezeli opisany stosunek wynosit >1.8.

Otrzymane RNA byto przechowywane w -80°C.

3.9 Oczyszczanie RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji

Do reakcji oczyszczania 1 odwrotnej transkrypcji uzywano 1 pg RNA
rozpuszczonego w 7 ul HoOpgpc. RNA 0czyszczano przy zastosowaniu zestawu

Deoxyribonuclease Kit. Procedura oczyszczania obejmowata:

1) Dodanie 1 pl buforu i 1ul DNAzy.

2) Inkubacj¢ przez 15 min w temperaturze pokojowej.

3) Dodanie 1 pl odczynnika STOP Solution.

4) Inkubacje przez 10 min w 70°C.

5) Ochtadzanie na lodzie.

Reakcja odwrotnej transkrypcji byta przeprowadzane przy wykorzystaniu zestawu
Reverse Transcription Kit i obejmowata nastgpujace etapy:

1) Dodanie 1 pg starteréw oligo dT.

2) Wymieszanie i wirowanie przez 1 min przy 3000 rpm i 4°C.

3) Inkubacj¢ przez 5 min w 65°C.

4) Dodanie kolejno: 4 pl buforu, 1 pl odczynnika Ribolock, 2 pul NTP

i 1 ul odwrotnej transkryptazy.

5) Wymieszanie i wirowanie przez 1 min przy 3000 rpm i 4°C.

6) Inkubacj¢ przez 60 min w 42°C.

7) Reakcje przerywano przez 10-minutowg inkubacje w 70°C.
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Do pomiaréw ekspresji gendéw przy zastosowaniu techniki PCR w czasie
rzeczywistym uzyskane cDNA pigciokrotnie rozcieficzano. Proby przechowywano w -

80°C.

3.10 Pomiary poziomu mRNA przy zastosowaniu techniki PCR w czasie

rzeczywistym

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym byly przeprowadzane na termocyklerze
RotorGene 6000 (Corbett). Mieszanina reakcyjna zawierata 0.1 pM kazdego ze
starterow, 1 pl pigciokrotnie rozcienczonego cDNA, 10 pl odczynnika Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) i H;Opgpc do uzyskanie koncowej
objetosci 20 pl.

Reakcje PCR zapoczatkowywatla 5 minutowa denaturacja w 95°C. Kolejne etapy reakcji
obejmowaty

» 13 cykli touchdown PCR: 15 s w 95°C, 20 s w temperaturze 68°C-55°C

(zmniejszajacej si¢ o 1°C w kazdym cyklu 68°C) oraz 30 s w 72°C

» 45 cykli ztozonych z 10 s w 95°C, 20 s w 55°C 1 30 s w 72°C.

Koncowy etap obejmowat denaturacj¢ w temperaturze podnoszacej si¢ z 72°C do
95°C o jeden stopien Celsjusza co 5 s.

Specyficznos¢ reakcji byla potwierdzana poprzez uzyskiwanie jednego piku
w analizie krzywych topnienia (melting curve analysis). Kazdg reakcje przeprowadzano
réwniez na negatywnej kontroli zawierajacej wszystkie odczynniki z wyjatkiem cDNA.
Wartosci punktéw Ct 1 wydajnos$¢ reakcji, byly wyznaczane przy pomocy programu
Real-time PCR Miner dost¢pnego na stronie internetowej http://www.ewindup.info
[Zhao i Fernald 2005]. Wzgledna ekspresje genéw wyliczano ze wzoru Pfaffla
[Pfaffl 2001]:

Wzgledna ekspresja = EbadACTbad/ ErefACTref

, gdzie:
ACT = CTrkontroli = CTproby

E — wydajnos¢ reakcji PCR

bad — gen badany

ref — gen referencyjny

Po przeprowadzeniu wstepnych badan jako gen referencyjny wybrano ubikwityne.
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3.11 Bioinformatyczna analiza sekwencji promotorowych

Geny wykazujace ponad dwukrotny wzrost ekspresji w odpowiedzi na dziatanie
jonéw kadmu zostaly wybrane do bioinformatycznej analizy sekwencji promotorow
przeprowadzona przy wspotpracy z firma VitalnSilica. Sekwencje promotorow,
o dhugosci 1000 pz, uzyskan z bazy danych Soybease.org. Miejsca regulatorowe
wyszukano przy uzyciu programéw TSSP, NSITE-PL i NSITE dostepnych na

platformie internetowej Softberry (http://linux1.softberry.com).

3.12 Pomiary biosyntezy etylenu

Poziom etylenu zmierzono przy uzyciu detektora etylenu ETD-300
zaopatrzonego w kontroler przeptywu (VC-1) i katalizator (CAT-1) wyprodukowanego
przez firm¢ Sensor Sense przedstawionego na Ryc.10. Siewki soi umieszczano na
plastikowych szalkach Petriego wylozonych podwdjng warstwa bibuly i zalewano 5 ml
odpowiednich do stosowanego wariantu do$wiadczalnego roztworéw (tabela 4).
Nastepnie szalki Petriego umieszczano w plastikowych kuwetach i szczelnie zamykano
(Ryc.11). Przy kazdym pomiarze stosowano rowniez negatywna kontrolg, ktora
stanowila kuweta z szalkg wylozong podwojng warstwa bibuty, ale nie zawierajaca
nasion. Pomiaréw dokonywano w ciemnosci w trybie stop-and-flow w 12 minutowych
odstepach przy przeptywie powietrza ustawionymna 3 L h™.

Opisane do$wiadczenia przeprowadzono w laboratorium Fizjologii Ros$lin
w Louvain-la-Nueve (Belgia) w ramach miesigcznego stazu doktoranckiego

finansowanego przez Wallonia-Brussels International Excellance Grants.
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Ryc.10: Detektor etylenu ETD-300 wraz z kontrolerem przeptywu (VC-1), katalizatorem (CAT-1)

i kuwetami z umieszczonymi szalkami zawierajacymi siewki soi.

Ryc.11: Plastikowa kuweta z szalka Petriego zawierajaca siewki Soi.
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3.13 Analizy aktywnosci reduktazy azotanowej

Aktywno$¢ reduktazy azotanowej oznacza wedlug metody Gniazdowska-
Skoczek [Gniazdowska-Skoczek 2000]. Okoto 200 mg odcietych na lodzie
wierzchotkow korzeni o dtugosci 1 cm rozcierano w mozdzierzu na lodzie z dodatkiem
5 ml roztworu inkubacyjnego, przenoszono do plastikowych probowek, szczelnie
zakrecano 1 inkubowano przez godzing w 30°C kilkukrotnie mieszajagc zawartoS¢
probowek. Nast¢pnie proby wirowano przez 5 min przy 5000 rpm. Do 0.5 ml
przeniesionego do szklanych probowek supernatantu dodawano 1 ml 1% sulfanilamidu
rozpuszczonego w 1N kwasie solnym, 1 ml 0.01% dwuchlorowodorku N-(-1-naftylo-
etylenodwuaminy i 0.2 ml H,0. Rownolegle przygotowywano probe §lepa zawierajaca
zamiast supernatantu 0.5 ml roztworu inkubacyjnego. Zawarto$¢ probowek mieszano na
worteksie i pozostawiano na 15 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie mierzono
absorbancje przygotowanych prob przy dhugosci fali A=540 nm na spektrofotometrze
Biomate 3S (Thermo Scientific). Aktywnos$¢ reduktazy azotanowej wyrazano w molach
NO; uwalnianych przez 1 g swiezej masy korzeni. Zawarto$¢ azotynow odczytywano

z przygotowanej wczesniej krzywej wzorcowej.
Stosowane bufory:

Bufor inkubacyjny: 0.1 M bufor fosforanowy pH=7.5; 0.1 M KNOs3; 2% propanol

3.14 Histochemiczne wykrywanie nadtlenku wodoru przy pomocy

barwienia 3’3-diaminobenzydyng (DABem)

Nadtlenek  wodoru  wykrywano  histochemicznie = wedlug  metody
Thordal-Christensena [Thordal-Christensen i in. 1997]. Korzenie siewek soi byty
odcinane na lodzie i umieszczone w probowkach typu Eppendorf zawierajacych
roztwor 3,3’-diaminobenzydyny (DAB). Korzenie inkubowano w zamknigtych
probowkach przez 8 godzin, ptukano w wodzie destylowanej i fotografowano przy
uzyciu aparatu fotograficznego Canon EOS550D. Pojawienie si¢ czerwono-brazowych

plam $wiadczylo o obecnos$ci nadtlenku wodoru.
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Stosowane roztwory:

Roztwor 3,3’-diaminobenzydyny: 1 mg DABuU rozpuzcano w 1 ml wody destylowanej;
w celu utatwienia rozpuszczenia DABu do roztworu dodawano HCI do uzyskania pH
3.7

3.15 Pomiary poziomu substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym

(TBARS)

Poziom substancji reagujacych z kwasem tiobarbituroywm byl oznaczany
wedlug metody opisanej przez Heath i Packer [Heath i Packer 1968]. Odcicte
wierzchotki korzenie siewek soi (300 mg) o dtugosci okoto 1 cm homogenizowano w
mozdzierzu w 2 ml 10% TCA (w przypadku S$lepej proby) lub 0,25% TBA
rozpuszczonego w 10% TCA (dla proby badanej). Zhomogenizowane proby
inkubowano przez 15 min w 100°C, chtodzono na lodzi i wirowano przez 10 min przy
10 000 rpm. Nastgpnie mierzono absorbancje supernatantu z prob badanych wobec prob
slepych przy dhugosci fali A=535 nm. Od absorbancji przy A=535 nm odejmowano
absorbancj¢ nieswoistych substancji mierzong przy dlugosci fali A=600 nm. Poziom

TBARS wyliczano ze wspélczynnika ekstynkcji rownego 155 mM™cm™,
Stosowane roztwory:

TCA: 100% kwas trichlorooctowy (TCA) przygotowywano rozpuszczajac 250 g TCA
w 113.5 ml wody dejonizowanej, a nastgpnie rozcienczano woda dejonizowang do

uzyskania 10% TCA

TBA: 25 mg kwasu tiobarbiturowego (TBA) rozpuszczano w 100 ml 10% TCA
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3.16 Histochemiczne wykrywanie jonéw kadmu przy zastosowaniu

odczynnika Dithizone

Wierzcholki korzeni o dlugosci okoto 1 ¢cm odcinano i ptukano przez 10 minut
w wodzie dejonizowanej na wytrzasarce. Nastepnie odcigte wierzchotki inkubowano
przez 30 minut w roztworze Dithizone. Po inkubacji wierzchotki korzeni byty ptukane
w wodzie dejonizowanej przez okoto 15 s, suszone na bibule i fotografowane przy

uzyciu aparatu fotograficznego Canon EOS550D.
Stosowane roztwory:

Roztwor Dithizone: 30 mg odczynnika Dithizone rozpuszczano w 80 ml mieszaniny
wody dejonizowanej i acetonu w stosunku 1:4, w celu zwiekszenia specyficznosci

reakcji do roztworu dodawano 0.5 ml lodowego kwasu octowego

3.17 Obliczenia matematyczne i statystyczna analiza wynikow

Srednie i odchylenia standardowe byty obliczane przy pomocy programu

Microsoft Office Excel 2007. Blad standardowy byt wyliczany ze wzoru:

SE=SD/\n
SE — blad stnadardowy
SD — odchylenie standardowe

n — liczba niezaleznych powtorzen eksperymentalnych (Cumming i in. 2007)

Wyniki wzglednej ekspresji gendw byty analizowane przy pomocy testu
Mann-Whitney’a przy uzyciu programu Statistica 10. W przypadku badan dotyczacych
zmian ekspresji w korzeniach siewek soi traktowanych kadmem w stezeniu 10 mg L™
i 25 mg L przez 3, 6 i 24 godziny, istotnie statystycznie réznice w stosunku do
kontroli z 3 godziny zostaly oznaczone przy pomocy gwiazdki (*). W przypadku
pomiaréw wzglednej ekspresji genow w siewkach soi traktowanych PTIO, DPI i CoCl;
wyniki nie wykazujgce roznic statystycznych byty oznaczane tg samg litera.

Wyniki uzyskane w rezultacie pomiaréw zawartosci kadmu w korzeniach,
parametrow wzrostowych, przezywalnosci komorek 1 zawartosci TBARS byty
analizowane przy pomocy testu ANOVA przy uzyciu programu Statistica 10. Wyniki

nie wykazujace roznic statystycznych byty oznaczane ta samg litera.
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4. WYNIKI

Wyniki badan opisane w podrozdziatach 4.2, 4.3, 4.4 oraz 4.5.1 zostaly
zamieszczone w artykule ,,Short term signaling responses in roots of young soybean

seedlings exposed to cadmium stress” [Chmielowska-Bak i in. 2013].

4.1 Badania wstepne

4.1.1 Wybor genow, projektowanie starteréw i doswiadczenia

optymalizacyjne

Na poczatkowym etapie pracy wybrano 20 genéw kodujacych biatka
zaangazowane Ww rozne szlaki przekazywania sygnalow. Kryteriami wyboru genow
byta dostepnos¢ sekwencji nukleotydowych w bazie danych NCBI oraz informacje
literaturowe wskazujace na udzial kodowanych bialek w odpowiedzi ro$lin na dziatanie
réznych czynnikow stresowych. Wybrane geny kodowaly bialka uczestniczace
w regulacji poziomu etylenu, kwasu jasmonowego, kwasu salicylowego i poliamin,
sygnalizacji zaleznej od jonow wapnia, tlenku azotu, reaktywnych form tlenu, ATP
i GTP, szlaku fosfoinozytolowym, kaskadach kinaz aktywowanych mitogenami oraz
regulacji ekspresji gendéw (czynniki transkrypcyjne). Po przeprowadzeniu reakcji
optymalizacyjnych udato si¢ uzyska¢ produkty PCR w czasie rzeczywistym dla 15
genow. Ich liste wraz z kodowanymi biatkami 1 powigzanymi szlakami przekazywania

sygnatlow zamieszczono w tabeli 5.
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Tabela5: Analizowane geny, kodowane przez nie biatka i powigzane szlaki przekazywania sygnatow.

Numer genu w bazie

danych Soybase.org

Kodowane bialko

Funkcje kodowanego bialka w szlakach przekazywania sygnalow

Glyma05g37410

Syntaza kwasu
1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (ACS)

ACS jest kluczowym enzymem w szlaku biosyntezy etylenu
[Kumar i in. 1997].

Glyma02914180

Dekarboksylaza
S-adenozylometioniny (SAMDC)

SAMDC uczestniczy w syntezie poliamin: sperminy i spermidyny
[Alcazar i in. 2010].

Glymal7g02260

Oksydaza diaminowa (DAO)

Oksydaza diaminowa bierze udziat w degradacji jednej z poliamin,
putrescyny. W wyniki tej reakcji powstaje nadtlenek wodoru, mogacy petnié
funkcje sygnalne [Alcazar i in. 2010].

Glyma03g00640

Kalmodulina (CAM)

Kalmoduliny odgrywaja kluczowa rolg w sygnalizacji za posrednictwem
jonoéw wapnia [Hashimoto i Kudla 2011].

Glymal3g02510

Reduktaza azotanowa (NR)

Reduktaza azotanowa jest jednym z enzymow uczestniczacych
w generowaniu tlenku azotu [Gupta i in. 2011].

Glymal3g34410

Mate biatko wigzace GTP

Mate biatka GTP sg zaangazowane w sygnalizacj¢ komorkowa
i regulacj¢ ekspresji genow [Ma 2009, Takai i in. 2001].

Glyma02g42430.1

fosfolipaza C (PLC)

Fosfolipaza C rozktada bifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP,) do trifosforanu
inozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG). Obydwie uwalniane czgsteczki
pehig funkcje sygnlane [Clapham 2007].
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Glyma07g32750.

Kinaza aktywowana
mitogenami2 (MAPK?2)

Glymal7g06020

Kinaza kinazy aktywowanej
mitogenami2 (MAPKK2)

MAPK?2 i MAPKK?2 nalezg do kaskad kinaz aktywowanych
mitogenami, ktdre stanowig istotny element sygnalizacji komorkowe;j
[Nakagami i in. 2005].

Glymal3g42820

Czynnik transkrypcyjny DOF1

Glymal5g02620

Czynnik transkrypcyjny DOF1

Glymallg11450

Czynnik transkrypcyjny MYBZ 2

Glyma04g03200

Czynnik transkrypcyjny bZ1P44

Glyma06g08390

Czynnik transkrypcyjny bZ1P62

Glymal9g44190

Czynnik transkrypcyjny bZI1P78

Czynniki transkrypcyjne uczestnicza w regulacji ekspresji genow
[Deckert i in. 2009].
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4.1.2 Wybor genu referencyjnego do przeprowadzenia reakcji PCR w czasie

rzeczywistym

Dla prawidlowo wykonanych pomiaréw ekspresji gendw przy zastosowaniu
techniki PCR w czasie rzeczywistym bardzo wazny jest dobor odpowiedniego genu
referencyjnego, charakteryzujacego si¢ stala ekspresja we wszystkich stosowanych
wariantach eksperymentalnych. Na podstawie dostgpnej literatury oraz badan
przeprowadzonych wczesniej w Zaktadzie Ekofizjogii Roslin (Pawlak-Sprada i in.
2011, Sobkowiak i Deckert 2003) wytypowano trzy potencjalne geny referencyjne
kodujace: ubikwityn¢ (UBI), kinaze zalezng od cyklin typu A (CDK-A) i 18S rRNA.
Sposrod wymienionych genow najbardziej stabilng ekspresje w stosowanych
wariantach do$wiadczalnych wykazywat gen kodujacy ubikwityne (Ryc.12). Gen ten

zostal wybrany jako gen referencyjny do dalszych etapéw badan.

Ekspresja potencjalnych genow referencyjnych

25
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Wartosci Ct
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3hK 3hCd10 3hCd25 6hK 6hCd10 6hCd2s

24hK

T

T

24h Cd10 24hCd25

1

=—$—UBI
=f=518
== CDK

Ryc.12: Wartoéci Ct trzech potencjalnych genow referencyjnych kodujacych ubikwityne (UBI), kinazg

zalezng od cyklin typu A (CDK-A) oraz 18S rRNA (S18).
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4.2 Pomiary zawartosci kadmu w korzeniach siewek soi

Wierzcholki korzeni kontrolnych siewek soi nie zwieraty kadmu. Wierzchotki
korzeni siewki soi traktowane roztworem kadmu w stezeniu 10 mg L™ zawieraly mniej
wigcej stalg ilo§¢ kadmu we wszystkich punktach czasowych wahajacg si¢ w granicach
0.3-0.4 mg g' $wiezej masy. W przypadku wierzchotkéw korzeni siewek soi
traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ iloé¢ akumulowanego kadmu
wzrastala wraz z czasem i wynosila ponad 2 mg g™ $wiezej masy po 24 godzinach

ekspozycji na CdCl;, (Ryc.13).

Zawartosc kadmu

. 3.00
g 250 |
: |
§ 2.00 -
=]
E 150 T B
g 1 E Cd10
:§ 200 I Cd25
§ 050 o T =
: = £y 2]

0.00 T T ;

3h 6h 24h

Ryc.13: Zawarto$¢ kadmu w wierzchotkach korzeni siewek soi traktowanych CdCl, o stgzeniu kadmu

10 mg L i25 mg Lt Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3 eksperymentow + btad standardowy.

69



WYNIKI

4.3 Wplyw jonow kadmu na ekspresj¢ genow na poziomie

transkryptu

4.3.1 Geny kodujace bialka zaangazowane w metabolizm etylenu i poliamin

Gen kodujacy kluczowy enzym szlaku biosyntezy etylenu, syntaz¢ kwasu
1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS), charakteryzowala si¢ wzrostem
ekspresji po 3 i 6 godzinach traktowania roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™
(Ryc.14A). Po 24 godzinach zalezna od kadmu indukcja genu zanikata. W przypadku
traktowania siewek soi roztworem kadmu w stgzeniu 10 mg L™ zaobserwowano
nieznaczny wzrost ekspresji po 3 godzinach ekspozycji na CdCl..

Ekspresja genow kodujace biatka zaangazowane w metabolizm poliamin,
oksydaze diaminowa (DAO) i dekarboksylaze S-adenozylometioniny (SAMDC), byta
modulowana przez kadm w stabym stopniu, z wyjatkiem ponad dwukrotnego wzrostu

ekspresji SAMDC po 24 godzinach (Ryc.14B i C).
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Syntaza kwasu 1-aminocyklopropano-1- A)
karboksylowego (ACS)
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Ryc.14: Wzgledny poziom mRNA kodujacego biatka powigzane z metabolizmem etylenu i poliamin,
ACS (A), DAO (B) i SAMDC (C), w kontrolnych siewkach (czarne shupki) i siewkach traktowanych

roztworem kadmu w stezeniu 10 mg Lt (jasnoszare stupki) i 25 mg L? (ciemnoszare stupki). Wyniki

przedstawiono jako $rednig z 4 eksperymentéw + btad standardowy.
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4.3.2 Geny kodujace fosfolipaz¢ C i kalmoduling

Traktowanie roztworem kadmu nie wptywato na ekspresje genu kodujgcego
fosfolipaze C (PLC) w zadnym stosowanym wariancie eksperymentalnym (Ryc.15A).
Gen kodujacy kalmoduling (Cam) charakteryzowat si¢ spadkiem ekspresji pod
wplywem dziatania kadmu w obydwu stosowanych stezeniach po 24 godzinach
traktowania CdCl, (Ryc.15B).

Fosfolipaza C (PLC) A)
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Ryc.15: Wzgledny poziom mRNA kodujacego fosfolipaze C (A) i kalmoduling (B), w kontrolnych

!

Wzgledna ekspresja genu
(wielokrotnosc)

siewkach (czarne stupki) i siewkach traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 10 mg L?

(jasnoszare stupki) i 25 mg Lt (ciemnoszare stupki). Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3-5

eksperymentow =+ btad standardowy.
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4.3.3 Gen kodujacy reduktaze azotanowa

Ekspresja genu kodujacego reduktaze azotanowg (NR) wykazywata
zroznicowang odpowiedZz na dzialanie kadmu (Ryc.16). Po 3 godzinach obydwa
stosowane stezenia Cd powodowaly spadek ekspresji genu. Po 6 i 24 godzinie
zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost ekspresji NR w odpowiedzi na dziatanie

kadmu w stezeniu 25 mg L™,

Reduktaza azotanowa (NR)
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Ryc.16: Wzgledny poziom mRNA kodujacego reduktaze azotanowg w kontrolnych siewkach (czarne

stupki) i siewkach traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 10 mg Lt (jasnoszare stupki)
i 25 mg L? (ciemnoszare stupki). Wyniki przedstawiono jako §rednia z 3-4 eksperymentéw + blad

standardowy.
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4.3.4 Gen kodujacy male bialko wiazace GTP

Kadm nie wywieral wplywu na ekspresje genu kodujacego mate biato wiazace
GTP z wyjatkiem niewielkiego wzrostu ekspresji po 3 godzinach traktowania

roztworem kadmu  w stezeniu 25 mg L™ (Ryc.17).

Mate biatko wigzgce GTP
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Ryc.17: Wzgledny poziom mRNA kodujacego mate biatko wiazace GTP w kontrolnych siewkach

(czarne shupki) i siewkach traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 10 mg Lt (jasnoszare stupki)
i 25 mg Lt (ciemnoszare stupki). Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3 eksperymentdéw + biad

standardowy.

4.3.5 Geny kodujace bialka zaangazowane w kaskady kinaz aktywowanych

mitogenami

Sposréd gendow  kodujacych biatka zaangazowane w kaskady kinaz
aktywowanych mitogenami, gen kodujacy kinazg¢ kinazy aktywowanej mitogenami2
(MAPKK?2) charakteryzowat si¢ silng indukcja pod wplywem dzialania kadmu
w stezeniu 25 mg L™ przez 3 godziny (Ryc.18B).

W przypadku genu kodujacego kinaze aktywowang mitogenami2 (MAPK2)
zaobserwowano jedynie niewielkg indukcje pod wplywem traktowania roztworem
kadmu w stezeniu 10 mg L™ przez 3 godziny oraz nieznaczny spadek ekspresji po

6 godzinach traktowania roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ (Ryc.18A).
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Ryc.18: Wzgledny poziom mRNA kodujgcego kinaze aktywowang mitogenami2 (A) i kinaze kinazy
aktywowanej mitogenami2 (B) w kontrolnych siewkach (czarne stupki) i siewkach traktowanych
roztworem kadmu w stezeniu 10 mg Lt (jasnoszare stupki) i 25 mg L? (ciemnoszare stupki). Wyniki

przedstawiono jako $rednig z 4 eksperymentow =+ blad standardowy.
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4.3.6 Geny kodujace czynniki transkrypcyjne

Gen Glymal3g4282 kodujacy czynnik transkrypcyjny DOF1 charakteryzowat
si¢ wzrostem ekspresji w odpowiedzi na dzialanie kadmu w obydwu stosowanych
stezeniach po 3 i1 24 godzinach traktowania (Ryc.19A). Obserwowana indukcja byta
najsilniejsza po trzygodzinnej ekspozycji na wyzsze stezenie kadmu (25 mg L™).

Roéwniez drugi badany gen kodujacy czynnik transkrypcyjny DOF1
(Glymal5g0262) wykazywal wzrost ekspresji pod wplywem trzygodzinnego
traktowania roztworami kadmu w obydwu stosowanych stezeniach (Ryc.19B).
Ekspresja tego genu byta prawie 5-krotnie wyzsza w siewkach traktowanych przez
3 godziny roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ niz w siewkach kontrolnych. Gen
Glymal5g026 byt indukowany przez kadm takze po 6 godzinach traktowania.

Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny MYBZ2 charakteryzowat si¢ wzrostem
ekspresji pod wptywem roztworu kadmu w stezeniu 25 mg L™ po 3 godzinach oraz pod
wplywem obydwu stosowanych stezen po 6 godzinach traktowania (Ryc.19C).

Rowniez gen kodujacy czynnik transkrypcyjny bZIP62 wykazywal wzrost
ekspresji w odpowiedzi na szeSciogodzinne dziatanie kadmu w obydwu stosowanych
stezeniach (Ryc.19E).

Kadm nie wywolywat silnego efektu na ekspresje genéw kodujacych czynnik
transkrypcyjny bZIP44 i bZIP78 (Ryc.19D i F).
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Ryc.19: Wzgledny poziom mRNA kodujacego czynniki transkrypcyjne, DOF1 gen Glymal3g42820 (A)

i Glymal5g02620 (B), MYBZ2 (C), bZIP44 (D), bZIP62

(E) i bzIP78 (F),

w kontrolnych

siewkach (czarne stupki) i siewkach traktowanych roztworem kadmu w stgzeniu 10 mg Lt

(jasnoszare stupki) i 25 mg Lt (ciemnoszare stupki). Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3-5

eksperymentow =+ btad standardowy.
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4.4 Bioinformatyczna analiza sekwencji promotorowych

Najsilniejszy wzrost ekspresji zaobserwowano w przypadku gendow kodujacych
syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS), dekarboksylaze
S-adenozylometioniny (SAMDC), reduktazg azotanowa (NR), kinaze kinazy
aktywowanej mitogenami2 (MAPKK?2), czynniki transkrypcyjne MYBZ2 i bZIP62 oraz
w  przypadku dwoch genéw  kodujacych  czynnik  transkrypcyjne DOFI
(Glymal3g42820 i Glymal502620). Dla wymienionych gendéw przeprowadzono
bioinformatyczng analiz¢ sekwencji promotorow. Sekwencje promotoréow o dlugosci
1000 pz zostaly wyszukane w bazie danych Soybase.org i potwierdzone przy uzyciu
programu TSSP. Miejsca regulatorowe wraz z laczacymi si¢ z nimi czynnikami
transkrypcyjnymi wytypowano przy uzyciu programow TSSP, NSITE i NSITE-PL.
Graficzne przedstawienie sekwencji regionéw promotorowych wraz z zaznaczonymi
elementami cis zaprezentowano na Ryc.20-27. Spis wszystkich elementow cis wraz
z ich pozycja 1 laczacymi si¢ z nimi czynnikami transkrypcyjnymi zostat zamieszczony

w tabeli 14 w aneksie dotgczonym do niniejszej rozprawy doktorskiej.
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RAV1s Dof1 BSopt
-999 IAAAAAGIGACIGMAmGACAIGGAAmmGCIACAAAAsqcmcajmmrmm TAAAGITAATATTTGACARATAAAT
S-box TAACAAA box CHR S-box S-box OBF5BS  as-1LM; Reg:as-1LM
-910 | TTTAATATAYTAACAR AN T TTGAAEAT CAATAATARTTTARAT TTTARAATATATARAR TART ARTT GAfTERTGE CGRERECALATA
Dof1 BSopt ATHB-2 BE
-921 AARAATARGAT LAAAGEGGCTCITTGTAAAATAAIAAGGACCAGAICAIITAIAITTTATAGTIAGAACCAGTGIAA
TATA box C2b-BS; G-box motif; Motif i’k: Em1s; Em1b

-732 ATTTATAATAATGRAAGTGAAACTAARTATARTTATATARRMAATATATARL AGAAAGAAAIATACGTGTAAGdGTTAIGAITGTAIAC

-643 CARCTTARTTTGGAGT TGAATACT AR RCTITATCTAAGCGTGTGCACRAAGT CTATTICTCTTITICTCCCATTGTIGGGTTGACARRARTA
Reg: Box 1 homolog

-554 TTACAAGTGGCATCTITGCTAGCECTCACTCACTAGGACAATCATTATTTCTAATTARTAGTGGGGCTAGTCT GCGTACCRACTACTGCC

-465 TAATTTTCARRRCCARAGAAGCATCATAGCTGATGTITGAACTCTTICTCTCTTTCGTGGGRAACCTTCATTTAATTTGRAACTARAGAGATTIC
-376 CTIGTICICTIGARAGGTCAAGETGAAT TTGTGCACTACATTATARATARGCACCCCTCTCGGTGTTGTTICT TCATTGCTAGACATTTCCICT
-287 GRARATTATTCATAGCATATTTCTARCCACACTCAR R AGGCTTCCCTITCCTGACTTGGATTTCATTACATTGCTARACTATATTATITT
-188 TATTGGIGAARTTGCTACACTATATTCTAAGGACARTT AR ACATAGACTATATGGGCT TGAT GGATGTGGACCARACT CAATTGTITGICT
-108 AAGATGGTCATCGGRAGATGGACATGGTGRAGCATCACCATACTITGATGGATGGARAGGCTTATGATGRRARACCCCTTTCATCCCARAGR

+1
-20 GAATCCTARCGGGGITATCCARATGGGTICTTIGCTCGAGRATCAGGTATATA

Ryc.20: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujacego syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS) wraz z zaznaczonymi elementami cis.
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-999 TATTARTATGATCTCAGTARRRR R AR TCAGTATTACTATGATAT CTTGATTATCARATTARTATCTIGATITATTATTATTCARAATATAR

-910 TTTAATAR R A AT A AT AT AT T TAT A TAT T AT AR TTAT AR TG TARTATTATTAT GAGAACRAGAGTARTATARAGTAATARRATTAC

-321 AACTARCATARTTTCATTCATIIGTCARCCAGTGAT ATTARRATTTATTCCATTTTGTTATARRATAGGCARACARTGRARCRARCCCTTA
-732 TCCRRCCRRAR AT CATGATGTAGACCTARTTITATACTCGTTTITICTICCTCTTGTGTAATT CTACARATTCARATACACGTTTIICTICCT

-643 CTAGTTTACARATCACATTTAATITTITTGARRA AR R A RTTGRARR AR AGCAGCTATTATTTTCACCAGATTTTITTITTTGAATARCCAG

E2Fb
-554 ATCTTCIT ITGCCGCEGCTARGTAR R A GAR  RCATA R A A C AR TA R AT A A A R TAR A ATAA AR TCATATTARRACAGTTTCRAATCGARRG
Dof1 BSop "ACTTA" motif -141 sequence
-456 ARRCTGITICTCTCTARARARARTHRALLG CT. AC‘IT’IAZ‘GAGCGAGATAGAAICCCCTGGCGTAIATT(tGITTAT’IATSACA LI
Dof1 BSop SEF4BS AT-1*; SEF4 BScons

F376 T2 TCA.E”‘“ "IF.AA.AACATTTATTAI ACTATTTITTTAT ATR AR TR AT TCEAT T TTTARTTCTTGATARARATATTTAT

S-box AT-1% AT-1(4) S-box TATABox S-box DNsse | footonnt

-287 CYTTTAAGYTATTTAGCCAETATTI TTITATCAGACTACTTATCATTTAL TTTALRACTAAAC \.T""”c::r-c:c#smss
SMM
-198 ATATTATAGTARRAACGGTCGTCAGCTGCARCACCAATCACTAGAATAATGATGARACGT CCCGGARACTAGGCAAGGGCARGACTGTC

-10% AATTCCCATCGATCATCACACTAGTCACGGACGGCCCTARCARACCCTTCCCCCARACACACACCCCGCCACC CTATARATTGGCACCTT

-20 AACCGCAICATTCAAACCACA::C:.::TTT ITCTGATTGCCTTCRART CACACACT CICTTCAATTICTAGGGTTTTGCTATTGCTT

Ryc.21: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujacego dekarboksylaze S-adenozylometioniny (SAMDC) wraz z zaznaczonymi elementami cis.
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-553

-464

-375
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GARTTGCT TARGAT AR CCAR A A CT A A CTTAT TAT T TATATGAR AR AT AGTTGCTTGATCTICATITATCCATTIGGGGTACTIGTTICT

TTATGITTIAT AT AT T TCTGTCACTCTCTCTAATTTTCTTTACACGGATACT TTTTACTT TTTATTGARRAA CATAGGATATGTATGRR

RY4; Soh; Legumin box

TACATCACTTGCACTTTACTTICATGCATGG TATTGITCTART TTCT TAATAGAATTTATCACAGACCAACACCCRARACTTGCTTAGT

AR CCTAA R CTARTTTAAT AR AR TA R A A A R R TCCCTATTACAT TGAT TTTTGTITGAGGARTARACTATTTTTTITCTTITTACATTGATT
TTATTTTATTAGTAT T AGT T AR R CTIGGATTCARTTTTTCAGTTARR R R A R CTGGGATTCAATT TTCAATCTTARATTARATATCCTTA

ATAT TAR R GAGT CTAACTCA AT T A AT T T AR T A A TCT GT AR GATATTATARGT TTTT TGAT TAAGTTCAATTCATACAATARRRTRARATA
Dof1 BSopt
AGATAATGARCAAGAGATGTTGARATATGTARATCTAACCTAATTTARATGCARCTCGTCATTCAT RLR R GGATTGGATTGGGTTIAG

SEF3BS AT-1(1) _ SEF3BS: SEF48S |
AAATTCTAATGY2ACCCEATCCTGATAT ARAT TTGT GGGT TACGATAGGATGGCAAACTTATRATGCA T2

AT-1*; SEF4 BS; SEF4 Bscons; S-box_ e

ATGATATITITAT TTTTARARTATARART ITATARATATAATARATAAA TACATART AAGT TTATAARAN TTARARA TGATATTTT

AT-1> SEF4BS: SFF4 Recans: Schox S-box TATA Box; SEF4 BS; SEF4 BScons

TATTTITAAGARRCARRATC (T LA T e T GAGAATGCARARCYTT TAAJ ATACTACT CCAJTTACT ATAAT

+71

CArG3 (AGL3)
TGET CTGRACATAGCCATAGT ACACAGTCTITTICTCGRATACTIGGTITT GEGTTACGT CICTTTCCCCACGACGCCTCTATATARCTCGCC

+1

CARATCCCTCCATCTTTCACT CoT T CARR AR R AR CCATT CTACCTICTCCARRACCATCCAACTCTCATGT TCCGARGARAACATACAC

AATCTCTTCARRACTCTAATTTICTTTICCTTTCATTTAATTTICCTCAATC

Ryc.22: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujacego reduktaze azotanowa (NR) wraz z zaznaczonymi elementami Cis.
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ACE1-like
TCATATGTTA

-909 CCTGARRCAATTTAACARACGCARCATTAATCACTGTTARACAT GATATCTGGGTATTAGCAGAGTCGCARRRRRARCGAT GGAGRARTG

-988 TTAGCARATAGCAARTTATTICTCITITICAATITTGATATCATATTAGTTTAATTTITCATARGATCGE

-320 AGARR AR RTCARTATTGCCARCTTACTCTICTTGTTAATGT CARTAGGCTICCTITTCTTITGTTAATAGARRRACTAGCTGRARAGARTCT
-731 TARGAGARCGGCARATAAACTTTTGCRRRAATTTARAR AGGRAAGAGAATGACAGTGCACATTAGATARGGGATT GAGGAGCTAGTICTCTIGC

-642 TTARRRRARARAARATGGCAGCARR R CACATART CTCCATCATCTTATGAACCGTCCAATCCTCCACARTTTTATAGRACACCATCATACRAG

MRE-like
-553 CACATACAATTTCACGAATAICAATTAAITTAGCCAITATATAAATAATGAGTTTGTGTTTTTIATGCAAIGTATCATI1‘
SEF4BS
-464 GGCATTTTGICATATATTAATGTTGGTATATGTGAGARAGARTATTGARATGCTTT TATTARAATAGT GTGCGTTGHTARTITT TITAT|
S-box SEF4BS AT-1; AT-1(2); Dof1; Bsoot; AtMYB77 BS Mybs Dof1 BSopt
-375 msIAIAIGmAAGCATf" ATTITTTATATAFGTATATAARAATART AACA RARGAGTARL GG TTCRARAG]CGTCTCCTTG

Alfin1 BS2 WB: Zf-box Dof1 BSo C2b-BS; G-box motif; G-box; Motifi’k; Em1a, Em1b;: G/A-box
-2386 AATAACITTGAT AGA.M TGACTARAACGATARTCCARRTGTITIA mm:l GAAGATTCRAT |
TATA Box; AT-1*; SEF4 BS; ECE2 ABRE-like
I -197 TITTAGGTATAT ATMGM A GTATCGARR A A A TCATCTCCTT AR R T AR AT TTTTATACACARAGARATTAGTATTITACTICTTGACA

-108 ATAR A TAATCCAGAT TTAGARGGATTTITITTTTT TTAGRARRA GRRAGARTGTGCGAGCCGGGATARATTGCGCTACRRAGT CTGRRRAGT

+1
-19 CARCAACAGTITCCATCTICARAGCTGCTICTTTICTTCART CTTCAGTTCOTCAATAGTGACTGCTCICTITGTCARCCARTCACAATTT

Ryc.23: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujgcego kinaze kinazy aktywowanej mitogenami2 (MAPKK?2) wraz z zaznaczonymi elementami cis.
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-5999 ATACGTTECATGTCTTTAGCT GCAT GECCAGGEEAACARCTARTTTCCAGCATARRRRATARATEGACARLACTCTTETETCAAT CCAR
CArG Box: EM1

—-935 ATATTET GACTTTATTTATTTTTCT T T CAT AT AT CACATCACATCTTTTACATTTTT GCARR L CATATATTICCTTTTTTEZECT

-830 ARRBAR N AR A A A A AR CTAR AT TATTTT CAT CTTAGT T AR CTACCRARA T CATTTACTARCACEAT FCETETARRTTCA
AT-rich FF1

-745 AGCACTACGTCATGT GACT CACGEETEEAT G- ARC CACGTCAAGTTGCETT CGACGT CAGATTTCTTTTGAT GCATATTATTATTATT

—-&e0 ATEAVCTCT T AT T A A A TCATATTT T AGAC T T T G AR A T AR AT AT A G AR AT CTATTTCTACCTATATACTATCGCGE

-575 TACE ARG CCATCCAT CEET EECET ETT A S AR CACAC A CCCACATCACT CCACGETCETCATACACACAT GCACACZEC

-490 AT T T T AR AT T CACTT T CA T T AR S ACATACGACACACTTCCTTCTCTTT GTAATTTTTAGATTT CATTTTTAT SA

Box B
-405 TETCTTTATTTTTTTTTTTTTTGT GCTTTT CAARARACGATTTAGT CACAACTTTT S CEACATCETTTIAAAGAGACAGTACA
MEBE box 3
—-340 GAARRCAGCATARARAARAGCATAGAACGAGARAGCCARATTGETAATTTTGGLECTCCCATITCCCCATGACACTCTTCTCATGCARCAT |
HSE4 Emib; Gbox Boxlll ;. ABRE
—-235 oA AT TATAC T A A ATA A TT CATTAT CAG SR ACAC T ETCATCARAGCTACTCETACCTEEEECCACCTAATGACTCATE
-150 TATCET A A CACEETEECTCTCT T AR TTATAATCCAT CAGGGCCTTEETTACACATECTCCCTTACCATTTCCACAT CACA
Dof1 BSopt +1
-65 G CACACCACGTCGACTATCAAGACTCCARA CACGCCAAT AR D A ECARACCCETEECACCCATCTATTCASTETETAL AT TIZACT

Ryc.24: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujacego kinazg czynnik transkrypcyjny DOF1 (Glymal3g42820) wraz z zaznaczonymi elementami cis.
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-59499 ARATTATETTTTAATTAATATTTCGTTTTAAATTTT CTAATACGTARAAT CATAT CTCTAATTTTAT CCATGAAATARRTARTARDLTA
-935 TTTTTTTAACTTACTATTTATTAAATARTTACTTATTARRGCGTTCAAATAATTAT GTARRARATATTCGATCCATCCTTT GATATGAR
AL-TCP20 Alfin1 B52; PacC B51
-830 ACCATARRTTACARAGTAGCTTTAARARTATICEC CEARTATRACCTEEEEEAARARTGAGAT CACGARACTTAARATTCARRACCTATGARD
At-TCP20
=745 ACTATATGCAGATT CATARAGTACTTATAATAATAT GCTCTEGATTAGAATT CGARATTTCACTTACATTAATGARATATRACCCTAR
-&Ee0 ATCTCTAAT G T CATTGARGCGAT CARCACCARA A A A CTTAL CEACTTGCAT CCARATTTTCACTTTET CAR A CT SACCCASCARC
-575 oA CATAT T ETT AT AR A T EATATTCARAR CTT CT AT AGCACACTEETCCACGTAT TARA CACASCAT CACCAATETATATE
—-4490 ETCCACAR A TCACTT T CACACGTT CATTTAR AT CAT CACACATC ARG CACACACACACAACTTEATCCGACCAATARATARCAC
—-405 AR CTACTTCARATT CARATTACT TAT GET ECAT CCCGAT GCTTTCTTTTACG ECTGAT T CCCARRATATT CCATAT CTAGARTSARC
-320 ACARACARARTCCTAGATTTT CTEETAGARR T CACTEARACARR CTALATATTCTACGAATCACCACGCACCACGTEEARARRCARTE
-235 ECCAACTT AR TTAR AR TAR AR TATAR AL CATCCATTATACCETTTTTTTTTCCTTT CARC CTTGTCGRRCCTCCRTT
Dof1 BSont Dof1BSoont
-150 333—E;RTRTTEERRTTTREREGTCTRCRRTTTGTGTRTEGTGCRGTTCTGGRTCTCERCCCRERIPCRECGERRCCTCRCTCCR
Dof1BSont ABRE B2 i1
-65 TCCACTA AL ACTATTTARATT AR S CANCTTETCETI ARG TACGGCACTACCATACATACATACATACATACASCCATACATAC

Ryc.25: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujacego kinaze czynnik transkrypcyjny DOF1 (Glymal5g02620) wraz z zaznaczonymi elementami cis.
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-335 ARTAGCCARCTACTGATACATITCTITCAGGRATTGCCCGTTGCGACTARCTTACCGARATTGCTARTTTTGTTARGGGRARATTATTAR
-796 ACCCACATGAAAGCTCTITATGITTARGGCATGGTATTGACTGCT TATCCACATGTTAATTCTGCATTGTACTATTACTGTATTTICTACA

=707 TTARTTAAGTGGTGATTTTCACTGARCTAGTAR R AR TARR ACTAGTGAATARTTGTTTAGTGCCGTARRACGTACTATTATTAGAGTAT

SEF4BS A1l
-618 MCAAAMMGTIAMCMTGMGATAAAMTIGTATGCAGAMCTGITGGE CATC T RC T T T T I K] [ATAATTAGAAACARTG
HR T-box S-box ERE1 EREZ WA
_GmATGAGAGGTTGTAACATTCCAAGATAATAATAAGAATCAAACTCGTAGGTAGATCCTGCT
AT-nch BOX1; Dof1 Bsopt -regnon ATMYC BS; RY SEF4 BS S-box
750 ] Tea} TS T e TCTCTARCTICAATITGR nc:MIaTGGIAAAIGGAAAGGq CRATT[TTIEEJC ]:

__TATA Box -141 s2quence
=351 | TGAT TEIAIAGAGGTAGC TTACTCCTTACT TM‘.\. CRCAGCTTGACATTTC nITaF CAATTATTGAAGARAGRRACTGATGGAGARCT

-262 GATTTTITTTITTITITACCTAGCACAACGAT TAGT TAGT ARCCAGGTTTGGGTITTATATTAGGGCTARAGCATATCGAGATTATATARRATA

=173 TGITCTICTTITICTAARRGAGGCAAGRAGATCACATCTIGI CTTGCCTTACCATACTTTAATACATATTCTACTTITACACCRACCTGRAG
CRA1-I

-34 GITACCCATAGT T*.'.’-‘.TGTCT TTTARCTAGETATATCATTGATGCARRTACAGTAGTATARATAT ATCATCAGACAGGGGATGAG’ taca

HoHRoA

+6 GRCARGAGGCACTCTICTITTARCCTGTICT CACCRAACT CGCATCTA( AGGGICTCCCTITICTCTICTATGTCTCCTITGGAGT

Ryc.26: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujacego czynnik transkrypcyjny MYBZ2 wraz z zaznaczonymi elementami cis.
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hex3; CE3
-999 TTCAATTTIGGRCGEETIGIC ¢GG[ GARATCCTATICCCATCCCCTTIATICCCCCTTIGTTCARATCTATTTTGARATATGTATTAGRARTT

-910 ATTCTARTGTIITTITTATTGATACARTAACATCATATTGCARGAGARAATTATATARAGACARAGATTAATARATTTTACACARATATAR
AT-1(4)

-321 TARCARRRCATATTAATTCTTITIGAGTTTAATACACGATATT GTA*}‘ATAT TITTT ATC#T. TATTGTTCAATCATARATCATTTTTAATA

=732 RTATTTAR R AT AT TATCAT AGA R AT T A A T A AT T T AT T T T AT A TGAT TCAA TGAT GTAAGATT TTATACACTATTATTATATAATCAT
S-box

-643 TTTTTTCATICT TITATART ACAA TATTACTCCCTTATGT TTARMTTACARGATITTCTTTAGRATTTCGTITTGTICT IGTTATARGATET

SEF4BS _S-box SEF48S AT-1* S:box,
[-552 nr@}rmsmemnIITATTA;AIIAH@IM&AAIGAGAAMAAATAAGTGAAT
S-box S-box ATHB-2BE SEF4BS
~465 AARARAMATAAT[ITTAA)AATTATAATATARATANT TGATAM T TTAAl T ATANTTA TTTT ICAAGRARTATARRTTAGTTARGA
AT-nch G TATA Box Dof1 BSOR}V
-377[GTATTTTAfrAAT TATA] AIAAH}#EEE FAGGGAGTATAACTAACAAGGACCCAAATCCARATATTT TACAGARATCAACGGCGAAAT
BC-2 ABRE-like; GBF1 BS7

-288 CAAG [ TAATTTAGCCCCAACCFGTAATTTTCAC TATACTACGTGT JAGT TCACGAGCGGTT CCACGATT CGTAGATARACGG
ABRE-3; G-box
-199 TCAAGATTCAICACGGTTCAAACACGTAATIE’ CACGTGACEGATTAGGTCACTTTCGTAATTTCAGTCACCARARACACTTTTTTCTGG

Reg: GCC box; MBS|I; GCCGCC-ERE

-110 TACGTTTTAATGACTTT TTCCATTTTTITTITTCCGRAGCACACGT TCATGCACATTGGCTTICTICTATTIRTAC

Req: 3-lll element 1
=21 CCCACRAGCTGCTGCTCTCATICCCTITICCCTCCCTATTCTCT CTICCTACTGTTAACGTTITICTGTTITITCTTTARGAT GGCGATGAC

e o BT ol at ¥l e

LALEALCALUGLAL

Ryc.27: Sekwencja regionu promotorowego genu kodujacego czynnik transkrypeyjny bZIP62 wraz z zaznaczonymi elementami cis.
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Analiza wykazala, ze badane geny zawierajg szereg Cis-clementow
rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne, ktére ze wzgledu na posiadanie
zasadowego regionu suwaka leucytowego, zaliczane sa do rodziny czynnikow
transkrypcyjnych bZIP (tabela 6). Wiele biatek nalezacych do tej rodziny odgrywa role
w ros$linnej sygnalizacji hormonalnej oraz w odpowiedzi roslin na dziatanie czynnikoéw
stresowych (Jakoby et al. 2002). Analizowane sekwencje promotorowe zawieraly
rowniez inne element regulatorowe powigzane z odpowiedzig ro$lin na dzialanie
czynnikow stresowych (tabela 7). Kolejnym wynikiem bioinformatycznej analizy
sekwencji  promotorowych bylo odnalezieniec szeregu miejsc regulatorowych
zwigzanych z przekazywaniem sygnalu za posrednictwem etylenu lub kwasu

abscysynowego (tabela 8).
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Tabela 6: Motywy regulatorowe znajdujace si¢ w sekwencjach promotorow badanych genow rozpoznawane przez czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny bZIP. Litery

zapisane malym drukiem oznaczaja nie dopasowane nukleotydy. Skroty literowe: A —adenina, C — cytozyna, G — guanina, T — tymina.

Element Badany gen Sekwencja Wiazacy sie Udzial w sygnalizacji hormonalnej lub odpowiedzi na czynniki stresowe
cis nukleotydowa element czynnik
regulatorowego transkrypcyjny
Emila ACS, MAPKK?2 ACGTGgcgc EmBP-1 Czynnik transkrypcyjny EmBP-1 jest powigzany z odpowiedzig roslin
jeczmieniu na dziatanie stresu osmotycznego 1 z sygnalizacja za
Emib ACGTGoege posrednictwem kwasu abscysynowego (Hollung i in. 1997).
Emlb DOF1 (Soybase: | CACACGTGtC
Glymal3g42820)
ABRE DOF1 (Soybase: | tGGTCAatTc ABI3 Czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny ABI uczestnicza w sygnalizacji
Glyma15g02620) za posrednictwem ABA (Fujita i in. 2011)
bzIP28 BS | DOF1 (Soybase: | GACACGTG bz1P28 Rodzina czynikow transkrypcyjnych bZIP uczestniczy w regulacji wielu
Glymal3g42820) procesow w tym w odpowiedzi roslin na dziatanie hormonow roslinnych oraz
T-box MYBZ2 AACGTT bZIP factor biotycznych i abiotycznych czynnikow stresowych (Jakoby i in. 2002).
G-box, ACS, MAPKK CACGTG TAF-1 Elemnety G-box sg zaangazowane w odpowiedz ro$lin na dziatanie r6znych
czynnikow, w tym hormonéw roslinnych (Menkes i in. 1997).
Motyw G- | bZIP62 ACACGTGaC GBF
box
Sekwencja | MYBZ2, SAMDC | gcttttgaTGACtTcaaacac | TGAla; PG13; | Czynnik transkrypcyjny TGAla posredniczy w indukcji dwoch S-transferaz
141 glutationowych w roslinach tytoniu poddanych dziataniu ksenobiotykdéw

(Johnson i in. 2001).
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G/A-box MAPKK?2 tGATACGTGGTt STF1/HY5 Czynnik transkrypcyjny HY'S jest zaangazowany w sygnalizacje¢ aktywowang
przez $wiatto UVB, akumulacje antycjanow w odpowiedzi na dziatanie

niskiej temperatury oraz zalezng od ABA regulacje syntezy etylenu
(Liiin. 2011, Ulm i Nagy 2005)

CE3 bZI1P62 GACGgGTGTC TRAB-1 Czynnik transkrypcyjny TRAB-1 posredniczy w sygnalizacji zaleznej od
ABA w ryzu (Kagaya i in. 2002)

Element bZIP62 ATaCCCCACA GBF Czynniki transkrypcyjne GBF tworza liczng rodzing czynnikow

, transkrypcyjnych taczacych sie z elementami G-box  powigzanymi
3-1i z odpowiedzia roslin na dziatanie réznych bodzcow, w tym hormonow
ros$linnych (Menkes i in. 1997, Sibéril i in. 2001)
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Tabela 7: Elementy regulatorowe znajdujace si¢ w sekwencjach promotoréw badanych genow powigzane z odpowiedzig roélin na dziatanie czynnikéw stresowych. Litery

zapisane matym drukiem oznaczajg nie dopasowane nukleotydy. Skroty literowe: A — adenina, C — cytozyna, G — guanina, T — tymina, R — puryna, Y — pirymidyna,

W — adenina lub tymina, D - adenina tymina lub guanina, N — jakikolwiek nukleotyd.

Element Badany gen Sekwencja Wiazacy sie Udzial w odpowiedzi na czynniki stresowe
cis nukleotydowa element czynnik
regulatorowego transkrypcyjny
Dof1 BSopt | Obecny we WAAAG Dofl Zaobserwowano indukcje genu kodujacego czynnik transkrypcyjny
wszystkich w korzeniach amarantu poddanego dziataniu suszy (Huerta-Ocampo i in.
badanych genach 2010).
ACTTA" SAMDC gcttttgaTGACtTcaaacac | NtBBF1, DOF
motif
G-box ACS, MAPKK cTACGTGgcca nieznany czynnik | Elementy regulatorowe G-box sg zaangazowane w odpowiedZz na
jadrowy dziatanie wiele bodzcow, rowniez hormondéw roslinnych (Menkes i in.
1997).
CArG box | DOF1 (Soybase: | CCTTTTTTGG FLC Czynnik transkrypcyjny Flower locus C (FLC) jest represorem kwitnienia.
Glymal3g42820) Zmiany ekspresji FLC zaobserwowane pod wptywem dziatania zimna
i stresu kadmowego mogg by¢ przyczyna anomalii w czasie kwitnienia
(Kim i in. 2004; Wang i in. 2012).
HSE4 DOF1 (Soybase: | GAATAATTC HsfA2 Czynnik transkrypcyjny Hsfa2 odgrywa rol¢ w odpornosci rzodkiewnika

Glymal3g42820)

na wysoka temperature oraz stres solny i osmotyczny (Ogawa i in. 2007)
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AtMYB77 | MAPKK2 rdygRCRGTTRs AtMYBT77 Ekspresja genu kodujacego AtMYB77 wzrastala w odpowiedzi na

BS dziatanie etylenu, kwasu salicylowego oraz kwasu indolo-3-octowego
(YYanhui i in. 2006)

myba MAPKK2 CGGTTG Myb Czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny MYB sa zaangazowane
w odpowiedz na wiele biotycznych i abiotycznych czynnikow stresowych
(Dubos i in. 2010, Yanhui i in. 2006)

WB MAPKK2, MYBZ | TTTGACT, GGTCAAA | WRKY1 Ekspresja czynnika transkrypcyjnego WRKY 1 wzrastata w rzodkiewniku
w odpowiedzi na dziatanie czynnikow genotoksycznych
(Chen i in. 2003)

Alfinl BS2 | MAPKK2 GTGGNG Alfinl Czynnik transkrypcyjny Alfinl moze odgrywa¢ rol¢ w odpornosci na
zasolenie (Bastola i in. 1998, Winicov 2000)

MRE-like MAPKK?2 TGCRCNC Nieznany czynnik | Elementy regulatorowe MRE uczestnicza w odpowiedzi ro$lin na

transkrycpycjny

dziatanie metali ciezkich (Qi i in. 2007)
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Tabela 8: Elementy regulatorowe znajdujace si¢ w sekwencjach promotoréw badanych gendéw powiazane z przekazywaniem sygnatu za posrednictwem etylenu lub kwasu

abscysynowego. Litery zapisane matym drukiem oznaczaja nie dopasowane nukleotydy. Skroty literowe: A — adenina, C — cytozyna, G — guanina, T — tymina.

Element Badany gen Sekwencja Wiazacy sie Udzial w sygnalizacji hormonalnej
cis nukleotydowa czynnik
element transkrypcyjny
regulatorowego
ABRE DOF1 (Soybase: | GTACGTGGQGC | Nieznany Elementy cis ABRE s komponentami sygnalizacji ABA
Glymal3g42820) czynnik (Maruyama i in. 2012, Agrawal i Jha 2010)
jadrowy
ABRE-3 bzIP62 ACACGTGaC B.napus
biatkowy
czynnik
embrionalny
ERE1 MYBZ2 tGGTCAatTc Nieznany Niektore z elementow ERE (ethylene response elements-ERE) posrednicza
czynnik w odpowiedzi na etylen (Rawat i in. 2005)
jadrowy
ERE2 MYBZ2 ttGGTCAatTc Nieznany
czynnik
jadrowy
GCC box/ | bzZIP62 GCCGCC Pti4/5/6 Czynniki transkrypcyjne Pti4, Pti5 i Pti6 uczestniczg w odpowiedzi na atak
MBSII patogendw i regulacji ekspresji genow kodujacych biatka PR. Wzrost ekspresji

genu Pti4 zaobserwowano w odpowiedzi na zranienie oraz dziatanie etylenu,
kwasu jasmonowegi i kwasu salicylowego (Thara i in. 1999, Zhou i in. 1997).
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GCC box bZIP62 CAAGIGCCGCC | AtEBP Czynnik transkrypcyjny AtEBP uczestniczy w sygnalizacji etylenu oraz warunkuje
odporno$¢ na nadtlenek wodoru i stres temperaturowy W transgenicznych
ro$linach tytoniu (Ogawa i in. 2005).

GCC box bZIP62 tGCCGCC OsEREBP1 Czynniki transkrypcyjne EREBP (ethylene response binding elements) odgrywaja

role¢ w sygnalizacji za posrednictwem etylenu i odpowiedzi na roézne czynniki
stresowe (Fujimoto et al. 2000). Transgeniczne ro$liny ziemniaka charakteryzujace
si¢ nadekspresja StEREBP wykazywaty zwigkszong odporno$¢ na chidd i stres
solny (Lee i in. 2007).
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4.5 Wplyw kadmu na biosynteze etylenu

Zalezny od dziatania kadmu wzrost ekspresji genu kodujacego syntaze kwasu
1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (Ryc.14A) oraz obecno$¢ w regionach
promotorowych genow indukowanych przez kadm elementow cis charakterystycznych
dla sygnalizacji etylenu, sugeruje, ze hormon ten moze odgrywaé istotng role
w odpowiedzi roslin na dzialanie kadmu. W celu sprawdzenia wplywu kadmu na
biosyntezg etylenu zmierzono zmiany poziomu tego hormonu pod wplywem CdCl;
w przeciagu 24 godzin (Ryc.28). Biosynteze etylenu przeliczano na jeden gram §wiezej
masy korzeni poniewaz wstgpne badania wykazaly, Zze w danym uktadzie

doswiadczalnym to korzenie sg gtdéwnym zrédlem etylenu.

Biosynteza etylenu A)
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Ryc.28: Biosynteza etylenu wyrazona w nanolitrach na godzing na gram $wiezej masy korzeni zmierzona
w korzeniach kontrolnych siewkek soi (niebieskie kota) i siewek soi traktowanych roztworami kadmu
(niebieskie kwadraty) w stezeniu 10 mg L™ (A) lub 25 mg L™ (B). Wyniki przedstawiono jako $rednig
uzyskang z 4 niezaleznych eksperymentow+btad standardowy.
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W kontrolnych siewkach soi poziom wytwarzanego etylenu byl staly we
wszystkich punktach czasowych i wynosil mniej wiecej 2 nL h™ g™*. Obydwa stosowane
stezenia kadmu wywotywaty wzrost biosyntezy etylenu. W przypadku dziatania kadmu
w stezeniu 10 mg L™ wzrost ten byl widoczny po 9 godzinach traktowania CdCl,
(Ryc.28A). W kolejnych godzinach synteza etylenu nadal wzrastala osiggajac
najwyzsza warto$é (6 nL h™ g*) po 23 godzinach traktowania roztworem CdCl,. W
przypadku roztowru kadmu w stezeniu 25 mg L* wzrost ilo$ci wytwarzanego etylenu
byt zauwazalny juz po 5 godzinach traktowania CdCl, (Ryc.28B). Migdzy 9 i 17
godzing trwania pomiarow, ilo§¢ syntetyzowanego etylenu utrzymywata si¢ na mnie;j
wiecej statym poziomie 6 nL h™ g*. W kolejnych godzinach zaobserwowano dalsza
indukcje biozyntezy etylenu. Po 24 godzinach traktowania CdCl, poziom etylenu
wynosit 10 nL h™g™ i byt pie¢ razy wyzszy niz w kontrolnych siewek.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze kadm wywolywaty znaczacy wzrost ilo$ci
wytwarzanego etylenu, przy czym indukcja syntezy tego hormony wzrastata wraz
z czasem. Opisany efekt byt wyrazniejszy w przypadku dziatania kadmu w wyzszym

stezeniu.
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4.6 Wplyw kadmu na aktywnos¢ reduktazy azotanowej

Ekspresja genu kodujacego reduktaze azotanowa wzrastala po 6 godzinach
traktowania roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L* (Ryc.16). W celu zbadania, czy
wzrost ekspresji na poziomie transkryptu jest skorelowany ze wzrostem aktywnosci NR,
zmierzono zmiany aktywnos$ci tego enzymu po 6, 7 i 8 godzinach traktowania CdCl;
(Ryc.29).

Aktywnoscreduktazy azotanowej
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Ryc.29: Aktywno$¢ reduktazy azotanowej wyrazona w nmol NO,; na lg S$wiezej masy korzeni
kontrolnych siewkek soi i siewek soi traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ przez 6, 7
Iub 8 godzin. Wyniki przedstawiono jako $rednig uzyskang z 3 niezaleznych eksperymentéw +btad

standardowy.

Po 6 godzinach traktowania roztworem kadmu nie zaobserwowano znaczacych
rézni¢ pomiedzy aktywno$cig reduktazy azotanowej w kontrolnych siewkach
i siewkach poddanych dziataniu CdCl,. Jednakze, po 7 i 8 godzinach odnotowano
podwyzszg aktywno$¢ NR w przypadku siewek traktowanych chlorkiem kadmu.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze wzrost poziomu MRNA kodujacego reduktaze

azotanowa (Ryc.16) jest skorelowany ze wzrostem aktywnosci tego enzymu.
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4.7 Wplyw inhibitora NADPH oksydazy, DPI, na odpowiedz

siewek soi na dzialanie kadmu

4.7.1 Pomiary poziomu nadtlenku wodoru w siewkach soi traktowanych
CdCl, i DPI

Nadtlenek wodoru wykrywano histochemicznie przy pomocy barwienia
3’3-diaminobenzydyng (DAB), ktora w wyniku reakcji z H,O, daje czerwono-bragzowe
zabarwienie. Na korzeniach siewek traktowanych CdCl, przez 3 godziny nie
zaobserwowano pojawienia si¢ brazowo-czerwonych plam wskazujagcych na
akumulacje nadtlenku wodoru (Ryc.27A). Po 6 godzinach odnotowano pojawienie si¢
brazowego zabarwienia, jednakze bylo ono widoczne tylko na korzeniach niektérych
siewek traktowanych wyzszym stezeniem kadmu (Ryc.27B). Po 24 godzinach
traktowania siewek soi obydwoma stosowanymi stg¢zeniami kadmu, zaobserwowano
silne zabarwienie si¢ korzeni na brazowy kolor wskazujace na akumulacje H,0;
(Ryc.30C).
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Ryc.30: Poziom nadtlenku wodoru w kontrolnych siewkach soi (K) oraz siewkach soi traktowanych
przez 3 (A), 6 (B) i 24 (C) godziny CdCl; o stezeniu kadmu wynoszacym 10 mg L™ (Cd10) i 25 mg L™
(Cd25).
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Dane literaturowe wskazuja, ze waznym zroédlem nadtlenku wodoru w roslinach
poddanych dziataniu kadmu jest oksydaza NADPH. W celu sprawdzenia, czy inhibitor
oksydazy NADPH, DPI, hamuje akumulacj¢ nadtlenku wodoru, siewki soi traktowano
przez 24 godziny chlorkiem kadmu w stgzeniu 25 mg L™ oraz DPI w dwoch stezeniach:
50 uM i 100 uM. Korzenie siewek soi traktowane roztworem kadmu charakteryzowaty
si¢ bragzowym zabarwieniem, podczas gdy korzenie siewek soi traktowane roztworem
kadmu i DPl w obydwu testowanych stezeniach przypominaly barwg korzenie
kontrolnych siewek (Ryc.31). Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowacé,

ze DPI skutecznie hamuje zalezng od dzialania kadmu produkcje nadtlenku wodoru.

Ryc.31: Poziom nadtlenku wodoru w siewkach soi traktowanych przez 24 godziny woda destylowana,
CdCl, o stezeniu kadmu wynoszacym 25 mg L™ i/lub DPI w stezeniu 50 pM (DPIS0) lub 100 uM
(DP1100).
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4.7.2 Wpltyw DPI na parametry wzrostowe i przezywalno$¢ komoérek

W celu zbadania wplywu inhibitora oksydazy NADPH, DPI, na parametry
wzrostowe siewek soi, kontrolne siewki oraz siewki soi poddane dzialaniu CdCl,
traktowano przez 24 godziny 50 uM DPI. Inhibitor nie wpltywatl w znaczacy sposob na
dhugo$¢, swieza ani suchg mas¢ korzeni siewek w zadnym wariancie do$wiadczalnym

(tabela 9)

Tabela 9: Dlugos$¢ oraz $wieza i sucha masa korzeni siewek soi. Wyniki przedstawione jako $rednia

uzyskang z 3 eksperymentoéw +btad standardowy.

Wariant doswiadczalny Dhugosé korzeni  Swieza masa Sucha masa
[mm] [mg] [mg]
Kontrola 41+2° 72+4°2 4.1+0.32
Kontrola+DPI 42428 69-+2%° 3.5+0.7°
Kadm w stezeniu 25 mg L™ 36+3% 672" 3.9+0.7%
Kadm w stezeniu 25 mg L™ +DP]I 34+0° 67+5% 3.8+0.4°

Roéwniez w przypadku pomiaréw iloSci martwych komorek, nie odnotowano
istotnego wplywu DPI na korzenie siewek soi, chociaz traktowanie samym roztworem
kadmu w znaczacy sposob obnizalo przezywalnos¢ komorek Korzeni siewek
(Ryc.321i 33).
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Ryc.32: Pomiary ilo$ci martwych komoérek korzeni siewek soi przy pomocy barwienia Blekitem Evansa.

Wyniki przedstawiono jako $rednig uzyskang z 4 niezaleznych eksperymentéw=btad standardowy.
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Ryc.33: Barwienie Blekitem Evansa korzeni kontrolnych siewek soi (K), siewek traktowanych 50 pM
DPI (DPI), roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ (Cd25) oraz roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™
i 50 uM DPI (Cd25+DPI).
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4.7.3 Wplyw DPI na poziom transkryptu genéw indukowanych przez kadm
4.7.3.1 Geny indukowane przez kadm po trzech godzinach traktowania

Traktowanie kontrolnych siewek soi 50 uM DPI powodowato wzrost ekspresji
obydwu gendéw kodujacych czynnik transkrypcyjny DOF1 zarowno w kontrolnych
siewkach soi jak i w siewkach soi traktowanych kadmem (Ryc.34C-D). Aplikacja DPI
skutkowata réwniez spotegowaniem zaleznej od kamdu indukcji genu kodujacego
czynnik transkrypcyjny MYBZ2 (Ryc.34E). Ekspresja gendéw kodujacych syntaze
kwasu 1-aminocyklopropano-1-karbokslowego (ACS) i kinazg kinazy aktywowanej
mitogenami nie ulegata zmianom pod wplywem dziatania inhibitora oksydazy NADPH
(Ryc.34A-B, E).
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Kontrola Kadm 25mg/|
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Ryc.34: Wptyw DPI na ekspresje genéw indukowanych przez trzygodzinne traktowanie roztworem
kadmu: ACS (A), MAPKK2 (B), DOF1- Glymal3g42820 (C), DOF1- Glymal5g02620 (D) , czynnik
transkrypcyjny MYZB2 (E). Wyniki przedstawiono jako $rednig z 2-3 niezaleznych eksperymentow

+btad standardowy.
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4.7.3.2 Geny indukowane przez kadm po szesciu godzinach traktowania

Nie zaobserwowano znaczgcych zmian w ekspresji badanych genow pod
wptywem dziatania DPI (Ryc.35), z wyjatkiem niewielkiego spadku ekspresji genow
kodujacych syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego, reduktaze
azotanowag I czynnik transkrypcyjny MYBZ2 w kontrolnych siewkach soi (Ryc.35A-C)
oraz stabej indukcji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny MYBZ2 w siewkach soi

traktowanych roztworem kadmu (Ryc.35C).
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Ryc.35: Wplyw DPI na ekspresje genow indukowanych przez szeSciogodzinne traktowanie roztworem
kadmu. ACS (A), NR (B), czynnik transkrypcyjny MYBZ2 (C), czynnik transkrypcyjny bZIP62 (D).
Wyniki przedstawiono jako $rednig z 2-4 niezaleznych eksperymentéw=btad standardowy.
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4.7.4 Poziom substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARYS)

W celu sprawdzenia, czy obserwowane zmiany w ekspresji genow kodujacych
czynniki transkrycpyjne DOF1 1 MYBZ2 pod wptywem dziatania DPI sg zalezne od
wplywu tego inhibitora na poziom stresu oksydacyjnego wykonano pomiary poziomu
substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) bedacych wskaznikiem
poziomu peroksydacji blon komorkowych. Wyniki pokazuja, ze trzygodzinne
traktowanie roztworem kadmu i/lub DPI nie wptywa na poziom TBARS w korzeniach

siewek soi (Ryc.36).
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Ryec. 36: Poziom substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym w korzeniach kontrolnych siewek soi
oraz w korzeniach siewek soi traktowanych 50 uM DPI, CdCl, o stezeniu Cd 25 mg L™, albo 50 uM
DPI i CdCl, o stezeniu Cd 25 mg L™ przez 3 godziny. Wyniki przedstawiono jako srednig z 3

niezaleznych eksperymentow+btad standardowy.
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4.8 Wplyw zmiatacza tlenku azotu, PTIO, na reakcje siewek soi

traktowanych roztworem kadmu

4.8.1 Wplyw PTIO na przezywalno$¢ komorek i parametry wzrostowe

Kadm hamowat wzrost korzeni siewek soi o okoto 23%. Traktowanie siewek soi
CdCl; powodowalo rowniez zmniejszenie Swiezej i suchej masy korzeni. Zmiatacz

tlenku azotu nie wykazywatl wplywu na wymienione parametry wzrostowe (tabela 10).

Tabela 10: Dlugo$¢ oraz $wieza i sucha masa korzeni siewek soi. Wyniki przedstawione jako $rednig

uzyskang z 4 eksperymentow=blad standardowy.

Wariant doswiadczalny Dhugos¢ korzeni Swieza masa Sucha masa
[mm] [mg] [ma]
Kontrola 48+3° 65+3° 4.120,3%®
Kontrola+PTIO 48+3° 67+1° 4.3+0,1°
Kadm w stezeniu 25mg L™ 37+3° 56x1° 3.8+0,1°
Kadm w stezeniu 25mg L’ 36+4° 57+2° 3.8+0,1°
+PTIO

W przypadku pomiaréw przezywalnosci, korzenie siewek soi traktowanych
roztworem kadmu charakteryzowaly si¢ wyzszym OD przy dlugosci fali swiatta 600
nm, co swiadczylo o wigkszej zawartos$ci Blekitu Evansa i wigkszej ilosci martwych
komorek. Zmiatacz tlenku azotu, PTIO, nie wplywal na przezywalno$¢ komorek
w korzeniach kontrolnych siewek, jednakze, w znaczacy sposob zwigkszat
przezywalnos¢ komorek w korzeniach siewek traktowanych CdCl, (Ryc.37). Wyniki sa

zgodne z obrazami fotograficznymi siewek barwionych Btekitem Evansa (Ryc.38)
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Ryc.37: Pomiary ilosci martwych komorek korzeni siewek soi przy pomocy barwienia Bigkitem Evansa.

Wiyniki przedstawiono jako srednig uzyskana z 2-3 niezaleznych eksperymentow+btad standardowy.

Ryc.38: Barwienie Blekitem Evansa korzeni kontrolnych siewek soi (K), siewek traktowanych
50 uM PTIO (K+PTIO), roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ (Cd25) oraz roztworem kadmu
w stezeniu 25 mg L i 50 uM PTIO (Cd25+PTIO).
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4.8.2 Wpltyw PTIO na poziom mRNA genéw indukowanych przez kadm
4.8.2.1 Geny indukowane przez kadm po trzech godzinach dzialania CdCl;

Traktowanie kontrolnych siewek soi PTIO nie wptywato w znaczacy sposdb na
ekspresje wybranych gendéw, z wyjatkiem niewielkiego spadku ekspresji genu
Glymal5g02620 kodujacego czynnik transkrypcyjny DOF1 (Ryc.35D). W przypadku
siewek soi traktowanych roztworem kadmu, PTIO, niwelowalo zalezng od kadmu
indukcj¢ ekspresji wszystkich badanych genow. Poziom ekspresji genow w siewkach
traktowanych CdCl; i PTIO nie réznit si¢ w istotny sposob od poziomu ekspresji tych
genoéw w siewkach kontrolnych (Ryc.39A-E).
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karboksylowego (ACS) 4 5

- : R
gg 4 l .% ‘E 2
s o | 2% .
-?’ i 2 2 W +PTIO i é 1 2 ?} s
£5 . & I 2 *l*‘ n
§ . '—- \ ' L ‘ g ’ L X ] ‘ ".{J;f .“
® Kontrola Kadm 25mg/| Kontrola Kadm 25mg/|
Czynnik transkrypcyjny DOF1 C) Czynnik transkrypcyjny DOF1 D)
(Glyma139g42820) (Glyma15g02620)

6 b z
2E 3 u -PTIO [t
=3 = +PTIO é £2 u -PTIO
}:S‘% R a a a § E 14 u +PTID
. = g

0 - = T 0 -

Kontrola Kadm 25mg/| Kontrola Kadm 25mg/|

Czynnik transkrypcyjny MYBZ2 E)

b

: T

= -PTIO

Wzgledna ekspresja genu
(wielokrotnosc)

a " +PTIO
a EE
; 7- 1o e
0 - T ‘
Kontrola Kadm 25mg/|

Ryc.39: Wptyw PTIO na ekspresje genéow indukowanych przez trzygodzinne traktowanie roztworem
kadmu. ACS (A), MAPKK?2 (B), DOF1- Glymal3g42820 (C), DOF1- Glymal5g02620 (D) , czynnik
transkrypcyjny MYZB2 (E). Wyniki przedstawiono jako §rednig z 2-3 niezaleznych eksperymentow
+blad standardowy.
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4.8.2.2 Geny indukowane przez kadm po sze$ciu godzinach dzialania CdCl;

Zmiatacz tlenku azotu, PTIO, nie wplywal w istotny sposob na ekspresje
badanych genéw (Ryc.40). Odnotowano jedynie niewielki wzrost ekspresji genu
kodujacego syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego w siewkach
traktowanych kadmem, oraz gendéw kodujacych reduktaze azotanowa i czynnik

transkrypcyjny bZIP62 w kontrolnych siewkach (Ryc.40A-B, D)
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Ryc.40: Wptyw PTIO na ekspresje genéw indukowanych przez szesciogodzinne traktowanie roztworem
kadmu. ACS (A), NR (B), czynnik transkrypcyjny MYBZ2 (C), czynnik transkrypcyjny bZIP62 (D).

Wyniki przedstawiono jako $rednig z 2-4 niezaleznych eksperymentdéw +btad standardowy.

4.8.3 Akumulacja kadmu w siewkach soi traktowanych CdCl,i PTIO

W celu sprawdzenia, czy obserwowany po 3 godzinach niwelujacy wptyw PTIO
na ekspresj¢ genow indukowanych przez kadm wynika z zahamowania pobierania Cd,
oznaczano zawarto$¢ tego pierwiastka w korzeniach siewek soi przy pomocy barwienia
odczynnikiem Dithizone. Po 3 godzinach zaréwno korzenie siewek soi traktowanych
CdCl; jak i korzenie siewek traktowane CdCl, i PTIO charakteryzowaly si¢ silnie

czerwonym zabarwieniem §wiadczacym o akumulacji kadmu (Ryc.41A).
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Po 6 godzinach korzenie siewek traktowane roztworem kadmu odznaczatly si¢
brazowo-czerwona barwa, podczas gdy barwa korzeni siewek traktowanych kadmem
i PTIO byta wyraznie mniej intensywna (Ryc.37B). Podsumowujac mozna stwierdzic,
ze PTIO hamuje pobieranie kadmu, jednakze efekt ten mozna zaobserwowac¢ dopiero po

6 godzinach.

Ryc.41: Akumulacja kadmu, uwidaczniania przy pomocy barwienia odczynnikiem Dithizone,
w wierzcholkach korzeni siewek soi traktowanych woda destylowana (K), woda destylowana i PTIO
(PTIO), roztworem kadmu o stezeniu kadmu 25 mg L™ (Cd25) lub roztworem kadmu o stezeniu
25mg L™ i PTIO (Cd25+PTIO) przez 3 (A) lub 6 godzin (B).
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4.9 Udzial inhibitora syntezy etylenu, chlorku kobaltu,

W odpowiedzi siewek soi na dzialanie kadmu

4.9.1 Biosynteza etylenu w siewkach traktowanych CdCl; i CoCl;

Traktowanie w przeciagu 24 godzin 10 uM CoCl, nie wptywalo na poziom
wytwarzanego etylenu ani w kontrolnych siewkach soi, ani w siewkach soi

traktowanych kadmem (Ryc.42).

Biosynteza etylenu
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Ryc.42: Produkcja etylenu wyrazona w nanolitrach na godzing na gram S$wiezej masy korzeni
w korzeniach kontrolnych siewek soi (zielone kwadraty), siewek soi traktowanych 10 uM CoCl,
(puste kwadraty), siewek soi traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ (zielone kota) oraz
siewek soi traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ i 10 uM CoCl, (puste kota). Wyniki

przedstawiono jako $rednig uzyskang z 3 niezaleznych eksperymentow=btad standardowy.
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4.9.2 Wplyw CoCl; na parametry wzrostowe i przezywalnos¢ komorek

Chlorek kobaltu nie wptywat na badane parametry wzrostowe korzeni siewek
soi (Tabela 11).

Tabela 11: Dlugo$¢ oraz $wieza i sucha masa korzeni siewek soi. Wyniki przedstawione jako $rednig

uzyskang z 3 eksperymentoéw +btad standardowy.

Wariant doswiadczalny Dhugos¢ Swieza masa Sucha masa
korzeni [mm] [mg] [mg]
Kontrola 43+1° 54+4° 2.9+0.2%
Kontrola+CoCl, 47+5° 62+8" 3.3+0.3%
Kadm w stezeniu 25mg L™ 30+2° 53+3° 2.740.1°
Kadm w stezeniu 25mg L 28+1° 50+3° 2.740.2°
+CoCl,

Kadm w znaczacy sposdb obnizal przezywalno$¢ komodrek korzeni siewek soi.
Komérki w korzeniach siewek soi traktowanych CdCl, i CoCl, charakteryzowaly sie

jeszcze nizsza przezywalno$cig niz komorki korzeni siewek soi traktowanych tylko

CdCl;, (Ryc.43 1 44).
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Ryc.43: Pomiary ilo$ci martwych komoérek korzeni siewek soi przy pomocy barwienia Blekitem Evansa.

Wiyniki przedstawiono jako $rednia uzyskana z 4-5 niezaleznych eksperymentéw=btad standardowy.
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\
K K+Co Cd25 Cd25+Co

Ryc.44: Barwienie Blekitem Evansa korzeni kontrolnych siewek soi (K), siewek traktowanych
10 pM  CoCl, (K+Co), roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™ (Cd25) oraz roztworem kadmu w
stezeniu 25 mg L™ i 10 uM CoCl, (Cd25+Co).

4.9.3 Wplyw CoCl; na ekspresje genow indukowanych przez kadm
4.9.3.1 Geny indukowane po trzech godzinach traktowania kadmem

Traktowanie siewek CoCl, przez 3 godziny powodowato spadek ekspresji
gendéw kodujacych syntaze kwasu-laminocyklopropano-1-karboksylowego (Ryc.45A),
kinazg¢ kinazy aktyowawanej mitogenami2 (Ryc.45B) oraz jednego z genow kodujacych
czynnik transkrypcyjny DOF1 (Ryc.45C) w siewkach kontrolnych, a takze ostabienie
zaleznej od kadmu indukcji ekspresji gendw kodujacych kinazg kinazy aktywowanej
mitogenami2 (Ryc.45B) i jednego z genow kodujacy czynnik transkrypcyjny DOF1
(Ryc.45C). Pozostate geny nie wykazywaty zmian w ekspresji pod wptywem CoCl, w

danym wariancie czasowym (Ryc.45D-E).
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Ryc.45: Wptyw CoCl, na ekspresje genow indukowanych przez trzygodzinne traktowanie roztworem
kadmu. ACS (A), MAPKK2 (B), DOF1- Glymal3g42820 (C), DOF1- Glymal5902620 (D) , czynnik
transkrypcyjny MYZB2 (E). Wyniki przedstawiono jako $rednig z 2-3 niezaleznych eksperymentow+btad
standardowy.
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4.9.3.2 Geny indukowane po sze$ciu godzinach dzialania kadmu

W siewkach traktowanych tylko chlorkiem kobaltu zaobserwowano nieznaczny
wzrost ekspresji  genow kodujacych syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (Ryc.46A), reduktaze azotanowg (Ryc.46B) i czynnik transkrypcyjny
MYBZ2 (Ryc.46C) oraz niewielki spadek ekspresji genu kodujacego czynnik
transkrypcyjny bZIP62 (Ryc.46D). W siewkach traktowanych chlorkiem kobaltu i
roztworek kadmu odnotowano wzrost ekspresji genu kodujacego reduktaze azotanowsg
(Ryc.46B) oraz ostabienie zaleznej od kadmu indukcji genu kodujacego czynnik
transkrypcyjny bZIP62 (Ryc.46D).
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Ryc.46: Wplyw CoCl; na ekspresj¢ genow indukowanych przez szesciogodzinne traktowanie roztworem

kadmu. ACS (A), NR (B), czynnik transkrypcyjny MYBZ2 (C), czynnik transkrypcyjny bZIP62 (D)
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5. DYSKUSJA
5.1 Pobieranie, akumulacja i translokacja kadmu w roslinach

W szeregu prac wykazano, ze kadm zachowuje si¢ jak ,,oportunistyczny
autostopowicz” 1 przedostaje do organizméw roslinnych poprzez transportery
przeznaczone do pobierania niezb¢dnych pierwiastkow takich jak jony wapnia, cynku,
zelaza 1 manganu [Connolly i in. 2002, Kurtyka i in. 2011, Lee i Ann 2009, Li i in.
2012, Mizuno i in. 2005]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze Lombi i in. wykazali, iz tobotki
(Thlaspi  caerulescens) posiadajag transportery charakteryzujgce si¢  wysoka
powinowactwem do kadmu, co moze wskazywaé na istnienie w $wiecie roslin
transporterow specyficznych dla tego metalu cigzkiego, chociaz ich rola i ewolucyjne
znaczenie jest trudna do odgadnigcia [Lombi in. 2001]. Pobrany kadm jest
akumulowany gtownie w korzeniach, ale moze by¢ réwniez transportowany do
wyzszych partii roslin [Akthter i in. 2012, Monteiro i in. 2012, Nedjimi i Daoud 2009,
Panitlertumpai i in. 2013, Pourghasemian i in. 2013, Rascio i in 2008, Vestena i in.
2011]. Zawarto§¢ kadmu w organach roéznych gatunkéw roslin traktowanych
roztworami tego metalu ci¢zkiego zostala przedstawiona w tabeli 12. Warto zauwazy¢,
ze w przypadku wiekszosci przeprowadzonych do§wiadczen, badane ro$liny traktowano
roztworami kadmu przez dtugie okresy czasu. Wyniki doswiadczen przeprowadzonych
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wykazaly, ze kadm jest akumulowany
w korzeniach siewek soi bardzo wczesnie. Juz po 3 godzinach traktowania CdCl,
zawartos¢ tego metalu w korzeniach wynosita okoto 300 pg w przypadku siewek
traktowanych roztworem kadmu w stezeniu 10 mg L i okoto 500 ug w przypadku

siewek traktowanych roztworem w stezeniu 25 mg L™ (Ryc.13).
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Tabela 12: Przyktadowe wyniki badan dotyczacych akumulacji kadmu w ro$linach.

Gatunek Organ Zawarto$é Stezenie Czas Zrodlo
kadmu aplikowanego | ekspozycji na
[ng/g suchej roztworu roztwor
masy] kadmu kadmu
Lubin korzen =210 89 uM 24 godzimy | Arasimowicz-
(Luteus luteus) Jelonek i in.
2012
1,27 50 uM

Ryz (Oryza korzen 2,85 100 uM 10 dni Rascio i in 2008
sativa) 4,02 250 uM
Ginura korzen 42 05mgL?! Panitlertumpai
(Gynura ped 63 iin. 2013
pseudochina) korzen 140 2mgL?

ped 170

korzen 290 5mg L™ 14 dni

ped 270

korzen 710 10mg L™

ped 580

korzen 910 15mg L™

ped 530
Krokosz korzen ~12-37 1uM 14 dni Pourghasemian
(Carthamus) ped ~7-17 iin. 2013
Lodoba korzen 198 50 uM Nedjimi i Daoud
(Atriplex ped 58 2009
halimus) korzen 243 100 uM

ped 92 15 dni

korzen 508 200 uM

ped 126

korzen 606 400 pM

ped 217
Jeczmien korzen 1177 Akhter i in. 2012
(Hordeum ped 85 1uM 28 dni
vulgare)
Satata korzen 326
(Lactuca sativa) | ped 206
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Interesujgcym wydaje sie fakt, ze w przypadku kadmu o stezeniu 10 mg L*
zawarto$¢ tego pierwiastka w korzeniach byta stala we wszystkich wariantach
czasowych i wynosita 300-400 pg na gram swiezej masy korzeni, za§ w przypadku
siewek traktowanych roztworem kadmu o stezeniu 25 mg L' zawartos¢ kadmu
wzrastata wraz z czasem i po 24 godzinie wynosita ponad 2 mg na gram $wiezej masy
korzeni. By¢ moze przy dzialaniu wyzszych stezen kadmu dochodzi do zaburzenia
transportu tego metalu do wyzszych partii roslin, co skutkuje jego akumulacja
w korzeniach. Kadm jest transportowany do pedow roslin w postaci kompleksow
z glutationem (GSH) [Mendoza-Cozadl i in. 2011]. Zwigzek ten jest jednak
zaangazowany rowniez W wiele innych mechanizméw obronnych: stanowi wazny
element systemu antyoksydacyjnego, gtowny sktadnik fitochelatyn, bierze udziat
w sekwestracji metali cigzkich do wakuoli i w szlakach przekazywania sygnatow
[Mendoza-Cézadl i in. 2011, Rausch i in. 2008]. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze
podczas dzialania wysokich stezen kadmu pula glutationu moze by¢ niewystarczajaca,
co prowadzi do zahamowanego tworzenia kompleksow Cd-GSH i spowolnienia
transportu kadmu do wyzszych partii roslin.

Stres kadmowy moze rowniez hamowac transport dystalny poprzez indukcje
depozycji kalozy. Zwickszong zawarto$¢ kalozy w wigzkach naczyniowych tytoniu
poddanego dzialaniu kadmu skutkowala zahamowanym rozprzestrzenianiem si¢
tobamowirusa rzepy (TVCV) do dalszych tkanek roslin [Ueki i Citovsky 2002].

Innym wyjasnieniem obserwowanego zjawiska jest mozliwos¢ regulacji
pobierania kadmu przez rosliny. Wykazano, ze bardziej odporna na dziatanie tego
metalu cigzkiego odmiana pomidora charakteryzuje si¢ wyzsza sekrecja kwasu
szczawiowego powigzang ze zmniejszong akumulacjg kadmu niz odmiana wrazliwa.
W dalaszych badaniach pokazano, ze zablokowanie wydzielania kwasu szczawiowego
do otoczenia taczyto si¢ ze zwigkszonym pobieraniem kadmu i obnizong tolerancja na
ten metal cigzki [Zhu 1 in. 2011]. Zdolno$¢ kwasow organicznych do ograniczenia
pobierania kadmu z otoczenia zostat wykazany réwniez w roslinach kukurydzy i sorga
[Pinto i in. 2008]. Mozliwe jest, ze rowniez w siewkach soi istniejag mechanizmy
regulujace pobieranie kadmu, ktére w przypadku stosowania nizszych stgzen hamujg
przedostawanie si¢ tego pierwiastka do rosliny, za$ przy dziataniu zbyt wysokich stezen

ulega spowolnieniu lub uszkodzeniu.
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5.2 Wplyw kadmu na ekspresje genow powiazanych ze szlakami

przekazywania sygnalu

Dotychczas opracowano wiele réznych metod pomiaru poziomu mRNA
w komorkach. Do najpowszechniej stosowanych metod naleza Northern Blotting,
RT-PCR, PCR w czasie rzeczywistym oraz analizy z wykorzystaniem mikromacierzy.
Zastosowanie mikromacierzy umozliwia analiz¢ zmian w poziomie mRNA nawet
kilkuset gendéw. Ze wzgledu na ogromna ilo$¢ uzyskiwanych danych, otrzymywane
przy uzyciu tej metody wyniki sg najczesciej przedstawiane w postaci zespolow genow,
np. kodujacych bialka zaangazowane w metabolizm cukrow, fotosynteze, czy tez
sygnalizacj¢ komorkowa, ktore ulegaja zwigkszonej lub zmniejszonej ekspresji [Ogawa
et al 2009, Suzuki et al. 2001, Yamaguchi et al. 2009]. Zmiany w poziomie ekspresji
pojedynczego, interesujgcego genu sg potwierdzane przy uzyciu technik RT-PCR lub
PCR w czasie rzeczywistym. Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto
zmierzenie poziomu mRNA kilkunastu konkretnych genéw powigzanych ze szlakami
przekazywania sygnatu. Do pomiarow wybrano wi¢c techniki PCR. Na poczatkowym
etapie badan ekspresj¢ gendw okreslano przy pomocy techniki RT-PCR. Jednakze,
pomimo przeprowadzenia licznych reakcji optymalizacyjnych, nie dla wszystkich
analizowanych genoéw udato si¢ uzyska¢ zadawalajace obrazy rozdziatu produktow
PCR na zelu agarozowym (Ryc.47). Dlatego tez ostatecznie poziom mRNA mierzono
przy zastosowaniu doktadniejszej 1 czulszej metody PCR w czasie rzeczywistym.

Bardzo istotnym elementem przy stosowaniu tej techniki jest dobor
odpowiedniego genu referencyjnego charakteryzujacego si¢ statg ekspresja we
wszystkich wariantach do$wiadczalnych. W przypadku badan dotyczacych wplywu
abiotycznych czynnikow stresowych na ro$liny najczesciej wybieranymi genami
referencyjnymi sg geny kodujace aktyne, tubuling, ubikwityne, 18S rRNA oraz czynnik
elongacyjny EF [Basa i in. 2009, Nicot i in. 2005, Olbrich i in. 2008]. W badaniach
przeprowadzanych wczesniej w Zaktadzie Ekofizjologii Roslin wykazano, ze
w przypadku soi roztwér kadmu nie wptywa w istotny sposéb na ekspresje genu
kodujgcego ubikwityne i kinazg zalezna od cyklin, CDK-A [Pawlak-Sprada i in. 2011,
Sobkowiak i Deckert 2003]. Na podstawie przytoczonych informacji wybrano trzy
potencjalne geny referencyjne kodujace: ubikwityne, kinaz¢ zalezna od cyklin CDK-A
oraz 18S rRNA.
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Najbardziej stala ekspresje we wszystkich stosowanych wariantach
doswiadczalnych charakteryzowatl si¢ gen kodujacy ubikwityne (Ryc.12). Zostal on
wybrany jako gen referencyjny do dalszych badan.

SAMDC ——

bZI1P62

1234 5789 £ 2 % & §F& &S

Ryc.47: Przyktadowe obrazy rozdziatu na zelu agarozowym produktéw RT-PCR dla genéw kodujacych
syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS), oksydazg¢ diaminowa (DAO),
dekarboksylaz¢ S-adenozylometioniny (SAMDC), kalmoduling (CAM), reduktazg azotanowa (NR), mate
bialko wigzace GTP (GTP), kinaz¢ aktywowana mitogenami2 (MAPK2), kinaz¢ kinazy aktywowane;j
mitogenami2 (MAPKK?2) oraz czynniki transkrypcyjne MYBZ2, bZIP44, bZIP62 i bZIP78. Kontrolne
siewki z 3 godziny (1), siewki traktowane przez 3 godziny roztworem kadmu w stezeniu 10 mg L™ (2)
lub 25 mg/l (3), kontrolne siewki z 6 godziny (4), siewki traktowane przez 6 godzin roztworem kadmu
w stezeniu 10 mg L™ (5) lub 25 mg L™ (6), kontrolne siewki z 24 godziny (7), siewki traktowane przez
24 godziny roztworem kadmu w stezeniu 10 mg L™ (8) lub 25 mg L™ (9).
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5.2.1 Geny powiazane z metabolizmem etylenu i poliamin

Zarowno etylen jak i poliaminy nalezg do regulatordw wzrostu uczestniczacych
w odpowiedzi ro$lin na dziatanie szeregu réznych czynnikdéw stresowych. Ponadto
szlaki syntezy tych zwigzkoéw chemicznych, przedstawione na Ryc.48, sa ze soba
powigzane. Substratem do biosyntezy zaré6wno etylenu jak i poliamin jest
S-adenozylometionina  (SAM). Zwigzek ten moze zostaé przeksztatcony
w kwas-1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) w reakcji katalizowanej przez
syntaze¢ ACC (ACS), a nastepnie utleniony przy udziale oksydazy ACC (ACO) do
etylenu. S-adenozylometionina moze rowniez ulega¢ dekarboksylacji i stuzy¢ jako
substrat do syntezy spermidyny i sperminy za posrednictwem, odpowiednio, syntazy
spermidyny lub syntazy sperminy. Wpltyw na poziom poliamin majg rOwniez enzymy
uczestniczace w ich degradacji: oksydazy diaminowe (DAO) i poliaminowe (PAO).
Warto zauwazy¢, ze do produktow reakcji katalizowanych przez DAO 1 PAO nalezy
nadtlenek wodoru, co wskazuje na powigzanie pomi¢dzy metabolizmem poliamin,
a poziomem reaktywnych form tlenu w komorkach [Alcéazar i in. 2010, Kumar i in.
1997]. W ramach prowadzonych badan zmierzono ekspresje¢ trzech genow powigzanych
z opisanymi szlakami metabolicznymi. Wybrane geny kodujg sytnaze ACC (ACS),
dekarboksylaz¢ S-adenozylometioniny (SAMDC) oraz oksydaz¢ diaminowa (DAO).
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Ryc.48: Szlaki syntezy etylenu i poliamin [Kumar i in. 1997, zmodyfikowany]. ACC - kwas
1-aminocyklopropano-1-kraboksylowey, ADC — dekarboksylaza argininy, dcSAM — dekarboksylowana

S-adenozylometionina, ODC — dekarboksylaza ornintyny, SAM — S-adenozylometionina.

Najsilniejszymi zmianami w ekspresji w odpowiedzi na dziatanie kadmu
charakteryzowat si¢ gen kodujacy ACS, wykazujacy silng indukcje pod wptywem
dziatania kadmu w stezeniu 25 mg L™ odnotowana po 3 i 6 godzin traktowania CdCl,
(Ryc.14A). Wzrost ekspresji genu byl skorelowany ze zwigkszona biosynteza etylenu
(Ryc.28). W przypadku roztworu kadmu o stezeniu 10 mg L™ indukcja biosyntezy
etylenu rozpoczynata si¢ po 9 godzinach ekspozycji (Ryc.28A), za§ w przypadku
roztworu o stezeniu 25 mg L™ juz po 5 godzinach dziatania tego metalu cigzkiego
(Ryc.28B). Uzyskane wyniki sugeruja, ze etylen odgrywa istotng rolg w odpowiedzi
ro$lin na dziatanie kadmu.

Wozrost produkcji etylenu wydaje si¢ by¢ powszechng reakcja roslin na dziatanie
tego metalu cigzkiego [Arteca i Arteca 2007, Masood i in. 2012, Rodriguez-Serrano i in.
2006]. Sugeruje si¢, ze dziatanie etylenu jest powigzane z rozwojem symptomow
toksycznosci kadmu. Wykazano, ze hormon ten posredniczy w zaleznej od kadmu
produkcji reaktywnych form tlenu, hamowaniu wzrostu korzeni oraz w procesach
programowanej $mierci komorek [Liu i in. 2008b, Maksymiec 2011, Masood i in. 2012,
Yakimova i in. 2006]. Etylen jest rowniez wazng czasteczka sygnalng mogaca

uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genéw. Badania z zastosowaniem mikromacierzy
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pokazaly, ze egzogenne traktowanie etylenem prowadzito do zmian w ekspresji 184
genéw w ro$linach rzodkiewnika. Wiele z modulowanych genéw kodowato biatka
zaangazowane w szlaki przekazywania sygnatow i odpowiedz na dziatanie czynnikow
stresowych [Zhong i Burns 2003]. Liczng grupa gendéw stymulowanych przez etylen sg
geny kodujace czynniki transkrypcyjne, w tym czynnik JERF3 [Zhong i Burns 2003,
Wu i in. 2008]. Transgeniczne rosliny tytoniu z wprowadzonym genem JERF3
charakteryzowaty si¢ wyzsza ekspresja genéw kodujacych biatka zaangazowane w
odpowiedz na stres osmotycznych i oksydacyjny oraz zwigkszong tolerancjg na stres
osmotyczny, solny, susz¢ i przechtodzenie [Wu i in. 2008]. Jest wigc prawdopodobne,
ze rowniez zalezny od kadmu wzrost biosyntezy etylenu wptywa na ekspresje gendw
w roslinach narazonych na dziatanie tego metalu.

Jak to opisano na poczatku podrozdziatu szlaki biosyntezy etylenu i poliamin sg
ze sobg powigzane. Co ciekawe transgeniczne ro$liny tytoniu z wprowadzonymi
w antysensownej orientacji genami kodujacymi Kluczowe enzymy biosyntezy etylenu,
ACS i ACO, charakteryzowaly si¢ wyzsza zawarto$cig poliamin i zwigkszong
odpornos$cig na stresy abiotyczne [Wi and Park 2002]. Udziat poliamin w odpowiedzi
na dzialanie kadmu jest zroznicowana i zalezy od stosowanego stezenia oraz badanego
gatunku. Generalnie jednak, tak jak to opisano w podrozdziale 1.2.5 przyjmuje si¢, ze
poliaminy pehlnig funkcje ochronne, uczestnicza w regulacji poziomu RFT oraz
procesach metylacji DNA [Groppa i in. 2007, Kumar i in. 2012, Wen i in. 2011].
Ponadto zwigkszona degradacja poliamin moze przyczynia¢ si¢ do inicjacji procesow
programowanej $mierci poprzez zwickszong produkcje nadtlenku wodoru [Jiang i in.
2012].

W siewkach soi geny kodujace bialka powigzane z metabolizmem poliamin
wykazywaly niewielkie zmiany w ekspresji pod wptywem dziatania kadmu (Ryc.14B
1 C), z wyjatkiem dwukrotnego wzrostu ekspresji genu kodujacego SAMDC po 24
godzinach traktowania roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L. Byé moze we
wczesnych godzinach trwania stresu kadmowego wspolny substrat do syntezy etylenu
i poliamin, S-adenozylometionina (SAM), jest wykorzystywany do zwiekszonej
produkcji etylenu, za$ po 24 godzinie stuzy do syntezy sperminy i spermidyny w reakcji
katalizowanej przez SAMDC.

Jednakze potwierdzenie zaproponowanej hipotezy wymagatoby zmierzenia
zmian w poziomie poszczegdlnych poliamin w siewkach soi w rdéznych okresach

ekspozycji na roztwory kadmu.
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5.2.2 Geny zaangazowane w przekazywanie sygnalu za

posrednictwem jonow wapnia

Pomimo, ze we wstepie niniejszej rozprawy doktorskiej (podrozdziat 1.2.1)
opisano przekonywujace dowody na to, ze sygnalizacja za posrednictwem jonow
wapnia odgrywa istotng role w sygnalizacji komorkowej aktywowanej przez kadm,
w prowadzonych do$wiadczeniach nie zaobserwowano indukcji Zadnego z dwoéch
gendw powiazanych z sygnalizacja zalezna od Ca®. Gen kodujacy
fosfolipaz¢ C (Ryc.15A) nie wykazywal zmian w ekspresji pod wptywem dziatania
kadmu, za$§ gen kodujacy kalmoduling charakteryzowat si¢ spadkiem ekspres;ji
w siewkach soi traktowanych obydwoma stezeniami kadmu przez 24 godziny
(Ryc.15B). Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna jednak wykluczy¢
zaangazowania sygnalizacji za po$rednictwem Ca®* w odpowiedz siewek soi nha
dzialanie kadmu. Zaréwno fosfolipaza C jak i1 kalmodulina s3 kodowane przez rodziny
wielogenowe. W bazie danych NCBI odnaleziono 25 sekwencji mRNA kodujacych
podjednostki fosfolipazy C oraz 10 sekwencji kodujacych kalmoduling. Jest wiec
mozliwe, ze kadm reguluje ekspresj¢ innych niz wybrane geny kodujacych te bialka.
Ponadto fosfolipaza C i kalmodulina mogg by¢ aktywowane przez kadm na poziomie
biatka, a nie transkryptu. Wprawdzie brak bezposrednich dowoddéw na stymulacje
aktywnosci PLC przez kadm, jednakze do$wiadczenia, w ktorych stosowano inhibitory
tego enzymu sugeruja, ze jest on zaangazowany w zalezng od kadmu akumulacje
inozytolo-3-fosforanu prowadzaca do uwalniania Ca®* do cytoplazmy oraz w inicjacje
programowanej $mierci komorek [Garnier i in. 2006, Olmos i in. 2003, Yakimva i in.
2006]. W przypadku kalmoduliny, w roslinach rzodkiewki zaobserwowano, ze jony
kadmu moga zamienia¢ w tym bialku jony wapnia, co prowadzi do obnizenia jego
aktywnosci [Rivetta i in. 1997]. Co ciekawe utworzenie podobnych kompleksow Cd*'-
kalmodulina in vitro wywierato odwrotny efekt - prowadzito do stymulacji aktywnosci

tego biatka sensorycznego [Ouyang and Vogel 1998].
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5.2.3 Geny kodujace biatka zaangazowane w generowanie

tlenku azotu

W komorkach roslinnych istnieje kilka potencjalnych Zrdédet tlenku azotu
przedstawionych na Ryc.47. Ta czasteczka sygnalna moze powstawa¢ w wyniku reakcji
utleniania lub redukcji. Reakcje utleniania obejmujga produkcje tlenku azotu przez
enzym wykazujacy aktywnos¢ syntazy tlenku azotu (NOS), a takze powstawanie NO
w wyniku metabolizmu poliamin lub hydroskylaminy. Badania, w ktérych stosowano
inhibitory syntazy tlenku azotu sugeruja, ze produkcja NO moze by¢ katalizowana
przez ten enzym, jednakze, chociaz NOS dobrze poznano w komdrkach zwierzecych,
jak dotad nie udato si¢ zidentyfikowac tego biatka w roslinach. Rowniez w przypadku
generowania NO za posrednictwem poliamin lub hydroksylaminy, nie zidentyfikowano
jeszcze z calg pewnoS$cia zaangazowanych w ten proces enzymow. Lepiej poznane
zostaty reakcje redukcji, w wyniku ktorych moze powstawa¢ NO. Tlenek azotu moze
by¢ generowany przez reduktaze azotanowa zwigzang z plazmolemma (NiNOR),
a w warunkach obnizonego dostgpu tlenu, réwniez przez oksydoreduktaze kasntynowa
(XOR) i mitochondria. Jednakze glownym zrodtem NO jest zlokalizowana
w cytoplazmie reduktaza azotanowa (NR). Enzym ten katalizuje redukcje azotanéw do
azotynow, a w sprzyjajacych warunkach moze réwniez redukowac azotyny do NO.
Donorem elektronéw w opisanej reakcji jest czagsteczka NAD(P)H. Generowanie tlenku
azotu przez NO zachodzi szybciej przy duzym stezeniu azotynéw i niskim pH.
Aktywnos¢ reduktazy azotanowej jest rowniez regulowana przez fosforylacje
I poliaminy. Udziat NR w produkcji tlenku azotu wykazano migdzy innymi
w przypadku formowania si¢ korzeni bocznych, dziataniu elicytorow grzybowych,
a takze w odpowiedzi na stres osmotyczny, wodny i tlenowy [Gupta i in. 2011, Rosales
i in. 2012].
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Ryc.49: Zrodta tlenku azotu w komorce roslinnej. Skroty:  Hbl — hemoglobina,
GSNO - S-nitrozoglutation, GSNOR- reduktaza S-nitrozoglutationu, NO — tlenek azotu, NOA - biatko
powigzane z NO, NOS-like — enzym wykazujacy aktywnos$¢ syntazy azotanowej, NR — reduktaza
azotanowa, PM-NINOR - oksydoreduktaza azotynowo-NO zwigzana z blong komoérkowa,
PM-NR - reduktaza azotanowa zwigzana z btong komoérkows, XOR — oksydoreduktaza ksantynowa,
[Gupta i in. 2011, zmodyfikowany].

W przypadku dzialania stresu kadmowego nie uzyskano jeszcze jednoznacznej
odpowiedzi, ktére z wymienionych elementéw sg zaangazowane w generowanie NO.
Badania przeprowadzone na rzodkiewniku wykazaty, ze zalezna od kadmu akumulacja
NO jest hamowana przed inhibitory syntazy tlenku azotu [Besson-Bard i in. 2009].
Z drugiej strony zastosowanie inhibitora reduktazy azotanowej catkowicie niwelowato
zalezng od kadmu i miedzi akumulacje tlenku azotu w zawiesinie komdrkowej topoli
biatej [Balestrazzi i in. 2009]. W siewkach soi kadm powodowat indukcje ekspresji
genu kodujacego NR (Ryc.16) oraz wzrost aktywnosci kodowanego enzymu (Ryc.29).
Opisane zjawisko moze by¢ powigzane z nadprodukcja tlenku azotu odnotowang

u licznych gatunkow roslin w odpowiedzi na krotkotrwaty stres kadmowy (tabela 1).
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Obserwowana stymulacja reduktazy azotanowej moze mie¢ jednak rowniez zwigzek ze
zmianami w metabolizmie azotu zachodzacymi pod wplywem dziatania kadmu.
Wykazano, ze dlugotrwata ekspozycja na ten metal cigzki prowadzi do zahamowania
pobieranie azotynow ze Srodowiska, spadku zawarto$ci azotu w roslinach, a takze
obnizenia aktywnos$¢ licznych enzymoéw zaangazowanych w metabolizm azotu, w tym
reduktazy azotanowej [Dguimi i in. 2009, Gill i in. 2012, Huang i Xiong 2009,
Wang i in. 2008]. By¢ moze krotkotrwata ekspozycja na kadm stymuluje NR, co
prowadzi do zwigkszonej produkcji NO lub tez ma na celu utrzymania rownowagi
azotanowej, za$ przedtuzajacy si¢ stres kadmowy skutkuje spadkiem aktywnos$ci tego
enzymu przyczyniajgcym si¢ do zaburzenia gospodarki azotowej. Potwierdzenie

zaproponowanej hipotezy wymagatoby jednak przeprowadzenia dalszych badan.

5.2.4 Geny powiazane z sygnalizacja za poSrednictwem GTP

Tak jak to opisano we wstepnie niniejszej rozprawy doktorskiej mate biatka
wigzace GTP odgrywaja role w wielu procesach zachodzacych w komorkach
wszystkich organizméw eukariotycznych (rozdziat 1.2.9). Wybrany do analizy ekspresji
gen wykazuje najwieksze podobienstwo do genow kodujacych mate biatka wigzace

GTP nalezace do rodziny Rab (Ryc.50).

Max Total Query E

[dent Accession
score score cover value

Description

[ Glycine max GTP-binding protein (LOC547654). mRNA >gblAF532625.1| Glycine max GTF 1753 1753 100% 0.0  100% NM_001249030.1

[ Glycine max ras-related protein RABA1b-like (LOC100810759) mRNA 1243 1243 85% 00  94% NM_001252726.1
[ Soybean clone JCVI-FLGM-12P4 unknown mRNA 1243 1243 85% 00 94% BT098755.1

[] Soybean clone JCVI-FLGM-16K15 unknown mRNA 1212 1212 70% 00  99% BT097430.1

] pisum sativum mRNA for GTP-binding protein. complete cds. clone:praé 900 900 85% 00 87% D125451

[] M.sativa Rab mRNA 889 889 89% 00 86% X792781

[0 PREDICTED: Cicer arietinum ras-related protein RABA1b-like (LOC101493366). mRNA 881 881 87% 00  86% XM_004488958 1

[ Medicago truncatula Ras-related protein Rab-11B (MTR_2g075950) mRNA. completecds 881 881 87% 00  86% XM_003506278 1

Ryc.50: Wyniki algorytmu blast dla genu kodujacego mate biatko GTP uzyskane w bazie danych NCBI.
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Tak jak w przypadku innych matych bialek wigzacych GTP, bialka Rab sa
aktywowane poprzez wymiang GDP na GTP zachodzaca przy udziale czynnikéw
wymieniajacych nukleotydy guaninowe (GEF). Dezaktywacja biatek Rab zachodzi po
hydrolizie GTP do GDP. Roslinne biatka Rab stanowig liczng grupe bialek,
w rzodkiewniku zidentyfikowano 57 a w ryzu 52 biatka nalezace do tej rodziny.
Chociaz doktadne funkcje poszczegdlnych biatek Rab sa stabo poznane, uwaza si¢, ze
uczestnicza 0One w transporcie wewnatrzkomoérkowym. Ponadto sugeruje sie, ze
aktywno$¢ biatek Rab jest powigzana z formowaniem wlo$nikdw korzeniowych,
tagiewki pytkowej, brodawek korzeniowych u roslin motylkowych, embriogeneza,
dojrzewaniem owocow, a takze sygnalizacja za posrednictwem hormondéw oraz
odpowiedzig na czynniki stresowe [Agarawal i in. 2009]. Wykazano, ze biatko nalezace
do rodziny Rab2 jest indukowane przez stres solny w trawie Lolium temulentum i stres
suszy w trawie Sporobolus stapfiantus. Natomiast biatko z rodziny Rab5 przez stres
solny w przypotudniku krysztatkowym (Mesembryanthemum crystallinum), zas jedno
z bialek Rab7 przez przechtodzenie, susze i traktowanie wysokimi st¢zeniami NaCl
w ryzu [Bolte i in. 2000, Dombrowski i in. 2008, Nahm i in. 2003, O’mahony i Oliver
1999]. Ponadto transgeniczne ro$liny rzodkiewnika charakteryzujace si¢ nadekspresja
AtRab7 wykazywaly zwigkszona odpornos¢ na stres solny i osmotyczny [Mazel i in.
2004], za$ transgeniczne rosliny tytoniu o zwickszonej ekspresji PgRab7 byly bardziej
odporne na stres solny i dehydratacj¢ [Agarawal i in. 2008]. Jak dotad nie poznano
udziatu matych biatek wigzacych GTP w odpowiedzi roslin na dziatanie metali
cigzkich.

Badany gen kodujacy jedno z matych biatek wiazacych GTP podobne do biatek
Rab, wykazywal jedynie bardzo stabg indukcje w odpowiedzi na trzygodzinne
traktowanie roztworem kadmu o stezeniu 25 mg L™ (Ryc.17). Jednakze, tak jak to
zostato opisane na poczatku rozdzialu, poszczegdlne gatunki roslin moga posiadad
kilkadziesiat r6znych biatek Rab. Istnieje wigc mozliwo$¢, ze ekspresja lub aktywnosé
innych biatek nalezacych do tej rodziny jest modulowana przez kadm. Wykluczenie lub
potwierdzenie udziaty bialek Rab w odpowiedzi ros$lin na dziatanie tego metalu

ciezkiego wymagato by dalszych badan.
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5.2.5 Geny kodujace kinazy aktywowane mitogenami

Wydaje si¢, ze stymulacja kaskad kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK),
zardbwno na poziomie transkryptu jak i biatka, jest konserwatywna odpowiedzig na
dziatanie kadmu odnotowang zaréwno u szeregu gatunku roslin jak i zwierzat [ Agrawal
i in. 2002, Agrawal i in. 2003, Chen i in. 2008, Jing i in. 2012, Jonak i in. 2004,
Kalaryia i in. 2009, Kim i in 2003, Kim i in. 2005, , Liu i in 2010, Opdenakker i in.
2012, Valbonesi i in. 2008, Ye i in. 2013]. Aktywacja MAPK stanowi bardzo wczesng
odpowiedz na dziatanie kadmu obserwowang juz po 10-15 minutach traktowania tym
metalem ciezkim [Jonak i in. 2004, Kim i in 2003]. Réwniez w badaniach
przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wykazano, ze indukcja
genu kodujacego kinaze kinazy aktywowanej mitogenami2 (MAPKK2) zachodzi
bardzo wczesnie, juz po 3 godzinach traktowania CdCl, i zanika przy dluzszych
czasach traktowania (Ryc.18B). Gen kodujacy kinazg aktywowang mitogenami2
(MAPK2) nie wykazywat zmian w ekspresji pod wpltywem kadmu (Ryc.18A), jednakze
jest mozliwe, ze gen ten jest indukowany w innych niz wybrane czasookresach
dziatania CdCl,. Zarowno w przypadku roslin jak i zwierzat aktywacja MAPK jest
zalezna od akumulacji reaktywnych form tlenu [Chen i in. 2008, Jing i in. 2012,
Kalaryia i in. 2009, Kim i in. 2005, Liu i in. 2010, Yeh i in. 2007]. Kolejng wspolng
cechg dla organizméw roslinnych 1 zwierzgcych jest posrednictwo bialek MAPK
w zaleznej od kadmu programowanej $mierci komorek [Chen et al. 2011, Ye i in.
2013]. Rowniez ten fakt jest spdjny z uzyskanymi wynikami, poniewaz gen kodujacy
MAPKK?2 charakteryzowal si¢ wzrostem ekspresji tylko w odpowiedzi na dziatanie
wyzszego stezenia kadmu. Badania wykazuja, ze wraz ze wzrostem stosowanych stezen
kadmu wzrasta rowniez ilo$¢ martwych komorek, co moze by¢ wynikiem intensyfikacji
proceséw programowanej Smierci [De Michele i in. 2009].

Ze wzgledu na zaangazowanie kaskad MAPK w ogromng liczbe proceséw
zachodzacych w komorkach cigzko jest oszacowac ich doktadng role w odpowiedzi na
dzialanie kadmu. Jak juz wspomniano powyzej wykazano ze posrednicza one
w zaleznej od kadmu programowanej $mierci komoérek. Udowodniono rowniez, ze
kinazy aktywowane mitogenami uczestnicza w fosforylacji kluczowego enzymu
w szlakach syntezy etylenu, ACS, zwickszajac stabilizacje tego biatka i przyczyniajac
si¢ do szybszej produkcji etylenu [Chae i Kieber 2005]. Jest wigc mozliwe, ze
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obserwowana w przeprowadzonych badaniach stymulacja ekspresji genu MAPKK2
(Ryc.18B) jest powigzana ze zwigkszong produkcje¢ etylenu w odpowiedzi na dziatanie
kadmu (Ryc.28). Biatka nalezace do kinaz aktywowanych mitogenami takie jak CTR1,
MPK3, MPK6 i MPK9 zidentyfikowane w rzodkiewniku, uczestnicza roéwniez
w przekazywaniu sygnalu z receptorow etylenu na dalsze elementy sygnalne
[Cho i Yoo 2009]. Kaskady kinaz aktywowane mitogenami moga stanowi¢ wazny
element integrujacy rézne szlaki przekazywania sygnatu aktywowane pod wptywem
kadmu. Oprécz opisanego udzialu w sygnalizacji etylenu, MAPK sa zaangazowane
rowniez w sygnalizacje za posrednictwem reaktywnych form tlenu, jonéw wapnia,
auksyn oraz kwasu abscysynowego, jasmonowego i salicylowego [Nakagami i in. 2005,
Ye i in. 2013]. Ponadto, w badaniach dotyczacych udzialu MAPK w odpowiedzi na
patogeny wykazano, ze bialka te posrednicza w regulacji ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych nalezacych do rodzin MYB, WRKY i EREBP oraz biatek
powigzanych z patogeneza (PR) [Nakagami 1 in. 2005]. Fakt, ze wickszo$¢
z wymienionych biatek jest indukowanych rowniez przez kadm [DalCorso i in. 2010,
Opdenakker i in. 2012, Yanhui i in. 2006] nasuwa przypuszczenie, ze kaskady MAPK
moga uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genow aktywowanych pod wpltywem tego

metalu cigzkiego.

5.2.6 Geny kodujace czynniki transkrypcyjne

Do analizy zmian ekspresji genéw pod wplywem dzialania kadmu wybrano
sze$¢ gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne: MYBZ2, bZIP44, bZIP62 i bZIP78
oraz dwa geny kodujace czynnik transkrypcyjny DOF1. Geny kodujace czynnik
transkrypcyjny DOF1 zostaty wybrane ze wzgledu na fakt, ze sekwencje promotorowe
wszystkich gendéw indukowanych przez kadm zawieraty miejsca wigzace ten czynnik
transkrypcyjny (tabela 7). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze miejsce rozpoznawane przez
DOF1 jest stosunkowo krotkie (WAAAG) i moze wystgpowaé w genomie soi z duzg
czestotliwoscig. Obydwa geny kodujagce  czynnik  transkrypcyjny DOFI,
Glymal3g42820 i Glymal5g02620, charakteryzowaly si¢ wzrostem ekspresji
w odpowiedzi na krotkotrwaty (3 godzinny) stres kadmowy (Ryc.19A i B). Gen
Glymal5g0262 wykazywat takze niewielka indukcj¢ po sze$ciogodzinnym traktowaniu
roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L. Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny DOF1

zostal rowniez zidentyfikowany jako jeden z genéw indukowanych przez stres suszy
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w korzeniach amarantu [Huerto-Ocampo i in. 2010], co sugeruje, ze biatko to moze
uczestniczy¢ w odpowiedzi ro$lin na r6zne warunki stresowe.

Analiza ekspresji kilkuset genow nalezacych do rodziny MYB w rzodkiewniku
wykazata, ze okolo 20% z badanych genow charakteryzowato si¢ wzrostem ekspresji
w odpowiedzi na dziatanie kadmu i stresu solnego [Yanhui i in. 2006]. Rowniez
w siewkach soi poziom mRNA kodujacego jeden z czynnikéw transkrypcyjnych
nalezacych do rodziny MYB, MYBZ2, wzrastal po 3 1 6 godzinach traktowania
chlorkiem kadmu (Ryc.19C). Obserwowana indukcja byta najsilniejsza w odpowiedzi
na sze$ciogodzinna ekspozycje na wyzsze st¢zenie kadmu.

Geny kodujace czynniki transkrypcyjne bZIP44, bZIP62 i bZIP78 zostaty
wybrane ze wzgledu na fakt, Ze transgeniczne ro$liny rzodkiewnika z wprowadzonymi
sekwencjami  kodujagcymi  wymienione czynniki transkrypcyjne wykazywaty
zwigkszong tolerancja na dzialanie stresu solnego i niskiej temperatury
[Liao i in. 2008]. W przypadku siewek soi tylko czynnik transkrypcyjny bZIP62
charakteryzowal si¢ wzrostem ekspresji w odpowiedzi na dziatanie kadmu (Ryc.19F).

Wyniki prowadzonych badan sugeruja, ze cztery sposrod szeSciu wybranych
gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne charakteryzuja si¢ wzrostem ekspresji
w odpowiedzi na dziatanie kadmu. Do indukowanych genéw nalezg dwa geny kodujace
czynnik transkrypcyjny DOF1 oraz geny kodujace czynniki transkrypcyjne MYZB2
1 bZIP62. Dane literaturowe pokazuja, ze czynniki transkrypcyjne DOF1 i bZIP62 s3
zaangazowane rowniez w odpwiedz na inne warunki stresowe, co sugeruje, ze opisane
biatka mogg odgrywac role w regulacji ekspresji genow podczas ekspozycje na rozne
stresy $rodowiskowe. Interesujacym bytoby wyodrebnieni genow regulowanych przez
wspomniane czynniki transkrypcyjne, gdyz jak dotad w literaturze brak informacji
dotyczacych tego zagadnienia.

Czynniki transkrypcyjne tacza si¢ z DNA w specyficznych sekwencjach
nazywanych elementami regulatorowymi lub elementami cis, co prowadzi do aktywacji
lub represji danego genu np. poprzez rearanzacje chromatyny ulatwiajace przytaczenie
si¢ biatek niezbednych do rozpoczecia procesu transkrypcji. Elementy Cis sg najczesciej
umiejscowione w sekwencjach promotorowych gendéw obejmujacych kilkaset zasad
przed miejscem rozpoczgcia transkrypcji. Dzigki dynamicznemu rozwojowi
bioinformatyki mozliwa jest identyfikacja licznych elementow cis w sekwencjach
promotorowych interesujacych genow. W ramach prowadzonych badan, przy

wspotpracy z firmg VitainSilica, okreslono sekwencje promotorowe o dtugosci 1000 pz
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dla gendéw wykazujacych najsilniejszg indukcje w odpowiedzi na dziatanie kadmu,
kodujacych  synteze  kwasu  1-aminocyklopropano-1-karboksylowego  (ACS),
dekarboksylaz¢ S-adenozylometioniny (SAMDC), reduktaze azotanowa (NR), kinaze
kinazy aktywowanej mitogenami2 (MAPKK?2) oraz czynniki transkrypcyjne DOF1,
MYBZ2 i bZIP62. Nast¢pnie zidentyfikowano umiejscowione w nich elementy
regulatorowe. Odnalezione elementy cis zostaly zaprezentowane w tabeli
14 zamieszczonej w aneksie niniejszej rozprawy doktorskiej. Analizy wykazaly, ze
badane geny zawieraly liczne elementy CiS powigzane z odpowiedzig ro$lin na dziatanie
stresow $Srodowiskowych (tabela 6 i 7). W sekwencjach promotorowych wszystkich
badanych gendéw odnaleziono miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego DOF1. Fakt
ten, razem z obserwowang zalezng od kadmu indukcja dwéch gendéw kodujacych
czynnik transkrypcyjny DOF1 (Ryc.19A i B) oraz wykazang indukcja genu DOF1
w korzeniach amarantu w odpowiedzi na stres suszy [Huerto-Ocampo i in. 2010]
sugerujg, ze wymieniony czynnik transkrycpyjny moze odgrywac istotng rol¢
w odpowiedzi roslin na niekorzystne warunki §rodowiskowe.

Kolejnym interesujacym  wynikiem jest odnalezienie w  sekwencji
paromotorowe] genu kodujacego MAPKK2 elementu regulatorowego odpowiedzi na
metale — MRE (tabela 7). Element ten zidentyfikowano wcze$niej w roslinach fasoli.
Wykazano, ze wprowadzenie do ro$lin tytoniu konstruktu zawierajacego promotor
z sekwencja MRE przytaczony do genu reporterowego kodujacego B-glukuronidaze
(GUS) skutkuje aktywacjg genu reporterowego W odpowiedzi na dzialanie metali
cigzkich [Qi 1 in. 2007].

Ponadto sekwencje promotorowe genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne
DOF1, MYBZ2 i bZIP62 zawieraty elementy regulatorowe powigzane z sygnalizacja za
posrednictwem etylenu 1 kwasu abscysynowego (tabela 8). Opisany fakt razem
z obserwowang zalezng od kadmu indukcja genu kodujacego ACS (Ryc.14A) oraz
wzrostem biosyntezy etylenu w odpowiedzi na dzialanie kadmu (Ryc.28) wskazuja na
wazng role pelnione przez etylen w odpowiedzi siewek soi na dziatanie kadmu.
Potencjalne funkcje pelnione przez ten hormon w roslinach narazonych na dziatanie
kadmu zostaty opisane w podrozdziale 5.2.1. Co ciekawe wzrost ekspresji genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne DOF1, MYBZ2 1 bZIP62 byt skorelowany
czasowo ze wzrostem produkcji etylenu. Wzrost produkcji etylenu nastgpowal po
5 godzinach traktowania roztworem kadmu w stezeniu 25 mg L™, podczas gdy indukcje
genow DOF1, MYBZ2 i bZIP62 odnotowano po 6 godzinach dziatania chlorku kadmu.
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Rowniez kwas abscysynowy moze odgrywac istotng funkcje w sygnalizacji
uruchamianej w odpowiedzi na dziatanie kadmu, na co wskazuje oprocz odnalezionych
elementow regulatorowych powigzanych 2z dzialaniem ABA w sekwencjach
promotorowych genow indukowanych przez kadm, rowniez obserwowany wzrost
poziomu tego hormonu w réznych gatunkach ro$lin poddanych dziataniu stresu
kadmowego [Han i in. 2013, Hsu i Kao 2003, Stroinski i in. 2013].

5.3 Rola reaktywnych form tlenu generowanych przez oksydaze

NADPH w odpowiedzi roslin na stres kadmowy

Jedng z najpowszechniejszych odpowiedzi organizmdéw na dziatanie kadmu jest
akumulacja reaktywnych form tlenu [Hsu i Kao 2007, Kippler i in. 2012,
Kopyra 1 Gwo6zdz 2003, Lehotai i in. 2011, Pytharopoulou i in. 2011, Vestena i in.
2011, Wang i in. 2011]. Istnieje kilka Zrodet RFT podczas stresu kadmowego, jednakze
dane literaturowe wskazujg, ze glowng rol¢ w nadprodukcji tych czgsteczek we
wczesnej odpowiedzi roslin na dziatanie kadmu petni oksydaza NADPH [Arasimowicz-
Jelonek i in. 2012, Cho i in. 2012, Maksymiec i Krupa 2006, Olmos i in. 2003,
Rodriguez-Serrano i in. 2006, Smiri 2011, Yeh i in. 2007]. Réwniez w badaniach
prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wykazano, ze oksydaza
NADPH jest zaangazowana w zalezng od kadmu akumulacj¢ RFT. Wstepne badania
wykazaly, ze w trzech stosowanych czasookresach traktowania chlorkiem kadmu
(3, 6 i 24 godziny) najsilniejsza akumulacja nadtlenku wodoru zachodzi po 24
godzinach (Ryc.30). Po 3 godzinach ekspozycji na kadm praktycznie nie
zaobserwowano zbrgzowienia korzeni w odpowiedzi na barwienie 3’3-
diaminobenzydyng $wiadczacego o akumulacji H2O, (Ryc.30A) za$ po 6 godzinach
poziom nadtlenku wodoru wzrastal jedynie w pojedynczych korzeniach siewek soi
traktowanych roztworem kadmu o wyzszym stezeniu (Ryc.30B). Traktowanie siewek
soi inhibitorem oksydazy NADPH, DPI, skutkowalo catkowitym zniwelowaniem
akumulacji H20, odnotowang po 24 godzinach traktowania CdCl, (Ryc.31). Opisany
efekt byl obserwowany w odpowiedzi na dzialanie obydwu stosowanych stezen DPI
(50 1 100 uM). Produkowane za posrednictwem oksydazy NADPH reaktywne formy
tlenu, przedostaja si¢ do wnetrza komorki, gdzie moga przyczynia¢ si¢ do nasilanie

stresu oksydacyjnego i/lub uczestniczy¢ w szlakach przekazywania sygnatu.
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W ramach prowadzonych badan postanowiono sprawdzi¢, czy generowane przez
oksydaze¢ NADPH reaktywne formy tlenu posrednicza w obserwowanej, zaleznej od
kadmu indukcji genéw kodujacych ACS, MAPKK2, NR oraz czynniki transkrypcyjne
DOF1, MYBZ2 i bZIP62. Co ciekawe zastosowanie DPI skutkowalo zwiekszeniem
zaleznej od kadmu indukcji gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne DOFI
I MYBZ2 (Ryc.34C-E). Uzyskane wyniki sugeruja, ze aktywno$¢ oksydazy NADPH
w jaki$ sposob ostabia indukcje opisanych genéw w odpowiedzi na dziatanie kadmu.
Mozna zaproponowa¢ dwie hipotezy wyjasniajace opisane zjawisko. Produkowane za
posrednictwem oksydazy NADPH reaktywne formy tlenu moga modulowaé szlaki
przekazywania sygnalu uczestniczgce w regulacji ekspresji genow DOF1 i MYBZ2.
Faktycznie, meta-analiza zmian ekspresji genow w odpowiedzi na dziatanie nadtlenku
wodoru w organizmach nalezacych do réznych kroélestw wykazata, ze H,O, wptywa na
ekspresje szeregu genéw kodujacych elementy sygnalne. Wydaje sig, ze konserwatywna
odpowiedzig u organizméw eukariotycznych jest zalezna od H,0O, indukcja genow
kodujacych mate biatka wigzace GTP 1 kinazy zalezne od cyklin. Ponadto
u rzodkiewnika i1 drozdzy wykazano wzrost ekspresji genéw kodujacych kinazy
aktywowane mitogenami, Kkinazy serynowo-treoninowe oraz biatka taczace sie
z kalmoduling [Vandenbroucke i in. 2008]. Inne badania prowadzone na rzodkiewniku
pokazaty, ze Hy,O, posredniczy w indukcji ekspresji 21 i represji ekspresji 5 genow
powiazanych ze szlakami przekazywania sygnatu [Wang i in. 2005]. By¢ moze ktores
z wymienionych biatek uczestniczy w aktywacji lub represji genow DOF1 i MYBZ2.

Innym mozliwym wyjasnieniem jest udziat generowanych za posrednictwem
oksydazy NADPH reaktywnych form tlenu w nasileniu stresu oksydacyjnego.
Nadprodukcja RFT prowadzi do oksydacyjnych uszkodzen czasteczek biologicznych,
w tym RNA. Sugeruje si¢, ze oksydacyjne modyfikacje RNA moga by¢ jednym
z mechanizmow regulujacych szlaki przekazywania sygnatu. Co ciekawe, wykazano, ze
w nasionach stonecznika oksydacyjne modyfikacje dotycza mRNA kodujacego
okreslone biatka, co sugeruje, ze proces ten jest selektywny, a nie losowy. Jak do tej
pory nie znany jest jednak mechanizm predysponujgcy okreslone mRNA do
zwigkszonej czestosci zmian oksydacyjnych [Bazin i in. 2011]. By¢ moze RNA
kodujace czynniki transkrypcyjne DOF1 i MYBZ2 jest rowniez bardziej podatne na
uszkodzenia oksydacyjne, co moze prowadzi¢ do zmniejszonej ekspresji kodowanych
biatek np. poprzez szybsza degradacje¢ mRNA lub szybsze zakonczenie procesow

translacji.
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W celu sprawdzenia, czy wptyw generowanych przez NADPH oksydaza
reaktywnych formt tlenu na ekspresj¢ gendéw jest powigzany z nasileniem objawow
stresu oksydacyjnego zmierzono poziom produkowanych w wyniki peroksydacji
lipidow substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w kontrolnych
siewkach soi, a takze w siewkach traktowanych przez 3 godziny DPI i/lub roztworem
kadmu. Zawartos¢ TBARS pozostawata jednak na takim samym poziomie we
wszystkich opisanych wariantach eksperymentalnych (Ryc.36). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze RFT mogag by¢ indukowane przez kadm jeszcze przed 3 godzing dziatania
tego metalu cigzkiego. Dane literaturowe wskazuja, ze kadm moze wywotywac kilka fal
generowania RFT, przy czym najwcze$nicjsza ma miejsce juz W pierwszej godzinie
dziatania tego czynnika stresowego [Garnier 1 in. 2006]. Wykrycie wzrostu RFT moze
by¢ trudne rowniez ze wzgledu na fakt, Zze czasteczki te sa wysoce reaktywne.
W przypadku stabej, ale biologicznie istotnej indukcji, generowane RFT moga szybko
przereagowywac¢ z docelowymi elementami, ktorymi moga by¢ nie tylko lipidy, ale

takze biatka, kwasy nukleinowe, czy tez tlenek azotu.

5.4 Sygnalna funkcja tlenku azotu w roslinach poddanych dzialaniu

kadmu

Tlenek azotu moze wplywaé na regulacje ekspresji licznych genow
[Ahlfors i in. 2009, Badri i in. 2008, Besson-Bard i in. 2009]. W celu zbadania, czy ta
czasteczka sygnalna posredniczy roéwniez w zaleznej od kadmu indukcji badanych
genow (ACS, MAPKK2, NR, DOF1, MYBZ2 i DbZIP62), siewki soi traktowano
zmiataczem tlenku azotu, PTIO. Aplikacja PTIO skutkowata obnizeniem poziomu
ekspresji wszystkich genéw indukowanych przez kadm po 3 godzinach traktowania
CdCl, do poziomu obserwowanego w kontrolnych siewkach soi (Ryc.39). Po
6 godzinach traktowania PTIO nie zaobserwowano juz opisanego efektu - zamiatacz
tlenku azotu nie wptywal w istotny sposob na ekspresje badanych gendéw an
w kontrolnych siewkach soi, ani w siewkach soi poddanych dziataniu kadmu (Ryc.40).

Dostepne informacje sugeruja, ze NO zwigksza pobieranie kadmu,
najprawdopodobniej przez stymulacje ekspresji gendw powigzanych z transportem
zelaza [Arasimowicz-Jelonek i in. 2012, Besson-Bard i in. 2009, Chang i in. 2012,
Ma i in. 2010, Xu i in. 2011]. W celu sprawdzenia, czy obserwowany po 3 godzinach

niwelujacy wpltyw PTIO na indukcje badanych genow jest zwigzane z zahamowanym
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pobieraniem kadmu, oznaczono akumulacje tego metalu ciezkiego w korzeniach siewek
soi przy pomocy barwienia odczynnikiem Dithizone. Po 3 godzinach traktowania
zarowno korzenie siewek soi traktowane kadmem jak i korzenie siewek soi traktowane
kadmem i PTIO charakteryzowatly si¢ brgzowo-czerwonym zabarwieniem o podobnym
odcieniu (Ryc.41A), co $wiadczy o porownywalnej akumulacji kadmu w przypadku
obydwu wariantow eksperymentalnych. Po 6 godzinach korzenie siewek soi
traktowanych roztworem kadmu oraz korzenie siewek soi traktowane roztworem kadmu
1 PTIO barwily si¢ na brazowy kolor, jednakze w tym przypadku korzenie siewek
traktowanych roztworem kadmu i PTIO charakteryzowaly si¢ wyraznie jasniejszym
odcieniem (Ryc.41B). Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze po 3 godzinach NO nie
wplywa na akumulacje kadmu w korzeniach siewek soi, jednakze po 6 godzinach
zwigksza pobieranie tego metalu cigzkiego z otoczenia. Ponadto siewki soi traktowane
przez 24 godziny roztworem kadmu i PTIO charakteryzowaly si¢ wyzsza
przezywalnoscia, niz siewki soi traktowane tylko roztworem kadmu (Ryc.37 i 38).
Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, ze w bardzo
wczesnych godzinach trwania stresu kadmowego tlenek azotu posredniczy w indukcji
szeregu genOw powigzanych ze szlakami przekazywania sygnatlu, za§ w pdzniejszym
czasie zwigksza pobieranie kadmu ze Srodowiska przyczyniajac si¢ do rozwoju
toksycznych symptomow dziatania tego metalu cigzkiego, objawiajacych sig
zmniejszong przezywalnoscig komoérek. Wptyw tlenku azotu na zwigkszenie pobierania
kadmu oraz jego udzial w procesach programowanej $mierci zostal juz opisany
w roznych gatunkach roslin narazonych na dzialanie tego metalu cigzkiego
[Arasimowicz-Jelonek i in. 2012, Besson-Bard i in. 2009, Chang i in. 2012, De Michele
I in. 2009, Ma i in 2010, Xu i in. 2011Ye i in. 2013]. Natomiast niewiele wiadomo na
temat roli NO w regulacji ekspresji genéw modulowanych przez kadm. Istnieje kilka
mechanizmow, poprzez ktore tlenek azotu moze wplywaé na ekspresje genow. Do
bezposrednich efektow akumulacji NO nalezy nitrozylacja reszt cysteinowych biatek,
w tym czynnikdw transkrypcyjnych, mogaca przyczynia¢ si¢ do zahamowania ich
aktywnos$ci [Baudouin 2011]. Wykazano, ze nitrozylacja reszty cysteinowej w czynniku
transkrypcyjnym AtMYB2 prowadzita do zahamowania wigzania si¢ tego biatka do
DNA [Serpa i in. 2007]. Ponadto tlenek azotu moze reagowaé¢ z tlenem lub
anionorodnikiem ponadtlenkowym, prowadzacego do powstawania reaktywne formy
azotu (RNS): NO2, NOs i OONO'". Postuluje sie, ze sposrod wymienionych RNS,
przynajmniej OONO™ moze pehi¢ funkcje sygnalne [Corpas i in. 2008]. Interesujacych
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informacji dotyczacych regulacji ekspresji gendéw przez NO dostarczyly analizy
bioinformatyczne danych uzyskanych 2z doswiadczen przeprowadzonych na
rzodkiewniku. Wykazano, ze geny regulowane przez tlenek azotu czegSciej zawieraja
w sekwencjach promotorowych miejsca wigzania specyficznych czynnikow
transkrypcyjnych nalezacych do o$miu roznych rodzin, w tym do rodziny bZIP
i1 WRKY. Wyniki analiz sugeruja wiec, ze tlenek azotu moze regulowac ekspresje
gendéw za posrednictwem wymienionych czynnikéw transkrypcyjnych [Palmieri i in.
2008].
5.5 Wplyw chlorku kobaltu na odpowiedz roslin na dzialanie

kadmu

Tak jak to opisano w podrozdziale 5.2.1 etylen jest czgsteczkg sygnalng mogaca
regulowac ekspresje genow. W niniejszej pracy postanowiono sprawdzi¢, czy hormon
ten posredniczy w zaleznej od kadmu indukcji gendw kodujacych syntezg kwasu
1-aminocyklopropano-1-karboksylowego  (ACS), kinaz¢g kinazy aktywowanej
mitogenami2 (MAPKK?2), reduktaz¢ azotanowg (NR) oraz czynniki transkrypcyjne
DOF1, MYBZ2 i bZIP62.

Ze wzgledu na duze znaczenie ekonomiczne etylenu, powigzane z jego
udziatem w regulacji kwitnienia i dojrzewania owocow, opracowano szereg inhibitorow
dziatania tego hormonu. Dzieli si¢ je na inhibitory syntezy hamujgce aktywno$é
kluczowych enzymoéw szlaku biosyntezy etylenu oraz inhibitory percepcji, ktore
blokuja receptory tego hormonu. Do pierwszej grupy inhibitoréw zalicza
aminoetoksyglicyng (AVG) 1 kwas aminooksyoctowy (AOA) hamujace aktywnos¢
syntazy kwasu 1-aminocycklopropano-1-karboksylwoego (ACS) oraz jony kobaltu
hamujgce aktywno$¢  oksydazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego
(ACO). Przyktadami inhibitorow percepcji etyelnu sg 1-metylocyklopropen (1-MCP),
tiosiarczan srebra (STS), bicyklohepta-2,5-dien (NBD) i diazocyklopentadien (DACP)
[Serek i in. 2006]. Do badan przeprowadzanych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej wybrano chlorek kobaltu. Zaletami tego inhibitora sg niskie koszty i tatwo$¢
stosowania. Ponadto chlorek kobaltu byl stosowany we wczesniejszych
doswiadczeniach wykonywanych w Zaktadzie Ekofizjologii Roslin [Chmielowska
i Deckert 2008], jak rowniez w wielu badaniach przeprowadzonych w innych
laboratoriach na roznych gatunkach roslin, przy zastosowaniu réznych stezen i okreséw

traktowania (tabela 13).
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Tabela 13: Badania, w ktoérych zastosowano CoCl, jako inhibitor syntezy etylenu.

Gatunek rosliny Stezenie CoCl, | Okres traktowania Zrédlo
COC|2
Fasola 5, 10, 15, 20 25 uyM 6 dni Tamimi i Timko 2003
(Phaseolus vulgaris L.)
Ogorek 10 uM 48 godziny Changi in. 2010
(Cucumis sativus L.)
Jeczmien 10 uM 4 dni Locke i in.2000
(Hordeum vulgare L.)
Kultury in vitro papryki 50, 300, 500 uM 10-60 dni Santana-Buzzy i in.
(Capsicum chinense Jacq) 2006
Zawiesina kultur 100 uM 3,91 24 godziny Koehl i in. 2007

komorkowych tytoniu
(Nicotiana tabacum L.)

Gozdziki 15i3mM 1i2dni Kazemi i in. 2012
(Dianthus caryophyllus L.)

Fasola mung 1,10i 50 mM 12, 24 i 48 godziny Chaudhuri i Kar 2008
(Vigna radiate L.)

Zaskakujgcym wydaje si¢ fakt, ze w stosowanych w niniejszej pracy warunkach
doswiadczalnych CoCl;, nie hamuje biosyntezy etylenu ani w kontrolnych siewkach soi,
ani siewkach traktowanych roztworem kadmu w przeciagu 24 godzin (Ryc.42).
Prawdopodobnie hamujace dziatanie jonow kobaltu wymaga zastosowania wyzszych
stezen lub dhuzszych czaséw dzialania. W wigkszosci badan przeprowadzonych
w innych laboratoriach CoCl; byt aplikowany przez wiele dni [Chang i in. 2010, Locke
I in. 2000, Tamimi i Timko 2003, Santana-Buzzy i in. 2006]. Krotkie czasy traktowania
(3, 91 24 godziny) zastosowano w do$wiadczeniach przeprowadzonych na zawiesinie
komorkowej tytoniu, jednakze w tym przypadku aplikowano CoCl; w duzo wyzszym
stezeniu (100 puM), a hamujacy wplyw jonow kobaltu na synteze etylenu
zaobserwowano dopiero po 9 godzinach [Koehl i in. 2007]. Jest rowniez mozliwe, ze
w zastosowanych warunkach etylen jest syntetyzowany z pomini¢ciem udziatu
hamowanego przez jony kobaltu enzymu - oksydazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (ACC). Wykazano, ze w przypadku zranienia ACC moze by¢
utleniany nieenzymatycznie przez generowany w wyniku dziatania tego czynnika

stresowego anionorodnik ponadtlenkowy [Kumar i Knowles 2003].
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Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania wykazaty, ze CoCl, nie
wplywal rowniez na parametry wzrostowe siewek soi (tabela 11), ale przyczynia si¢ do
nasilenia toksycznych symptoméw dziatania kadmu, co objawialo si¢ zmniejszong
przezywalnoscig komorek (Ryc.43-44). Obserwowane zjawisko moze wynika¢ z faktu,
ze kobalt jest metalem cigzkim i moze roéwniez, tak jak i kadm, wywiera¢ toksyczne
efekty w roslinach. Wykazano, ze ekspozycja na ten metal prowadzi do zahamowania
wzrostu, degradacji barwnikow fotosyntetycznych, stresu oksydacyjnego i uszkodzen
DNA [Jaleeli in. 2009, Rastgoo i Alemzadeh 2011, Yildiz i in. 2009].

Traktowanie siewek CoCl, moduluje takze ekspresje szeregu genow
powiagzanych ze szlakami przekazywania sygnaléw zaréwno w kontrolnych siewakch
soi jak i siewkach traktowanych roztworem kadmu (Ryc.45-46). Zaobserwowano, ze
trzygodzinne traktowanie CdCl, i CoCl, prowadzi do niwelowania zaleznej od Cd
indukcji genu kodujacego kinazg kinazy aktywowanej mitogenami (Ryc.45B). Tak jak
to opisano w poprzednich rozdziatach bialka nalezace do MAPK stanowig wazny
element sygnalizacji komorkowej [Nakagami i in. 2005], a ich stymulacje
w odpowiedzi na kadm zaobserwowano u kilku gatunkow roslin [Agrawal i in. 2002,
Agrawal i in. 2003, Jonak i in. 2004, Liu i in. 2010, Ye i in. 2013]. Ponadto, wykazano,
7ze kinaza aktywowana mitogenami MPK®6, zidentyfikowana w rzodkiewniku,
uczestniczy w inicjacji zaleznej od kadmu programowanej $mierci komorek [Ye i in.
2013]. Zaobserwowane ostabienie indukcji genu MAPKK2 w odpowiedzi na dzialanie
CoCl, moze wigc prowadzic do =zaburzen szlakow przekazywania sygnatu
aktywowanych przez kadm i zaostrza¢ toksycznos¢ tego metalu ciezkiego. Traktowanie
siewek CoCl, potgegowalo takze zalezeng od kadmu indukcji genu kodujacego
reduktazg azotawnowa (NR) (Ryc.46B). Wzrost ekspresji genu NR moze prowadzi¢ do
wzrostu produkcji tlenku azotu. Nadmierna produkcja NO moze za$ nasila¢ toksyczne
symptomy dziatania kadmu poprzez zwickszenie pobierania tego metalu z podtoza
[Arasimowicz-Jelonek i in. 2012, Besson-Bard i in. 2009]. Aplikacja CoCl;, ostabiata
réwniez zalezng od kadmu indukcje gendéw kodujacych czynniki transkrypcyjne DOF1
i bZIP62 (Ryc.45C i 46D). Dane literaturowe opisane doktadniej w podrozdziale 5.2.6
sugeruja, ze wspomniane czynniki transkrypcyjne moga by¢ zaangazowane w regulacje
ekspresji genéw w odpowiedzi na dziatanie réznych warunkow stresowych. Ostabienie
zaleznej od Cd indukcji genéow DOF1 i bZIP62 moze wigc prowadzi¢ do zaburzen

w ekspresji innych genoéw indukowanych przez kadm.
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Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze CoCl; przyczynia si¢ do spotegowania
toksycznosci kadmu, przynajmniej czg¢sciowo poprzez modulacje sygnalizacji za
posrednictwem MAPK, NO i czynnikéw transkrypcyjnych DOF1 i bZIP62. Wywotane
efekty sa niezalezne od wplywu na biosynteze etylenu. Waznym wnioskiem
prowadzonych badan, jest stwierdzenie, ze CoCl, powinien by¢ stosowany jako
inhibitor syntezy etylenu z duza ostroznoscig, poniewaz trudno stwierdzi¢, czy
wywolywane przez niego efekty sa zalezne od hamujacego wptywu na produkcje

etylenu, czy tez od dziatania samych jonow kobaltu.

5.6 Podsumowanie: Model sygnalizacji komérkowej aktywowanej

w komorkach roslinnych przez kadm.

Wyniki badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
dostarczaja nowych elementéw do modelu sygnalizacji komoérkowej uruchamianej
w roslinach pod wptywem dzialania kadmu. W przeciagu 3 pierwszysh godzin dziatania
tego metalu cigzkiego dochodzi do wzrostu ekspresji genow kodujacych: syntaze
kwasu-1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS), kinaze kinazy aktywowanej
mitogenami2 (MAPKK2) oraz czynniki transkrypcyjne DOF1 i MYBZ2. W indukcji
wszystkich wymienionych genow posredniczy tlenek azotu, za$ generowane przez
oksydazg NADPH reaktywne formy tlenu wplywaja hamujaco na indukcje genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne DOF1 i MYBZ2. Wzrost ekspresji ACS skutkuje
zwigkszona produkcja etylenu zauwazalna juz po 5 godzinach dziatania CdCl..
W nadprodukcji tego hormonu moze rdéwniez uczestniczy¢ obserwowana
w odpowiedzi na dzialanie kadmu stymulacja genu MAPKK2. Wykazano, ze kinazy
aktywowane mitogenami wptywaja stabilizujaco na czasteczke¢ ACS. Po 6 godzinach
traktowania kadmem nadal obserwowany jest wzrost ekspresji genow ACS i DOF1 oraz
zwigkszona produkcja etylenu. Ponadto szeSciogodzinna ekspozycja na kadm skutkuje
indukcja ekspresji genéw kodujacych reduktaze azotanowg (NR) 1 czynnik
transkrypcyjny bZIP62. Stymulacja genu NR jest skorelowana ze wzrostem aktywnos$ci
reduktazy azotanowej odnotowanym po 7 i 8 godzinach traktowania CdCl,. Opisane

zdarzenia zostaly przedstawione na Ryc.51.
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Ryc.51: Schemat podsumowujacy wyniki uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej. Opis schematu

znajduje si¢ w tekscie.

Na podstawie przedstawionych powyzej wynikow oraz opisanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej wynikow uzyskanych w innych laboratoriach, mozna
zaproponowa¢ kompleksowy model sygnalizacji komérkowej uruchamianej w roslinach
we wczesnych godzinach odpowiedzi na dzialanie kadmu. Kadm przedostaje si¢ do
komorek poprzez transportery dla niezbednych pierwiastkéw takich jak Ca*, zn*,
Mn®* i Fe**. Akumulacja tego metalu cigzkiego w komoérkach prowadzi do aktywacji
fosfolipazy C, co skutkuje wzrostem poziomu inozytolo-3-fosforanu i uwalnianiem
z magazynow wewnatrzkomorkowych Ca*. Uwolnione jony wapnia oddziatujg
z takimi biatkami jak kalmodulina i kinazy zalezne od Ca® (CDPK), a takze
posredniczg w aktywacji oksydazy NADPH. Wzrost aktywnos$ci oksydazy NADPH
prowadzi do zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) przyczyniajacych
si¢ do stresu oksydacyjnego, ale rowniez uczestniczacych w szlakach przekazywania

sygnatéw. W zaleznym od kadmu generowaniu RFT udzial maja roéwniez uszkodzenia
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mitochondriow, zaburzenia w systemie antyoksydacyjnym i uwalniane przez Cd**
z czasteczek biologicznych metale aktywne oksydo-redukcyjnie takie jak Cu* i Fe®".
Zaréwno RFT jak i aktywowane przez jony wapnia CDPK posrednicza w stymulacji
kaskad kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK). Wymienione zdarzenia zachodza
bardzo wcze$nie w odpowiedzi na dzialanie kadmu. Wzrost poziomu cytozolowego
Ca’* oraz RFT zaobserwowano juz po kilku minutach dziatania tego metalu ciezkiego,
a aktywacje kaskad MAPK po 10-15 minutach. Kadm powoduje roéwniez wzrost
produkcji tlenku azotu. W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej wykazano, ze rowniez ta reakcja moze zachodzi¢ bardzo szybko, poniewaz
inhibitor NO wpywal na ekspresj¢ gendéw indukowanych przez kadm juz po
3 godzinach traktowania. W zalezno$ci od stgzenia w jakim obecny jest kadm
w srodowisku po okoto 5-9 godzinach dochodzi do zwigkszonej produkcji etylenu,
ktéra nadal wzrasta w przeciggu kolejnych kilkunastu godzin. Wszystkie wymienione
elementy, Ca®*, RFT, MAPK, NO i etylen, moga uczestniczy¢ w regulacji ekspresji
genéw, miedzy innymi poprzez modulacje aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych.
Dane literaturowe $wiadczg o tym, ze W regulacji ekspresji genow pod wplywem kadmu
uczestniczg czynniki transkrypcyjne nalezace do rodzin AP2/EREBP, MYB, WRKY
1 bZIP. Réwniez w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze kadm indukuje
ekspresj¢ czynnikow transkrypcyjnych MYBZ2 i bZIP62. Ponadto po raz pierwszy
udowodniono, ze kadm stymuluje ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego DOFI.
W regulacje ekspresji genow w ro$linach eksponowanych na kadm zaangazowanych

jest rowniez kilkanascie roznych czasteczek miRNA.
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Pomimo, ze dostepnych jest coraz wiecej informacji dotyczacych roslinnych
sieci sygnalnych zaangazowanych w przekazywanie ,kadmowego sygnatu” nadal
istnieje szereg intrygujacych, ale jak dotad stabo poznanych zagadnien:

» Wazng role w sygnalizacji komoérkowej uruchamianej pod wplywem
kadmu moga odgrywaé, oprocz etylenu, takze inne hormony ros$linne
I regulatory wzrostu takie jak kwas abscysynowy, jasmonowy
i salicylowy, a takze auksyny i poliaminy. Jednakze ich rola nie zostala
jeszcze dobrze poznana. Rowniez doswiadczenia dotyczace funkcji
etylenu podczas stresu kadmowego skupiaty si¢ na kilku aspektach
takich jak udziat tego hormonu w generowaniu reaktywnych form tlenu
1 programowanej S$mierci. Interesujacym byloby zbadanie wpltywu
etylenu na ekspresje genoéw i biatek.

» Dos$wiadczenia przeprowadzone na modelach zwierzgcych wykazatly, ze
istotng role w sygnalizacji komdrkowej uruchamianej przez kadm moga
odgrywac cykliczne nukleotydy oraz biatka wigzace GTP. Rola tych
elementow sygnalnych w odpowiedzi ro$lin na dziatanie kadmu nie
zostala jeszcze zbadana.

» Wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej doswiadczenia
sugeruja, ze na ekspresje genow W siewkach soi traktowanych kadmem
moga wplywac oksydacyjne modyfikacje RNA. Obecnie w Zaktadzie
Ekofizjologii Roslin prowadzone sg prace majace na celu potwierdzenie
postawionej hipotezy. Tematyka ta wydaje si¢ by¢ intrygujgca rowniez
ze wzgledu na fakt, ze pierwsze doniesienia o mozliwym udziale
oksydacyjnie uszkodzonych mRNA w regulacji ekspresji gendéw
w roslinach pojawity si¢ zaledwie dwa lata temu [Bazin i in. 2011].

» Zidentyfikowano szereg czynnikéw transkrypcyjnych indukowanych
przez stres kadmowy, jednakze, nieznane sg regulowane przez nie geny.
Zmiany w aktywnosci pojedynczego czynnika transkrypcyjnego moga
wptywaé na ekspresje wielu gendw powigzanych z nabywaniem przez
rosliny odpornosci. Ciekawym byloby wigc rowniez sprawdzenie
wplywu indukowanych czynnikoéw transkrypcyjnych na tolerancje roslin

na dziatanie kadmu.
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WNIOSKI

6. WNIOSKI

W ramach pracy doktorskiej zbadano wplyw dwoch stgzen jondéw kadmu
(10 mg L™ i 25 mg L™) na ekspresje pietnastu genéw powiazanych z roéznymi
szlakami przekazywania sygnatu. Uzyskane wyniku wskazujg, ze kadm
moduluje ekspresje wiekszosci badanych genow. Do genéw charakteryzujacych
si¢ najsilniejszg wzrostem ekspresji w odpowiedzi na dziatanie kadmu nalezg
geny kodujace syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS),
kinazg kinazy aktywowanej mitogenami (MAPKK?2), reduktaze azotanowg (NR)
oraz czynniki transkrypcyjne DOF1, MYBZ2 i bZIP62. Wigkszo$¢
indukowanych genow wykazywata wzrost ekspresji pod wplywem dziatania
wyzszego stezenia kadmu (25mg L?) po krotkich okresach ekspozycji
(316 godziny).

Sekwencj¢ promotorowe gendéw indukowanych przez kadm zawieraja szereg
elementow CiS powigzanych z odpowiedzia na czynniki stresowe oraz
sygnalizacjag za posrednictwem etylenu 1 kwasu abscysynowego. Wszystkie
indukowane przez kadm geny zawierajag w sekwencjach promotorowych miejsca
rozpoznawane przez czynnik transkrypcyjny DOF1. Promotor genu kodujacego
MAPKK2 zawiera elementy cis ACE i MRE powigzane z odpowiedzig ro$lin na

metale cigezkie.

Obydwa stosowane stezenia kadmu powoduja wzrost biosyntezy etylenu, co
wskazuje na korelacje pomiedzy wzrostem ekspresji syntazy kwasu
1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS) i aktywnos$cig tego enzymu.
Zaobserwowano rowniez pozytywna korelacje pomigdzy wzrostem ekspresji

genu kodujacego reduktaze azotanowa i aktywnoscig kodowanego enzymu.
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4, Badania przy zastosowaniu inhibitora tlenu azotu, PTIO wykazaly, ze NO

6.

7.

posredniczy w stymulacji ekspresji wszystkich genow indukowanych przez
kadm po 3 godzinach dziatania CdCly, czyli genéw kodujacych ACS, MAPKK?2
oraz czyniki transkrypcyjne DOF1 i MYBZ2 Tlenek azotu wptywa rowniez na
zwigkszenie pobierania kadmu po 6 godzinach traktowania roztworem kadmu
1 zmniejsza przezywalno$¢ komorek siewek soi traktowanych roztworem kadmu

przez 24 godziny.

Generowane przez oksydaze¢ NADPH reaktywne formy tlenu oslabiajg zalezna
od kadmu indukcj¢ gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne DOF1 i MYBZ2
po 3 godzinach traktowania.

W  stosowanym uktadzie doswiadczalnym chlorek kobaltu nie hamuje
biosyntezy etylenu, ale moduluje ekspresj¢ genow kodujacych kinaze kinazy
aktywowanej mitogenami 2, reduktaze azotanowa oraz czynniki transkrypcyjne
DOF1 1 bZIP62, a takze zmniejsza przezywalnos¢ komorek siewek soi

poddanych dziataniu kadmu.

Uzyskane wyniki §wiadcza o tym, ze etylen, tlenek azotu, kaskady kinaz
aktywowanych mitogenami oraz czynniki transkrypcyjne DOF1, MYBZ2
I bZIP62 odgrywaja istotna rolg w szlakach przekazywania sygnatlu
aktywowanych przez kadm w siewkach soi.
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ANEKS

Elementy cis w sekwencjach promotorowych genéw indukowanych przez kadm.

Tabela 14: Sekwencje promotorowe oraz wyszukanymi elementy cis. Elementy cis zaznaczone pogrubiong czcionkg sa zaangazowane w odpowiedz ro$lin na dziatanie
hormonéw ro$linnych lub czynnikoéw stresowych. Litery zapisane matym drukiem oznaczaja nie dopasowane nukleotydy. Skroty literowe: A — adenine, C — cytozyna, G —

guanine, T — tymina, R — puryna, Y — pirymidyna, W — adenina lub tymina, D- adenina tymina lub guanina, H — nie guanina, N — jakikolwiek nukleotyd.

Element cis Sekwencja Pozycja Powiazany czynnik transkrypcyjny

Gen kodujacy syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACS), Soybase: Glyma05937410

RAV1a CAACA -952 RAV1

Dof1 BSopt WAAAG -935 DOF1
S-box TTTAA -910 nieznany czynnik jadrowy

TAACAAA box TAACAAA -900 GAmyb

CHR TTTGAA -891 nieznany czynnik jadrowy
S-box TTTAA -873 nieznany czynnik jadrowy
S-box TTTAA -866 nieznany czynnik jadrowy

OBF5 BS atcttatgtcattgaTGACGacctcc -851 OBF5
as-1 LM aaaTGACGaaaatgc -839 nieznany czynnik jadrowy
as-1 LM tAATGACGAAAAcaC -836 nieznany czynnik jadrowy
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Dofl BSopt
ATHB-2 BE

C2b-BS

G-box motif
G-box

Motif j/k

Emla
Emib

Box 1 homolog

WAAAG
TAATRATTA

CtccACGTGgt

cTACGTGgcca
cACGTG

tACGTG

ACGTGgcge

ACGTGccegce

TCTCACtcACTA

ANEKS

-810

-756

-672

-670

-669

-669

-668

-668

-532

DOF1
Biatko ATHB-2

czynnik jadrowy specyficzny dla korzeni
(root-sepcific nuclear factor)

nieznany czynnik jadrowy
TAF-1

czynnik jadrowy specyficzny dla epikotylu
(epicotyl-specific nuclear factor)

EmBP-1
EmBP-1

czynnik jadrowy specyficzny dla epikotylu
(epicotyl-specific nuclear factor)

Gen kodujacy dekarboksylaze S-adenozylometioniny (SAMDC), Soybase: Glyma02g14180

E2fb
Dofl BSopt

"ACTTA" motif

-141 sequence

TTTGCCGC
WAAAG

ACTTTA

gcttttgaTGACt T caaacac

170

-547
-441

-430

-393

E2F
DOF1

NtBBF1, DOF transcriptiob factor

TGAla; PG13;



ANEKS

Dofl BSopt WAAAG -364 DOF1

SEF4 BS gcaTTTTTatca -339 SEF4

SEF4 BS gcaTTTTTatca -337 SEF4

AT-1(2) AattATTTTTALt -319 AT-1
SEF4 BScons RTTTTTR -315 SEF4

AT-1 (1) gaaaattttaat ATTT T T Atttagtatt -278 nieznany czynnik jadrowy

AT-1(3) AattATTTTTAaa -270 nieznany czynnik jadrowy
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AT-1(2)
AT-1 (4)
SEF4 BS
SEF4 BScons
S-box
S-box

DNase | footprint

Sph

Legumin box; RY4; A flowering
promoting gene from Oryza sativa

Dofl BSopt
SEF3 BS
SEF4 BS
SEF4 BS
SEF4 BS
SEF4 BS
SEF4 BS

AattATTTTTALt

aatATTTTTAtc

gcaTTTTTatca

RTTTTTR

TTTAA

TTTAA

CTGGcCCCaCC

Gen kodujacy reduktaze azotanowa (NR), Sybase: Glyma06g11430

ANEKS

-270

-269

-268

-266

-244

-231

-216

tCATGCATGg
CATGCATG

WAAAG
AACCCA
gcaTTTTTatca
gcaTTTTTatca
gcaTTTTTatca
gcaTTTTTatca
gcaTTTTTatca

172

-799
-798

-396
-363
-306
-305
-304
-303
-302

AT-1

nieznany czynnik jadrowy

SEF4

SEF4

nieznany czynnik jadrowy

nieznany czynnik jadrowy

CPRF1

PvAIf

nieznany czynnik jadrowy; OsLFL1

DOF1
SEF3
SEF4
SEF4
SEF4
SEF4
SEF4



ANEKS

AT-1 (1) gaaaattttaat ATTTT T Atttagtatt -290 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 cttaatatATTTT T Aattattttattctcttaa -286 AT-1
AT-1 (1) gaaaattttaat ATTTT T Atttagtatt -284 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 aattATTTTTALt -282 AT-1
AT-1(2) AattATTTTTAaa -282 nieznany czynnik jadrowy
AT-1(3) aatATTTTTALt -281 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 (4) aatATTTTTAtc -281 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 cttaatatATTTT T Aattattttattctcttaa -280 AT-1
SEF4 BS gcaTTTTTatca -280 SEF4
SEF4 BScons RTTTTTR -278 SEF4
AT-1 aattATTTTTALt -276 AT-1
AT-1(2) aattATTTTTAaa -276 nieznany czynnik jadrowy
AT-1(3) AatATTTTTALt -275 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 (4) aatATTTTTAtc -275 nieznany czynnik jadrowy
SEF4 BS gcaTTTTTatca -274 SEF4
SEF4 BScons RTTTTTR -272 SEF4
S-box TTTAA -269 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 (1) gaaaattttaat ATTTT T Atttagtatt -214 nieznany czynnik jadrowy
S-box TTTAA -214 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 cttaatatATTTT T Aattattttattctcttaa -210 AT-1
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AT-1 (1)
AT-1
AT-1(2)
AT-1(3)
AT-1 (4)
AT-1
SEF4 BS
SEF4 BScons
AT-1
AT-1(2)
AT-1(3)
AT-1(4)
SEF4 BS
SEF4 BScons
S-box
CArG3 (AGL3)

S-box
SEF4 BS
SEF4 BScons

ANEKS

gaaaattttaatATTTTTAtttagtatt

AattATTTTTALt
aatATTTTTAaa
aatATTTTTALt
aatATTTTTAtc

cttaatatATTTT T Aattattttattctcttaa

gcaTTTTTatca
RTTTTTR
aattATTTTTALt
AatATTTTTAaa
aatATTTTTALt
aatATTTTTAtc
gcaTTTTTatca
RTTTTTR
TTTAA
CTWWWWWWGT

TTTAA
gcaTTTTTatca
RTTTTTR

174

-208
-206
-206
-205
-205
-204
-204
-202
-200
-200
-199
-199
-198
-196
-193
-176

-151
-127
-125

nieznany czynnik jadrowy
AT-1
nieznany czynnik jadrowy
nieznany czynnik jadrowy
nieznany czynnik jadrowy
AT-1
SEF4
SEF4
AT-1
nieznany czynnik jadrowy
nieznany czynnik jadrowy
nieznany czynnik jadrowy
SEF4
SEF4

nieznany czynnik jadrowy

AGL3; MADS-box containing positively

transcription factor
nieznany czynnik jadrowy
SEF4
SEF4



ANEKS

Gen kodujacy kinaze kinazy aktywowanej mitogenami2 (MAPKK?2). Soybase: Glymal7006020

ACEL1-like
MRE-like
SEF4 BS
SEF4 BS
SEF4 BS

S-box
SEF4 BS
SEF4 BS

TAACAAA box
AT-1(2)

Dofl BSopt

AT-1

AtMYBT77 BS

Myba

Dofl BSopt

Alfinl BS2

WB

Zf-box

HTHNNGCTGD
TGCRCNC
gcaTTTTTatca
gcaTTTTTatca
gcaTTTTTatca
TTTAA
gcaTTTTTatca
gcaTTTTTatca
TAACAAA
AtATTTTTAaa
WAAAG
cttaatatATTTTTAattattttattctcttaa
rdygRCRGTTRS
CGGTTG
WAAAG
GTGGNG
TTTGACT
TTGACT

175

-930
-552
-387
-386
-385
-375
-353
-352
-324
-323
-320
=319
-315
-310
-302
-272
-257
-256

nieznany czynnik jadrowy
nieznany czynnik jadrowy
SEF4
SEF4
SEF4
nieznany czynnik jadrowy
SEF4
SEF4
GAmyb
nieznany czynnik jadrowy
DOF1
AT-1
AtMYBT77
Myb
DOF1
Alfinl
WRKY1

nieznany czynnik jadrowy



ANEKS

Dof1 BSopt WAAAG -243 DOF1
C2b-BS ctccACGTGgt -220 root-sprcific nuclear factor(s)
G/A-box tGATACGTGGTt -220 STF1/HY5
G-box motif cTACGTGgcca -218 nieznany czynnik jadrowy
G-box cACGTG -217 TAF-1
Motif j/k tACGTG -217 epicotyl-specific nuclear factor
Motif j/k TACGTG -217 epicotyl-specific nuclear factor
Emla ACGTGgcge -216 EmBP-1
Emlb ACGTGccgce -216 EmBP-1
AT-1 (1) gaaaattttaat ATTTT T Atttagtatt -211 nieznany czynnik jadrowy
SEF4 BS gcaTTTT Tatca -210 SEF4
AT-1 cttaatatATTTT T Aattattttattctcttaa -207 AT-1
AT-1(2) aattATTTTTALt -203 AT-1
AT-1(2) aattATTTTTAaa -203 nieznany czynnik jadrowy
AT-1(3) aatATTTTTALt -202 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 (4) aatATTTTTAtC -202 nieznany czynnik jadrowy
SEF4 Bscons RTTTTTR -199 SEF4
ECE2 atccattcTATATAAGaaacata -196 nieznany czynnik jadrowy
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ANEKS

Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny, Soybase: DOF1 Glymal3942820

Dof1 BSopt WAAAG -27 DOF1
ABRE GTACGTGGgGC 176 nieznany czynnik jadrowy
Box |11 GTACGTGG -176 unknown noncooperative nuclear factor
Emlb CACACGTGtC -197 EmBP-1 (+VP1)
G-box cACACGTGTC -197 nieznany czynnik jadrowy
HSE4 GAATAATTC -216 HsfA2
NDE Box 3 GGTCCCAT -320 nieznany czynnik jadrowy
Box B AAACGAQALCGTTT -348 unknown nuclear protein
AT-rich FF1 TgcATaTtATTATTATTATA G nieznany czynnik jadrowy
CArG box; EM1 (CArG box 1) CCTTTTTTGG -841 FLC; MADS box proteins

Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny DOF1, Soybase:Glymal5g02620

B2 CTTGTCGTCA -35 nieznany czynnik jadrowy

ABRE GCaACTTGTC ABI3
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ANEKS

Dof1 BSopt WAAAG -56 DOF1
Dof1 BSopt WAAAG -132 DOF1
Dof1 BSopt WAAAG -151 DOF1
PacC BS1 AACGTGGGGGaA -790 PacC
Alfinl BS2 AACGTGGGGGaA -790 Alfinl
At-TCP20 ("TCP domain" transcription GGCCgA---ACCCTAA -800 Box Il/telo-box (motifs 2 & 3)
factor)

Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny MYBZ2. Soybase: Glymall1g11450

CRAL-11I AtGTCTTTTaACTaG -930 CRAL-11I
Al aaggtgatcatagagcaTATTATAagagagtgaaaactaatgg -680 nieznany czynnik jadrowy
SEF4 BS gcaTTTTTatca -674 SEF4
SEF4 BS gcaTTTTTatca -673 SEF4
SEF4 BS gcaTTTTTatca -672 SEF4
CHR TTTGAA -643 nieznany czynnik jadrowy
T-box AACGTT -590 bZIP factor
S-box TTTAA -585 nieznany czynnik jadrowy
ERE2 ttGGTCAatTc -560 nieznany czynnik jadrowy
ERE1 tGGTCAatTc -559 nieznany czynnik jadrowy
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WA
A/T-rich BOX1
Dofl BSopt
E-region
ATMYC BS
RY
RY
SEF4 BS
SEF4 BS
S-box

-141 sequence

hex3

CE3
AT-1 (4)
S-box
SEF4 BS
SEF4 BS
SEF4 BS
S-box

ANEKS

GGTCAAA -558 WRKY1
ATAATAAAA -546 PCF1
WAAAG -541 DOF1
aagccaagcecgccaagT TGatcegtT T Gatcge -536 CCAl
CACATG -507 rd22BP1 (MYC)
caTGCAC -505 nieznany czynnik jadrowy
CATGCA -505 ABI3
gcaTTTTTatca -483 SEF4
gcaTTTTTatca -482 SEF4
TTTAA -477 nieznany czynnik jadrowy
gcttttgaTGACtTcaaacac -430 TGAla; PG13

Gen kodujacy czynnik transkrypceyjny bZIP62, Soybase: Glyma06g08390

GGACGgGTGtC -990 (activating sequence factor 1); hex-1-spesific
binding factor of tob
GACGgGTGTC -989 TRAB1
AATATTTTTATC =174 nieznany czynnik jadrowy
TTTAA -604 nieznany czynnik jadrowy
gcaTTTTTatca -558 SEF4
gcaTTTTTatca -557 SEF4
gcaTTTTTatca -556 SEF4
TTTAA -551 nieznany czynnik jadrowy
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ANEKS

SEF4 BS gcaTTTTTatca -530 SEF4
SEF4 BS gcaTTTT Tatca -529 SEF4
AT-1(1) gaaaattttaatATTTT T Atttagtatt -528 nieznany czynnik jadrowy
SEF4 BS gcaTTTTTatca -528 SEF4
SEF4 BS gcaTTTT Tatca -527 SEF4
SEF4 BS gcaTTTT Tatca -526 SEF4
AT-1 cttaatatATTTT T Aattattttattctcttaa -524 AT-1
AT-1(2) aatATTTTTAaa -520 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 (2) aattATTTTTALt -520 AT-1
AT-1(3) AatATTTTTALt -519 nieznany czynnik jadrowy
AT-1 (4) aatATTTTTALC -519 nieznany czynnik jadrowy
SEF4 BS gcaTTTT Tatca -518 SEF4
SEF4 BScons RTTTTTR -516 SEF4
SEF4 BS gcaTTTTTatca -504 SEF4
SEF4 BS gcaTTTT Tatca -503 SEF4
S-box TTTAA -498 nieznany czynnik jadrowy
S-box TTTAA -453 nieznany czynnik jadrowy
S-box TTTAA -422 nieznany czynnik jadrowy
ATHB-2 BE TAATRATTA -415 ATHB-2 protein
SEF4 BS gcaTTTTTatca -409 SEF4
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ANEKS

AT-rich G GTATTTT -377 nieznany czynnik jadrowy

BC-2 AaTTtAGCCCcAACC -275 Unknown transcription factor

G-box ACACGTGaC -169 GBF

GCC box CAAGIGCCGCC -97 AtEBP

GCC box; MBSII; GCCGCC-ERE GCCGCC -92 Pti4; Pti4/5/6
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