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1.1 Analiza funkcjonalna genéw - strategia odwrotnej genetyki

Jednym z obszaréw zainteresowania kierowanego przez prof. dr hab. Grzegorza
Jackowskiego zespotu badawczego (funkcjonujgcego w ramach Zaktad Fizjologii Roslin
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu), w ktérym miatam mozliwos¢
przeprowadzenia badan, sg funkcje proteaz chloroplastowych Arabidopsis thaliana.
Wsréd podejsé metodycznych wykorzystywanych przez nasz zespdt do rozszyfrowywania
funkcji chloroplastowych enzyméw proteolitycznych A. thaliana centralng pozycje
zajmuje strategia badawcza okreslana jako odwrotna genetyka. Strategia odwrotnej
genetyki jest jednym z filarow genomiki funkcjonalnej, ktérej celem jest globalna
funkcjonalna charakterystyka genoméw; w przypadku A. thaliana wsparta ogromna
kolekcjg mutantéw insercyjnych (Azpiroz-Leehan i Feldmann, 1997; Krysan i wsp., 1999;
Parinov i wsp., 1999; Speulman i wsp., 1999; Tissier i wsp., 1999; Parinov i Sundaresan,
2000; Sussman i wsp., 2000).
Odwrotna genetyka odwraca klasyczny tok postepowania badawczego genetyki,
polegajagcy na identyfikowaniu genu odpowiedzialnego za okreslong, precyzyjnie
zdefiniowang ceche fenotypowsq. Strategia odwrotnej genetyki zmierza do odkrywania
funkcji dobrze scharakteryzowanych, w petni zsekwencjonowanych gendw poprzez
analize efektéw fenotypowych mutacji wprowadzonych do tych gendw, prowadzacych
do catkowitej inaktywacji, badZz zmniejszenia poziomu ekspresji. Narzedzia
wykorzystywane do tworzenia populacji mutantéw obejmujg metody, ktére indukujg
mutacje w sposob losowy (nie umiemy przewidzie¢ z géry, jaki gen zostanie zmutowany):
mutageneze fizyczng (promieniowanie jonizujace — X, y, a, B, protony oraz neutrony;
elektromagnetyczne i ultrafioletowe), chemiczng (np. zwigzki alkilujgce; EMS)
i genetyczng (np. mutageneza insercyjna) i genetyczne metody mutagenezy
ukierunkowanej (do scisle okreslonego genu zostaje wprowadzona S$ci$le okreslona
mutacja).

Mutageneza insercyjna jest podejsciem opartym na transformacji roslin
rzodkiewnika zawiesing bakterii glebowych Agrobacterium (gtéwnie A. tumefaciens, duzo

rzadziej - A. rhizogenes). A. tumefaciens to bakteria patogenna, wykazujacg zdolnos¢



Wstep

do infekcji systemu korzeniowego wielu gatunkéw roslin (w tym A. thaliana) oraz
integracji z DNA komodrek gospodarza odcinka dwuniciowego DNA o dtugosci ok. 20 kpz
(okreslanego jako T-DNA), wchodzgcego w sktad struktury wtasnego plazmidu Ti
(struktura kolista, dwuniciowa o dtugosci ok. 200 kpz). W warunkach naturalnych
integracja T-DNA z genomem gospodarza i ekspresja informacji genetycznej zawartej w T-
DNA prowadzi dotransformacji komérek gospodarza (Hwang i wsp., 2010),
niekontrolowanego wzrostu komérek korzenia, czego koncowym efektem jest powstanie
specyficznych, chorobowych narosli (guzow, tumordw) okreslanych w jezyku angielskim
jako crown-galls. T-DNA zawiera geny kontrolujgce synteze auksyn i cytokinin, ktérych
ekspresja prowadzi do zaburzenia réwnowagi hormonalnej i utworzenia wspomnianych
nowotworowatych narod$li w miejscu zakazenia. Poza nimi zawiera takie geny
kontrolujgce synteze opin — produktow kondensacji aminokwasow z ketokwasami
i cukrami (opiny sg wykorzystywne przez A. tumefaciens jako zrédto azotu i energii -
Akiyoshi i wsp., 1984, Schroder i wsp., 1984). W proces integracji T-DNA z genomem
gospodarza zaangazowane s3
a) dwa powtodrzenia sekwencji granicznych (tzn. znajdujgcych sie na lewej - LB i prawej
- RB - granicy miedzy T-DNA i resztg sekwencji plazmidu Ti) o dtugosci 24-25pz,
b) geny wirulencji (Vir) o dtugosci ok. 30-40 kpz, zlokalizowane w obrebie Ti, ale poza
T-DNA. Geny wirulencji sg zgrupowane w szes¢ operonow (Vir A - E oraz VirG)
i niosg informacje o czynnikach wirulencji niezbednych dla dojscia do skutku
sekwencji wydarzen prowadzacych do transformacji komérek gospodarza, tzn.
syntezy widkienek celulozowych, ktére tgczg komdrke A. tumefaciens z komadrka
gospodarza, powstania specyficznych pili niezbednych do wprowadzenia T-DNA
do cytoplazmy komérki gospodarza, wyciecia T-DNA i utworzenia przez ten odcinek
kompleksu T-DNA/biatko umozliwiajgcego wprowadzenie T-DNA do jadra
komdrkowego i integracje z genomem gospodarza (Gelvin, 2009),
c) geny zlokalizowane poza plazmidem Ti.
Warto doda¢, ze plazmid Ti zawiera takze rejon ORI (origin of replication), ktérego
zadaniem jest kontrola namnazania plazmidu.
Komérki A. tumefaciens wnikaja do korzeni roslin-gospodarzy przez zranione tkanki.
Na skutek zranienia komérek gospodarza indukowane jest wydzielanie zwigzkéw

fenolowych, bedacych induktorami gendw Vir, a przytgczone do komdrek roslinnych
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komorki bakteryjne zaczynajg wydzielaé biatka VirA, ktore aktywujg biatka VirG, a dzieki
nim z kolei aktywowane sg pozostate geny wirulencji zlokalizowane w plazmidzie Ti
(Shimoda i wsp., 1990, Winans i wsp., 1988). W sytuacji, gdy w otoczeniu jest mate
stezenie zwigzkéw fenolowych, biatko VirA  wspdtpracuje z transporterem
monosacharydéw ChvE, ktéry uwrazliwia VirA na zwigzki fenolowe (McCullen i Bins,
2006). VirD1 i VirD2 (endonukleazy) poprzez naciecie jednej nici DNA wycinajg T-DNA
z plazmidu Ti w obszarze LB, a do miejsca naciecia przyfaczajg sie VirD2 i VirE2 tworzac
biatkowo-nukleinowy kompleks T, zawierajgcy jadrowe sekwencje sygnalne NLS (nuclear
localization signal), odpowiedzialne za transport DNA do jadra komorki roslinnej. VirD2
moze asocjowac z biatkami roslinnymi - importynami a (Gelvin, 2003). Kompleks T-
DNA/biatko przenoszony jest kanatem transferowym utworzonym z biatek VirB i VirD4,
aproces ten jest stymulowany przez produkty gendow VirCl1 i VirC2. W proces
przenoszenia T-DNA oprdcz gendw plazmidowych zaangazowane sg takize geny chv
(chromosomal virulence) zlokalizowane w chromosomie gtéwnym bakterii - przede
wszystkim chvA, chvB i pscA, ktére odpowiedzialne sg za synteze i sekrecje B-1,2
glukanow oraz inne geny (cel, att, ChvE, chvD, acvB) - biorg one udziat w kontroli adhezji
komérek bakteryjnych do powierzchni rosliny (Gelvin, 2003, McCullen i Binns, 2006).

W proces integracji T-DNA z genomem roslinnym zaangazowane sg biatka kompleksu T-
DNA - VirD2, VirE2 (Lacroix i wsp., 2006), VirE3 i VirF (Citovsky i wsp., 2007) wraz
z biatkami  jadrowymi gospodarza, m.in. AtKu80 i ligazami DNA. Po syntezie
komplementarnej nici DNA dochodzi do integracji (o charakterze rekombinacji
nieuprawnionej), ktdéra zachodzi przede wszystkim w aktywnych transkrypcyjnie
regionach genomu biorcy (McCullen i Binns, 2006) (Pitzschke i Hirt, 2010).

W eksperymentalnej mutagenezie insercyjnej rosliny A. thaliana transformuje sie
komdrkami A. tumefaciens w bardzo istotny sposéb zmienionymi genetycznie w stosunku
do szczepu dzikiego. Stosuje sie mianowicie tzw. binarny system genetyczny powstaty
przez umieszczenie T-DNA oraz gendéw Vir w dwéch odrebnych replikonach (wektorach).
Binarny system genetyczny wspottworzg: wektor binarny (zawierajgcy rejon T-DNA
i umozliwiajgcy jego replikacje w komdrkach zaréwno pro-, jak i eukariotycznych)
(Bulgakov i wsp., 2006 ) i wektor pomocniczy (vir helper, zawierajacy geny wirulencji) (Lee
i Gelvin, 2008, O’Malley i Ecker, 2010). Integracja T-DNA wchodzgcego w skfad wektora

binarnego do DNA gospodarza prowadzi do powaznych zaktécen pracy polimerazy Il RNA,
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ktérych skutki moga byé réozne i polegac na: efekcie knock-out (= null) (catkowita utrata
ekspresji przez gen ze wstawkg T-DNA), efekcie knock-down (obnizenie ekspresji genu
ze wstawkag T-DNA), efekcie knock-on (wzmocnienie ekspresji genu ze wstawka T-DNA
zawierajgcg dodatkowo silny promotor 35S CaMV) oraz knock-knock (zmiana ekspresji
wielu gendéw) (Krysan i wsp., 1999, Azpiroz-Leehan i Feldmann, 1997). Oczywiscie
do realizacji zadan badawczych, jakie stawia przed sobg nasz zespdt wykorzystujemy
wytgcznie mutanty knock-out (= null) oraz knock-down.

Na rysunku 1 przedstawiono schemat etapdw sktadajgcych sie na proces konstruowania
mutantow insercyjnych A. thaliana z wykorzystaniem systemu binarnego A. tumefaciens.
Mutanty insercyjne sg produkowane na masowg skale przez centra biotechnologiczne
(np. Nottingham Arabidopsis Stock Center - NASC), a badacze, w tym cztonkowie naszego
zespotu, zakupujg gotowe zmutowane linie A. thaliana jako nasiona, z ktdrych hoduje sie
dojrzate rosliny przeznaczone do badan (po homozygotyzacji, jesli okaze sie ona

niezbedna).
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CON
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t ki ja Vi
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Rys. 1 Schemat transformacji roslin A. thaliana przez A. thumefaciens z wykorzystaniem systemu
binarnego, wykonywanej w $wiatowych centrach biotechnologicznych (na podstawie Pitzschke
i Hirt, 2010).
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Analizy cech fenotypowych stanowigce element postepowania badawczego
zwigzanego ze stosowaniem strategii odwrotnej genetyki mogg by¢ prowadzone
na poziomie transkryptomu, proteomu, komdérkowym, tkankowym, czy organizmalnym.
W tym ostatnim przypadku dotyczy¢ mogg one np. cech zarejestrowanych po osiggnieciu
przez rosline okreslonej fazy ontogenezy, ale tez cech zwigzanych z przebiegiem
ontogenezy. Wielkoskalowe analizy fenotypowe polegajg na jednoczesnej poréwnawczej
analizie wielu cech roslin szczepu dzikiego (WT) i mutantdéw insercyjnych, i wymagajg
zastosowania wysokoprzepustowych, zautomatyzowanych platform fenotypujacych, np.
Phenoscope (Tisné i wsp., 2013) czy PHENOPSIS (Granier i wsp., 2006). Nasz zespot
badawczy nie dysponuje takimi urzgdzeniami, dlatego szukajgc za pomocg strategii
odwrotnej genetyki funkcji genéw kodujacych proteazy chloroplastowe prowadzimy
analizy fenotypowe mutantow insercyjnych A. thaliana (z obnizonym poziomem ekspresiji
genow kodujgcych proteazy chloroplastowe) w znacznie mniejszej skali niz jest to mozliwe

z uzyciem zautomatyzowanych platform.

1.2 Regulacyjna rola hydrolizy bialek katalizowanej przez proteazy
Proteoliza uwazana jest za istotny czynnik wptywajgcy na strukture i funkcje
organizmu roslinnego w zmieniajgcych sie warunkach srodowiskowych i w zmiennym
kontekscie ontogenetycznym (Pesquet, 2012). Regulacyjna hydroliza biatek katalizowana
przez enzymy proteolityczne jest bezposrednio lub posrednio zaangazowana w wiekszos¢
procesow komadrkowych roslin (Schaller, 2004) - jest elementem obrotu metabolicznego
biatek, waznym sktadnikiem systemu kontroli jakosci biatek oraz odgrywa istotng role
w przebiegu szlakéw sygnalizacyjnych uruchamianych w odpowiedzi na dziatanie
rozmaitych bodzcéw egzo- i endogennych oraz regulujagcych wiele waznych proceséw
komodrkowych (m. in. ekspresje gendéw, cykl komérkowy, rdznicowanie, kierowanie
i sortowanie biatek, przebieg programowanej $mierci komdrkowej). Kontrola jakosci
biatek polega gtéwnie (cho¢ nie wytacznie) na hydrolizie tych biatek, ktére zostaty
uszkodzone albo na skutek mutacji, albo kontaktu rosliny z czynnikami stresowymi,
wzglednie sg syntezowane w nadmiernych ilosciach, badzZ sg sortowane do niewtasciwego
przedziatu komérkowego. Z kolei kontrola obrotu metabolicznego biatek przejawia sie
hydrolizg biatek, ktére w okreslonym kontekscie czasoprzestrzennym przestaty by¢

potrzebne. Aminokwasy pozyskane w toku obrotu metabolicznego s3 niezbedne
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dla syntezy nowych biatek zuzywanych w procesach permanentnej budowy i przebudowy
komérek. Proteazowa baza danych MEROPS (wersja 9.12) wymienia dla A. thaliana az 745
biatek jako potwierdzone lub prawdopodobne enzymy proteolityczne, co stanowi ok. 3%

proteomu tego taksonu.
1.3 Klasyfikacja proteaz

1.3.1 Definicja Kklas, podklas, pod-podklas, klanéw, rodzin i podrodzin
Oficjalny podziat enzymow proteolitycznych na podstawowe jednostki, tzn. klasy,
wynika z regulacji zawartych w Enzyme Commision List of Nomenclature Committee of
IUBMB i opiera sie na typie katalizowanej reakcji. W oparciu o to kryterium wyrdznia sie
nastepujgce klasy enzymdw: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy,
ligazy. Wedtug tej listy proteazy (w tym chloroplastowe) nalezg do klasy hydrolaz (EC 3),
tzn. enzymodw katalizujgcych rozktad wigzan chemicznych na drodze hydrolizy, ktérych
dziatanie mozna przedstawi¢ w postaci zapisu: AB + H,O - A-H + B-OH. Jest to jedyna
klasa enzymow, ktérej przedstawiciele nie wymagajg dla swojej aktywnosci
wspotdziatania ze strony koenzymoéw. Wedtug Enzyme Commision List of Nomenclature
Committee of IUBMB hydrolazy dzielg sie na podklasy, wsrdod ktérych oprdocz proteaz
wyrdznia sie: m. in. esterazy, glikozydazy, nukleazy, amylazy, amyloglukozydazy,
inwertazy, fosfatazy, lipazy. Kazdy enzym jest kodowany w tym systemie jako zestaw
czterech cyfr/liczb rozdzielonych kropkami, z ktérych pierwsza okresla klase, druga
podklase, trzecia pod-podklase, a czwarta numer kolejny enzymu w jego pod-podklasie.
Niezaleznie od istnienia powyzszego, oficjalnego systemu klasyfikacyjnego
funkcjonuje ,nieoficjalny” system klasyfikacji enzymdw proteolitycznych (zastosowany
do konstrukcji wspomnianej wczesniej bazy proteazowej MEROPS), w ramach ktérego
proteazy dzieli sie na klasy (ktdre majg zatem zupetnie inny sens niz w przypadku systemu
oficjalnego), klany, rodziny i podrodziny. Podstawg wyrdzniania klas w tym systemie sg
cechy budowy centrum katalitycznego, a mianowicie aminokwasy (lub dwuwartosciowe
jony metali), ktére odgrywaja kluczowa role w katalizowaniu reakcji hydrolizy. Zgodnie
z t3 metodg klasyfikacji wyrdznia sie 9 klas enzymoéw proteolitycznych: asparaginylowe,
aspartylowe, cysteinowe, glutamylowe, serynowe, metaloproteazy, mieszane, treonylowe
oraz takie, ktérych budowa centrum katalitycznego pozostaje nieznana (Hartley, 1960).

Gfebiej siegajgca klasyfikacja pozwala na podziat klas enzymoéw proteolitycznych na klany,
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rodziny i podrodziny (Rawlings i Barrett, 1993). Podstawg wyrdzniania klanow jest
pokrewienstwo filogenetyczne, ktére przejawia sie podobnga strukturg trzeciorzedowg
lub - gdy struktura ta nie jest znana - kolejnoscig w faricuchu polipeptydowym reszt
aminokwasowych petnigcych funkcje katalityczne oraz czesto wystepowaniem
popularnych motywéw sekwencyjnych wokadt reszt katalitycznych. Kazdy klan opisany jest
poprzez dwie litery - pierwsza z nich oznacza klase, a druga - arbitralnie wyznaczone
kolejne litery alfabetu. Rodzine tworzy zestaw homologicznych enzyméw
proteolitycznych, ktérych homologia przejawia sie znaczgcym podobienstwem sekwencji
aminokwasowej do holotypu, czyli reprezentanta typu biatka nalezacego do danej
rodziny. Podobienstwo sekwencji aminokwasowej danego enzymu do holotypu musi sie
odnosi¢ co najmniej do domeny proteazowej porownywanych biatek. Kazda rodzina
oznaczona jest w MEROPS przez litere reprezentujgcg klase oraz liczbe, ktéra bardziej
szczegotowo wskazuje podobienstwo sekwencji aminokwasowej do holotypu, np. S1 to
rodzina chymotrypsyny nalezgca do klasy proteaz serynowych (klan PA), M41 to rodzina
FtsH Escherichia coli nalezgca do klasy metaloproteaz (klan MA). Cze$¢ rodzin dzieli sie
na podrodziny ze wzgledu na bardzo odlegtg w czasie dywergencje (wiecej niz 150 mutacji
punktowych / 100 reszt aminokwasowych) w obrebie rodziny. Nazwy enzymow bedgcych
holotypami dla indywidualnych rodzin majg bardzo rézne pochodzenie, czesto nawigzujg
do pozycji w tancuchu polipeptydowym substratu, w sasiedztwie ktérej dochodzi
do hydrolizy wigzania peptydowego (endopeptydazy, omega-peptydazy, egzopeptydazy,
aminopeptydazy, karboksypeptydazy, dipeptydylo-peptydazy, tripeptydylo-peptydazy,
peptydylo-dipeptydazy i di-peptydazy).

1.3.2 Mechanizmy  Kkatalizy enzymatycznej przeprowadzanej
przez proteazy nalezace do najwazniejszych klas wedlug (nieoficjalnego)
systemu klasyfikacyjnego zastosowanego do konstrukcji bazy MEROPS
Mechanizm hydrolizy wigzan peptydowych angazuje reszty aminokwasowe
proteaz cysteinowych, serynowych i treonylowych lub czgsteczke wody (w przypadku
proteaz asparaginylowych, aspartylowych, glutamylowych oraz metaloproteaz), ktére
stajg sie nukleofilami i atakujg wegiel karbonylowy wigzania peptydowego biatka-

substratu.
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Proteazy aspartylowe hydrolizujg specyficznie wigzania peptydowe pomiedzy
resztami aminokwasowymi posiadajgcymi reszty hydrofobowe, a katalizowana przez nie
proteoliza przebiega jednoetapowo. Kataliza proteaz aspartylowych opiera sie
na kwasowo-zasadowym mechanizmie zwigzanym z oddziatywaniem czgsteczki wody
pomiedzy dwoma kluczowymi dla dziatania eznymu resztami asparaginianu (Suguna
iwsp., 1987, Brik i Wong, 2003). Jedna zdeprotonowana czgsteczka asparaginianiu
aktywuje czasteczke wody przez oderwanie od niej protonu i dziata jako zasada,
umozliwiajagc wodzie przeprowadzenie ataku nukleofilowego na wegiel karbonylowy
wigzania peptydowego substratu, natomiast druga czasteczka asparaginianu,
funkcjonujgca jako kwas, jest donorem protonu, przez co umozliwia tworzenie
tetraedrycznego produktu przejsciowego (oksyanionu), ktérego rearanzacja prowadzi
do protonacji amidu, czego skutkiem jest rozciecie wigzania peptydowego.

Pierwszym krokiem w reakcjach katalizowanych przez proteazy cysteinowe jest
deprotonacja reszty sulfydrylowej cysteiny w centrum katalitycznym enzymu przez
sgsiadujacy z cysteing aminokwas o charekterze zasadowym (zwykle histydyne).
Nastepnie dochodzi do ataku nukleofilowego przez deprotonowang siarke cysteiny
na wegiel karbonylowy substratu i do uwolnienia N-koricowego fragmentu substratu,
reszcie histydynowej enzymu jest przywracana jest forma deprotonowana i powstaje
tioestrowy produkt posredni tgczacy C-koricowy fragment substratu z wigzaniem
tiosiarczkowym cysteiny. Wigzanie to jest nastepnie hydrolizowane, a enzym
regenerowany (Otto i Schirmeister, 1997)

W przypadku proteaz serynowych, ktérych centrum katalitycznym jest triada HDS,
kluczowg role w mechanizmie hydrolizy wigzania peptydowego petnig grupy
hydroksylowe seryny i czgsteczki wody zwigzane z ugrupowaniem imidazolowym reszty
histydyny (Polgar, 2005). Hydroliza wigzania peptydowego przebiega dwuetapowo
i rozpoczyna sie od zwigzania substratu przez centrum katalityczne enzymu. Wchodzaca
w sktad katalitycznej triady reszta kwasu asparagiowego (D) nadaje wchodzacej w sktad
triady histydynie (H) charakter zasady, ktéra deprotonuje seryne i nastepuje pierwszy
etap reakcji, jakim jest acylacja. Reszta serynowa z centrum aktywnego atakuje
nukleofilowo atom wegla grupy karbonylowej wigzania peptydowego substratu
i zmuszajgc atom tlenu grupy karbonylowej do stania sie akceptorem elektronu, prowadzi

do powstania tetraedrycznego stanu przejsciowego, ktdry stabilizowany jest przez "dziure
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oksyanionowg" (Polgar, 2005, Robertus i wsp., 1972). Wigzanie peptydowe zostaje
przerwane. Azot pochodzacy z wigzania peptydowego stanowi baze do utworzenia
tetraedrycznego intermediatu, a transfer protonu do odtagczajacej sie grupy aminowe;j
wspottowarzyszy rozpadowi intermediatu, co skutkuje wytworzeniem przejsciowego
kompleksu acyloenzymu. Drugim etapem reakcji jest deacylacja, ktéra polega na tym, ze
przejsciowy kompleks acyloenzymu ulega hydrolizie pod wptywem wody. Czgsteczka
wody staje sie donorem protonu dla histydyny, a reszta OH™ atakuje wegiel karbonylowy,
tworzgc kolejny tetraedryczny produkt przejsciowy, ktory rozpada sie uwalniajgc seryne
oraz C-koncowy produkt (Hedstrom, 2002).

Kluczowag role w mechanizmie katalitycznym metaloproteaz odgrywajg jony
metalu znajdujace sie w centrum katalitycznym (najczesciej Zn?*, rzadziej Co®'). Jon
metalu zwigzany jest z pozostata czescig centrum katalitycznego poprzez trzy reszty
aminokwasowe (najczesciej stanowigce element motywu HEXXH) oraz z labilng czgsteczka
wody. Czasteczka wody zwiazana z jonem Zn** przeprowadza atak nukleofilowy na wegiel
karbonylowy wigzania peptydowego. Powstaje tetraedryczny produkt przejsciowy
zwigzany koordynacyjnie z jonem cynku. Reszta glutaminianu (E) wchodzgca w sktad
motywu HEXXH w miejscu aktywnym dziata jako zasada i dekomponuje produkt
przejsciowy przez protonacje produktu N-koncowego (Erez i wsp., 2009, McCall i wsp.,

2000).

1.4 Proteazy Escherichia coli

Szereg gendw jadrowych A. thaliana kodujgcych proteazy chloroplastowe
wykazuje ortologie wzgledem gendw kodujgcych réine proteazy bakteryjne, w tym
proteazy E. coli, co nie jest zaskakujgce w Swietle hipotezy o endosymbiotycznym
pochodzeniu chloroplastéw. Powszechnie uwaza sie, ze materiat genetyczny
praeukariotycznego gospodarza tasowat sie w toku ewolucji bardzo intensywnie
z metariatem genetycznym praprokariotycznego endosymbionta, czego wynikiem byto
przeniesienie do genomu jagdrowego gospodarza czesci gendw endosymbionta, w tym
genodw kontrolujgcych synteze proteaz. Badania nad strukturg i funkcjg proteaz dzi$
zyjacych bakterii, zwtaszcza E.coli (przedstawiciela proteobakterii) sg daleko bardziej
zaawansowane niz analogiczne prace dotyczace ich chloroplastowych ortologdéw

u A. thaliana.
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1.4.1 Clp E. coli

Bakteryjny holoenzym Clp (Caseinolytic protease) E. coli jest oligomerycznym
kompleksem obejmujgcym trzy typy biatek: proteazy ClpP, biatka opiekuricze nalezgce
do rodziny HSP100 i biatko adaptorowe (Kress i wsp., 2009). Holokompleks Clp ma postac
rdzenia utworzonego z dwdch centralnych heptametrycznych pierscieni ClpP (wewnatrz
ktdrego tworzy sie komora katalityczna z centrami katalitycznymi typu serynowego -
Wang i wsp., 1997), otoczonego jednym lub dwoma heksamerycznymi pierscieniami
biatek opiekuniczych ClpA lub ClpX oraz pojedynczej czgsteczki biatka adaptorowego ClpS,
wzglednie RssB, SspB, UmuU lub YjbH (Horwich i Weber-Ban, 1999, Nishimura i van Wijk,
2014).

ClpP jest proteazg klasy serynowej, baza MEROPS klasyfikuje jg jako nalezgca
do rodziny S14. Posiada domene proteazowg z centrum katalitycznym w postaci triady
HDS (Kress i wsp., 2009). CIpA (83 kDa) i ClpX (46 kDa) sg biatkami opiekunczymi
zawierajgcymi dwa motywy AAA®, ktdrych zadaniem jest wigzanie i hydroliza ATP (Adam,
1996; Grimaud i wsp., 1998; Clarke 1999).

W obecnosci ATP podjednostki opiekuricze formujg heksameryczny pierscien, ktory
wykazuje powinowactwo przestrzenne do pierscieni ClpP. Nieskompleksowana
podjednostka proteolityczna ClpP jest zdolna jedynie do degradacji peptydow krotszych
niz 6 aminokwaséw; degradacja dtuiszych peptyddéw jest mozliwa po utworzeniu
kompleksu ClpAP lub ClpXP (Nishimura i van Wijk, 2014). Ze wzgledu na niewielki rozmiar
dwdch otwordéw szczytowych rdzenia do wnetrza komory katalitycznej mogg dostac sie
jedynie rozfatdowane substraty, a ich rozfatdowywanie oraz wprowadzanie do komory
katalitycznej katalizuje ClpA i ClpX w sposdb ATP-zalezny. Substraty s procesywnie
degradowane na krétkie fragmenty wewnatrz rdzenia (Striebel i wsp., 2009),
a podegradacyjne fragmenty sg uwalniane przez waskie pory znajdujgce sie w bocznych
Scianach komory katalityczne;.

Przytaczanie matego biatka adaptorowego ClpS (10 kDa), wzglednie innych, gorzej
poznanych biatek adaptorowych, nadaje dodatkowg specyficznos¢ substratowg
kompleksom ClpAP i ClpXP, poniewaz zmienia powinowactwo biatek opiekunczych
do substratow w postaci agregatéw biatkowych (Dougan i wsp., 2002) i moduluje
rozpoznanie, dostarczenie i degradacje substratdw noszacych N-koncowy sygnat
degradacji (Tobias i wsp., 1991, Wang i wsp., 2007, Dougan i wsp., 2010).
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Proteaza Clp petni wazne funkcje z zakresu kontroli jakosci biatek E. coli. Poza
agregatami biatkowymi, biatkami posiadajgcymi na N-koncu sygnat degradacji, Clp
katalizuje takze hydrolize biatek niedokoriczonych, ktérych synteza zaburzona zostata
na skutek przerwy w translacji spowodowanej uszkodzeniem mRNA lub deficytem
ktdregos$ z komponentdéw aparatury translacyjnej. W momencie, gdy nastepuje przerwa
w translacji, 11-aminokwasowy fragment nazywany SsrA-tag, dodawany jest do konca C
powstajgcego fancucha (Keiler i wsp., 1996). Znacznik SsrA rozpoznawany jest
przez motywy AAA" biatek opiekunczych ClpA i ClpX, ktére kierujg substrat na droge
degradacji (Gottesman i wsp., 1998). Okazato sie, ze SspB - czynnik zwiekszajgcy
specyficzno$¢ podnosi tempo degradacji biatek oznaczonych SsrA (Levchenko i wsp.,

2000).

1.4.2 Deg E. coli

Jakos¢ periplazmatycznych biatek E. coli kontrolowana jest przez trzy proteazy Deg
(Degradation of periplasmic proteins) (Strauch i wsp., 1989), nazywane takze proteazami
HtrA (High-temperature requirement A) (Lipinska i wsp., 1989), a mianowicie DegP, DegQ
i DegS, ktorych struktura zostata rozwigzana, a funkcje szczegétowo opisane (Wilken
i wsp., 2004; Jiang i wsp., 2008; Bai i wsp., 2011). S3g to proteazy serynowe, ktdre baza
MEROPS umieszcza w rodzinie S1 (holotyp - chymotrypsyna wotu).

DegP to biatko periplazmatyczne o charakterze hydrofilnym, ktérego masa
czasteczkowa to 46,8 kDa, a dtugos¢ wynosi 448 reszt aminokwasowych. Strukture tej
proteazy tworzg poczawszy od N-konca nastepujace domeny: proteazowa- zawierajgca
triade HDS (reszty 114 - 269), PDZ1 (reszty 285 - 367) i PDZ2 (reszty 394 - 463). Domeny
PDZ (nazwa pochodzi od biatek: PSD-95, Dlg, ZO-1) zawierajg zakonserwowane
ewolucyjnie motywy umozliwiajgce rozpoznanie C-korica substratu i oddziatywanie z nim
(Harris i Lim, 2001).

Analiza krysztatow DegP ujawnita, ze podstawowg formg organizacji strukturalnej DegP
jest beczkoksztattny heksamer zbudowany z dwéch trimerycznych pierscieni (Krojer
iwsp., 2002). Do srodka komory katalitycznej, stanowigcej wnetrze heksameru,
eksponowane sg aktywne katalitycznie reszty aminokwasowe domeny proteazowej,
wieczko i dno natomiast budowane sg przez inne odcinki domeny proteazowe;j.

Ze wzgledu na $ciste upakowanie tych odcinkéw (Krojer i wsp., 2002) sugeruje sie, ze
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wrota dla substratéw petnig boczne sciany beczki, budowane przez dwanascie domen PDZ
- sze$¢ PDZ1 i szes¢ PDZ2. Badania w ostatnich latach dowiodty jednak, ze aktywng
katalitycznie formg DegP in vivo jest oligomeryczna (12-mer lub 24-mer) beczka (,sealed
cage”) z trimerem, jako podstawowg jednostkg organizacji strukturalnej utrzymywang
poprzez oddziatywania pomiedzy domenami proteazowymi monomerdéw. Beczka
powstaje przez oddziatywania PDZ1-PDZ2 pomiedzy czterema (powstaje dodekamer)
lub osmioma (powstaje 24-mer) sagsiadujgcymi ze sobg trimerami, do jakich dochodzi
w obecnosci substratu. Sadzi sie, ze promowanie powstawania aktywnego katalitycznie
oligomeru DegP tylko w obecnosci substratu pozwala unikngé potencjalnie niebezpiecznej
sytuacji, do jakiej mogtoby dojs¢, gdyby aktywna katalitycznie forma DegP akumulowata
sie pod nieobecnos¢ naturalnych substratow (Jiang i wsp., 2008). W wiekszosci
przypadkéw domeny PDZ czgsteczki DegP rozpoznajg hydrofobowe reszty aminokwasowe
zlokalizowane na C-koncu biatek periplazmatycznych E. coli zdenaturowanych dziataniem
stresu termicznego lub osmotycznego (Krojer i wsp., 2008), czego efektem jest wnikniecie
substratu do wnetrza komory katalitycznej i rozpoczecie procesywnej degradacji. Oparta
jest ona na rundach hydrolizy zapoczagtkowywanych przez sygnat pochodzacy od C-konca
kazdego nowo zdegradowanego fragmentu substratu, prowadzgcych do powstania
fragmentéw o dtugosci 9 - 20 aminokwasow (Krojer i wsp., 2008). Specyficzna budowa
Scianek beczkoksztattnego heksameru DegP utworzonych przez ruchome domeny PDZ
(duza przestrzen wejsciowa do komory Kkatalitycznej) pozwala funkcjonowaé DegP
w sposOb niezalezny od ATP (silne rozfatdowanie substratu przed degradacjg staje sie
najprawdopodobniej zbedne). Interesujaca cecha biatka DegP E. coli jest jego umiejetnosc
konwersji z proteazy w biatko opiekuncze w umiarkowanie podwyzszonych
temperaturach (28°C); w takich warunkach aktywnos$¢ proteazowa DegP (wobec
umiarkowanie zdenaturowanych biatek periplazmatycznych) staje sie bardzo niska,
znaczgco wzrasta natomiast aktywnos$¢ opiekuicza, wyrazajgca sie utatwianiem
umiarkowanie zdenaturowanym biatkom odzyskiwania witasciwej struktury drugo-
i trzeciorzedowej. Aktywnos¢ opiekunicza DegP jest natomiast znikoma w temperaturach
powyzej 28°C (Spiess i wsp., 1999).

Aktywnos$¢ katalityczna DegP jest niezbedna dla przezycia komdrek E. coli
w warunkach stresu termicznego i osmotycznego, poniewaz enzym ten zaangazowany

jest w degradacje licznych biatek periplazmatycznych denaturowanych pod wptywem
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dziatania tych streséw (Spiess i wsp., 1999). Do substratéw DegP zalicza sie np.
niewtasciwie sfatdowang amylaze MalS (Spiess i wsp., 1999) czy zdenaturowane biatka
z grupy P pilin - PapSA i PapG (Jones i wsp., 1997).

Oprocz DegP w komodrkach E. coli stwierdzono obecno$¢ takze dwdch innych
proteaz periplazmatycznych Deg - DegS i DegQ. Posiadajg zlokalizowang w poblizu N-
korca czgsteczki domene proteazowg oraz jedng (w przypadku DegS) lub dwie
(w przypadku DegQ) C-koncowe domeny PDZ. DegS uczestniczy w tworzeniu
uruchamianej w warunkach stresowych kaskady proteolitycznej, aktywujacej czynnik of
polimerazy RNA i uczestniczacej w inicjacji transkrypcji gendw warunkujgcych
przywracanie wifasciwej struktury biatkom uszkodzonym w wyniku dziatania warunkéw
stresowych (Walsh i wsp., 2003); DegQ natomiast jest pod wzgledem funkcjonalnym
bardzo podobna do DegP (Pallen i Wren, 1997).

1.4.3 FtsH E.coli

Proteaza FtsH (Filamentous temperature sensitive H) z E. coli jest - wedtug
klasyfikacji zastosowanej w bazie MEROPS - holotypem rodziny M41 (metaloproteazy
posiadajgce w centrum katalitycznym motyw HEXXH).

FtsH jest integralnym biatkiem btonowym o masie 71 kDa i dtugosci 647
aminokwasow. Strategicznymi pod wzgledem petnienia przez czgsteczke FtsH funkcji
biologicznych s3 zlokalizowane w obrebie dtugiej, eksponowanej do cytoplazmy, domeny
C-koricowej, dwa rejony: motyw AAA" (reszty 155 - 321) oraz centrum katalityczne (reszty
401 - 592) wchodzgce w sktad domeny proteazowej. W obrebie domeny AAA" znajduja sie
specyficzne motywy sekwencyjne: Walker A i Walker B oraz rejon wtérnej homologii SRH
(second region of homology). Wszystkie biatka nalezgce do superrodziny AAA" posiadajg w
domenie AAA" rejony Walker A i Walker B, natomiast biatka, u ktérych wystepuje motyw
SRH stanowig wyrdzniajacg sie wérédd superrodziny AAA™ grupe AAA, ktérej jedynym
przedstawicielem wsrdd proteaz prokariotycznych jest wtasnie FtsH.

Forma, jaka najprawdopodobniej przyjmuje holoenzym FtsH E. coli in vivo jest heksamer,
na co wskazuje heksameryczna forma, jakg zidentyfikowano rozwigzujgc strukture
krystaliczng motywu AAA® (Krzywda i wsp., 2002). Struktura krystaliczna kompletnego
biatka FtsH E. coli nie zostata jeszcze rozwigzana, ale w przypadku innej eubakterii

(Thermotoga maritima) aktywna enzymatycznie FtsH jest heksamerem zbudowanym
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z dwéch trimerycznych pierscieni, przy czym gérng potowe pierscieni tworzg trzy domeny
AAA’, a dolng - trzy domeny proteazowe. Sze$é domen proteazowych utozonych blisko
siebie formuje w heksamerze FtsH komore katalityczng (Bieniossek i wsp., 2009).

Sygnat do degradacji stanowi¢ moze znacznik SSrA, czyli sekwencja dodawana
do niedokonczonego biatka po zatrzymaniu translacji (Herman i wsp., 1998), a takze
sekwencje znajdujgce sie wewnatrz w poblizu C-korica substratu (Narberhaus, 2009).
Najprawdopodobniej motywy Walker A i Walker B bezposrednio rozpoznajg
i przeprowadzajg hydrolize ATP, bedacg Zrddtem energii niezbednej do rozfatdowania
i wprowadzenia substratu do komory katalitycznej, podczas gdy tzw. palec argininowy
wchodzgcy w sktad motywu SRH petni funkcje wspomagajace dziatanie motywow Walker
A i Walker B (Narberhaus, 2009). FtsH E. coli, podobnie jak DegP, przeprowadza
degradacje substratu w sposdb procesywny. Substraty wbudowane w btong komérkowsa,
ze wzgledu niedostepnos¢ ich rejondw transmembranowych (oraz ewentualnych petli
periplazmatycznych) sg dla centrum katalitycznego (zlokalizowanego w cytoplazmie)
,trudniejszymi” substratami proteazy FtsH niz rozpuszczalne substraty biatkowe, dlatego
degradacja poprzedzona jest ich dyslokacjg (wymagajgcg hydrolizy ATP) w poprzek btony
przez kanat utworzony z transbtonowych odcinkéw FtsH (Kihara i wsp., 1999).

Lista substratow cytoplazmatycznych jest dos¢ dtuga - nalezg do nich
lipooksygenaza i transferaza KDO (biatka zaangazowane w utrzymanie homeostazy
lipidéw btonowych), apoflawodoksyny, podjednostki RpoH polimerazy RNA (polimeraza
o charakterze HSP - heat shock protein - biatka szoku cieplnego), kilku biatek AC
bakteriofaga A (biatka zaangazowane w udziat w cyklu litycznym) (Narberhaus i wsp.,
2009). Degradacja tych biatek wptywa na kontrole biosyntezy sktadnikéw btony
komodrkowej, ekspresje gendw kodujacych HSP oraz decyzji odnos$nie cyklu zyciowego
faga A (kierowanie wirusa na szlak lityczny badz lizogeniczny), a przez to na homeostaze
komorki. Do btonowych substratéw FtsH zaliczamy podjednostke SecY translokazy
SecYAEG, podjednostke a syntazy ATP i biatko YccA (Akiyama i wsp., 1996a, 1996b),
aproces degradacji zachodzi w przypadku ich denaturacji wywotane] dziataniem
czynnikdw stresowych lub niewtgczenie ich w kompleksy wielobiatkowe. Efektem
niemoznosci formowania przez podjednostki biatkowe natywnych heterokomplekséw

moze byc¢ tworzenie przez nie toksycznych dla komorki agregatdw.
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1.4.4 Lon E.coli

Proteaza Lon z E. coli jest najlepiej scharakteryzowanym i najbardziej typowym
biatkiem nalezgcym do rodziny S16 (klasyfikacja zastosowana w bazie MEROPS); posiada
centrum katalityczne w postaci (nietypowej wséréd proteaz serynowych) diady SK (Botos
i wsp., 2004a, Rotanova i wsp., 2003).

Lon jest biatkiem cytoplazmatycznym, ktérego pojedynczy polipeptyd ma diugosc
784 aminokwaséw i mase 87 kDa. W skfad jego struktury liniowej wchodzg trzy
zakonserwowane ewolucyjnie hydrofilne domeny: zlokalizowana na N-koricu domena
LON (reszty 10 - 202), domena AAA™ (reszty 325 - 488) i C-koricowa domena LON_C (reszty
570 - 771). Za rozpoznawanie i wigzanie substratu odpowiada najprawdopodobiej
domena LON, AAA+ wigze i hydrolizuje ATP, natomiast funkcje proteolityczne sprawuje
domena LON_C (Botos i wsp., 2004b). W strukturze domeny AAA" zlokalizowane s3
motywy Walker A i B oraz zaangazowane w efektywne wigzanie i hydrolize ATP "sensor1"
i "palec argininowy", oraz "sensor-2" (Botos i wsp., 2004b). In vivo enzym przybiera
strukture homoheksameryczng. Domeny proteolityczne ukfadajg sie w przestrzeni
w strukture przypominajgcg ksztattem potkule, wnetrze ktdrej przecina por zawierajacy
wewnatrz sze$¢ diad katalitycznych, przez co posiada charakter komory katalitycznej
(Botos i wsp., 2004b). W rozpoznawaniu i wigzaniu substratu uczestniczy
najprawdopodobniej domena LON oraz domena AAA" (Smith i wsp., 1999), natomiast
za wigzanie i hydrolize ATP odpowiadaja motywy Walker A i B, ,sensor-1” i ,palec
arginiowy” (Botos i wsp., 2004b, Hattendorf i Lindquist, 2002).

Bakteryjna proteaza Lon zaagazowana jest w procesy degradacji uszkodzonych
przez dziatanie czynnikdw S$rodowiskowych biatek cytoplazmy, np. biatek
charakteryzujacych sie niewtasciwg dtugoscia tancucha polipeptydowego, czy
nieprawidtowa strukturg trzeciorzedowga. Uczestniczy takze w obrocie metabolicznym
krotkozyjacych biatek regulatorowych, takich jak SulA podczas procesu naprawczego DNA
(biatko to wstrzymuje przedwczesng segregacje uszkodzonego DNA do komodrek

potomnych) (Nishii i wsp., 2002).

1.5 Proteazy komorek roslinnych
W komérkach roslinnych stwierdza sie obecnos¢ trzech odrebnych systeméw

enzymatycznej degradacji biatek komdrkowych. Wiekszos¢ biatek degradowana jest
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przez proteasomy 26S (system UPS), ktdry bierze udziat w hydrolizie biatek poddanych
wczesniej procesowi ubikwitynacji (Rock i wsp., 1994). Niezaleznie od niego funkcjonuje
w komarkach roslinnych szereg wariantéw procesu autofagii, ktéra polega na trawieniu
fragmentéw komoérek w wakuoli litycznej (Thompson i wsp., 2005). Autonomiczne
proteazy organellowe - to trzeci system proteolityczny komarek roslinnych, funkcjonujacy
w niektdrych przedziatach komdrkowych, takich jak chloroplasty, peroksysomy,

mitochondria i $wiatto retikulum endoplazmatycznego.

1.5.1 UPS (ubikwityna - proteasom 26S)

UPS jest cytoplazmatycznym systemem degradacji krétkozyjgcych biatek (czas
pottrwania: 3 - 120 min) Odpowiednie elementy systemu UPS rozpoznajg okreslone
motywy sekwencyjne biatek lub elementy struktury wyzszorzedowej biatek i poddajg
posiadajace je biatka ubikwitynacji. Do sygnatéw kierujgcych na szlak poliubikwitynacji
nalezg: N-koricowa reszta aminokwasowa (Bachmair i wsp., 1986), jedna z wewnetrznych
reszt lizyny (Jadhav i Wooten, 2009), sekwencja PEST (Won i Redd, 1996)
lub nieprawidtowa struktura drugo- lub trzeciorzedowa (Jadhav i Wooten, 2009).

Do biatek kierowanych na szlak degradacji UPS dotgczanych jest kowalencyjnie
kilka/kilkadziesigt czgsteczek ubikwityny. Ubikwityna to niezwykle zachowawcze
ewolucyjnie biatko, ktérego czgsteczka (o dtugosci 78 aminokwasow - 8.5 kDa) zawiera 7
reszt lizyny. Poliubikwitynacja substratu (tzn. dofgczenie do specyficznych reszt lizyny
substratu traktu sktadajgcego sie z kilku/kilkudziesieciu czasteczek ubikwityny
potgczonych miedzy sobg wigzaniami izopeptydowymi C-koniec/Lizyna 48) ma miejsce
w trakcie wieloetapowej reakcji prowadzonej kolejno przez enzymy nalezgce do trzech
grup: enzymy aktywujace ubikwityne w sposéb zalezny od ATP (E1), enzymy koniugujgce
ubikwityne (E2) i - kluczowe dla procesu - ligazy ubikwityny (E3), ktére rozpoznajg biatko
docelowe i katalizujg przeniesienie na to biatko zaktywowanej ubikwityny z E2
(Ciechanover i wsp., 2000). Poddane poliubikwitynacji biatka sg rozpoznawane przez
odpowiednie elementy struktury proteasoméw 26S i degradowane w ich wnetrzu.

Na proteasom 26S sktada sie rdzen utworzony z podjednostek 20S oraz czesc
regulatorowa - 19S. Rdzen tworzg cztery heptameryczne pierscienie - dwa zewnetrzne
pierscienie sktadajg sie tzw. podjednostek a, wewnetrzne, petnigce funkcje katalityczne —

z tzw. podjednostek B (Smith i wsp., 2007). Czesc regulatorowa 19S zbudowana jest z 19
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biatek, z czego 9 zasadniczych wigze sie bezposrednio z pierscieniem a rdzenia 20S, a 9
tworzy wieczko. 6 z 9 zasadniczych biatek petni funkcje ATPazy, poniewaz hydroliza ATP
wymagana jest do rozfatdowania naznaczonych poliubikwityng substratéw. Rozpoznanie
i degradacja substratow mozliwa jest dzieki zmianom konformacyjnym czesci 19S, ktére
majg miejsce w zaleznosci od dostepnosci ATP czy substratu (Unverdorben i wsp., 2014).
Proteasom 20S moze asocjowac takze z inng czesScig regulatorowg — 11S. Jest to
heptameryczna struktura promujaca degradacje krétkich peptyddéw (Forster i wsp., 2005).
Kompleks regulatorowy 19S rozpoznaje i wigze substrat w sposéb zalezny od ATP (Forster
i wsp., 2005). Ze wzgledu na wasko$é kanatu, przez ktéry musi przedostaé sie biatko
do wnetrza rdzenia 20S, ulega ono czesciowemu rozfatdowaniu z udziatem energii
pochodzacej wtasnie z hydrolizy ATP (Smith i wsp., 2005).

Degradacja ma miejsce wewnatrz centralnej komory katalitycznej utworzonej z dwéch
pierscieni formowanych przez bedgace proteazami podjednostki B, a w jej wyniku powstajg
krotkie (7 - 9 aminokwasowe) produkty (Voges i wsp., 1999). Podjednostki B rdéznig sie
miedzy sobg specyficznoscia wzgledem substratow - wykazujg aktywnosci
chymotrypsyno- i trypsyno-podobne oraz aktywnos¢ hydrolizujgcg peptydy peptydylo-
glutamylowe (Heinemeyer i wsp., 1997) (wedtug klasyfikacji stosowanej w bazie MEROPS
sq to proteazy serynowe).

Sposéb funkcjonowania systemu ubikwityna-proteasom 26S tgczy w sobie
elementy regulacji obrotu metabolicznego biatek (degradacja zalezna od motywoéw
sekwencyjnych) z elementem kontroli jakosSci biatek (degradacja zalezna od denaturacji
biatka docelowego). Najliczniejsza populacja enzymoéw wspdttworzacych system
ubikwityna-proteasom 26S powigzana jest funkcjonalnie ze szlakami sygnalizacyjnymi
przebiegajgcymi z udziatem tego systemu. Prawdopodobnie na szlak ubikwitynozaleznej
degradacji kierowane sg takie biatka krotkozyjgce, bedace elementami szlakéw
sygnatowych, ktére zawierajag w swej strukturze sygnaty determinujace obrot
metaboliczny i kontrole jakosSci substratow biatkowych (Vierstra, 2009). W tym sensie,
przynajmniej w aspekcie zwigzanym z systemem ubikwityna-proteasom 26S, gtéwne
funkcje regulacyjnej hydrolizy biatek sg ze sobg powigzane w sposdéb scisty i praktycznie

nieodrdznialny.
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1.5.2 Wakuole lityczne

Funkcjonowanie proteaz wakuolarnych (podobnie jak proteasomoéw) taczy
elementy kontroli obrotu metabolicznego wraz z elementami kontroli jako$ci substratow
biatkowych. Nie istniejg dane, ktére opisywatyby motywy, ktdre nadajg czasteczkom
biatek podatnos¢ na degradacje przez proteazy wakuolarne. U niektorych gatunkéw roslin
w wakuolach magazynujacych biatka w nasionach podczas embriogenezy zidentyfikowano
proteazy uczestniczgce w obrdbce form prekursorowych biatek zapasowych do form

dojrzatych (Shimada i wsp., 2003).

1.5.3 Autofagia

Degradacja biatek dtugozyjgcych (czas péttrwania: 24 - 72h) przebiega w sposdb
nieselektywny, angazujgc gtéwnie szereg wariantow procesow autofagicznych, czyli
masowych procesow degradacyjnych stuzgcych gtéownie odzyskiwaniu sktadnikéw
odzywczych, pozbywaniu sie agregatéw miedzybiatkowych i odpowiedziom
na zréznicowane stresy. Dzieki permanentnym procesom autofagicznym w komorce
utrzymuje sie fizjologiczne stezenie sktadnikdw odzywczych, a zwiekszenie takiej
aktywnosci pomaga w usuwaniu dysfunkcjonalnych organelli (Bassham i wsp., 2006,
Levine i Klionsky, 2004). W komorkach roslinnych funkcjonujg co najmniej cztery szlaki
autofagii: makroautofagia, mikroautofagia, szlak CVT (transport cytoplazma-wakuola)
oraz mikropeksofagia (Thompson i Vierstra, 2005, Bassham i wsp., 2006, Lee i wsp., 2012).

Makroautofagia polega na otoczeniu duzego fragmentu cytoplazmy (mogacego
obejmowac cate organelle) podwdjng btong i - dzieki skordynowanemu dziataniu genéw
zwigzanych z autofagia (ATG, autophagy-related genes) - wytworzeniu pecherzyka
autofagosomalnego, ktoérego btona nastepnie podlega fuzji z centralng wakuolg lityczng,
a nieobfoniony tadunek autofagosomu, teraz juz okre$lany jako ciato autofagiczne, jest
degradowany (Levine i Klionsky, 2004). Szlak CVT przebiega bardzo podobnie, réznica
w stosunku do makroautofagii polega na tym, ze w obreb autofagosomu (bardzo matego
w tym wariancie autofagii) przechwytywane sg pojedyncze biatka (Thompson i Vierstra,
2005).

W wariancie mikroautofagicznym maty fragment cytoplazmy zostaje wprowadzony
do Swiatta wakuoli litycznej w postaci pecherzyka utworzonego poprzez lokalng

inwaginacje tonoplastu, a nastepnie pecherzyk zostaje uwolniony do wnetrza wakuoli
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lub lizosomu i jego tadunek ulega tam degradacji przez liczne enzymy hydrolityczne
(w tym proteazy) (Bassham i wsp., 2006). Jesli drogg inwaginacji tonoplastu do wakuoli
litycznej trafiajg selektywnie peroksysosmy to mowimy o mikropeksofagii (Thompson
i Vierstra, 2005).

W wakuolach litycznych lisci A. thaliana odkryto obecnos¢ 402 biatek, z ktérych
46.5% zidentyfikowano. Nalezg do nich proteazy cysteinowe, aspartylowe i serynowe

(Mintz, 2007). Nie zostaty one dotad blizej rozpoznane.

1.5.4 Proteazy mitochondrialne

Gtéwne sktadniki mitochondrialnego systemu proteolitycznego s wysoce
zachowane w ewolucji. Dzieli sie je na trzy grupy: proteazy przetwarzajgce, proteazy
zalezne od ATP i oligopeptydazy (Kaser i Langer, 2000, Koppen i Langer, 2007).

U Arabidopsis 77% mitochondrialnych biatek kodowanych przez genom jadrowy
posiada sekwencje kierujgce, ktdre po imporcie biatek do mitochondriéw sg odcinane
przez mitochondrialne proteazy przetwarzajgce (MPP, mitochondrial-processing
peptidase) (Huang i wsp., 2009, Vogtle i wsp., 2009). U rzodkiewnika zbudowane sg one
z dwdch podjednostek a-MPP i jednej podjednostki B-MPP (Kalousek i wsp., 1993, Gakh
i wsp., 2002, Glaser i Dessi, 1999, Millar i wsp., 2001). Obie sg niezbedne dla aktywnosci
proteaz przetwarzajgcych, przy czym a-MPP odpowiada za specyficznos¢ substratowg, B-
MPP natomiast jest podjednostka proteolityczng posiadajgcg w miejscu katalitycznym
motyw HEXXH (Glaser i wsp., 1998). Miejsce lokalizacji ros$linnych MPP stanowi
wewnetrzna btona mitochondrialna i s3 one czesciag kompleksu cytochromowego bcl
tancucha oddechowego, cho¢ aktywnos$é¢ proteolityczna przebiega niezaleznie
od transferu elektronéw (Braun i wsp., 1992, Eriksson i Glaser, 1992, Dessi i wsp., 2000).
Romboidy sq przetwarzajgcymi proteazami serynowymi uczestniczgcymi
w wewnatrzbtonowej proteolizie substratéw zwigzanych z btong w obrebie ich domeny
transbtonowej, czego efektem jest uwolnienie aktywnych biologicznie biatek
do przestrzeni miedzybtonowej (Freeman, 2008). Mitochondrialne proteazy romboidowe
zidentyfikowano u drozdzy i na podstawie badan nad nimi prowadzonych stwierdzono, ze
petnig one kluczowga role w regulacji dynamiki i funkcjonowaniu mitochondriéw (Chan

i McQuibban, 2013). Zidentyfikowano zaledwie jedng proteaze romboidowa A. thaliana
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kierowang do mitochondriow - AtRBL12 (Arabidopsis thaliana romboid-like) nalezgca
do podrodziny AtPARL (Kmiec¢-Wisniewska i wsp., 2008).

W rodlinnych mitochondriach zidentyfikowano trzy typy proteaz ATP-zaleznych
Lon, Clp i FtsH (Janiska, 2005), z ktérych dwa pierwsze sg proteazami serynowymi, a FtsH
sg metaloproteazami. Ich cechg charakterystyczng jest obecno$¢ domeny ATPazowej
(domeny AAAY) dziatajgcej jako biatko opiekuricze. W roélinnych mitochondriach
zidentyfikowano trzy typy proteaz ATP-zaleznych: Clp, FtsH i Lon.

Proteazy Clp nalezg do klasy serynowej (klasyfikacja MEROPS). Sktadajg sie
zrdzenia proteolitycznego utworzonego przez ClpP2 i pierscienia podjednostek
petnigcych funkcje opiekuncze (ClpX1-3) (Adam i wsp., 2001, Halperin i wsp., 2001, Peltier
i wsp., 2001). Wnetrze rdzenia stanowi komora katalityczna, do ktérej substraty
przedostajg sie przez kanaty w pierscieniu biatek opiekunczych; pierscien jest na tyle
waski, ze substraty muszg zosta¢ rozfatdowane i przetransportowane, aby dostaé sie
do komory katalitycznej. W jej wnetrzu sg trawione do fragmentéw o dtugosci 3 - 30
aminokwaséw (Mogk i wsp., 2008, Striebel i wsp., 2009). Mitochondrialne biatko
opiekuncze ClpB4 petni swoje funkcje samodzielnie, nie wchodzgc w kompleks z ClpP2
(Lee i wsp., 2007).

FtsH to proteazy posiadajgce centum katalityczne charakterystyczne
dla metaloproteaz zaleznych od Zn®' i stanowiace jedno biatko. Do mitochondriéw
rzodkiewnika kierowane sg cztery proteazy FtsH: AtFtsH3, AtFtsH4, AtFtsH10 i AtFtsH11
(ta ostatnia jest kierowana zaréwno do mitochondriéw, jak i chloroplastéw - Janiska, 2005,
Piechota i wsp., 2008, Urantéwka i wsp., 2005). Odnos$nie do submitochondrialnej
lokalizacji proteaz FtsH u A. thaliana wiadomo, ze w wewnetrznej btonie
mitochochondrialnej znajdujg sie dwie proteazy okreslane jako m-AAA (zwrdcone
w strone matriks) - AtFtsH3 i AtFtsH10 (Janska, 2005, Piechota i wsp., 2008) oraz dwie i-
AAA (w przestrzeni miedzybtonowej) - AtFtsH4 i AtFtsH11 (Urantédwka i wsp., 2005,
Kotodziejczak i wsp., 2002). m-AAA tworzg hetero- i homooligomeryczne kompleksy,
a wraz z prohibitynami - integralnymi biatkami wewnatrzbtonowymi - heterokompleksy
(2 MDa) (Piechota i wsp., 2008, 2010), natomiast i-AAA mogg tworzy¢ w wewnetrznej
btonie homokompleksy (ok. 1,5 MDa). Proteazy m-AAA petnig ponadto funkcje biatek
opiekufnczych podczas sktadania i stabilizowania systemu fosforylacji oksydacyjnej

(Kotodziejczak i wsp., 2007). AtFtsH11 chroni aparat fotosyntetyczng przed uszkodzeniami
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cieplnymi (Chen i wsp., 2006). AtFtsH4 natomiast zaangazowana jest w sktadanie
i stabilizacje kompleksu V (Kotodziejczak i wsp., 2007), a takze ochrania kompleks V,
a mianowicie zapobiega akumulacji uszkodzonych oksydacyjnie biatek i agreguje je (Gibata
i wsp., 2009). Ponadto degraduje utlenione biatka lub bierze udziat w ich dostarczeniu
innym proteazom (Gibata i wsp., 2009, Kicia i wsp., 2010), badz alternatywnie wykazuje
funkcje opiekunicze w stosunku do biatek mitochondrialnych przed uszkodzeniami
oksydacyjnymi.

U A. thaliana w mitochondriach odnajdujemy ponadto produkty dwdch gendéw

kodujacych ATP-zalezne proteazy Lon - AtLON1 i AtLON4 (Ostersetzer i wsp., 2007, Rigas
i wsp., 2009a), w strukturze liniowej ktérych odnajduje sie domene proteazowg (LON-C)
(z nietypowa dla klasy proteaz serynowych diadg katalityczna SK) oraz domene AAA™.
AtLon 4 charakteryzuje sie podwdjng lokalizacjg, tzn. mitochondrialng i chloroplastowg
(Ostersetzer i wsp., 2007). Submitochondrialna lokalizacja Lon nie zostata rozpoznana
w przypadku A. thaliana, u fasoli natomiast Lon4 jest potgczona peryferycznie
z wewnetrzng btong mitochondrialnej (Sarria i wsp., 1999).
Wykazano, ze AtLonl zaangazowana jest we wzrost i rozwdj rosliny, a takze biogeneze
mitochondriéw A. thaliana (Rigas i wsp., 2009a, 2009b). Poza tym bierze udziat
w trawieniu biatka OFR239, obecnego wytgcznie w tkankach zwigzanych reprodukcijg,
a nieobecnego w tkankach wegetatywnych z powodu szybkiego obrotu metabolicznego,
w ktérym udziat bierze proteaza Lon (Sarria i wsp., 1998).

W matriks mitochondrialnej zidentyfikowano oligopeptydazy PreP (presequence
protease), ktére degradujg sekwencje kierujgce do mitochondriéw (Stahl i wsp. 2002,
Moberg i wsp., 2003). U A. thaliana wyrdznia sie dwie wysoce homologiczne, kodowane
przez genom jgdrowy izoformy PreP: AtPreP1 i AtPreP2 (Stahl i wsp. 2002, Glaser i wsp.,
2006, Bhushan i wsp., 2003). Obie izoformy posiadajg odwrécony motyw wigzacy Zn**
i nalezg do rodziny metaloproteaz pitrylizyny (Stahl i wsp. 2002). Zwigzanie substratu
wymaga otwarcia zupetnie zamknietej komory katalitycznej, a przeprowadzenie
proteolizy - jej zamkniecia (Johnson i wsp., 2006). Substratem AtPreP jest presekwencja
podjednostki syntazy ATP BF1 (Stahl i wsp. 2000). Generalnie aktywnos¢ AtPreP jest
niezbedna do wydajnego wzrostu roslin i dziatania organelli, zwfaszcza na wczesnych

etapach rozwoju (Kwasniak i wsp., 2012).
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1.5.5 Proteazy peroksysomalne

Do nalepiej poznanych proteaz peroksysomalnych nalezy AtLon2 oraz AtDegl5.
AtLon2 to wielofunkcyjne biatko, degradujgce Zle sfatdowane i nieskompleksowane
z biatkami — partnerami biatka macierzy peroksysomalnej, a takze agregaty biatkowe
(Aksam i wsp., 2007, Kikuchi i wsp., 2004) . Moze takze petni¢ funkcje biatka opiekunczego
(Bartoszewska i wsp., 2012). AtDegl5 prawdopodobnie odcina N-koricowg sekwencje
sygnatowg PTS2 (Schuhmann i wsp., 2008) od importowanych z cytoplazmy prekursoréw

biatek peroksysomalnych (Swinkels i wsp, 1991, Kurochkin i wsp., 2007).

1.5.6 Proteazy swiatla ER

Biatka S$wiatta ER syntetyzowane s na zwigzanych z btong polisomach
i kotranslacyjnie kierowane do ER przez kanat translokacyjny sktadajacy sie z kompleksu
biatkowego Sec61 (Rapoport i wsp., 1996). Nowo zsyntetyzowany faricuch polipeptydowy
przenoszony jest do Swiatta ER w stanie wydtuzonym i niesfatdowanym, proces
fatdowania natomiast ma miejsce wewnatrz ER i odbywa sie pod nadzorem maszynerii
katalitycznej. Nieprawidtowy przebieg procesu fatdowania wigze sie z usunieciem takiego
biatka przez degradacje proteolityczng i ma miejsce w miejscu syntezy (lub jego poblizu)
na ER, dlatego nazywany jest procesem proteolitycznym ERAD (ER-associated
degradation), ktory zalezy od komunikacji pomiedzy swiattem ER a cytozolem. Zatem
aktywnosci proteolityczne w obrebie ER mogg dotyczy¢ obrotu metabolicznego biatek

zwigzanych z ERAD (Ivessa i wsp., 1999).

1.5.7 Proteazy chloroplastowe Clp, Deg, FtsH, Lon A. thaliana

Chloroplasty nalezg - obok mitochondriéw, peroksysoméw i siateczki
Srdédplazmatycznej - do organelli, wewnatrz ktérych odbywa sie degradacja biatek
katalizowana przez wiasne proteazy. Proteazy chloroplastowe odkryto dzieki obserwacji,
ze podczas inkubacji in vitro chloroplastéw wyizolowanych z lisci grochu cze$¢ biatek
ulegata degradacji zaleznej od $wiatta i ATP (Liu i Jagendorf, 1984). Wykazano, ze
degradacja w takim uktadzie eksperymentalnym moze przebiegaé takie w sposdb

niezalezny od ATP (Liu i Jagendorf, 1986).
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1.5.7.1Clp

U A. thaliana istnieje do$¢ znaczna rdéznorodnos¢ chloroplastowych biatek
nalezgcych do rodziny Clp (S14 wedtug klasyfikacji MEROPS), bedacych ortologami
odpowiednich biatek Clp E. coli. Informacje na temat gendw kodujacych poszczegdlne

biatka Clp i ich produktach biatkowych zawarte sg w Tabeli 1.
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AtClpB3 AtCLPB3 AT5G15450.1 NC_003076.8 4136 5018347 - 5014212 9 968 901 67 -
AtClpC1 AtCLPC1 AT5G50920.1 NC_003076.8 4906 20720374 - 20715469 10 929 891 38 -

AtClpC2 AtCLPC2 (HSP93-1ll) | AT3G48870.1 NC_003074.8 4546 18126742 -» 18122197 10 952 907 45

AtClpC2 AtCLPC2 (HSP93-1ll) | AT3G48870.2 NC_003074.8 4546 18126742 -> 18122197 10 921 907 14 -
AtClpD AtCLPD (ERD1) AT5G51070 NC_003076.8 4367 20764315 - 20768681 12 945 856 89 -
AtClpP1 AtCLPP1 ATCG00670 NC_003070.9 2095 4223030 - 4225124 9 - 196 - -
AtClpP3 AtCLPP3 AT1G66670 NC_003070.9 1918 24865702 - 24863785 5 309 238 71 -
AtClpP4 AtCLPP4 AT5G45390 NC_003076.8 1815 18396302 -> 18398116 3 292 232 60 -
AtClpP5 AtCLPP5 AT1G02560 NC_003070.9 2250 537860 - 540109 9 298 236 62 -
AtClpP6 AtCLPP6 AT1G11750.1 NC_003070.9 2402 3967476 - 3969877 9 271 220 51 -
AtClpP6 AtCLPP6 AT1G11750.2 NC_003070.9 2402 3967476 - 3969877 10 289 238 51 -
AtClpR1 AtCLPR1 AT1G49970 NC_003070.9 3040 18501570 - 18504609 9 387 346 41 -
AtClpR2 AtCLPR2 AT1G12410 NC_003070.9 2095 4223030 - 4225124 9 279 225 54 -
AtClIpR3 AtCLPR3 AT1G09130.1 NC_003070.9 2719 2942288 - 2939570 10 330 287 43 -
AtClIpR3 AtCLPR3 AT1G09130.2 NC_003070.9 2719 2942288 - 2939570 9 330 287 43 -
AtClIpR3 AtCLPR3 AT1G09130.3 NC_003070.9 2719 2942288 - 2939570 10 370 327 43 -
AtCIpR4 AtCLPR4 AT4G17040 NC_003075.7 3658 9589362 - 9585705 8 305 237 68 -
AtClpS1 AtCLPS1 AT1G68660.1 NC_003070.9 1311 25779161 - 25777851 4 159 115 44 -
AtClpS1 AtCLPS1 AT1G68660.2 NC_003070.9 1311 25779161 - 25777851 4 129 85 44 -




AtClpT1 AtCLPT1 AT4G25370 NC_003075.7 2163 12972708 - 12974870 6 238 175 63 -
AtClpT2 AtCLPT2 AT4G12060 NC_003075.7 1031 7229941 - 7228007 5 241 183 58 -
AtDegl AtDEG1 AT3G27925 NC_003074 2535 10368905 - 10366371 8 439 334 44 61
AtDeg2 AtDEG2 AT2G47940.1 NC_003071 4247 19622251 - 19617986 19 607 538 69 -
AtDeg2 AtDEG2 AT2G47940.2 NC_003071 4266 19622251 - 19617986 19 606 538 68 -
AtDeg5 AtDEGS5 AT4G18370 NC_003075 2090 10149129 - 10151218 8 323 251 28 44
AtDeg7 AtDEG7 AT3G03380 NC_003074 8908 799615 -> 808522 24 1097 - - -
AtDeg8 AtDEGS AT5G39830.1 NC_003076 3031 15942797 -> 15945827 13 448 358 26 64
AtDeg8 AtDEGS AT5G39830.2 NC_003076 3031 15942797 -> 15945827 13 434 408 26 ?
AtFtsH1 AtFTSH1 AT1G50250 NC_003070 2855 18617063 - 18614209 5 716 668 48 -
AtFtsH2 AtFTSH2 (VAR2) AT2G30950 NC_003071.7 2903 13174321 - 13177223 5 695 648 47 -
AtFtsH5 AtFTSH5 (VAR1) AT5G42270 NC_003076.8 2809 16902486 - 16905294 5 704 646 58 -
AtFtsH6 AtFTSH6 AT5G15250.1 NC_003076.8 2445 4952803 -> 4950359 5 688 613 75 -
AtFtsH6 AtFTSH6 AT5G15250.2 NC_003076.8 2445 4952803 -> 4950359 4 709 636 73 -
AtFtsH7 AtFTSH7 AT3G47060 NC_003074.8 3982 17332985 - 17336966 13 802 747 55 -
AtFtsH8 AtFTSHS8 AT1G06430 NC_003070.9 2954 1963011 -> 1960058 5 685 648 37 -
AtFtsH9 AtFTSH9 AT5G58870 NC_003076.8 3970 23773780 - 23769811 13 806 744 62 -
AtFtsH11 AtFTSH11 AT5G5317 NC_003076.8 5266 21568012 -> 21562747 17 806 733 63 -
AtFtsH12 AtFTSH12 AT1G79560 NC_003070.9 5792 29926794 - 29932585 19 1008 959 49 -
AtlLon4 AtLON4 AT3G05790 NC_003074.8 5029 1725182 - 1720154 19 942 876 66 -

Tab. 1 Dane dotyczgce gendw kodujgcych chloroplastowe proteazy i biatka opiekuncze AtClp, AtDeg, AtFtsH i AtLon i ich produktow. Tabele utworzono na podstawie
danych o genach zawartych w bazie danych NCBI, informacje o dtugosci peptydéw tranzytowych pozyskiwano z uzyciem serwera Target P 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP). Dtugosci peptydéw eksportowych okreslano manualnie. Wymienione w tabeli proteazy i biatka opiekunicze s kodowane przez
genom jgdrowy, poza AtClpP1, kodowang przez gen chloroplastowy, nieposiadajacg tym samym formy prekursorowej. pre-mRNA niektorych genéw wymienionych w tabeli
podlegajg alternatywnemu sktadaniu, co moze (ale nie musi) skutkowac akumulacja dwéch izoform produktu biatkowego.


http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G27925
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=432903
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AtClp sg w zlokalizowane w stromie chloroplastowej; wyjatek stanowi AtClpC1,
ktory jest biatkiem o podwdjnej lokalizacji: stroma + wewnetrzna btona otoczki
chloroplastowej (Paila i wsp., 2014). Niemal wszystkie biatka AtClp sg kodowane przez
geny jgdrowe i syntezowane na rybosomach cytoplazmatycznych w postaci czasteczek
prekursorowych, zawierajgcych N-koficowy peptyd tranzytowy kierujgcy formy
prekursorowe przez otoczke chloroplastowg do stromy. Jedyny wyjatek stanowi ClpP1 -
biatko to jest kodowane przez genom chloroplastowy i syntezowane na rybosomach
stromy od razu w formie dojrzatej (patrz Tab. 1- brak peptydu tranzytowego AtClpP1).
Holoenzym Clp A. thaliana jest oligomerycznym kompleksem obejmujgcym piec¢ typow
biatek: proteazy AtClpP, nieaktywne proteolitycznie biatka AtClpR (paralogi proteaz
AtClpP), biatka opiekuncze nalezgce do rodziny HSP100, biatko adaptorowe AtClpS1 oraz
bitaka ClpT o nieznanej funkcji (Nishimura i van Wijk, 2014). W sumie pojedynczg czgstke
holokompleksu AtClp wspodttworzy jedenascie  indywidualnych biatek. Rdzen
proteolityczny tworzg biatka AtClpP1 oraz AtClpR1-R4 (tworzgce heptameryczny pierscien
R) oraz AtClpP3-ClpP6 w formie heptamerycznego pierscienia P. Pierscien R i P tworzg
heterododekameryczny rdzen prawdopodobnie oddziatywujgcy z heksamerycznym
cylindrem zbudowanym z biatek opiekunczych AtClpC1, AtClpC2 i AtClpD, a on z kolei
pozostaje w kontakcie z biatkiem adaptorowym AtClpS1. Ponadto pierscien P oddziatuje
luzno z biatkami AtClpT1 i AtClpT2 (Olinares i wsp., 2011b, Nishimura i van Wijk, 2014).
Stosunek stechiometryczny podjednostek w pierscieniu P to AtClpP3:P4:P5:P6=1:2:3:1,
a w pierscieniu R AtClpP1:R1:R2:R3:R4=3:1:1:1:1 (Sjogren i wsp., 2006). Tak wiec pierscien
P zawiera siedem miejsc katalitycznych, a pierscien R tylko trzy. Wedtug powszechnie
przyjetych poglagdéw rola AtClpS1 polega na utatwieniu oddziatywania przeznaczonego
do degradacji substratu z czasteczkami biatek opiekunczych, ktére z kolei w ATP-zalezny
sposéb rozfatdowujg substrat umozliwiajagc mu w ten sposéb wejscie do wnetrza
katalitycznego rdzenia utworzonego przez pierscienie P i R, gdzie dochodzi do wtfasciwej
degradacji (Nishimura i van Wijk, 2014). Jak juz wspomniano, funkcja biatek ClpT
pozostaje nieznana.

W liniowej strukturze AtClpCl (oraz AtClpC2 i AtClpD - cata trdjka nalezy
do rodziny biatek opiekuriczych HSP100) odnajduje sie dwie domeny AAA® (Rys. 2).
Zadanie tych domen (AAA'1 i AAA™2) polega na wigzaniu i hydrolizie ATP (w czym

bezposrednio uczestniczg motywy Walker A i Walker B) oraz wykorzystaniu energii
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swobodnej Gibbsa uwolnionej w wyniku hydrolizy ATP do rozfatdowania substratu
i wprowadzenia go do wnetrza katalitycznego rdzenia. Strukturalna rola AtClpC1 i AtClpC2
polega z kolei na umozliwieniu (wraz z AtClpD) prawdopodobne;j interakcji z pierscieniem

R rdzenia proteolitycznego (Nishimura i van Wijk, 2014).

1-38 277-429 611-759 929

ACpCt I  WENEN  WEN

Rys. 2 Liniowa struktura czgsteczki prekursora biatka opiekuriczego AtClpC1 ukazujaca lokalizacje
peptydu tranzytowego (kolor szary) i domen AAA™ (kolor purpurowy) wraz z motywami Walker A
(kolor zotty) i Walker B (kolor niebieski). Dane niezbedne do sporzadzenia rysunku pozyskano
z bazy NCBI oraz serwera Target P 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP).

Poszukujgc funkcji fizjologicznych AtClpC1 analizowano fenotyp insercyjnych mutantéw
clpC1 A. thaliana. Uzyskane wyniki wskazujg, ze biatko to petni bardzo istotne funkcje,
poniewaz mutanty clpC1 charakteryzowaty sie silng chlorozg, byty kartowate, a aparat
fotosyntetyczny byt znaczgco zmieniony, zarowno w sensie ultrastruktury chloroplastu
(gorzej rozwiniety system tylakoidowy), sktadu biatek chloroplastowych (obnizony poziom
akumulacji biatek zwigzanych z fotosyntetycznym transportem elektronéw, pierwotnym
metabolizmem wegla obejmujgcym cykl Calvina, glikolize i fotooddychaniem oraz
podwyzszony poziom biatek zaangazowanych w biogeneze biatek i ekspresje gendw
plastydowych), jak i aktywnosci fotosyntetycznej lisci (Sjogren i wsp., 2004, Kovacheva
i wsp., 2005, Nishimura i wsp., 2013, Sjogren i wsp., 2014)

Podobienstwo sekwencji aminokwasowej AtCIpC1 i AtClpC2 siega 90%, a mimo to
fenotyp mutantow clpC2 nie rézni sie od fenotypu roslin WT (Park i Rodermel, 2004), co
oznacza, ze wbrew podobierstwu sekwencyjnemu do AtClpC1 - AtClpC2 petni znacznie
mniej istotne funkcje niz AtClpC1.

AtClpD jest biatkiem w normalnych warunkach srodowiskowych reprezentowanym
przez mniejsze ilosci niz AtClpCl. Poziom mRNA AtClpD podlega silnej indukcji podczas
starzenia lisci (Nakashima i wsp., 1997), przez co starsze liScie majg podwyzszony poziom
akumulacji AtClpD (Sjogren i wsp., 2014, Nakabayashi i wsp., 1999). Na podwyzszenie
akumulacji AtClpD wptywa takze stres chtodu (Zheng i wsp., 2002).

Produkt genu AtCLPB3, podobnie jak AtClpC1, AtClpC2 i AtClpD (do ktérych
wykazuje pewne podobierstwo sekwencyjne) jest biatkiem chloroplastowym, nalezgcym

do rodziny biatek opiekuriczych HSP100, jednak w odréznieniu od AtClpC1/C2/D domena
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AAA'2 AtCIpB3 jest pozbawiona motywu I(L)GF (=PMB) umozliwiajgcego interakcje
z rdzeniem proteolitycznym AtClp (Lee i wsp., 2007, Nishimura i van Wijk 2014). Oznacza
to, ze AtClpB3 moze funkcjonowac jako biatko opiekunicze catkowicie niezaleznie
od holokompleksu AtClp. Dziatanie AtClpB3 najprawdopdobniej polega na resolubilizacji
agregatéw miedzybiatkowych, powstajgcych w trakcie ekspozycji A. thaliana na stres
termiczny (Lee i wsp., 2005) oraz na $wiatto o podwyzszonym natezeniu (Adamiec i wsp.,
2011), a w bezstresowych warunkach srodowiskowych AtClpB3 uczestniczy w biogenezie
chloroplastéw z proplastydéw (Myouga i wsp., 2006).

AtClpP1 jest jedyng podjednostkg systemu AtClp kodowang przez gen plastydowy
(Olinares i wsp., 2011b). W strukturze liniowe] tego biatka, podobnie jak wszystkich
pozostatych chloroplastowych AtClpP, odnajduje sie domene proteazowg zawierajgcy
triade katalityczng HDS, sytuujgcg to biatko w rodzinie S14 (wedtug bazy MEROPS).
U tytoniu proteaza ta odgrywa istotng role w ontogenezie, na co wskazuje fakt, ze
wyciszenie NtCLPP1 prowadzi od powaznego niedorozwoju pedu (Kuroda i Maliga, 2003),
jednak indywidualne funkcje tego biatka u A. thaliana nie sg znane.

AtClpP3, podobnie jak podjednostki AtClpP4-6 i AtCIpR1-4, posiada
charakterystyczng C-koncowg sekwencje (o diugosci do 52 aminokwaséw) (Olinares
i wsp., 2011a), ktdra najprawdopodobniej wptywa na interakcje z biatkami opiekunczymi.
Biatko to odgrywa istotne funkcje w zyciu rosliny na co wskazuje fakt, ze mutanty c/pP3
charakteryzuja sie opdznieniem embriogenezy, zarodki sg biate i mniejsze niz u roslin WT
(Kim i wp., 2013). Rozwdéj siewek mutantéow zatrzymuje sie na etapie liscieni, a dopiero
dodanie cukrow do pozywki skutkuje powolnym rozwinieciem lisci, zazielenieniem,
zakwitnieciem i produkcjg nasion (Kim i wsp., 2013).

Rysunek 3 przedstawia strukture liniowg czasteczki AtClpP5, najobficiej
reprezentowanej proteazy AtCIpP. Jej brak uniemozliwia rozwdj rosliny, mamy

do czynienia z efektem letalnym w okresie embriogenezy (Kim i wsp., 2009).

1-62 115-284 298
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Rys. 3 Liniowa struktura czasteczki prekursora biatka proteazy AtClpP5 ukazujgca lokalizacje
peptydu tranzytowego (kolor szary) i domeny proteazowej (kolor zielony) Dane niezbedne
do sporzadzenia rysunku pozyskano z bazy NCBlI oraz serwera Target P 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP).
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Badania przeprowadzone z uzyciem antysensownego mutanta clpP6 wykazaty, ze
brak biatka AtClpP6 skutkuje plejotropowymi zmianami dotyczagcymi gtdwnie lisci
dojrzatych, sposréd ktérych najbardziej znaczacy jest chloroza, ostabienie tempa wzrostu,
pomarszczenie krawedzi blaszek lisciowych, obnizenie tempa fotosyntezy i zaburzenia
rozwoju chloroplastow. Chlorotyczne liscie mutanta c/pP6 majg obnizony poziom
akumulacji PSI, PSIl, ATPazy, Rubisco i apobiatka Lhcb2 w poréwnaniu do lisci WT (Sjogren
i wsp., 2006). Efekty fenotypowe braku AtClpP6 sg ostabione kompensacyjnym wzrostem
poziomu AtClpP4 (Sjogren i wsp., 2006). Wsrod biatek, w regulacji obrotu metabolicznego
ktdrych uczestniczy AtClpP6 zidentyfikowano: czynnik elongacyjny EF-Ts, biatko wigzgce
RNA, aldolaze fruktozo 1,6-bisfosforanu, fosforybozylotransferaze uracylu, izomeraze cis-
trans peptydylo-prolilowa, kinaze NDP i prawdopodobng izomeraze rybozo 5-fosforanu
(Sjogren i wsp., 2006).

Fenotyp mutantow pozbawionych AtClpR1 jest umiarkowany i charakteryzuje sie
stabg chlorozg oraz niewielkimi zmianami ultrastruktury chloroplastu (Kim i wsp., 2009,
Koussevitzky i wsp., 2007).

Brak AtCIpR2 i AtClpR4 powoduje duzo powazniejsze skutki niz brak AtClpR1, np.
opdinienie embriogenezy, brak zazielenienia siewek (ktérych rozwdj zatrzymuje sie
na etapie liscieni) i mniejsze niz u roslin WT nasiona (Rudella i wsp., 2006), ktdre moga
dojrzewa¢ w warunkach autotroficznych. W warunkach heterotroficznych powoli
rozwijajg sie bladozielone siewki, ale rosliny produkujg niezywotne nasiona (Kim i wsp.,
2009).

Jak juz wspomniano biatko AtClpS1 najprawdopodobniej petni funkcje
adaptorowq, ktdéra polega na ufatwieniu oddziatywania przeznaczonego do degradacji
substratu z czgsteczkami biatek opiekunczych AtClpC1/AtClpC2/AtClpD, nie zostato to
jednak w petni udowodnione u roslin (Olinares i wsp., 2011a). Fenotyp mutanta clpS1
zblizony jest do fenotypu roslin WT, choé poziom chlorofilu mutantéw jest nieco obnizony
(Nishimura i wsp., 2013). Ze wzgledu na wiekszg podatnos¢ mutanta na dziatanie
chloroplastowego inhibitora elongacji translacji - chloramfenikolu, ale nie na dziatanie
cytozolowego inhibitora translacji - cykloheksamidu, sugeruje sie zwigzek pomiedzy
plastydowag translacjg a proteolizg z udziatem AtClpS1 (Nishimura i wsp., 2013).

Pojedyncze mutanty pozbawione nierozpoznanych co do funkcji biatek AtClpT1

i AtClpT2 majg fenotyp nieodbiegajgcy od roslin WT (Sjogren i Clarke, 2011), fenotyp
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podwdjnego mutanta natomiast jest juz bardzo wyrazny (Nishimura i van Wijk, 2014), ale
nie letalny (Sjogren i Clarke, 2011). Sita fenotypu podwdjnego mutanta clpT1/clpT2 moze
mieé¢ zwigzek z istotng rolg, jaka podjednostki AtClpT1 i AtClpT2 odgrywajg w trakcie
montazu czgstek holokompleksu AtClp - dowiedziono mianowicie, ze przytaczenie
pierscienia R do pierscienia P jest mozliwe pod warunkiem wczes$niejszego powstania
przejsciowego tréjsktadnikowego kompleksu: pierscien P-AtClpT1-AtClpT2 (Sjogren
i Clarke, 2011).

1.5.7.2 Deg

W genomie jgdrowym A. thaliana zidentyfikowano szesnascie gendw kodujgcych
biatka ortologiczne do DegP, DegQ i DegS E. coli; nazwano je AtDEG1-16 (Huesgen i wsp.,
2005; Schuhmann i wsp., 2012). Dowiedziono eksperymentalnie, ze pie¢ sposrdd tych
gendw - AtDEGI1, 2, 5, 7 i 8 - koduje biatka kierowane do chloroplastéw, AtDEG10 - biatko
o lokalizacji mitochondrialnej, a AtDEG15 - biatko peroksysomalne. Pozostate dziewiec
gendw AtDEG koduje biatka, ktdrych lokalizacje ustalono jedynie in silico, jako zaréwno
mitochondrialng, jak i chloroplastowg lub lokalizacji ich nie udato sie wyznaczy¢
(Schuhmann i Adamska, 2012). Znakomita wiekszo$¢ gendw AtDEG (obejmujgcych
wszystkie pie¢ kodujgcych biatka chloroplastowe) posiada swe ortologi wsrdd innych
gatunkéw roslin modelowych, takich jak Populus trichocarpa, Oryza sativa, Physcomitrella
patens and Chlamydomonas reinhardtii (Schuhmann i wsp., 2012).
AtDeg to proteazy serynowe, ktére baza MEROPS umieszcza w rodzinie S1 (holotyp -
chymotrypsyna wotu). Informacje na temat gendéw kodujacych poszczegdlne
chloroplastowe Deg, ich transkryptach i produktach biatkowych zawarte sg w Tab. 1.

Aktywna proteolitycznie forma AtDegl jest najprawdopodobniej
homoheksamerem (Kley i wsp., 2011) potgczonym (peryferycznie) z btong tylakoidowa

od strony Swiatta tylakoidu (Huesgen i wsp., 2005) (Rys. 4).
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Rys. 4 Rozmieszczenie proteaz AtDegl, 2, 5, 7 i 8 wewnatrz chloroplastu. Rysunek wykonano
w oparciu o dane z prac Huesgen i wsp. (2005) oraz Schuhmann i wsp. (2011).

Na strukture pierwszorzedowg AtDegl sktada sie domena proteazowa (z triadg

katalityczng HDS) i pojedyncza domena PDZ (Rys. 5).
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Rys. 5 Liniowa struktura czasteczek prekursoréw proteaz chloroplastowych AtDeg ukazujaca
lokalizacje peptydéw tranzytowych (kolor szary), peptydéw eksportowych (kolor pomaranczowy),
domen proteazowych (kolor zielony) i domen PDZ (kolor purpurowy). W przypadku AtDeg7 nie
zidentyfikowano do tej pory peptydu tranzytowego, dlatego nie jest on zaznaczony na schemacie.
Dane niezbedne do sporzadzenia rysunku pozyskano z bazy NCBI, serwera Target P 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) oraz pracy Sun i wsp. (2012).

Rozwigzanie struktury krystalicznej pozwolito na stwierdzenie, ze AtDegl funkcjonuje jako
homoheksamer typu beczka sktadajgcy sie z dwdch trimerycznych pierécieni utozonych
jeden nad drugim w taki sposdb, ze w ich wnetrzu utworzona zostaje komora katalityczna.
Monomery AtDegl asocjujag w trimery poprzez oddziatywania miedzy domenami
protezowymi, natomiast heksamer powstaje przez oddziatywania pomiedzy petlami LA
domeny proteazowej i motywami IC1 i IC2 domeny PDZ. Sztywne S$ciany komory
katalitycznej tworzy szes¢ domen PDZ wraz z szescioma petlami LA domen proteazowych,

w $cianach formujg sie trzy wyrazne wejscia prowadzgcymi do wnetrza komory (Kley
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i wsp., 2011). Przejscie miedzy nieaktywnym proteolitycznie monomerem a aktywng
formg heksameryczng jest promowane przez obnizenie pH $wiatta tylakoidu (Kley i wsp.,
2011).

Aktywnos$¢ proteazowg AtDegl potwierdza zdolnos$¢ rekombinowanej wersji tego biatka
do hydrolizy in vitro substratu niefizjologicznego, jakim jest B-kazeina. Tempo hydrolizy
zalezy od temperatury i pH Srodwiska reakcyjnego - rosnie w zakresie temperatur 15-
42°C, a w 55°C hydroliza zachodzi jeszcze intensywniej. Wzrost temperatury wptywa
na podwyzszenie aktywnosci enzymu, badz wywotuje rozfatdowanie substratu, przez co
staje sie on ftatwiej dostepny dla proteazy. Rekombinowana AtDegl najwydajniej
degraduje B-kazeine w przedziale pH miedzy 5.5 a 7.0, przy czym maksymalna aktywnos$é
ma miejsce przy pH 6.0, a niewielka juz alkalizacja srodowiska reakcyjnego silnie obniza
tempo degradacji (Chassin i wsp., 2002). Poziom ekspresji AtDEG1 (akumulacja
transkryptow) podlega modulacji w odpowiedzi na krétkoterminowe podwyzszenie
natezenia Swiatfa (Sinvany-Villalobo i wsp., 2004). Wyniki badan nad mutantami
insercyjnymi degl A. thaliana wskazujg, ze AtDegl uczestniczy w degradacji biatka PsbA
(D1) uszkodzonego dziataniem Swiatta o podwyzszonym natezeniu nacinajgc uszkodzong
czgsteczke w dwdch miejscach - w obrebie dwdch petli zlokalizowanych w sSwietle
tylakoidu: tzw. petli CD oraz petli C-koricowej (Kapri-Pardes i wsp., 2007). Linie mutantéw
degl okazaty sie wrazliwsze na fotoinhibicje od roslin WT (Kapri-Pardes i wsp., 2007),
najprawdopodobniej wtasnie ze wzgledu na ich niezdolnos¢ do degradacji uszkodzonego
PsbA, ktéra jest niezbednym warunkiem syntezy nowych kopii PsbA i przeprowadzenia
petnego cyklu naprawczego PSIl (Andersson i Aro, 2001, Yamamoto, 2001). Dowiedziono,
ze w odpowiedzi na ekspozycje na swiatto o podwyzszonym natezeniu AtDegl katalizuje
takze hydrolize apobiatek peryferycznych anten energetycznych PSII CP26 i CP29 oraz
zasocjowanego z PSII biatka PsbS (Zienkiewicz i wsp., 2012). Sadzi sie, ze AtDegl moze
w warunkach bezstresowych by¢ zaangazowana w utrzymywanie homeostazy w Swietle
tylakoidu poprzez udziat w obrocie metabolicznym PsbO i plastocyjaniny (Chassin i wsp.,
2002).

Jednym z najbardziej interesujgcych dokonan w zakresie badan nad AtDegl jest
udowodnienie, ze proteaza ta moze takze funkcjonowaé jako biatko opiekuncze -

uczestniczac w sktadaniu i biogenezie PSIl poprzez interakcje z biatkiem PsbD (D2).
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Aktywnos$¢ opiekunicza AtDegl jest zwigzana z resztg S triady katalitycznej HDS (Sun
i wsp., 2010b).

AtDegl petni wazne funkcje na poziomie catej rosliny, na co wskazujg obserwacje, ze
mutanty degl charakteryzujg sie takze ograniczonym wzrostem i wczesniejszym
zakwitaniem, a obnizenie zawartos$é chlorofilu b powoduje, ze liscie mutantéow sg blado
zielone (Kapri-Pardes i wsp., 2007).

Aktywna proteolitycznie proteaza AtDeg2 jest najprawdopobniej 12- lub 24-
merem (Sun i wsp., 2012), potgczonym peryferycznie z btong tylakoidowa od strony
stromy (Hausslhl i wsp., 2001) (Rys. 4). Na strukture pierwszorzedowg tego biatka sktada
sie domena proteazowa i dwie domeny PDZ (PDZ1 i PDZ2) (Rys. 5). 12- lub 24-mery
powstajg przez pofaczenie sie ze sobg heksameréw (Rys. 4) (zapewne nieaktywnych
proteolitycznie). Heksamer AtDeg2 jest beczkg sktadajgcg sie z dwdch trimerycznych
pierscieni utozonych na sobie w taki sposdb, ze formujg one wewnetrzng komore
katalityczng; wejscie do niej jest mozliwe przez szes¢ poréw (Sun i wsp., 2012). W tgczeniu
sie  monomeréw w trimery posredniczg domeny proteazowe i domena PDZ1,
a w stabilizacji pofaczenia trimerdow - wszystkie trzy domeny. Oligomeryzacja heksamerdow
AtDeg2 przebiega w sposéb pH-niezalezny. Dowiedziono, ze ilos¢ AtDeg2 w formie
aktywnego 12- lub 24-meru wzrasta in vitro z czasem inkubacji ze sztucznym substratem -
B-kazeing, czemu towarzyszy wzrost poziomu produktu degradacji B-kazeiny (Sun i wsp.,
2012).

Aktywno$¢ proteazowg AtDeg2 potwierdza zdolno$é rekombinowane] wersji tego biatka
do hydrolizy in vitro nie tylko B-kazeiny (Sun i wsp., 2012), ale takze innego
niefizjologicznego substratu - Zelatyny (Haussihl i wsp., 2001). Na aktywnos¢
proteolityczng AtDeg?2 in vitro wptywa status redoks otoczenia, w ktérym aktywnos¢ jest
mierzona (Stroher i Dietz 2008).

Wykazano, ze krétkoterminowe (2 h) stresy: solny, oksydacyjny, wysokiej temperatury
i desykacji wptywajg hamujgco na akumulacje transkryptéow AtDEG2, cho¢ w przypadku
stresu solnego i desykacji jednoczesnie nastepuje 2-4-krotne zwiekszenie poziomu
akumulacji biatka AtDeg2 (Haussthl i wsp., 2001). Z kolei w odpowiedzi
na krotkoterminowg (2,5 h) ekspozycje roslin na swiatto o podwyzszonym natezeniu

transkrypcja AtDEG2 ulega 3-krotnemu wzmocnieniu (Sinvany-Villalobo i wsp., 2004), za$s
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dtugoterminowa (5 h) ekspozycja na nadmierne natezenie Swiatta skutkuje okoto 2-
krotnym obnizeniem transkrypcji AtDEG2 (Adamiec i wsp., 2011).
Niektdrzy badacze sadzg, ze in vivo AtDeg2 uczestniczy w degradacji fotouszkodzonego
biatka PsbA (D1) poprzez GTP-zalezne trawienie w obrebie petli DE wyeksponowanej
w strone stromy, w wyniku ktérego biatko PsbA podzielone ma zosta¢ na dwa fragmenty
(Spetea i wsp., 1999, Lindahl i wsp., 2000, Hausslihl i wsp., 2001). Istniejg jednak pewne
watpliwosci odnosnie do faktycznego przebiegu takiej reakcji in vivo. Analiza dwdch linii
mutantow deg2 A. thaliana typu knock-out (deg2-1 i deg2-2) rosngcych w warunkach
podwyzszonego natezenia Swiatta nie wykazata réznic w porownaniu do roslin WT
odnosnie do kinetyki degradacji biatka PsbA oraz wartosci parametru Fv/Fm (Huesgen
i wsp., 2006). Ten ostatni wynik zostat z kolei zakwestionowany przez cztonkédw naszego
zespotu badawczego (Lucinski i wsp., 2011b). Z analizy wynikéw badan prowadzonych
na mutantach deg2-2 i deg2-3 wynika, ze AtDeg2 degraduje in vivo takze apobiatko Lhcb6;
dzieje sie tak w odpowiedzi na rozne krétkoterminowe (3 h) stresy, w tym ekspozycje
na Swiatto o podwyzszonym natezeniu (Lucinskii wsp., 2011b).
Ostatnio (Sun i wsp., 2012) udowodniono, ze AtDeg2, podobnie jak AtDegl, moze tez
petni¢ funkcje biatka opiekunczego, jednak ta aktywnos¢ zostata na razie potwierdzona
tylko w doswiadczeniach in vitro.
Na poziomie catej rosliny w warunkach bezstresowych AtDeg2 uczestniczy w regulacji
pola powierzchni lisci i ultrastruktury chloroplastéw, na co wskazujg wyniki badan
nad mutantami deg2-2 i deg2-3 - oba mutanty, hodowane w warunkach zaréwno
dtugiego, jak i krotkiego fotoperiodu charakteryzujg sie mniejszym polem powierzchni
niektdérych lisci, a chloroplasty mutantéw cechowata zmniejszona liczba plastoglobul
i wieksza liczba tylakoidéw zespolonych w stosy granowe (Luciniski i wsp., 2011b).
Aktywna proteolitycznie proteaza AtDeg5 najprawdopodobniej tworzy heksamer
potgczony z heksamerem AtDeg8 w heterododekamer zlokalizowany na powierzchni
btony tylakoidowej od strony $wiatta tylakoidu (Sun i wsp., 2007a) (Rys. 4). W liniowej
strukturze czgsteczki tej proteazy odnajdujemy pojedyncza domene protezowgq; brak
domeny PDZ (Rys. 5). Heksameryczny charakter AtDeg5 w obrebie kompleksu
AtDeg5/AtDeg8 nie jest jednak catkowicie pewny, ostatnio bowiem wykazano, ze AtDeg5
w roztworze formuje trimer (ktéry moze wiaza¢ dwa jony Ca”*), w krysztale natomiast

formuje podwdjne trimery (Sun i wsp., 2013). Co ciekawe, rekombinowana wersja AtDeg5
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nie wykazuje in vitro aktywnosci proteolitycznej wzgledem niefizjologicznych substratow
(Sun i wsp., 2007a), co moze potwierdzaé, ze in vivo AtDeg5 musi wspoétpracowad
z AtDeg8 w formie heterokompleksu AtDeg5/AtDeg8, w ktérym dawcg centréow
katalitycznych jest AtDeg8.

Informacje dotyczgce fizjologicznych substratow AtDeg5 sg bardzo skromne.
Prawdopodobnie proteaza ta uczestniczy w degradac;ji biatka PsbA uszkodzonego wskutek
ekspozycji roslin na swiatto o podwyzszonym natezeniu (Sun i wsp., 2007a) i wysoka
temperature (Sun i wsp., 2007b). W warunkach fotoinhibicyjnych rola AtDeg5 moze
polega¢ na nacinaniu fotouszkodzonego PsbA w obrebie zlokalizowanej w Swietle
tylakoidu petli CD, z wytworzeniem fragmentéw 18 i 16 kDa (Sun i wsp., 2007a). Mutanty
deg5 charakteryzujg sie podwyzszong wrazliwoscig na fotoinhibicje (Sun i wsp., 2007a),
poniewaz - podobnie jak mutanty deg1 - najprawdopodobniej nie sg zdolne do degradacji
uszkodzonego PsbA. Z badan tych wynika, ze AtDeg5 moze odgrywa¢ waing role
w ochronie rosliny przed fotoinhibicjg in vivo. Wyniki niedawno przeprowadzonych badan
wskazujg, ze AtDeg5 uczestniczy takze w degradacji podjednostki podjednostki B
cytochromu bssg (PsbF) w odpowiedzi na stres zranienia liscia (Lucinski i wsp, 2011a).
W warunkach bezstresowych AtDeg5 bierze udziat w ksztattowaniu sie wtasciwej
morfologii i struktury anatomicznej lisci, ultrastruktury chloroplastéw i w regulacji
metabolizmu skrobi w chloroplastach (Lucinski i wsp., 2011a). W mojej pracy
przedstawione zostang uszczegétowione dane o tej proteazie, wzbogacone o analizy
drugiego mutanta deg5 oraz duzo bardziej szczegétowe (doktadniejsza analiza wiekszej
liczby cech) porédwnanie fenotypu roslin rosngcych w optymalnych warunkach
z uwzglednieniem dla badanych cech watku ontogenetycznego.

Aktywna proteolitycznie forma AtDeg7 jest najprawdopodobniej trimerem
(Schuhmann i wsp., 2011) zlokalizowanym na powierzchni btony tylakoidowej od strony
stromy (Sun i wsp., 2010a) (Rys. 4) jednak nieopublikowane dane pochodzacej
z laboratorium prof. lwony Adamskiej sugerujg, ze moze to by¢ biatko jadrowe (!).
Mogtoby to pozostawaé w zgodzie z faktem, iz program Target P 1.1 nie wykrywa
w strukturze prekursora AtDeg7 peptydu tranzytowego.

W pierwszorzedowej strukturze AtDeg7 odnajdujemy (Rys. 5) dwie domeny proteazowe,

przy czym druga z nich jest forma nieaktywnga katalitycznie (zdegenerowang) oraz cztery
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domeny PDZ (Schuhmann i wsp., 2011). Proces trymeryzacji opiera sie na interakcjach
pomiedzy zdegenerowanymi domenami proteazowymi (Schuhmann i wsp., 2011).
Z badan przeprowadzonych na rekombinowanej proteazie AtDeg7 wynika, ze enzym ten
wykazuje aktywnos¢ proteolityczng in vitro wobec niefizjologicznego substratu, jakim jest
B-kazeina, przy czym aktywnosci takiej nie zaobserwowano w stosunku do form a i k
kazeiny (Sun i wsp., 2010a).
Informacje dotyczgce fizjologicznych substratow AtDeg7 s3 bardzo skromne.
Prawdopodobnie proteaza ta wspotdziata z AtDegl, AtDeg2 (?) i AtDeg5/AtDeg8
w degradacji fotouszkodzonego biatka PsbA oraz reguluje degradacje innych biatek
rdzenia PSII (PsbB, PsbC i PsbD) w warunkach fotoinhibicyjnych (Sun i wsp., 2010a).
Aktywna proteolitycznie proteaza AtDeg8 najprawdopodobniej tworzy heksamer
potgczony z heksamerem AtDeg5 w heterododekamer zlokalizowany na powierzchni
btony tylakoidowej od strony Swiatta tylakoidu (Sun i wsp., 2007a) (Rys. 4). Najnowsze
badania wskazujg, ze AtDeg8 rzeczywiscie przyjmuje forme heksameryczng zaréwno
w roztworze, jak i w formie krystalicznej (Sun i wsp., 2013).
Badania przeprowadzone na rekombinowanej proteazie AtDeg8 dowodzg, ze wykazuje
ona wykazuje aktywnosc¢ proteolityczng in vitro wobec niefizjologicznego substratu, jakim
jest B- kazeina (Sun i wsp., 2007a).
Krotkoterminowa (2,5 h) ekspozycja roslin A. thaliana na swiatlo o wysokim natezeniu
skutkuje 4-krotnym wzrostem poziomu transkryptu AtDEGS8 (Sinvany-Villalobo i wsp.,
2004). W tych warunkach AtDeg8 prawdopodobnie wspétdziata z AtDegl, AtDeg2(?),
AtDeg5 i AtDeg7 (?) w degradacji fotouszkodzonego biatka PsbA (Sun i wsp., 2007a).
W warunkach stresu wysokiej temperatury uczestniczy w degradacji PsbA (Sun i wsp.,
2007b). Catkowicie nieznana pozstaje rola AtDeg8 w komfortowych warunkach

srodowiskowych.

1.5.7.3 FtsH

Genom jadrowy Arabidopsis thaliana zawiera 12 gendw (Tab. 1) kodujgcych biatka
AtFtsH ortologicznych wzgledem FtsH E. coli (Sokolenko i wsp., 2002, Adam i wsp., 2005).
Do chloroplastéow kierowane sg najprawdopodobniej nastepujgce sposréd nich: AtFtsH1,
2,5 6, 7, 8 9, 12, a AtFtsH11 jest kierowana zaréwno do chloroplastéw, jak

i mitochondriéw (Sakamoto i wsp., 2003, Urantéwka i wsp., 2005).
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Produkty gendw kodujgcych chloroplastowe AtFtsH1, 2, 5 i 8 sg biatkami integralnie
zwigzanymi z btong tylakoidowg (Sakamoto i wsp., 2003), tworzgcymi
heterooligomeryczny kompleks (nazywany heterokompleksem AtFtsH) zawierajgcy
AtFtsH1/5 (typ A AtFtsH) i AtFtsH2/8 (typ B AtFtsH) (Yu i wsp., 2004, Zaltsman i wsp.,
2005b). W normalnych warunkach FtsH2 to najobficiej reprezentowana chloroplastowa
izoforma AtFtsH, FtsH5 jest druga co do obfitosci, a FtsH8 i FtsH1 sg reprezentowane
przez bardzo niewielkie ilosci (Sakamoto i wsp., 2003, Zaltsman i wsp., 2005b).

W strukturze pierwszorzedowej AtFstH1, 2, 5 i 8 odnajdujemy domene AAA®, ktéra
zawiera motywy Walker A i Walker B (uczestniczace w wigzaniu i hydrolizie ATP
niezbednej do rozfatdowania substratu) i rejon SRH (funkcja pomocnicza w wigzaniu
i hydrolizie ATP) oraz C-korncowg domene proteazowg. Centrum katalityczne z motywem
HEXXH wiazacym Zn?* sytuuje - wedtug klasyfikacji MEROPS - wszystkie AtFtsH w rodzinie
M41(holotyp — FtsH E coli).

265-430 511-705 716

1-48
AtFtsH1 [ TN |

Rys. 6 Liniowa struktura czasteczki prekursora proteazy chloroplastowej AtFtsH1 ukazujgca
lokalizacje peptydu tranzytowego (kolor szary), domeny proteazowej (kolor zielony) i domeny
AAA" (kolor purpurowy) wraz z motywami Walker A (kolor z6tity), Walker B (kolor niebieski)
i rejonem SRH (kolor fioletowy). Dane niezbedne do sporzadzenia rysunku pozyskano z bazy NCBI
i serwera Target P 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP).

Niefizjologicznym substratem rekombinowanej proteazy AtFtsH1 jest w warunkach
in vitro B-kazeina (Lindahl i wsp., 2000).

Liczne dane eksperymentalne wskazujg, ze heterokompleks AtFtsH uczestniczy in vivo
w degradacji fotouszkodzonego biatka PsbA oraz w biogenezie chloroplastéw (Bailey
i wsp., 2002, Zaltsman i wsp., 2005b).

Wyciszenie AtFTSH2 i AtFTSH5 ze wzgledu na wysoki poziom akumulacji ich produktow
w ro$linach WT skutkuje powaznymi zaburzeniami fenotypu mutantéw ftsH2 (var2)
i ftsH5 (var1) (Sakamoto i wsp., 2003).

Cechga charakterystyczng var2 (yellow-variegated 2) jest obecnos¢ zielonych i biato-zéttych
sektoréw na blaszce lisciowej, okreslana jako pstrolistnos¢ (Chen i wsp., 2000, Martinez-
Zapater, 1993, Sakamoto, 2003, Takechi i wsp., 2000). Cecha ta nie dotyczy liscieni,

pierwszy lis¢ jednak jest juz na ogdt biaty, a kolejne biato-zéito-zielone, przy czym
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stopniowo, wraz z uptywem czasu, obniza sie stosunek sektoréw przebarwionych
do zielonych (Zaltsman i wsp., 2005a). Komdrki w zielonych sektorach lisci zawierajg
chloroplasty o normalnej strukturze, plastydy biatych sektoréw natomiast wykazujg
niezrédznicowang strukture, stabo rozwiniety system bton wewnetrznych i silng
wakuolizacje, co wskazuje na istotne znaczenie AtFtsH2 dla wczesnych stadiéw biogenezy
tych bton (Chen i wsp., 2000, Kato i wsp., 2007). Chloroplasty w zielonych sektorach
funkcjonujg w warunkach stresu fotooksydacyjnego, a dziatanie czynnikéw stresowych
wplywa na wzmocnienie ekspresji gendw kodujacych mitochondrialng alternatywng
oksydaze, co wskazuje na udziat AtFtsH2 w ekspresji gendw mitochondrialnych
metabolizmu oddechowego (Yoshida i wsp., 2008).
Mutant varl (yellow-variegated 1) charakteryzuje sie fenotypem zblizonym do var2, ale
ze wzgledu na nizszy poziom akumulacji AtFtsH5 in vivo jest on stabiej wyrazony
(Sakamoto i wsp., 2002, Sinvany-Villalobo i wsp., 2004). Liscienie sg zielone, ale juz
pierwsze liscie pstre, a stosunek obszaréw pstrych do zielonych zmniejsza sie wraz
z uptywem czasu i dojrzate rosliny varl nie réznig sie od WT (Sakamoto i wsp., 2002).
W chloroplastach zielonych sektoréw wystepuje wieksza niz u roslin WT liczba
plastoglobuli (Sakamoto i wsp., 2002). Plastydy biatych sektorow wygladajg jak u mutanta
var2, co swiadczy o niezbednosci AtFtsH5 dla prawidtowego rozwoju systemu tylakoidéw
(Sakamoto i wsp., 2002). Badania z wykorzystaniem mutanta varl-1 (Martinez-Zapater,
1993) wskazuja, ze w warunkach dfugoterminowego stresu zasolenia (6h) oraz zimna
i wysokiego natezenia $wiatta (24 h) substratami heterokompleksu AtFtsH sg apobiatka
gtéwnej peryferycznej anteny energetycznej PSIl Lhcb1-3 (Lucinski i Jackowski, 2013).
Wewnatrzchloroplastowa lokalizacja AtFtsH6 (Ferro i wsp., 2010), jak i jej
oligomeryczny stan wcigz pozostajg nieznane.
Z badan przeprowadzonych z wykorzystaniem mutantéw ftsh6 wnioskowano, ze
do fizjologicznych substratéw AtFtsH6 nalezg dwa apobiatka gtdéwnej peryferycznej anteny
energetycznej PSIl - Lhcbl i Lhcb3. AtFtsH6 byta uwazana za odpowiedzialng
za degradacje Lhcbl w warunkach 24 h ekspozycji roslin na podwyzszone natezenie
Swiatta oraz degradacje Lhcb3 zwigzang ze starzeniem sie zaciemnianych lisci (Garcia-
Lorenzo i wsp., 2005, Zelisko i wsp., 2005), jednak nowsze dane podwazajg te

interpretacje (Wagner i wsp., 2011).
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AtFtsH7 i AtFtsH9 tworza w otoczce chloroplastowej heterokompleks (Wagner
i wsp., 2011). Kazda z tych izoform posiada dwie transmembranowe domeny (Ferro
i wsp., 2010).

W odpowiedzi na krotkoterminowg (2,5 h) ekspozycje na podwyzszone natezenie Swiatta
transkrypcja AtFTSH7 i AtFTSH9 wzmacniana jest przejsciowo 2-4-krotnie (Sinvany-
Villalobo i wsp., 2004).

Obserwowano niewielkie wzmocnienie akumulacji transkryptéw AtFTSH8
w odpowiedzi na krdtkoterminowg ekspozycje na podwyzszong temperature (Sinvany-
Villalobo i wsp., 2004).

Z analizy fenotypowej mutantéw ftsh11 wynika, ze AtFtsH11 zaangazowana jest
w ksztattowanie sie odpornosci roslin na podwyziszong temperature i nabywanie
termotolerancji (Chen i wsp., 2006), mimo iz ekspozycja na podwyzszong temperature nie
stymuluje transkrypcji FTSH11 (Sinvany-Villalobo i wsp., 2004).

Nie zidentyfikowano do tej pory fizjologicznych substratow dla AtFtsH11.

AtFtsH12 zlokalizowana jest w otoczce chloroplastowej w postaci kompleksu
wspottworzonego z nieaktywng izoforma AtFtsHi (inactive), w ktérej brakuje wszystkich
trzech aminokwasow niezbednych dla wigzania cynku. AtFtsH12 posiada dwie domeny
transmembranowe (Ferro i wsp., 2010), chociaz ich topologia w tej btonie nadal nie jest
znana.

Nie udato sie zidentyfikowac fizjologicznych substratéw AtFtsH12.

1.5.7.4 Lon

Aktywna proteolitycznie forma AtLon4 jest biatkiem zwigzanym silnymi
oddziatywaniami z btong tylakoidowa od strony stromy (Ostersetzer i wsp., 2007); biatku
temu przypisuje sie jednoczesnie lokalizacje mitochondrialng. W strukturze
pierwszorzedowej AtLon4 odnajdujemy domene AAA®, ktéra zawiera motywy Walker A
i Walker B (uczestniczace w wigzaniu i hydrolizie ATP niezbednej do rozfatdowania
substratu) oraz C-koncowg domene proteazowga. Centrum katalityczne z motywem SK
sytuuje - wedtug klasyfikacji MEROPS - AtLon4 w rodzinie S16 (holotyp - Lon E coli).

Brak jakichkolwiek danych o organizacji strukturalnej i funkcjach AtLon4.
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Rys. 7 Liniowa struktura czgsteczki prekursora proteazy chloroplastowej AtLon4 ukazujaca
lokalizacje peptydu tranzytowego (kolor szary), domeny proteazowej (kolor zielony) i domeny
AAA" (kolor purprurowy) wraz z motywami Walker A (kolor z6tty) i Walker B (kolor niebieski).
Dane niezbedne do sporzadzenia rysunku pozyskano z bazy NCBI i serwera Target P 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP).

1.6 Przebieg ontogenezy A. thaliana

Ontogeneze A. thaliana, podobnie jak wszystkich innych roslin nasiennych,
tradycyjnie dzieli sie na kietkowanie nasion, embriogeneze, rozwdj wegetatywny, rozwdj
generatywny i starzenie. Jednak w celu umozliwienia precyzyjnych analiz poréwnawczych
przebiegu ontogenezy np. roslin WT A. thaliana i dowolnych mutantow stosuje sie system
zmodyfikowany - dostosowany do tego gatunku (tzw. skala BBCH - Lancashire i wsp.,
1991, Boyes i wsp., 2001 - szerzej opisana w rozdziale Wyniki), a pierwotnie opracowany
dla celow komercyjnych (usystematyzowanie stadidow ontogenetycznych roslin
uprawnych miato na celu ufatwienie i obiektywizacje poréwnawczych analiz dziatania
herbicyddw). Opierajac sie na dostosowanej do A. thaliana skali BBCH mozna ontogeneze
tego gatunku podzieli¢ na szereg faz, a wsréd nich: kietkowanie nasion, rozwdj lisci,
wzrost rozety liSciowej, pojawienie sie kwiatostanu, dojrzewanie owocow (tuszczynek),
starzenie (Boyes i wsp., 2001). W odniesieniu do tradycyjnego podziatu zwraca uwage
brak fazy embriogenezy, ktdra nie byta ani istotna, ani dostepna dla szczegétowych analiz
w momencie tworzenia skali BBCH.
Jak wspomniano wczesniej (str. 32 - 34, 38 - 40, 42, 43) istniejg dane wskazujgce, ze
proteazy chloroplastowe A. thaliana uczestnicza w regulacji przebiegu ontogenezy roslin
tego gatunku, w szczegdlnosci wzrostu i rozwoju lisci, kwitnienia i rozwoju organdéw
generatywnych. Wzrost i rozwdj lisci A. thaliana podlegaja Scistej kontroli ze strony
czynnikdw genetycznych regulujgcych wzrost i podziaty komérek epidermalnych; czynniki
te regulujg zarazem przejscie przez rosline z fazy wegetatywnej do generatywnej (Ashby,
1984, Cookson i wsp., 2007). Istotng role petni miRNA 156, ktdry poprzez represje mRNA
czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny SPL opdZnia osiggniecie przez li$é¢ dojrzatosci oraz
kwitnienie (Gandikota i wsp., 2007). Z kolei miRNA 172 dziata antagonistycznie - poprzez

udziat w degradacji mRNA czynnikdw transkrypcyjnych (kodowanych przez geny AP2)
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uczestniczacych w opdznianiu dojrzewania lisci i zakwitania (Wu i wsp., 2009). W regulacji
zakwitania A. thaliana uczestniczg tez geny APETALA1 (AP1), APETALA3 (AP3) AGAMOUS,
PISTILLATA (PI) oraz SEPALLATA 1-4 (SEP1-4) (Pelaz i wsp., 2000).

Dojrzewanie owocéw (pekanie tuszczynek) pozostaje u A.thaliana pod kontrolg gendow
kodujacych czynniki transkrypcyjne SHAETTERPROOF (SHP1/2), INDEHISCENT (IND) oraz
ALCATRAZ (ALC) (Liljegren i wsp., 2000, 2004; Rajani i Subdaresan, 2001).

Literatura Swiatowa nie zawiera zadnych danych odnoszacych sie do udziatu proteaz
chloroplastowych A. thaliana w szlakach sygnalnych zaangazowanych w regulacje wzrostu

i rozwoju lisci, kwitnienia i rozwoju organéw generatywnych.

1.7 Fotosynteza

Fotosynteza jest najwazniejszym procesem biosyntetycznym przebiegajagcym
w ziemskiej biosferze.
W toku fazy jasnej fotosyntezy energia kwantdw energii promienistej Swiatta stonecznego
zostaje - w wyniku wspotdziatania PSII, kompleksu cytochromowego béf, PSl i syntazy ATP
przeksztatcona w energie chemiczng reprezentowang przez wysokoenergetyczne wigzania
w czgsteczce ATP (nosnik energii chemicznej) oraz wigzania w czgsteczce NADPH, (czynnik
redukujgcy). W toku fazy ciemnej fotosyntezy ATP i NADPH,, bedgce produktami fazy
jasnej, zostajg wykorzystane do redukcji wegla z poziomu charakterystycznego dla CO,
(pobieranego z atmosfery jako substrat) do poziomu wiasciwego dla cukréw -
podstawowym produktem fazy ciemnej jest skrobia. Faza jasna przebiega w tylakoidach,
a faza ciemna w stromie chloroplastowej.
Jak juz wspomniano wczesniej (str. 32, 34, 37, 39 - 43) istniejg doniesienia wskazujace, iz
proteazy chloroplastowe A. thaliana uczestniczg w regulacji fazy jasnej fotosyntezy,
a mianowicie katalizujg hydrolize niektorych biatek PSII, uszkodzonych dziataniem réznych
streséw abiotycznych.
Czastki PSIl roslin wyzszych i glonéw sg wbudowane w zespolone btony tylakoidowe
chloroplastu w formie dimerycznych tzw. superkomplekséw PSII-LHCII skfadajgcych sie
z dwdch monomerycznych rdzeni i zmiennej liczby peryferycznych anten energetycznych
otaczajgcych kazdy z rdzeni. Peryferyczne anteny energetyczne sg kompleksami
zbudowanymi z szesciu typdw apobiatek (Lhcb1-6) zwigzanych z barwnikami i lipidami.

Apobiatka Lhcb1-3 wraz czgsteczkami barwnikéw i lipidéw wspéttworzg LHCII - najobficiej
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reprezentowang peryferyczng antene energetyczng PSIl, na ktdérg przypada ok. 70%
catkowitej puli chlorofilu PSIl. Z kolei apobiatka Lhcb4, 5 i 6 budujg - wraz z barwnikami
i lipidami - czastki anten energetycznych okreslanych jako, odpowiednio, CP29, CP26
i CP24 (Jansson 1994). LHCII jest heterogeniczng populacjg trimeréw, w sktad ktérych
wchodzg homo- i heterotrimeryczne kombinacje apobiatek Lhcb1-3 (+ barwniki i lipidy)
(Jackowski i Jansson, 1998; Jackowski i wsp., 2001), ktore tgczac sie w rdznych stosunkach
stechiometrycznych z czgstkami CP29, CP26 i CP24 oraz rdzeniem PSIl tworzg
indywidualne wersje superkomplesku PSII - LHCII. Sadzi sie, ze w zespolonych tylakoidach
gran A. thaliana zdecydowanie najobficiej reprezentowang wersjg superkomplekséw PSII-
LHCII jest tzw. C,5,M, (Broess i wsp., 2008, Caffarri i wsp., 2011) (C, oznacza dimeryczny
rdzen PSIl, M, oznacza dwa trimery LHCIl oddziatywujgce z rdzeniem w miejscu M, tzn.
w sposob umiarkowanie silny, a S, oznacza dwa trimery LHCIl oddziatywujgce z rdzeniem
w miejscu S, tzn. w sposéb silny). Dowiedziono, ze trimery S zawierajg wylfgcznie
apobiatka Lhcb1 i Lhcb2, podczas gdy w skiad trimeréw M wchodzg takze Lhcb3 (Caffarri
i wsp., 2009, Croce and van Amerongen 2011). Podstawowg rolg LHCII jest absorpcja
kwantéw promieniowania elektromagnetycznego w zakresie widzialnym przez czgsteczki
barwnikow tego kompleksu, osigganie stanu wzbudzenia elektronowego i przekazywanie
energii wzbudzenia do CP29, CP26 i CP24 wzglednie bezposrednio do rdzenia PSIl. Poza
trimerami LHCIl wchodzgcymi w sktad superkompleksow PSII-LHCII istnieje stosunkowo
nieliczna pula trimeréw LHCII (0.18 trimera na rdzen PSIl - Gibasiewicz i wsp., 2015)
okreslanych jako ,dodatkowe” - oddziatywujg one z rdzeniem PSII duzo stabiej niz trimery
M i S. Petnig wazng funkcje w odpowiedzi aparatu fotosyntetycznego na ekspozycje roslin
na Swiatto o niskim natezeniu (Koufil i wsp., 2013) oraz w czasie tzw. przejs¢ fazowych
(Wientjes i wsp., 2013). Opisane wczesniej (str. 37, 39 - 41, 43) publikacje wskazujgce
na udziat proteaz chloroplastowych A. thaliana w streso-zaleznej degradacji apobiatek
peryferycznych anten energetycznych PSII (np. Luciiski i wsp., 2011a, 2011b, Lucinski
i Jackowski 2013) nie odnoszg sie jednak do potencjalnych rearanzacji organizacji
strukturalnej superkomplekséw PSII-LHCIl oraz , dodatkowych” trimerédw LHCII - jakie
mogg by¢ skutkiem degradacji czesci puli apobiatek peryferycznych anten PSlI,
uszkodzonych dziataniem streséw abiotycznych. Ten rozdziat badan nad rolg fizjologiczna

proteaz chloroplastowych jest catkowicie niezapisany.
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Faza ciemna fotosyntezy roslin typu C; przebiega w stromie chloroplastowej i obejmuje
cykl Calvina (karboksylacja akceptora CO, 1,5-bisfosforybulozy - pierwotnego akceptora
CO,, redukcja kwasu 3-fosfoglicerynowego i regeneracja 1,5-bisfosforybulozy) oraz szlak
syntezy skrobi, odgateziajgcy sie od cyklu Calvina na poziomie fruktozo-6-fosforanu (Rys.
8). Zgromadzono bardzo niewiele danych sugerujacych, iz proteazy chloroplastowe
uczestniczg takze w regulacji przebiegu fazy ciemnej fotosyntezy. Jednym z nielicznych
przyktadow tego rodzaju doniesienl jest praca wskazujgca na udziat AtClpP3 w regulacji
obrotu metabolicznego obydwu podjednostek Rubisco (Kim i wsp., 2013) oraz publikacje
wskazujgce, ze AtDeg5 i AtClpP3 (oraz AtCIpR2 i AtCIpR4) uczestnicza w regulacji
metabolizmu skrobi (Luciiskii wsp., 2011b, Kim i wsp., 2013).
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Rys. 8 Cykl Calvina i szlak syntezy skrobi w chloroplastach roslin typu Cs.
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2 Cele pracy (cel strategiczny i cele czastkowe)

Wsréd najczesciej badanych proteaz chloroplastowych A. thaliana bedacych
ortologami proteaz E. coli grupa Deg jest jedng z gorzej rozpoznanych. Szczegdlnie
skromna jest wiedza na temat funkcji fizjologicznych AtDeg5 (interesujacej przez to, ze
pozbawiona jest domen PDZ i dziata w heterokompleksie z AtDeg8) - zwfaszcza tych
funkcji, ktore AtDeg5 spetnia w komfortowych warunkach $rodowiskowych poprzez
regulacje obrotu metabolicznego biatek chloroplastowych oraz przebiegu szlakéw
sygnalnych. Niemal catkowicie biatg kartg jest np. regulacyjny wptyw AtDeg5 na przebieg
ontogenezy A. thaliana, morfologii organdéw wegetatywnych i generatywnych, aktywnosci
fotosyntetycznej lisci czy na wartos¢ przystosowawczg roslin. Pozyskanie catkowicie
nowych danych w odniesieniu do tego obszaru pozwolitoby nie tylko na duzo gtebsze
zrozumienie zadan, jakie AtDeg5 petni w komfortowych warunkach srodowiskowych, ale -
w szerszym kontekscie - poszerzytoby skromny zasdb wiedzy o funkcjach fizjologicznych
proteaz chloroplastowych A. thaliana.

W tej sytuacji celem strategicznym mojej pracy doktorskiej, wspartej
na wykorzystaniu strategii odwrotnej genetyki, stato sie zbadanie wybranych funkcji
fizjologicznych proteazy AtDeg5 poprzez porownawczg analize wybranych cech
fenotypowych roslin szczepu dzikiego (WT) oraz dwdch insercyjnych mutantow deg5
réznigcych sie stopniem wyciszenia AtDEG5 (brak vs deficyt). Wykorzystanie dwdch
mutantéw réznigcych sie stopniem wyciszenia ATDEGS5 stwarzato mozliwo$é ustalenia,
jaki jest wptyw dawki badanej proteazy na skale efektéw fenotypowych. Dla osiggniecia
celu strategicznego zaplanowano wykonanie szeregu celi czgstkowych (zadan
badawczych). Na bardzo wczesnym etapie opracowywania wizji przysztych doswiadczen
rozwazano dwie alternatywne koncepcje zarysowania celéw czastkowych przy ustalonym
celu strategicznym:

1) wykrycie - poprzez zastosowanie strategii odwrotnej genetyki - waskiego
katalogu kilku spektakularnych efektéw fenotypowych wywotanych
brakiem/deficytem AtDeg5 i podjecie préby szczegétowego wyjasnienia
molekularnych aspektéw roli AtDeg5 w regulacji ksztattowania sie cech, ktore

zostaty zmienione u mutantéw deg5,
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2) stworzenie - poprzez zastosowanie strategii odwrotnej genetyki - znacznie
szerszego katalogu efektow fenotypowych wywotanych brakiem/deficytem
AtDeg5 i podjecie préb wnikniecia w molekularne aspekty tylko najbardziej
interesujgcych sposréd tych efektow.
Ostatecznie zadecydowano o wyborze koncepcji 2, jej wdrozenie pozwolitoby bowiem nie
tylko na znaczgce pogtebienie stanu wiedzy o funkcjach fizjologicznych AtDeg5, ale takze
na stworzenie szerszej bazy cech fenotypowych regulowanych przez te proteaze - dla
przysztych dogtebnych analiz molekularnych. Dla wykonania celu strategicznego pracy

postanowiono zrealizowa¢ nastepujgce zadania badawcze:

1. Pozyskanie homozygotycznych mutantéw, u ktérych wyciszono AtDEGS5, a mianowicie
e identyfikacja homozygotycznych mutantéw, u ktérych wyciszono AtDEG5 (deg5-2
i deg5-1),
e okreslenie skutkdw wyciszenia AtDEG5 poprzez analize poziomu biatka AtDeg5h
(oraz - poréwnawczo - AtDegl, 2, 8) u mutantow deg5-2 i deg5-1.
2. Poréwnawcza analiza przebiegu faz i podfaz ontogenezy roslin szczepu WT i mutantéw
deg5 (wg skali BBCH) poprzez analize chronologii
e kietkowania nasion,
e pojawiania sie lisci,
e wzrostu lisci,
e pojawiania sie kwiatostanu,
e kwitnienia,
e dojrzewania owocow (tuszczynek),
e starzenia sie lisci .
3. Poréwnawcza analiza cech morfologicznych liscia 3 i liscia 5 roslin WT i mutantéw deg5,
ktore osiggnety te samg podfaze ontogenezy poprzez okreslenie
e pola powierzchni, obwodu, dtugosci, szerokosci i wspétczynnika ksztattu blaszki
lisSciowej.
4. Poréwnawcza analiza cech ultrastruktury chloroplastéw lisci, ktére osiggnety te sama
podfaze ontogenezy poprzez okreslenie

e pola przekroju poprzecznego chloroplastu,
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e szerokosci stoséw granowych, liczby tylakoiddw zespolonych w granum i srednicy
granow,
e frekwencji chloroplastéw z ziarnami skrobiowymi obserwowanymi pod koniec
okresu nocy.
5. Poréwnawcza analiza metabolizmu skrobi chloroplastéw lisci roslin WT i mutantéw
deg5, ktore osiggnety te samg podfaze ontogenezy poprzez okreslenie
e zmiany poziomu skrobi w cyklu dobowym w lisciu 3 i 5.
6. Porownawcza analiza aktywnosci fotosyntetycznej liscia 3 i liscia 5 roslin WT
i mutantéw degb5, ktére osiggnety te samga podfaze ontogenezy poprzez sporzadzenie
o krzywej Swietlnej fotosyntezy,
e krzywej dwutlenkowej (A/Ci) fotosyntezy.
7. Poréwnawcza analiza cech morfologicznych organdw generatywnych roslin WT
i mutantéw degb5, ktére osiggnety te samg podfaze ontogenezy poprzez
e okreslenie liczby weztow na pedzie kwiatostanowym i jego rozgatezieniach,
wysokosci rosliny, liczby nasion przypadajgcych na rosline, liczby tuszczynek
przypadajacych na rosline, liczby nasion przypadajgcych na tuszczynke, dtugosci

i szerokosci nasion.
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3 Materialy i metody

3.1 Material roslinny

Doswiadczenia prowadzono na roslinach typu dzikiego i mutantach deg5-1 i deg5-
2 rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana L., var. Columbia) uzyskanych drogg mutagenezy
insercyjnej. Nasiona Arabidopsis thaliana linii SAIL 645 D07 (mutant deg5-2)
i SALK_099162 (mutant deg5-1) otrzymano z NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre,
Nottingham, Wielka Brytania). Wysiewano je na pozywke 1/2 Murashige-Skoog (1962)
z dodatkiem witamin oraz agaroza (w celu analizy chronologii przebiegu kietkowania
nasion) lub do doniczek torfowych typu Jiffy (we wszystkich pozostatych doswiadczeniach;
$rednica doniczek - 42 mm, pH 6; AgroWit, Przylep, Polska). Nasiona na podtozu
poddawane byty 3-dniowej stratyfikacji w temperaturze 4°C. Nastepnie rosliny hodowano
w pokoju hodowlanym (NEMA, Netzschkau, Niemcy) w warunkach dtugiego dnia (16 h
$wiatta : 8 h ciemnosci), przy natezeniu $wiatta 110 umoli kwantéw m? s? ($wiatto
o niskim natezeniu), w temperaturze 22°C i wilgotnosci wzglednej 68 %.

Z nasion kazdego z dwdch mutantow uzyskiwano rosliny, ktdre poddawano
analizie zmierzajgcej do okreslenia homozygotycznosci/heterozygotycznosci
w odniesieniu do insercji T-DNA w genie DEG5 (At4g18370), co zostato szczegétowo
opisane w podrozdziale 3.2 i 3.3 oraz sekcji 3.5.1. W przypadku wykrycia osobnikow
heterozygotycznych w pokoleniu F1 poddawano je samozapyleniu (poprzez umieszczenie

w ARASYSTEMACH) i wsrdd roslin pokolenia F2 poszukiwano homozygot.

3.2 Izolacja genomowego DNA

Genomowy DNA izolowano z lisci (ok. 0,3 - 0,5 g) roslin szczepu dzikiego oraz
mutantéw deg5-2 i deg5-1, ktére osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy (definicja tej podfazy
znajduje sie w podrozdziale 3.7). Tkanke lisci rozdrabniano wewnatrz probdéwek typu
eppendorf plastikowg koncédwka do pipet, a nastepnie do rozdrobnionych lisci dodawano

450 pl buforu o nastepujgcym sktadzie:

200 mM Tris/HCl pH 7.5,
250 mM Nadl,
25 mM EDTA,

51



Materiaty i metody

10% SDS.

Powstatg zawiesine inkubowano 45 min w 32°C, wytrzasajac co 5 min. Do zawiesiny
dodawano 200 pl fenolu i wytrzgsano oraz 200 pl mieszaniny chloroform : alkohol
izoamylowy (w stosunku 24:1) i wytrzgsano ponownie. Tak przygotowany preparat
wirowano przez 12 min przy 10 000 g. Do nadsgczu dodawano 400 pl mieszaniny
chloroform : alkohol izoamylowy (24:1). Cato$¢ ponownie wytrzgsano i wirowano przez 12
min przy 10 000 g. Nastepnie przenoszono ok. % objetosci nadsgczu do nowych probdwek
i wytracano DNA poprzez dodanie izopropanolu w objetoéci réwnej */s objetosci
zebranego nadsgczu i wytrzasanie. Mieszanine inkubowano 10 min w temperaturze
pokojowej, a nastepnie osadzano wytrgcony DNA wirujagc 12 min przy 10 000 g.
Otrzymany osad, zawierajacy DNA, suszono w temperaturze pokojowej do momentu
catkowitego zaniku zapachu alkoholu. Do wysuszonego osadu dodawano 200 pl wody
i pozostawiano w 4°C do catkowitego rozpuszczenia DNA (przez okoto 24 h).
Jakos¢ wyizolowanego DNA sprawdzano poprzez rozdziat elektroforetyczny w 1,2% zelu
agarozowym, naktadajgc 5 ul probki do kieszonki zelu (patrz podrozdziat 3.5.1). Pozostatg
czesc probki zamrazono w -18°C.

Wszystkie opisane w tym podrozdziale wirowania wykonywano z zastosowaniem

mikrowiréwki (Mini Spin, Eppendorf, Niemcy).

3.3 PCR

Obecnos¢ insercji T-DNA w genie DEG5 (At4g18370) oraz homo-
/heterozygotycznos¢ mutantow potwierdzano z zastosowaniem techniki PCR. Korzystajgc
z programu Primer 3 (dostepnego na stronie internetowe] primer3.ut.ee) zaprojektowano

startery zgodnie z nastepujgcymi zasadami:

- dtugos¢ starteréw: 17-28 pz,
- sktad zasad: 50-60% (G+C),
- temperatura topnienia: - 55 - 80°C,

- unikanie tworzenia przez startery struktury spinki oraz palindromu.
PCR przeprowadzano przy uzyciu nastepujacych par starteréw dla sekwencji DEG5:

dla mutanta deg5-2:
lewy 5’ - GAGGATGAAGAAGAGAGAAATG - 3’
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i prawy 5" - CCCAACCCACTTACTACCTAC - 3,

dla mutanta deg5-1 :
lewy 5’ - GCTTTTTCCTCAATCTTCAATAC - 3’
i prawy: 5" - AGGATTTAGTTCACGTCCCTC - 3’

oraz dla insercji LBb 5" - GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT - 3'.

Amplifikacje inicjowano przez dodanie 3 pl DNA genomowego roslin WT i obu mutantéw

do mieszaniny reakcyjnej o nastepujacym sktadzie:

1x bufor Taq zawierajgcy (NH4),SO4 (Fermentas, Burlington, Kanada),
mieszanina dNTP: 0,2mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP,

1,5 mM MgCl,,

0,25 UM DNA reprezentowany przez starter lewy,

0,25 uM DNA reprezentowany przez starter prawy,

0,25 uM DNA reprezentowany przez starter zlokalizowany w rejonie insercji,

25U/ml polimerazy Taq.

Po zmieszaniu skfadnikdw i ich wytrzgsaniu mieszanine reakcyjng umieszczano
w termocyklerze (Labnet International, MultiGene II, Wielka Brytania).

PCR przebiegata w nastepujgcych warunkach:

wstepna denaturacja: 96°C przez 2 min,
denaturacja nici: 95°C przez 30s

przytgczanie starterow: 58°C przez 30s, 35 cykli
polimeryzacja: 72°C przez 80s,

ostatnie wydtuzanie: 72°C przez 5min,

schtodzenie do 4°C, koriczace reakcje.

3.4 Izolacja tylakoidow i bton zespolonych tylakoidow gran
Chloroplasty izolowano z 10 g lisci roslin szczepu dzikiego i mutantéw deg5-2
i deg5-1, ktére osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy, z wykorzystaniem Sigma Chloroplast
Isolation Kit (CIB, Percoll; SigmaAldrich, St. Louis, USA). Odciete licie homogenizowano
(Homogenizator type 302, Mechanika Precyzyjna, Warszawa, Polska) dwukrotnie przez 5 s

w 40 ml buforu CIB zawierajgcego 0,1% BSA. Homogenat sgczono przez filtr Mesh 100
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i wirowano przez 7 min przy 1 000 g w 4°C (wiréwka 3K30, Sigma, Monachium, Niemcy).
Osad zawieszano w niewielkiej ilosci buforu CIB z BSA, nakfadano na gradient Percollu
(przygotowany wczesniej przez wirowanie 50% Percollu w buforze CIB z BSA przez 30 min
przy 43 000 g z wytagczonym hamulcem - ultrawiréwka L7-55, Beckman, Palo Alto, USA)
i wirowano przez 6 min w temperaturze 4°C przy 13 300 g z wytgczonym hamulcem
(wirbwka L7-55). Dolng warstwe, zawierajgcg nienaruszone chloroplasty, zbierano
i rozcienczano 3-krotnie za pomocg buforu CIB, a nastepnie wirowano przez 90 s
przy 3300 g w temperaturze 4°C (wirdwka 3K30). Tylakoidy izolowano poprzez
zawieszenie osadu chloroplastow w wodzie (liza osmotyczna), odwirowanie zawiesiny
przez 10 min przy 12 500 g i zawieszenie otrzymanego osadu w 10% glicerolu. Zawiesine
tylakoidéw zamrazano i przechowywano w -18°C.

Btony zespolonych tylakoidow gran izolowano z prepratow tylakoidow wedifug metody
opisanej przez Bertholda i wsp. (1981) stosujac modyfikacje opisane przez Dunahaya
i wsp. (1984). Zawiesine tylakoiddw odwirowywano (10 min, 12 500 g), a powstaty osad
zawieszano w niewielkiej objetosci buforu MNH zawierajgcego 20 mM Hepes/KOH (pH
7.5), 5 mM MgCl2, 15 mM NaCl i 10% glicerol do stezenia 2 mg chlorofilu/ml i uptynniano
przez inkubacje powstatej zawiesiny w ciemnosci przez 25 minw temp. 0°C w obecnosci
Tritonu X-100 (detergentu niejonowego) stosujgc proporcje Triton X-100 : chlorofil réwna
21.2 : 1 (v/v). Zawiesine wirowano (10 min, 3 000g), odrzucono osad skrobi, a nadsgcz
wirowano ponownie (30 min, 40 000 g). Otrzymany osad (zespolone btony tylakoidow
gran) zawieszano w niewielkiej objetosci buforu MNH zawierajgcego 10% glicerol,

zamrazano i przechowywano w -20°C.
3.5 Techniki elektroforetyczne

3.5.1 Elektroforeza DNA

Zamplifikowane DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1,2% zelu agarozowym
w systemie buforowym opisanym przez Peacock i Dingman (1968). Zel zawierat 7,3%
(w/v) bromku etydyny. Przed wprowadzeniem do kieszonek zelu prébki DNA obcigzano 6x
stezonym buforem obcigzajgcym (Fermentas, Burlington, Kanada). Roéwnolegle
z preparatami DNA rozdzielano preparaty markerdéw masy czgsteczkowej wyznaczajgcych
przedziat 100 - 1500 pz (Fermentas, Burlington, Kanada). Elektroforeze przeprowadzano

30 - 40 min przy napieciu 130 V w obecnosci buforu elektrodowego (TBE) zawierajgcego:
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44,5 mMTris/HCI pH 8.0,
0,5 M EDTA,

44,5 mM kwas borowy.

Po wzbudzeniu przez zrédto UV emisji fluorescencji kompleksu bromek etydyny-DNA zele
analizowano i fotografowano przy uzyciu urzadzenia Biostep Dark Hood DH-40/50

(Biostep GmbH, Jahnsdorf, Niemcy).

3.5.2 Denaturujaca elektroforeza biatkowa (SDS-PAGE) i obliczanie liczby
trimerow LHCII przypadajacych na monomeryczny rdzen PSII

Preparaty tylakoidow i bton zespolonych tylakoidéw gran izolowanych z lisci
A. thaliana mieszano z zageszczonym buforem uptynniajgcym (w stosunku 3:1, v/v)

o nastepujacym sktadzie:

0,096 M Tris/HCl pH 6.8,
9,6 M mocznik,

24% sacharoza,

3,2% SDS,

5% B-merkaptoetanol,

10% BBF (btekit bromofenolowy).

Preparaty inkubowano przez 2 min w temperaturze 100°C, schtadzano w lodzie, krétko
wirowano i naktadano na zel.
Nastepnie prowadzono elektroforeze w systemie buforowym opisanym przez Laemmli
(1970) (tylakoidy) lub w systemie buforowym opisanym przez Schaggera (2006) (btony
zespolone tylakoidéw gran).
W przypadku analiz prowadzonych w systemie buforowym Laemmli (1970) rozdziat

przebiegat w zelu o nastepujgcym sktadzie:

14% akrylamid + 0,04% bisakrylamid,
0,375 M Tris/HCI pH 8.8,
0,1% SDS,

6 M mocznik,
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ktéry polimeryzowano w obecnosci 0,02% nadsiarczanu amonu oraz 0,08% TEMEDu
(N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina).

Zel zageszczajacy zawierajacy

5% akrylamid + 0,01% bisakrylamid,
0,125 M Tris/HCl pH 6.8,
0,1% SDS,

6M mocznik

polimeryzowano w obecnosci 0,04% nadsiarczanu amonu i 0,1% TEMEDu.

Elektroforeze prowadzono 2 h przy statym napieciu 200 V w obecnosci buforu

elektrodowego zawierajgcego:

0,5 M Tris/HCl pH 8.5,
0,192 M glicyne,
0,1% SDS.

W przypadku analiz prowadzonych w systemie buforowym Schagger (2006) rozdziat

przebiegat w zelu o nastepujgcym sktadzie:

14,5% akrylamid + 0.04% biaskrylamid,
1M Tris/HCl pH 8.45,
0,1% SDS.

Zel polimeryzowano w obecnosci 0,0075% nadsiarczanu amonu oraz 0,0075% TEMEDLu.

Zel zageszczajacy, zawierajacy:

4% akrylamid + 0,01% bisakrylamid,
1M Tris/HCI pH 8.45,
0,1% SDS

polimeryzowano w obecnosci 0,003% nadsiarczanu amonu i 0,003% TEMEDu.
Elektroforeze prowadzono przez 6h poczatkowo przy napieciu 30V. W momencie wejscia
preparatu w Zzel rozdzielajgcy napiecie zwiekszano do 200V, a nastepnie stopniowo
zwiekszano, az do osiggniecia 300V w koricowym etapie rozdziatu.

Elektoroforeza prowadzona byta w obecnosci buforu anodowego o sktadzie:

0,1M Tris/HCI pH 8.9
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oraz buforu katodowego o sktadzie:

0,1M Tris,
0,1M Tricine, pH 8.25.

Zele po elektroforezie wybarwiano za pomocg Coommassie Brilliant Blue G-250,
dokfadnie tak jak to opisano w pracy Schagger (2006). Wybarwione zele skanowano
z wykorzystaniem oprogramowania Gelix One (Biostep, Jahnsdorf, Niemcy), a liczbe
trimeréw LHCIl przypadajgcych na monomeryczny rdzen PSIl obliczano jako [(Lhcbl +
Lhcb2 + Lhcb3) / Lhcb4] / 3 (apobiatka Lhcb1, 2, 3 i 4 identyfikowano immunologicznie -
patrz podrozdziat 3.6). W obliczeniach uwzgledniano fakt, ze Lhcb4 wigze Coommassie
Brilliant Blue G-250 1.1 razy silniej niz Lhcb1/2/3 (Hogewoning i wsp., 2012).

Réwnolegle z preparatami tylakoidéw lub bton tylakoiddw zespolonych gran rozdzielano
preparaty barwnych markerdw masy czgsteczkowej wyznaczajgce przedziat 8 - 220 kDa

(Sigma Aldrich, Monachium, Niemcy).

3.6 Doswiadczenia typu ,,immunoblot”

3.6.1 Elektrotransfer biatek na btone PVDF

Rozdzielone elektroforetycznie polipeptydy tylakoidow Ilub bfon zespolonych
tylakoidéw gran przenoszono z zelu na btone PVDF (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Niemcy) metodg elektrotransferu mokrego. Membrane PVDF poddawano preinkubacji
i aktywacji w 100% metanolu i zanurzano w buforze transferowym o nastepujgcym

sktadzie:

25 mM Tris/HCI pH 8.3,
192 mM glicyna,
0,1% SDS,

20% metanol.

Elektrotransfer biatek z zelu poliakrylamidowego prowadzono w aparacie
do elektrotransferu (BioRad, Mini-PROTEAN Tetra Cell, 165-8000, Hercules, USA)
wypetnionym buforem o sktadzie podanym powyzej przez 16 h przy napieciu 30 V,

w temperaturze 4°C.
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3.6.2 Immunodetekcja biatek

Kolejne etapy procedury "immunoblot" polegaty na poddawaniu bton PVDF

nastepujgcym czynnosciom:

a)

b)

d)

f)

przeptukiwanie (10 min) buforem transferowym,

przeptukiwanie (10 min) buforem TBS-T o nastepujgcym sktadzie:

25 mM Tris/HCl pH 7.6,
70 mM Nacl,
0,05% Tween-20,

przeptukiwanie (2 x 10 min) woda bidestylowang,
blokowanie — inkubacja (60 min) bton PVDF w buforze o nastepujacym
skfadzie:

25 mM Tris/HCl pH 7.6,
70 mM NaCl,

0,05% Tween-20,

3% BSA,

przeptukiwanie (2 x 10 min) buforem TBS-T,

inkubacja (90 min) z pierwotnymi przeciwciatami krdliczymi zawieszonymi

w buforze TSB-T zawierajgcym 1% BSA:

- anty PsbC (rozcienczenie 1:3000; Agrisera, Vannas, Szwecja),

- anty AtDeg1 (rozcieniczenie 1:1000; Antibodies on-line GmbH, Aachen,
Germany),

- anty AtDeg2 (rozcieniczenie 1:1000; Antibodies on-line GmbH, Aachen,
Germany),

- anty AtDeg5 (rozcienczenie 1:1000; GenScript, Nowy Jork, USA),

- anty AtDeg8 (rozcieniczenie 1:1000; Antibodies on-line GmbH, Aachen,
Germany),

- anty Lhcb1 (rozcienczenie 1:3000; Agrisera, Vannas, Szwecja),

- anty Lhcb2 (rozcienczenie 1:5000; Agrisera, Vannas, Szwecja),

- anty Lhcb3 (rozcienczenie 1:2000; Agrisera, Vannas, Szwecja),

- anty Lhcb4 (rozcieniczenie 1:7000; Agrisera, Vannas, Szwecja),
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- anty Lhcb5 (rozcienczenie 1:1000; Agrisera, Vannas, Szwecja),

- anty Lhcb6 (rozcienczenie 1:5000; Agrisera, Vannas, Szwecja),

g) przeptukiwanie (4 x 6 min) buforem TBS-T,

h) inkubacja (60 min) z wtérnymi przeciwciatami kozimi skierowanymi przeciwko
kroliczym 1gG, sprzezonymi z peroksydazg chrzanowg (Agrisera, Vannas,
Szwecja), zawieszonymi w buforze TSB-T z 1% BSA (rozcienczenie 1: 25000),

i) przeptukiwanie (2 x 10 min) buforem TBS-T,

j) inkubacja (1 min) w mieszaninie ECL (Lumi-Light Plus Western Blotting
Substrate, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy) zawierajgcej 50%
Luminol/ Enhancer Solution oraz 50% Stable Peroxide Solution,

k) eksponowanie kliszy rentgenowskiej (FujifilmSuper RX, Fujifilm, Tokio, Japonia)
na chemiluminescencje btony w kasecie rentgenowskiej,

I) wywotywanie kliszy przy uzyciu automatycznej wywotywarki do klisz (Protec,

OPTIMAX X-Ray Film Processor, 1170-1-0000, Oberstenfeld, Niemcy).

3.6.3 Analiza obrazu blon PVDF po przeprowadzeniu procedury
»~immunoblot”

Wywotane klisze rentgenowskie fotografowano przy uzyciu urzgdzenia Biostep
Dark Hood DH-40/50 (Biostep, Jahnsdorf, Niemcy), a nastepnie przeprowadzano analize
obrazu z wykorzystaniem programu GelixOne (Biostep, Jahnsdorf, Niemcy).

Dla kazdego ,immunoblotu” uzyskanego z uzyciem przeciwciat anty-Degl, anty-
Deg2, anty-Deg5, anty-Deg8, anty-Lhcb1, anty-Lhcb2, anty-Lhcb3, anty-Lhcb4, anty-Lhcb5,
anty-Lhcb6 oraz anty-PsbC ustalano przedziat, w ktérym istniata liniowa zaleznos¢
pomiedzy iloscig chlorofilu w rozdzielonej elektroforetycznie prébce tylakoidéw
izolowanych z lisci (ktore osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy) a intensywnoscig sygnatu

immunologicznego na kliszy.

3.7 Analiza chronologii przebiegu faz i podfaz ontogenezy
A. thaliana

Analizy chronologii przebiegu faz i podfaz ontogenezy roslin WT i mutantéw

polegaty na obserwacjach, zliczeniach i fotografowaniu roslin. Moment, kiedy roslina
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osiggata okredlong podfaze ontogenezy okreslano w dniach, liczac od momentu
rozpoczecia hodowli w warunkach opisanych w podrozdziale 3.1.

Analiza chronologii przebiegu kietkowania nasion (faza 0, Boyes i wsp., 2001)
polegata na obserwacjach nasion za pomocg mikroskopu Swietlnego (AxioScope.Al,
SteREO Discovery.V8, kamera AxioCam MRc5; Carl Zeiss, Jena, Niemcy), ktére wysiano
na ptytkach agarozowych z pozywka 1/2 Murashige-Skoog (1962). Obserwacje
prowadzono 2 razy dziennie i okreslano moment, w ktérym stwierdzano specznienie
nasion, pojawienie sie korzenia zarodkowego oraz hipokotyla i liscieni.

Analizujgc chronologie pojawiania sie lisci (faza 1, Boyes i wsp., 2001)
obserwowano 2 razy dziennie siewki rosngce w doniczkach torfowych Jiffy i mierzono
pojawiajgce sie liscie. Okreslano moment, w ktérym liscienie ulegaty petnemu
rozprostowaniu, a nastepnie pierwsza para lisci oraz liscie 3 - 9 osiggaty kolejno dtugosé
>1mm.

Analizujgc chronologie wzrostu lisci (faza 3) zdefiniowano te faze inaczej niz
wedtug Boyes i wsp. (2001), a mianowicie w sposdb umozliwiajgcy badanie chronologii
wzrostu indywidualnych lisci, a nie catej rozetki liSciowej. Dla kazdego liscia okreslano
moment, kiedy osiggat on 10, 50, i 100% koncowej wielkosci (rozumianej jako dtugos¢
blaszki lisciowej).

Analiza chronologii pojawiania sie kwiatostanu (faza 5, Boyes i wsp., 2001)
polegata na obserwacjach roslin 2 razy dziennie. Okres$lano moment, w ktérym pierwszy
pak kwiatowy osiggat dtugos¢ > 1 mm.

Chronologie przebiegu kwitnienia (faza 6, Boyes i wsp., 2001) i dojrzewania
owocow (faza 8, Boyes i wsp., 2001) okreslano przeprowadzajgc 2 razy dziennie
obserwacje. W przypadku przebiegu kwitnienia wyznaczano moment, gdy pierwszy kwiat,
a nastepnie 10%, 50% i 100% kwiatéw otworzyto sie.

W przypadku dojrzewania owocéw (faza 8, Boyes i wsp., 2001) wyznaczano
moment, w ktérym pierwsza tuszczynka, a nastepnie 10%, 50% i 100% tuszczynek byto
peknietych.

Analizujgc chronologie starzenia sie lisci (faza 9) zdefiniowano te faze inaczej niz
wedtug Boyesa i wsp. (2001). W okresie miedzy 25 i 35 dniem ontogenezy oznaczano
poziom chlorofilu w kazdym lisciu i okreslano moment kiedy poziom chlorofilu byt

we wszystkich lisciach nizszy niz poziom maksymalny.
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3.8 Analizy morfologiczne

3.8.1 Analizy morfologiczne lisci

Liscie roslin mutantéw i szczepu dzikiego, ktére osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy
odcinano, skanowano (EPSON PERFECTION V700 PHOTO, Dual Lens System, Epson, Suwa,
Japonia) i przy pomocy programu AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy) obliczano
nastepujgce parametry morfologiczne blaszek lisciowych: dtugos¢, szerokosé, pole
powierzchni, obwdd i wspodtczynnik ksztattu (zdefiniowany przez Kincaid i Schneider,

1983). Wspodtczynnik ksztattu liscia opisuje nastepujacy wzor:

4 1 pole powierzchni liscia

wspotczynnik ksztattu liscia = Sbwod lidcia
3.8.2 Analizy morfologiczne organéw generatywnych

Rosliny szczepu dzikiego i mutantéw hodowano do momentu, az peknieciu ulegty
wszystkie tuszczynki (podfaza 8.9). Wowczas poprzez obserwacje i zliczenia okreslano
morfologiczne parametry organdéw generatywnych, a mianowicie: liczbe weztéw
na pedzie kwiatostanowym i jego rozgatezieniach, wysokos¢ rosliny, liczbe tuszczynek
przypadajgcych na rosline, liczbe nasion przypadajgcych na tuszczynke, liczbe nasion
przypadajgcych na rosline, dtugosé i szerokos¢ nasion.

Nasiona oglgdano i fotografowano za pomocg skaningowego mikroskopu
elektronowego. Dtugosc i szeroko$é nasion mierzono w programie AxioVision Rel 4.8 (Carl

Zeiss, Jena, Niemcy).
3.9 Techniki mikroskopowe

3.9.1 Mikroskop swietlny

Materiat roslinny oglgdano uzywajac réznych modeli mikroskopu:

kietkujgce nasiona:
a) pecznienie nasion - mikroskop AxioScope.Al, kamera AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Jena,
Niemcy), powiekszenie 10x; nasiona oglgdano bezposrednio na szalce z pozywka;
b) pojawienie sie korzenia zarodkowego, hipokotyla i liscieni - mikroskop stereoskopowy

SteREO Discovery.V8, kamera AxioCam ICc3 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy), powiekszenie 8x
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i 4x; nasiona ogladano na szalce z pozywka, pod ktérg umieszczano czarng podktadke, co

pozwolito uzyskaé lepszy kontrast pomiedzy oglgdanym preparatem a ttem;

liscie — mikroskop stereoskopowy SteREO Lumar.V12, kamera AxioCamMRS5 (Carl
Zeiss, Jena, Niemcy), powiekszenie 6.4x.

Obrazy analizowano przy pomocy programu AxioVision Rel 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy).

3.9.2 Transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM)

Analizy z uzyciem TEM wykonywano wg Luciiskiego i wsp. (2011a). Liscie roslin
WT i mutantéw, ktdre osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy zbierano na poczatku dnia,
bezposrednio po zakoriczeniu 8-godzinnej nocy. W kropli 50 mM buforu kakodylowego pH

6.8 zawierajgcego:

0,1 M kakodylan sodu,
0,1 M HCI,

wycinano z nich mate skrawki, ktére umieszczano natychmiast w roztworze 2% (w/v)
glutaraldehydu i 3% paraformaldehydu w tym samym buforze i utrwalano w nim przez 2 h
w temp. pokojowej. Nastepnie skrawki przeptukiwano zimnym buforem kakodylowym 3
razy przez 15 min i przeprowadzano utrwalanie nastepcze w roztworze 1% (w/v)
czterotlenku osmu w 0,1 M buforze kakodylowym przez 2 h w temp. 4°C. Kolejnym
etapem przygotowania preparatow byto kontrastowanie nastepcze w 2% roztworze
octanu uranylu pH 5.0 przez noc. Nastepnie skrawki odwadniano w acetonie

0 nastepujgcym szeregu stezen:

10%, 30%, 50% - 2 razy przez 5 min w temp. 4°C
70%, 80%, 90%, 96% - przez 10 min w temp. pokojowej,
100% - 3 razy przez 10 min w temp. pokojowej.
Odwodnione preparaty zatapiano w zywicy epoksydowe] o niskiej lepko$ci wg Spurra
(1969), ktorej sktad jest nastepujacy:
41 g ERL-4221 (3,4-epoksycykloheksanokarboksylan 3,4-epoksycykloheksylometylu),
14,3 g DER (eter diglicydylowy glikolu propylenowego),
59 g NSA (bezwodny bursztynian nonenylowy),
2 g DMAE (dimetylaminoetanol).
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Zatapianie odbywato sie 4-etapowo:

e Po odwodnieniu preparatéow w 100% acetonie usuwano jego wiekszosé
i dodawano réwng ilo$¢ zywicy (proporcja 1:1), mieszano i odstawiano na 30 min
w temp. pokojowej.

e Usuwano potowe roztworu i ponownie dodawano zywice w proporcji 1:1,
mieszano i odstawiano na 30 min w temp. pokojowej.

e Usuwano prawie caly roztwdor i zastepowano go 100% zywicg, mieszano
i odstawiano na noc w temp. 4°C.

e Usuwano prawie caty roztwdr i zastepowano go 100% zywicg, mieszano

i odstawiano na noc w temp. pokojowe;j.

Nastepnie skrawki wraz z zywicg przenoszono do kapsutek, uktadano je na $rodku,
rownolegle do dtuzszego boku kapsutek i po ok. 30 min dopetniano kapsutki zywica.
Polimeryzacja zywicy z zatopionym w niej materiatem przebiegata w nastepujgcych

warunkach:

Pierwsza doba - w temp. 30°C,
Druga doba - w temp. 45°C,

Trzecia doba - w temp. 70°C.

Preparaty cieto ostrzem diamentowym na ultramikrotomie EM UC6 (Leica, Wetzlar,
Niemcy) na ultracienkie skrawki (80 nm), ktére umieszczano na miedzianych siatkach (150
mesh) pokrytych formwarem (Formvar - nazwa handlowa zarejestrowana przez
Monsanto Chemical Company, St. Louis, USA, modyfikowana zywica poliwinylowo-
acetalowa), barwiono 9% octanem uranylu i 0,5% cytrynianem ofowiu przez 20 min
w temp. pokojowej. Uzyskane preparaty komorek miekiszu liSciowego ogladano
pod transmisyjnym mikroskopem elektronowym (JEM 1200 EXII, JEOL, Tokio, Japonia)
pod napieciem 80 kV, wykonywano zdjecia pod powiekszeniem 12 000, negatywy
skanowano i poddawano analizie przy pomocy programu AxioVision Rel 4.8.

Analiza ultrastruktury chloroplastéw polegata na obliczeniu pola przekroju
poprzecznego chloroplastu, policzeniu tylakoidéw zespolonych w granum, pomiarze
szerokosci tylakoidow (odlegtosci pomiedzy skrajnymi btonami tylakoidu) oraz okresleniu

frekwencji chloroplastéw z ziarnami skrobiowymi.
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3.9.3 Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM)
Liscie roslin WT i obydwu mutantéw znajdujace sie w podfazie 6.0 ontogenezy

krojono na skrawki o powierzchni ok. 6 mm? i odwadniano w szeregu stezeri acetonu:

10%, 30%, 50% - 2 razy przez 5 min w temp. 4°C
70%, 80%, 90%, 96% - przez 10 min w temp. pokojowej,

100% - 3 razy przez 10 min w temp. pokojowej.

Na preparaty odwodnionych lisci oraz suchych nasion napylano powtoke ze zfota
i ogladano pod skaningowym mikroskopem elektronowym EVO 40 (Carl Zeiss, Jena,

Niemcy) przy 400- (liscie) i 40-krotnym (nasiona) powiekszeniu.

3.10 Oznaczanie skrobi

Liscie roslin WT i mutantéw, ktére osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy zbierano
w okreslonych punktach czasowych w trakcie dnia, nocy i wydtuzonej nocy, a nastepnie
zamrazano je w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -18°C do momentu
przeprowadzania analiz. Zawartos$¢ skrobi w lisciach oznaczano wg Fredeen i wsp. (1989),
rozpoczynajgc od ekstrakcji cukrow rozpuszczalnych. 50 mg materiatu roslinnego
homogenizowano w ciekltym azocie, nastepnie homogenat zalewano wrzgcym 80%
etanolem i inkubowano kolejno przez 5 min w temp. 70°C i przez 18-20 h w 37°C. Po tym
czasie prébki wirowano przez 10 min przy 8 000 g przemywano w celu uwolnienia cukrow
rozpuszczalnych, a mianowicie:

wylewano supernatant,

do osadu dodawano 80% etanol,

3-krotnie
wytrzasano,

wirowano przez 10 min przy 8 000 g.

Kolejnym etapem byto suszenie osadu (zawierajgcego cukry nierozpuszczalne) przez 2 h
w temp. 60°C (do momentu az odparowat etanol). Osad rozpuszczano gotujac go przez
1,5 h w2 ml 0,2 N KOH. Po ostudzeniu ekstrakt zakwaszano kwasem octowym do pH 5.0,
dodawano 10 U/ml amyloglukozydazy (EC 3.2.1.3) rozpuszczonej w 50 mM buforze

octanowym pH 4.6, ktorego skfad jest nastepujacy:

25,5 ml 0,2 M roztworu kwasu octowego,

24,5 ml 0,2 M octanu sodu,
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H,0 do 100 ml

i inkubowano przez dobe w temperaturze 55°C. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano
gotujagc ekstrakt przez 10 min. Po odwirowaniu préb przez 3 min przy 8 000 g pobierano
do oznaczen kolorymetrycznych 0,05 ml nadsgczu, uzupetniano do 0,5 ml roztworem
0,127 N KOH, 0,19 N kwasu octowego i 15,9 mM buforu octanowego, i dodawano 2,5 ml

odczynnika barwigcego o nastepujgcym sktadzie:

0,1 M bufor fosforanowy pH 7.0,
1 U/ml peroksydaza (EC 1.11.1.7),
5 U/ml oksydaza glukozy (EC 1.1.3.4),

12,6 mM dichlorowodorek o-dianizydyny,

a kontrole stanowit roztwér 0,127 N KOH, 0,19 N kwasu octowego i 15,9 mM buforu
octanowego . Prébki inkubowano 30 min w temp. 37°C, a reakcje zatrzymywano przez 5
min inkubacje w temp. 70°C. Do oznaczen kolorymetrycznych pobierano 1 ml mieszaniny
reakcyjnej. Stezenie glukozy w prébce obliczano w oparciu o wyniki pomiaru absorpcji
przy dtugosci fali A=445 nm - w oparciu o sporzgdzono wczesniej krzywa wzorcowg -
i przeliczano na zawartos¢ glukozy w swiezej masie lisci. Aby okresli¢ poziom skrobi
w Swiezej masie liSci mnozono poziom glukozy przez wspodtczynnik 0.9, ktdry wynika
z faktu, ze masa czgsteczkowa skrobi jest wielokrotnosciag mas reszt glukozowych, a nie
petnych czgsteczek glukozy (masa czgsteczkowa glukozy to 180 Da, reszty glukozowej -
162 Da; 0.9 = 162/180).

Wymienione w tym podrozdziale wirowania przeprowadzano z wykorzystaniem
wirowki Sigma3K30, Sigma, Monachium, Niemcy, producentem uzytych enzymoéw

natomiast byta SigmaAldrich, St. Louis, USA.

3.11 Analizy aktywnosci fotosyntetycznej

Charakterystyka funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego lisci roslin WT
i mutantéw, ktore osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy przeprowadzona zostata poprzez
analizy wymiany gazowej, ktére prowadzity do wykreslenia krzywych — $wietlnej i A/Ci
("dwutlenkowej").

Intensywnos$é¢ fotosyntezy wyrazano w pmolach CO,  pochtonietych przez

jednostke powierzchni asymilacyjnej liscia w jednostce czasu. Aby sporzadzi¢ krzywe
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Swietlne i krzywe A/Ci uzywano przyrzagdu do pomiaru wymiany gazowe] Li-6400
wyposazonego w komore o powierzchni 6 cm’® z wbudowanym Zrédiem $wiatta
czerwonego i niebieskiego typu LED (Li-Cor Inc., Lincoln, USA). Przyrzad przy pomocy
analizatora gazowego w podczerwieni (IRGA — Infra Red Gas Analysers) analizowat
absorpcje powietrza w podczerwieni (miara stezenia CO;). Analizy takie przeprowadzano
w systemie przeptywowym, tzn. stezenie CO, i jego zmiany wywotane fotosyntetyczng
asymilacja lisci rejestrowane byty wewnatrz komory (zawierajgcej badany li$é), przez ktérg

caty czas przeptywato powietrze.

3.11.1 Krzywa $wietlna

Aby sporzadzi¢ krzywg swietlng mierzono intensywnosé¢ fotosyntezy (A) jako
funkcje natezenia Swiatta, na ktore eksponowany byt lis¢. Okoto 0,5 h przed pomiarami
rosline eksponowano na Swiatto o nasycajagcym natezeniu 500 umoli kwantow sSwiatfa
m? s?, a nastepnie na $wiatto o natezeniu 1800 pmoli kwantéw $wiatta m? s
Po ustabilizowaniu sie intensywnosci fotosyntetycznej obnizano natezenie $wiatfa.
Kolejno eksponowano liscie na nastepujace poziomy natezenia Swiatta: 1500, 1000, 750,
500, 400, 300, 200, 150, 100, 75, 50 i 0 umoli kwantéw $wiatta m™? s™. Ekspozycja liéci

na rdzne natezenia Swiatta przebiegata w nastepujgcych warunkach:

temp. liscia utrzymywana na poziomie 22°C,

deficyt cisnienia pary nieprzekraczajacy 1,4 MPa.

Dla kazdego poziomu natezenia Swiatta zbierano dane dotyczgce asymilacji CO,.
Powierzchnie lisci okreslano uzywajac skanera i programu do cyfrowej obrébki zdjec
AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Germany).

Dla kazdego liscia funkcja hiperboliczna opisana wzorem:
A=0,5{¢ PPFD + Anax— [(¢ PPFD + Anax)’ ~ 4 8 ¢ PPFD Amsi] %} 67 ~ Rd,

gdzie :
PPFD (photosynthetic photon flux density) - natezenie swiatta,
Anax - maksymalna intensywnosc fotosyntezy,
¢ (CO,) - kwantowa wydajnosc fotosyntetycznego wigzania CO,,

Rd - oddychanie ciemnosciowe,
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0 - wypuktosc krzywej Swietlnej

dopasowywana byta do wartosci intensywnosci fotosyntetycznej w oparciu o nieliniowe
maksymalne prawdopodobiefdstwo za pomocg funkcji dopasowania krzywej,
wykorzystujgc program SigmaPlot 11 (Systat Software, San Jose, USA). Wypuktos$é krzywej
Swietlnej (6) estymowano jako wynik dopasowania krzywej, a parametry takie jak
maksymalna intensywnosc fotosyntezy (Amax) i oddychanie ciemnosciowe (Rd)
odczytywano z  wykresu  krzywej eksperymentalnej. Kwantowg wydajnosc
fotosyntetycznego wigzania CO, obliczano natomiast jako wspdfczynnik regres;ji liniowej

z liniowego odcinka krzywej eksperymentalne;j.

3.11.2 Krzywa A/C; ("dwutlenkowa")

Aby sporzadzi¢ krzywa A/C; (A - assimilation, C; — €O, internal concentration)
mierzono intensywno$¢ fotosyntezy (A) jako funkcje stezenia CO, w atmosferze
otaczajgcej rosline. Okoto 0,5 h przed pomiarami rosline eksponowano na swiatto
0 nasycajacym natezeniu 500 pmoli kwantéw $wiatta m? s™, a pomiaréw dokonywano
przy natezeniu 1500 pmol kwantéw $wiatta m™ s™. Pomiary intensywnosci fotosyntezy
rozpoczynano od stezenia 400 pmol mol™ CO,, odczekiwano do momentu ustabilizowania
sie intensywnosci fotosyntezy i kolejno zmieniano na stezenia 300, 200, 100, 75, 50 umol
mol™ CO,, a nastepnie ponownie 400 pmol mol™ CO, i 500, 750, 1000, 1500 i 1800 pumol
mol™ CO,. Po kazdej zmianie poziomu CO, czekano na ustabilizowanie sie intensywnosci
fotosyntezy.

Pomiary prowadzono w nastepujacych warunkach:

temp. liscia utrzymywana na poziomie 22°C,

deficyt ci$nienia pary nieprzekraczajacy 1,4 MPa.

Wartosci intensywnosci fotosyntetycznej korygowano przez wykonanie pomiaréow
dla pustej komory uzywajgc takich samych stezen CO, (ze wzgledu na nieszczelnosci
dyfuzyjne).

Powierzchnie lisci okre$lano uzywajgc skanera i programu do cyfrowej obrébki
zdjec AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy). Ze wzgledu na mniejszy rozmiar lisci
niz pole powierzchni komory oraz zrdznicowanie ich rozmiaru i ksztattu, wyznaczano

przewodnictwo warstwy granicznej dla indywidualnych lisci. Wykonywano fotokopie
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liscia, obrysowywano jego ksztatt na bibule filtracyjnej Whatman i wycinano z niej ksztatt
liscia. Wzorzec liscia na bibule filtracyjnej nasgczano wodg i mierzono jego parowanie.
Przewodnictwo warstwy granicznej obliczano stosujgc procedure podang w instrukcji Li-
6400 (Li-Cor 2005). Wewnetrzne stezenie CO, (C;) obliczano za pomocg rownan podanych
w instrukcji Li-6400.

Stezenie CO, w atmosferze otaczajacej rosline (C, - ambient concentration) przeliczano
na stezenie CO, wewnetrzne (=w przestworach miedzykomadrkowych, C;) przy pomocy
parametréw, jakie mierzyt przyrzad (intensywnos$¢ transpiracji, wilgotnos¢ wzgledna
w atmosferze otaczajace;j lis¢, intensywnosc¢ fotosyntezy).

W ten sposdb powstawata krzywa pokazujgca zaleznos¢ intensywnosci fotosyntetycznej
od stezenia CO, w przestworach miedzykomérkowych.

Rownania dwufazowego modelu opisane przez Farquhar i wsp. (1980)
dopasowano do danych A/Ci, przy czym pomiary dla Ci < 400 pmol mol™ CO, traktowano
jako ograniczone przez ilos¢, kinetyke i aktywnos¢ Rubisco, natomiast dla Ci > 400 pumol
mol™ CO, - przez transport elektronédw wykorzystany do regeneracji RuBP (Tanaka i wsp.,
2013). Dopasowania przeprowadzano w oparciu o maksymalne prawdopodobienstwo
za pomocg funkcji dopasowania krzywej, wykorzystujgc program SigmaPlot 11 (Systat
Software, San Jose, Kalifornia, USA) przy uzyciu parametréw kinetycznych Rubisco wedtug
Long i Bernacchi (2003). Otrzymano w ten sposéb nastepujgce parametry: maksymalng
wydajnos¢ karboksylacji limitowanej wytacznie przez witasciwosci Rubico (Ve max)
i maksymalng szybkos¢ transportu elektronéw wykorzystywang do regeneracji RUBP(Jiax)-
Ve, max | Jmax Normalizowano do wartosci temp. 25°C, stosujac réwnania podane

przez Sharkey i wsp. (2007).

3.12 Oznaczanie chlorofilu

3.12.1 Oznaczanie chlorofilu metodg Arnona

Stezenie chlorofilu w preparatach tylakoidéw oznaczano kolorymetrycznie metodg
Arnona (1949), z wykorzystaniem acetonu jako rozpuszczalnika organicznego.

2 ul preparatu tylakoidéw rozcienczano z wodg do objetosci 80 ul i dodawano 320
pl schtodzonego 100% acetonu, wytrzgsano przez 1 min i wirowano przez 1 min

przy 10 000 g. Nastepnie mierzono absorpcje nadsgczu przy dtugosci fali A=663nm
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i A=645nm odpowiednio, wobec kontroli, jakg stanowit 80% aceton. Pomiary dokonywano
na 96-dotkowych ptytkach ELISA w aparacie SUMAL PE2 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy) —
do dotkéw naktadano po 100 pl preparatu. Obliczano stezenie chlorofilu a (Cehia) i b (Cehib)

oraz catkowite stezenie chlorofilu (Cen). Korzystano z nastepujacych wzoréw:
Cienty = (Cehia) + (Cehin)
Cehia = (12,7 X Agsz — 2,6 X Agss) X V1/V,
Cenib= (22,9 X Agas — 4,68 X Ase3) X V1/ V3,

gdzie:
Age3 — Srednia pomiaréw absorpcji przy A=663nm,
Ag4s— Srednia pomiaréw absorpcji przy A=645nm,
V; — objetos¢ catkowita préobki (400ul),
V, — objetos¢ prébki brana do pomiaru (2ul).

3.12.2 Oznaczanie chlorofilu z wykorzystaniem DMSO

Stezenie  chlorofilu w catych lisSciach  oznaczano  kolorymetrycznie,
z wykorzystaniem dimetylosulfotlenku (DMSO; SigmaAldrich, St. Louis, USA) jako
rozpuszczalnika organicznego metodg opisang przez Hiscox i Israelstam (1979). Jest to
metoda, ktorej rezultatem jest bardziej wydajna ekstrakcja chlorofilu — w przypadku
materiaty badawczego, jakim sg liscie - niz metoda Arnona.

Liscie odcinano, wazono, umieszczano w probdéwce typu eppendorf i zalewano 1,5
ml DMSO. Inkubowano przez 2 h w temp. 65°C, a nastepnie usuwano z probdéwki tkanke
liscia catkowicie pozbawiong chlorofilu. Nastepnie mierzono absorpcje nadsgczu
przy dtugosci fali A=665 nm i A=649 nm wobec kontroli, jakg stanowit DMSO.
Obliczano stezenie chlorofilu a (Cenia) i b (Cehip) oraz catkowite stezenie chlorofilu (Cep).

Korzystano z nastepujgcych wzoréw:
Cichi) = (Cehia) + (Cchin)

Cehia = (12,9 x Agss — 3,45 X Agag) X V/m
Cenn = (21,99 X Agao — 5,32 X Agss) X V/m,

gdzie:
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V — objetos¢ catkowita nadsgczu (1,5 ml),

m — masa liscia.

3.13 Analizy statystyczne

Istotnosc statystyczng rdznic mierzonych parametréw analizowano w oparciu
o analize wariancji (ANOVA) i test Tukey'a-Kramera wielokrotnych poréwnan. Istotnos¢

statystyczna okres$lana byfa na poziomie P < 0,01.
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4 Wyniki

4.1 Identyfikacja homozygotycznych mutantéow, u Kktorych
wyciszono AtDEGS5

Aby przeanalizowaé funkcje, jakie petni w roslinie proteaza AtDeg5 pozyskano
(Nottingham Arabidopsis Stock Centre) nasiona nigdy dotad niebadanej linii insercyjnej
SAIL_645 D07 (mutant deg5-2) oraz linii SALK 099162, wstepnie scharakteryzowanej
przez Sun i wsp. (2007a) i Lucinskiego i wsp. (2011b) (mutant deg5-1). Miejsce insercji T-
DNA u deg5-2 znajduje sie w 4 intronie, 872 pz od kodonu start ATG, natomiast u deg5-1

— w 2 egzonie, 429 pz od kondonu ATG. Rysunek 9A przedstawia lokalizacje miejsc

insercji.
(A)
c -
A = g deg5-2
5 A M — 3
— —
D A E deg5-1
—
F
(B) A,B,C D,E,F
WT deg5-2 M WT deg5-1
pz
1500 —»
1000 —»
500 —»

Rys. 9 Identyfikacja mutantéw deg5.

(A) Schematyczny rysunek genu AtDEG5. Czarne kasety reprezentujg egzony, linie - introny,
trojkaty - miejsce insercji T-DNA. Strzatki wskazujg miejsca przytgczenia starteréw uzytych
do analizy PCR genomowego DNA roslin WT i mutantéw deg5-2 i deg5-1.

(B) Potwierdzenie homozygotycznosci mutantéw deg5-2 i deg5-1 poprzez elektroforetyczny
rozdziat produktéw PCR genomowego DNA roslin WT oraz mutantéw. Amplifikacja
przeprowadzona zostata z uzyciem starteréw A, B, Coraz D, E i F (zgodnie z opisem na Rys. 9A).
WT - amplifikacja genomowego DNA roslin WT, deg5-2, deg5-1 - amplifikacja genomowego DNA
homozygotycznych mutantdéw, M - markery masy czgsteczkowej DNA
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Kietkowanie nasion linii SAIL 645 D07 i SALK 099162 doprowadzito do uzyskania
segregujacych populacji rodlin heterozygotycznych. Osobniki homozygotyczne obu linii
identyfikowano w pokoleniu F2 stosujgc genotypowanie oparte o PCR (Rys. 9B).

W celu okredlenia w jakim stopniu insercja T-DNA zahamowata akumulacje
produktu biatkowego AtDEGS5 oraz czy miata wptyw na poziom akumulacji pozostatych
proteaz AtDeg kierowanych do chloroplastu (AtDegl, AtDeg2, AtDeg8) poziom czterech
AtDeg sondowano za pomocg techniki ,immunoblot” z wykorzystaniem wczes$niej
scharakteryzowanych przeciwciat skierowanych przeciwko tym proteazom (Lucinski

i wsp., 2011b). Wyniki tej analizy przedstawia rysunek 10.

WT deg5-2 deg5-1
anty-PsbC e —

100 98+15 102112
anty-Deg1 —
100 98129 102+18

antY'Degz R | vma————— e
100 110£31 10114

anty_Degs B
100 77£30** 0+0**

ant .De 8 — B ="
y 9 100 189+15** 208+15**

Rys. 10 Okreslenie poziomu réwnowagowego biatek chloroplastowych AtDeg5 oraz AtDegl, 2, 8
u mutantéw deg5-2 i deg5-1 oraz roslin WT za pomocga analizy typu ,immunoblot” z uzyciem
przeciwciat anty-Degl, 2, 5, 8 oraz anty-PsbC.

Prébki tylakoidéw wyizolowanych z lisci roslin WT i mutantow deg5-2 i deg5-1, ktére osiggnety
podfaze 6.0 ontogenezy rozdzielano elektroforetycznie i poddawano procedurze typu
,immunoblot” z przeciwciatami anty-Degl, 2, 5, 8 i PsbC. llosci tylakoidéw wprowadzanych do
kieszonek normalizowano w oparciu o takg samg ilo$¢ chlorofilu. ,Immunobloty” skanowano,
a intensywnos¢ indywidualnych sygnatéw apobiatek Degl, 2, 5, 8 i PsbC w tylakoidach mutantow
okreslano wzgledem sygnatéw zidentyfikowanych dla tylakoidéw roslin  WT (100%)
z wykorzystaniem oprogramowania Gelix One (Biostep, Jahnsdorf, Niemcy). Srednie
intensywnosci sygnatéw + SD pokazano pod odpowiednimi sciezkami; okreslono je w oparciu
o wyniki analizy szesciu ,,immunoblotéw” reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne. Dla
kazdego indywidualnego ,immunoblotu” okreslano zakres liniowosci odpowiedzi
immunologicznej. Pod uwage brane byly tylko ,immunobloty” charakteryzujgce sie liniowg
zaleznos$cig pomiedzy iloscig naktadanego preparatu tylakoidéw a odpowiedzig immunologiczna.
Gwiazdki oznaczajg istotnos¢ statystyczng rdznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT
(P<0,01).
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Zgodnie z wynikami wczesniejszych badan (Lucinski i wsp., 2001b) ustalono, ze
mutant deg5-1 jest catkowicie pozbawiony biatka AtDeg5 (jest zatem mutantem null);
z kolei mutant deg5-2 wykazuje niewielkie, aczkolwiek istotne statystycznie obnizenie
poziomu akumulacji tego biatka, do 77% wartosci charakterystycznej dla roslin WT (Rys.
10). Nie stwierdzono istotnych zmian poziomu akumulacji AtDegl i AtDeg2 u zadnego
z mutantow wzgledem roslin WT, poziom biatka AtDeg8 byt natomiast niemal dwukrotnie

wyzszy w ros$linach zmutowanych w stosunku do WT.
4.2. Por6wnawcza analiza fenotypu roslin WT i mutantow deg5

4.2.1 Porownawcza analiza chronologii przebiegu faz i podfaz ontogenezy
ros$lin WT i mutantow deg5

Pierwszym elementem poréwnawczej analizy fenotypowej byto poréwnanie
chronologii przebiegu wybranych faz ontogenezy (od momentu specznienia nasion
do petnego dojrzenia owocdw) mutantow i roslin WT, hodowanych w warunkach dtugiego
fotoperiodu (16: 8h). Rysunek 11 ilustruje, jak zmienia sie pokrdj mutantéw deg5 i roslin

WT w ciggu pierwszych szescédziesieciu dni ich ontogenezy.
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Rys. 11 Porownanie morfologii roslin WT i mutantéw deg5 w wybranych punktach czasowych pierwszych szesc¢dziesieciu dni ontogenezy.
LiScie rozetkowe oznaczono numerami 1 - 9, zgodnie z kolejnoscig ich pojawiania sie. Zaznaczono takze liscienie, lis¢ todygowy i ped kwiatostanowy.



Wyniki

U rodlin WT hodowanych w warunkach dtugiego dnia od momentu rozpoczecia
kietkowania w przeciggu pierwszych 20 dni ontogenezy kolejno rozwija sie dziewieé lisci
tworzgcych rozete (liscie te bylty numerowane w kolejnosci pojawiania sie). Nieco pdzniej
na pedzie kwiatostanowym rozwijajg sie liscie todygowe, ktére ze wzgledu na znaczng
zmiennosc¢ liczby, ksztattdw i czasu pojawiania sie nie staty sie przedmiotem badan.

Poréwnawcze badania nad fenotypem mutantéow i roslin WT obejmowaty
chronologie przebiegu ontogenezy zdefiniowang doktadnie wedtug skali BBCH
opracowanej dla roslin hodowlanych (Lancashire i wsp., 1991), pdzniej zas$ zaadaptowanej
przez Boyesa i wsp. (2001) do Arabidopsis thaliana. Skala BBCH dzieli ontogeneze roslin
na fazy i podfazy, a do ich zapisu uzywa kodu wyrazajgcego sie dwoma cyframi
rozdzielonymi kropka. Cyfra przed kropka oznacza numer fazy, cyfra po kropce - numer
podfazy, ktdérg roslina osiggneta, np. zapis 0.1 oznacza podfaze 0.1 fazy 0. Poréwnawcze
badania chronologii przebiegu ontogenezy roslin WT i mutantéw deg5 odnosity sie
do pieciu faz zdefiniowanych dokfadnie wedtug skali BBCH, a mianowicie: fazy 0 -
kietkowanie nasion, fazy 1 - pojawianie sie lisci rozetkowych, fazy 5 - pojawianie sie
kwiatostanu, fazy 6 - kwitnienie, fazy 8 - dojrzewanie owocéw oraz dwéch faz (3 i 9), ktore
dla potrzeb niniejszego projektu zdefiniowano inaczej niz to zostato opisane przez
Lancashire i wsp. (1991) i Boyes i wsp. (2001) jakkolwiek w sposéb inspirowany tymi
definicjami.

Faza 0 ontogenezy Arabidopsis thaliana (kietkowanie nasion) (Boyes i wsp., 2001)
obejmuje nastepujace podfazy: pecznienie nasion (podfaza 0.1), pojawienie sie korzenia
zarodkowego (podfaza 0.5) oraz jednoczesne pojawienie sie hipokotyla i liscieni (podfaza
0.7).

Faza 1 ontogenezy Arabidopsis thaliana (pojawianie sie lisci) (Boyes i wsp., 2001)
i obejmuje podfazy 1.0, 1.2 oraz 1.3 - 1.9, ktdre oznaczaja: rozprostowanie sie liscieni
(1.0), jednoczesne pojawienie sie lisci 1 i 2 (1.2) oraz pojawianie sie lisci 3 - 9 (1.3 - 1.9).
Przez ,pojawianie sie” lisci rozumie sie osiggniecie dtugosci > 1 mm.

Faza 3 ontogenezy Arabidopsis thaliana zostata zdefiniowana przez Boyesa wsp., 2001,
jako wzrost rozetki lisSciowej i podzielona na podfazy odpowiadajgce stopniowemu
zblizaniu sie przez rozetke do swoich koncowych rozmiaréw. Ze wzgledu na niejasnos¢
pojecia ,rozmiar rozetki lisciowej” dla potrzeb niniejszego projektu przyjelismy inng
definicje fazy 3 i jej podfaz — przypisalismy je kazdemu liSciowi z osobna (a nie catej
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rozetce) jako momenty, gdy liscie osiggajg 10% (3.1), 50% (3.5) lub 100% (3.9) koncowe;j
dtugosci. Wedtug zmienionej definicji kazda z podfaz zostata zapisana (zakodowana) przez
trzy cyfry oznaczajgce odpowiednio faze (pierwsza cyfra przed kropka), podfaze (pierwsza
cyfra po kropce) i numer liscia (druga cyfra po kropce), np. 3.45 oznacza moment, kiedy
podfaza 4 fazy 3 zostata osiggnieta zostata przez lis¢ 5.

Faza 5 ontogenezy Arabidopsis thaliana (pojawianie sie kwiatostanu) (Boyes i wsp., 2001)
jest reprezentowana przez jedng podfaze (5.1), oznaczajagcg moment, w ktérym widoczny
staje sie pierwszy pak kwiatowy

Faza 6 ontogenezy Arabidopsis thaliana (kwitnienie) (Boyes i wsp., 2001) obejmuje
nastepujgce podfazy: otwarcie sie pierwszego kwiatu (6.0), otwarcie sie 10% kwiatow
(6.1), otwarcie sie 50% kwiatéw (6.5) oraz otwarcie sie 100% kwiatow (6.9).

Faza 8 ontogenezy Arabidopsis thaliana (dojrzewanie owocéw) (Boyes i wsp., 2001)
obejmje nastepujgce podfazy: pekniecie pierwszej tuszczynki (8.0), pekniecie 10%
tuszczynek (8.1), pekniecie 50% tuszczynek (8.5) i pekniecie 100% tuszczynek (8.9).

Faza 9 ontogenezy Arabidopsis thaliana (starzenie) (Boyes i wsp., 2011) obejmuje podfaze
9.7, ktéra zostata zdefiniowana w sposéb zawierajgcy pewng dawke subiektywizmu
(,osiggniecie takiego stanu zaawansowania starzenia, ze jest mozliwe uwolnienie sie
nasion z tuszczynek”), dlatego przyjeto zmieniong definicje podfazy 9.7, a mianowicie
uznano, ze jest to moment, w ktérym 100% lisci posiada poziom chlorofilu statystycznie
istotnie obnizony w stosunku do jego poziomu maksymalnego, co daje mozliwos¢ tatwego
i obiektywnego rozpoznania tej podfazy poprzez serie oznaczen poziomu chlorofilu
w indywidualnych lisciach.

Rysunki 12 - 18 przedstawiajg czas (w dniach) niezbedny do tego, aby osiggniete
zostaty indywidualne fazy i podfazy ontogenezy. Analizom poddawano rosliny, ktére rosty
i rozwijaty sie z nasion zbieranych z tuszczynek roslin wszystkich trzech genotypdw
bezposrednio po osiggnieciu przez tuszczynki dojrzatosci (tzn. bezposrednio po peknieciu).
Nie zaobserwowano istotnych zmian w chronologicznej progresji faz i podfaz ontogenezy
u mutanta deg5-2 (u ktérego pula AtDeg5 jest zmniejszona o 23% w porédwnaniu
z roslinami WT - por. Rys. 10), natomiast u mutanta deg5-1 (null - Rys. 10) czas niezbedny
do osiggniecia okreslonych podfaz faz 1, 3, 6 i 8 rozni sie istotnie w zestawieniu

z roSlinami WT.
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Analiza chronologii przebiegu kietkowania nasion (faza 0) (Boyes i wsp., 2001) (Rys. 12)
wykazata, ze rosliny WT i mutanty osiggajg podfazy 0.1 (pecznienie nasion), 0.5
(pojawienie sie korzenia zarodkowego) oraz 0.7 (pojawienie sie hipokotyla i liscieni) w tym

samym czasie, tzn. w 0, 1.6 i 2.1 drugim dniu ontogenezy.
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Rys. 12 Analiza chronologii przebiegu fazy 0 u roslin WT oraz mutantéw deg5.

Poziome kolorowe kasetki wskazujg czas (w dniach), ktéry jest niezbedny, aby rosliny WT
i mutanty deg5-2 i deg5-1 osiagnety indywidualne podfazy fazy 0 (zaznaczone jako mate pionowe
kreski wewnatrz kolorowych kasetek). Oznaczenia umieszczone nad kolorowymi kasetkami
oznaczajg symbole podfaz fazy 0. Petne pionowe kreski wskazujg punkty czasowe, w ktérych
rosliny fotografowano, a fotografie zaprezentowano na rysunku 11. Wartosci sg S$rednimi
uzyskanymi po przeanalizowaniu szesédziesieciu roslin kazdego genotypu, reprezentujacych dwa
doswiadczenia biologiczne.

Z kolei zaobserwowano, ze liscie rozetkowe 1+2 oraz 5 mutanta deg5-1 pojawiaty sie (tzn.
rosliny osiggaty podfaze 1.2 i 1.5) o ok. pdt dnia wczesniej (podfaza 1.2) badz pdt dnia
pozniej (podfaza 1.5) w stosunku do odpowiadajgcych im lisci roslin WT (Rys. 13), co
wskazuje na fakt, ze catkowite wyciszenie AtDeg5 prowadzito do zmiany tempa
pojawiania sie lisci 1+2 oraz 5.

Analiza chronologii przebiegu procesu kietkowania (fazy 0) prowadzona byta z uzyciem
nasion kietkujgcych na podtozach in vitro, natomiast analiza pojawiania sie lisci (fazy 1) —
na roslinach rosngcych w doniczkach torfowych (podobnie jak analiza wszystkich
pozostatych faz ontogenezy), dlatego nie jest mozliwe bezposrednie poréwnywanie
chronologii progresji fazy 0 i fazy 1 — a takze fazy 0 i zadnej z pozostatych faz osigganych

przez badane rosliny.
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Rys. 13 Analiza chronologii przebiegu fazy 1 u ros$lin WT i mutantow deg5.

Poziome kolorowe kasetki wskazujg czas (w dniach), ktéry jest niezbedny, aby rosliny WT i
mutanty deg5-2 i deg5-1 osiggnety indywidualne podfazy fazy 1 (zaznaczone jako mate pionowe
kreski wewnatrz kolorowych kasetek). Oznaczenia umieszczone nad kolorowymi kasetkami
oznaczajg symbole podfaz fazy 1. Petne pionowe kreski wskazujg punkty czasowe, w ktérych
rosliny fotografowano, a fotografie zaprezentowano na rysunku 11. Gwiazdki oznaczajg istotnos¢
statystyczng réznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01). Wartosci sg $rednimi
uzyskanymi po przeanalizowaniu szesédziesieciu roslin kazdego genotypu, reprezentujacych dwa
doswiadczenia biologiczne.

Analiza chronologii przebiegu wzrostu lisci (faza 3) (Rys. 14) pozwala zaobserwowaé, ze
wiekszos¢ lisci rozetkowych mutanta deg5-1 (tzn. liscie 1, 3, 4, 5, 6 i 7) osiggata swojg
korncowg wielkos¢ 2 - 6 dni pdzniej niz liscie roslin WT; dla przyktadu lis¢ 1 uzyskiwat swojg
korncowg wielkos¢ (= roslina osiggata podfaze 3.91) 4.5 dnia pdzniej niz ten sam lis¢
uroslin WT (25 vs 20.5 dni). Pozostate liscie rozetkowe (2, 8 i 9) tego mutanta rowniez
osiggaty koncowg wielkos¢ z pewnym opdznieniem w poréwnaniu z lis¢mi roslin WT, ale
opdinienie to nie bylto istotne statystycznie. Ponadto u czesci lisci (4, 8 i 9) mutanta deg5-
1 miato miejsce opdznienie o0 2.7 - 5 dni momentu, w ktérym osiggaty one 50% koncowej
wielkosci (podfaza 3.54, 3.58 i 3.59). Tak wiec wzrost liscia 4 zostat najsilniej zmieniony
w odpowiedzi na wyciszenie AtDeg5, opdznienia dotyczyty bowiem dwéch z trzech podfaz
fazy 3 (3.54 i 3.94). W niektérych przypadkach moment osiggniecia okreslonych podfaz
(3.16, 3.96, 3.97, 3.58 i 3.59) byt u mutanta deg5-1 opdiniony w sposéb istotny
statystycznie nie tylko wobec roslin WT, ale takie w stosunku do mutanta deg5-2;

w pozostatych przypadkach istotnych réznic miedzymutantowych nie obserwowano.
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Rys. 14 Analiza chronologii przebiegu fazy 3 u roslin WT i mutantow deg5.

Poziome kolorowe kasetki wskazujg czas (w dniach), ktéry jest niezbedny, aby lisScie WT
i mutantéw deg5-2 i deg5-1 osiggnety indywidualne podfazy fazy 3 (zaznaczone jako mate
pionowe kreski wewnatrz kolorowych kasetek). Kazda grupa trzech kasetek przedstawia wyniki
analizy chronologii przebiegu podfaz fazy 3 dla indywidualnego liscia rozetkowego, numery lisci
rozetkowych zaznaczono po lewej stronie kazdej grupy trzech kasetek. Oznaczenia umieszczone
nad kolorowymi kasetkami oznaczajg symbole podfaz fazy 3. Petne pionowe kreski wskazujg
punkty czasowe, w ktdrych rosliny fotografowano, a fotografie zaprezentowano na rysunku 11.
Gwiazdki oznaczajg istotnos¢ statystyczng rdzinic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT
(P<0,01). Jedynki oznaczajg istotno$é statystyczng réznic miedzymutantowych (deg5-1/deg5-2).
Wartosci sg Srednimi uzyskanymi po przeanalizowaniu szesc¢dziesieciu roslin kazdego genotypu,
reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne.

Analiza chronologii przebiegu fazy 5 (pojawianie sie kwiatostanu) (Boyes i wsp., 2001)
(Rys. 15) wykazata, ze rodliny WT i mutanty osiggaja podfaze 5.1 (moment, w ktérym
widoczny staje sie pierwszy pagk kwiatowy) w tym samym czasie; rdznice, jakie
odnotowano (WT - 19 dni, deg5-2 - 21 dni, deg5-1 - 20 dni) okazaty sie nieistotne

statystycznie.
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Rys. 15 Analiza chronologii przebiegu fazy 5 u ros$lin WT i mutantéw deg5.

Pionowe kolorowe kreski wskazujg czas (w dniach), ktéry jest niezbedny, aby rosliny WT
i mutanty deg5-2 i deg5-1 osiggnety podfaze 5.1 fazy 5. Petne pionowe kreski wskazujg punkty
czasowe, w ktérych rosliny fotografowano, a fotografie zaprezentowano na rysunku 11. Wartosci
sq sSrednimi uzyskanymi po przeanalizowaniu sze$cdziesieciu roslin kazdego genotypu,
reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne.

Analiza chronologii przebiegu fazy 6 (kwitnienie) pozwolita na stwierdzenie, ze moment,
w ktérym 50% kwiatow jest juz otwartych (podfaza 6.5) jest u mutanta deg5-1 o 3.7 dnia
opdzniony w poréwnaniu z roslinami WT (Rys. 16), podczas gdy pozostate podfazy fazy 6
byty osiggane u mutantow i roslin WT w tym samym momencie (niewielkie rdznice nie

byty istotne statystycznie).
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Rys. 16 Analiza chronologii przebiegu fazy 6 u roslin WT i mutantow deg5.

Poziome kolorowe kasetki wskazujg czas (w dniach), ktéry jest niezbedny, aby rosliny WT
i mutanty deg5-2 i deg5-1 osiggnety indywidualne podfazy fazy 6 (zaznaczone jako mate pionowe
kreski wewnatrz kolorowych kasetek). Oznaczenia umieszczone nad kolorowymi kasetkami
oznaczajg symbole podfaz fazy 6. Petne pionowe kreski wskazujg punkty czasowe, w ktérych
rosliny fotografowano, a fotografie zaprezentowano na rysunku 11. Gwiazdki oznaczajg istotnosé
statystyczng rdznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01). Wartosci sg $rednimi
uzyskanymi po przeanalizowaniu szesédziesieciu roslin kazdego genotypu, reprezentujgcych dwa
doswiadczenia biologiczne.

Opdznieniu wzrostu wiekszosci lisci i przejsciowemu opdznieniu kwitnienia towarzyszy
u mutanta deg5-1 przejSciowe opdznienie dotyczgce dojrzewania owocéw (= pekania
tuszczynek) (faza 8), mianowicie moment, w ktérym 50% tuszczynek byto otwartych
(podfaza 8.5) byt u tego mutanta opdzniony az o 7 dni w poréwnaniu z ro$linami WT (WT -

59.5 dnia vs deg5-1 - 66.5 dnia - Rys. 17).
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Rys. 17 Analiza chronologii przebiegu fazy 8 u roslin WT i mutantow deg5.

Poziome kolorowe kasetki wskazujg czas (w dniach), ktéry jest niezbedny, aby rosliny WT
i mutanty deg5-2 i deg5-1 osiggnety indywidualne podfazy fazy 8 (zaznaczone jako mate pionowe
kreski wewnatrz kolorowych kasetek). Oznaczenia umieszczone nad kolorowymi kasetkami
oznaczajg symbole podfaz fazy 8. Petne pionowe kreski wskazujg punkty czasowe, w ktérych
rosliny fotografowano, a fotografie zaprezentowano na rysunku 11. Gwiazdki oznaczajg istotnos¢
statystyczng réznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01). Wartosci sg $rednimi
uzyskanymi po przeanalizowaniu szesédziesieciu roslin kazdego genotypu, reprezentujacych dwa
doswiadczenia biologiczne.

Ostatnig fazg, ktorej chronologie przebiegu badano byto starzenie (faza 9,
reprezentowana przez pojedynczg podfaze 9.7). Rysunek 18 ilustruje moment, w ktérym
mutanty i rosliny WT osiggajg podfaze 9.7. Analizujgc moment osiggania podfazy 9.7 nie

zaobserwowano rdznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT.
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Rys. 18 Analiza chronologii przebiegu fazy 9 u roslin WT i mutantéw deg5.

Pionowe kolorowe kreski wskazujg czas (w dniach), ktdry jest niezbedny, aby rosliny WT i mutanty
deg5-2 i deg5-1 osiggnety podfaze 9.7 fazy 9. Petne pionowe kreski wskazujg punkty czasowe,
w ktérych rosliny fotografowano, a fotografie zaprezentowano na rysunku 11. Wartosci sg
Srednimi  uzyskanymi po przeanalizowaniu sze$édziesieciu roslin  kazdego genotypu,
reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne.

4.2.2 Porownawcza analiza wybranych cech fenotypowych mutantéow
deg5 i roslin szczepu dzikiego, ktore osiagnely podfaze 6.0 lub 8.9
ontogenezy

Dalsza czes$¢ badan polegata na porownaniu fenotypu mutantéow deg5 i roslin
szczepu dzikiego poprzez analize wybranych cech strukturalnych i funkcjonalnych roslin
reprezentujgcych trzy genotypy, wykonywang w momencie, gdy badane rosliny osiggnety
te samga podfaze ontogenezy, a mianowicie podfaze 6.0 (moment otwarcia pierwszego

kwiatu).
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Rys. 19 Punkty czasowe w ontogenezie A. thaliana, w ktérych przeprowadzano analizy
fenotypowe roslin WT i mutantéw deg5 na tle schematu chronologii przebiegu podfaz faz 6 8.

Przyjeto zatozenie, ze analizy fenotypowe odnoszace sie do lisci beda dotyczyc
osobno lisci mtodocianych i dojrzatych, mozna byto bowiem oczekiwac innej reakgc;ji lisci
mtodocianych i dojrzatych na deficyt/brak AtDeg5 (Jung, 2004, Sjogren i wsp., 2006).
Rozréznienie lisci mtodocianych i dojrzatych opiera sie na rozmieszczeniu trichoméw
na blaszce lisSciowej - epiderma strony adaksjalnej (doosiowej) zaréwno lisci
mtodocianych, jak i dojrzatych jest pokryta trichomami, natomiast epiderma strony
abaksjalnej (odosiowej) wytwarza trichomy jedynie w przypadku lisci dojrzatych (Telfer
iwsp., 1997). Ze wzgledu na istnienie silnego wptywu ekotypu rzodkiewnika oraz
warunkéw hodowli (fotoperiod) na rozmieszczenie trichomoéw (Chien i Sussex, 1996;
Telfer i wsp., 1997) zbadano, jak s3 one rozmieszczone po obydwu stronach blaszki lisci 1,
3,5, 7i9 mutantdw deg5 oraz roslin WT w momencie osiggniecia podfazy 6.0. Analiza
dystrybucji trichomoéw (Rys. 20) jednoznacznie wskazuje, ze liscie 1 i 3 nalezg do populacji

lisci mtodocianych (tylko epiderma strony doosiowej jest pokryta trichomami), podczas
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gdy liscie 5, 7 i 9 reprezentujg populacje dojrzatg (epiderma obydwu stron jest pokryta
trichomami). Analiz wiekszosci cech lisci dokonywano zatem na lisciach 3 i 5, jedynie
badania aktywnosci fotosyntetycznej zostaty ograniczone do liscia 5 - dla przyczyn
wyjasnionych w podsekcji 4.2.2.3 (patrz str. 25-27). Analizy prowadzono w momencie, gdy
doszto do otwarcia sie pierwszego kwiatu (podfaza 6.0), tj. w 29 dniu ontogenezy (podfaza
ta przypadata na 29 dzien u wszystkich trzech poréwnywanych genotypow). Liscie 3 i 5
koniczg wzrost przed wejsciem rosliny w podfaze 6.0 (por. Rys. 14 i 16).

Z kolei badania dotyczace cech morfologii organéw generatywnych byly wykonywane
na roslinach, u ktérych doszto do pekniecia wszystkich fuszczynek (podfaza 8.9), tj. w 90

dniu ontogenezy (Rys. 19).
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Rys. 20 Rozmieszczenie trichomdw po obu stronach epidermy blaszek lisSciowych rozetkowych roslin WT i mutantow deg5. Liscie obserwowano
za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego. Skroty ad. i ab. oznaczajg odpowiednio adaksjalng i abaksjalng strone blaszki lisciowej.
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Rysunek 21 przedstawia pokroj lisci roslin WT i mutantéw deg5 w momencie osiggniecia
podfazy 6.0, a rysunek 22 - pokréj catych roslin trzech badanych genotypéw w momencie

osiggniecia przez rosliny podfazy 8.9.

rees {2 8 4 5 6 7 8 9

WT

degb-2

degb-1

Rys. 21 Liscie rozetkowe roslin WT i mutantow deg5 znajdujacych sie w podfazie 6.0 ontogenezy.
Liscie zaznaczone obwddka reprezentujg populacje lisci mtodocianych (3) oraz dojrzatych (5).
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Rys. 22 Rosliny WT i mutantéw deg5, ktdre osiggnety podfaze 8.9 ontogenezy.
4. 2. 2. 1 Poréwnawcza analiza cech morfologicznych lisci roslin WT i mutantéw
degb5, ktore osiggnely podfaze 6.0

Aby przekonac sie, czy czesciowe - wzglednie catkowite - wyciszenie proteazy
AtDeg5 prowadzi do zmian cech morfologicznych lisci miodocianych i dojrzatych
analizowano cyfrowe obrazy lisci mutantéw deg5 oraz roslin WT znajdujgcych sie
w podfazie 6.0 ontogenezy.
Liscie mutanta deg5-2 nie réznity sie w zakresie badanych cech morfologicznych od lisci
roslin WT, jakkolwiek zaobserwowano umiarkowane, nieistotne statystycznie zmiany
polegajgce na zwiekszeniu pola powierzchni, obwodu, dfugosci i szerokosci lisci, zaréwno

mitodocianych, jak i dojrzatych (Rys. 23).
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Rys. 23 Analiza morfologii liscia 3 i 5 roslin WT i mutantdw deg5, ktdre osiggnety podfaze 6.0

ontogenezy.

Wartosci sg Srednimi + SD uzyskanymi po przeanalizowaniu lisci dziewieédziesieciu roslin kazdego
genotypu, reprezentujgcych trzy doswiadczenia biologiczne. Gwiazdki oznaczajg istotnos¢
statystyczng réznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01).

87



Wyniki

W przeciwienstwie do tego, co obserwowano w przypadku deg5-2, liscie mutantow deg5-
1 (zaréwno mitodociane, jak i dojrzate) miaty wiekszg powierzchnie (o, odpowiednio, 42
i 84%) i wiekszy obwdd (o, odpowiednio, 21 i 39%) w stosunku do roslin WT, co byto
konsekwencjg stosownego zwiekszenia diugosci i szerokosci tych lisci (Rys. 23). Dtugos$é
i szerokos¢ lisci mutanta deg5-1 byty zwiekszone (w stosunku do lisci roslin WT) mniej
wiecej w tym samym stopniu (o ok. 30%) i dlatego wspodtczynniki ksztattu lisci mutantow
i rodlin WT nie réznity sie. Stwierdzono brak istotnych statystycznie réznic deg5-1/deg5-2

w odniesieniu do cech morfologicznych lisci mtodocianych i dojrzatych.

4.2. 2. 2 Poréwnawcza analiza cech ultrastruktury oraz sktadu biochemicznego
chloroplastow lisci roslin WT i mutantéw deg5, ktore osiggnely podfaze 6.0

Aby lepiej zrozumie¢ konsekwencje braku chloroplastowej proteazy AtDegh
analizowano z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej wybrane
elementy ultrastruktury chloroplastéw dojrzatych i mtodocianych lisci obu mutantow

i roslin WT, ktére osiggnety podfaze 6.0 ontogenezy (Rys. 24).
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Rys. 24 Analiza elektronomikroskopowa chloroplastow 3 i 5 liscia roslin WT i mutantow deg5,
znajdujacych sie w podfazie 6.0 ontogenezy.

LiScie pobierano do analizy pod koniec okresu nocy. Mikrofotografie przedstawiajg chloroplasty
najbardziej typowe sposrod stu dla kazdego genotypu, ktdre przeanalizowano, reprezentujgcych
trzy doswiadczenia biologiczne. Jednostka dtugosci - 500nm.

Zaobserwowano réznice dotyczace wielkosci pola przekroju poprzecznego chloroplastéow
odnoszace sie do lisci mtodocianych i dojrzatych, a mianowicie mutanty deg5-1 posiadaty
chloroplasty o wiekszym polu przekroju poprzecznego (stwierdzono brak rdznic

miedzymutantowych) (Rys. 24 i 25). Rdznice dotyczyty takze architektury systemu
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tylakoidowego - dojrzate liscie (ale nie mtodociane) mutantéw (nie zaobserwowano réznic
miedzymutantowych pod wzgledem tej cechy) posiadaty Srednio wiekszg liczbe
tylakoidéw zespolonych w granum (6.2/6.3) w poréwnaniu z roslinami WT (5.6), podczas
gdy szerokos$¢ indywidualnych tylakoidéw (mierzona jako odlegtos¢ od dolnej krawedzi
btony do gdérnej krawedzi btony tego samego tylakoidu) byfa taka sama w chloroplastach
lisci mutantéw i roslin WT i miescita sie w przedziale 13.18 - 15.09 nm. Nie
zaobserwowano takze istotnych statystycznie rdznic pomiedzy srednicami granéw roslin
WT i mutantéw. Z kolei stwierdzono bardzo interesujgce, powazne rdznice odnoszace sie
do akumulacji ziaren skrobiowych w chloroplastach. Jak to zilustrowano na rysunkach 24
i 25 zdecydowana wiekszos¢ (ponad 90%) chloroplastow mtodocianych lisci mutanta
deg5-2 oraz chloroplastéw mtodocianych i dojrzatych lisci mutanta deg5-1 wykazywata
bardzo silng akumulacje skrobi tranzytorycznej pod koniec nocy, podczas gdy
w chloroplastach roslin WT - zgodnie z oczekiwaniami - nie obserwowano ziaren

skrobiowych (kompletnie zhydrolizowanych w ciggu nocy).
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Rys. 25 Analiza cech ultrastruktury chloroplastéw 3 i 5 liscia roslin WT i mutantéw deg5
znajdujacych sie w podfazie 6.0 ontogenezy.

LiScie pobierano do analizy pod koniec okresu nocy. Chloroplasty oglagdano przy pomocy
transmisyjnego mikroskopu elektronowego, fotografowano, a negatywy poddawano analizie przy
uzyciu programu do cyfrowej obrébki obrazu. Wartosci sg s$rednimi + SD uzyskanymi
po przeanalizowaniu stu chloroplastéow dla kazdego genotypu, reprezentujgcych trzy
doswiadczenia biologiczne. Gwiazdki oznaczajg istotnos¢ statystyczng rdéznic pomiedzy mutantami
deg5 aroslinami WT (P<0,01); liczba 1 oznacza istotno$¢ statystyczng réznic pomiedzy deg5-1
a deg5-2 (P<0,01).
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W dalszej czesci doswiadczen podjeto prébe bardziej szczegdétowego wnikniecia
w mechanizmy decydujace o tym, ze brak/deficyt AtDeg5 prowadzi do zmian architektury
systemu tylakoidowego chloroplastéw oraz akumulacji skrobi tranzytorycznej pod koniec
nocy.

Obserwacja wskazujgca, ze w chloroplastach roslin WT, ktére osiggnety podfaze
6.0 ontogenezy, stosy granowe skfadajg sie z mniejszej liczby zespolonych ze soba
tylakoidéw niz w przypadku mutantéw deg moze oznaczaé, w chloroplastach roslin WT
znajdujacych sie w podfazie 6.0 juz rozpoczat sie zwigzany ze starzeniem proces
dekompozycji systemu tylakoidowego. Dane literaturowe wskazujg, ze istotng role
w zespalaniu tylakoidéw w stosy granowe odgrywajg apobiatka PSIl, a mianowicie
apobiatka LHCIl (Anderson, 1986) oraz, by¢ moze, apobiatko Lhcb5 (Andersson i wsp.,
2001), dlatego zbadano poziom apobiatek Lhcb1-6 w lisciach roslin WT i mutantéw deg5s
znajdujacych sie w podfazie 6.0 ontogenezy. Zweryfikowano w ten sposdb hipoteze
zaktadajgcg, ze w momencie osiggniecia podfazy 6.0 mutanty utrzymujg wyzszy poziom
apobiatek promujgcych zespalanie tylakoidéw w grana (Lhcb1, 2, 3 i 5) w poréwnaniu
z roslinami WT. Wyniki uzyskane z uzyciem procedury ,immunoblot” dowodzg, ze poziom
apobiatek Lhcb1-5 u roslin WT i mutantéw nie rdzni sie, podczas gdy - co byto wynikiem
nieoczekiwanym, ale zarazem bardzo interesujgcym - obydwa mutanty majg obnizony
poziom apobiatka Lhcb6, do 69-70% wartosci charakterystycznej dla roslin WT (Rys. 26).
W celu sprawdzenia jaki wptyw ma ograniczenie poziomu apobiatka Lhcb6 u mutantéw
deg5 na istotny element organizacji strukturalnej PSII, jakim jest liczba trimeréw LHCII
przypadajgca na monomeryczny rdzen PSll, liczbe te okreslano w oparciu o wyniki
pomiarédw poziomu apobiatek Lhcb1, 2, 3 i 4 obecnych w preparatach bton zespolonych
tylakoidéw gran - rozdzielonych za pomoca SDS-PAGE i zidentyfikowano za pomocg
procedury ,immunoblot”. Wspomniane pomiary wykonano w oparciu o wyniki analizy
obrazu wybarwionych Zzeli (Rys. 27). Ustalono, ze S$rednie liczby trimeréw LHCII
w przeliczeniu na monomeryczny rdzen PSIl sg jednakowe u roslin wszystkich trzech
badanych genotypéw (drobne rdznice nie sg istotne statystycznie) i wynoszg dla WT,
deg5-2 i deg5-1, odpowiednio, 2.17 : 1 £ 0.03, 2.15: 1 £0.01 i 2.11 : 1 + 0.02. Wyniki te
w petni potwierdzajg rezultaty podobnych oznaczen wcze$niej wykonanych w naszym

zespole dla roslin WT i mutantéw deg5-1 (Gibasiewicz i wsp., 2015) i wskazujg, ze mutant
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deg5-2 nie rozni sie pod wzgledem liczby trimeréw LHCII przypadajacych na rdzen PSII ani
od roslin WT, ani od deg5-1.

Opierajgc sie na bardzo dobrze udokumentowanej eksperymentalnie tezie, ze
zdecydowana wiekszos¢ czgstek superkomplekséw PSII-LHCII obecnych w btonach
tylakoidowych gran A. thaliana to wersja C,S,M, (Broess i wsp., 2008; Caffari i wsp.,
2011), mozna uznaé, ze dla kazdego z trzech genotypdw na pojedynczy rdzen PSII
przypadajg po dwa trimery LHCII zwigzane z czgstkami superkomplekséw PSII-LHCII oraz
jednakowa liczba (0.11 - 0.17) ,,dodatkowych” trimeréw LHCII. Zwazywszy, ze apobiatko
Lhcb6 stanowi niezbedny tgcznik pomiedzy trimerami LHCII-M a rdzeniem PSIl (Kovacs
i wsp., 2006; de Bianchi i wsp., 2008) utrata 29% puli Lhcb6 przez obydwa mutanty deg5
musi oznacza¢ utrate 29% puli trimeréw LHCII-M (odfgczonych od rdzenia PSII
pod nieobecnos¢ Lhbc6), tzn. liczba trimerédw LHCIl zwigznych z czastkami
superkomplekséw PSII-LHCIl spada u mutantéw do ok. 1.71 na monomeryczny rdzen.
Dysponujac takg samg liczbg trimeréw LHCIlI na monomeryczny rdzen PSIl jak rosliny WT
mutanty muszg dysponowac wiekszg (o ok. 0.29) liczbg ,, dodatkowych” trimerdw LHCII
w przeliczeniu na rdzen PSII.

Dla uzyskania bardziej szczegétowych informacji o wptywie braku/deficytu AtDeg5
na akumulacje skrobi tranzytorycznej pod koniec nocy przeanalizowano dobowe zmiany
poziomu skrobi oraz ksztattowanie sie poziomu skrobi w warunkach przedtuzonej nocy

w lisciach mtodocianych oraz dojrzatych roslin WT i mutantéw deg5 (Rys. 28).
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Rys. 26 Okreslenie rownowagowego poziomu apobiatek Lhcb1-6 w tylakoidach roslin WT
i mutantéw deg5 znajdujgcych sie w podfazie 6.0 ontogenezy za pomocy analizy typu
,immunoblot” z uzyciem przeciwciat anty-PsbC i anty-Lhcb1-6.

Prébki tylakoidow rozdzielano elektroforetycznie, normalizujgc ich ilos¢ w oparciu o jednakowy
sygnat immunologiczny apobiatka PsbC i poddawano procedurze typu ,immunoblot”
z przeciwciatami anty-Lhcb1-6 i PsbC. ,,Immunobloty” skanowano, a intensywnos¢ indywidualnych
sygnatéw apobiatek Lhcb1-6 i PsbC w tylakoidach mutantéw okreslano wzgledem sygnatéw
zidentyfikowanych dla tylakoidéw roslin WT (100%) z wykorzystaniem oprogramowania Gelix One
(Biostep, Jahnsdorf, Niemcy). Srednie intensywnosci sygnatéw + SD pokazano pod odpowiednimi
Sciezkami; okreslono je w oparciu o wyniki analizy szesciu ,immunoblotéw” reprezentujgcych dwa
doswiadczenia biologiczne. Dla kazdego indywidualnego ,immunoblotu” okreslano zakres
liniowosci odpowiedzi immunologicznej. Pod uwage brane byly tylko ,immunobloty”
charakteryzujgce sie liniowg zaleznoscig pomiedzy iloscig naktadanego preparatu tylakoidow
a odpowiedziag immunologiczng. Gwiazdki oznaczajg istotnosé statystyczng rdoznic pomiedzy
mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01).
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Rys. 27 Identyfikacja apobiatek Lhcbl, 2, 3 i 4 oraz okreslenie liczby trimeréw LHCII
przypadajacych na monomeryczny rdzen PSIl w btonach zespolonych tylakoidéw gran roslin WT
i mutantéw deg5 znajdujacych sie w podfazie 6.0 ontogenezy.

(a) Identyfikacja apobiatek Lhcbl, 2, 3 i 4. Prébki bton zespolonych tylakoidéw gran rozdzielano
elektroforetycznie i poddawano procedurze typu ,,immunoblot” z przeciwciatami anty-Lhcb1, 2, 3
i4.

(b) Okreslenie liczby trimeréw LHCIl przypadajgcych na monomeryczny rdzen PSIl. Prébki bton
zespolonych tylakoidéw gran rozdzielano elektroforetycznie, normalizujgc ich ilos¢ w oparciu
o jednakowg ilos¢ chl, zele wybarwiano za pomocg Coomassie Brilliant Blue G-250 i poddawano
analizie obrazu. Liczbe trimeréw LHCII przypadajgcych na monomeryczny rdzen PSIl obliczano jako
[(Lhcbl + Lhcb2 + Lhcb3) / Lhcb4] / 3. W obliczeniach uwzgledniano fakt, ze Lhcb4 wigze
Coommassie Brilliant Blue G-250 1.1 razy silniej niz Lhcb1/2/3 (Hogewoning i wsp., 2012).

Tempo dziennej akumulacji skrobi oraz poziom akumulacji skrobi obserwowany
pod koniec dnia (16 h) w dojrzatych lisciach mutanta deg5-1 i mtodocianych lisciach
mutantéw deg5-1 i deg5-2 byty istotnie wyzsze niz w lisciach roslin WT (Rys. 27). Tempo
obnizania sie puli skrobi w ciggu nocy byto natomiast podobne w lisciach mtodocianych
i podobne w lisciach dojrzatych wszystkich badanych genotypdw i dlatego pod koniec
nocy (24 h) w chloroplastach mutantéw pozostawato istotnie wiecej nieroztozonej skrobi
(w zgodzie z wynikami analiz elektronomikroskopowych), mimo iz mutanty byty zdolne
do catkowitej hydrolizy skrobi w warunkach przedtuzonej nocy (40 i 64 h, Rys. 27). Co

interesujgce, w  przypadku lisci  mtodocianych  nie  stwierdzono  rdznic
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miedzymutantowych, natomiast takie rdznice obserwowano w odniesieniu do lisci
dojrzatych. Mozna zatem wnioskowaé, ze fenotyp mutantéw deg5 charakteryzujacy sie
gromadzeniem nadmiaru skrobi pod koniec nocy jest odzwierciedleniem zdolnosci
mutantow do aktywniejszej syntezy skrobi w ciggu dnia, a nie obnizenia zdolnosci

do hydrolizy skrobi w ciggu nocy.
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Rys. 28 Dobowe zmiany poziomu skrobi w 3 i 5 lisciu roslin WT i mutantéw deg5, ktére osiggnety

podfaze 6.0 ontogenezy.

Pomiary prowadzono w wybranych punktach czasowych doby oraz przedtuzonej nocy. Brak
odchylen standardowych w niektdrych punktach wykreséw oznacza, ze byty one mniejsze niz
graficzny symbol (kwadrat) wartosci dla danego wariantu. Gwiazdki oznaczajg istotnosc
statystyczna réznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01). Wartosci sg srednimi £ SD
uzyskanymi po przeanalizowaniu stu osiemdziesieciu roslin kazdego genotypu, reprezentujgcych
trzy doswiadczenia biologiczne.

Mimo aktywniejszej dziennej syntezy skrobi mutanty nie réznity sie swiezg masg
jednostki powierzchni lisci 3 i 5 od roslin WT (Tab. 2), co potwierdza stuszno$¢ tezy

o jednakowej efektywnosci nocnej hydrolizy skrobi.
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MASA LISCI (ug/mm?)
genotyp lis¢ 3 lis¢ 5
WT 145 + 19 150 + 15
deg5-2 152 + 20 151 + 18
deg5-1 148 + 19 156 + 21

Tab. 2 Swieza masa jednostki powierzchni lisci 3 i 5 roslin WT i mutantéw deg5, ktére osiggnety
podfaze 6.0 ontogenezy.

Wartosci sg srednimi + SD uzyskanymi po przeanalizowaniu lisci szesédziesieciu roslin kazdego
genotypu, reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne.

4. 2. 2. 3 Porownawcza analiza cech funkcjonalnych lisci roslin WT i mutantow
deg5, ktore osiqgnely podfaze 6.0

Aby lepiej zrozumieé¢ powody, dla ktdrych mutanty deg5 syntetyzujg nadmierne
ilosci skrobi podczas dnia, sporzadzono krzywe odpowiedzi A/C; przy wysycajagcym
natezeniu swiatta dla dojrzatych lisci obu mutantéw i roslin WT (ze wzgledu na matg
powierzchnie nie byto mozliwe przeprowadzenie wiarygodnych  pomiaréw
fotosyntetycznej wymiany gazowej dla lisci mtodocianych). Dane te pozwolity oszacowac
maksymalne tempo karboksylacji limitowanej przez ilos¢, kinetyke i aktywnos¢ Rubisco
(Vemax) i maksymalne tempo karboksylacji limitowanej przez transport elektronéw
wykorzystywany do regeneracji RuBP (Jnax). Dojrzate liscie roslin WT i mutanty deg5
charakteryzowaty sie bardzo podobnym przebiegiem krzywej A/C; oraz wartosciami Vc max

i Jmax, ktore nie réznity sie istotnie pomiedzy trzema genotypami (Rys. 29).
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Rys. 29 Usrednione krzywe A/Ci dla 5 liscia roslin WT i mutantéw deg5, ktére osiagnety podfaze
6.0 ontogenezy wraz z dopasowaniem $redniej do modelu Farquhara i wsp. (1980).

Czarne punkty reprezentujg wyniki rzeczywistych pomiaréw intensywnosci asymilacji CO, (A),
podczas gdy ciggte krzywe otrzymano poprzez dopasowania fotosyntetycznego modelu réwnan
Farquhara i wsp. (1980) do danych eksperymentalnych. Pomiary dla C;<400 pmol mol™ uzywano
do sporzadzenia krzywej przedstawiajgcej intensywnos$¢ fotosyntezy limitowanej przez ilos¢,
kinetyke i aktywno$¢ Rubisco, podczas gdy pomiary dla C>400 pmol mol™ wykorzystywano
do sporzadzenia krzywej przedstawiajgcej intensywno$¢ fotosyntezy limitowanej przez
intensywnos¢ transportu elektrondw wykorzystanego do regeneracji RuBP. Kazdy panel zawiera
liczby przedstawiajgce maksymalne tempo karboksylacji limitowanej przez ilos¢, kinetyke
i aktywnos$¢ Rubisco (V.max) i maksymalne tempo karboksylacji limitowanej przez transport
elektronéw wykorzystywany do regeneracji RUBP (Jiax). Wartosci sg Srednimi £ SD uzyskanymi
po przeanalizowaniu pietnastu oznaczen dla kazdego genotypu, reprezentujacych dwa
doswiadczenia biologiczne.

Sprawdzono takze, czy mutanty deg5 i rosliny WT rdznig sie wartosciami
parametréw charakteryzujgcych intensywnos¢ fotosyntezy, jakie mozna wyliczy¢ poprzez
sporzgdzenie krzywych swietlnych fotosyntezy. Krzywe sSwietlne udato sie sporzadzic
jedynie dla lisci dojrzatych (lis¢ 5) trzech poréwnywanych genotypow, z takich samych
wzgleddw, jakie zadecydowaty o wykonaniu krzywych odpowiedzi A/C; tylko dla lisci
dojrzatych. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 30. Dane pozyskane z krzywej
Swietlnej pozwolity na obliczenie maksymalnej intensywnosci fotosyntetycznej (Amax),
kwantowe] wydajnosci fotosyntetycznego wigzania CO, ($CO;) i wypuktosci krzywej
Swietlnej (0).

Maksymalng intensywnos¢ fotosyntetyczna (Amax) odczytywano bezposrednio z wykresu
krzywe] eksperymentalnej. Odzwierciedla ona sprawnos$é wszystkich elementéw aparatu
fotosyntetycznego, zwigzanych zaréwno z przebiegiem fazy jasnej jak i fazy ciemnej
fotosyntezy jednak pozostaje szczegdlnie silnie skorelowana z poziomem Rubisco w lisciu

(Bjorkman, 1981).

98



Wyniki

Kwantowa wydajnos¢ fotosyntetycznego wigzania CO, (¢CO,) to liczba czgsteczek CO,,
do powstania ktérych doszto w wyniku zaabsorbowania 1 kwantu energii promienistej
Swiatfa; teoretycznie liczba ta powinna przyjmowaé maksymalng wartos¢ 0.125, co jest
konsekwencjg faktu, ze 8 kwantéw fotondw jest niezbednych dla wprowadzenia dwdéch
elektronéw na szlak liniowego transportu elektrondéw, niezbednych dla asymilacji 1
czasteczki CO,, pod nieobecnos¢ fotorespiracji i cyklicznego transportu elektronéw. Rézne
czynniki mogg powodowaé, iz rzeczywiste wartosci ¢CO, sg nizsze (niekiedy znaczaco)
0d 0.125 (Singsaas i wsp., 2001). $CO, obliczano jako wspdiczynnik regresji liniowe;j
z liniowego odcinka krzywej eksperymentalne;j.

Wypuktosé¢ krzywej Swietlnej (8) otrzymywano przez estymacije, jako wynik dopasowania
krzywej sSwietlnej. Im bardziej ,kanciasta” jest krzywa (chodzi o przegiecie miedzy
prostoliniowym odcinkiem krzywej i odcinkiem krzywoliniowym), tym wartos$¢ (0) blizsza
1. 1 jest bowiem najwyzszg mozliwg wartoscig 8 i odpowiada sytuacji polegajacej na tym,
ze krzywa Swietlna przechodzi z odcinka prostoliniowego (ktorego przebieg okresla
wartos¢ $CO,) bezposrednio w plateau, ktérego poziom jest okreslany przez wartos¢ Amax

(Ogren, 1993).
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Rys. 30 Krzywe sSwietlne fotosyntezy dla 5 liscia roslin WT i mutantow deg5, ktdre osiggnety
podfaze 6.0 ontogenezy.

Punkty reprezentujace wyniki pomiardow intensywnosci fotosyntezy uktadajg sie w krzywa
eksperymentalng, z ktdrej bezposrednio odczytywano maksymalng intensywnos¢ fotosyntezy
(Amay) i intensywnos¢ oddychania ciemnosciowego (Rd). Kwantowg wydajnos¢ fotosyntetycznego
wigzania CO, obliczano jako wspodtczynnik regresji liniowej liniowego odcinka krzywej
eksperymentalnej. Do wartosci przedstawionych w postaci punktéw na wykresach
dopasowywano funkcje hiperboliczng w oparciu o nieliniowe maksymalne prawdopodobienstwo
ina jej podstawie estymowano wypuktos¢ krzywej sSwietlnej (8). Wartosci sg Srednimi £ SD
uzyskanymi po przeanalizowaniu pietnastu oznaczen dla kazdego genotypu, reprezentujgcych
dwa doswiadczenia biologiczne.
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Poréwnawcza analiza krzywych swietlnych wskazuje, ze krzywe te sg bardzo podobne
dla roslin reprezentujgcych wszystkie trzy badane genotypy, a wartosci Amax, $CO, i O s3
jednakowe we wszystkich trzech przypadkach.

Z krzywych eksperymentalnych odczytywano takze wartos¢ Rd (intensywnos¢ oddychania
ciemnosciowego lisci) - wartosci tego parametru dla wszystkich trzech genotypéw takze

nie réznity sie w sposob istotny.

4. 2. 2. 4 Porownawcza analiza cech morfologicznych organéw generatywnych
roslin WT i mutantéw deg5, ktore osiggnely podfaze 8.9

W celu sprawdzenia, czy AtDeg5 jest niezbedna dla prawidtowego przebiegu cyklu
reprodukcyjnego przeprowadzono szereg pomiaréw na ros$linach WT i mutantach deg5,
ktdre osiggnety podfaze 8.9 ontogenezy, to jest w momencie, kiedy wszystkie tuszczynki
byty juz pekniete. Okreslano nastepujgce cechy morfologiczne roslin trzech badanych
genotypow: wysokos¢ rosliny (z uwzglednieniem pedu kwiatostanowego), liczba
tuszczynek przypadajgcych na rosline, liczba nasion przypadajgcych na tuszczynke, liczba
nasion przypadajacych na rosline, liczcba weztdw na pedzie kwiatostanowym i jego
rozgatezieniach oraz dtugosc i szerokos¢ nasion. Wsrod szesciu badanych cech jedynie
w odniesieniu do liczby weztéw na pedzie kwiatostanowym i jego rozgatezieniach
oraz dtugosci i szerokosci nasion stwierdzono rdéznice miedzy roslinami WT i mutantami
deg5 (Rys. 31 i 32), a mianowicie mutant deg5-1 posiada wiecej weztéw na pedzie
kwiatostanowym i jego rozgatezieniach niz rosliny WT (stwierdzono brak rdznic
miedzymutantowych), natomiast nasiona obu mutantéw deg5 sg krétsze i weisze niz

u WT (nie stwierdzono réznic miedzymutantowych).
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Rys. 31 Analiza morfologii organéw generatywnych roslin WT i mutantdw deg5, ktére osiggnety

podfaze 8.9 ontogenezy.

Wartosci sg $Srednimi + SD uzyskanymi po przeanalizowaniu szesc¢dziesieciu roslin kazdego
genotypu, reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne. Gwiazdki oznaczajg istotnos¢
statystyczng réznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01).
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Rys. 32 Analiza budowy nasion roslin WT i mutantéw deg5.

Nasiona obserwowano z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu elektronowego (A),
nastepnie fotografowano, a negatywy analizowano przy uzyciu programu do cyfrowej obrdbki
obrazéw (B). Wartosci sg Srednimi + SD uzyskanymi po przeanalizowaniu trzystu nasion roslin
kazdego genotypu, reprezentujgcych dwa doswiadczenia biologiczne. Gwiazdki oznaczajg
istotnos¢ statystyczng réznic pomiedzy mutantami deg5 a roslinami WT (P<0,01).

4.3 Interpretacja réoznic miedzy roslinami WT a mutantami deg5
oraz roznic miedzymutantowych w Kkategoriach wpltywu dawki

AtDeg5 i kompensacyjnego gromadzenia AtDeg8 na efekt
fenotypowy

Aby ufatwi¢ interpretacje rdinic, jakie obserwowano pomiedzy roslinami WT
i mutantami deg5 oraz réznic miedzymutantowych - w sposdb uwzgledniajgcy znaczenie
dawki AtDeg5 i kompensacyjnej akumulacji AtDeg8 dla efektu fenotypowego, 37 cech
fenotypowych, ktére uznane zostaty za zalezne od AtDeg5 (poniewaz wartosci tych cech
réznig sie istotnie przynajmniej pomiedzy roslinami WT i mutantami deg5-1 - typu null)
podzielono na 3 grupy zgodnie z podobienstwem wzorca zmian (Tab. 3). Pozostate cechy,

czyli te, co do ktdrych nie stwierdzono réznic miedzy ro$linami WT i mutantami deg5,
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potraktowano, jako ksztattujgce sie w sposéb niezalezny od AtDeg5, badzZ jako zalezne
od AtDeg5, ale catkowicie kompensowalne przez nadmiar AtDeg8.

Dla zdecydowanej wiekszosci cech zaleznych od AtDeg5 (29 sposrdd 37) stwierdzono brak
réznic WT/deg5-2 i jednoczesnie obecnos¢ znaczacych réznic WT/deg5-1; sg to zarazem
cechy, ktérych wartosci nie wykazujg (grupa 1; 20 cech) lub wykazujg réznice
miedzymutantowe (grupa 2; 9 cech). Mozna wnioskowa¢, ze AtDeg8 jest w stanie
funkcjonalnie zastepowaé AtDeg5 pod wzgledem ekspresji tych cech, tzn. nadmiarowa
akumulacja AtDeg8 moze kompensowac deficyt 23% puli AtDeg5, lecz nie catkowity brak
tego biatka. W konsekwencji dawka AtDeg5 decyduje czy réznice miedzymutantowe sg
identyfikowalne (grupa 2), czy nie (grupa 1). Jednakze nie mozna takze wykluczac innej
mozliwosci, a mianowicie takiej, ze AtDeg8 nie jest w stanie kompensowaé 23% utraty
puli AtDeg5, ale AtDeg5 posiada wystarczajgcy nadmiar liczby centréw katalitycznych
w heterokompleksie enzymatycznym AtDeg5/AtDeg8, aby zapewni¢ jego normalne
funkcjonowanie, nawet jesli pula AtDeg5 jest zredukowana do 23% w stosunku
do poziomu tego biatka u roslin WT - w zaleznosci od tego, czy centra katalityczne AtDeg5
wystepujg w istotnym czy tylko nieznacznym nadmiarze w stosunku do potrzeb
funkcjonalnych, cechy fenotypowe ktdrych dotyczy to rozwazanie mozina podzieli¢
na grupy 1 lub 2, odpowiednio.

Mniej cech fenotypowych (8/37) przyporzgdkowano do grupy 3, obejmujgcej te,
dla ktérych stwierdzono istotne réznice pomiedzy roslinami WT a deg5-2 oraz miedzy WT
a deg5-1, przy braku réznic miedzymutantowych. Taki wzorzec réznic mozna uwazac
za spowodowany faktem, iz w odniesieniu do tej grupy cech brak nadmiarowej liczby
centrow katalitycznych AtDeg5, brak efektu dawki AtDeg5, a deficyt lub brak AtDeg5 nie

moze by¢ kompensowany przez nadmiar AtDeg8.
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ISTOTNOSC ROZNIC
WT/deg5-2, WT/deg5-1

INTERPRETACIA

CECHA i deg5-1/deg5-2
WT deg5-2 deg5-1
Podfaza 1.2
Podfaza 1.5
Podfaza 3.54
Podfaza 3.91
Podfaza 3.93
Podfaza 3.94
Chloroplast dysponuje
Egj;:;: 225 znaczacym nadmiarem
Podfaza 8'5 centréw katalitycznych
. L AtDeg5 w stosunku do
Powierzchnia liscia 3 .
Powierzchnia liscia 5 o potrzeb, a efekt dawki
Obwéd liécia 3 100 100 AtDeg5 nie odgrywa
. roli
Obwéd liscia 5 Istotne] roll
Dlugoé¢ liécia 3 lub
& i yia nadmiar AtDeg8
Dtugosé liscia 5 ) )
Szerokodd liccia 3 efektywnie kompensuje
Szerokodé liccia 5 deficyt 23% puli AtDeg5
Pole przekroju poprzecznego
chloroplastu liscia 3
Pole przekroju poprzecznego
chloroplastu liscia 5
Liczba weztéw
Podfaza 3.16 Chloroplast dysponuje
Podfaza 3.58 niewielkim nadmiarem
Podfaza 3'59 centréw katalitycznych
Podfaza 3.96 AtDeg5 w stosunku do
Podfaza 3.97 potrzeb, a istotng role
100 100 **,1 ;
Frekwencja chloroplastéw z odgrywa efekt dawki
. . . S AtDeg5
ziarnami skrobiowymi w lisciu 5 lub
Poziom skrobi w Oh w lisciu 5 u drmiar AtDeg8
Poziom skrobi w 16h w lisciu 5 n? lear _t keg )
Poziom skrobi w 24h w lisciu 5 € e. ywnie ompenswe
deficyt 23% puli AtDeg5
Frekwencja chloroplastéw z . .
ziarnami skrobiowymi w lisciu 3 EZLO;?:::;: :;gryésvp\)lonwe
L|cz::gt\r/;ltjor;d\c:/vslliépcrizysadaj acych katalitycznych AtDeg5 w
Poziom skrobi w Oh w lisciu 3 * ok * ok stosunku do potrzeb, a

Poziom skrobi w 16h w lisciu 3
Poziom skrobi w 24 w lisciu 3
Poziom biatka Lhcb6

Dtugosé nasion

Szerokosé nasion

100

efekt dawki AtDeg5 nie
odgrywa istotnej roli,
nadmiar AtDeg8 nie
kompensuje deficytu 23%
puli AtDeg5

Tab. 3 Cechy fenotypowe, ktdrych wartosci liczbowe sg zmienione u mutantéw deg5 w stosunku
do roslin WT.
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Tabela zawiera takie cechy, ktérych wartosci rdznig sie w sposdb istotny od wartosci
zidentyfikowanych u roslin WT (traktowanych jako 100) przynajmniej u mutanta deg5-1. Cechy,
odnosnie, ktérych nie zaobserwowano istotnych rdznic deg5-2/WT oznaczono takze jako 100.
Gwiazdki wskazujg cechy, dla ktérych rdéznice mutant/roslina WT byty istotne statystycznie (P <
0.01), natomiast liczba 1 wskazuje dane, dla ktdorych stwierdzono istnienie istotnych réznic deg5-
1/deg5-2.
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5 Dyskusja

W pierwszej serii eksperymentow, ktérych wyniki sktadajg sie na niniejszg prace
potwierdzono, ze mutant opisywany wczesniej jako deg5 (a teraz okreslony jako deg5-1)
jest catkowicie pozbawiony biatka AtDeg5 (Sun i wsp., 2007a, Lucinski 2011b, Gibasiewicz
2015) oraz ustalono, ze obecnos¢ insercji T-DNA w czwartym intronie, 872 pz ponizej
kodonu startu transkrypcji (ATG) genu At4g18379 (mutant deg5-2) skutkuje obnizeniem
poziomu biatka AtDeg5 do 77% wartosci stwierdzonej w przypadku roslin WT (Rys. 9 i 10).
U wielu mutantéw insercyjnych, u ktérych T-DNA zostat wprowadzony do intronu jest
mozliwa akumulacja transkryptéw identycznych z tymi, jakie sg produkowane przez
rosliny WT, poniewaz intron moze zosta¢ wyciety wraz z T-DNA w toku sktadania
transkryptow. Takg sytuacje opisano np. w odniesieniu do mutantow insercyjnych AGL104
(Verelst i wsp., 2007), ASP2 (Miesak i Coruzzi, 2002), AtEXP7 (Cho i Cosgrove, 2002),
AtGA20x6 (Wang i wsp., 2004), AtMIS12 (Sato i wsp., 2005), ETA2 (Chuang i wsp., 2004),
FATB (Bonaventure i wsp., 2003), MRH1 (Jones i wsp., 2006), SPDS2 (Imai i wsp., 2004)
iULT2 (Carles i wsp., 2005); w czesci tych przypadkdow poziom odpowiednich
transkryptow byt nizszy niz u roslin WT (Sato i wsp., 2005). Jednak szeroki przeglad
danych zgromadzonych w literaturze Swiatowe] wskazuje, ze wiekszosci przypadkow
introny zawierajgce T-DNA nie sg wycinane, co najczesciej prowadzi do catkowitego
zahamowania produkcji prawidtowych transkryptéw i braku akumulacji biatkowego
produktu, rzadziej zas (w 13% przypadkéw) do obnizenia poziomu akumulacji produktu
biatkowego (Wang, 2008). Do tej ostatniej grupy przypadkéw (tzn. do 13% ujetych
w publikacji Wanga, 2008) nalezy mutant deg5-2; niniejsza prac doktorska przedstawia
wyniki pierwszych badain nad roslinami bedacymi nosicielami tego genotypu.
Dysponowanie dwoma mutantami, uktérych gen kodujacy proteaze AtDeg5 zostat
wyciszony z réznym skutkiem (deg5-2 ideg5-1) pozwolito na analize wptywu dawki
biatkowego produktu tego genu na ekspresje szerokiego spektrum cech fenotypowych
A. thaliana.

Ani obnizenie poziomu akumulacji biatka AtDeg5 do 0%, ani do 77% wartosci
zidentyfikowanej dla roslin WT nie prowadzi do zmiany poziomu akumulacji dwdch innych
chloroplastowych proteaz z grupy AtDeg - AtDegl i AtDeg2, natomiast poziom AtDeg8

wzrost niemal dwukrotnie u obydwu mutantéw deg5 (Rys. 10). Uwaza sie, ze AtDeg5 wraz
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AtDeg8 tworzg funkcjonalny heterokompleks, w strukturze ktdrego proteazy te sa
powigzane stosunkiem stechiometrycznym 1 : 1 (Sun i wsp., 2007a), dlatego mozna
przypuszczaé, ze hiperakumulacja AtDeg8 stanowi nierozpoznang co do mechanizmoéw
molekularnych kompensacyjng odpowiedz mutantdw na obnizenie poziomu akumulacji
lub catkowity brak biatka AtDeg5. Taka interpretacja hiperakumulacji AtDeg8 moze
oznaczac, ze AtDeg5 i AtDeg8 s3 funkcjonalnie wymienne, nadmiarowe czgsteczki AtDeg8
mogtyby bowiem by¢ wtgczane w strukture heterokompleksu AtDeg5/AtDeg8 -
z wytworzeniem heterokompleksow z przewagg ilosSciowg AtDeg8 lub homokompleksow
AtDeg8 - i przejmowacd funkcje nieobecnych czgsteczek AtDeg5. Nie bytoby w tym nic
zaskakujgcego, zwazywszy, ze opisano juz wczesniej przypadki strukturalnego
i funkcjonalnego zastepowania sie przez podjednostki innych chloroplastowych
heterokomplekséw proteolitycznych, a mianowicie przez pary proteaz AtFtsH1/5
i AtFtsH2/8, wchodzgce w sktad heterokompleksu AtFtsH (Yu i wsp., 2004, 2005) oraz
podjednostki CIpR1 i ClpR3 systemu Clp (Stanne i wsp., 2009).

Wyniki zawarte w niniejszej pracy wskazuja, ze rzeczywiscie AtDeg8 moze, przynajmniej
czesciowo, zastepowac AtDeg5 w jej katalitycznych funkcjach, poniewaz w przypadku
zdecydowanej wiekszosci (29/37) cech fenotypowych podlegajgcych regulacji z udziatem
AtDeg5 obserwowano znaczace rdznice WT/deg5-1, a zarazem brak réznic WT/deg5-2
(wartosci niektorych sposrdod tych 29 cech wykazujg istotne réznice miedzymutantowe,
inne zas takich réznic nie wykazujg, co decyduje o przynaleznosci do, odpowiednio, grupy
cech 1i 2, Tab. 3). Takie obserwacje oznaczajg bowiem, ze w odniesieniu do ekspresji
owych 29 cech AtDeg8 moze zastepowac AtDeg5; inaczej méwigc nadmiarowa pula
AtDeg8 moze funkcjonalnie kompensowa¢ deficyt 23% puli AtDeg5 (lecz nie catkowity
brak tego biatka). Alternatywng mozliwoscig wyjasnienia tych obserwacji jest przyjecie, ze
AtDeg8 nie zastepuje AtDeg5 w jej funkcjach katalitycznych, ale pula AtDeg5, jaka
dysponujg chloroplasty roslin WT obejmuje nadmiar centréw katalitycznych, znaczny lub
niewielki w zalezno$ci od przynaleznosci do, odpowiednio, grupy 1 lub 2. Nadmiar ten jest
wystarczajagcy do zapewnienia normalnej ekspresji cech regulowanych przez
heterokompleks AtDeg5/AtDeg8, nawet jesli pula czgsteczek AtDeg5 wchodzacych
w skfad czgstek heterokompleksu zostaje zmniejszona 0 23% w stosunku do roslin WT. Ta
mozliwosé wydaje sie jednak mniej prawdopodobna w zestawieniu z koncepcjg

zastepowania funkcjonalnego AtDeg5 przez AtDeg8, bo stawia pod znakiem zapytania
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sensownos¢ uruchamiania u mutantéw mechanizmdéw prowadzacych do hiperakumulacji
AtDeg8, a hiperakumulacja AtDeg8 jest przeciez dobrze udokumentowana wynikami
zawartymi na rysunku 10. Tak czy inaczej zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki
z pewnoscig nie wykluczajag mozliwosci zastepowania strukturalnego i katalitycznego
AtDeg5 przez AtDeg8, przynajmniej w odniesieniu do 29 cech fenotypowych skfadajgcych
sie na grupe 1 i 2 (Tab. 3). Nalezy ponadto podkresli¢, ze - niezaleznie od tego czy
zidentyfikowanie 29 cech fenotypowych, co do wartosci ktérych obserwowano znaczace
réznice WT/deg5-1, a zarazem brak réznic WT/deg5-2 - powinny by¢ interpretowane
w kategoriach istnienia u roslin WT nadmiaru centréw katalitycznych AtDeg5, czy tez
w kategoriach zastepowania funkcjonalnego AtDeg5 przez AtDeg8 - uzyskane wyniki
jednoznacznie dowodzg istnienia efektu dawki AtDeg5 na ekspresje szeregu cech
fenotypowych A. thaliana. Efekt ten jest widoczny w przypadku cech nalezgcych do grupy
2, ktérych wartosci zmierzone dla roslin posiadajgcych 0% dzikiej dawki AtDeg5 (deg5-1)
réznig sie w sposdb istotny od wartosci zmierzonych dla roslin posiadajgcych 77% dzikiej
dawki tej proteazy (deg5-2).

W kolejnej serii eksperymentdw analizowano poréwnawczo chronologie przebiegu
kilku wybranych faz ontogenezy (0, 1, 3, 5, 6, 8 9) i ich podfaz u roslin WT oraz mutantow
deg5. Wyniki pomiaréw wykonanych dla roslin WT pozostajg w wiekszosci (cho¢ nie
we wszystkich przypadkach) w dos¢ dobrej zgodnosci z danymi literaturowymi
odnoszacymi sie do tego roslin samego ekotypu A. thaliana (Columbia), hodowanych
w bardzo podobnych warunkach oswietleniowo/temperaturowo/wilgotnosciowych
(Boyes i wsp., 2001). Szczegdlnie znaczgce podobieAstwo miedzy naszymi wynikami
i danymi literaturowymi dotyczy momentu osiggniecia przez rosliny WT podfaz fazy 1
(réznice miedzy wynikami naszych pomiaréw i wynikami pomiaréw zespotu Boyes i wsp.
stanowig 1.8 — 18% naszych wartosci) oraz podfazy 6.0 (1.4%). Z kolei dane Boyesa i wsp.
(2001) i nasze bardzo znaczaco rdznig sie w odniesieniu do momentu osiggniecia podfazy
6.9 (jest ona osiggana w naszych warunkach 22 dni pdzniej), jednak dowiedziono, ze
miedzylaboratoryjna powtarzalno$é¢ wynikéw pomiaréw dotyczacych roéznych cech
fenotypowych okres$lonych ekotypow A. thaliana hodowanych w identycznych warunkach
moze by¢ bardzo niska (Massonnet i wsp., 2010).

Wyniki analiz przedstawione w niniejszej pracy wskazujg, ze proteaza AtDeg5

zaangazowana jest w przebieg rozwoju i wzrostu lisci, a takze kwitnienia i dojrzewania
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owocow (= fazy 1, 3, 6 i 8, odpowiednio), na co wskazuje szereg przyktaddéw znacznych
opdznien w chronologicznej progresji poszczegdlnych podfaz wymienionych czterech faz
do jakich dochodzi u mutanta deg5-1 w poréwnaniu do roslin WT (Rys. 12 - 18, Tab. 3).
Mutant deg5-2 natomiast nie wykazywat istotnych réznic w pordwnaniu z roslinami WT
w odniesieniu do momentu osiggniecia zadnej z analizowanych podfaz. Zaobserwowano
jednak istnienie istotnych réznic miedzymutantowych w odniesieniu do pieciu cech
zwigzanych z chronologig przebiegu ontogenezy, co dowodzi znaczenia, jakie odgrywa
dawka biatka AtDeg5 w ekspresji tych cech (Tab. 3).

Dowiedziono, ze rozwdj (produkcja) lisci A. thaliana i ich wzrost sg kontrolowane przez
czynniki genetyczne (Tisné i wsp., 2009; Massonnet i wsp., 2010) zwigzane z rozwojem
komérek epidermalnych i ich podziatami komdérkowymi, a kluczowa role odgrywa
interakcja pomiedzy QTL na markerze ERECTA a dwoma innymi QTL na markerach SNP295
(zlokalizowanym w 4 chromosomie) i SNP21 (zlokalizowanym w 5 chromosomie).
Ze wzgledu na do$¢ niejasne i skomplikowane powigzania funkcjonalne miedzy tymi
czynnikami nietatwo okresli¢ regulacyjng role AtDeg5 wsrdd tej sieci zaleznosci.

Mozliwe, ze opdznienia dotyczgce przebiegu wzrostu lisci (faza 3) zidentyfikowane
u mutanta deg5-1 w zestawieniu z roslinami WT (Rys. 14) wigzg sie w sposob
przyczynowo-skutkowy ze zmianami w przebiegu kwitnienia (produkcji kwiatéw, faza 6)
wywotfanymi brakiem AtDeg5 (Rys. 16), zwazywszy, Zze pole powierzchni komoérek
epidermy jest kontrolowane przez dziatajagcy na poziomie catego organizmu mechanizm
powigzany z przejsciem przez rosline z fazy wegetatywnej do generatywnej (Ashby, 1948;
Cookson i wsp., 2007). Kluczowa role w przejsciu do fazy generatywnej odgrywajg dwa
wysoce konserwatywne miRNA - miR156 i miR172 (Huijser i Schmid, 2011). Docelowymi
transkryptami dla miR156 (dtugo$¢ — 20 zasad) s3 mRNA gendéw kodujgcych czynniki
transkrypcyjne nalezgce do rodziny SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE),
(Klein i wsp., 1996), a mianowicie SPL3 (Gandikota i wsp., 2007, Wang i wsp., 2009, Wu
i wsp., 2009), SPL4 (Gandikota i wsp., 2007, Wu i wsp., 2009), SPL5 (Gandikota i wsp.,
2007, Wu i wsp., 2009) oraz SPL9 (Wang i wsp., 2009, Wu i wsp., 2009).

Docelowymi transkryptami miR172 (dtugo$¢ - 21 zasad) sg natomiast mRNA gendw
kodujgcych czynniki transkrypcyjne nalezgce do rodziny AP2 (APETALA 2), ktére
zaangazowane s3 w regulacje zaréwno przejscia do fazy generatywnej, jak i rozwoju

kwiatéw (Aukerman i Sakai, 2003, Jung i wsp., 2007, Mathieu i wsp., 2009, Schmid i wsp.,
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2003) oraz gendéw kontrolujgcych synteze matej grupy czynnikéw AP2-podobnych,
wykazujgcych funkcje represora zakwitania, takich jak SMZ, SNZ (Jung i wsp., 2007,
Mathieu i wsp., 2009, Schmid i wsp., 2003, Yant i wsp., 2010), TOE1, TOE2 (Aukerman
i Sakai, 2003, Jung i wsp., 2007, Mathieu i wsp., 2009, Wu i wsp., 2009, Yant i wsp., 2010),
TOE3 (Jung iwsp., 2007)).

Wykazano, ze powierzchnia, jaka liScie osiggajg po zakoriczeniu wzrostu zalezy w bardzo
istotny sposéb od pola powierzchni komdrek epidermy oraz ich liczby (Tisné i wsp., 2008,
Cookson i wsp., 2007), co oznacza, ze proteaza AtDeg5 musi by¢ zaangazowana w stojgce
za tg zaleznoscig wydarzenia regulacyjne, poniewaz w przypadku lisci mutantéw deg5-1,
ktore zakonczyty wzrost, zardwno mtodocianych jak i dojrzatych, obserwowano istotne
statystycznie zmiany (zwiekszenie) dtugosci i szerokosci oraz bedace tego konsekwencjg
zmiany (zwiekszenie) obwodu i pola powierzchni (Rys. 23). Juz wczesniej nasz zespot
badawczy wykazat, ze $Srednia powierzchnia lisci dojrzatych 7 i 8 (mieszana populacja)
mutanta deg5-1 byta wieksza od sredniej powierzchni odpowiedniej populacji lisci roslin
WT (Lucinski i wsp., 2011b). Z kolei liscie mtodociane (lis¢ 3 i 4) mutantéw catkowicie
pozbawionych biatka AtDeg2 byty znacznie mniejsze niz odpowiadajgce im liscie roslin WT
(Lucinski i wsp., 2011a). Obserwacje te wyraznie wskazujg, ze nie tylko AtDeg5, ale takze
AtDeg2 uczestniczy — cho¢ z zupetnie odmiennym skutkiem - w regulacji koricowej
powierzchni lisci rozetkowych, zapewne poprzez regulacje powierzchni i liczby komarek
epidermy.

Dojrzewanie (pekanie) fuszczynek A. thaliana pozostaje pod kontrolg gendw kodujacych
trzy czynniki transkrypcyjne z rodziny bHLH — SHAETTERPROOF (SHP1/2), INDEHISCENT
(IND) oraz ALCATRAZ (ALC) (Liljegren i wsp., 2000, 2004; Rajani i Sundaresan, 2001).
Dowiedziono, przynajmniej w odniesieniu do IND i ALC, ze czynniki te w istotny sposéb
wptywajg na przebieg szlaku GA/DELLA w sposdb prowadzacy do destabilizacji represora
DELLA z udziatem kwasu giberelinowego jako czynnika sprawczego (szlak GA-GID-DELLA —
Daviere i Achard, 2013). Umozliwia to uwolnienie czynnikéw transkrypcyjnych PIF3 i PIF4
spod represyjnego dziatania DELLA (de Lucas i wsp., 2008) i uruchomienie
kontrolowanych przez PIF3 i PIF4 wydarzen prowadzgcych do wyrdznicowania sie
w tuszczynce grupy komoérek uczestniczgcych w wymuszeniu pekania tuszczynki (Arnaud
i wsp., 2010). AtDeg5 musi w jaki$ sposéb wchodzi¢ w ,,cross-talk” z tego rodzaju szlakiem

sygnalizacyjnym (AtDeg5 jest dos$¢ intensywnie ekspresjonowana w niedojrzatych
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tuszczynkach A. thaliana - eFP Browser http://www.bar.utoronto.ca/, Schmid i wsp.,

2005, Winter i wsp., 2007), catkowite zablokowanie akumulacji AtDeg5 (mutant deg5-1)
skutkuje bowiem przejsciowym opdznieniem chronologii przejscia przez rosline fazy 8
(opdznienie momentu osiggniecia podfazy 8.5), co pokazano na rysunku 17.

W kolejnej serii analiz poszukiwano cech ultrastruktury chloroplastéw, ktére moga
by¢ zmienione na skutek wyciszenia genu kodujgcego proteaze AtDeg5. Badania te,
podobnie jak analizy morfologii lisci, prowadzono na chloroplastach lisci roslin, ktére
osiggnety podfaze 6.0, osobno dla reprezentanta populacji lisci mtodocianych (lis¢ 3) i lisci
dojrzatych (lis¢ 5) (Rys. 20). Uzasadnieniem dla poddania osobnym analizom lisci
mtodocianych i dojrzatych jest istnienie danych wskazujgcych, ze wyciszenie nalezacej
do systemu Clp chloroplastowej proteazy ClpP6 prowadzi do zupetnie innych skutkéw
na poziomie ultrastruktury chloroplastéw lisci mtodocianych i dojrzatych. Ultrastruktura
chloroplastéw mtodocianych lisci mutantdw clpP6 nie rdznita sie pod zadnym wzgledem
od ultrastruktury chloroplastéw tej kategorii lisci roslin WT, podczas gdy chloroplasty
dojrzatych lisci mutantow charakteryzowaty sie powazinym niedorozwojem systemu
tylakoidowego, a ich skfad biochemiczny (np. zawartos$¢ chlorofilu) bardzo zasadniczo
odbiegat od sktadu chloroplastow dojrzatych lisci roslin WT (Sjogren i wsp., 2006).

Wyniki analiz wykonanych w ramach niniejszej pracy pozwolity na stwierdzenie, ze
skutkiem wyciszenia genu kodujgcego proteaze AtDeg5 sg zmiany odnoszace sie do pola
przekroju poprzecznego chloroplastu, architektury systemu tylakoidowego chloroplastéw
oraz metabolizmu skrobi tranzytorycznej (Rys. 24 i 25). Srednie wartosci pola powierzchni
przekroju poprzecznego chloroplastéw roslin WT (6.4/6.5 pm? dla lisci mtodocianych
i dojrzatych, odpowiednio) byly bardzo podobne do wartosci opisanych przez innych
autoréw dla roélin WT A. thaliana hodowanych w podobnych warunkach (6.7 pm?

Aronsson i wsp., 2006). Liscie mtodociane i dojrzate mutanta deg5-1 posiadaty
chloroplasty o polu przekroju poprzecznego wiekszym (o 16 - 32%) w pordwnaniu
z chloroplastami odpowiednich lisci roslin WT, co jest rdwnoznaczne ze zwiekszeniem
objetosci chloroplastéw u mutantdéw. Pecznienie chloroplastdw moze byé wynikiem zmian
intensywnosci transportu wody i jondw przez otoczke chloroplastowg, z kolei
intensywnosc¢ ta podlega regulacji miedzy innymi przez natezenie Swiatfa i temperature
(Packer i Sigenthaler, 1965; Siegenthaler i Packer, 1965, Xu i wsp., 2006; Zhang i wsp.,

2010). Mozna zatem wnioskowa¢, ze AtDeg5 uczestniczy w regulacji kontrolowanego

111


http://www.bar.utoronto.ca/

Dyskusja

przez czynniki $rodowiskowe transportu wody i jondw przez btony otoczki
chloroplastowej. Inng interesujgcg zmiang fenotypowg odnoszacg sie do ultrastruktury
chloroplastéw byta istotna statystycznie wyzsza liczba tylakoidéw zespolonych w granum
obserwowana w dojrzatych lisciach obydwu mutantéw deg5 (6.2/6.3) w poréwnaniu
do odpowiedniej wartosci okreslonej dla roslin WT (5.6 — liczba mieszczaca sie
w przedziale, ktéry ustalono w oparciu o analize danych literaturowych: 5.5 - 8.1, Rock
iwsp., 1992; Anderson i wsp., 2012). Jedng z mozliwosci interpretacji tej obserwac;ji jest
przyjecie, iz w chloroplastach roslin WT, ktére osiggnety podfaze 6.0 (29 dzien
ontogenezy) pojawiajg sie wczesne symptomy dezintegracji systemu tylakoidowego
zwigzanej ze starzeniem sie chloroplastdw, podczas gdy u obu mutantéw deg5 starzenie
sie chloroplastéw jest opdznione. Idea taka zgodna bytaby z zaobserwowanym przez nas
opdznieniem pojawiania sie symptomow wczesnej fazy starzenia sie chloroplastow,
ktdrego odzwierciedleniem byty nizsze wartosci pola przekroju poprzecznego plastoglobul
w dojrzatych lisciach 28-dniowych mutantéw deg5-1 w stosunku do roslin WT (Lucinski
iwsp., 2011b). Istotng role regulacyjng w oddziatywaniach tylakoid-tylakoid
prowadzgcych do ich zespalania odgrywajg dwa najwazniejsze apobiatka LHCII - Lhcb1 i 2
(Allen i Forsberg, 2001) oraz apobiatko Lhcb5 (Andersson i wsp., 2001). Sugeruje sie, ze
dezintegracja bton tylakoidowych zwigzana ze starzeniem podlega kontroli ze strony
reduktazy chlorofilu b, ktéra katalizujgc redukcje chlorofilu b do chlorofilu a toruje droge
do destabilizacji apobiatek LHCII (Kusaba i wsp., 2007; Horie i wsp., 2009). Jednak
rownowagowy poziom apobiatek Lhcbl, 2 i 5 w chloroplastach lisci roslin WT i obu
mutantéw deg5, ktore osiggnety podfaze 6.0 jest taki sam (Rys. 26), co stawia pod
znakiem zapytania teze o powigzaniu réznic w liczbie tylakoidéw zespolonych w granum
miedzy ro$linami WT i mutantami deg5 z réznicami w tempie destabilizacji apobiatek
Lhcbl, 2 i 5. Alternatywng mozliwoscig interpretacji réznic mutanty/rosliny WT
w odniesieniu do liczby tylakoidéw przypadajacych na granum jest sugestia, iz mutanty
mogtyby rézni¢ sie od roslin WT wyiszym poziomem zlokalizowanego w btonach
brzegowych tylakoidéw gran biatka CURT1, ktére odgrywa kluczowa rolg w ksztattowaniu
architektury tylakoidéw poprzez indukcje krzywizny bton brzegowych (Armbruster i wsp.,
2013). Wyzszy poziom biatka CURT1 u mutantéw wymuszatby podwyzszenie, w stosunku
do roslin WT, liczby tylakoidéw zespolonych w pojedynczym granum, ale zarazem

musiatby skutkowaé zmniejszeniem $rednicy granum (Albertsson i Andreasson, 2004),
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a takiego efektu nie potwierdzajg wyniki naszych analiz (Rys. 24 i 25). Dlatego powdd, dla
ktérego mutanty charakteryzujg sie wystepowaniem wiekszej liczby tylakoidéw
zespolonych w grana pozostaje niejasny.

Szczegdlnie interesujgca (jednoczesnie zupetnie nieoczekiwana) jest obserwacja, ze
rownowagowy poziom apobiatek Lhcb6 w chloroplastach lisci obu mutantéw deg5, ktére
osiggnety podfaze 6.0 jest o 29-30% nizszy niz u roslin WT (Rys. 26). Nie jest jasne
dlaczego mutanty deg5 majg obnizony poziom apobiatka Lhcb6 - prawdopodobnie
AtDeg5 jest bezposrednio zaangazowana w obrét metaboliczny Lhcb6, wzglednie
kontroluje obrét metaboliczny innej proteazy, ktdrej zadaniem jest katalizowanie
hydrolizy Lhcb6. CP24, ktorego apobiatkiem jest Lhcb6 odgrywa niezmiernie istotng role
w stabilizacji struktury wersji C,S;M, czastek superkomplesku PSII-LHCII, stanowigc
tacznik, poprzez ktéry trimery LHCII-M oddziatywujg z rdzeniem PSIl. Wskazujg na to
wyniki prac nad mutantem koCP24 (catkowity brak apobiatka Lhcb6), u ktérego w obrebie
bton zespolonych tylakoidow gran obserwuje sie superkompleksy PSII-LHCIl wytgcznie
w formie C,S,, rozdzielone rejonami bogatymi w ,dodatkowe” trimery LHCIlI (Kovacs
iwsp., 2006, de Bianchi i wsp., 2008). Znaczna pula ,dodatkowych” trimeréw LHCII
mutanta koCP24 to najprawdopdobniej trimery LHCII-M, ktére odtgczyty sie od rdzenia
PSII na skutek destabilizujgcego efektu nieobecnosci Lhcbh6. Mozna zatem z bardzo duzym
prawdopodobienstwem domniemywac, ze utrata czesci puli Lhcbh6 u mutantéw deg5s
prowadzi do sytuacji, w ktorej albo ok. 25% czastek superkomplekséw PSII-LHCII tych
mutantéw ma forme C,S; (pozostate ok. 75% - oczywiscie forme C,S,M,) albo 50% czgstek
superkomplekséw jest reprezentowana przez wersje C,S;M (pozostate 50% to forma
C,S:M,). Tak czy inaczej - wobec identycznosci liczby wszystkich trimeréw LHCII
przypadajacych na rdzen PSIl oznacza to obnizenie poziomu trimeréw LHCIl zwigzanych
bezposrednio z rdzeniem PSIl w formie superkomplekséw oraz wzrost poziomu
,dodatkowych” trimeréw LHCIl. Te powazne rearanzacje strukturalne mogg by¢
bezposrednig przyczyng obserwowanego u mutanta deg5-1 czasu putapkowania energii
wzbudzenia elektronowego w czgstkach superkomplekséw PSII-LHCII (Gibasiewicz i wsp.,
2015), bowiem nadmiarowa pula “dodatkowego” LHCIlI moze by¢ reprezentowna przez
zagregowane trimery. lIstniejg liczne doniesienia wskazujgce, ze in vitro agregacja
trimeréw LHCII prowadzi do znacznego przyspieszenia zaniku fluorescencji w poréwnaniu

z niezagregowanymi trimerami LHCII (np. van Oort i wsp., 2007).
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Réwnie interesujgcg wydaje sie obserwacja, dokonana z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej, wskazujaca, ze pod koniec nocy w ponad 90% chloroplastéw
mtodocianych lisci mutanta deg5-2 oraz mtodocianych i dojrzatych liciach mutanta deg5-
1 gromadzita sie znaczna liczba ziaren skrobiowych, podczas gdy w chloroplastach lisci WT
nie obserwowano ich wcale (zgodnie z oczekiwaniem - Rys. 24 i 25). Obserwacja ta zostata
w petni potwierdzona przez wyniki analiz poziomu skrobi pod koniec nocy metodg
enzymatyczng (Rys. 27). Ustalono, ze przyczyng akumulacji skrobi w chloroplastach
mutantéw pod koniec nocy jest wyzsze niz u roslin WT tempo dziennej syntezy skrobi
(Rys. 28). Tempo hydrolizy skrobi w ciggu nocy roslin wszystkich trzech genotypéw byto
mniej wiecej rowne, ale mutanty ,,nie nadgzaty” z nocng hydrolizg nadmiernej iloSci skrobi
i pod koniec nocy czes¢ puli skrobi ciggle pozostawata obecna - w formie nienaruszonych
ziaren (Rys. 24 i 27). Wyniki te wykluczajg wptyw mutacji deg5 na aktywnos$¢ enzymodw
zaangazowanych w nocny rozktad skrobi, sugerujg natomiast, ze mutacja moze miec
wptyw na aktywnos$¢ ktérychs/ktoregos z enzymow cyklu Calvina, badz szlaku fruktozo-6-
fosforan - skrobia. Takg linie rozumowania potwierdza fakt, ze swieza masa obu typow
lisSci mutantéw deg5 i roslin WT jest taka sama (Tab. 2) — mutanty posiadajgce defekty
w zakresie funkcji genow kontrolujgcych enzymy nocnej hydrolizy skrobi czesto majg liscie
0 masie nizszej niz u roslin WT na skutek niedozywienia spowodowanego
nieumiejetnoscig hydrolizowania skrobi w nocy (np. mutant sexI — Zeeman i wsp., 1998).
Zwazywszy, ze maksymalne tempo karboksylacji limitowanej przez ilos¢, kinetyke
i aktywnos¢ Rubisco (V¢ max) przyjmowato w dojrzatych lisciach mutantéw deg5 i roslin WT
takie same wartosci (krzywe A/C; - Rys. 29) nie nalezy jednak szuka¢ przyczyn
podwyzszonego tempa syntezy skrobi u mutantéw w stymulacji tempa cyklu Calvina, ale
reakcjach szlaku syntezy skrobi (amylozy i amylopektyny) na odcinku od fruktozo-6-
fosforanu (Rys. 8). Przyszte poréwnawcze analizy poziomu mRNA i biatek enzymoéw
operujacych na tym odcinku biosyntezy skrobi u roslin WT i mutantéw deg5 mogtyby
pozwoli¢ na zidentyfikowanie enzymu docelowego dla AtDeg5.

Poszukujgc potencjalnych réznic aktywnosci fotosyntetycznej dla dojrzatych lisci
roslin WT i mutantéw deg5, ktore osiggnety podfaze 6.0 sporzadzono - poza krzywymi
A/C; - takze krzywe sSwietlne fotosyntezy. W oparciu o przebieg krzywych Swietlnych
estymowano lub odczytywano trzy parametry, w istotny sposéb charakteryzujace

aktywnos¢ fotosyntetyczng dojrzatych lisci, a mianowicie maksymalng intensywnos¢
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fotosyntetyczng (Amax), kwantowg wydajnos¢ fotosyntetycznego wigzania CO, ($CO,)
i wypuktos¢ krzywej Swietlnej (8) (Rys. 30).

Wartosci Amax dojrzatych lisci WT (8.6 umol CO, m™ s) byty podobne lub nieco nizsze niz
opisywane weczesniej dla rodlin tego samego ekotypu hodowanych w podobnych
warunkach w innych laboratoriach (np. Athanasiou i wsp., 2010 — 12.5 pmol CO, m™ s™).
Ze wzgledu na wysokg korelacje poziomu A z iloscig Rubisco w lisciu (Bjorkman, 1981)
identycznos$¢ wartosci Anax roslin trzech poréwnywanych genotypéw sugeruje, ze
dysponujg one takimi samymi ilosciami tego enzymu, w zgodzie z identycznoscig wartosci
Vemax, Przedstawionymi na rysunku 29. Pewien wptyw na wartos¢ Anax ma jednak takze
wiele innych parametréow funkcjonalnych liscia, dlatego nie mozina wykluczyé, choé
wydaje sie to bardzo mato prawdopodobne, ze parametry te przyjmujg nieco inne
wartosci dla roslin WT i mutantéw deg5, ale ,,kompensujg sie” do jednakowych wartosci
Amax-

Obserwowana w przypadku dojrzatych lisci roslin WT wartos¢ ¢CO, - 0.05 - jest znaczgco
nizsza od 0.125, to jest wartosci maksymalnej. Jednak tak wysokiej wartosci (0.125) nie
obserwuje sie nigdy, a przyczynag rejestracji zawsze nizszych liczb jest aktywnos¢ procesow
fotorespiracyjnych, cyklicznego transportu elektrondow oraz, ewentualnie, fotoinhibicji.
Singsaas i wsp. (2001) przeprowadzili doktadne analizy poréwnawcze wartosci ¢$CO,
dla dziesieciu wybranych gatunkéw roslinnych, bez A. thaliana (w komorze
z atmosferycznym stezeniem O, — tak jak w doswiadczeniach wykonanych w ramach
niniejszej pracy) iuzyskali 0.085 jako wartos¢ srednig. Z kolei przeglad 39 zestawodw
danych literaturowych odnoszacych sie do ponad 30 gatunkéw roslinnych (wsréd nich
takze nie byto A. thaliana) dokonany przez tych samych autoréw pozwolit na ustalenie
0.053 jako wartosci sredniej. Zdaniem Singsaasa i wsp. (2001) rejestracja wartosci $¢CO;
ok. 0.085 jest skutkiem wptywu fotorespiracji i cyklicznego transportu elektronéw w
lisciach badanych rodlin, ale rejestracja wartosci jeszcze nizszych moze byé czesciowo
spowodowana btedami pomiarowymi popetnianymi podczas okreslania przedziatu
liniowosci krzywej Swietlnej fotosyntezy. Wydaje sie to jednak mato prawdopodobne,
zwazywszy ze wartos¢ ¢CO, zmierzona dla roslin WT A. thaliana w innym laboratorium —
0.020 (Athanasiou i wsp., 2010) byta znaczgco nizsza nawet od sredniej wielogatunkowej
0.053. Uwazamy za prawdopodobne, ze obliczona przez nas wartos$¢ ¢pCO; dla roslin WT —

0.050 jest obnizona w poréwnaniu do maksymalnego poziomu (0.125) jedynie na skutek
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aktywnosci procesow fotorespiracyjnych i cyklicznego transportu elektrondw; procesy te
zachodzg u mutantow deg5 i roslin WT zapewne z bardzo podobng aktywnoscig, bo
wartosci $CO, roslin wszystkich trzech genotypdéw nie rdznig sie (Rys. 29).

Wartos¢ wypuktosci krzywej swietlnej (8) jest w dos¢ ztozony sposdb uzalezniona
od kompozycji aparatu fotosyntetycznego, ale takze od grubosci liscia, jego stanu
fizjologicznego i absorpcji $wiatta przez caty lié¢ (Ogren i Evans, 1993, Ogren, 1993).
Istotny wptyw na wyniki pomiaréw 0 ma takze natezenie Swiatfa, na jakie rosliny byty
eksponowane przed pomiarami (Ogren, 1993) oraz stezenie CO, w atmosferze otaczajacej
rosline w trakcie pomiaréw (Akhkha i wsp., 2001). W uproszczeniu przyjmuje sie, ze dla
rodlin hodowanych w identycznych warunkach s$wietlnych 6 jest silnie skorelowana
z relacjg miedzy aktywnoscig Rubisco i tempem fotosyntetycznego transportu elektrondw
— relatywnie niska aktywno$¢ Rubisco skutkuje podwyzszaniem wartosci 8 (Ogren, 1993).
Identycznos¢ wartosci 6 roslin trzech poréwnywanych w niniejszej pracy genotypow
sugeruje, ze wyciszenie genu AtDEG5 nie zmienia globalnej charakterystyki aktywnosci
fotosyntetycznej lisci.

RAwniez ciemnosciowa aktywnos¢ oddechowa trzech badanych grup roslin (Rd) jest taka
sama (Rys. 30).

Nie jest zatem zaskoczeniem, ze wyciszenie genu AtDEG5 nie zmienia w istotny
sposob wartosci przystosowawcze] roslin (fitness), ktorej miarg jest catkowita liczba
nasion wyprodukowana przez pojedynczg rosline (Kihlheim i wsp., 2002) (Rys. 31).
Rowniez wiekszos¢ innych cech morfologii organdw generatywnych (badanych
po osiggnieciu przez rosline podfazy 8.9) przyjmuje wartosci takie same u wszystkich
trzech badanych genotypow - wyjatkiem jest liczba weztéw pedu generatywnego (mutant
deg5-1 ma ich wiecej niz rodliny WT - Rys. 31) oraz dtugos$¢ i szerokos¢ nasion (wyzsze
wartosci u obu mutantéw deg5 w pordwnaniu z roslinami WT - Rys. 31). Ustalono, ze
stopien rozgatezienia pedu generatywnego (liczba weztéw) jest kontrolowany przez geny
APETALA1 (AP1) i LEAFY (LFY) (kodujgce odpowiednie czynniki transkrypcyjne), a takze
geny MADS-box (kodujgce czynniki transkrypcyjne zawierajgce domene MADS),
do ktérych nalezg SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), AGAMOUS-
LIKE 24 (AGL24), SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) i SEPALLATA 4 (SEP4) (Liu i wsp., 2013).
Odgrywajg one role w specyficznej supresji TERMINAL FLOWER1 (TFL1) w pojawiajacych
sie  merystemach bocznych, przez co wptywajg na architekture catego pedu
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kwiatostanowego u A. thaliana poprzez regulacje wzoru jego rozgatezien (Bradley i wsp.,
1997; Liljegren i wsp., 1999; Ratcliffe i wsp., 1999). Mianowicie dominacja aktywnosci AP1
i LFY nad TFL1 determinuje okre$lone rozmieszczenie merystemow kwiatowych
wywodzgcych sie z merystemu pedu kwiatostanowego, podczas gdy przewaga aktywnosci
TLF1 zapobiega tworzeniu merystemow kwiatowych i odpowiada za nieokreslony wzrost
pedu kwiatostanowego. AP1 i LFY ulegajg wzmozonej ekspresji podczas pojawiania sie
merysteméw kwiatowych, podczas gdy TLF1 ekspresjonowany jest tylko wewnatrz
gtdwnego i bocznych merystemow pedu kwiatostanowego (Ratcliffe i wsp., 1998, 1999).
Geny SOC1, AGL24, SVP i SEP4 takie wptywajg na regulacje architektury pedu
kwiatostanowego przez posrednig supresje TFL1 podczas pojawiania sie merysteméw
kwiatowych. Trudno ocenié dlaczego mutant deg5-1 moze mie¢ wiecej rozgatezien pedu
kwiatostanowego niz rosliny WT - w kazdym razie cecha ta odzwierciedla udziat proteazy
AtDeg5 w regulacji ekspresji/funkcji ktéregos/ktérychs z opisanych powyzej gendw.
Zidentyfikowano wiele gendw zaangazowanych w regulacje rozwoju nasion,
wptywajgcych na rozmiar/mase nasion. Za rozwdj bielma, odpowiadajg gtéwnie geny
SHB1 (Zhou i wsp., 2009), IKU1 (Wang i wsp., 2010), MINI3, IKU2 (Luo i wsp., 2005), AP2
(Ohto i wsp., 2009, Jofuku i wsp., 2005, Ohto i wsp., 2005) i czynniki transkrypcyjne
kodowane przez geny MADS-box AGL61 (Steffen i wsp., 2008, Bemer i wsp., 2008), AGL62
(Kang i wsp., 2008) i AGL80 (Portereiko i wsp., 2006). Z kolei geny FIS2, FIE, MEA, MSI1,
SWN (Pien i Grossniklaus., 2007) i MET1 (Xiao i wsp., 2006) wptywajg na rozwdj nasion
poprzez epigenetyczng regulacje rozwoju bielma i imprinting ojcowski. Kluczowg role
W rozwoju nasion odgrywajg hormony, takie jak auksyny, cytokininy, gibereliny
i brassinosteroidy (Jiang i Lin, 2013). Ze wzgledu na dos¢ skomplikowane powigzania
funkcjonalne miedzy tymi czynnikami na aktualnym etapie badan trudno okresli¢ udziat
AtDeg5 w regulacji dtugosci i szerokos$ci nasion A. thaliana, ktérej skutkiem jest
zwiekszenie dtugosci i szerokosci nasion mutantdw deg5 w poréwnaniu z nasionami roslin
WT (Rys. 32).

Jeden z dwdch sposobdw globalnej interpretacji réznorodnosci cech fenotypowych
regulowanych przez AtDeg5 zaktada, ze cechy, ktérych wartosci ulegly zmianie
przynajmniej u mutanta null deg5-1 w zestawieniu z roslinami WT (grupy 1i 2, Tab. 3) to
te, dla ktérych chloroplast posiada znaczacy (grupa 1) lub niewielki (grupa 2) nadmiar

centréow katalitycznych AtDeg5 w stosunku do potrzeb regulacyjnych, nawet jesli pula
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AtDeg5 zredukowana jest do 23% w stosunku do roslin WT. Grupa 3 (Tab. 3) natomiast
obejmuje cechy, w stosunku do ktérych chloroplast nie dysponuje nadmiarem AtDeg5
i nie wystepuje efekt dawki biatka AtDeg5, bo wartosci cech nalezacych do tej grupy
zmierzone dla roslin posiadajgcych 0% dzikiej dawki AtDeg5 (deg5-1) nie réznig sie
W sposob istotny od wartosci zmierzonych dla roslin posiadajgcych 77% dzikiej dawki tej
proteazy (deg5-2). Rdéinorodnos¢ cech fenotypowych kontrolowanych przez AtDegbh
pod wzgledem ich powigzania z dawkg/nadmiarem centréw katalitycznych tej proteazy
nie jest nieoczekiwana, poniewaz podobng réznorodnos¢ opisano wczesniej dla innych
proteaz chloroplastowych. Wykazano, ze mutanty varl-1 charakteryzujgce sie obnizonym
poziomem chloroplastowego heterokompleksu proteolitycznego AtFtsH, zachowujg
wystarczajgcg ilos¢ centréw katalitycznych AtFtsH do przeprowadzenia czesci procesow
stuzgcych prawidtowemu rozwojowi (biogeneza chloroplastow), ale ilos¢ ta jest
niewystarczajgca dla innych proceséw zapewniajgcych prawidtowe funkcjonowanie roslin
(stresozalezna degradacja apobiatek Lhcb1-3; Lucinski i Jackowski, 2013).

Alternatywnym sposobem interpretacji globalnej réinorodnosci cech fenotypowych
regulowanych przez AtDeg5 jest zatozenie, ze o przynaleznosci do grup 1, 2 lub 3 (Tab. 3)
decyduje efektywna (grupa 1 i 2) lub nieefektywna (grupa 3) kompensacja funkcjonalna
deficytu 23% puli czasteczek AtDeg5 przez AtDeg8. O przynaleznosci cechy do grupy 1 lub
2 decyduje w tym modelu efekt dawki AtDeg5 w potgczeniu z efektem nadmiaru centrow
katalitycznych AtDeg5.

Zgodnie z oczekiwaniem (Sjogren i wsp., 2006) niektére cechy (pie¢) fenotypowe
podlegajgce regulacji ze strony AtDeg5, a odnoszgce sie do lisci byly u mutantéw deg5
niejednakowo ekspresjonowane w lisciach dojrzatych i mtodocianych. Dotyczy to

nastepujgcych cech :

1) frekwencja chloroplastéw z ziarnami skrobiowymi pod koniec nocy; li$¢ 5 reaguje
zmianami tylko u deg5-1, li$¢ 3 - zmianami u obydwu mutantoéw,

2) poziom skrobi po 0, 16 i 24h: 1i$¢ 5 reaguje zmianami tylko u deg5-1, lis¢ 3 -
zmianami u obydwu mutantéw,

3) liczba tylakoidéw zespolonych w granum: tylko li$¢ 5 reaguje zmianami —

u obydwu mutantow , li$é¢ 3 zapewne nie podlega regulacyjnej roli AtDeg5.
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Uwzgledniajgc fakt, ze catkowita liczba cech regulowanych przez AtDeg5 odnoszacych sie
do lisci zidentyfikowanych w niniejszej pracy wynosi 11 (patrz Tab. 3), rola przynaleznosci
liscia do populacji mtodocianej lub dojrzatej w ksztattowaniu sie indywidualnych cech

AtDeg5-zaleznych jest stabsza niz mozna byto oczekiwad.
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PODSUMOWANIE WYNIKOW

1)

3)

4)

5)

Liscie roslin mutanta deg5-1 sg catkowicie pozbawione biatka AtDeg5, natomiast
lisScie mutanta deg5-2 wykazujg obnizenie poziomu akumulacji tego biatka do 77%
wartosci charakterystycznej dla roslin WT.

Rosliny mutanta deg5-2 nie wykazujg istotnych zmian w chronologii progresji faz
i podfaz ontogenezy w poréwnaniu z roslinami WT. Z kolei u mutanta deg5-1 czas
niezbedny do osiggniecia trzynastu podfaz faz 1, 3, 6 i 8 jest istotnie dtuzszy
od czasu charakterystycznego dla roslin WT (1.5, 3.16, 3.54, 3.58, 3.59, 3.91, 3.93,
3.94, 3.95, 3.96, 3.97, 6.5 i 8.5), a w przypadku jednej podfazy (1.2) czas ten jest
dtuzszy.

Zaréwno mtodociane, jak i dojrzate liscie roslin mutanta deg5-2, ktére osiggnety
podfaze 6.0 nie réznig sie w zakresie badanych cech morfologicznych od lisci
roslin WT, natomiast dtugos¢, szerokos¢ i obwdd obu populacji lisci mutanta
deg5-1 sg wieksze niz dtugos¢, szerokos¢ i obwdd lisci roslin WT. Wspdtczynnik
ksztattu lisci deg5-1 i roslin WT jest jednakowy.

Mtodociane i dojrzate liScie mutanta deg5-1, ktére osiggnety podfaze 6.0
posiadajg chloroplasty rdznigce sie od chloroplastéw odpowiednich lisci roslin WT
wiekszym polem przekroju poprzecznego, a liscie dojrzate tego mutanta
dodatkowo wiekszg liczbg tylakoidéw zespolonych w granum. Wiekszos¢
chloroplastéw mtodocianych lisci mutanta deg5-2 oraz chloroplastéw
mitodocianych i dojrzatych lisci mutanta deg5-1 wykazuje silng akumulacje skrobi
tranzytorycznej pod koniec nocy, podczas gdy w chloroplastach roslin WT -
zgodnie z oczekiwaniami - nie obserwowano w tym momencie ziaren
skrobiowych. Przyczyng tego efektu jest wyzsze tempo dziennej akumulacji skrobi
u obu mutantéw w poréwnaniu z roslinami WT; tempo obnizania sie puli skrobi
W Cciggu nocy jest natomiast podobne w lisciach mtodocianych i dojrzatych
wszystkich badanych genotypéw i dlatego pod koniec nocy w chloroplastach
mutantdw pozostaje wiecej nieroztozonej skrobi, mimo iz s3 one zdolne
do catkowite] hydrolizy skrobi w warunkach przedtuzonej nocy.

Liscie roslin obydwu mutantoéw, ktére osiggnety podfaze 6.0 majg obnizony

poziom apobiatka Lhcb6 w stosunku do roslin WT co skutkuje zwiekszeniem liczby
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6)

7)

8)

»,dodatkowych” trimeréw LHCII, stabo zwigzanych ze strukturg superkomplekséw
PSII-LHCII.

Dojrzate liscie roslin WT i roslin obu mutantéw deg5, ktdre osiggnety podfaze 6.0
charakteryzujg sie podobnym przebiegiem krzywej A/C; oraz krzywej Swietlnej
fotosyntezy. Nie stwierdzono rdznic rosliny WT/mutanty deg5 w odniesieniu
do wartosci Ve max, Jmax, Amax, PCO2, 6 i Rd.

Rosliny mutantow deg5-1, ktore osiggnety podfaze 8.9 posiadajg wiecej weztow
na pedzie kwiatostanowym i jego rozgatezieniach niz rosliny WT, a nasiona obu
mutantow deg5 sg krotsze i wezsze niz u WT.

Wsréd 37 cech fenotypowych, ktdrych wartosci sg zmienione u roslin mutanta
deg5-1 w porédwnaniu z roslinami WT mozna, w zaleznosci od istotnosci réznic

WT/deg5- 2 i deg5-1/deg5-2, wyrdznic trzy grupy:

a) cechy zmienione tylko u mutanta deg5-1, brak réznic miedzymutantowych,
b) cechy zmienione tylko u mutanta deg5-1, istniejg réznice miedzymutantowe,

c) cechy zmienione u obydwu mutantow, brak réznic miedzymutantowych.
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WNIOSKI

1. Chloroplastowa proteaza AtDeg5 bierze udziat w regulacji:

chronologii pojawiania sie niektdrych lisci rozetkowych,

chronologii wzrostu wiekszosci lisci rozetkowych,

chronologii kwitnienia (otwierania sie kwiatow),

chronologii dojrzewania tuszczynek,

ksztattowania sie cech morfologicznych blaszki lisciowej, takich jak:
dtugosé, szerokosé, obwad i pole powierzchni,

ksztattowania sie cech ultrastruktury chloroplastéow, takich jak: pole
przekroju poprzecznego chloroplastu i liczba tylakoidéw zespolonych
W granum,

metabolizmu skrobi w chloroplastach,

akumulacji apobiatka Lhcb6 w chloroplastach i organizacji strukturalnej
czgstek PSII,

ksztattowania sie rozgatezien pedu kwiatostanowego oraz dtugosci

i szerokosci nasion.

2. W odniesieniu do 37 cech fenotypowych regulowanych przez AtDeg5 chloroplast

1)

2)

3)

dysponuje znaczgcym nadmiarem centréw katalitycznych AtDeg5 w stosunku

do potrzeb, a efekt dawki AtDeg5 nie odgrywa istotnej roli lub nadmiar AtDeg8

efektywnie kompensuje deficyt 23% puli AtDeg5 (20 cech),

dysponuje niewielkim nadmiarem centrow katalitycznych AtDeg5 w stosunku

do potrzeb, a istotng role odgrywa efekt dawki AtDeg5 lub nadmiar AtDeg8

efektywnie kompensuje deficyt 23% puli AtDeg5 (9 cech),

nie dysponuje nadmiarem centréw katalitycznych AtDeg5 w stosunku

do potrzeb, a efekt dawki AtDeg5 nie odgrywa istotnej roli, nadmiar AtDeg8

nie kompensuje deficytu 23% puli AtDeg5 ( 8 cech).
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