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W przedstawionej pracy doktorskiej za obiekt Wadaolekularnych obrano
watrobowcaPellia endiviifoliasp B, jednego z dwoch rozdzielnopiciowych przedatialv
flory Polski z rodzajuPellia, nalezacego do klasy jungermaniiJngermanniopsida
gromady wgtrobowcéw Marchantiophytd.

W pierwszym etapie bafla podgto proke identyfikacji fragmentéw DNA
specyficznych dla genomu gametofitugskiego oraz genomu gametofittenskiego u
P.endiviifolia sp B przy zastosowaniu techniki RDA. W eksperymentym jako punkt
wyjscia do izolacji DNA genomowego wykorzystano plechwtrobowca hodowane w
warunkachin vitro. Jako wynik uzyskano 3 fragmenty uleggag specyficznej amplifikacji na
DNA genomowymzenskim oraz 7 fragmentow ulegajych specyficznej amplifikacji na
DNA genomowym maskim, izolowanych z plech hodowli aksenicznej. Wkayrse fragmenty
DNA reprezentyj odcinki DNA r&nicujace genomy plechenskich i meskich P.endiviifolia
sp B hodowanycln vitro, gdyz stwierdzono ich obec§é w przypadku DNA genomowego
meskiego izenskiego izolowanego z plech z terenu. Zidentyfikoevdragmenty rénicuja
wiec genomy jedynie bardzo gskiej grupy osobnikbw hodowanych w warunkach
aksenicznych i nie odzwiercieddajzeczywistego stanu zdic w DNA genomowym rgskim
I zenskim gatunkuP.endiviifoliasp B.

W drugim etapie badaprzeprowadzono analizy mag na celu identyfikagjgendéw,
ktorych ekspresja zwkana jest z pojawianiemesiorganéw rozmngania generatywnego
wytwarzanych przez gametofityeskie P.endiviifoliasp B przy zastosowaniu techniki RDA-
cDNA. W eksperymencie tym jako punkt ¥gja do wydajnej syntezy dwuniciowego cDNA
wykorzystano catkowity RNA izolowany z plech zebyah z terenu, wytwarzagych organy
rozmnaania generatywnego. Jako wynik otrzymano zbiérrfragtéw rénicowych (DP)
diugcéci w zakresie ~200 — 300pz. Analizy RT-PCR z wykstaniem specyficznych
starteréw zaprojektowanych na podstawie uzyskamsgiwvencji pozwolity na identyfikagj
czterech fragmentow cDNA ulegaych amplifikacji wybcznie na matrycach cDNA z plech
meskich. Dwa fragmenty cDNA dtugoi 273nt oraz 229nt (fragmenty transkryptow genow
kodugcych odpowiednioo-tubuling oraz biatko Rab) wykazaly amplifikacjzaréwno na
cDNA uzyskanym z plech ¢skich P.endiviifolia sp B z hodowliin vitro, jak i cDNA
uzyskanym z plech eskich pochodgcych z terenu. Dwa kolejne diug 243nt oraz 193nt
(fragmenty transkryptow genow kodaych biatko z domenHMGbox oraz biatko bogate w
reszty leucyny i proliny Ts) wykazaty amplifikgcyvytacznie na cDNA uzyskanym z plech

megskich P.endiviifolia sp B wytwarzajcych plemnie, pochodeych z terenu. Dodatkowo
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wykazanoze geny kodujce biatko z domenHMGbox oraz biatko bogate w reszty leucyny i
proliny Ts g obecne zaréwno w DNA genomowym plechskich jak izenskich. Natomiast
zidentyfikowane geny kodage o-tubuline oraz biatko Rab wyspuja wytacznie w DNA
genomowym plech gskich. Geny te swiec specyficzne dla genomu osobnikowgskich
P.endiviifoliasp B.

Eksperymenty typu 5’ i 3'RACE oraz ,spacer po gams pozwolity na poznanie
doktadnej struktury wyselekcjonowanych genéw z éler@em liczby i dtugéci egzonow,
intronow, a take regionéw nie ulegagych translacji. Zaobserwowano zupodobiéstwo
budowy genow kodyggpych a-tubuling oraz biatko Rab wirobowcaP.endiviifoliasp B do
odpowiednich genéw mch®.patensi roslin okrytozahzkowych, co mae swiadczy, ze
homologi zidentyfikowanych genow wygllja rowniez u raslinnych przedstawicieli innych
mszakow, a tate ralin wyzszych. W przypadku genu koduggo biatko z HMGbox gen
watrobowca rani si¢ zdecydowanie od znanych gendwlirnych i grzybowych. Z kolei gen
TS kodupcy potencjalne biatko bogate w reszty leucyny ilipgomoze nalee¢ do grupy
gendéw specyficznych tylko dlaatvobowcow, gdy nie wykazuje orzradnego podobiestwa
do znanych obecnie genow.

Poniewa czs$¢ gendw P.endiviifolia sp B zidentyfikowanych w niniejszej pracy
wykazata podobigstwo do genow kodagych biatka rélin wyzszych zaangamwanych w
procesy rozmnania piciowego, mma gdzi¢, ze produkty tych gendw bigrudziat w
procesach zwrzanych z wytwarzaniem plemni przez plechyeskie wtrobowca

P.endiviifoliasp B.
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SUMMARY

In the presented PhD thesis for the object of mdé studies a liverworPellia
endiviifoliasp B was chosen, one of two dioecious represeatatf the Polish flora from the
genusPellia, belonging to the claskingermanniopsidagghylumMarchantiophyta.

In the first part of the research an attempt waglento identify specific DNA
fragments for the genome of male and female garhgtep of P.endiviifoliasp B. For this
purpose the RDA technique was used and genomic D& male and female thalli cultured
in vitro was isolated. As the result three fragments showlegspecific amplification on
female genomic DNA and seven fragments showing gpecific amplification on male
genomic DNA were obtained (as a template DNA ismldrom axenic culture of liverwort
was used). Further studies showed that these Dldgnfents represent sections of DNA
differentiating female and male genomic DNARENdiviifoliasp B cultivatedn vitro. They
are not present in the genomic DNA isolated fromerlivort thalli growing in the country.
The obtained DNA fragments differentiate narrowsslaf male/female individuals raised
vitro, and does not reflect the real state of differerinehe male and female genomic DNA
of P.endiviifoliasp B.

In the second part of the present work analyseth@fgene identification, which
expression is connected with the production of gemerative organs by male thalli of
P.endiviifolia sp B were conducted. For this purpose the RDA-cDi&hnique was
implemented. In these experiments total RNA isaldtem thalli collected in the country and
producing the generative organs was used. As thétra set of differential products (P
within the range ~200 — 300bp was obtained. RT-R@Rlyses showed that the obtained
cDNA fragments exclusively amplificate on cDNA framale thalli. Two cDNA fragments of
the length 273nt and 229ntt (transcripts fragmeritgenes coding fon-tubulin and Rab
protein, respectively) showed sex-specific amitiien on cDNA from male thalli cultured
vitro and collected from the country. Two fragments d3r#4and 193nt in lengths (transcript
fragments of genes coding the protein with the HMdGHomain and the leucin-proline rich
protein - Ts) were exclusively amplified only onNE from male thalli ofP.endiviifoliasp B
producing antheridia and collected in the couniy. products on DNA from female thalli
were detected. Additionally we showed that the geswling the protein with the HMGbox
domain and the leucin-proline rich protein Ts amecgled in both, male and female genome

while genes coding-tubulin and the Rab protein are present excligivethe male genome.
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These two genes are unique for the genome of mdieiduals of the liverworP.endiviifolia
sp B.

The 3 and 3 RACE and the ,genome walking” experiments allowked the
recognition of the detailed structure of selectedesg. The high similarity of the structure and
sequence of genes codiagubulin and the Rab protein of the liverwérendiviifoliasp B to
the respective genes found in the mBsgatensand several representatives of angiosperm
suggests that identified liverwort genes may hav@adloges in other bryophytes and higher
plants. In the case of the gene coding the protgtim HMGbox domainP.endiviifoliasp B
gene structure differs significantly from the knogenes of plants and fungi. In the case of Ts
gene, coding the potential leucin-proline rich pmotTs, no similarity to known sequences
deposited in public databases was found suggestaighis gene may belong to the class of
genes specific only for liverworts.

Because severd.endiviifolia sp B geneddentified in the present work showed
similarity to genes encoding higher plant proteingich are involved in the process of
gametogenesis, it can be assumed that the idehtjgmes are involved in the antheridia

production by male individuals of the liverwdttendiviifoliasp.
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1.1. Wegetatywne i reprodukcyjne innowacje pierwszycHirol gdowych

Wczesne etapy ewolucji §lin ladowych charakteryzowaty egiwysokim stopniem
morfologicznych i reprodukcyjnych innowacji, ktobgty napdzane przez losowe zmiany
genetyczne, preferowane przez dobdr naturalikas 1997, Bateman i in. 1998Zyjac w
niezamieszkatymsrodowisku §dowym, pierwsze r@diny zielone miaty miejsce i czas, by
nasgpit wybuch r@norodndci ich form, ktGrego rezultatem byta radiacja w rkigku
zasiedlania rinorodnych stanowisk. Wielokrotne eksperymenty ewghe, prowadzce do
rozlegtej morfologicznej dywersyfikacji §bn, po ktérych naspowata surowa selekcja,
charakteryzowaty prawdopodobnie wczesne etapy kzdoj ladu (Kenrick i Crane 1991 Z
ogromu przystosowawczych rozmen jedynie ograniczona ich 86 przetrwata miliony lat,
w tym reprezentanci trzech linii mszakow: glewikitrobowce oraz mchySgewart i Rothwell
1993.

Uwzgledniagc ogrom czasu jaki uptgh od momentu kiedy nagpito rozegcie st
drég ewolucyjnych prowadezych do r@nych gromad mszakéw (ponad 400 min lat temu),
zubazony zapis w postaci skamieni&b oraz ogrom nowo zasiedlonego krajobrazu, nie jes
dziwnym, ze wczesne etapy filogenezslia |adowych pozostajnadal jedn z najwikszych
zagadek w biologii ewolucyjnej. Obecnie powszechprieyjeta jest koncepcja gtosea, ze
rosliny ladowe § monofiletyczne, mszaki reprezergugh podstawow gabz, a glony z klasy
ramienic Charophyceae(zwtaszcza rgdy Coleochaetalesi Charale3 s najblizszymi
krewnymi pierwszych rdin lagdowych McCourt 1993. Z uwagi na swoje antyczne
pochodzenie wtrobowce, glewiki oraz mchy reprezentuglikty réznorodnej flory, a jako
najstarsze pozostdit etapéw wczesnej kolonizacji ziemi, reprezeptiywe laboratorium
do bada wczesnych, morfologicznych adaptacji potrzebnyolvytia na §dzie. Rgliny te
pozwalaj na obserwacje innowacyjnych rozwa morfologicznych i rozwojowych na
poziomie komorek, tkanek, organdw i catych orgariamktorych optymalizacja unibwita
im skuteczp aktywna¢ wegetatywy i reprodukcyja w warunkachddowych.

1.1.1. Innowacje w budowie wegetatywnego gametofitu mszakd
Dominugce stadium gametofitu wyrdia mszaki spodd pozostatych in
ladowych. Modyfikacje adaptacyjne dotyczytyewiprzede wszystkim gametofitu, w ebre
ktGrego nagfpita optymalizacja rozwoju wegetatywnego, z jedmst®/m utrzymaniem
rozmnaania ptciowego, wagrz zaleznego od wody. Z tego wzglu mszaki i paprotniki
nazywamy rélinami ziemnowodnymi, tzn. takimi, ktére wymagajieprzerwanego dagiu
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do wody w celu reprodukcji. W momencie niedoborudwadcsliny te trwap w fazie
wegetatywnej cyklu. Mszaki #hia sie tym od paprotnikdwze przede wszystkim gametofit
odpowiedzialny jest za rozwdj, rozmieszczenie i ame formy wegetatywnej oraz
rozmnaanie piciowe. U paprotnikdw, to sporofit jest ferrodpowiedzialp za produkaj
biomasy i kolonizagj nowych stanowisk. Z tego wzglu gametofity mszakéwgsajbardziej
ztozonymi w budowie i funkcji gametofitami §sdd wszystkich rélin ladowych. To wianie
u mszakéw doszio do wyprébowaniazmgch strategii strukturalnych, ktore upnhiavity
ogromnej liczbie gametofitow przetrwanie w warurtkdaoodowiska charakteryzagego s¢
wysoky presp selekcyjm na system zaptodnienia z wykorzystaniem ruchomgemet
(Renzaglia i in. 2000

Gametofit mszakow wyspuje w dwoéch zasadniczych formach: pierwsza to
sptaszczone, p#ace s¢ plechy (glewiki oraz wybrane gatunki zmych i prostych
plechowatych wtrobowcow), druga to wzniesione lub pelgs, cylindryczne ,pdy
lisciaste” (I&ciaste wtrobowce, wybrane gatunki prostych plechowatyectrabowcéw oraz
mchy). Sptaszczenie grzbietobrzuszne plech spowaldowograniczenie catkowitej
powierzchni ciata wystarczgjej jednak dla wymaganej pojen$edo wymiany gazowej i
dostpu do swiatta (Niklas 1993. Formy plechowate rzadko wykazujzrost pionowy
(Renzaglia i in. 2000 U form lisciastych pojawity si wyspecjalizowane organy, zyzane z
czesciowym podziatem funkcji wegetatywnych: sptaszczdideie maksymalizuyy wychwyt
Swiatta i zwiekszap pojemnd¢ fotosyntetyczg, podczas gdy centralna ,togka” wzmaga
gospodark zasobami wodnymi i unitiwia pionowy wzrost u niektorych gatunkow.
Wzniesiona budowa ciata ufatwia eksploatagpowietrza dla wymiany gazowej i
wychwytywania fotonow swiatla. Zapewnia réwnie mazliwosé¢ pionowego wzrostu
sporofitu, promuyjc w ten sposob rozsiewanie zarodnikow. Za wzrostegafitu mszakow
odpowiedzialna jest pojedyncza komorka apikalnazdviona przyjmowa jeden z czterech
podstawowych, geometrycznych ksztattéw: klinowatspczewkowaty, czwokgienny
(piramidalny) lub potdyskowatyQrandall-Stotler 1986 Ksztalt piramidalny komorki apikalnej
charakteryzuje naje#ciej lisciaste gatunki wtrobowcéw, soczewkowaty — gatunki o
sptaszczonych plechach (z ¢esto zgrubiatym zeberkiem i wywingtymi na zewnstrz
skrzydetkami, np.Metzgeriai Pallavicinia). Klinowate i potdyskowate komorki apikalne
spotyka s u wielu gatunkéw plechowatychatvobowcéw oraz u glewikow. U mchéw z
kolei dominuje ksztalt piramidalnyC¢andall-Stotler 1984 Podsumowujc, u wgtrobowcow,
jako jedynej gromadzie mszakow, wystlje kady z czterech rodzajow komoérek apikalnych.

Istniejg przyktady na transformagjksztattu komorki w trakcie ontogenezy osobnikow z

11|Strona



WSTEP

ksztaltu piramidalnego do soczewkowatego, z socemesmkego do piramidalnego lub
klinowatego oraz z klinowatego do potdyskowedrulford 1956, Renzaglia i Bartholomew
1985. Najczsciej te geometryczne przeksztatcenia wysja w gromadzieMarchantiophyta
I zwigzane § ze zmiag morfologii i/lub orientacji wzrostu. Przykladem treoby¢ przefcie z
miodociane] w dojrzat form¢ gametofitu u niektorych dciastych vgtrobowcow, ktéremu
towarzyszy transformacja geometrii soczewkowatejcdworagciennej komorki apikalnej
(Fulford 1956. U Fossombronia czworgcienna komoérka wierzchotkowa formuje¢si
bezpdrednio po wykietkowaniu spory, a ograniczona segaxga prowadzi do utworzenia
trzech rzdow lisci. Kolejne ukdéne podzialty zamienigj czworgcienry komorke w
soczewkowat, czemu towarzyszy wytworzenie dojrzatej plechywotha bocznymi redami
lisci (Renzaglia i Bartholomew 1985Nalery zwrocic uwag, ze konwersja geometrii kKomorki
wierzchotkowej jest krytyczna dla normalnego preeji procesow rozwojowych u mszakéw,
a szczegolnie rozpowszechniona jest strebowcow. Ponadto zmiana ksztaltu komorki
apikalnej pociga za sofp zmiarg zaréwno w formie jak i orientacji wzrostu
plech/ulistnionych todiek. Zmiany jednego ksztattu w drugi wywalgatem bardzo istotne
zmiany morfologiczne, tym samym utlioviajgc powstawanie diych zmian ewolucyjnych
(Renzaglia i in. 2000

Liscie nie tylko funkcjonuj jako organy fotosyntetyzage, ale réwnig zapewniag
ochrorg delikatnym wierzchotkom wzrostu. Zagki lisci okrywap komoérke apikalry i
pierwsze komorki pochodee z jej podziatow. Dodatkowo Zwza stref podziatow komorki
apikalnej wytwarzanegswtoski produkugce $luz, zwane papillami, ktére dostarczajarstwe
ochronm przeciwko mechanicznym uszkodzeniom i wysycharfwoces ten zachodzi
réwnoczénie z procesem rozwojustii zarowno u mchéw jak i yirobowcéw. W przypadku,
prostych, plechowatych atrobowcow, liczne, utone w jednym rgdzie lub rozgaizione
papille otaczaj i ochraniag obszar merystematycznyyckett i in. 1999. U ziazonych,
plechowatych wtrobowcow, oprocz produkagych sluz papilli wystpuja sptaszczone,
wielokomorkowe tuski z knecowymi papillami jako forma dodatkowej ochrorigefizaglia i
in. 2000. Wsrdd ewolucyjnych adaptacii, ktore usabiovity mchom pionowy wzrost oraz
przetrwanie w stosunkowo suchyimodowisku, wanymi osiggni¢cciami okazaty si rowniez
wyspecjalizowane komorki przewagtz (igrone i in. 1993, zgrubiatesciany komorkowe
oraz gromadzone w nich zyzki polifenolowe. Rozwoj nowychiciezek metabolicznych
zabezpieczyt pierwsze §lmy ladowe przed wysychaniem i stresem cieplnym. Ponadto
wzrost wielu osobnikow w gptych skupiskach u wielu mszakow efektywnie utatwia

absorba} i zatrzymanie wodyRenzaglia i in. 2000
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Watrobowce, jako jedyna gromada mszakow, posidapikalne, otoczone
pojedynca btorg organelle tzw. ciata oleiste, w ktérych akumulowa® m.in. zwgzki
terpenoidowe. Pozostateshmy [adowe, w tym mchy i glewiki produkgjcytoplazmatyczne
kropelki oleju (zazwyczaj trojglicerydy), lecz nisg one zgrupowane wzadnych
wyspecjalizowanych organellach. Ciata oleiste wysjs u ok. 90% wszystkich gatunkow
watrobowcow, szczegolnie rozpowszechniorevs najstarszych taksonach, sugecujch
utrat w mtodszych. Ciala oleiste powsfay komorkach merystematycznych z retikulum
endoplazmatycznego D(ckett i Ligrone 199 Funkcja tych organelli jest &©
problematyczna, gaynajwyraniej nie stanowj one rezerwuaru sktadnikdw pokarmowych.
Sq jednak bardzo cenne dla taksonoma,zgity rozmiar, ksztalt, liczba w komorce oraz
kolor g3 gatunkowo specyficznefandall-Stotler i Stotler 2000

1.1.2. Innowacje w budowie gametofitu wytwarzagcego organy ptciowe

Proces emigracji glonéw zg&odowiska wodnego nad oraz pdniejsza ewolucja
roslin ladowych wymagaly wyksztatcenia wielokomdrkowych arga rozmnaania
ptciowego (iklas 19979. Organy te sty przede wszystkim ochronie rozwgaych s¢ w nich
gamet. Ewolucja gametangiéw u mszakow i paprotnikita sekwengj ziozonych zmian
zachodzcych po sobie, ktére wymagaly koordynacji proces@morfogenetycznych,
fizjologicznych i sygnatow physcych zesrodowiska. Produkcja organdw ptciowych musé by
odpowiednio zsynchronizowana i zachddgzybko w odpowiedzi na zmienaag s¢ warunki
srodowiska. Gametangia mushy¢ strategicznie umieszczone nalime oraz zaopatrzone w
struktury ochronneRenzaglia i in. 2000 W odr&nieniu od paprotnikow, gametangia mchow i
watrobowcOw § umieszczone na gametoficie i powstapzogenicznie przez odksztatcenie
komorki epidermy (rys. 1-1a)Sgweykowscy 2008 W taksonach dciastych gametangiag s
pofaczone z ptatkami dci lub dodatkowe odgetienia léci otaczaj zgrupowanie organdw
ptciowych. Liczne papille lub wioskigsprzemieszane mulzy gametangiami zapewniaj
dodatkows ochrore. Plechowate wtrobowce rozwigly wiele struktur i mechanizmow dla
ochrony gametangiow, jak np. wtornie zapatihikomory Pellia, Noterocladai ztozone,
plechowate wtrobowce), czy blaszkowate nal@ plechy. Natomiast gametangia glewikow
Ssa wytwarzane i utrzymywane w aflyie tkanki plechy (endogenicznie), morfologicznie
przypominagc gametangia paprotnikOwR¢nzaglia i in. 2000

Aby oszacowa stopieéa homologii mgdzy gametangiami poszczegolnych grup
mszakow, naley zwrock uwag na wzory podziatdbw komorek, a zwlaszcza na pibaczvg
sekweng} podziatdbw komoérek tworczych, podczas ktérych zapadecyzja o losie

pozniejszych linii komorkowych Niklas 1997. Na pierwszy rzut oka wydaje¢size nie ma
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zadnego podobistwa w ontogenezie organOéw rozmaaia piciowego midzy
watrobowcami, mchami i glewikami. U mchow i gwobowcow inicjalna komorka
archegoniow (rys. 1-la) wydta st powyzej powierzchni epidermy i dzieli na dwie
potomne. W wyniku podziatow komorki dolnej powst#tjeonek, a z gornej pozostatacez
rodni. Rodnie glewikdw rozwijgj si¢ endogenicznie: komoérka epidermy dzielig si
dwukrotnie, rownolegle do warstwy epidermalnej, ladiepc w ghb plechy cztery komaérki.
Trzy mniejsze otaczajwickszy komorke. Ta ostatnia dzieli gina dwie potomne komorki: z
gornej pochodZi bedzie gorna ozs¢ rodni zamykajca szyjk, a z dolnej powstankanalik i
cze$¢ brzuszna rodni (rys. 1-1byfweykowscy 2008 Te cechy zwjzane z ontogenezodni

dostarczaj dowodow na rozbisos¢ sciezek rozwojowych w poszczegdlnych gromadach

mszakow.
a / - ciato W
\ plemniotwércze A
inicjalna komérka =§== \ P

gametangium/ ( SRr— T
X ) M R
epiderma -p C (0)
\ H B
Y o)
W
K C
koméoérka jajowa E

trzonek

epiderma » com ——» £
G ciato

plemniotwércze P

inicjalna komérka trzonek

gametangium

epiderma » o ——> D — [

komorka jajowa

Rysunek 1-1. Schemat ilustrugcy ontogeneg plemni (P) oraz rodni (R) u mchoéw i watrobowcéw (a) oraz
u glewikéw (b). (Wg Szweykowskich 2003, zmienione).

Jednak j&li spojrze& na sekwengj podziatdbw formujcych dojrzad rodnk, to pojawia s
zasadniczy wzor, ktory jest diagnostyczny dla cglejpy mszakdw: proces tworzenia rodni
dotyczy podhinych podziatéw, ktére formajcentralm trojkatng komorke osiowy otoczomn
przez trzy peryferyjne komorki (rys. 1-2).
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Rysunek 1-2. Schemat przedstawigfy pocatkowe etapy tworzenia archegoniéw u mszakéw; (@)
przekréj poprzeczny (b) przekréj podtuzny (wg Renzaglia i in. 2000, zmodyfikowany).

Komorki peryferyjne dalej dzigt si tworzg szyjke oraz brzuszm cz$¢ rodni, osiowa
komorka z kolei daje pogiek komdérkom kanatu szyjki, wewtiznej czsci rodni oraz
komorce jajowejRenzaglia i in. 2000

Plemnie (anteridia) mszakéw posiaddiobrze rozwinjte trzonki oraz umieszczone
na nich kuliste lub wyditone ciata plemniotworcze. Podobnie jak w przypadézwoju
rodni mchow i witrobowcow, ontogeneza plemni jest szczegoOlna zelegagna fakt,ze
komorka inicjalna plemni przed pierwszym podziatemusi ulec wydtaeniu (rys. 1-1a)
(Szweykowscy 2008 Powstawanie plemni glewikéw w wegtrznej komorze plechy (rys. 1-
1b) byto uwaane za podstawawréznice morfogenetyczgy odr&niajaca t¢ gromad od
mchow i wgtrobowcow. Jednak po kBzym zbadaniu u podstawy rozwoju plemni wszystkich
trzech gromad mszakowze rowniez wspdélny plan rozwoju: komaorka inicjalna przechodzi
podobne cykle podzialowe formagj dwa pierwotne spermatogonia z czterema otgCya
je komorkami ostonki (mchy idciaste/proste plechowategirobowce) lub formujc cztery
pierwotne spermatogonia zZrmioma zewgtrznymi komaérkami ostonki (glewiki i ztoone
plechowate wtrobowce) Renzaglia i in. 2000 Wszystkie innowacje w oblbbie organow
rozmnaania piciowego majza zadanie ochrgngametangiéow wrdiwych na uszkodzenia
mechaniczne wrodowisku ydowym, mimo & do zaptodnienia komorki jajowej dochodzi w

obecndci wody.

1.1.3. Innowacje w procesie spermatogenezy mszakow
Komorki plemnikowe mszakéw i paprotnikowg przystosowane do zaptodnienia
komorki jajowej w $rodowisku wodnym. Budowa tych komérek jest najbaejdz
skomplikowana w tej grupie ¢bn. W trakcie procesu spermatogenezy nieardowane

komorki parenchymy & stopniowo przeksztatlcane w spiralnie zwiai komorki o
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optywowych ksztattach, zawiergie minimaln ilos¢ organelli. Proces ten dotyczy rowhie
powstania i rozwoju zimnego aparatu lokomotorycznego. Wspatechy ruchliwych gamet
mszakow i paprotnikOw jest powstawarmie novocentrioli w p&nej tkance spermatogennej
(Vaughn i Harper 1998, Vaughn i Renzaglia 1998 mszakoéw wytwarzagych dwuwiciowe
plemniki powstaj bicentriole, zbudowane z dwoch centrioli gi#onych ze sapkoncami
(Renzaglia i Duckett 1987; Bernhard i Renzaglia 1%8nzaglia i in. 1994 Dojrzaty dwuwiciowy
plemnik mszakéw jest komdagkksztattu helikalnego, z ulokowanym z przodu aparat
lokomotorycznym oraz czterema organellami: przedmitochondrium, skondensowanym,
centralnym gdrem, oraz tylnim plastydem z dokonym do niego mitochodrium (rys. 1-3).
W skiad aparatu lokomotorycznego wchgdzici, dwa ciatka podstawowe, blaszkowate
pasmo oraz wska obgcz mikrotubul (tzw. wrzeciono). Te dwie ostatnieuktury chgng Sig
wzdtuz komorki tworzc szkielet dla prawidtowego rozmieszczenia organBlaszkowate
pasmo zbudowane jest z centryn, kurczliwych biakakzacych jony wapnia. Jest ono
centrum zargdzapcym organizag mikrotubul wrzeciona i ustaleniem pozycji wici. Po
uzyskaniu przez komoégkdojrzatgci blaszkowaty pas ulega zanikowi do zwartejeoby
wzdtuz gtdbwnego grzbietu komorkiaughn iin.1993.

*-_.;;" < 3

Rysunek 1-3. Rekonstrukcja dojrzatego, dwunicioweq plemnika watrobowca Blasia pusilla (a) oraz
mchu Aulacomnium palustre.Kolory: czerwony/fioletowy — ciata podstawowe/wici; niebieski — jadro
komérkowe; brazowy — mitochondria; z6ty — mikrotubule; zielony — plastyd (Renzaglia in. 2000).

Wsrdad glondw jedynie rgd Charalesposiada zwirgte plemniki. Wykazuyj one taly sany
podstawow budowe co gamety reskie mszakow, a gtowenréznicy jest liczba zawartych w
nich organelli. W odrgnieniu do mszakéw, u ktérych ptytki blaszkowate@sa g utozone
pod lkgtem 45° wzgidem poditanej osi mikrotubul wrzeciona, u glonéwgtkien wynosi 90°
(Renzaglia i in. 2000

Dojrzate plemniki glewikow, mchow i gtrobowcow g rozr&nialne dz¢ki réznicom
architektonicznym. Plemniki glewikowg siiezwykle mate (ok. 3.0urrednicy), obustronnie
symetryczne oraz (w odiieniu od innych rélin wytwarzapcych ruchliwe plemniki,

ktorych gamety reskie g lewosketnie zwinkte) wykazug prawosketne zwinkcie. Z kolei
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plemniki wagtrobowcow i mchow g asymetryczne. U przedstawicieli obu tych gromacdh dw
ciatka podstawowe wicigsréznej dtugdci, innej budowy i réanie rozmieszczone w komorce.
W efekcie wici wytaniajce s¢ z plemnikdw rozmieszczong asymetrycznie. 38 spojrzet z
przodu na komorki plemnikow, to ciatko podstawowkkalizowane bliej nas jest
usytuowane po prawej stronie, a to umieszczoneziggrz tytu lezy po lewej stronie komorki.
Przednie ciatko podstawowe mchoéw dtvobowcdw zawiera trogkgrzbietowych mikrotubul,
tylne natomiast wykazuje wytkows, zachowawcz budowe z tripletem brzusznych
mikrotubul. Uderzajce cechy wspolne w budowie aparatu lokomotoryczwegmbowcow i
mchow silnie wspieraj teore 0 monofiletycznym pochodzeniu tych gromeRefizaglia i
Duckett 1991, Garbary i inl993. Podstawow réznica w budowie gamet gskich mchow i
watrobowcow jest obecrsé u tych pierwszych dodatkowej mikrotubuli oraz ohac
plastydu wraz z mitochondrium po brzusznej stropmwierzchni gdra, a nie jak u

watrobowcow, na kacu komorki Renzaglia i in. 2000

1.1.4. Innowacje w budowie sporofitu mszakow

Mszaki g tatwo odré@nialne od pozostatych §tn ladowych z uwagi na obecfod
nierozga¢zionych monosporangialnych sporofitow, ktore callaevsy zalezne od trwatego,
fotosyntetyzujcego gametofitu. Jedygnfunkcjs sporofitu mszakow jest wytworzenie i
.,fozsianie” zarodnikbw. Mimo ich niesamodzielnegdatakteru, sporofity mszakow
wytwarzap najbardziej skomplikowane zarodnigéréd railin 1gdowych. U rdlin tych doszio
do utworzenia wyspecjalizowanych mechanizméw powatéa i rozsiewania zarodnikow
takich jak: perystomy mchow wdawych, komorkowe elatery atrobowcéw, wysoce
skomplikowane zarodnie glewikOw czyztevynoszenie zarodni wysoko ponad tkank
gametofitu. To ostatnie przystosowanie mszakigrgty dzicki wydtuzeniowemu wzrostowi
komorek tkanki gametofitu w postaci archegonioforéyak u Marchantiales lub
pseudopodium $phagnumJednak u zdecydowanejakszaci mszakoéw zwgzane jest ono
ze wzrostem i podziatami komorek tkanki sporofitWyniesienie tkanki sporofitu ponad
powierzchng gametofitu poceiga za solp albo wytworzenie sety (mchy wiewe, Takakig
lisciaste i proste plechowategtnobowce) albo merystemu podstawowego (glewiki). U
watrobowcow wydhianie sety jest procesem szybkim i dotyczy wydhia komorek
turgorowych sporofitu. Sita mechaniczna zapewnifgsl przez @inienie hydrostatyczne
wywierane nasciane komorkows przez dua centralg wakuok. Zaréwno wydtaanie
archegonioforu u przedstawicieMarchantialesjak i rozwoj ochronnych struktur wokot
rozwijajacego s¢ sporofitu u pozostatych atrobowcow jest rownie nastpstwem szybkiej

zdolnaici rozcgganiascian komoérkowych i tworzenia tymczasowych organdakiCh jak
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perychecia, przylistki)Renzaglia i in. 2000 W odr&nieniu od mchow i glewikéw sporofity
watrobowcoOw osigaja dojrzatéé w obrbie tkanek ochronnych gametofitéw, ktore rozwdijaj
sie z ,ulistnionych todyek’/plech (np. perygynium) oraz/lub rodni (np. katiya). Skoro
przez dtug czgs¢ swojego rozwoju sporofity znajdugic w tkankach ochronnych gametofitu,
to fotosynteza w komdrkach sporofitu, z uwagi naudniony dosip swiatta, jest
ograniczona. Z tego wzglu sporofity watrobowcéw przez caly okres swegoycia
odzywiane @ i zaopatrywane w wad przez tkanki gametofitu. Whksza¢ sporofitow
watrobowcOw zranicowana jest na stepset i zarodng; sporadycznie u przedstawicieli
ztozonych, plechowatych gtrobowcow, seta i/lub stopa sladowe lub nieobecneshaw i
Renzaglia 2004 Charakterystyczn cecly watrobowcéw, ktéra umdiwia efektywne i
natychmiastowe rozsianie zarodnikdéw, jest wytwaiearelater, wyspecjalizowanych
wydtuzonych sterylnych komérek ze spiralnie ganymi zgrubieniamician Szweykowscy
2003. Tworzenie krétkotrwatego, wydtonego sporofitu wykluczyto najprawdopodobniej u
watrobowcow obecrnid komorek przewodgych, fotosyntetyzagych czy aparatow
szparkowych na drodze selekcji. Innowacje te pdjagic hatomiast u mchéw i glewikéw.
Wzmocniona wytrzymake# mechaniczna tkanek oraz atiovo$¢ transportu materiatow
pokarmowych do wzrastgjego sporofitu okazaty gsiu mchow i glewikdéw kluczowe dla

wydtuzenia jego czasgycia oraz czasu rozsiewania zarodnik®erfzaglia i in 2000

1.2. Mszaki w ugciu filogenetycznym ze szczegdlnym uwdgieniem
gromady Marchantiophyta

W przyblzeniu ok. 18 000 gatunkéw mszakow sklasyfikowanyelt jw trzech
rownorzdnych gromadach: Marchantiophyta — watrobowce, Bryophyta — mchy,
Anthocerotophyta— glewiki. Relacje pokrewistwa medzy tymi trzema gromadami
mszakéw nadal pozosgajjedrs z najwikszych nierozwgzanych zagadek w biologii
ewolucyjnej rélin. Analizy filogenetyczne przeprowadzone przempgrMishlera (994 w
pofaczeniu z badaniami grupy QiaQ06 sugeruy, ze gromady te nie twogzmonofiletycznej
grupy, lecz raczej reprezendypewien etap w procesie ewolucji pierwszycklirolgdowych,
a kada z nich stanowi odbng lini¢ monofiletycza, z niewyjd@niong kolejnccia ich
rozgatziania na drzewie filogenetycznynMighler i in. 1994, Qiu i in. 1998 Kontrowersje
najczsciej skupiag sie wokot kwestii, ktéra z grup mszakow jest ggupiostrzan do
pozostatych rdin lgdowych, z dwiema hipotezami wspieranymi najciej. Pod koniec XX
wieku systematyka oparta na wybranych sekwencjalh Rnalazta swe zastosowanie w

badaniach nad problematykvczesnej ewolucji idin ladowych. Zebrane dane molekularne
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s3 zgodne z dwiema rywalizagymi hipotezami. Wedtug pierwszego padjh to glewiki
stanowsy najstarsz grupe roslin ladowych, a mchy wraz z atrobowcami stanowi grupe
siostrzag w stosunku do pozostatychshm ladowych (ishiyama i Kato 1999, Renzaglia i in.
2000, Nickrent i in. 2000 Druga hipoteza sugerujege podstawow linig roslin ladowych g
watrobowce, podczas gdy glewiki stang@wnajmiodsz ewolucyjnie gromagl mszakow i
dzielp wspdélnego przodka z $tinami naczyniowymi Qiu i in. 1999. Ostatnio wysurio
postulat, ktory glosize to wignie glewiki, a nie wtrobowce i mchy stanowinajblizej
spokrewniog groma@d mszakéw wzgldem rg@lin naczyniowych. Teg t¢ popieraj dane
uzyskane z analiz chloroplastowych sekwencji I'B8g( Internal Transcribed Spadergak
rowniez gendw 4.5S oraz 5S rRNA znajdeych s¢ w tym samym operonieSamigullin i in.
2002).

Liczbe obecniezyjacych wgtrobowcow szacuje sina ok. 6 000 — 8 000 gatunkow
(Crandall-Stotler i Stotler 2000 Charakteryzuj sic one olbrzymd, morfologiczmn
réznorodndcia, ktora stanowi nie lada wyzwanie dla badania zamienia ich filogenezy i
ewolucji. Przez wiele lat w taksonomii obemywata klasyfikacja wtrobowcow
zaproponowana w 1953r. przez Schustera. Zwréciiwag na pocatkows dichotomé w
ewolucji watrobowcow i sklasyfikowat je na dwie podkla$groste plechowate gtrobowce
zostaly zgrupowane w ¢dzie Metzgeriales, lisciaste wgtrobowce w rzdzie
Jungermanniales,razem tworzc podklag jungermanii, Jungermanniidae. Pozostate
watrobowce utworzyly drug podklag, podklag porostnicMarchantiidae.Klasyfikacg te
akceptowano do momentu zastosowania analiz molekuha, opartych o specyficzne
sekwencje DNA kodacych lub niekodujcych regiondw kazdego z trzech hinnych
genoméw: mitochondrialnego, plastydowegadrpwego. Uzyskanie z tych badazeregu
danych doprowadzito w 2002r. do wyrdenia dwéch dodatkowych podklageubiopsidai
Blasiopsida a w 2004r. kolejneHaplomitriopsida(Stech i in. 2000, Stech i Frey 2001, Stech i
Frey 2004. Najnowsze badania przeprowadzone przez He-Nggiewspotpracownikow
(2006) dokonaty fundamentalnej rewizji klasyfikaciystematycznejMarchantiophyta.
Analizy z wykorzystaniem zestawu danych zawigrggh sekwencje regionéw gendéw
chloroplastowychrbcL (ang. ribulose bisphospate carboxylase)l-trnF (ang. the leucine
tRNAuaa) - phenylalanine tRN&as), rps4 (ang. ribosomal protein S4), @ziowa
sekweng} genu gdrowego 26S rRNA oraz 90-ciu cech morfologicznychozwojowych
zarbwno gametofitow, jak i sporofitow dla 159 gdtaw watrobowcow, wyodgbnity trzy
niezalene klasy w gromadzieMarchantiophyta wsrod ktorych zaproponowano szereg

nowych podklas i rdéw (He-Nygren i in. 2006):
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klasa:TREUBIOPSIDA
podklasaTreubiidae
rzad: Treubiales
podklasaHaplomitriidae
rzad: Haplomitriales

klasa:MARCHANTIOPSIDA
podklasaBlasiidae
rzad: Blasiales
podklasaMarchantiidae
rzad: Sphaerocarpales
rzad: Marchantiales

klasa:JUNGERMANNIOPSIDA

podklasaPelliidae

rzad: Pelliales

rzad: Fossombroniales
podklasaMetzgeriidae

rzad: Metzgeriales
podklasaJungermanniidae

rzad: Pleuroziales

rzad: Porellales

rzad: Jungermanniales

Wedtug tej klasyfikacji wtrobowce z klasylreubiopsidatworza grupe siostrzag w
stosunku do pozostatych gtwobowcow, wrdd ktorych pierwszy roziam we wspdlnegj
ewolucji rozdzielit linie ztaonych plechowatych gtrobowcow (klasaMarchantiopsida od
prostych plechowatych i dgiastych wagtrobowcow (klasaJungermanniopsida Podklasy
Pelliidae i Matzgeriidaeuwazane g obecnie za grupy parafiletycznBellidae to formy
plechowate, czasemstiaste z przebiegggym centralniezeberkiem zawieragym martwe
komorki przewodace wod. Z kolei podklasaMetzgeriidaenie wykazuje zrénicowania
wewretrznych komorek plechy. W jej sklad wchadproste plechowate gatunki twace
siostrzag grupe do lisciastych wgtrobowcow z rodzajlPleurozig nalezacych do podklasy
JungermanniidaePozostate ytrobowce podklasyungermanniida@lzieh sie na dwa rzdy:
Porellales(lisciaste I) oragungermaniialeglisciaste 1l) anderpoorten i Goffine2009).

1.3. Rozwoj bada molekularnych i genetycznych nad wybranymi

przedstawicielami mszakoéw
W pierwszych kilku dekadach XX w, naukowcy zajgny Sk badaniami
genetycznymi nad przedstawicielami mszakow — mchaciwatrobowcach — byli na
pierwszym planie 6wczesnej genetykilo. Po raz pierwszy u étin chromosomy pici
opisano u przedstawiciela atwobowcdéw, Sphaerocarpus texanusZidentyfikowano

chromosomy typu X uenskich osobnikow oraz Y u ¢gkich. Te dwa chromosomy znacznie
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réznia si¢ od siebie wielkéciag — z zarodnikow posiadgjych duy chromosom X rozwijaty
si¢ gametofityzenskie, natomiast z zarodnikdw z matym chromosomegaietofity ngskie
(Allen 1917. Heitz @928 przeprowadzit pierwsze badania chromosoméw paicza
mitotycznego podziatu komdrkowego uatwobowcéw, a Knapp 1036 zaadaptowat
mutageneg z zastosowaniem promieni Roentgena w badaniacktgeanych. Jednak pod
wzgledem bada molekularnych, mszaki przez diugi czas stanowigrgimalny obiekt bada
Szczegolnym wyjtkiem byt watrobowiecMarchantia polymorphaktéry juz w 1943r. zostat
poddany analizom genetycznym z zastosowaniem latznynutacji i krzgowek w
eksperymentach Burgeff'al§43. Niejednokrotnie zwracano uwaga ogromny potencjat
mszakéw w dziedzinie bafdlayenetycznych i molekularnych ze wgdli na ich haploidain
dominupca forme zyciows. Szczegdlnie podké@ano potencjalp wag sphtka mchow w
badaniach nad genetykprocesow rénicowania gametofitu. Tego rodzaju seeadczenia
rozpoczto tworzc kolekcg mutantdw mchoéw Physcomitrium piriforme, Funaria
hygrometricai Physcomitrella patengBarthelmes 1940, Oehlkers i Bopp 1957, Engel 968
ich zwienczeniem bylo opracowanie przebieguzmigowania komoérkowego drunaria i
Physcomitrellana poziomie fizjologicznym i genetycznyrBdpp 1990, Cove 1992, Cove i
Knight 1993. Te klasyczne genetyczne badania doprowadzitywtosku, ze dogebna
analiza genomu mchhyscomitrellamoze wnig¢ ogromny wkitad do zrozumienia ewolucji

roslinnych proceséw rozwojowych.

1.3.1. Physcomitrella patens

Physcomitrella patenlczy w sobie kilka charakterystycznych cech, ktgrewiap,
iz organizm ten jest konkurencyjnym modelem badawcazymatosunku do innych modeli
roslinnych. Prosta budowa morfologiczna, domyguaj haploidalna forma cyklayciowego
oraz fotoautotroficzny charakter tego mchu ufivaty opracowanie stabilnych warunkéw
hodowli in vitro na nieorganicznych pgwkach, bez dodatku jakichkolwiek fitohormonow,
witamin, czy innych suplementéw. Hodowia vitro Physcomitrellaobejmuje przede
wszystkim rdliny w mtodocianym stadium rozwojowym gametofitustadium spjtka oraz
stadium dojrzatym, produkagym organy rozmnaania piciowego — stadium gametoforéw.
Hodowle te mana prowadzi zaréwno na pgywkach statych jak i w ptynnych. Naie
ZwWrocik uwag, ze ptynne kultury mchu tnig si¢ zasadniczo od kultur zawiesinowyclhino
nasiennych, ktore gtéwnie zione g§ z komoédrek Kkallusa Ilub niezidicowanych
morfologicznie agregatéw komorkowych. W przypadkultékr zawiesinowych mchu,
hodowla taka sktada iz komorek charakterystycznych dla ckomego etapu rozwoju i

najczsciej utrzymywana jest w stadium filamentowaggé (Frank i in. 2005.
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Rozwo0j wegetatywny mchu po wykietkowaniu zarodnikbarakteryzuje si w
pierwszym etapie wytworzeniem sida w postaci chloronemy (komérki z duliczbg
chloroplastéw o $cianach poprzecznych prostopadtych do osi filamghtoNastpnie
roznicuje se on w komoérki kaulonemy (komorki o mniejszej licehi stabiej rozwingtych
chloroplastach, oscianach poprzeczno-skoych w stosunku do osi filamentow) pod
wptywem auksyn i zwikszonej intensywriei swiatta (Cove i Knight 1993 Kolejnym etapem
jest formowanie gczkoéw (na drugich, co do kolejpm za komorly apikalrg, komérkach
kaulonemy), ktére stanowipocztek rozwoju gametoforéw. Etap ten wymaga dziatania
cytokinin przez co najmniej 48 godzin dla prawidexye rG@nicowania pczkéw. Dziatanie
cytokinin, jako szczegOlnego rodzaju pgpeinika, jest kluczowe, gdy prowadzi do
przeksztatcenia wzrast@ego wierzchotkowo filamentu gpka w bardzie] zioons,
trojwymiarowy struktue gametoforu. W celu poznania molekularnych mechaaiz
odpowiedzialnych za ten proces przeprowadzono ejxs@Ent subtraktywnej hybrydyzacji, w
wyniku ktorego wyselekcjonowano s$#erdznych transkryptow genow tzvBIP (ang. Bud
Induced in Physcomitrella ulegajcych specyficznej ekspresji w kulturach g pod
wpltywem dziatania cytokinin. GenlP4 i BIP6 kodup biatka bogate w reszty proliny,
treoniny i tyrozyny, ktorych sekwencje aminokwasavagbardziej podobnegslo sekwencji
biatek strukturalnycticiany komaorkowej rélin wyzszych Brun i in. 2003. Biatka bogate w
hydroksyprolig i proling (np. ekstensyny, biatka Prp) oraz arabinogalaktaprezentuj
najbardziej liczne biatkaciany komorkowej. Uwza sk, ze formup one niezaleng siet
wewnmngtrz macierzy sciany, ktéra wzmacnia mechanigznvytrzymat@¢é i wspomaga
wiasciwg organizacj sciany (Casab 1998 Rozwdj mczkédw gametoforow uP.patens
Zwigzany z pojawianiem e&itrojwymiarowej architektury ma@ wymagéd wzmocnienia
sciany komorkowej i zwikszonej ekspresji genow kodaych biatka strukturalndciany
komorkowej. Z kolei genBIP3 koduje biatko o najwkszym podobigstwie do biatka
Arabidopsis thalianaPdfl (ang. protodermal factor 1), ktore jest spieeyfle dla merystemu
wierzchotkowego gdu. Kolejne dwa genyBIP1i BIP2, wykazaly podobigstwo do genow
roslin naczyniowych zaangawanych w rozmneanie pitciowe lub réne etapy rénicowania
(odpowiednioSTIG1lorazPgEMB7 ZmRCP1i 2) (Brun i in. 2003. STIGlulega specyficznej
ekspresji w strefie sekrecyjnej znamienia stupkidicotiana tabacunm(Goldman i in. 1991
Poniewa P.patensie posiada komorek tego typu, ma wysugé wniosek,ze genyBIP1 i
STIG1 posiadai wspoélnego przodka, charakterystycznego dla wysfizojvanych tkanek.
Gen BIP2 nalezy do rodziny biatek konserwatywnychémdd raslin  okrytonasiennych,

nagonasiennych i mszakéw, gdkoduje on biatko najbardziej podobne sekwencyjphoe
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biatka zwhzanego z somatycznembriogenez u Picea glauca(PcEmb7), dwdch biatek
czapeczki korzenidea may{ZmRcp) oraz émiu przewidywanych biatelR.thaliana(Brun i
in. 2003. Obserwacje te gszgodne ze spekulacjami grupy Nishiyanie geny, ktére
funkcjonup w sporofitach rélin wyzszych, zostatly przefe z gendw, ktore funkcjonowaty w
gametofitach wspodlnego przodka mchowslirokwiatowych (ishiyama i in. 2008

Jednak jedmn z najciekawszych ceclP.patensjest wysoki stopie rekombinaciji
homologicznej w gdrowym DNA, kilka rzdow wielkasci wyzszy, niz u jakiegokolwiek
scharakteryzowanego do tej pory gatunkuélimo Cecha ta umdiwia manipulowanie
genomem gdrowym poprzez nokaut pojedynczych gendw lub ichmigyx na zmutowane
kopie. W pofczeniu z haploidalnym gametofitem pozwala to navéat szybkie ustalenie
funkcji wytgczonych/uszkodzonych gendw w uzyskanych mutantestiu, bez konieczioi
skomplikowanych krziyowan wstecznych Reski 1999. Eksperymenty przeprowadzone przez
kilka grup badawczych zademonstrowahe wylkczenie/luszkodzenie konkretnego genu
drogg rekombinacji homologicznej ®hyscomitrellakoreluje z fenotypem mutanta, co w
jasny sposéb pozwala poznaiologiczry funkcje wylaczonego genu. Strepp i in. (1998)
wytaczyli genFTZ1, ktory koduje pierwots tubuline zaangaowarg w podziat chloroplastu.
Fenotyp mutanta tego genu charakteryzujeobecngciag pojedynczego, diego chloroplastu
w komoérce, zamiast ok. 50 chloroplastéw obserwowhny komérkach mchu typu dzikiego
(Strepp i in. 1998 Z kolei Girod i in. (1998) wykazalze nokaut geniMCB1 (ang. multi-
ubiquitin chain binding 1) kodegego biatko 26S proteasomu prowadzi do zahamowania
rozwoju P.patens.W mutanciemcbl dochodzi do wytworzenia anormalnych filamentow
kaulonemy, a komorki nieaswstanie przég z apikalnego wzoru wzrostu gfta do
trojwymiarowego wzrostu dggego pocatek gametoforom.

Nokaut genéw (P.patengrzeprowadza gipoprzez transformagprotoplastow mchu
konstruktem DNA niogcym sekweng docelowego genu, ktorego struktura zostata
zaburzona poprzez insegcjkasety z markerem selekcyjnym. Najstsz metod
wykorzystywan do transformacji protoplastéw jest metoda chemdcznzastosowaniem
glikolu polietylenowego $chaefer i in. 1991 jakkolwiek odpowiedni metod, jest réwnie
metoda biolistyczna Sawahel i in. 1992 Najwiekszz wydajna¢ izolacji protoplastow
P.patenszaobserwowano z ptynnych hodowli chloronemy, ktdtemorki g najbardziej
podatne na dziatanie enzymoéw traeyich sciane komoérkows (Hohe i Reski 200R Szeroka
gama markerow selekcyjnych aezosta wykorzystana do przygotowania konstruktéw dla
nokautu genéw u mchu. Nale do nich m. in. najegcie] wykorzystywany gerNPTII
kodujgcy fosfotransferaz neomycyny, zapewnigga odpornd¢ na genetycyyy gen APH
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kodujgcy fosfotransferazamino glikozydow zapewni@ja oporné¢ na kanamycy czy tez
genHPH kodupcy fosfotransferaz hygromycyny zapewniaga odpornd¢ na hygromycya
(Schaefer i in. 1991, Imaizumi i in. 2002, Kasaham. 2009. Aby doprowadz do ekspresji
kasety nioscej zaburzony gerP.patens,konstrukt ten oskrzydlony jest przez sekwencje
promotora i terminatora genu 35S RNA wirusa moz&élafiora (CaMV) lub syntazy
nopaliny z Agrobacterium tumefaciendVykazano réwnig przydatné¢ kilku roslinnych
promotoréw dla ekspresji transgent®byscomitrellaw tym promotora aktynyl z iy, genu
ubikwityny z kukurydzy, czy te promotoréow gendw samego mchu, kedych alfa-1,3-
fukozyltransferag, beta-1,3-ksylozyltarnsferazzy genow beta-tubulirBézanilla i in. 2003,
Horstmann i in. 2004, Jost i in. 2005Dla utworzenia konstruktu wyg¢zapcego funkag
okreslonego genu, ma zostéa wykorzystany zaréwno fragment cDNA lub sekwencji
genomowej. Wydajrig homologicznej rekombinacji me by w niektorych przypadkach
wyzsza z zastosowaniem konstruktu opartego na sekwgeiepmowej, gdy niekorzystne
dla integracji konstruktu na bazie fragmentu cDNAgnokaz& si¢ pofaczenia egzon-egzon
(Frank i in. 2005 Tw przed transformagj protoplastow mchu zalecaesiinearyzacs
konstruktu DNA, gdy transformacja kolistymi ggsteczkami plazmidow nie doprowadz

do ich pozachromosomalnej replikacji i utworzeniestabilnych transformantovAghton i in.
2000).

Niejednokrotnie proces integracji fragmentu DNA denomu mchu za pomgc
homologicznej rekombinacji wykorzystywany jest migko dla uzyskania mutantow typu
nokaut, ale réwniedla uzyskania mutantow zawiegaych badany gen w pggzeniu z genem
reporterowym. Quodt i in. (2007) wykorzystali olmalzaje mutantdw w badaniach ekspresji i
funkcji jednego z szZeiu gendWMADSbox PPM2 GenPPM2 wspdlnie z genanPPML1 i
PpMADSL1 P.patens naleey do rodziny MIKC genéw MADS-box kodugcych grug
czynnikdw transkrypcyjnych, ktére u dm okrytozahzkowych g odpowiedzialne za
definiowanie tasamdci poszczegolnych ezci kwiatdw Kaufmann i in. 2008 W przypadku
P.patenstranskrypty genuPPM2 zaobserwowano w wielu tkankach gametoforu, jak i
sporofitu. Rownie analizy mutantow posiadaych gen fuzyjnyPPM2:GUS wykazaty
obecnd¢ biatka Ppm2 we wszystkich badanych tkankach, jednaiele weksza jego ilé¢
kumulowata s} w brzusznej ogci zarodni (zwlaszcza komorce jajowej i zygocie), w
rozwijajacych s¢ i dojrzatych plemnikach oraz stopie sporofituestety mutanty nokaut
genu PPM2 nie wykazatyzadnego, oczywistego dla interpretacji jego funkégnotypu.
Niewykluczoneze pozostate geny z rodzitWADSboxP.patensss w stanie uzupehdibraki

funkcjonalne, wynikajce z braku ekspresji gerRPM2 (Quodt i in. 200). Podobny schemat
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ekspresji w tkankach gametoforu i sporofitu zaolsgrano réwnie w przypadku gendw
PPM1 i PpMADS1 Z wykorzystaniem mutantéw RNAi dla genu PPM1 ptmjproke
okreslenia petnionej przez niego funkcji. Rte linie mutantow charakteryzowatye¢si
op&nionym rozwojem gametangiow oraz zmniejsgamydajncciag tworzenia sporofitow.
Dodatkowo niektore z nich cechowatye sbp&niong inicjacjg tworzenia sporofitow.
Op&nione inicjacja sporofitbw m@ by nastpstwem wolniejszego rozwoju zygoty lub
op&nionego rozwoju gametangiow oraz gamet jednegdz lobu rodzajow. Zaskakago
mutanty typu nokaut zaréwno gemPML1 jak i PDMADS1nie zdotaly wyjani¢ funkciji
ktéregokolwiek z tych genow, ze wzdu na brak efektéw fenotypowych w otrzymanych
liniach mutantow $inger i in. 200y. Sytuac t¢ maze ttumaczy zdolng¢ organizmu do
adaptacji fizjologicznej w odpowiedzi na szerokikzs stresOw i ogranicaepoprzez
kompensagj utraty funkcji jednego genu przez inny.¢&@owa lub catkowita funkcjonalna
redundancja genow znana jest dla kilku grup bliskokrewnionych genowIADSboxu
Arabidopsis(Ferrandiz i in. 200) dlatego niewykluczonezizjawisko to ma réwniemiejsce u
P.patengSinger i in. 200Y.

Istotnym etapem prowadzenia bada zakresie genomiki funkcjonalnej mchu byto
opracowanie bazy sekwencji EST z wykorzystaniemnyéh bibliotek cDNA: spjtka,
gametoforu i sporofitu, ktére dodatkowo traktowandanymi hormonami rélinnymi. Jako
rezultat sekwencjonowania bibliotek ekspresyjnyctyskano ponad 110 000 sekwencji
cDNA, ktére prawie catkowicie reprezerjuranskryptomP.patens(Rensing i in. 2002a4b
Dane te, w pajczeniu z sekwengjgenomowy, pozwolity na okrélenie liczby genéw mchu
na 35 938, z czego 98% ma swe pokrycie w bazie [B8iising i in. 2008 Zaréwno dane na

temat sekwencji genomowej, jak i transkryptofupatensdostpne § w publicznej bazie

danychwww.cosmoss.or¢http://www.cosmoss.ory{Rensing S.A. i in. 2006

Ponad 11 000 genéw z bazy E®hyscomitrellanie wykazato podobiestwa do
znanych obecnie sekwencji biatkowych. Dlatego oiyarten jest uwzany za bogaterodto
nieznanych dad genow rélinnych, z ktérych wysoki procent me reprezentowageny o
nowych, nieznanych dgd funkcjach Rensing i in. 2009a Okoto 8% gendw nie wykazuje
homologii do odnotowanych genowslionych, lecz do gendw bakteryjnych, grzybowych i
zwierzcych Rensing i in. 200p U raslin okrytozahzkowych zidentyfikowano cztery klasy
wewmntrzkomorkowych biatek, ktére wyewoluowaty z typu bbkteryjnego transportera
glicerolu. P.patensposiada dodatkoyy piata klass biatek GlpF-like, ktorych sekwencja jest
najbardziej podobna do sekwencji kagyjch bakteryjne transportery glicerolu typu I
(Gustavsson i in. 2005
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Uzyskanie reprezentatywnej bazy EST, wspolnie znpm sekwenci genomowy
P.patensumazliwia przeprowadzenie szeregu analiz z zakresu méioporéwnawczej
pomiedzy r&znymi grupami rélin ladowych. ladowe warunkizyciowe pocigajg za sob
zmiany w gospodarce wodnej, temperatury orazlkswiorny ekspozygi na promieniowanie
UV. Adaptacje pierwszych gbn ladowych do nowegdérodowiska spowodowaty drastyczne
zmiany planu ciata oraz modyfikacje proceséw koroarkch, fizjologicznych isciezek
regulatorowych. Najwaiejsze zmiany dotyczyly: ulepszenia procesow osqulacji i
osmoochrony, tolerancji na wysuszanie, aiskvysoky temperatu, syntez i akumulacg
ochronnych substancji przed promieniowaniem UV arepszenia mechanizméw naprawy
uszkodzé DNA. Szereg gendw odpowiedzialnych za pesae innowacje znajdujeesiv
genomieP.patengRensing i in. 2008 P.patenszajmuje wec istotry pozycg w ewolucyjnym
drzewie organizméw &innych. Poréwnanie genomow zielenic, mchudlironaczyniowych
pozwala na rekonstrukcjewolucyjnych zmian w obbie genomow, ktére towarzyszyty

podbojowisrodowiska §dowego.

1.3.2. Marchantia polymorpha
Marchantia polymorpha — porostnica wieloksztaltna jest przedstawicielem

najliczniejszego rgu ztazonych plechowych wirobowcow, Marchantialesw ktérego sktad
wchodzi 28 rodzajowHe-Nygren i in. 2008 Uwaza sk, ze rodzajMarchantia osignat w
trakcie ewolucji najwysze zorganizowanie budowy plechy i organéw rozrgdezwsrod
watrobowcow. PlechaM.polymorphaposiada wyréniong tkanke okrywajpca, asymilacyja,
spichrzowg i przewietrzajca. Na gornej powierzchni plechy wypuja aparaty szparkowe,
zbudowane z 16 komorek, lecz w przecigisvie do aparatéw szparkowychilin wyzszych
s3 one niezdolne do otwierania i zamykania 8 odpowiedzi na warunki wilgotsoi.
M.polymorphajest raling rozdzielnoptciow. Osobniki ngskie wytwarzaj plemnie, ktére $
umiejscowione na gornej stronie tarczowatych ptaabteridioforow, na szczycie trzonkéw.
Gametofity zenskie z kolei posiadgjparasolowate archegoniofory z rodniami po spodniej
stronie Ezweykowscy 2003, Vanderpoorten i Goffinet 203te¢ porostnicy determinowana jest
przez cytologicznie i genetyczniezre chromosomy: X w przypadku osobnikéahskich, Y
w przypadku osobnikow e@skich. Chromosomy te gsznacznie mniejsze od smiu
autosomow, dodatkowo chromosom Y jest mniejszytodraosomu X Nlakayama i in. 2001
W odr&@nieniu od rélin kwiatowych, chromosomy X i YM.polymorphasg oddzielone od
siebie przez wksza¢ cyklu zyciowego, dlatego fe system ten okazat ¢siniezwykle
interesugcy w badaniach dotygzych determinacji pitci din ladowych. W 2000r. grupa
Okady opublikowata badania, ktére dotyczyty utwaoiaebibliotek genomowych PAC (ang.
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P1-derived artificial chromosome vectors) z osobwilkzenskich i neskich M.polymorpha
Oba rodzaje bibliotek zawieraty ok. 22 000 klonow imsertami fragmentdw DNA
genomowego >50kpz, co wystarcza na siedmiokrotikeypi genomu porostnicyOkada i

in. 2000 oszacowanego na 280Mk&kfyama i in. dane niepublikowaheW wyniku r@&nicowej
hybrydyzacji klonow ,biblioteki mskiej i zenskiej” uzyskano 70 klonow specyficznych dla
DNA genomowego plech ¢skich, z ktorych pMMA4G7 zostat poddany bardziej
szczegotowym analizom metodami Southern i PCR. Biadie jednoznacznie potwierdzity
jego obecn& wytacznie w genomie osobnikow gskich. Ponadto eksperyment FISH
wykazat obecn@& sygnatu sekwencji badanego klonu go#nie w obgbie chromosomu Y
M.polymorpha (Okada i in. 200p Kolejnym podejciem wykorzystanym do izolacji
fragmentéw DNA zensko- i nmesko specyficznych byly badania przeprowadzone przez
Fujisawe i in. (2001) z zastosowaniem techniki RDA (ang.pRsentational Difference
Analysis). W wyniku analiz RDA wykryto 7 fragmentowpecyficznych dla DNA
genomowego plech ¢skich oraz 6 specyficznych dla DNA genomowego pleefskich
M.polymorpha(Fujisawa i in 2001). Co wkcej w obebie chromosomu X zidentyfikowano
grupe gendw 17S rDNA, ktore zawiegavariant genu 17S rRNA niespotykany weskim
DNA oraz r&nigcy sk od sekwencji tych genéw w autosomablakayama i in2001). Sone i
in. (1999) w hybrydyzacji typu Southern pokaza#, sekwencja genu 5S rDNA kolokalizuje
w obrbie powtarzalnej jednostki 45S rDNA. Kolejne angliagrzeprowadzone zzyciem
enzymow restrykcyjnych wykazaly rowaiebecnéé genu 5S rDNA w olgbie jednostki
45S rDNA wystpujacej w chromosomie X. W wyniku sekwencjonowania badh
fragmentéw stwierdzonae sekwencje IGS1 (ang. Intergenic Spacersydnyi genami 26S i
5S rDNA i IGS2, m¢gdzy genami 5S i 17S rDNA, #dig sie znacznie midzy autosomami a
chromosomem X Hujisawa i in. 2003. Co ciekawe kopia genu 5S rDNA zostata
zidentyfikowana w olgtbie fragmentu rbf62 — fragmentu DNA uzyskanego éwdadczeniu
RDA przez Fujisaw i in. i pochodzcego z chromosomu X (2001). Z kolei
sekwencjonowanie klonéw biblioteki genomowej PA@ghl neskich umaliwito poznanie
petnej sekwencji chromosomu M.polymorpha.Zawiera on na jednym ze swych dwoch
segmentow YR1 (ang. Y chromosome region 1) ragdspecyficznych powtérze ktore g
reprezentowane przez tzw. powtorzenie BamHI ddaigd.4-kpz. Zidentyfikowano rownie
obecna¢ 64 gendw, z czego 14 (1 w gbre rejonu YR1 oraz 13 w offsie rejonu YR2)
wydaje s¢ by¢ specyficznych dla gskiego genomu i w dodatku wykazuje ekspyégiko w
meskich organach rozmpania ptciowego. Co ciekawe, ghiszas¢ tych gendw nie wykazata

znacznego podohistwa do znanych gigendw innych organizméw glinnych. Za to 6 z
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nich koduje biatka, ktorych homologi wypluja u zwierat, lecz nie u réin kwiatowych.
Poniewa gamety mskie u mszakéw posiadajwici, niewykluczone jest,zi w proces
spermatogenezy zaréwno M.polymorphajak i u zwierat zaangaowane § biatka o
wspolnym dla nich pochodzeniu ewolucyjnyRafsuyuki i in.2008.

Poniewa dominupcym stadium cykluzyciowego M.polymorphajest haploidalny
gametofit, to podobnie jak &.patens,o wiele tatwiej mana selekcjonow@a mutanty o
zaburzonej budowie konkretnego genu z v przypadku rélin wyzszych. Dlatego
Marchantia posiada ogromny potencjat jako ewolucyjnie atrakayjalina modelowa do
szczegoOtowych bada proceséw rozwojowych na poziomie komorkowym, jak i
molekularnym. Techniki transformacji don stanowi jeden z wanych nurtéw bada
M.polymorphajako zasadnicze namzie genomiki funkcjonalnefObecnie miode fragmenty
plech z hodowli gemmow (rozmpeék) mog by¢ bezpdrednio transformowane za pomoc
bombardowania plech mikrokuleczkami optaszczonymNAD (Tekanaka i in. 2000
Wykorzystanie mitodych, kietkagych z zarodnikédw gametofitow zdecydowanie polepsza
wydajnac¢ tego rodzaju transformaciji, a takprzyspiesza z 8 do 4 tygodni proces regeneracji
transformantéw Chiyoda i in. 208). Jednak wprowadzanie transgenu metodami fizyokzn
czesto generuje dig liczbe insercji i wysoce zioone rearaiacje w obgbie transgenuKohli i
in. 2003, stanowac przeszkog do dalszych bada genetycznych. Dlatego Ishizaki i
wspotpracownicy podji prébe transformacji plech Marchantia z wykorzystaniem
AgrobacteriumMimo nieudanych prob transformacjimetod, przeprowadzonych uprzednio
na niektorych gatunkach paproci, mchow i glonowpmeypadkuM.polymorphametoda ta
okazata sj skuteczna przy wykorzystaniu mtodych, kiedayjch z zarodnikow gametofitow.
System ten, oparty na powszechnie stosowanym sSecZepobacteriumoraz wektorze
binarnym, zapewnia stabgnintegrac{ oraz ekspresjtransgenu w mutantach porostnicy
(Ishizaki i in. 2008.

tLatwaos¢ hodowli M.polymorpha,przynalencs¢ do jednej z pierwszych grup stm
zasiedlagcych srodowisko §dowe oraz szeroki zakres technik pémie zaadoptowanych do
bada fizjologicznych, genetycznych i molekularnych, eagdowaty o podjciu projektu
sekwencjonowania genomuMarchantia (The Joint Genome Institute DOE-JGI:

http://www.jgi.doe.gov/sequencing/why/CSP2008/mpudypha.htm).  Mozliwos¢  poréwnania

genoméw wtrobowca, mchu, widliczki felaginella moellendorfii oraz kilku rglin
kwiatowych mae dostarcz§ wielu przetomowych informacji na temat podatsewv i r&znic
dotyczcych gendéw zaangawanych w procesy rozwojowe, strukful fizjologie w

poszczegolnych grupach ewolucyjnycklir
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1.3.3. Watrobowiec Pellia endiviifolia sp B jako obiekt badai cytologicznych i
molekularnych

Pellia endiviifolia sp B — pleszanka ckzierzawa, jest rozdzielnoptciowym
przedstawicielem najbardziej podstawowej linii pyok, plechowatych wrobowcow
podklasy Pelliidae, klasy Jungermanniopsidastanowicej ponad 80% obecnigyjacych
watrobowcOw He-Nygren i in. 2006, Szweykowscy 2Q03Morfologicznie rodzajPellia
wykazuje szereg cech plezjomorficznych, takich jaknowata komorka apikalna,
niezr&nicowane komorki wewgirznej czsci plechy, brak komorek przewogtz/ch,
gametangia umieszczone na grzbietowe] stronie pldallista zarodnia i masywna setdef
Nygren i in. 200%. Gametofit P.endiviifolia sp B to wydtione i pitaace s¢ plechy,
stosunkowo cienkie, szarozielone dazmwawych. Osobnikienskie g nieco weksze od
meskich Schuster 1992, Paton 1999W naturzeP.endiviifolia sp B zyje w symbiozie z
grzybami mikoryzowymi, ktore znajdywang s starszych cgciach plechy I(igrone i in.
2007). Charakterystyczncechy przedstawicieli rodzajiPellia jest zdolné¢ P.endiviifoliasp
B do wegetatywnego rozmiemia s¢ poprzez mate, dychotomiczne i pozbawione
chwytnikbw odgagzienia (zwane rozmrami czy t& gemmami), powstagymi jesiens i
wczesn wiosrg na szczycie macierzystych plech, zaroweaskich jak i meskich Schuster
1992, Paton 1999 Rozga¢zienia te nie powstajw czasie wytwarzania sporofitbw. Organy
rozmnaania generatywnego umieszczonrens oddzielnych rdinach, ktére bardzo esto
rosrg w oddzielnych darniach. Gametangia zlokalizowan@a grzbietowej stronie plechy,
podobnie te jak u wszystkich wtrobowcow, powstaj egzogenicznie z zewtiznej Czsci
komorki pocatkowej. Plemnie rozmieszczong & 1 — 2 nieregularnych ¢dach wzdha
zeberka i g widoczne gotym okiem jako wyfae guzki na powierzchni §bny (Schuster
1992. Cechy charakterystycznrodzaju Pellia jest wtorne zapadegie plemni do matych
komor pod warste powierzchniowych komorek plechyHé-Nygren i in. 2008 Rodnie
rozwijajg Sie nieco poniej szczytu plechy, ostogte @ rurkowat, wzniesiom do gory
ostonlg (perychecium), powstagg w tym samym czasie co rodnie. W jednym perychecium
znajduje s} okoto 10 — 12 rodni, z ktérych po zaptodnieniurjadiaje pocstek sporofitowi, a
pozostate degenerujSchuster 1992 GametofityP. endiviifoliasp B przedstawione zostaty

na zdgciach 1-1aib.
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Zdjecie 1-1. Gametofity neskie (a) izenskie (b) watrobowca Pellia endiviifolia sp B. Strzatki wskazup
plemnie (a) oraz perychecia (b) z ukrytymi wewatrz rodniami. Zdj ecia makroskopowe, Konica Minolta
Dynax5D.

Badania cytologiczne wykazatye liczba chromosomow w plechacheskich wynosi
n=8+m, a w plechachenskich n=9. Z danych literaturowych wiadom®, 9-ty chromosom
gametofitu ngskiego zidentyfikowano i opisano jako mniejszyzedskiego chromosomu
9-go, zarébwno na podstawie idiograméw chromosomoéwyskanych z materiatu
europejskiego, jak i jagskiego Newton 198). Doniesienia te wspierafowniez obserwacje
zdje¢ chromosomow P.endiviifolia sp B wybarwionych barwnikiem DAPI (zdj. 1-2)

uchwyconych w stadium metafazy. Strzatkami zaznagZdte chromosomy z gametofitow

meskich (zdj. 1-2a) zenskich (zdj. 1-2b), midzy ktorymi wid& wyrazne r&nice w diugaci.

a b

Zdjecie 1-2. ChromosomyPellia endiviifolia sp B z gametofitu meskiego (a) orazzenskiego (b) wybarwione
DAPI. Preparaty wykonano z wyizolowanych plemni osbnika meskiego i szczytowych agci plechy
osobnika zenskiego. Zdjecia spod mikroskopu epifluorescencyjndgwietinego Provis AX 70 OLYMPUS —
aut. dr Aleksandra Rojek we wspotpracy z dr Map Orzechowsly i prof. dr hab. Jolantg Matuszynska z
Katedry Anatomii i Cytologii Ro §lin US w Katowicach, powiekszenie 100x).

Znane g gatunki watrobowcow, u ktérych obserwujegschromosomy ranigce s¢ miedzy
soly w znacznym stopniu diugoig. Male chromosomy, odbiegae dtugdcia od
pozostatych, zostaly zidentyfikowane po raz piegwvsangtrobowcow przez Heitza w 1927
roku (Newton 197% i nazwane mini- lub m-chromosomami. Mimo wielunk@wersji wokot
definicji m-chromosoméw @alacych podobnymi do dodatkowych chromosoméw B) w 1978
roku Smith zaproponowat aby oklat je jako m-chromosomy, czyli najmniejsze elementy
kariotypu. M-chromosomy w wkszaci przypadkow zawiergj w znacznej iléci
heterochromatyy) a ich liczba jest zazwyczaj stata dla gatunkutéu Przywara 1985).

Natomiast podobne chromosomy dodatkowe B, nie zawawieraj heterochromatyy a ich
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liczba mae by zmienna w olgbie gatunku, populacji, czy nawet wznych komaorkach
danego osobnikavatuszyiska 1994.

Badania filogenetyczne przeprowadzone przez Hedha i wspotpracownikow
(2006) nie tylko dokonaty zasadniczej reorganizacjklasyfikacji systematycznej gromady
Marchantiophyta,ale sugery rowniez, ze ,prototypem” dla rozwoju obecnieyjacych
watrobowcow byly osobniki o prostej, plechowatej bwitd gametofitu. Najstarsze
skamieniatéci przedstawiajce fragmenty rdin posiadagcych zarodniki pochodz z
ordowiku, ok. 450 milionow lat temu i wykazupodobigstwo do prostych plechowatych
form watrobowcdw Wellman i in. 2003 Mimo iz znane paleozoiczne i mezozoiczne sidgz
watrobowcow § skape i fragmentaryczne, dostarczganacacych wskazoéwek co do wzoru
ewolucji gromadyMarchantiophytai wspieray hipotez o grzbietobrzusznie ptacym,
prostym plechowatym przodku wszystkiclgtrobowcow He-Nygren i in. 200% W swietle tej
teorii mazna przypuszcza ze P.endiviifoliasp B mae reprezentow@jeden z najstarszych,
obecnie zyjagcych modeli rélinnych. W poréwnaniu do #&in nasiennych,
rozdzielnoptciowé¢ u watrobowcow jest zjawiskiem o wiele bardziej powszggh: ok. 2/3
gatunkéw wgtrobowcow to réliny rozdzielnoptciowe Bell i Hemsley 200D Schuster
zasugerowatze obupiciowéé jest cech nabyh w tej grupie rélin (1966). Z tego te
wzgledu rozdzielnoptciowe gatunki (w tynP.endiviifolia sp B) mana postrzega jako
ewolucyjnie starsze w porownaniu do gatunkéw wykagcych na jednym osobniku organy
rozmnaania generatywnegd?.endiviifolia sp B naley do klasy, w ktorej znajduje siaz
80% wszystkich gatunkéw atrobowcow, a take ma potencjalnie bardzo stareglijenie
najstarsze pochodzenie ewolucyjngdd raslin ladowych. Z tego wzgdu jest ten gatunek,
wedtug mojego rozeznania, bardzo dobrym obiekterbatt# molekularnych nad rozwojem
I réznicowaniem wtrobowcow. Mimo dé¢ dobrze poznanego schematu podziatdw i
réznicowania wysoce wyspecjalizowanych komorek plerawikch wgtrobowcow, proces ten
nie jest w ogodle poznany podgtem ekspresji genow. Dlatego postanowitam, st@suj
odpowiednie techniki biologii molekularnej pozngeny ulegajce specyficznej ekspresji w
gametoficie mskim wytwarzagcym plemnie wtrobowca P.endiviifolia sp B. Ponadto
zdecydowatam sipodp¢ dziatania eksperymentalne rpe@g¢ na celu sprawdzenie, czy obrazy
chromosomow uchwyconych w stadium metafazy z gaim@toP.endiviifoliasp B (zdj. 1-2)
swiadcz o rzeczywistych rénicach w skladzie sekwencji genomowych, czy $¢ jedynie

wynikiem odmiennej kondensacji 9-tych chromosomow.
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2. CEL PRACY

Wiedza na temat molekularnych mechanizméw azamych z determinagj pici
watrobowcow jest bardzo skromna, zwlaszczasrod przedstawicieli  klasy
Jungermanniopsida do ktérej naley wigcksza¢ obecnie zyjacych, w tym
najprawdopodobniej najstarszych ewolucyjnigirabowcow. Dosipne g pewne informacje
na temat determinacji pici u rozdzielnoptciowegatrabowca Marchantia polymorpha,
nalezagcego do klasyMarchantiopsida.Jednak wybomM.polymorphana modelow rosling
gromady wtrobowcow jest dyskusyjny, gdyM.polymorphacharakteryzuje sinietypowsg w
stosunku do wgkszaci watrobowcdw, wysoce skomplikowarstrukturalnie budow plechy,
a ponadto nalg do klasy reprezentagej jedynie ok. 15% gatunkow givobowcow. W
niniejszej pracy doktorskiej za obiekt badanolekularnych obrano atrobowca Pellia
endiviifoliasp B, jednego z dwoch rozdzielnoptciowych przedstl flory Polski z rodzaju
Pellia, nalezacego do klasyJungermanniopsidaZa gtébwne cele wykonywanej pracy
doktorskiej postawiono:

I.  identyfikacg fragmentéw DNA specyficznych dla genomu gametafikiskiego oraz
specyficznych dla genomu gametofittenskiego u P.endiviifolia sp B przy
zastosowaniu techniki RDA (ang. Representationffie®ince Analysis- roznicowa
analiza genomowa),

II. identyfikacg gendw, ktorych ekspresja zwana jest z pojawianiem esiorgandw
rozmnaania generatywnego wytwarzanych przez gametofigkie P.endiviifoliasp
B przy zastosowaniu techniki RDA-cDNA (ang. Repreagonal Difference Analysis

of cDNA - réznicowa analiza cDNA).
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3. MATERIALY

3.1.Materiat roslinny

Pellia endiviifolia(sub)species B — numer zielnikowy 40228

3.2.Wykorzystane szczepy bakterii E.coli
DH5a supE44Alac169 (p80lacZAM15)hsdR17 recA endAl gyrA96 thi-1 recAl

stosowany do selekcji transformantow i namnia wektoréw plazmidowych.

3.3.Wektory stosowane w pracy

3.3.1. Plazmid pGEM®-T Easy
W celu klonowania produktow reakcji PCR wykorzygtgplazmid pGEM®-T Easy
firmy Promega. Plazmid ten ma di$ga3018 pz; wysipuje w formie liniowej, na swoich
koncach posiada wystgje, jednonukleotydowe (nukleotyd T)flae 3’. Zapobiegaj one
samoistnemu zamkgtiu sk wektora oraz utatwigj ligacje produktéw reakcji PCR.
Wiekszai¢ polimeraz DNA daje produkty z wysgaymi jednonukletydowymi k@cami
(nukleotyd A na kacach 3’).

3.4.Enzymy
3.4.1. Enzymy wykorzystane w eksperymentach RDA i RDA-cDNA
BamHI  [10U/pl]| Fermentas || nukleaza Mung Bean [5i] | New England Biolabs
Dpnll [10U/ul] | New England Biolabsﬂ T4 DNA ligaza [400U/ul] | New England Biolabs
Hindlll  [10U/ul] | Fermentas || polimeraza DNATaq [10UMI] | Fermentas

3.4.2. Enzymy wykorzystane do oczyszczenia preparatu RNAzanieczyszczé
genomowym DNA oraz w reakcji odwrotnej transkrypcji

odwrotna transkryptaza

SuperScript'lll [200U4ul] Invitrogen

RQ1 DNaza [1Udl] ‘Promega

3.4.3. Enzymy wykorzystane w reakcjach 5’ i 3' RACE oraz ,spacer po genomie”

polimeraza DyNAzymg"

Clontech|l £yt bnA [1 U]

50x mix polimeraz Advantage

Finnzymes

3.4.4. Enzym wykorzystany w reakcji ligacji produktoéw reakcji PCR do wektora

T4 DNA ligaza [5U/u|]| Fermentas"
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3.5.Markery molekularne DNA

GeneRuler™ GeneRuler™
100 bp Plus DNA Ladder 100 bp DNA Ladder

GeneRuler™
1 kb DNA Ladder

GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder

bp  ngl0.5 g ng/0.5 ug bp  ngl0.5 g

28.0
28.0

20000 20.0
i 2
s ! 2 1000 45.0
— Gyl s09
= . 4 —— 800 450
b — 3000 20.0 27.0 el — 700 45.0

0.5 ugflane, 8 cm lenght gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45min

0.5 pgllane, 8 cm lenght gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45min

0.5 pgllane, 8 cm lenght gel,
1XTBE, 5 Vicm, 1h

0.5 pgllane, 8 cm lenght gel,

1XTBE, 5 Vicm, 1h

Schemat 3-1. ,Drabinki” markeréw molekularnych DNA wykorzystanych w trakcie elektroforezy kwaséw
nukleinowych w zelach agarozowych#rddto: http://www.fermentas.com/en/products/all/dna-electophoresig

Markery molekularne DNA firmy Fermentas zaprojekéme@ dla okrélenia diugdci oraz ilcci
szerokiego zakresu fragmentow dwuniciowych DNA podanych elektroforezie wizelach
agarozowych.

3.6. Oligonukleotydy @yte w reakcjach PCR

[ Nazwa | Sekwenga  [[* Tm[°]]]
Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych w rénicowej hybrydyzacji genomowej
R-Bam-24 5'- AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGAG -3 73.2
R-Bam-12 5- GATCCTCGGTGA -3’ 43.67
J-Bam-24 5'- ACCGACGTCGACTATCCATGAACG -3’ 71.97
J-Bam-12 5'- GATCCGTTCATG -3 40.35
N-Bam-24 5'- AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG -3 72.26
N-Bam-12 5'- GATCCTCCCTCG -3 46.11
R-Hind-24 5'- AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA -3’ 76.27
R-Hind-12 5- AGCTTGCGGTGA -3’ 49.7
J-Hind-24 5'- ACCGACGTCGACTATCCATGAACA -3 70.68
J-Hind-12 5- AGCTTGTTCATG -3’ 36.27
N-Hind-24 5'- AGGCAGCTGTGGTATCGAGGGAGA -3’ 72.95
N-Hind-12 5- AGCTTCTCCCTC -3’ 40.86
Sekwencje oligonukleotydéw wykorzystanych w rinicowej hybrydyzacji cDNA
R-Dpn-24 5- AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA -3’ 76.27
R-Dpn-12 5'- GATCTGCGGTGA -3’ 45.47
J-Dpn-24 5- ACCGACGTCGACTATCCATGAACA -3’ 70.68
J-Dpn-12 5- GATCTGTTCATG -3’ 30.52
N-Dpn-24 5- AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA -3’ 72.5
N-Dpn-12 5'- GATCTTCCCTCG -3’ 42.43
Sekwencje oligonukleotyddéw wykorzystanych w reakcjPCR na aktyne
INAKTL e opt zdeganerowania 96 43
INAKT2 T P zabgenerowania 32 4
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RTAKTF 5-CCGATGCCTTAATGAAGATCC-3’ 64.74
RTAKTR 5-CCCCAATGGTAATGACTTGAC-3’ 63.33
Sekwencje oligonukleotydéw wykorzystanych do badaaispecyficznéci produktow
réznicowej hybrydyzacji genomowej
gFmB1 5- ACATTTACGACTTGTGGTCAG -3’ 59.66
gRmB1 5'- CCAGATCCGCCTGTATAAAG -3 61.5
gFmB2 5- CAAGACAAACCGTCAAGTCC -3’ 62.64
gRmB2 5- CTTGCCGTTCCAGCCGCCCTT -3’ 76.86
gFmB3 5- ACAGGCAGTCAAGGTTAGCAC -3’ 63.63
gRmB3 5- GTTCCAGGCGAGAACGGTATC -3 67.11
gFmB4 5- TCCACTACATTACGACGAACC -3’ 61.86
gRmB4 5'- GTACGGCGGCATTGCTGAAG -3 70.13
gFmB5 5- TACGGACATTATTCAAGCGAG -3’ 62.02
gRmB5 5- CTAGGAGTAGTCAACCTCAC -3’ 53.43
gFzB6 5- CAAGTATAGATGTCTCAATC -3’ 48.96
gRzB6 5'- TCCCATAGTGACCAACAGTG -3 61.59
gFzB7 5'- GAGGTAAGAGTCCCAGAGTG -3’ 58.44
gRzB7 5- TCTCCTTTGTGCTGTTTTGTC -3’ 62.32
gFzB8 5- CAAGATTCCACAACAACATCC -3’ 62.28
gRzB8 5- GCCGTAATGGTTAGTTCCGAC -3’ 64.65
Z363pz F 5- GGCTTGATAACGTAATGAATG -3’ 59.09
Z 363 pz 5- TCCAAAGGAAGGTATTGCCAG -3’ 65.25
Z 474 F 5- TGCCAAGTGGTGGTTTGCCAA -3 72.90
Z 474 5- GATCCAAATGAGTGTTCTTAC -3’ 55.76
Z 333F 5- GATTTTGACAAGTGTTGCCAA -3’ 62.92
Z 333 5- GATCCACTCTTCCCTCTCTTAT -3’ 59.71
Fm_lI 5- TTGTCATGGCGTGGCTGAATG -3 71.66
Rm_| 5'- CTGAGCATCGGCAGGTATTAC -3 63.83
Fm_Il 5- AAGCCGATGGGAGCAGCAGAA -3’ 72.45
Rm_IlI 5- CAGATTCTCATCCAGCCAATG -3’ 64.90
Fm_V 5- GAAGTAGACAAGCCTCCGAAC -3’ 62.21
Fm_V 5'- AGCACTCTCCAGCCTCTCACC -3 67.50
Fm_XI 5- TGGTTGGATAAATTGGGACTG -3’ 63.77
Rm_XI 5- GTGCTGAACACTGCCATATAC -3 60.18
Fm_XVII 5- GATGAACGTGACCTTGGCTTC -3’ 66.15
Rm_XVII 5- CGATGAACCCGTCTGCGGAAT -3’ 72.46
gFmH1 5- TATGGTGGCGTAAGGGTGGTG -3’ 69.01
gRmH1 5- CCAATGAAGTGAAGTGAAGAC -3’ 59.32
gFmH2 5'- GGATGTGCTGCCAGAGTATG -3 63.79
gRmH2 5-TTCTGCTTCTCTTTGACGCC -3’ 64.91
gFmH3 5- GATTCCAGCAGATTCGTCTTG -3’ 64.06
gRmMH3 5- ATGTGGGCGATAAGGTTGATG -3’ 66.05
gFmH4 5'- ATCTCAAAGCGAAGGCGGGAC -3 70.76
gRmH4 5- TAGTGGCAATAGAGAGAGCGG -3 63.7
gFmH5 5- GGAGATGTAGTGTATTACCTG -3’ 53.34
gRmH5 5- TCTGCGTTGTGAGTTTAGGAC -3’ 62.33
gFmH6 5- CAGACCCTCATCAGATTATAG -3’ 55.89
gRmMHG6 5- GAGAGTGTTCGCTGCTTCAGA -3 65.22
gFmH7 5- AAGGCGTGTACCGTTCATTG -3 65.13
gRmMH7 5'- GCTTCCACATCCGAAAGGTTG -3 68.01
gFzH8 5- GGATAGAACCTCTCGGCAAAC -3’ 64.1
gRzH8 5- CGTGACTGGCGTAGAAGGAGT -3’ 65.9
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gFzH9 5- TGTCTTGGCGAGTTGATGTTG -3’ 66.53
gRzH9 5- CGAAACGGTATATGGTAAAGG -3’ 60.23
gFzH10 5- GCGTCCCATCTGTCGTTCAAC -3 69.31
gRzH10 5- CTTAGGATAACTCCGAGAATG -3’ 57.55
gFzH11 5- GGAACTTCTATGCCGCCGTC -3 68.16
gRzH11 5- GATGCTCGTTCAAGAGGATGG -3’ 66.26
gFzH12 5- CAAGTGGTATGCGGTGGTGA -3’ 67.33
gRzH12 5- CCTCTTCCATTCATCATCTG -3’ 60.18
gFzH13 5'- CCGATGCGTTCTTCCGACTTG -3 71.16
gRzH13 5- GACATTGATGAGGCAGAAATC -3’ 61.56
gFzH14 5- GCTTCGTTCAATCTATTCGGC -3’ 64.98
gRzH14 5- TCTTCGGCTTCCCATCTTGC -3’ 68.92
gFzH15 5- GCAGAAGTTATACCACGAGTA -3’ 56.63
gRzH15 5- GCTCCAGATGCGACCAATGAT -3’ 68.77
gFzH16 5- TTGAGGACTAATTGGGCAAC -3’ 61.94
gRzH16 5- GGTCACCATGTTGACACTTG -3’ 62.1
gFzH17 5- TGACTTCAGTTGGCAAGCGTG -3’ 68.94
gRzH17 5- TGGTTGGCACCTACAAGCGAC -3’ 69.62
Sekwencja oligonukleotydu oligo(dT)s wykorzystanego
w reakcji odwrotnej transkrypcji
Oligo (dT)s | 5-TTTTTTTTTTTTTTT -3’ 42.96

Sekwencje oligonukleotydéw wykorzystanych do badaaispecyficznéci produktow

réznicowej hybrydyzacji cDNA

Frdl 5'- GTATGTAAGCACCCCACCCTAACCTG -3’ 69.79
Rrd1 5- TGAGTGATTTGTGTTCTGGTTCTGCC -3’ 71.12
Frd2 5- TTGTGGAGGTCTGTGGAGTAGTGGT -3’ 69.08
Rrd2 5'- TGATTGGGTCTAAGATGGGTGGCAG -3’ 72.56
Frd3 5'- ACACCGCCTCGCCGAATTTCACTCC -3 78.31
Rrd3 5'- GTCCCTTGTCTGGCACGACTCCTTC -3 73.78
Frd4 5'- GATCATACTGACTCCAACATTGTG -3 62.59
Rrd4 5'- CACATTCGTAGATTCAAGAGCAGAC -3’ 65.22
Frd5 5'- CGAGCCGTGTTTCTGGTAAGAGTAG -3’ 67.96
Rrd5 5'- CTCTCCCAAGTCCACCTTCCCCGC -3’ 76.89
Frd6 5'- GCAAATCGGGGAGTGGACGAG -3’ 72.2
Rrd6 5- GCTCTCTTGGGACGCCTTTTG -3 69.37
Frd7 5'- GGAGCAGATTGCTTGTCCAAG -3’ 66.35
Rrd7 5'- TCATAGAACCAACCAACAGACC -3’ 63.12
Frd8 5'- TCAACCCCTTCGTACTTGTCTGG -3 68.39
Rrd8 5'- AGCCTTGAACCAAACTGACTCTC -3’ 65.05
Frd10 5- GACAAGGTCGGTGTGGTCTCGC -3 72.55
Rrd10 5'- GAGCACTCGTCCAGGGTCGTTG -3 72.58
Frd1l 5'- GAGCCCGTCAGTTCCGCAGAG -3’ 72.79
Rrd11 5'- GCTGAAGCTGTACGAGGAGGA -3’ 66.14
Frd12 5'- ATCATTTGGAGGCAGTGGACG -3’ 68.59
Rrd12 5- CCTTTCCCCTTACACTTAGAAC -3’ 60.02
Frd13 5'- GCAGTTTCCAAGCCAATGTATCC -3’ 67.64
Rrd13 5'- ATCAGGGGCACAGGAGTCACG -3’ 71.11
Frd14 5'- CGTATAGTCAGTAACAGCACTGCC -3 64.02
Rrd14 5'- TTCCTGATAAAGTTGGACCCGAG -3 67.29
Frd15 5'- GGCTGTACGAGTAACAGTTGTCC -3’ 64.03
Rrd15 5- TGAACACTTTGGTTTGGCACCGC -3 73.82
Frd16 5- TCACAAACTGGCAGTATGGCG -3 68.47
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Rrd16 5- CGAATGGAAATGGCTGGCTA -3’ 67.28
Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych w ekspementach 5’RACE
5N_1SP1 5- CAGGTTAGGGTGGGGTGCTTACATAC -3’ 69.79
5TUA2 5- CATCGTCTCCAACTACCACACTCGTG -3’ 71.6
5N_TUA2 5- CTTCACAAGTCACAGGCGGCTTCTCT -3’ 73.2
5N_2SP2 5- CTGCCACCCATCTTAGACCCAATCA -3’ 72.56
Stl 5- AATATCTTCATGGCTTCCGATTGGT -3’ 68.2
Nstl 5- GCCCACTCAATGACAAATCGTTACC -3’ 70.0
5RAB1 5- CCACATTCGTAGATTCAAGAGCAGACG-3’ 71.2
5N_RAB1 5- AGACTTGTTCCCAACCAGCATCACCAGC3’ 74.2
5RAB2 5- GCCTGCTGTATCCCATATCTGAGCC -3’ 713
5N_RAB2 5- AGTCCCGTGTTTCGCCTGTATGAATCG -3’ 75.2
5HMG2 5- GGGACGCCTTTTGTCCTTCACTTTTCG3’ 75.0
5N_HMG 5- CACTCCCCGATTTGCCTTTGGTTTTG3’ 74.6
5HMG2g1 5-TCTTTGCAAAAATACATGTAAGGCCCC-3’ 70.52
5N_HMG2g1 5-CCTTTCCTTTCCTTTTCGAAGAAGAGCG-3’ 73.0
Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych w ekspementach 3'RACE
3N_1SP2 5- GGCAGAACCAGAACACAAATCACT -3’ 67.55
3N_2SP1 5- ACCACTACTCCACAGACCTCCACAA -3’ 69.08
3RAB2 5- CATTGTGGTGATGCTGGTTGGGAACA -3’ 75.95
3N_RAB2 5- CGTCTGCTCTTGAATCTACGAATGTGG -3’ 71.24
3HMG2 5- CAAAGGCAAATCGGGGAGTGGACGAGG -3’ 79.33
3N_HMG2 5- CGAAAAGGAAAGGAAAGGAGGAGAAAC -3’ 70.1
Sekwencje oligonukleotydéw wykorzystanych w ekspergentach ,spacer po genomie”
GWgl 1Tua 5- GTCTGTCATGTCTCTTTAACCTATTGAG -3’ 63.4
GWgIN_1Tua 5- CAGGTTAGGGTGGGGTGCTTACATACAT -3’ 71.43
g2_1Tua 5- GGACTGGAAAATAGGCTACAGAGGGTAT -3 69.66
g2N_1Tua 5- TCAAGCAAACTCAAACTTTACCAGCCCG -3 74.4
3glTua 5 ACGGATAACTGCTCGTGATAGGCTTTCTC -3’ 71.9
3NglTua 5 GAAAGCATGAAATGAATCCGAGGATAGGG -3’ 73.3
4gl1Tua 5’- GCACCAACAAGAACTAACAACCTTAGGC -3 69.84
4Ng1Tua 5- CTTCAGGTTACGCAAATGCTAACTACGC -3’ 70.45
5g1Tua 5- TGCAGGACATTGCCAGTACTTATTTGC -3’ 71.12
5NglTua 5- GGATTAGAAGGTGCGTAAACACACTCCAC -3’ 71.37
Gwdl _1Tua 5- ACCCCACCCTAACCTGACTTCCTCAACT -3’ 73.3
GWd1N_1Tua 5- GGCAGAACCAGAACACAAATCACTCAT -3’ 70.85
GWg2 4 5- CACGGCTAATCCTCCAAATCCAATCAAGG -3’ 75.4
GWg2N_4 5- AAAACGTGGAGTGACTTAAATGTCGCAGT -3’ 71.4
03_4Rab 5- GTCAAATGTGTGCTCTGCGATGGTTAGA -3’ 73.0
g3N_4Rab 5- TAACCTAAACACTTGCCTCATCCGAAGC -3’ 71.7
Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanyych w reakejsekwencjonowania produktow
eksperymentéw RACE i spacer po genomie
sR3g1 5- ATCCACGAACTTCAGGTTACG -3’ 63.24
sR_GW1_7CHL 5-TCCTCTTGGTCACGAACAACGCTC -3’ 72.54
2sF GW1_7CHL 5- TTAGTATAACTCGGACACTTC -3’ 53.28
Sekwencje oligonukleotyddw wykorzystanych w reakcjsekwencjonowania wektora pPGEM®-T Easy|
M13F(-47) 5- CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC -3’ 76.79
M13R 5- TCACACAGGAAACAGCTATGAC -3’ 62.22
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M13pUCf 5- CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG -3’ 57.10

M13pUCr 5- AGCGGATAACAATTTCACACAGG -3’ 53,.0
Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych do ampilikacji petnej dtugosci cDNA i genow
F_TUA 5- ACTCGTGAGCGTCCTCGACA -3’ 69.10
R_TUA 5- GAGTATCTGACTCGTCACAGTGGA -3’ 64.86

F RAB 5'- GTCGAATAGGCACGACAAAAC-3' 63.75
R_RAB 5- ACTGCTTGAAGGAATGTAGATGG -3’ 63.35
SPRupp61 5- GATTGGATTTCGATTGGGTCTACAT -3’ 66.90

SPRIlow2634L.26 5- ACAAATTATTCATATCGCCAAGAAGC -3’ 65.90
3HMG2_AMP 5- GCCTCTTTCAATCTCTATGTGCCTC -3’ 67.24
5HMG2_AMP 5- GTTTTCGACATTTTGGATTGATCTG -3’ 66.46
5HMG2_AMPkr 5- TTTCTTACTACAAGTGAGCCTGCCC -3 67.44

* Tm — temperatura topnienia obliczona kalkulatoredtory wykorzystuje zmodyfikowananaliz nearest-
neighbor na podstawie metody opisanej przez Bres(Breslauer i in.1986).

3.6.Roztwory, bufory, odczynniki

3.6.1. Odczynniki wykorzystane w hodowli watrobowcéw in vitro

Pazywka mineralna do wprowadzanid@azywka do pasay watrobowcow
watrobowcow do hodowlin vitro '/, Gamborg

NH4NO; (Sigma) 0.12g Gamborg (Sigma) 1.585¢g
KH,PO, (Sigma) 0.7¢g sacharoza (Chempur) 20g
MgSOx7H,0 (Sigma) 0.25g agar (Sigma) 89
CacCl (Sigma) 0.02gH,0 do 1640
FeCk (Sigma) 0.03g

agar (Sigma) 10g

sacharoza (Chempur) 10g

H,O do 1640

pH paywki doprowadzono do warfoi | pH paywki doprowadzono do waroi
5.64; nasipnie dodano agar. 5.64 — 6.0; nagpnie dodano agar.
Sterylizacja: 121°C, 20, 0.1MP&Sterylizacja: 121°C, 20, 0.1MPa

3.6.2. Odczynniki stosowane w transformacji bakterii

Pazywka LB ptynna Paywka LB stata z ampicylin

Bacto Tryptone (Difco Laboratories) 10gozywka LB ptynna 1000ml
Yeast extract (Difco Laboratories) bggar (Difco Laboratories) 159
NaCl (Chempur) 0gl
H,O do D@ | Do ptynnej paywki LB dodano agar.
Sterylizacja: 121°C, 20’, 0.1MP|
Po ochtodzeniu dodano 1000ul wodnggo
Sktadniki  rozpuszczono w  wodzieroztworu ampicyliny [25mg/ml] (Polfa)|

[

destylowane;. po czym wylano poywke na sterylne
Sterylizacja: 121°C, 20’, 0.1MPa&zalki Petriego.

Ampicylina [25mg/ml] Polfa

IPTG [24mg/ml] MNOMP Biomedicals

X-Gal [20mg/ml] dghna
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3.6.3. Roztwory do izolacji RNA z tkanek roslinnych

3.6.3.1.Roztwory do izolacji RNA metody ekstrakcji fenolowej na gormco (Boutla i in. 2002)

0.1M LiCl (Merck)| 25 ml
Bufor 100mM Tris pH 8,0 (Sign| 50 ml
ekstrakcyjny 10mM EDTA pH 8.0 (Sign{ 200 ml
1% SDS (ICN MP Biomedicg 100 ml
HOpepc do 1 000 m|
Kwasny fenol |80 ml fenolu podgrzano do temperatury 67°C, po cZ
dodano HOpgpcdo 100ml.

Mieszanir reakcyjr przygotowano przez pgdzenie buforu ekstrakcyjnego i keveego fenolu w
stosunku 1:1 oraz przez podgrzanie do 80°C.

Odczynniki dodatkowe:
Alkohol izoamylowy  (Chempur) Chloroform (Chempur)
96% etanol (Chempur) 75%etanol (Chempur)

3.6.3.2. Roztwory do izolacji RNA metodh Chomczynskiego zmod. przez dr P. Nuca z
wykorzystaniem odczynnika , Trizol” (Pant i in. 2009)
Fenol do RNA wysycony octanem sodu
Uwodniony fenol (Roti Aqua Phenol) wysycono jednakoobjetoscia 100mM octanu sodu pH=5.0
(Sigma) w 4°C w ciemrigi przez 4h z mieszaniem. Ngshie mieszanigpn doprowadzono do
temperatury pokojowej, po czym usetai faz wodrg i dodano 50up-merkaptoetanolu (Fluka). Tak
przygotowany fenol przechowywano w ciendciov 4°C, pod warstw1.0cm fazy wodnej.

Przygotowanie odczynnika Trizol

Do wysyconego octanem sodu fenolu (38ml) dodandml3M octanu sodu pH=5.0. Naphie
rozpuszczono 11.816g tiocyjanianu guanidyny (Flukaj.612g tiocyjanianu amonu (Sigma) w
H2Opepc (k=50ml), dodano do fenolu. Do tak przygotowanej maesny dodano 5ml glicerolu
(Sigma) i dopetniono do 100ml,Bpepc

Trizol:
Fenol wysycony 100mM octanem sodu 38ml 38% v/v
Tiocyjanian guanidyny 11.816g 0.8M
Tiocyjanian amonu 7.612¢g 0.4M
Octan sodu 3M pH=5.0 3.34ml 0.1M
Glicerol 99% 5ml 5% viv
H>Opepc Do 100ml

Przygotowany Trizol przechowywano w ciendoow 4°C.
*EDTApepc 0.5M (Sigma)100u1/20ml odczynnika Trizol
*Sarkozybegpc 10% (Fluka)  $0A0mI odczynnika Trizol

*Przed izolacp RNA polczy¢: 10ml odczynnika Trizol, dodasarkozybepc i EDTApep, Wymiesza
przez ,worteksowanie”.

Odczynniki dodatkowe:
0.8M cytrynian sodu (Sigma)/1.2M NaCl (Sigmh)  legganol (Chempur

3.6.4. Odczynniki stosowane do oczyszczania DNA, cDNA

Fenol pH 8.0 Sigma || 7.5M octan amonu POCH
0.2M EDTA pH 8.0 | Sigma || Glikogen molecular biology grade #R05€ Fermentas
75% etanol Chempur || 96% etanol Chempur
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3.6.5. Odczynniki stosowane w reakcji DNazowania i odwrotaj transkrypcji

RNasirfPlus RNase Inhibitor 40U/p| Promega || 4x bufor dla RQ1 DNazy| Promega
5x bufor dla SuperScriptlil Invitrogen |[dNTP (10mM kady) Roche

Fenol wysycony 100mM octanem so| Roti  Aqual| DTT [0.1M] Invitrogen
pH 5.0 Phenol Chloroform Chempur
96% etanol Chempur || 75% etanol Chempur

3.6.6. Odczynniki stosowane w eksperymentach RDA i RDA-cDN

10x bufor dla BamHI Fermentas 10x bufor dla nukleazy Mung Beg New England Biolabs
10x bufor R+ Fermentas 10x bufor dla T4 DNA ligaza New England Biolabs
MgCl, [25mM] Fermentas 10x bufor dla Dpnll New England Biolabs
10x bufor dla polimerazy Fermentas 10x bufor dla polimerazy DNA Fermentas
DNA Taq +KClI Taq +NH,
dNTP [4mM/2.5mM Glikogen molecular biology grad
kazdy] Roche #R0561 Fermentas
5M NacCl Chempur tRNA drazdzowy Boehringer Mannheim
Fenol pH 8.0 Sigma Olejek parafinowy Aflofarm
Chloroform Chempur 75% etanol Chempur
Alkohol izoamylowy Chempur 96% etanol Chempur
Bufor TE: 3M octanu sodu pH 5.3/5.2/5.0 | Sigma
10mM TrisHCIpH 7.5 | Sigma - -
1mM EDTA pH 7.5 Sigma 50mM TrisHCI pH 8.9 Sigma
Bufor ‘low'TE: Bufor 3x EE:
2mM TrisHCI pH 7.5 Sigma 30mM EPPS pH 8.0 Sigma
0.2mM EDTApH 7.5 Sigma 3mM EDTA pH 8.0 Sigma
3.6.7. Odczynniki stosowane w analizach PCR i RT-PCR
MgCl, [25mM] Fermentas || dNTP [2.5mM kady] Roche
10x bufor dla polimerazy Fermentas 10x bufor dla polimerazy DNA Fermentas
DNA Taq +KClI Taq +NH,

3.6.8. Odczynniki wykorzystane w reakcjach 5’ i 3' RACE oraz ,spacer po genomie”

10x bufor Advenatge ? Clontech 10x bufor dla  polimerazy Finnzvmes
PCR DyNAzyme™ EXT y
dNTP [10mM kady] Roche Fenol pH 8.0 Sigma
Chloroform Chempur 80%, 96% etanol Chempur
3M octanu sodu pH 5.0 | Sigma Glikogen molecular biology grad
Fermentas

Bufor TE Punkt 3.7.6 #R0561

3.6.9. Buforyi zele do elektroforezy RNA
Bufor 10xTBE Bufor IXTBE
Tris/HCI (Sigma) 108g || Bufor 10xTBE 100ml
EDTA/Na (Sigma) 7.39 | H2Oq d@aoml
kwas borowy (Sigma) 55¢g
H,0 do 1 000 ml

Sterylizacja:

121°C, 201MPa

1/1.2% zel agarozowy

Obcigzacz do prob z RNA naktadanych na zel
agarozowy
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Bufor 1XTBE 100ml || Tris/ClpgpcpH 7.4 10mM
Agaroza 1/1.2g|| EDTA (Sigma) 5mM
Delikatnie podgrzano za do rozpuszczenigformamid (Sigma) 95%
agarozy. Po ostygetiu dodano Fl bromku | ksylencjanol (Sigma) 1%
etydyny [10 mg/ml] — Bio-Rad). bi¢kit bromofenolowy (Sigma) 1%
3.6.10. Bufory i zele do elektroforezy DNA
0.8 — 1.5% zel agarozowy Obcigzacz do préb z DNA naktadanych na zel
agarozowy
Bufor 1XTBE 100ml || mocznik (Chempur) aM
Agaroza 0.8 — 1.5g| sacharoza (Chempur) 50%
TriS/ClDEpC pH 7.4 10mM
Delikatnie podgrzano za do rozpuszczenig EDTA (Sigma) 50mM
agarozy. Po ostygetiu dodano Fl bromku | ksylencjanol (Sigma) 0.1%
etydyny [10 mg/ml] — Bio-Rad). biekit bromofenolowy (Sigma) 0.1%

3.7.Zestawy gyte w d@wiadczeniach

3.7.1. PolyATtract® mRNA lIsolation System IlI/IV firmy Pro mega

Zestaw zawiera odczynniki wystarcgzg na przeprowadzenie 15 izolaji

MRNA z maksymalnej ilkci 1mg catkowitego RNA

Biotynylowane oligo(dT) (50pmald) 5@
20x roztwoér SSC (2 x 1.4ml) 8
Magnetyczne kuleczki ze streptawidyklagneSphere® (15 x 0.6ml) 9m
Woda wolna od nukleaz (2 x 25 ml) 50m
Statyw magnetyczny na probowki 1.5ml MagneSphere® 1

3.7.2. cDNA Synthesis System firmy Roche

Zestaw zawiera odczynniki wystarczeg na przeprowadzenie 10 reakcji

syntezy dwuniciowego cDNA z catkowitego RNA lub mRN

5x RT-bufor AMV 50Qul
Odwrotna transkryptaza AMV [25Ul] 2l
DTT [0.1M] Iml
RNase-inhibitor [25Ul] 10
Oligo(dT)15 starter [200M] 20
Oligo[(dT)24 t7prom]65 starter [1QDA] 2Ql
Mix dNTP [10mM kady] 110
Kontrolny mRNA [0.2ug/ul] 28
5x bufor do syntezy drugiej nici DNA 500
Mix enzymoéw do syntezy drugiej nici cDNA

(polimeraza DNA |, ligaza DNA.coli, RNazaH) 650l
T4 DNA polimeraza [1UAl] 200
Woda sterylna iml
RNaza | [10Ujl] 5
Proteinaza K [0.61l] 510}

3.7.3. Zestawy wykorzystane do izolacji DNA z tkanek rélinnych

DNeasy Plant Mini Kit firmy QIAGEN® | DNeasy Plant Maxi Kit firmy QIAGEN®
Kolumienki DNeasy Mini Spin 5Kolumienki DNeasy Maxi Spin 24
Kolumienki QlAshredder Mini Spin 50 kKmienki QlAshredder Maxi Spin 24
Bufor AP1 40ml | Bufor AP1 140ml|
Bufor AP2 18ml| Bufor AP2 50ml
Bufor AP3/E 30ml | Bufor AP3/E 50ml
Bufor AW 17ml | Bufor AW 54ml
Bufor AE 12ml | Bufor AE 60ml
RNaza A [100 mg/ml] ®2P | RNaza A [100 mg/ml] 40
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3.7.4. Zestawy wykorzystane do oczyszczania produktow real PCR

QIAquick PCR Purification Kit firmy| QIAquick Gel Extraction kit firmy,
QIAGEN® QIAGEN®

Kolumienki QIAquick Spin 50Kolumienki QIAquick Spin 50
Bufor PB 30ml| Bufor QG 50ml

Bufor PE 2 x 6ml | Bufor PE 2 x 10ml

Bufor EB 15ml| Bufor EB 15ml|

Loading Dye 11Qul | Loading Dye 11Qu

3.7.5. Zestaw wykorzystany do izolacji plazmidowego DNA

QIAprep Spin Miniprep Kit firmy QIAGEN®

Kolumienki QlAprep Spin 05 Bufor PB 30ml
Bufor P1 20ml| Bufor PE 2 x6ml
Bufor P2 20ml| Bufor EB 15ml
Bufor N3 30ml | RNase A 20Qul

3.7.6. Zestaw wykorzystany do amplifikacji koncoéw 5’ i 3' cDNA

SMART™ RACE cDNA Amplification Kit firmy Clontech

Odczynniki do syntezy cDNA

Oligonukleotyd SMART ™ A [12uM] 7ul
3'-RACE CDS starter A [12M ] 1l
5'-RACE CDS starter A [12M] 1l
5x bufor do syntezy cDNA 20D
DTT [20mM] 200
Woda dejonizowana Iml
Odczynniki do 5'- & -3' RACE PCR

10x Universal Primer Mix (UPM) 4Q0
Nested Universal Primer A (NUP) [aiM] Ho
Mix dNTP [10mM kady] 70l
Bufor Tricine-EDTA 2 x1ml

(10mM Tricine-KOH pH 8.5, 1.0mM EDTA)

Odczynniki kontrolne

RNA catkowity z ludzkiego toyska [Jug/ul] b
5'-RACE starter TFR [1aM] 25l
3'-RACE starter TFR [1aM] 251

3.7.7. Zestaw wykorzystany do uzyskania sekwencji genomoyweryselekcjonowanych
gendw

GenomeWalkél" Universal Kit firmy Clontech

Enzymy restrykcyjne: .

Dral [1OUAl] 3@l | 10x bufor dla Dral 100
EcoRV [10U{ul] 251 | 10x bufor dla ECORV {50
Pvull [10UA] 5@l | 10x bufor dla Pvull 1000
Stul [10UI] 25 | 10x bufor dla Stul 180
Kontrolny ludzki DNA genomowy [0g/ul] ib
T4 DNA ligaza [6Uf] 10l
10x bufor do ligacji |40
Adaptor GenomeWalker [26/] 34aul
Adaptor Primer 1 [AP1; 10M] 25Qul
Nested Adaptor Primer 2 [AP2; iW] 2B0
GenomeWalker kontrolna ludzka biblioteka 14
Kontrolny tPA Primer [PCP1; 10M] 43[0]
Kontrolny tPA Nested Primer [PCP2; 1] 50
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4. METODY

4.1.Hodowla in vitro wgtrobowcow Pellia endiviifolia species B

W celu zal@genia hodowliin vitro watrobowcéw P.endiviifolia sp B wykorzystano
materiat zielony przywieziony z terenu (Kopanindagkd’oznania). Sterylnymiggetami i
skalpelem oczyszczono pojedyncze, wierzchotkowgniienty plechy (oddzielnie ¢akie i
zenskie), zawierajce apikalg komorke wzrostu, z gleby i chwytnikéw. Tak oczyszczone
fragmenty plech ptukano 3 razy w wodzie destyloyaNastpnie do zlewki z fragmentami
tkanki dodano krogl detergentu Tween20, chwilmieszano, ptukano 3 razy w wodzie
destylowanej i przeniesiono do wody miliQ na 20 nWi tym czasie do komory laminarnej
przeniesiono: natzlzia do przeszczepiania shm, naczynia @ywane do zaszczepiania
(autoklawowane uprzednio 60 min, 121°C, 0.1MPa), g@ym przeprowadzono ich
sterylizacg 20 min. wswietle UV. Po uptywie 20 min. fragmenty plech prig=iono do
komory laminarnej, gdzie zanurzono je na momeffiO% etanolu, po czym umieszczono je
w 5% ACE (zawiera podchloryn sodu — roztwor aktygmechloru) na ok. 5 min. w celu
sterylizacji. Nasfpnie tkank ptukano w wodzie miliQ i umieszczono naakkach
bibutowych. Na szakk z pazywka mineraly przenoszono po ok. 8 zielonych fragmentow
roslin zawierajcych komorl apikalry odpowiedzialg za wzrost plechy, lekko zanurzajje
w pazywce. Szalki uszczelniono parafilmem i umieszczomopokoju hodowlanym, w
warunkach cgtegoswiatta w temperaturze 21-24°C. Zastosowaniatto biate, neutralne,
jarzeniowe o nagtzeniu 1000 luks. Proceduwprowadzania ytrobowcdwP.endiviifoliasp B
do hodowliin vitro przeprowadzano oddzielnie dla osobnikowshkich i oddzielnie dla
osobnikéw zenskich. Po zregenerowaniu plech passano je na szalki z pgwka 1/2
Gamborg, uszczelniono parafilmem i prowadzono hdgow pokoju hodowlanym w

warunkach cigtegoswiatta w temperaturze 21-24°C.

4.2.Metody pracy z bakteriami
4.2.1. Hodowla bakterii E.coli szczep DH&.

Hodowle bakterii prowadzono na pyavce statej LB z ampicyliporaz w paywce
ptynnej z ampicylig. Hodowle na paywce statej, po catonocnej inkubacji w 37°C,
przechowywano w temperaturze 4°C do kilku dni. Haldoptynne prowadzone byty w 37°C
przez noc przy wytegsaniu 300rpm.
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4.3.Podstawowe metody pracy z kwasami nukleinowymi

4.3.1. l1zolacja RNA catkowitego metody ekstrakcji fenolowej na gogco (Boutla i in.
2002)
Do probéwki typu eppendorf 2.2ml zawieyagj 100 — 150mg materiatu dlmmnego,

roztartego uprzednio w cieklym azocie, dodano lmbgrzanej do 80°C mieszaniny
ekstrakcyjnej. Caks ,worteksowano” przez 30 sekund, po czym dodangub@@ieszaniny
chloroform:alkohol izoamylowy (24:1) i zndw wyfigano przez 30 sekund. Pe@wirowano
20 min. przy 4 000g w 4°C. Supernatant przeniestmaowej probowki, przeprowadzono 4
ekstrakcje po 600ul mieszaniienol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1), wiwvano
10 min. przy 12 000g w 4°C, zaAdym razem zbiera¢ supernatant, bez fazgodkowej, do
nowej probowki. Po czwartej fenolizie przeprowadzdh ekstrakcje po 600ul mieszain
chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), wirowano jwSupernatant zebrano do nowej
probéwki. W celu wytscenia RNA dodano 2.5 afipsci zimnego, 96% etanolu, cato
stracano przez noc w -80°C. Naphego dnia proby zwirowano 30 min. przy 12 000g°®.4
Osad przemyto dwukrotnie 1ml 75% etanolu. Osad ®a@u00 i rozpuszczono w wodzie
wolnej od RNaz. W celu okfkenia jakdci i ilosci RNA przeprowadzono elektroforgzv 1-
1.2% zelu agarozowym oraz dokonano pomiaru absorbancjzolgwwvanego RNA na
spektrofotometrze NanoDrop® ND (TK Biotech) przygitciach falA=260nm,A=280nm,
A=230nm.

4.3.2. l1zolacja RNA catkowitego metody Chomczyiskiego zmod. przez dr P. Nuca z
wykorzystaniem odczynnika , Trizol” (Pant i in. 2009)
Do probowki typu eppendorf 2.2ml zawieyegj100 — 150mg materiatu donego,

roztartego uprzednio w ciektym azocie, dodano 2x90pl odczynnika , Trizol”, za kalym
razem zawieszgg tkanle roslinng przez pipetowanie, po czym inkubowano prgbzez 5
min. w temperaturze pokojowej, od czasu do czasortgisujc”. Nastpnie dodano 300ul
chloroformu, préb wymieszano przez ,worteksowanie” 15 s, pozostawioa 3 min. w
temperaturze pokojowej, po czym zwirowano 10 mirzypl2 000g w 4°C. W kolejnym
kroku zebrano supernatant i ekstrahowano go 3xQ0qKswiezo przygotowan mieszanin
chloroform:fenol wysycony 100mM octanem sodu pH &), za kadym razem wiruyjc
probe 3 min. przy 12 000g w 4°C po pierwszej ekstrakgi,po kolejnych dwoch w
temperaturze pokojowej. Nagphie supernatant ekstrahowano 2x 400ul chloroformu,
~-worteksowano” i wirowano prép3 min. przy 12 000g w temperaturze pokojowej. iamly
wodnej przeniesiono do probowki typu eppendorf 2.2awierajcej 500ul izopropanolu,
doktadnie wymieszano i dodano 500ul mieszaniny 8@M cytrynian sodu/1.2M chlorek

sodu, po czym zawaré probowki doktadnie wymieszano i pozostawiono namih. w
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temperaturze pokojowej w celu wytenia RNA. W dalszym etapie prolwvirowano 15 min.
przy 12 000g w 4°C, supernatant ugtminie naruszap osadu. Osad przemyto 3x 70%
etanolem, za pierwszym razem 500ul, a ¢pase 2x po 150ul, za kdym razem wiryjc
probe 2min. przy 12 000g w 4°C. Osad RNA suszono przez 18in. w temperaturze
pokojowej, po czym rozpuszczono przez dodanie @0-4vody wolnej od RNaz. W celu
okreslenia jakdci i ilosci RNA przeprowadzono elektroforgav 1-1.2%zelu agarozowym
oraz dokonano pomiaru absorbancji wyizolowanego RidAspektrofotometrze NanoDrop®
ND (TK Biotech) przy dtugéciach falA=260nmA=280nmA=230nm.

4.3.3. Reakcja DNazowania z wykorzystaniem DNazy RQ1
W celu usunicia ewentualnych zanieczyszéz®NA genomowym, wyizolowany

RNA catkowity poddano trawieniu DNaRQ1. W probdéwce typu eppendorf patono: 6ug
RNA catkowitego, 80U inhibitora RNaz RNaSRlus, 4pl 10x buforu dla DNazy RQ1 oraz
80U DNazy RQ1, wody wolnej od RNaz do ¢bgci 40ul. Mieszania inkubowano przez 40
min. w 37C. Po zakaczeniu trawienia dodano 80ul wody wolnej od RNardbp
dwukrotnie ekstrahowano: pierwszy raz dadggdn objetos¢ mieszaniny fenol:chloroform,
drugi raz dodajc 1 obgtos¢ chloroformu. Za kadym razem propwirowano 5 min. 12 000g
w 4°C. Oczyszczony RNA wydcono przez dodanie 2,5 ehjéci 96% etanolu oraz inkubacj
przez noc w temperaturze 80 Nastpnego dnia prépzwirowano 30 min, 12 000g Wa.
Osad RNA przemyto dwukrotnie 200ul 75% etanoluppo prolg za kadym razem 5 min,
w warunkach jw. Osad suszono w temperaturze polajok. 5 min. i rozpuszczono w 10ul
wody wolnej od RNaz. W celu oldlenia jakdaci i ilosci RNA po trawieniu DNagz dokonano
pomiaru absorbancji na spektrofotometrze NanoDr&{i® (TK Biotech) przy dtugéciach
fal A=260nm, A=280nm, A=230nm oraz przeprowadzono elektrofarew 1.2% zelu

agarozowym. Tak przygotowany RNA catkowity pashiako matryca do syntezy cDNA

4.3.4. 1zolacja mRNA przy uzyciu zestawu PolyATtract® mRNA Isolation System
[l firmy Promega
Probowk z 1mg RNA catkowitego doprowadzano donkowej obgtosci 500ul za

pomog wody wolnej od RNaz i umieszczono na 10 min. w@3P0o uptywie tego czasu do
probéwki dodano 3ul biotynylowanych-oligo(dT) i 13poztworu 20xSSC, lekko
wymieszano i inkubowano 10 min. w temperaturze pmkej w celu przydczenia oligo(dT)
do kaicdéw poliAmRNA. Nastpnie przeprowadzono ptukanie paramagnetycznychckale
ze streptawidyn MagneSphere@A-PMP) z buforu, w ktérymasprzechowywane. Kuleczki
ptukano 3x za pomac 300ul 0.5xSSC, za kdym razem wylapuc je na statywie

magnetycznym MagneSphere®, po czym zawieszono EOOul 0.5xSSC. Poszczegdlne
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etapy izolacji mMRNA obrazuje schemat 4-1. W kojejrnetapie do kuleczek ze streptawigyn
dodano 1mg catkowitego RNA, inkubowano przez 10 .mwntemperaturze pokojowej
delikatnie mieszar co 2-3 min. Nasgpnie wychwycono SA-PMP z przygzonym
kompleksem biotynylowane oligo(dT):mRNZAywajac statywu magnetycznego, supernatant
delikatnie usunrito nie naruszag kuleczek. Kuleczki przemyto 4x 300ul 0.1xSSC, za
kazdym razem wytapudgc je na statywie magnetycznym. Po ostatnim ptukasiungto jak
najwiccej supernatantu, stagaj se nie narusz§y osadu SA-PMPSbiotynylowane
oligo(dT):mRNA. W celu elucji mMRNA do probéwki doda 100ul wody dejonizowanej
wolnej od RNaz, kuleczki zawieszono przez delikapukanie w probéwk po czym
kompleks kuleczek SA-PMP<biotynylowane oligo(dT) wylapano na statywie
magnetycznym, a mRNA wraz z faavodrg przeniesiono do nowej probowki. Elgc]

powtdrzono przez zawieszenie kuleczek SA-PMPs wilL88jonizowanej wody.

~ RNA catkowity
vl z frakcjg mRNA biotynylowane oligo(dT)

o+ g TrIITTTTTITIT Y

nnnnnnnnnnnnn G

dodanie kuleczek magnetycznych (PMP)
polaczonych ze streptawidyng (SA)

PMP SA (B -TTTTTTITTTTTT?
AT YA A AAMAAAAAA, GTm*

wychwycenie kompleksu
SA-PMPs~biotynylowane oligo(dT):mRNA

- ~ X
( PMP ) SA (g | TTTTTTTTTITIT?
T TAAMAAAAARA AA GIm®

przemycie
elucja mRNA

C\ -
[ PMP ) SA (g .TTTTTTTTTITITY TAAAAAAAAAAAA &Tm®
& —

Schemat 4-1. Zasada izolacji mRNA z zyciem zestawu PolyATtract® mRNA Isolation System fimy
Promega.

Obie fazy po elucji paczono, uzyskuc mRNA w 250ul wody dejonizowanej. W celu
stragcenia MRNA dodano 0.1 aips¢ 3M octanu sodu pH 5.3 i 2 @bpsci 96% etanolu, po
czym prowadzono inkubagjprzez noc w -20°C. Naginego dnia probéwkzwirowano 30
min, 12 000g w 4°C. Osad przemyto 2x po 500ul 7%&na@u, wirupc za kadym razem 5
min, 12 000 g w 4°C. Osad mRNA suszono w tempezatpokojowej, rozpuszczono w 10 pl
wody wolnej od RNaz. W celu oldlenia jakdci i ilosci RNA dokonano pomiaru absorbancji
na spektrofotometrze NanoDrop® ND (TK Biotech) pre§ugasciach fal A=260nm,
A=280nmA=230nm.
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4.3.5. Synteza dwuniciowego cDNA (ds-cDNA) zayciem zestawu cDNA Synthesis
System firmy Roche
W sterylnej probowce typu eppendorf gz#ono: 0.3-1pug mRNA i 400pmoli startera

oligo(dT)s. Catas¢ uzupetniano wogl do 21pul, inkubowano w temperaturze®€Oprzez 10
min, po czym probowk przetazono bezpérednio na 16d. Nagpnie dodano kolejno: 8ul 5x
buforu do odwrotnej transkrypcji, 4ul 0.1M DTT, 50&hzymu odwrotnej transkryptazy
AMV, 25U inhibitora RNaz i 4ul mieszaniny dNTPs [ kazdy]. Cata¢ delikatnie
mieszano i inkubowano 60 min. w42 Po inkubacji probowkprzeniesiono bezgednio
na lod i do mieszaniny reakcyjnej dodano kolejn@ui35x buforu do syntezy drugiej nici
cDNA, 1.5ul mieszaniny dNTP (10mM kdy), 6.5u1 mieszaniny zawieg@e] polimeraz
DNA |, ligazg DNA E.coli i RNaz H. Caiag¢ uzupetniono wogl do obgtosci 150ul,
delikatnie mieszano i inkubowano 2 godz. w°@6 Po uptywie 2 godzin dodano 20U
polimerazy DNA T4 i inkubowano kolejne 5 min. w°@5 Reaka} zakaiczono dodajc 17l
0.2M EDTA o pH 8.0.

4.3.6. Oczyszczanie dwuniciowego cDNA

Po syntezie ds-cDNA do  probéwki dodano  200ul  naeszmy
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1), m&so z uyciem worteksu 10 s,
wirowano 15 s. przy 18 000g w temperaturze pokojowaz wodmg przeniesiono do nowej
probéwki. Faz fenolows przemyto dodagr 50ul buforu TE, mieszano zyciem worteksu
10 s, wirowano jw. Obie fazy wodneckono, a nagpnie dodano 200ul mieszaniny
chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), mieszano zyciem worteksu 10 s, wirowano jw.
Faz wodrg przeniesiono do nowej probowki, DNA wytano przez dodanie 76ul 7.5M
octanu amonu, 20ug glikogenu catanieszano i dodano 475ul etanolu 96% schtodzonego.
Dwuniciowy cDNA wytcano przez noc w temperaturze “80 Nas¢pnego dnia ds-cDNA
osadzano przez wirowanie 30 min. przy 18 000g°®.40sad przemyto 2x po 300ul 75%
etanolu, za kadym razem wiryjc prolg przez 5 min. w warunkach jw., po czym osad
suszono w pokojowej temperaturze (ok. 10 minuthaatpnie rozpuszczono w 10ul wody
sterylnej. lld¢ cDNA okreslono przez pomiar absorbancji na spektrofotomeiaroDrop®
ND (TK Biotech) przy dtugéciach falA=260nm,A=280nm,A=230nm. Tak przygotowany
dwuniciowy cDNA postayt jako materiat wygciowy dla przeprowadzenia eksperymentu
RDA-cDNA oraz analiz RT-PCR.

4.3.7. Synteza jednoniciowego cDNA — reakcja odwrotnej traskrypcji
W sterylnej probowce typu eppendorf gz#ono: 6ug RNA catkowitego po trawieniu

DNazs RQ1, 500ng oligonukleotydu oligo(dE) 1pl mieszaniny dNTP (10mM kdy), wod:
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wolng od RNaz do kacowej obgtosci 13ul. Caté¢ wymieszano delikatnie pipet,
inkubowano 5 min. w 65°C, po czym przabmo do lodu na 2 min. Prébdelikatnie
wymieszano, inkubowano dodatkowe 2 min. w lodzie,caym dodano: 6ul 5x buforu dla
odwrotnej transkryptazy SuperScriptifl 1.5p1 0.1M DTT, 40U inhibitora RNaz
RNasifPPlus, 300U odwrotnej transkryptazy SuperScripfillwod: wolna od RNaz do
koncowej obgtosci 30ul. Catd¢ wymieszano delikatnie pipet, zwirowano i umieszczono
w bloku grzejnym w temperaturze 37°C, po czym peg®no temperatgrna 50°C. Po
osiggnieciu temperatury 50°C, prébinkubowano 1.5 godziny z lekkim mieszaniem, a
nastpnie 10 min. w temperaturze 55°C. Regkzpkaczono przez inaktywagjenzymu
inkubujgc préke 15 min. w 70°C. Tak przygotowany cDNA posjti jako matryca w
analizach RT-PCR.

4.3.8. Amplifikacja fragmentu cDNA aktyny

W celu sprawdzenia jako jednoniciowego i dwuniciowego cDNA uzyskanego z
plech wgtrobowcaP.endiviifoliasp B przeprowadzono reakd?CR, w ktérej amplifikowano
fragment cDNA genu kodggego aktyn. Przygotowano 10ul mieszaniny reakcyjnej o
sktadzie: 1pul 10x bufor dla polimerazy DNA Taqg +KOL6pl MgCh [25mM], 0.8ul dNTP
[2.5mM kazdy], po 2.5ul startera JINAKT1 oraz JNAKT2/po O.5tértera RTAKTF oraz
RTAKTR [10uM kady], 0.1U polimerazy DNA Taqg, 1ul matrycy ds-cDNAMA.
Amplifikacj¢ prowadzono wg nagtujacego profilu temperaturowego (aparat MJ Research,
PTC — 200 Peltier Termal Cycler):

Denaturacj 95°C 5 min
Amplifikacja Denaturacj 94°C 1 min
: Hybrydyzacj: 43/60°C 1 mir
30 cykii Elongaca 72°C 1 min
Elongac;j; 72°C 5 min
Schiodzenie pr¢ 4°C -

Produkty reakcji PCR sprawdzano podczas elektrajonel.5%:zelu agarozowym.

4.3.9. lIzolacja DNA genomowego z materiatu rélinnego
DNA genomowy z plech gtrobowcaP.endiviifoliasp B hodowanychn vitro oraz
zebranych z terenu izolowano zestawami firmy Qiaggodnie z protokotami producenta.
Jaka¢ i ilos¢ DNA genomowego ok&ono za pomog pomiaru absorbancji na
spektrofotometrze NanoDrop® ND (TK Biotech) przygitciach falA=260nm,A=280nm,
A=230nm. Przygotowany w ten sposob DNA peaglujako materiat wyjciowy dla
eksperymentu RDA, przygotowania ,bibliotek DNA” déksperymentu ,spacer po genomie”

oraz jako matryca w analizach PCR.
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4.4.RDA - r&nicowa analiza sekwencji genomowych

RDA (ang. Representational Difference Analysis) éznicowa analiza sekwencji

genomowych naley do ogolnej klasy metod badawczych, w ktorych wykstuje s¢

technile réznicowej hybrydyzacji w palczeniu z reakgj PCR. Procedura pa@gowania w

eksperymencie RDA/RDA-cDNA przedstawiona zostataecteemacie 4-2.

PeADNXUXIDXI DEZIE<XXDIAWECH

Pula TESTOWANA Pula ELIMINUJACA
DNA/cDNA DNA/cDNA
Trawienie
enzymem restrykcyjnym

T T T T l rozpoznai%cym Gnt/;ln'l Sekwench T

PP s snasnasies AL R0
R —— D
e ] e )

l Ligacja 12/24nt R-adaptoréow l

T T T T T T T T T T TTTTT Y
.

T T M
WH — T Wﬂ" e ———
PCR z 24nt
l R-adaptorami jako starterami l

usuniecie R-adaptoréw
amplikony fr. TESTOWANYCH amplikony fr. ELIMINUJACYCH

vrprrereeeeren T wrrerererereeen TN

e T +12:ts W s 1504 s s T 0
TEOOD. THOODL, s

—rre—en e
FrrET— DI,
it it

Ligacja 12/24nt
(', N", J", N")-adaptorow
T T BRAK ligacji

Denaturacja i hybrydyzacja fr. TESTOWANYCH/ELIMINUJACYCH
w stosunku 1:100, 1:800", 1:400 000™, 1:8 000 000"

! | |

laannsssssssnnsnnasssd
P ————— ————
L ] B ] imsealatacand
Fr. TESTOWANE/ Fr. TESTOWANE/ Fr. ELIMINUJACE/
Fr. TESTOWANE Fr. ELIMINUJACE Fr. ELIMINUJACE

l PCR z 24nt(J', N", J", N™)- ladapturami jako starteramil

al]

BRAK amplifikacji

[ARASRRRRARHESRRRAARES

Przyrost liniowy
produktu

Przyrost wykladniczy
produktu

Trawienie ssDNA nukleaza Mung Bean
reamplifikacja

E
I

T T TITTTT]

Produkty réznicowe (DP', DP", DP", DP")

usuwanie (J, N)-adaptorow 3

Klonowanie i sekwencjonowanie

Schemat 4-2.0pis techniki ranicowej hybrydyzacji genomowej/cDNA.

Technika RDA umdliwia selekcg fragmentow DNA, ktore ssobecne w jednej puli DNA

zwanej pu testowan (ang.teste), a nie wysipuja, badz tez 53 polimorficzne w drugiej puli

DNA zwanej puj eliminujaca (ang.driver). Eksperyment RDA przeprowadzony zostat wg
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protokotu Lisitsyn’a [isitsyn i Lisitsyn 1993 z pewnymi modyfikacjami na podstawie
protokotu 25B.7 ,Current Protocols in Molecular Rigy”, 2003 @Ausubel i in. 2008

4.4.1. Przygotowanie amplikonow DNA testowanego (and.ester)i eliminuj acego
(ang.Driver)

4.4.1.1 . Trawienie restrykcyjne DNA testowanego i eliminugcego
W czterech probowkach typu eppendorf ggabno:

* w pierwszej: 2ug DNA testowanego, 10ul 10x bufory BOU enzymu Hindlll,
e w drugiej: 2ug DNA testowanego, 10ul 10x bufora BeamHI, 80U enzymu BamHl,
* wtrzeciej: 2ug DNA eliminujcego, 10ul 10x buforu R+, 80U enzymu Hindlll,
« w czwartej: 2ug DNA eliminacego, 10ul 10x buforu dla BamHI, 80U enzymu
BamHI.
Zawartg¢ probowek uzupetniano weddo 100ul i przeprowadzono inkubagprzez 16

godzin w 37C. W celu oczyszczenia DNA po trawieniu do proboweklano jedm objetosé
mieszaniny fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (28:1), mieszano zayciem worteksu 5
s, wirowano przy 18 000g w temperaturze pokojowegp 2 min. Supernatanty przeniesiono
do nowych probowek i dodano do nich 1 gbj¢ mieszaniny chloroform:alkohol
izoamylowy (24:1), mieszano zzyciem worteksu 5s i wirowano jw. DNA gtrano przez
dodanie 2ug glikogenu, 0.1 etgsci 3M octanu sodu pH 5.3, 2 @bpsci schtodzonego 96%
etanolu oraz inkubagjw -80°C przez noc. Nagbnego dnia DNA osadzano przez wirowanie
przy 18 000g przez 30 min. w@, osady przemyto 2x 75% etanolem, zadyan razem
zwirowujgc proby 5 min. w warunkach jw. Osady DNA suszon@akojowej temperaturze
ok. 5 min. DNA rozpuszczono w 35ul wody sterylnejodukty trawienia restrykcyjnego

sprawdzono podczas elektroforezy w 1.58l agarozowym.

4.4.1.2 Ligacja R-adaptoréw do fragmentow restrykcyjnych DNA
W czterech probowkach typu eppendorf ggabno:

* W pierwszej: 1ug fragmentow DNA testowanego po ieavu enzymem Hindlll, 6pl
10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug oligonukleotydu-HRndIll24 i 4ug
oligonukleotydu R-HindlI1112,

e w drugiej: 1ug fragmentow DNA testowanego po temii enzymem BamHI, 6ul
10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug oligonukleotydu-BamHI24 i 4ug
oligonukleotydu R-BamHI12,

e W trzeciej: 1ug fragmentow DNA elimirgego po trawieniu enzymem Hindlll, 6pl
10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug oligonukleotydu-HRndIll24 i 4ug
oligonukleotydu R-HindlI1112,

 w czwartej: 1pg fragmentéw DNA elimimggego po trawieniu enzymem BamHI, 6l
10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug oligonukleotydu-BamHI24 i 4ug
oligonukleotydu R-BamHI12.
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Objetos¢ préb uzupetniano woda steryindo 57ul, naspnie wstawiono je do bloku
termicznego o temperaturze °&5 inkubowano 5 min, po czym schtadzano wolno
temperatug bloku do 10C. Po osigni¢ciu przez termoblok temperatury °I8) do prob
dodano 600U T4 DNA ligazy, mieszano, krétko zwirowai inkubowano 16 godzin w 16.

Po uptywie czasu inkubacji do mieszanin dodano@a #uforu ,JowTE”".

4.4.1.3.,Namnozenie” amplikonéw DNA testowanego i eliminujcego w reakcji PCR
Przygotowano po 100 probowek 0.25ml dla ,natersa” amplikondw testowanych i

eliminujgcych w reakcji PCR, w ktérej mieszanina pojedynczsgkcji zawierata: 0.5ul
produktu ligacji R-adaptoréw, 5ul 10x bufor dlaipmtrazy DNA Tag +KClI, 5yl mieszaniny
dNTP [2.5mM kady], 4ul MgCh [25mM], 0.5ug oligonukleotydéw R-Bam/Hind-24 ,®l
sterylnej do 50ul. Amplifikagj przeprowadzono wg nagiujacego profilu temperaturowego
(aparat MJ Research, PTC — 200 Peltier Termal ©Qycle

Hot start 72°C 10 min
Amplifikacja Denaturacja 95°C 1 min
25 cykli Hybrydyzacja i elongacja]  72°C 3 min
Koncowa elongacja 72°C 10 min
Chlodzenie 4°C -

Produkty reakcji amplifikacji analizowano poprzdeltroforez w 1.5%zelu agarozowym

4.4.1.4.0czyszczanie amplikonéw DNA testowanego i elimingg¢ego
100 préb po reakcji PCR odpowiednio dla amplikondNA testowanych i eliminacych
pofaczono w probowce (15ml) i wymieszano przez pipetueraNasgpnie pobrano po 500l
do nowych probéwek 1.5ml i ekstrahowano jg@dnobjetoscia mieszaniny
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1). Pxdbmieszano z iyciem worteksu 5s,
wirowano przy 18 000g w temperaturze pokojowej przenin. Supernatanty przeniesiono do
nowych probowek i dodano do nich jedrobjetos¢ mieszaniny chloroform:alkohol
izoamylowy (24:1), mieszano zzyciem worteksu 5 s i wirowano jw. Amplikony DNA
stragcano przez dodanie 0.1 etmsci 3M octanu sodu pH 5.3 i 2 @bpsci 96% etanolu, i
przechowaniu przez noc w -8D. Nas¢pnego dnia pule amplikonéw DNA wirowano przez
30 min, 18 000g w 4. Osady przemyto 2x 75% etanolem, po 300 pl, warmw5 min. jw,
suszono ok. 5 min. i rozpuszczano w 40ul buforw KE. llos¢ amplikonéw DNA okrélono
za pomog pomiaru na spektrofotometru NanoDrop® ND (TK Buadte przy diugéciach fal
A=260nmA=280nm A=230nm.

4.4.2. Rbéznicowa hybrydyzacja
Kolejne rundy ranicowej hybrydyzacji przeprowadzono wedtug gpejacego planu:

* usuwanie adaptorow,
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oczyszczenie préb z usghich adaptorow,

ligacja nowych adaptoréw,

wiasciwa hybrydyzacja w zmiennych stosunkachsdlowych amplikonbw DNA
testowanych do eliminggych,

wstepna amplifikacja produktow gdicowania w reakcji PCR,

trawienie jednoniciowego DNA nuklea#ung Bean,

wiasciwa amplifikacja produktéw ehicowania w reakcji PCR - uzyskanie
produktow r@nicowych DP (ang. Difference Products),

oczyszczanie produktéw amplifikacji przed kokeandg hybrydyzacji.

4.4.2.1 Pierwsza runda hybrydyzacji

4.4.2.1.1Usuwanie R-adaptoréw z amplikonéw DNA testowanegodliminujgcego

W celu usunjcia R-adaptorow z pul amplikonéw DNA testowanegaliminujacego

przeprowadzono cztery reakcje trawienia restrykegm W probowkach typu eppendorf

pofaczono:

w pierwszej: 65ug amplikonbw DNA testowanego, 4Qdix buforu R+, 325U
enzymu Hindlll,

w drugiej: 65ug amplikonow DNA testowanego, 400k buforu dla BamHI, 325U
enzymu BamHl,

w trzeciej: 65ug amplikonoéw DNA eliminggego, 40ul 10x buforu R+, 325U enzymu
Hindlll,

w czwartej: 65ug amplikonbw DNA eliminggego, 40ul 10x buforu dla BamHlI,
325U enzymu BamHI.

Préby uzupetniono wedsterylry do obgtosci 400ul i inkubowano 3 godziny w 3Z. Po

zakaczeniu trawienia amplikony DNA testowanego i eliojgtego oczyszczono z ogtych

adaptorow jak w punkcie 4.4.1.4. Osady rozpuszczord®ul buforu TE. 1lé¢ amplikonéw

DNA okreslono za pomog pomiaru na spektrofotometru NanoDrop® ND (TK Badte przy
dtugasciach falx=260nm A=280nmA=230nm.

4.4.2.1.2Ligacja J-adaptoréw do amplikonéw DNA testowanego

W dwoch probowkach typu eppendorf gr#ono:

w pierwszej: 2ug amplikonéw DNA testowanego uzyskanz trawienia enzymem
Hindlll, 6ul 10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug obgukleotydu J-Hind-24 i 4ug
oligonukleotydu J-Hind-12,
w drugiej: 2ug amplikonow DNA testowanego uzyskany trawienia enzymem
BamHI, 6ul 10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug oliggdeotydu J-Bam-24 i 4ug
oligonukleotydu J-Bam-12.

Catas¢ uzupetniono sterylpnwody do obgtosci 57ul. Nasgpnie posgpowano jak w punkcie

4.4.1.2, po ligacji préby rozaiezono dodajc 140ul buforu TE uzyskag stzenie 10ng/ul.
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4.4.2.1.3Hybrydyzacja 1 — stosunek iléciowy amplikonéw DNA testowanego do
amplikonéw DNA eliminujacego — 1:100
W oddzielnych probéwkach 1.5ml mieszano:

e 400ng J-amplikonéw DNA testowanego uzyskanych witaia enzymem Hindlll z
40ug amplikonéw DNA elimingcego uzyskanych z trawienia enzymem HindlIll w
koncowej obgtosci 120ul,

e 400ng J-amplikonéw DNA testowanego uzyskanych wigmia enzymem BamHI z
40ug amplikonéw DNA eliminggcego uzyskanych z trawienia enzymem BamHI w
koncowej obgtosci 120ul.

Nastpnie dodano jedn objtos¢ mieszaniny fenol:chloroform:alkohol izoamylowy
(25:24:1), mieszano zzyciem worteksu 5 s, wirowano przy 18 000g w temiperz
pokojowej przez 2 min. Supernatanty przeniesionoa@wej probowki i dodano do nich jegln
objetos¢ mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (24:1)ieszano z gyciem worteksu 5
S i wirowano jw., supernatanty przeniesiono do rigwebdwki, DNA stgcano przez dodanie
0.3 obgtosci 7.5M octanu amonu i 3 afipsci 96% etanolu, po czym préby inkubowano
przez noc w -8TC. Nasgpnego dnia proby umieszczono na 2 min. w temperat8PC, po
uptywie tego czasu DNA osadzano przez wirowanien80. przy 18 000g w 4. Osady
DNA przemyto 2 razy 300ul 75% etanolem, suszondbakin. i rozpuszczono w 4ul buforu
3x EE. Nasipnie préby inkubowano 5min. w 37°C, "worteksowand” min, krotko
zwirowano i przeniesiono do probéwek 0,2ml. Jedegde do nowych probowek 0,2ml
dodano 1ul 5M NaCl. Proby zaréwno z DNA i NaCl usziezono na 1 min. w 95°C. Po
zakaczeniu inkubacji préby krotko zwirowano, po czymemdturowany DNA przeniesiono
natychmiast do probowek zawiegaych NaCl, wymieszano przez pipetowanie i pokryda i3
oleju mineralnego. Nagbnie proby zdenaturowano dodatkowe 5min. w temperat95°C,
po czym temperatgrobnizono stopniowo do 6 w celu hybrydyzacji DNA. Hybrydyzagj
prowadzono przez 48 godzin, po jej za&peniu préby rozcieczono dodajc kolejno: 8ul
tRNA/TE (o stzeniu 5ug/ul), 25ul buforu ‘lowTE’, 62ul ‘lowTE’ ia koniec 300 pl wody
sterylnej.

4.4.2.1.4Wstepna amplifikacja produktéw ré znicowych J-DP metoda PCR
W celu wsgpnego namngenia produktow rznicowania po pierwszej rundzie hybrydyzaciji,
przygotowano po 12 préb odpowiednio dla amplifikpepduktéw J-DRHindlll oraz J-DP-
BamHI. Mieszanina reakcyjna na jedorobe zawierata: 6l DNA po pierwszej hybrydyzaciji,
5ul 10x bufor dla polimerazy DNA Taq +(NHSO;, 5ul ANTP [4mM kady], 4pl MgCh
[25mM], H,O sterylna do objosci koncowej 50ul. Wsipng amplifikacg przeprowadzono

wg profilu temperaturowego (aparat MJ Research, PPOO Peltier Termal Cycler):
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Temperatura pokrywy 104°C

Hot start 72°C | 10 min
Amplifikacja Denaturacja 95°C 1 min
14 cykli Hybrydyzacja i elongacjd 72°C 2 min
Koncowa elongacja 72°C 10 min
Chlodzenie 4°C -

Po osagnieciu przez termocykler temperatury°f2wstawiono proby, po 3 min. dodano 2.5U
polimerazy DNA Taq, po kolejnych 5 min. dodano @5pdpowiednio oligonukleotydu J-
Hind-24 lub J-Bam-24. Produkty wgine] amplifikacji sprawdzono przeprowadusa]
elektroforez 10ul kadej z prob w 1.5%elu agarozowym. Nagbnie zawarté¢ 12 préb
tagczono w probowce eppendorf, a rasiie oczyszczano i gtano jak w punkcie 4.4.1.4.

Osady suszono i rozpuszczono w 40ul wody sterylne;j.

4.4.2.1 5Trawienie jednoniciowego DNA nukleaa Mung Bean
34ul oczyszczonego DNA po wphej amplifikacji mieszano z: 4ul 10x buforu dlekleazy
Mung Bean, 20U nukleazy Mung Bearny@do kacowej obgtosci 40ul. Caté¢ inkubowano
30 min. w 30C, po czym inaktywowano nukleaprzez dodanie 160ul 50mM TrisHCI pH

8.9 i inkubact przez 10 min. w 9&.

4.4.2.1.6Amplifikacja produktéw ré znicowych J-DP metoda PCR
W celu uzyskania produktow zdicowych po pierwszej rundzie hybrydyzacji przygeémo
po 12 préb odpowiednio dla amplifikacji produktéwD®-Hindlll oraz J-DP-BamHI.
Mieszanina reakcyjna na jeglproke zawierata: 2ul DNA po trawieniu nuklegkung Bean,
5ul 10x bufor dla polimerazy DNA Taq +(NH&O,, 5ul dNTP [4mM kady], 4ul MgCh
[25mM], 0.5ug odpowiednio oligonukleotydu J-Hind-24b J-Bam-24, KO sterylry do
objetosci koncowej 50ul. Amplifikacg przeprowadzono wg profilu temperaturowego (aparat
MJ Research, PTC — 200 Peltier Termal Cycler) jalpumkcie 4.4.2.1.4, z 25 cyklami
amplifikacji. Po osignicciu przez termocykler temperatury °2 wstawiono proby, po 3
minutach dodano 2.5U polimerazy DNA Tag. Produktgznicowe sprawdzono
przeprowadzafp elektroforez 10ul kadej z prob w 1.5%elu agarozowym. Namuiony
DNA opisano jako produkty edicowe: J-DRHindlll i J-DP-BamHl.

4.4.2.2 Druga runda hybrydyzacji
Produkty rénicowe J-DRHindlll i J-DP'-BamHI z 12 reakcji PCR pgtzono w probéwkach
typu eppendorf i oczyszczono za pomaestawu do oczyszczania produktow reakcji PCR
firmy Qiagen, posipujac zgodnie z zaleceniami producentasdlproduktow rénicowych
J-DP okrelono za pomag pomiaru na spektrofotometrze NanoDrop® ND (TK Bitt)
przy dtugdciach falA=260nm 1=280nm A=230nm.
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4.4.2.2.1Usuwanie J-adaptoréw z produktéw ré@&nicowych J-DP
W celu usunjcia J-adaptoréw z produktéwzdicowych J-DPprzeprowadzono dwie reakcje
trawienia restrykcyjnego. W probdwkach typu eppehpofaczono:

« w pierwszej: 10pg J-DfHindIll, 10pl 10x buforu R+, 50U enzymu Hindll,

« w drugiej: 10ug J-DPBamHI, 10u! 10x buforu dla BamHI, 50U enzymu BamHI
Préby uzupetniono wedsterylry do obgtosci 100ul i inkubowano 3 godziny w 3Z. Po
zakaiczeniu trawienia produkty #éicowe DP oczyszczono z odgiych adaptoréw za
pomog zestawu do oczyszczania produktow reakcji PCRyfi@ragen, pospujac zgodnie z
zaleceniami producenta. o produktéw r@nicowych DP oczyszczonych z adaptoréw
okreslono za pomog pomiaru na spektrofotometrze NanoDrop® ND (TK But) przy
dtugasciach falx=260nm A=280nmA=230nm.

4.4.2.2.2Ligacja N-adaptoréw do produktéw réznicowych DP
W dwaoch probdwkach typu eppendorf gr#ono:

o w pierwszej: 1pg DPHindlll, 6pl 10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug
oligonukleotydu N-Hind-24 i 4ug oligonukleotydu Nidl-12,
« w drugiej: 1pg DRBamHI, 6ul 10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug oligakleotydu
N-Bam-24 i 4ug oligonukleotydu N-Bam-12.
Catas¢ uzupetniono sterylnwody do obgtosci 57ul. Nasgpnie posgpowano jak w punkcie
4.4.1.2. Po ligacji prépz produktami N-DRHindlIll rozcieaczono dodajc 496pl buforu TE
uzyskujc stzenie 2.5ng/pl, prépz produktami N-DRBamHI rozciéiczono dodajc 1160yl
buforu TE uzyskujc stzenie 1.25ng/ul.

4.4.2.2.3Hybrydyzacja 2 — stosunek iléciowy amplikonéw DNA testowanego do
amplikonéw DNA eliminuj acego —1:400 dla DRHindlll, 1:800 dla DP'-BamHI
W oddzielnych probowkach 1.5ml mieszano:

e 100ng N-DPI-Hindlll z 40ug amplikonbw DNA eliminggego uzyskanych z
trawienia enzymem Hindlll w kecowej obgtosci 120pul,

e 50ng N-DPI-BamHI z 40pug amplikonéw DNA eliminogpgo uzyskanych z trawienia
enzymem BamHI w kicowej obgtosci 120ul.

Kolejne etapy hybrydyzacji prowadzono jak w puek4i4.2.1.3
4.4.2.2 4\Wstepna amplifikacja produktéw r6 znicowych N-DP' metoda PCR, trawienie
jednoniciowych DNA nukleaz Mung Bean, amplifikacja produktéw

réznicowych N-DP' metoda PCR
W celu wsgpnej amplifikacji produktow rénicowania po drugiej rundzie hybrydyzaciji

postpowano jak w punkcie 4.4.2.1.4, kolejne etapy rgagty identyczne jak podczas
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reakcji PCR po pierwszej hybrydyzacjigrtznica, ze reakcje przeprowadzono w obegio
odpowiednio oligonukleotydu N-Hind-24 lub N-Bam-24.

Produkty wsgpne] amplifikacji po drugiej rundzie hybrydyzacjatviono nukleaz Mung
Bean (4.4.2.1.5) i nampano metod PCR identycznie jak w czasie pierwszej rundy
hybrydyzacji (4.4.2.1.6) ztréznica, iz reakcje przeprowadzono w obegaiooligonukleotydu
N-Hind-24 lub N-Bam-24. Produkty zdicowe sprawdzono przeprowadmajelektroforez
10ul kadej z préb w 1.5%elu agarozowym. Zamplifikowany DNA opisano jako gty
réznicowe: N-DP-Hindlll i N-DP"-BamHI.

4.4.2.3.Trzecia runda hybrydyzacji
Produkty rénicowe N-DP-Hindlll i N-DPI"-BamHI z 12 reakcji PCR pgtzono w
probéwkach typu eppendorf i oczyszczono za panmestawu do oczyszczania produktow
reakcji PCR firmy Qiagen, pagiujac zgodnie z zaleceniami producentasdigproduktow
réznicowych N-DP okreslono za pomag pomiaru na spektrofotometrze NanoDrop® ND
(TK Biotech) przy diugéciach falA=260nm 1=280nm A=230nm.

4.4.2.3.1Usuwanie N-adaptoréw z produktéw rénicowych DP'
W celu usunicia N-adaptoréw z produktéw zdicowych DP przeprowadzono dwie reakcje
trawienia restrykcyjnego. W probéwkach typu eppehdotaczono:

« w pierwszej: 10pg N-DRHindIll, 10p! 10x buforu R+, 50U enzymu HindlIl,
« w drugiej: 10pg N-DP-BamHI, 10p! 10x buforu dla BamHI, 50U enzymu BamHI

Proby uzupetniono wedsterylry do obgtosci 100l i inkubowano 3 godziny w 3C. Po
zakaiczeniu trawienia produkty #éicowe DP oczyszczono z odgiych adaptoréw za
pomog zestawu do oczyszczania produktow reakcji PCRyfi@ragen, pogpujac zgodnie z
zaleceniami producenta. #® produktéw rénicowych DF oczyszczonych z adaptoréw
okreslono za pomog pomiaru na spektrofotometrze NanoDrop® ND (TK Buat) przy
diugcsciach falh=260nm 1=280nmA=230nm.

4.4.2.3.2Ligacja J-adaptoréw do produktéw réznicowych DP'
W dwoch probowkach typu eppendorf gr#ono:

o w pierwszej; 1pg DRHindlll, 6pl 10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug
oligonukleotydu J-Hind-24 i 4ug oligonukleotydu Jae-12,

« w drugiej: 1ng DRBamHI, 6ul 10x buforu dla ligazy DNA T4, 8ug oligakleotydu
J-Bam-24 i 4ug oligonukleotydu J-Bam-12.

Catas¢ uzupetniono sterylnwody do obgtosci 57ul. Nasgpnie posgpowano jak w punkcie

4.4.1.2. Po ligacji prépz produktami J-DRHindlll rozcieiczono dodajc 496pl buforu TE

uzyskupc stzenie 2,5ng/pl, po czym 4ul rozéezono dodajc 996ul tRNA/Iow'TE (o
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stezeniu 20ng/pl) uzyskap sezenie 10pg/pl. Po ligacji prébz produktami J-DRBamHI
rozcieaczono dodajc 1160ul buforu TE uzyskag stzenie 1.25ng/pl, po czym 20ul
rozcieaczono dodajc 980ul tRNA/Iow'TE (0 s¢zeniu 20ng/ul) uzyskag stzenie 2.5pg/ul.
4.4.2.3.3Hybrydyzacja 3 — stosunek iléciowy amplikonéw DNA testowanego do
amplikonéw DNA eliminujacego — 1:100 000 dla DRHindlll, 1:400 000 dla

DP"-BamHI
W oddzielnych probéwkach mieszano:

« 400pg J-DP-Hindlll z 40pg amplikonéw DNA eliminaego uzyskanych z trawienia
enzymem Hindlll w kacowej obgtosci 120ul,

« 100pg J-DP-BamHI z 40ug amplikonéw DNA eliminagego uzyskanych z trawienia
enzymem BamHI w kicowe]j obgtosci 120ul.

Kolejne etapy hybrydyzacji prowadzono jak w punkdet.2.1.3 Wsiprng amplifikacg
produktéw rénicowych J-DP metod, PCR, trawienie jednoniciowych DNA nuklealiung
Bean, amplifikagj produktéw ré@nicowych J-DP’ metody PCR prowadzono odpowiednio
jak w punktach 4.4.2.1.4, 4.4.2.1.5, 4.4.2.1.6. dBkty r&nicowe sprawdzono
przeprowadzar elektroforez 10ul kadej z prob w 1.5% zelu agarozowym.

Zamplifikowany DNA opisano jako produktyzdicowe: J-DP-Hindlll i -DP"'-BamHI.

4.4.2.4.Czwarta runda hybrydyzaciji
Produkty ré&nicowe J-DP-Hindlll i J-DP"-BamHI z 12 reakcji PCR pstzono w
probowkach typu eppendorf i oczyszczono za panzestawu do oczyszczania produktow
reakcji PCR firmy Qiagen, pagiujac zgodnie z zaleceniami producentasdigproduktow
réznicowych DP' okreslono za pomog pomiaru na spektrofotometrze NanoDrop® ND (TK
Biotech) przy diugéciach falA=260nm 1=280nm A=230nm.

4.4.2.4.1Usuwanie J-adaptoréw z produktéw ré&nicowych J-DP"
W celu usunjcia J-adaptoréw z produktéwzdicowych J-DB' postpowano jak w punkcie

4.4.2.2.1 wykorzystuaf po 10pg produktéw ediicowych J-DP-Hindlll i J-DP"-BamH].

4.4.2.4.2Ligacja N-adaptoréw do produktéw réznicowych DP"
W celu ligacji N-adaptoréw do produktéwadicowych DP' postpowano jak w punkcie
4.4.2.2.2 wykorzystap po 1pg produktéw edicowych DP'-Hindlll i DP"-BamHI. Calgé¢
uzupetniono sterylnwody do obgtosci 57ul. Nasgpnie posgpowano jak w punkcie 4.4.1.2.
Po ligacji prole z produktami N-DB-Hindlll rozcieaczono dodajc 496ul buforu TE
uzyskupc stzenie 2.5ng/ul, po czym 4ul rozéezono dodajc 996ul tRNA/low'TE (0
stezeniu 20ng/pl) uzyskyp stzenie 10pg/pl. Naspnie 12.5pl produktéw N-DE-Hindlll
rozcieaczono dodajc 987.5ul tRNA/Iow'TE (0 sgzeniu 20ng/ul) uzyskgg stzenie
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0.125pg/pl. Po ligacji prabz produktami J-DP-BamHI rozciéiczono dodajc 1160l
buforu TE uzyskyc stzenie 1.25ng/ul, po czym 20ul rozatzono dodajc 980ul
tRNA/low'TE (0 stgzeniu 20ng/pl) uzyskag stzenie 2.5pg/ul.

4.4.2.4 3Hybrydyzacja 4 — stosunek iléciowy amplikonéw DNA testowanego do

amplikonéw DNA eliminuj acego — 1:8 000 000 dla DR-Hindlll, 1:400 000 dla
DP" -BamHI

W oddzielnych probéwkach mieszano:

« 5pg N-DP'-HindIll z 40pg amplikonéw DNA eliminacego uzyskanych z trawienia
enzymem Hindlll w kacowej obgtosci 120ul,

« 100pg N-DP'-BamHI z 40ug amplikonéw DNA elimingego uzyskanych z
trawienia enzymem BamHI w koowej obgtosci 120ul.

Kolejne etapy hybrydyzacji prowadzono jak w puekei.4.2.1.3. Wspng amplifikacg

produktéw rénicowych N-DPY metody PCR, trawienie jednoniciowych DNA nukleaz
Mung Bean, amplifikacja produktéw mdicowych N-DPY metod PCR prowadzono
odpowiednio jak w punktach 4.4.2.2.4, 4.4.2.2.8,212.6. Produkty hicowe sprawdzono
przeprowadzag elektroforez 10ul kadej z prob w 1,5% zelu agarozowym.

Zamplifikowany DNA opisano jako produkty:ndicowe: N-DP-Hindlll i N-DP"-BamH].

4.5.RDA-cDNA — r&nicowa analiza cDNA
Metoda RDA-cDNA, opisana po raz pierwszy przez Hikaai Schatza w 1994 roku (Hubank
i Schatz 1994), stanowi adaptacjmetody RDA do analizy dnicowej dwdch
transkryptomow. Technika ta pozwala na izajdacidentyfikacg cDNA gendw ulegajcych
roznej ekspresji w czasie, w tkance, w organie, w wiagh stresowych, chorobowych itd.
Eksperyment RDA-cDNA przeprowadzono wg protokotisapego w punkcie 4.4 z kilkoma
modyfikacjami.
4.5.1. Przygotowanie amplikonow cDNA testowanego (and.ester)i eliminujacego
(ang.Driver)

4.5.1.1.Trawienie restrykcyjne ds-cDNA testowanego i eliminjacego
Material wygciowy dla przygotowania amplikonéw cDNA testowanegeliminujacego

stanowity dwie pule dwuniciowego cDNA (ds-cDNA). 8Woch probéwkach typu eppendorf

pofaczono:
e W pierwszej: 1.5ug ds-cDNA testowanego, 10ul 10fohwudla Dpnll, 20U enzymu
Dpnll,
e w drugiej: 1.5ug ds-cDNA eliminggego, 10ul 10x buforu dla Dpnll, 20U enzymu
Dpnll.
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Zawartg¢ probowek uzupetniano waddo 200ul i przeprowadzono inkubacprzez 3
godziny w 37C. cDNA po trawieniu oczyszczano jak w punkcie B.4. Kolejne etapy
przygotowania amplikonébw przeprowadzono jak w paokt 4.4.1.2-4.4.15 z
wykorzystaniem adaptorow R-Dpn-24 i R-Dpn-12.

4.5.2. Pierwsza runda hybrydyzacji

4.5.2.1.Usuwanie R-adaptorow z amplikonéw cDNA testowanegiceliminuj acego
W celu usunjcia R-adaptorow z pul amplikonbw cDNA testowaneg@liminujacego

przeprowadzono dwie reakcje trawienia restrykcyfneW/ probowkach typu eppendorf
pofaczono:

* w pierwszej 15ug amplikonéw cDNA testowanego, 20 buforu dla Dpnll, 75U
enzymu Dpnll, woda sterylna do etmsci 200ul,

» w drugiej 65ug amplikonéw cDNA eliminagego, 40ul 10x buforu dla Dpnll, 325U
enzymu Dpnll, woda sterylna do etgsci 400ul.

Mieszaniny reakcyjne inkubowano 3 godziny w temperse 37C. Kolejne etapy pierwszej
rundy hybrydyzacji przeprowadzono jak w punktach.211.2-4.4.2.1.6. z wykorzystaniem
adaptorow J-Dpn-24 i J-Dpn-12.

4.5.3. Druga, trzecia, czwarta runda hybrydyzacji
Kolejne rundy hybrydyzacji przeprowadzono we wazpstch stosunkach ikgziowych
produktow r@nicowych wzgédem amplikonbw cDNA eliminggego (druga runda 1:800,
trzecia i czwarta runda 1:400 000) stgsupdpowiednio adaptory J-Dpn-24 i J-Dpn-12 w
trzeciej rundzie hybrydyzacji, adaptory N-Dpn-28liDpn-12 w drugiej i czwartej rundzie
hybrydyzacji.

4.6.Klonowanie produktéw PCR do wektora pGEM®T-Easy ¢irrega)
Produkty ré@nicowej analizy genomowej oraz cDNA, bezpamnio po reakcji lub eluowane z
zelu agarozowego za pompzestawu firmy Qiagen, klonowano do wektora pGHMEasy.
W tym celu do probowki typu eppendorf 1.5ml dodabpl buforu 10x dla ligazy DNA T4,
10ng wektora pGEMT-Easy, 5U ligazy DNA T4, 1pl produktu PCR begmainio po reakgji
lub odpowiednry iloscig DNA po elucji zzelu, obliczon wedtug wzoru:

3 x ng wektora x kpz insert
1 x kpz wektora

Catas¢ uzupetniono sterylnwodg do obgtosci 10ul. Mieszania inkubowano przez noc w

4°C lub 2 godziny w temperaturze pokojowe;j.
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4.7.Transformacja wektorem pGERIT-Easy komérek bakteryjnych

E.coli DH5a
10Qul komorek kompetentnych DHbS rozmrazono na lodzie. Nagpnie dodano 1@l

mieszaniny ligacyjnej. Caté ostraznie wymieszano i inkubowano przez 30 min. w lodzie.
Po zakaczeniu inkubacji komorki podano szokowi termicznemf min. w 42C, po czym
natychmiast przeniesiono je na lod i inkubowanoi2. iNastpnie do probéwki dodano 7D
ptynnej paywki LB (bez ampicyliny). Cal&¢ wymieszano i umieszczono w termomikserze
na 2 godziny w 37C z wytrzsaniem 350rpm. Po inkubacji na szalketriego z poywka LB

z ampicylirg [50 mg/ml] naniesiono 30 IPTG, 3Qul X-Gal oraz 30Q zawiesiny bakteryjnej
po transformacji, po czym wszystkie sktadniki dakise rozprowadzono za pompc
gtaszczki. Szalki umieszczono do géry dnem w crepld37C), gdzie poddano je catonocnej
inkubacji. Nasgpnego dnia zaszczepiono zzKaj szalki po 10 biatych kolonii do falkonéw z
3.5ml ptynnej paywki LB z dodatkiem 3.5ul ampicyliny. Bakterie hadano w 37°C na
wytrzasarce (~300rpm) przez noc.

4.8.1zolacja DNA plazmidowego na maiskalk
Izolacja DNA plazmidowego z hodowanych przez noktéxd przeprowadzono za pompc
zestawu QIApreP Spin Miniprep Kit (Qiagen) zgodnie z protokolenpgucenta. Stenie
wyizolowanego DNA plazmidowego okieno za pomog pomiaru na spektrofotometrze
NanoDrop® ND (TK Biotech) przy ditugoiach falA=260nm A=280nmA=230nm.

4.9.Reakcje sekwencjonowania DNA
Reakcje sekwencjonowania DNA zostaly przeprowadzen®racowni Technik Biologii
Molekularnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adaa Mickiewicza w Poznaniu, 61-614
Pozn&, ul. Umultowska 89 oraz w firmie Genomed sp. z.,0.02-971 Warszawa

ul. Ponczowa 12.

4.10.ldentyfikacja fragmentow DNA specyficznych dla DNAstowanego

metodz PCR
Na podstawie sekwencji DNA uzyskanych po sekwermj@miu produktow ranicowych N-

DPY po czwartej rundzie emicowej hybrydyzacji genomowej zaprojektowano 33ypa

starteréw w celu identyfikacji fragmentow DNA spécgnych dla testowanych fragmentow
DNA. Nastpnie przeprowadzono reakcjPCR na matrycach DNA testowanego i
eliminujacego z wykorzystaniem keej z par starterow. Mieszanina reakcyjna na 1 ¢rob
zawierata: 1l 10x bufor dla polimerazy DNA Taq HKQ.6ul MgCh [25mM], 0.8ul dNTP
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[2.5mM kady], po 0.5ul startera F i R [10uM #dy], 0.1U polimerazy DNA Taq, 10ng
matrycy DNA, wod sterylnp do kaacowej obgtosci 10ul. Amplifikacg prowadzono wg
nastpujacego profilu temperaturowego (aparat MJ Researdi; P 200 Peltier Termal

Cycler):

Denaturacj 95°C 5 min
Amplifikacja Denaturacj 94°C 30
. Hybrydyzacj: 57-65°C 30 ¢
35 cyki Elongac;j; 72°C 60 ¢
Elongacj; 72°C 5 min
Schiodzenie pr¢ 4°C -

Produkty reakcji PCR sprawdzano podczas elektrajonel,5%:zelu agarozowym.

4.11. Analiza poziomu ekspresji genow za pomauetody RT-PCR

W celu zbadania tdic w poziomie ekspresji gendw wyselekcjonowanychwyniku
eksperymentu RDA-cDNA zastosowano meto®T-PCR w dwdch podgiach. W
pierwszym matrye do pojedynczej reakcji RT-PCR stanowit ds-cDNA toesany i
eliminujacy — wyjciowy dla eksperymentu RDA-cDNA. W drugim pogisyi matryce cDNA
przygotowanode novo— czyli z nowo zebranego materialu w terenie oraatematu
hodowanegoin vitro, zarowno dla puli cDNA testowanego, jak i elimiyuggo. RNA
catkowity izolowano z plech girobowcaP.endiviifoliasp B wg metody opisanej w punkcie
4.3.2. rozdzialu METODY. Nagbnie poddano go reakcji trawienia DNazQ1 (METODY,
punkt 4.3.6), po czym przeprowadzono reakegwrotnej transkrypcji (METODY, punkt
4.3.7), monitoryc za kadym razem ilé¢ RNA wykorzystanego do reakcji za pomoc
pomiaru absorbancji na spektrofotometrze NanoDrd{®(TK Biotech). Do kadej reakcji
odwrotnej transkrypcji podano talsany ilos¢ oczyszczonego z DNA genomowego RNA
catkowitego — 6pg. W analizie mdic w poziomie ekspresji gendéw ¢dzy cDNA
testowanym, a eliminggym metod RT-PCR oparto sina zatageniu, ze reakcja odwrotnej
transkrypcji w kadej probowce zachodzi z takam wydajngcig — tym samym il&¢ cDNA

w kazdej probowce, przepisanego z identycznejsciloRNA catkowitego, powinna
teoretycznie b§taka sama.

Na podstawie sekwencji cDNA uzyskanych po sekwarmjp@niu produktéw réinicowych
N-DP" po czwartej rundzie edicowej hybrydyzacji cDNA zaprojektowano 16 parstew

w celu identyfikacji fragmentow cDNA specyficznydia cDNA testowanego. Mieszanina
reakcyjna na jednprobe zawierata: 1ul 10x bufor dla polimerazy DNA Tag GK 0.6l
MgCl, [25mM], 0.8ul ANTP [2.5mM kady], 0.5ul startera F i R [10uM], 0.1U polimerazy
DNA Taq, 7ng matrycy ds-cDNA lub 1pl cDNA, wodarstea do kaxcowej obgtosci 10ul.
Amplifikacj¢ prowadzono wg nagbujacego profilu temperaturowego programu RT(aparat

MJ Research, PTC — 200 Peltier Termal Cycler):
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Denaturacj 95°C 5 min
Amplifikacja Denaturacj 94°C 30¢
. Hybrydyzacj: 58-64°C 30¢
35 cykli Elongacj: 72°C 60 ¢
Elongacj: 72°C 5 min
Schiodzenie pr¢ 4°C -

Produkty reakcji PCR sprawdzano podczas elektrajonel.5%zelu agarozowym.

4.12Charakterystyka kacow 5’ i 3' cDNA wyselekcjonowanych mRNA
w eksperymencie RDA-cDNA met@®RACE za pomag zestawu

SMART™ RACE Ampilification Kit (Clontech)
W celu charakterystyki kmoéw 5 i 3' cDNA wyselekcjonowanych fragmentéw mRNA

metody RDA-cDNA wykorzystano zestaw SMARY RACE Amplification Kit firmy
Clontech. Amplifikacja wiéciwych kaicow cDNA przeprowadzana jest dwuetapowo. W
pierwszym etapie RNA catkowity, wolny od zaniecaygh genomowym DNA,
przepisywany jest na cDNA. W drugim, meiddCR, amplifikuje si odpowiednio koniec 5’
lub 3' cDNA. Technologia SMART (ang. Switching Mextism At 5' end of RNA Transcript
— mechanizm przetzenia matrycy na Kamu 5’ transkryptu RNA) wykorzystaga
oligonukleotyd SMART II™A pozwala na tworzenie koleimych cDNA w reakcji
odwrotnej transkrypcji, bez koniecziud ligowania adaptoréw i syntezy drugiej nici. Jast
mozliwe dzieki wspotdziataniu oligonukleotydu SMART oraz odwmef transkryptazy.
Wiele enzymow typu odwrotnej transkryptazy wykazajgywna¢ terminalnej transferazy
po osiggnicciu konca matrycy RNA, dodaf 3-5 reszt gtownie dC (deoksycytydyny) do
konca 3’ pierwszej nici cDNA. Oligonukleotyd SMART I[IA posiada na swym 3’ Kau
ciagg 3 reszt dG (deoksyguanozyny), ktéry pseyla s¢ do kaica 3 cDNA, bogatego w
reszty dC, shmc tym samym jako przedienie matrycy dla reakcji odwrotnej transkrypcji
(mechanizm przgtzenia matrycy). Odwrotna transkryptaza pjeehpc matrye z mRNA
na oligonukleotyd SMART, generuje kompletny cDNAd#cy koph oryginalnej casteczki
RNA, zakaiczony sekwengj oligonukleotydu SMART. Co wane, aktywné¢ dolgczenia
reszt dC przez odwradrtranskryptag jest najbardziej efektywna, gdy enzym dotrze dacko
matrycy RNA, dlatego sekwencja SMART jest zazwycadaflawana tylko do kompletnej
diugcici czasteczek cDNA. Proces ten gwarantuje, korzystanie z wysokiej jako RNA
doprowadzi do utworzenia zbioru asteczek cDNA o maksymalnej diugd koncow
5'wyjsciowego mRNA. Zestaw firmy Clontech zawiera protokd syntezy cDNA dwdch
odrebnych populacji cDNA: 5-RACE-Ready cDNA i 3'-RAQEeady cDNA. cDNA dla
eksperymentow 5’'RACE syntetyzowany jest przyaiu startera 5’RACE CDS Primer A (5'-
CDS) oraz powjej opisanego oligonukleotydu SMART. 5’RACE CDS PReimA,
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zbudowany z reszt dT, jest starterem dla odwrdtaegkryptazy. Ponadto na swoimika 3’

posiada dwie zdegenerowane reszty nukleotydowdngjezterokrotnie, drugtrzykrotnie),
ktore umaliwiaja jego hybrydyzag z pocatkiem ogona poliA, eliminac tym samym
heterogenn& koncéw 3’, ktdy wprowadza zwyczajny starter oligo(dT). Mechanizretody
5'RACE przedstawia schemat 4-3.

Synteza pierwszej nici

RNA & AN NBAAAAA- Dodanie kilku reszt C dzieki aktywnosci

¢NVTTTTT; =
5-C0S terminalne]j transferazy

l odwrotnej transkryptazy Super Script |l

SMRFT :' A Hybrydyzacja kofica 3' oligonukleotydu
SN Ly

hybryda RNAIDNA el 688, W HEAMA*;L_I__E SMART Il A z resztami C.
Wokorzystanie oligonukleotydu jako
l matrycy przez odwrotng transkryptaze.

cDNA do eksperymentu 5' RACE

5 m— G G oA NBAAAAA- 3
(ang. 5' RACE-ready cDNA) ¥ — e

AWV TTTTT =5

l 5-RACE PCR

5 — m— G 5 G AR NBABAAA -3
Long UP

- [ INVTTTTT —=-5
Pierwszy cykl PCR
Synteza nici od startera
uniwersalnego
5 — NBAAAAAT -
T
7 — INVTTTTT,=3-5
Kolejne cykle PCR
Synteza nici od startra
specyficznego
-l — = INBAAAAAG—-3
Short UP = @
e — e o
Pozostate cykle PCR
Amplifikacja fragmentow 5’

-3
-5

Dwuniciowe fragmenty 5'-RACE

Schemat 4-3. Przebieg pogpowania w eksperymencie 5’RACE. GSP1 i GSP2 (ang.e@e Specific Primer)
— startery genowo specyficzne 1 i 2, LongUP i Sh&/P — startery uniwersalne komplementarne do
sekwencji adaptora SMART Il A (Clontech, zmodyfikowany).

cDNA dla eksperymentéw 3'RACE syntetyzowany jestypwzyciu startera 3'RACE CDS
Primer A (3'-CDS), charakteryzagego s¢ takim samym zdegenerowaniemnka 3’ jak
starter 5’-CDS oraz dg¢zory sekwencgg SMART na jego 5 kacu. Mechanizm metody
3'RACE przedstawia schemat 4-4.
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RNA F-vnnanannnnanaaanraae NBAAAAA -3 : AT A
CNVTTTTT p e— Synteza pierwszej nici przy uzyciu
3-LDs odwrotne] transkryptazy
Super Script Il
sekwencja oligonukleotydu

W= SMARTIIA

cDNA do eksperymentu 3' RACE = - snnnssvinnnnnnansnnanasnnnnans NBAAAAA -
(ang. 3' RACE-ready cDNA) L ——NVTTTTTy ——-

l 3’-RACE PCR
5 - AN NBAAAAA -
GSP2
o = NVTTTTT 5
Pierwszy cykl PCR
Synteza nici od startera
specyficznego
E:NBAAAAA;—_F, o
ong
3ot AV TTTTT e &
Kolejne cykle PCR
Synteza nici od startra
uniwersalnego
F - e NBAAAAA r—— 3
¥ E‘NVTW};—_—:-E
- ﬁNEAMAAF_--S
. — Shart UP
- :I:lNUTI'I'I'I’ZE___:I- B
Pozostate cykle PCR
Amplifikacja fragmentéw 3’

-1

i
T

Dwuniciowe fragmenty 3'-RACE

Schemat 4-4. Przebieg pogpowania w eksperymencie 3'RACE. GSP1 i GSP2 (ang.e@e Specific Primer)
— startery genowo specyficzne 1 i 2, LongUP i Sh&/P — startery uniwersalne komplementarne do
sekwencji adaptora SMART Il A (Clontech, zmodyfikowany).

Technologia SMART pozwala na poznanienkbw 5 i 3 cDNA zawierajcego,
odpowiednio na kacu 5’ lub 3’, sekwengj oligonukleotydu SMART. Dzki temu w reakcji
RACE-PCR wykorzystuje si uniwersalny zestaw starterow — Universal Primeix M
(UPM) hybrydyzugcy z sekweng) SMART oraz starter genowo specyficzny (ang. GSP1,
Gene Specific Primer 1). Dla zyiszenia specyficzr$ai reakcji przeprowadza ¢sidrug
runde RACE-PCR z wewgtrznym starterem genowo specyficznym (ang. GSP2neGe
Specific Primer 2) oraz z wewimznym starterem uniwersalnymi — Nested Universaher

A (NUP) hybrydyzugcym z wewgtrzng sekwengj oligonukleotydu SMART.

4.12.1. Synteza 5'-RACE-Ready cDNA i 3'-RACE-Ready cDNA
Reakcje odwrotnej transkrypcji dla przygotowania- 51 3-RACE-ready cDNA
przeprowadzono na RNA catkowitym, wolnym od zanysezzé genomowym DNA,
izolowanym z plech wgskich wytwarzajcych plemniePellia endiviifolia sp. B Materiat

roslinny pochodzit z hodowlin vitro lub z terenu: Kopanina k. Poznania.
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Do reakcji dodano: 5’RACE-ready cDNA 3'RACE-ready cDNA
1lug catkowitego RNA 1ug catkowitego RNA
1pl 5°-CDS Primer A 1plk@BDS Primer A

1ul oligont. SMART 1™ A

Zawartg¢ probowek doprowadzono do kamowej obgtosci 5ul wody wolng od RNaz,
wymieszano delikatnie pipetij, zwirowano, po czym inkubowano w €5 przez 2 min.
Nastpnie préby schtadzano na lodzie przez 2 min. zwamoavi schtadzano na lodzie przez
kolejne 2 min. Do kadej probéwki dodano: 2ul 5x bufor dla odwrotnejnskryptazy, 1ul
DTT (20mM), 1ul ANTP (10mM kaly) oraz 200U odwrotnej transkryptazy SuperScriptil
(Invitrogen). Zawart& probowek wymieszano delikatne pipeftyj krotko zwirowano i
umieszczono w bloku grzejnym w temperaturze 37%¢zym przestawiono temperagura
50°C. Po ogignieciu temperatury 50°C, prébnkubowano 1.5 godziny z lekkim mieszaniem,
a nastpnie 10 min. w temperaturze 55°C. Regkepkaiczono przez inaktywagjenzymu
inkubujgc proke 15 min. w 70°C. Po reakcji odwrotnej transkrypmjpby rozciéczono przez
dodanie do kadej z nich 100l Tricine-EDTA.

4.12.2. Amplifikacja ko ncow 5’ i 3’ cDNA w reakcji RACE-PCR
W celu amplifikacji kawicow 5’ i 3° cDNA, przeprowadzono pierwszund RACE-PCR.
Przygotowano mieszanjrreakcyjry zawieragca: 2.5ul 10x bufor Adventage 2 PCR, 0.5ul
dNTP [10mM kady], 0.5ul 50x Adventage 2 DNA Polymerase Mix, d4.5gtartera
uniwersalnego UPM, 0.5ul startera genowo specyfigenl (ang. GSP1, Gene Specific
Primer 1) w kierunku 5 lub 3’ [10puM], 1.25ul maty 5'-RACE- lub 3'-RACE-Ready
cDNA, 17.25ul sterylnej wody. Pierwszund: reakcji przeprowadzano wedtug programu

RACE: Denaturacja 95°C 5 min
Amplifikacja Denaturacja 94°C 30 s
5 cykli Hybrydyzacja i elongacja 72°C 3 min
Amplifikaci Denaturacja 94°C 30s

mp e oa Hybrydyzacja 70°C 30s
5 cykli - -
Elongacja 72°C 3 min
Amplifikaci Denaturacja 94°C 30s
mpI@cd  THybrydyzacja 68C | 30s
25 cykli - -
Elongacja 72°C 3 min
Elongacja 72°C | 10 min
Schtodzenie préb 4°C -

10ul kazdej reakcji sprawdzano podczas elektroforezy w 1z8% agarozowym. 1ul reakcji
rozcieaczono przez dodanie 49ul buforu Tricine-EDTA, pymzprzeprowadzono drgg
runde RACE-PCR. Przygotowano mieszagimeakcyjry zawierajca: 2.5ul 10x bufor
Advenatge 2 PCR, 0.5ul dNTP [10mMzZkly], 0.5ul 50x Adventage 2 DNA Polymerase

Mix, 0.5ul wewretrznego startera uniwersalnego NUP, 0.5ul wgrznego startera genowo
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specyficznego 2 (ang. GSP2, Gene Specific Primav Rjerunku 5’ lub 3’ [10uM], 1.25ul
matrycy lgdacej rozcidiczonym produktem pierwszej reakcji RACE-PCR, 19128pgrylnej
wody. Drug runct reakcji przeprowadzano wedtug programu NRACE:

Denaturacja 95°C 5 min
Amplifikacja Denaturacja 94°C 30 s
25 cyKii Hybrydyzacja 68°C_| 30s
Elongacja 72°C 3 min
Elongacja 72C | 10 min
Schtodzenie prob 24°C -

10ul kadej reakcji sprawdzano podczas elektroforezy w 128% agarozowym. Produkty
drugiej rundy RACE-PCR klonowano beZpadnio lub po elucji DNA zelu agarozowego
jak w punktach 4.6 — 4.8 (METODY) oraz sekwencjoaow (METODY, punkt 4.9).

4.13Charakterystyka petnej sekwencji genomowej wysglakawanych
genow w eksperymencie RDA-cDNA megq@pacer po genomie” za
pomog zestawu GenomeWalker™ Universal Kit firmy Clontech

W celu poznania petnej sekwencji genomowej fragdengendéw wyselekcjonowanych
metody RDA-cDNA wykorzystano zestaw GenomeWalker™ Uniagrsit firmy Clontech.
Metoda ,spacer po genomie” umlivia poznanie sekwencji genomowe] znaghgj Sk
powyzej oraz poniej znanego fragmentu DNA. W pierwszym etapie DNAn@aowy
poddaje s trawieniu restrykcyjnemu  czterema enzymami = rozp@mymi
szecionukleotydowe sekwencje w DNA, genaaymi tepe kace. Takie sekwencje
wystepuja stosunkowo agto w genomie, dlategoAdNA jest pocgty na fragmenty, ktére
mog ulega& amplifikacji w reakcji PCR. Nagpnie do kadego zestawu fragmentow
restrykcyjnych dalcza s¢ uniwersalny adaptor (GenomeWalker Adaptor) na otiu
koncach. Tak uzyskane fragmenty DNA twgriak zwane ,biblioteki DNA”, stanowce
matryce w reakcjach PCR. W pierwszej reakcji PCRcomgystuje si zewretrzny starter
uniwersalny (AP1) oraz starter genomowo specyfic¥@®5P1), w drugiej reakcji PCR
wykorzystuje s3 wewretrzny starter uniwersalny (AP2) oraz wepnany starter genowo
specyficzny (GSP2). Zaréwno starter AP1, jak i AB2komplementarne do sekwencji
adaptora dalczonego do fragmentéw restrykcyjnych DNA. Mechanizratody ,spacer po

genomie” przedstawia schemat 4-5.
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DNA genomowy

trawienie enzymami restrykcyjnymi
ligacja adaptora GenomeWalker

EcoRV Dral Pvull Stul
— [ == [

= T

“Biblioteki DNA?"

amplifikacja sekwencji genomowej badanego genu
z czterech “bibliotek DNA”
fragment DNA genomowego
GSP.
‘ - ésm
M B
== s
AF:\P? adaptor GenomeWalker

AP1
BERN pierwsza runda reakcji PCR
\

AP2
GEP2 ™\ druga runda reakcji PCR
\

elektroforeza produktow
drugiej rundy reakcji PCR
\

E D P S k. 100bp+

wm 3 000pz

- el == 1 000pz

klonowanie wybranychproduktéw PCR i sekwencjonowanie

Schemat 4-5. Przebieg pogbowania w eksperymencie ,spacer po chromosomie”. G2 i GSP2 (ang.
Gene Specific Primer) — startery genowo specyficznd i 2, AP1 | AP2 — startery uniwersalne
komplementarne do sekwencji adaptora Genome WalkgiClontech, zmod.).

4.13.1. Przygotowanie ,bibliotek DNA”

W czterech probdéwkach typu eppendorfgeabno: 2.5ug DNA genomowego, 80Uenzymu
restrykcyjnego EcoRV/Dral/Pvull/Stul, 10ul 10x bufdla EcoRV/Dral/Pvull/Stul, wagl
sterylm do kacowej obgtosci 100ul. Calé¢ wymieszano delikatnie pipetw, krotko
zwirowano i inkubowano w 3T przez 2 godziny. Po uptywie tego czasu proby pane
wymieszano delikatnie pipetq, zwirowano i inkubowano w 3T przez 16 godzin. 5ul z
kazdej reakcji trawienia sprawdzono poprzez elektredprw 0,8% zelu agarozowym.
Pozosta} objetos¢ reakcji ekstrahowano 1 aipscia fenolu, zwirowano 30 s przy 18 000g w
temperaturze pokojowej. Fazy wodne przeniesionsmaleych probowek i ekstrahowano 1
objetoscig chloroformu, wirowano jw. Fazy wodne przeniesiod@ nowych probowek i
dodano 2 olgitosci zimnego 96% etanolu, 0.1 etys¢ 3M octanu sodu pH 5.0 oraz 20ug

glikogenu. DNA wytgcano przez 5 godzin w temperaturze°@0po czym zwirowano 30
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min. 18 000g w 4C. Osady DNA przemyto dwukrotnie 100ul zimnego 8@fanolu, za
kazdym razem wirggc 5 min, 18 000g w 4. Osady suszono ok. 5 min. w temperaturze
pokojowej, rozpuszczono w 20ul buforu TE. Nasie 4ul, z kadej probowki z
potrawionym DNA, przeniesiono do nowych probowek, gzym dodano: 1.9ul adaptora
GenomeWalker, 1,6upl 10x bufor dla ligazy, 3U ligaDNA T4. Caté¢é wymieszano
delikatnie pipetujc, zwirowano impuls, inkubowano 16 godzin w tempaze 16C. W celu
inaktywacji enzymu préby umieszczono na 5 min W(&,Qpo czym dodano 72ul buforu TE.
Kazda z ,bibliotek DNA” opisano odpowiednio: E (EcoRM), (Dral), P (Pvull), S (Stul).

4.13.2. Amplifikacja petnej sekwencji genomowej badanych gedw w reakcji
GenomeWalking-PCR

W celu amplifikacji sekwencji genomowej badanychn@e, przygotowano mieszaniny
reakcyjne zawiergge: 1.5ul matrycy ,bibliotek DNA” (E, D, P, S), 2456 10x bufor dla
polimerazy DyNAzym&' EXT, 0.5ul dNTP [10mM kady], 0.5l startera uniwersalnego
AP1 [10uM], 0.5ul startera genowo specyficznegoigrdnku powyej lub ponkej znanej
sekwencji [10uM], 0.75Upolimerazy DyNAzyMé& EXT, wod: sterylm do kaicowej
objetosci 25ul. Pierwsz reakcg amplifikacji przeprowadzano wedtug programu GW:

Denaturacja 95°C 5 min
Amplifikacja Denaturacja 94°C 25 s

7 cykli Hybrydyzacja i elongacja 72°C 3 min
Amplifikacja Denaturacja 94°C 255

32 cykle Hybrydyzacja i elongacja 67°C 3 min
Elongacja 67°C 10 min
Schiodzenie prob 4°C -

10ul z kadej reakcji sprawdzano podczas elektroforezy w 1Z&M1 agarozowym. 1ul
kazdej préby rozcigéczono dodajc 49ul sterylnej wody. Dla przeprowadzenia drugggkciji
amplifikacji przygotowano mieszarirreakcyjry: 1.5u1 matrycy bdacej dziesgciokrotnym
rozcieiczeniem produktéw pierwszej reakcji PCR, 2.5ul 1bufor dla polimerazy
DyNAzyme™ EXT, 0.5ul dNTP [10mM kady], 0.5ul startera uniwersalnego AP2 [10pM],
0.5ul wewrtrznego startera genowo specyficznego w kierunkuygej lub poniej znanej
sekwencji [10uM], 0.75Upolimerazy DyNAzyMé EXT, wod: sterylm do kaicowej
objetosci 25ul. Drug reakcg amplifikacji przeprowadzano wedtug programu NGW:

Denaturacja 95°C 5 min

Amplifikacja Denaturacja 94°C 255

5 cykli Hybrydyzacja i elongacja 72°C 3 min
Amplifikacja Denaturacja 94°C 25s

20 cykli Hybrydyzacja i elongacja 67°C 3 min
Elongacja 67°C 10 min
Schiodzenie prob 4°C -
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10ul z kadej reakcji sprawdzano podczas elektroforezy w 1z8% agarozowym. Produkty
drugiej rundy GenomeWalking-PCR klonowano bezednio lub po elucji DNA zzelu
agarozowego jak w punktach 4.6 — 4.8 (METODY) osakwencjonowano (METODY,
punkt 4.9).

4.14. Amplifikacja petnej dtugaci cDNA i genu

W celu sprawdzenia, czy fragmenty cDNA i DNA amighbivane w eksperymentach RACE
oraz ,spacer po genomie” pochadz jednego transkryptu lub locus przeprowadzon&ajea
PCR, w ktérej amplifikowano pelnej diugo sekwencje badanych cDNA i gendw.
Pojedyncza mieszanina reakcyjna zawierata: 2.5\NAx»yme™ EXT Buffer, 0.5ul dNTP
(10mM kazdy), 1.5U polimerazy DyNAzymé& EXT DNA Polymerase, po 1.25pul startera w
kierunku 5’ i w kierunku 3’ [10uM kady], 20ng matrycy DNA genomowy lub 1ul matrycy
cDNA, steryl wode do obgtosci koncowej 25ul. Amplifikacg przeprowadzano wedtug

programu AMP: Benaturacja 95°C 5 min.
Amplifikacja Denaturacja 94°C 1 min.
30 cyki Hybrydy;acja 60/61/62/63C | 1 m?n.
Elongacja 72°C 3 min.
Elongacja 72°C 10 min.
Schtodzenie prob 4°C -

10ul kadej reakcji sprawdzano podczas elektroforezy w 178k agarozowym.

4.15.Metody bioinformatyczne — analiza produktow sekwgmowania

Sekwencje uzyskane w wyniku reakcji sekwencjonowanpoddano analizom
bioinformatycznym z wykorzystaniem paskzych programéw.

Sekwencje edytowano i skladano w kontigi za pampiogramu ContigExpressediacego
czescig pakietu Vector NTI 10.3.0 firmy Invitrogen.

Podobiéstwo ze znanymi sekwencjami nukleotydowymi i biaWgmi okreslano za pomag
zestawu programoéw blast deshych na  stronie internetowe;j NCBI

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.ggioraz programu RepeatMasker @dpstego na stronie

http://repeatmasker.org

Doswiadczenia przeprowadzone technikami RACE i ,spaper genomie” umdiwity
poznanie sekwencji cDNA i genomowych wyselekcjonoyan gendow. Dziki sekwencjom
cDNA mazliwe byto okreélenie prawdopodobnych sekwencji aminokwasowych ekiat
kodowanych przez zidentyfikowane geny za pomo@rogramu TranslateTool

(http://expasy.ch/tools/dna.ht)nl dostpnym na serwerze EXPASy htip://expasy.ch/
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Zastosowanie programu FGENESH Salamov [ Solovyev, 2000
(http://linux1.softberry.com/berry.phtmli?topic=fgsh&group=programs&subgroup=gfihd

dostpnego na serwerze SoftBerryhttp://linuxl.softberry.com/berry.phtinl umazliwito

okreslenie struktury egzonowo — intronowej zidentyfikawah genow oraz potencjalnych
sygnatéw poliadenylacji. Genomowe sekwencje ger®@ndiviifolia sp B analizowano
wzgledem sekwencjiArabidopsis raslin jednolisciennych, motylkowych, ziemniaka oraz
glonuChlamydomonas

Procentow zawarté¢ poszczegolnych nukleotydow w sekwencjach genombwycDNA
okreslono za pomog programu EditSeq,golacego czscig pakietu DNASTAR Lasergenes8.

W celu okrélenia stopnia podobistwa sekwencji aminokwasowych potencjalnych biatek
kodowanych przez wyselekcjonowane geny posto s¢ programem CLUSTALW2 na
serwerze EBI European Bioinformatics Instityte

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.hinl stosugc ustawienia standardowe. Dane

nastpnie eksportowano za pomp@rogramu Jalview do formatu FASTA, a wizualizacj
réznic w poszczegoblnych poréwnaniach sekwencji praspdzono przy zastosowaniu
programu BOXSHADE 3.21h(tp://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.h)ml

Poszukiwania specyficznych motywéw biatkowych prde@no za pomec programu

MotifScan fttp:/myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scpn (Pagni i in. 200% InterProScan

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScin/ oraz SMART luttp://smart.embl-heidelberg.de/
(Schultz i in. 1998

Poszukiwania sygnatow kierowania biatek do poszéisgh przedziatow komorki

przeprowadzono dgki programom PSORTNakai i Kanehisa 1991 (http://psort.imsekundu-

tokyo.ac.jp/form.htn), TargetP 1.1Http://www.cbsekunddtu.dk/services/Targg¢tfEmanuelsson i
in. 2000), bttp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP{Bendtsen i in. 2004 oraz ProtComp

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=protoppl&group=programs&subgroup=proloc

Wiasciwosci  fizykochemiczne przewidywanych biatek o#ltmo za pomog

programu ProtParantfp://expasy.org/tools/protparam.hjnfGasteiger i in. 2005
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5. WYNIKI

5.1.ldentyfikacja fragmentow DNA specyficznych dla DNenomowego
meskiego izeriskiego Pellia endiviifolia sp B
5.1.1. RDA —roéznicowa analiza genomowa
Obecnie nie mazadnych danych molekularnych na temagnié w sekwencjach
genomowych midzy osobnikami rgskimi i zenskimi watrobowcaP.endiviifolia sp B. W
celu sprawdzenia, czy xdice w obrazach chromosoméw metafazowych izolowanyc
gametofitow ngskich i zenskich P.endiviifolia sp B $wiadcz o rzeczywistych rinicach w
sktadzie sekwencji genomowych wykorzystano metB@A, ktora hczy w sobie technik
roznicowej hybrydyzacji z reakgjPCR. Eksperyment typu RDA urdovia amplifikacje
fragmentéw DNA, ktore gsobecne w jednej puli DNA (np. DNA genomowym ganfiélio
meskiegoP.endiviifoliasp B) zwanej pul testowag (ang.teste), a nie wysfpujag w drugiej
puli DNA (np. DNA genomowym gametofituenskiego P.endiviifolia sp B) zwanej pul
eliminujaca (ang. driver). Kolejne etapy pospowania w technice #dicowej analizy
genomowej przedstawiono w rozdziale METODY (pkt)4.4
Pierwszym krokiem w celu uzyskania fragmentéw sgpeznych dla DNA
genomowego ®skiego i zenskiego byta izolacja DNA genomowego z pleclkeskich i
zenskich P.endiviifoliasp B hodowanycim vitro, przy wykorzystaniu zestawu DNeasy Plant
Maxi Kit firmy QIAGEN®. Jaka¢ i ilos¢ DNA okreslono za pomog pomiaru absorbanciji na
spektrofotometrze NanoDrop® ND.

Stezenie [ng/pl] 260/280 260/230
DNA genomowy? 81.41 1.78 1.63
DNA genomowyd 67.88 1.76 1.55

Mimo, iz stosunek absorbancji 260/230 nie fniksie w przedzial&wiadczcym o czystéci
preparatu DNA (1.8 — 2.2), izolaty wykorzystane tabs do nasipnych etapdéw
eksperymentu. Plechyatvobowcow bogateasw réznego typu zwgzki polifenolowe, ldz
pochodne cukrowcowe, ktorych ez wspdtizoluje st z DNA, co odzwierciedlone jest w
zanzonym stosunku absorbancji 260/230. Nie przeszkadaag jednak w stosowanych
metodach biologii molekularne.

Uzyskany DNA genomowy z plecheskich i zenskich poddano trawieniu restrykcyjnemu
enzymami Hindlll lub BamHI, po 2ug w kdym trawieniu. Wykorzystanies celu trawienia
DNA roznych enzyméw zapewnia utworzenie kilku rodzajéw.tzeeprezentaciji” badanego

genomu. Jako kontrole reakcji zastosowano DNA gewaynz mieszanif reakcyjry bez
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dodania enzyméw restrykcyjnych. Produkty trawien(ta300ng) sprawdzono poprzez

elektroforez w 1.5%zelu agarozowym (zdj. 5-1).

1 2 3 4 1kb 5 6 7 8 1kb

(W

Zdjecie 5-1. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agarozieproduktéw trawienia DNA genomowego
watrobowca P.endiviifolia sp B. Sciezki 1, 3 — DNA meski trawiony odpowiednio Hindlll lub BamHI.
Sciezki 2, 4 — DNA meski nietrawiony. Sciezki 5, 7 — DNA zenski trawiony odpowiednio Hindlll lub
BamHI. Sciezki 6, 8 — DNA zenski nietrawiony.

Nastpnie do oczyszczonych fragmentéw restrykcyjnych Dlaczono specyficzne 24-nt
R-adaptory. Dla kalej puli fragmentdw przeprowadzono szereg reakcCRP z
wykorzystaniem 24-nt R-adaptoréw jako starteréw elucuzyskania wystarczgej ilosci
amplikonéw do przeprowadzenia kolejnych rundniéowej hybrydyzacji. Oczyszczone
produkty amplifikacji sprawdzono przeprowadgajelektroforez ~2ug R-amplikondéw w
1.5%:zelu agarozowym (zdj. 5-2).

R-amplikony
Hindlll BamHI

o =250 pz

Zdj ecie 5-2. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agarozieczyszczonych R-amplikonéw DNA genomowego
meskiego izenskiegoP.endiviifolia sp B.

W rezultacie uzyskano ~650ug R-Hindllamplikonow, ~630ug R-Hindlé amplikonow,
~460pg R-BamH amplikondw, ~680ug R-Bamidl amplikonéw. Kolejne rundy

réznicowej hybrydyzacji genomowej przeprowadzono verzth badanych uktadach:

Fragmenty testowane | Fragmenty eliminujgce
2 amplikony BamHI | &' amplikony BamHI
d amplikony BamHI | 2 amplikony BamHI
2 amplikony Hindlll | & amplikony HindlIl
d amplikony Hindlll £ amplikony HindlIl

el N4
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Dla kazdego uktadu przeprowadzono cztery rundynicowej hybrydyzacji DNA przy
wzrastagcych stosunkach ikziowych biblioteki fragmentow testowanych wedgm
biblioteki fragmentéw eliminujcych:

» lrunda - 1:100 BamHlI, Hindlll,

» llrunda - 1:800 BamHlI, 1:400 Hindlll,

> Il runda - 1:400 000 BamHI, 1:100 000 Hindlll,

» IV runda - 1:400 000 BamHlI, 1:8 000 000 Hindlll.

Ponadto w kadej z rund do puli fragmentéw testowanychagabno nowe adaptory, zanim
pula ta zostata zmieszana z nadmiarem fragmentdwmingijacych. Kolejne rundy
hybrydyzacyjne (I - IV) wyodibnity rozne zestawy fragmentéw DNA dlaZdego badanego
uktadu. W przypadku gdy fragmenty testowane stalyowenskie amplikony BamHI
otrzymano produkty tdnicowe DP diugaici w zakresie ~300 — 500pz (zdje 5-3).

100bp DP'

100bp DP" 100bp Dp" 100bp DPV

1000 pz =

500 pz =

200 pz =

Zdjecie 5-3. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agarozie produktow réznicowych PCR po kadej z
czterech rund réznicowej hybrydyzacji (DP' - DP"); fragmenty testowane stanowilyzeiskie amplikony
BamHlI.

W przypadku gdy fragmenty testowane stanowityskie amplikony BamHI otrzymano
produkty ré&nicowe DP dlugdici w zakresie ~300 — 600pz (zdje 5-4).

100bp DP' 100bp DP" 100bp DpP" 100bp ppY

Zdjecie 5-4. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agarozie produkté®v réznicowych PCR po kadej z
czterech rund réznicowej hybrydyzacji (DP' - DPV); fragmenty testowane stanowity ngskie amplikony
BamHI.

1000 pz =
500 pz -

200 pz -

W przypadku gdy fragmenty testowane stanowigsiskie amplikony Hindlll otrzymano
produkty ré&nicowe DP diugdici w zakresie ~300 — 500pz (zdje 5-5).
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100bp DP' 100bp DP" 100bp  DP" 100bp DPV

1000 pz =

500 pz -

200 pz =

Zdjecie 5-5. Rozdzial elektroforetyczny w 1.5% agarozie produkt®v réznicowych PCR po kadej z
czterech rund réznicowej hybrydyzacji (DP' - DP"); fragmenty testowane stanowilyzenskie amplikony
HindllIl.

W przypadku gdy fragmenty testowane stanowitgskie amplikony Hindlll otrzymano
produkty ré&nicowe DP dlugdici w zakresie ~150 — 500pz (zdije 5-6).

100bp  DP' 100bp  DP" 100bp  DP" 1000p DPV

Ll
= '

Zdjecie 5-6. Rozdzial elektroforetyczny w 1.5% agarozie produkt®v réznicowych PCR po kadej z
czterech rund réznicowej hybrydyzacji (DP' - DPV); fragmenty testowane stanowily naskie amplikony
Hindlll.

1000 pz -

500 pz -

200 pz =

Uzyskane fragmenty DNA stanoygie produkty rénicowe DP dla fragmentéw testowanych
zenskich i meskich amplikonéw BamHI wyizolowano zeli za pomog zestawu firmy
Qiagen, wklonowano do wektora pGEM-TEasy (Promega) poddano reakcji
sekwencjonowania. Produktyzricowe dla fragmentow testowanychenskich i nmeskich
amplikonoéw Hindlll klonowano do wektora, a ngstie poddano reakcji sekwencjonowania.
W wyniku reakcji sekwencjonowania otrzymano 33 walualne sekwencje DNA:
> 6 sekwencji produktéw DP dla uktadu, w ktérym fragmentami testowanymi byty
zenskie amplikony BamHi;
> 10 sekwenciji produktéw DP dla uktadu, w ktérym fragmentami testowanymi byty
meskie amplikony BamHil;
> 7 sekwencji produktéw DP dla uktadu, w ktérym fragmentami testowanymi byty
zenskie amplikony BamHi;
> 10 sekwencji produktéw DP dla uktadu, w ktérym fragmentami testowanymi byty
megskie amplikony BamHl.
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5.1.2. ldentyfikacja fragmentow DNA specyficznych dla DNAtestowanego metog PCR

Na podstawie sekwencji produktéw zmcowych DP' zaprojektowano 33 pary
starterow, ktére wykorzystano w celu identyfikdcigmentéw DNA specyficznych dla DNA
genomowegaenskiego i mgskiegoP.endiviifoliasp B metod PCR (METODY, pkt 4.10).
Reakcje PCR przeprowadzono na matrycach DNA gengiowzolowanych z plech
zenskich i megskich P.endiviifoliasp B z hodowliin vitro. Jako kontraj pozytywry reakcji
PCR na DNA genomowyrR.endiviifoliasp B wykorzystano startery RTAKTF+RTAKTR
amplifikujace fragment aktynyl diugoi 197pzPellia endiviifoliasp B

W przypadku reakcji PCR z zastosowaniem startergvojektowanych na podstawie
sekwencji produktéw ricowych DP uzyskanych przy zastosowantenskich i mgskich
amplikonéw Hindlll nie zidentyfikowano fragmentow NA specyficznych dla DNA
genomowegozenskiego i meskiego — produkty amplifikacji otrzymano dlazkiej z par
starterow zarowno na matrycy DNA genomowsygenskim jak i meskim.
W wyniku reakcji PCR z wykorzystaniem starterow roggktowanych na podstawie
sekwencji produktéw rnicowych DPY uzyskanych przy zastosowaniu amplikonéw BamH]
otrzymano specyficznamplifikacg na matrycy DNA genomowyenski P.endiviifoliasp B
dla 3 par starterow (zdj. 5-7) zaprojektowanychpodstawie sekwencji: Z_333pz, Z_363pz,
Z 474pz. Jako kontrel pozytywry reakcji na DNA genomowym z plech eskich
zastosowano startery amplifikge nesko specyficzny fragment DNA M_462paafrz str.77.

Z 333pz z 363pz Z 474pz

90"9 e o"an d 2 d % I knioobp QO’Q d 2 I ke N® P 24 A 100bp

=500 pz

- 200 pz

Zdjecie 5-7. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agarozi@produktéw PCR na matrycy DNA genomowy
zenski i meski P.endiviifolia sp B z wykorzystaniem starteréw zaprojektowanych ngodstawie sekwencji
fragmentéw: Z 333pz, Z_363pz, Z_474pzSciezki ¢ - matryca DNA genomowy zenski; $ciezki o' -
matryca DNA genomowy meski; N ¢ - kontrola negatywna dla DNA genomowegdenskiego, reakcja PCR
z wykorzystaniem starteréw dla fragmentu M_462pz; B - kontrola pozytywna dla DNA genomowego
meskiego, reakcja PCR z wykorzystaniem starterow dlafragmentu M_462pz; 24, da - kontrole
pozytywne dla DNA genomowegoP.endiviifolia sp B, reakcja PCR z wykorzystaniem starterow
amplifikuj acych fragment aktynyl; kn - kontrola negatywna dla poszczegélnych par starteréw (bez
matrycy).

Ponadto otrzymano rowrdespecyficzg amplifikacg na matrycy DNA genomowy ¢ski
P.endiviifolia sp B dla 7 par starterow (zdj. 5-8, 5-9) zaprojekioych na podstawie
sekwencji: M_306pz, M_451pz, M_282pz, M_498pz, 2@ M_314pz, M_270pz. Jako
kontrok pozytywry reakcji na DNA genomowym z pleckenskich zastosowano startery
amplifikujace zensko specyficzny fragment DNA Z_474pz (zdj. 5-7).
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M_306pz M_451pz M_282pz
. —.

TR I Tk TYITRPPTITE & ke Tudhiroomp

=500 pz

- 200 pz

Zdjecie 5-8. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agarozi@roduktéw PCR na matrycy DNA genomowy
zenski i meski P.endiviifolia sp B z wykorzystaniem starter6w zaprojektowanych ngodstawie sekwencji

matryca DNA genomowy neski; 2, , d'a - kontrole pozytywne dla DNA genomoweg®.endiviifolia sp B,
reakcja PCR z wykorzystaniem starteréw amplifikujgcych fragment aktynyl; kn - kontrola negatywna
dla poszczegolnych par starteréw (bez matrycy).

P FRFT R TP TR TK TR ITL Tk 279%2 F 2 ke P? NG S 100bp

= 500 pz

=200 pz

Zdjecie 5-9. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agarozi@produktéw PCR na matrycy DNA genomowy
zenski i meski P.endiviifolia sp B z wykorzystaniem starteréw zaprojektowanych ngodstawie sekwencji

d' - matryca DNA genomowy ngski; P2 - kontrola pozytywna dla DNA genomowegaenskiego, reakcja
PCR z wykorzystaniem starterow dla fragmentu Z_474p; NJ - kontrola negatywna dla DNA

genomowego raskiego, reakcja PCR z wykorzystaniem starterow dlafragmentu Z_474pz; @4, Ia -

kontrole pozytywne dla DNA genomowegd®.endiviifolia sp B, reakcja PCR z wykorzystaniem starterow
amplifikuj acych fragment aktynyl; kn - kontrola negatywna dla poszczegoinych par starteréw (bez
matrycy).

W celu sprawdzenia, czy uzyskane sekwenep lhowniez amplifikowane specyficznie na
matrycach DNA z plech naturalnie r@sgch w terenieP.endiviifoliasp B, przeprowadzono
dodatkowo szereg reakcji PCR na DNA genomowym izaloym z plech gskich izenskich
zebranych z terenu (Kopanina k. Poznania). W reakcyvykorzystano pary starterow giag
odpowiednio specyficzne produkty amplifikacji na Bldenomowym maskim lubzenskim z
plechP.endiviifoliasp B hodowanycln vitro. Niestety w przypadku reakcji PCR na DNA
pochodacym z plech z terenu uzyskano produkty zaréwno réryoy DNA genomowy
meski i zenski z plech z terenu (jak pokazano przyktadowo mypadku fragmentow Z_333 i
Z 474, zdj. 5-10), &z uzyskano szereg niespecyficznych produktow reaR€iR (jak
pokazano przyktadowo w przypadku fragmentow M_481282, M_270, zdj. 5-11).
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Z_474pz Z 333pz
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- 500 pz

=300 pz

Zdjecie 5-10. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agaroeiproduktéw PCR na matrycach DNA genomowy
zenski i meski P.endiviifolia sp B z plech zebranych z terenu oraz DNA genomowagnski i meski z plech
hodowanychin vitro z wykorzystaniem starteréw zaprojektowanych na podtawie sekwencji fragmentow:
Z_AT74pz, Z_333pzSciezki kn - kontrola negatywna dla poszczegélnych partarteréw (bez matrycy).

M_451pz M_282pz

ol
< &L
\° ARG

N eQ &8
IR
Qe ST
9 O" kn 100bp 9 d" kn 100bp kn 100bp

=500 pz A0
=400 pz oLt PZ
=200 pz

Zdjecie 5-11. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5% agaroeiproduktéw PCR na matrycach DNA genomowy
zenski i meski P.endiviifolia sp B z plech zebranych z terenu oraz DNA genomowaenski i meski z plech

hodowanychin vitro z wykorzystaniem starteréw zaprojektowanych na podtawie sekwencji fragmentow:
M_451pz, M_282pz, M_270pzSciezki kn - kontrola negatywna dla poszczegdlnych partarterow (bez

matrycy).

- 300 pz
- 200 pz

5.1.3. Analiza bioinformatyczna sekwencji fragmentéw DNA pecyficznych dla
DNA genomowegazenskiego i meskiegoP.endiviifoliasp B hodowanejin vitro
Fragmenty DNA ulegare specyficznej amplifikacji na DNA genomowyrskim i meskim
watrobowcaP.endiviifoliasp B hodowanegm vitro poddano analizom bioinformatycznym z
wykorzystaniem zestawu programow blast gosych na stronie internetowej NCBI oraz

programu RepeatMasker dgshego na stronibttp://repeatmasker.org

* Analiza sekwencji fragmentu DNA Z_333pz

W wyniku eksperymentu RDA uzyskano sekwerieNA diugasci 333nt:

GATCCTATTTGGAGGGAAAATAATGATATTGGTAGGAGGATTTTGACAAGTGTITGCCAATTTTGCAATTTGGGA
GTTGTACGGACATTATTCAAGCGAGTCTTAAGAGTTCGATGATATGGTCACA GTCAAAGTGATGAAACTATAT
GAAAACATGCAAATGAAGACGTTAGAAGGTAAACATTATTGCAACGTAATAT CAATTCTGACTTTTGCTCTTAA
GCGTGTAAGGTGGACAATTTGAGTGAGGTTGACTACTCCTAGGGTAAGCATEGATTGAACAACAAAATTTCAA
TAATTGCCTTCTGAAAATAAGAGAGGGAAGAGTGGATC

Analiza na poziomie nukleotydowym z wykorzystaniedgorytmu blastn nie wykazata

znacacego podobigstwa do znanych sekwencji nukleotydowych zdepongalarw bazie
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danych GenBank. Zastosowanie algorytmu blastx Alimo przettumaczenie sekwencji
nukleotydowej na sé potencjalnych ramek odczytu oraz porodwnanie uaygiia sekwencji
aminokwasowych do sekwencji biatkowych zdeponowhanye bazie danych GenBank.
Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 5-1, pragzym jako kryterium jak&i
dopasowania przyfo najnizszg wartas¢ E-value.

Tabela 5-1. Wyniki analizy bioinformatycznej dla fragmentu DNA dlugdsci 333nt z wykorzystaniem
algorytmu blastx. E-value = wartasé E.

Fragment DNA Z_333pz
blastx Gene ID %* | E-value

Hipotetyczne biatko SORBIDRAFT_02g042016
Sorghum bicolor

Hipotetyczne biatko AP9_DO05.1
Arabidopsis lyratasubsp. petraea

Hipotetyczna helikazArabidopsis thaliana 0i|4585936|gb|AAD25596| | 48 3e-06
Helikaza helitronlPhytophthora infestan§30-4 0i|9461885|gb|EEY60735| | 42 4e-06
* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wegem sekwencji z bazy danych GenBank.

0i[242051190|gb|EER99860| 44 | 2e-07

0i|169647206|gb|ACA61624| 43 3e-06

* Analiza sekwencji fragmentéw DNAZ_363pz, Z_474pz

W wyniku eksperymentu RDA uzyskano sekwerieNA diugasci 363nt:

GATCCAAATCACCTTATGGCTTGATAACGTAATGAATGAATATTTTTCTGACAAAGTGTCTTTAACTTCCATCAT
TCAGGGTTTTATGGTTAGAGTGTCTTGGAGGTGCATTTTTCCATGATAAAATACAATGTTCAATGTGTGCAGAC
CCTTTATCCTTGAAGTTGCCACCGTGACTATCTATCTGCACGGTCAACGAAGGTCTATTATTGGTGTGGAGAA
CAAACACACCACTAGTAGTACCTTGTGACCAATAGTATGAGAAAAATCCCTTTATCAAGATGACATAGAGAGA
AATGCCATGGAGGATTATGCAGCTAAGTCAAAACCCATTGTGGACTGGCAATACCTCCTTTGGATC

oraz sekweng¢jDNA o diugaci 474nt:

GATCCAAATGAGTGTTCTTACAAAACAAACTCTCTCTCCTTGCACATGCCTCATTTAGCTCATGTAACCATCCAA
GTTGAGTTACAAAGGCTTTGGTGGATAGTGAGGTAAGAAACGCCTATGTGTATGCGCCCCTCTCGCTTTGCTT
TCTTTTGTGATCTCCTCCAACTATGGTAGTCAAGTTGTTTGTGCACCTACACGGGTCCTCCTTTGCGCTCCCTT
CTGTGTAGTCCATCAACTCTTGGCTATTGAGGTCCTTGAACCTTCCGCTCCCGTCTCACAACACACTCTTGAG
ACTCCACCAACTATCAATTTCAAAGTTTAGTGATTCACAATTTGGCAATGAAGTTGTAAAATTCCTAGGGCTAT
CTAGTGTGCAGGAATTGAATGCTATTCTAAATAAGGATTGGCAAACCACCACTTGSCATCCACGAGGGTATAA
ACTTTGTGCGAAACATCAAAATTGGATC

Analizy zarbwno na poziomie nukleotydowym, jak iinokwasowym z wykorzystaniem
programow blast nie wykazakadnego podobiestwa do znanych sekwencji nukleotydowych
i biatkowych zdeponowanych w bazie danych GenBa&hbwniez zastosowanie programu
RepeatMasker nie wskazato na obeécnsekwencji repetytywnych w odsie badanych

sekwenciji.

* Analiza sekwencji fragmentu DNA M_451pz

W wyniku eksperymentu RDA uzyskano sekwergNA diugasci 451nt:

GATCCACTGCCGCCTGCACAGGCAGTCAAGGTTAGCACTGATGAGTTGAAGCGGBTATTCGATCTCGCTTCAG
AAGACGCGAACGGCCTGATAACGGCTGAGATCCGGCTCGATGGGAAGAATGABCCGGCGCATATGCGGCCA
ATCTGCCCTCAAGCTTCTTTGCCTCTGGGGGGCAGGGTCAGAGAATTCGCCTCBACACCGATAGGCGAACTA
ACCGTACCTGCCGGTATGTTCGCGAAGAGTGATCTGACTGGCGCGGAGGATGTAGCTGCCTGTCGGCACCG
CCGATCTCTCGAGTCTGGACAGCAAGCTGAAGGAGAAGATTGGCAGCCATCCGAIGTTGAGCTGACCGCCAA
GGTCGGCGATACCGTTCTCGCCTGGAACAATCCCGGCGCTCCGGTTACGGTGTCGEAAGTACGCCCTTGCAC
AGGGTGAGGATC
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Analiza na poziomie nukleotydowym z wykorzystaniedgorytmu blastn nie wykazata
znacacego podobigstwa do znanych sekwencji nukleotydowych zdepongalarw bazie
danych GenBank. Zastosowanie algorytmu blastx dimo przettumaczenie sekwencji
nukleotydowej na sé potencjalnych ramek odczytu oraz porownanie uaygiia sekwencji
aminokwasowych do sekwencji biatkowych zdeponowhanye bazie danych GenBank.
Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 5-2, pragzym jako kryterium jaki
dopasowania przyfo najnisz wartas¢ E-value.

Tabela 5-2. Wyniki analizy bioinformatycznej dla fragmentu DNA dtugdci 451nt z wykorzystaniem
algorytmu blastx. E-value = wartcsé E.

Fragment DNA M_451pz
blastx Gene ID %* E-value

Ksylanaza FPaenibacillussp. W-61 0i[2722783TgbBAC45001] 37 7e-16

Biatko warstwy powierzchniowej
Paenibacillss sp. JDR-2

Endo-1,4-beta-ksylana®aenibacillussp. JDR-2 0i[251794251blyP_00300898B | 35 4e-14
* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wegem sekwencji z bazy danych GenBank.

0i[25179826@blYP_00301299B | 36 6e-15

* Analiza sekwencji fragmentu DNA M_282pz

W wyniku eksperymentu RDA uzyskano sekwereNA diugasci 282nt:
GATCCATGATCATTCCGAGCGCTTCCACTACATTACGACGAACCCAATCGCTTGCACGTTCAATGCGACAACT
AATGAAGGAACTGCGGAGGATGCCTTCGAGCCAATCATCCCAAGCACGAACGCAGGAGCGCTCTGCTGTTCT
CTTCCCCTTGATCCAGTACATGAATAAGACCTGGAACAGCTTCTATGCCAGCAGCTTGAGCCCGTAAGCCGCG
CGCTGCGCCGTTAACTTGGAGCCTTCCGCCAGCTCCTTCAGCAATGCCGCCGTACCGGATC

Analiza na poziomie nukleotydowym z wykorzystaniedgorytmu blastn nie wykazata
znacacego podobigstwa do znanych sekwencji nukleotydowych zdepongalarw bazie
danych GenBank. Zastosowanie algorytmu blastx Alimo przettumaczenie sekwencji
nukleotydowej na sé potencjalnych ramek odczytu oraz porownanie uaygiia sekwencji
aminokwasowych do sekwencji biatkowych zdeponowanye bazie danych GenBank.
Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 5-3, pragzym jako kryterium jaki
dopasowania przyfo najnizsz wartas¢ E-value.

Tabela 5-3. Wyniki analizy bioinformatycznej dla fragmentu DNA diugdci 282nt z wykorzystaniem
algorytmu blastx. E-value = wartacs¢ E.

Fragment DNA M_282pz

blastx Gene ID %* E-value
D'gzzﬁ?gggﬁﬁggnjy[')oé_c;A gi[25179722fgblP_003011955| 73 9e-32
B'aggozt?a":’:'iﬁfgscpe inTg& g 1E£‘T gil26140652WblYP_00324276lL| 50 4e-18
Biatko zawierajce domea HEAT .
Microcyatis a?ruginos N F‘ES_S 23 gilL6636353@WblYP_00165580B| 42 7e-08

* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wezdem sekwencji z bazy danych GenBank.
* Analiza sekwencji fragmentu DNA M_462pz
W wyniku eksperymentu RDA uzyskano sekwerieNA dtugasci 462nt:
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GATCCATTGGACCAAGCATGCGGCTAATCCGATCTTTCGCGCCGACCCTGCAAGCCGATEAGCAGCAGAAG
GTTACCGCGTGCCAGGTCGTCAAACACGACGACTGGTATGTCATGTTCTATATGGATTCGAAGATGTGAATAC
GGCTCGTATCGGAATTGCCCGTTCACGCGACGGAACCGGCAGCTGGGAGCGGTTGGGTCAATCCCATTCTG
TCTCCCGGGAAAGGCAAATGGGATGGGGAAACATGCTATAAGCCTTTCGCCATCACGAAGGCGACCGCAATG
ACATTGACTGCTTTGGCAAATGTGCTTCAACAAAGTGGCAGCGAGTCACGAATGAGTCATCTATCCGTAAAG
GTGATTATTATGATTTGTTATCCCGTTACGCGAGAAGCCATTATCGGAAGCGAGTGATGGCACGGCCTTTCAT
TGGCTGGATGAGAATCTGGATC

Analiza na poziomie nukleotydowym z wykorzystaniedgorytmu blastn nie wykazata
znacacego podobigstwa do znanych sekwencji nukleotydowych zdepongalarw bazie
danych GenBank. Zastosowanie algorytmu blastx dimo przettumaczenie sekwencji
nukleotydowej na sé potencjalnych ramek odczytu oraz pordwnanie uaygiia sekwencji
aminokwasowych do sekwencji biatkowych zdeponowhanye bazie danych GenBank.
Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 5-4, pragzym jako Kkryterium jak&i
dopasowania przyfo najnisz wartas¢ E-value.

Tabela 5-4. Wyniki analizy bioinformatycznej dla fragmentu DNA dlugdsci 462nt z wykorzystaniem
algorytmu blastx. E-value = wartasé E.

Fragment DNA M_462pz
blastx Gene ID %* E-value

Domniemana lipoproteinBacteroides fragili €38R | gi[30116424/b[CBW23800 61 1le-29

Hydrolaza glikozydowa rodzina 32
Clostridium hathewayDSM 13479

* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wegem sekwencji z bazy danych GenBank.

0i[26662461ybgP_0611755p| 51 2e-23

* Analiza sekwencji fragmentu DNA M_314pz

W wyniku eksperymentu RDA uzyskano sekwerieNA diugasci 314nt:

GATCCGTACGGATTGGTTGGATAAATTGGGACTGCAGGCGCCGAGAACGATGERCGATGTCCTGGCGATCTCG
AAGGCGTTTACAGAGCGGGACCCTGACGGCAACGGCCTAAAGGACACTTTCGGTICGCCATCACGAAGGACT
TGTGGGGAAGTGCAATGGGCTTAGAGGGGTTCATGGCCGGCTACGGGGCTTATGAACATCTGGCTGCAGGA
CTCGTCGGGTAAGCTCGTATATGGCAGTGTTCAGCACGAAATGAAACAAGCGTTCGAGCGCTTCAAACGATG
TACAAAAACGGCGAGTTGGATC

Analiza na poziomie nukleotydowym z wykorzystaniedgorytmu blastn nie wykazata
znacacego podobigstwa do znanych sekwencji nukleotydowych zdepongalarw bazie
danych GenBank. Zastosowanie algorytmu blastx Alimo przettumaczenie sekwencji
nukleotydowej na sé potencjalnych ramek odczytu oraz pordwnanie uaygiia sekwencji
aminokwasowych do sekwencji biatkowych zdeponowhanye bazie danych GenBank.
Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 5-5, pragzym jako kryterium jak&i
dopasowania przyfo najnizszg wartas¢ E-value.

Tabela 5-5. Wyniki analizy bioinformatycznej dla fragmentu DNA dlugdsci 314nt z wykorzystaniem
algorytmu blastx. E-value = wartasé E.
Fragment DNA M_314pz
blastx Gene ID %* | E-value
pozakomorkowe biatko wkace substancje rozpuszcza
— rodzinal Geobacillussp.Y412MC10
pozakomorkowe biatko wkace substancje rozpuszcza
— rodzinal Clostridium cellulolyticunH10
* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wegem sekwencji z bazy danych GenBank.

'Ui6140710gybP_00324335p| 72 | 1e-38

'Ui22092867gyblyP_002505588| 65 | 1e-33
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* Analiza sekwencji fragmentu DNA M_270pz

W wyniku eksperymentu RDA uzyskano sekweri@NA dtugasci 270nt:

GATCCCTACTTGCAGAAGATGAACGTGACCTTGGCTTCCGGCGACCTTCCGGACATAOACCGGTCAATGCCAC
CCAGCTGAAGCAGCTGGCCGACTCGAACCAGATCGAGGATATGACGGATTTGTAGAGAAGTACGCTTCTCCT
CTGCTCAAGGAAATTCTCTCCGAGGAAGGTTCAGGGCCGTTCGATGCCGCGACGTGACGGAAGACTTATGG
CCATTCCGCAGACGGGTTCATCGATCGAACAAGCGCAGTTCATCTGGATC

Analiza na poziomie nukleotydowym z wykorzystaniedgorytmu blastn nie wykazata
znacacego podobigstwa do znanych sekwencji nukleotydowych zdepongalarw bazie
danych GenBank. Zastosowanie algorytmu blastx Alimo przettumaczenie sekwencji
nukleotydowej na sé potencjalnych ramek odczytu oraz pordwnanie uaygiia sekwencji
aminokwasowych do sekwencji biatkowych zdeponowhanye bazie danych GenBank.
Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 5-6, pragzym jako Kkryterium jak&i
dopasowania przyfo najnizsz wartas¢ E-value.

Tabela 5-6. Wyniki analizy bioinformatycznej dla fragmentu DNA dlugdsci 270nt z wykorzystaniem
algorytmu blastx. E-value = wartasé E.
Fragment DNA M_270pz
blastx Gene ID %* | E-value
pozakomorkowe biatko wkace substancje rozpuszcza
— rodzinalPaenibacillussp. JDR-2
pozakomorkowe biatko wkace substancje rozpuszcza
— rodzinal Clostridium cellulolyticunH10
* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wegem sekwencji z bazy danych GenBank.

'Ui25179824@5bP_00301298p| 56 | 2e-23

'Ui22092867gyblyP_002505588| 56 | 1le-22

* Analiza sekwencji fragmentow DNAM_306pz, M_498pz

W wyniku eksperymentu RDAzyskano sekwengDNA dtugaosci 306nt:

GATCCGAAAAAGTACATTTACGACTTGTGGTCAGCGAAGATGGGCTTGAATACCATCCGAATAAGCCAGTCA

CTTCTGGGCCTTCTTATTCTACTTGGACTGCGGCCACACTCGCTGTAGCCGTGTCEBAATTCGCCGCTGACG

CTAGCCGATCTGGGCAGAGCGTTTCTCGATTCGCAGTTTTTCAATAACAAGGCCATTATGAAGCGCTCCAAAC
CGTGGCCAATATCGGCGTAAGCTTTATACAGGCGGATCTGGAGAACGCGATCBCGAAATGCTGACCGATCTT
GCCGACGGGATC

oraz sekweng¢jDNA o diugaci 498nt:

GATCCGCTTGTCATGGCGTGGCTGAATGCGCAGACGAATCTGATGGATTCGATCGCTACCTGGTGGAGAATG
AAATCATGCAGCACGGCGTTCGGAATCTGCAGATGTTTATTCCGATGGAGCGGCGGGCATTCAAGGCCAGGG
TCAGGGACAAGGACATGCTGCATCATTCTCTAGCCCAGTGGCGGCTACAGCTBEGAAGTTGGACAAGCACCA
GAGGCAGAGGAAGCCGCGGAATTCGTGGGCGATGCTGGAGCGGCCGACCACGBSBCACATTATACGATAGC
CAAGATGAAGTGGACGATGAGGATATTGAAGCTTGGAGTTAGTAGGTCGTGGAACACTGAGTAACTCCGAGT
ATCACCGAATATCACGAAGGCTTACTTGGTGACACTCGGTAATACCAAGTCGTGCCAAGTAACACTAGGTAAC
ACCAAGTAATACCTGCCGATGCTCAGGCCTTGCTCGGTAATGCCTAGTCATGCCGABATC

Analizy zarbwno na poziomie nukleotydowym, jak iinokwasowym z wykorzystaniem
programow blast nie wykazakadnego podobiestwa do znanych sekwencji nukleotydowych
i biatkowych zdeponowanych w bazie danych GenBahbwniez zastosowanie programu
RepeatMasker nie wskazato na obeécnsekwencji repetytywnych w odsie badanych
sekwenciji.

Podobiéstwo niektorych sekwencji uzyskanych w wyniku ekgpeentu RDA do

sekwencji bakteryjnych okazatoeszaskakujce. Do dnia dzisiejszego nie ma danych na
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temat petnej sekwencji genomowej jakiegokolwiekepistawiciela wtrobowcow, dlatego nie
mozna wykluczy, iz w genomie tych organizméw wysluja geny o duym podobi@éstwie

do gendéw prokariotycznych. Nie memy réwnie wykluczye mozliwosci, ze w
przestrzeniach  mdzykomorkowych  plech P.endiviifolia sp B znajdy si¢
niezidentyfikowane do tej pory bakterie, ktore wddozo nadal przebywajw roslinach
wprowadzonych do hodowin vitro. Innym wytltumaczeniem obecfw fragmentéw DNA
ptciowo-specyficznych w DNA izolowanym tylko z plechodowanychin vitro jest
mozliwos¢  zachodzenia rearaacji genomowych przez lata prowadzenia hodowli

watrobowcowin vitro.

5.2.RDA-cDNA — r&nicowa analiza cDNA

W celu identyfikacji genéw odpowiedzialnych za mbawvanie organdw rozmgenia
generatywnego girobowcaP.endiviifoliasp B zastosowano techgiRDA-cDNA. Technika
ta, opisana po raz pierwszy przez Hubanka i Schat894 roku, stanowi adaptagnetody
RDA opracowanej przez Lisitsyna w 1993 roku. Meto@®DA-cDNA umaliwia
identyfikacg transkryptéw genow uleggjych specyficznej ekspresji w puli cDNA
testowanego, a nie wyglujgcych w drugiej puli cDNA — elimingcego, hdz tez
transkryptow genow tigcych sé zdecydowanie poziomem ekspresji w obu pulach. W
przypadku bada opisanych w niniejszej pracy jako pultestowan wykorzystano
dwuniciowy cDNA uzyskany z gametofitoweskich wytwarzajcych plemnieP.endiviifolia
sp B, natomiast peleliminujgca stanowit dwuniciowy cDNA uzyskany z gametofitow
zenskich wytwarzajcych rodnieP.endiviifoliasp B.

5.2.1. Porownanie wydajndci metod izolacji RNA catkowitego z plechP.endiviifoliasp B

W celu izolacji catkowitego RNA z plech atvobowca P.endiviifolia sp B
zastosowano dwie metody izolacji RNA: 1) metakstrakcji fenolowej na geco oraz 2)
metod Chomczyiskiego zmodyfikowaam przez dr P. Nuca (Pant i in. 2009). Za wyznaczniki
poréwnania zastosowanych metod peryjilos¢ i jakos¢ izolowanego catkowitego RNA,
MRNA oraz dwuniciowego cDNA w przeteniu na 100mg tkankizwtej do izolacji RNA.
Bioragc pod uwag trzy powyzsze kryteria — bardziej wydajnmetod, izolacji RNA
catkowitego, wykorzystanego naghie do izolacji mMRNA stanowtego matrye dla syntezy
dwuniciowego cDNA, okazata gimetoda Chomczgkiego zmodyfikowana przez dr P.
Nuca. Pomiar absorbancji preparatow RNA przy déagaeh fal A=260nm, A=280nm,
A=230nm wskazywat na lepsavydajna¢ izolacji RNA w przypadku metody ekstrakcji
fenolowej na gayco (tabela 5-7).
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Tabela 5-7. Poréwnanie wydajnéci zastosowanych dwdch metod izolacji catkowitego N®A z plech
P.endiviifoliasp B

Moo ieci | SRR T | ey | sy | Ao | Besond

spB izolacji [mg] 100mg tkanki 280nm 230nm
Metoda ekstrakgji Q 57 200 5 858.8 10.24 2.02-2.p2.28-1.49
fenolowej na gogco J 49 000 39135 7.99 2.17-2.24.15-1.32
Metoda Chomczyiskiego ? 4800 116.26 2.42 2.17-2.20.97-1.71
zmod. przez P. Nuca J 6 000 277.11 4.1 1.87-2.221.24-1.8

Nalezy jednak zwrdai uwag, iz preparaty RNA izolowanega tmetody, byly w wigkszym
stopniu zanieczyszczone DNA genomowym w porownalaipreparatow RNA uzyskanych
w wyniku izolacji RNA metod Chomczyiskiego, co pokazaty rozdziaty elektroforetyczne

poszczegolnych preparatow RNA (gap 5-12).

1. 2. 1kb
a

2. 1kb

1. 2. 1kb 1.

DNA
=10 000 pz

25S rRNA
18S rRNA

-1 500 pz

=750 pz

=250 pz

Zdjecie 5-12. Rozdziat elektroforetyczny w 1,2%elu agarozowym catkowitego RNA izolowanego (a) z
gametofitow zenskich P.endiviifolia sp B metody ekstrakcji fenolowej na gomco, (b) z gametofitow
meskich P.endiviifolia sp B metody ekstrakcji fenolowej na gomco, (c) z gametofitow zenskich
P.endiviifolia sp B metody Chomczyiskiego zmod. przez P. Nuca, (d) z gametofitégenskich P.endiviifolia
sp B metody Chomczynskiego zmod. przez P. Nuca.

Co wiecej, obliczenie iléci uzyskanego naginie mRNA z catkowitego RNA izolowanego
metody Chomczyiskiego na 100mgaytej tkanki do izolacji RNA wykazato od 1.3 do 4.3
razy lepsz wydajna¢ izolacji mMRNA w porownaniu do ikzi mRNA uzyskanego z RNA
izolowanego metagekstrakcji fenolowej na geco (tabela 5-8).

Tabela 5-8. Poréwnanie wydajnéci izolacji mMRNA z RNA catkowitego z plechP.endiviifolia sp B
izolowanego dwiema r@dnymi metodami.

Metoda izolacji ROdZQj plegh ”0§.é tk%nki MRNA leNO,g [ng)/ Aosonnd | Aosonn!
RNA catkowitego P.endiviifolia| uzyta do [ng] m Iy S
spB izolacji [mg] tkanki 280nm 230nm
Metoda ekstrakcji Q 57 200 903.1 1.58 1.89-1.9%.17-1.45
fenolowej na gogco J 49 000 1212.8 2.47 1.82-1.88.11-1.25
zmod. przez P. Nuca J 6 000 196.73 3.27 1.80-1.8%.80-1.83

Réwniez jakos¢ mMRNA byta zdecydowanie lepsza, gdy byt on izolowarRNA catkowitego
uzyskanego metadChomczyiskiego, o czym$wiadczy stosunek absorbantjsonnd A2z0nmW
zakresie 1.8 — 2.2. Lepsza jakanRNA byta przyczyn lepszej jakéci oraz 0 2.8 — 5.6 razy
bardziej wydajnej syntezy ds-cDNA (tabela 5-9). Wagi na uzyskane wyniki w dalszych

etapach pracy stosowano izotacatkowitego RNA metag Chomycaskiego.
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Tabela 5-9. Poréwnanie wydajnéci syntezy ds-cDNA na matrycy mRNA uzyskanego z RNA&atkowitego

z plechP.endiviifolia sp B izolowanego dwiema rénymi metodami.

dootazoled | aiatia| o, oo cBiA gy | Sl | sl
spB izolacji [mg] 100mg tkanki 280nm 230nm
Metoda ekstrakcji Q 57 200 1811.0 3.28 1.80-1.96.26-1.43
fenolowej na gogco J 49 000 1803.1 3.68 1.88-2.p0.49-1.67]
Metoda Chomczyaskiego Q 4 800 891.35 18.57 1.83-1.88.00-2.13
zmod. przez P. Nuca g 6 000 708.45 11.8 1.80-2.40.82-2.22

5.2.2. ldentyfikacja transkryptow genéw ulegajacych specyficznej ekspresji w gametoficie
meskim P.endiviifolia sp B metody RDA-cDNA
Dla przeprowadzenia analiz megoBDA-cDNA kluczowym etapem jest uzyskanie
odpowiedniej ildci dwuniciowego cDNA dwoch edych pul. Dlatego w pierwszym kroku
izolowano RNA catkowity z plechenskich wytwarzajcych rodnie oraz z plech gskich
wytwarzapcych plemnie. IzolagjRNA catkowitego przeprowadzono wykorzysiuw sumie
629 plechzenskich i 55g plech gskich, zebranych z naturalnego stanowiskgrabowca
P.endiviifoliasp B — Kopanina k. Poznanimdteriat pobierano z dwoch sezonéw: 1 — wrzesie
grudzier 2006, 2 — wrzestepazdziernik 2007. Jaké¢ RNA catkowitego sprawdzono poprzez
elektroforez w zelu agarozowym oraz pomiar absorbancji przy ddageh falA=260nm,
A=280nm, A=230nm. Nasfpnie izolowano frakg (poliA) mRNA z obu pul RNA
catkowitego. W rezultacie otrzymano: 1.26pug mRNAlechzenskich oraz 1.41pug mRNA z
plech ngskich wgtrobowca. W kolejnym etapie wyizolowany mRNA posfujako matryca
do syntezy dwuniciowego cDNA, w wyniku ktorej uzgsio: 2.70ug cDNA z pleckenskich
oraz 2.51ug cDNA z plech ¢gskich wgtrobowca. Jak& otrzymanych cDNA sprawdzono
reakcg PCR z
amplifikujgcych fragment transkryptu genu kogltggo aktynl P.endiviifolia dtugadsci

przeprowadzap wykorzystaniem  starterbw  zdegenerowanych,

~300pz wg profilu temperaturowego podanego w pukcs.8 (METODY). Produkty reakcji

PCR sprawdzono poprzez elektrofarezzelu agarozowym (zdj. 5-13).

100bp 1. 2. ka

Zdjecie 5-13. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%elu agarozowym produktéw amplifikacji fragmentu
transkryptu genu kodujacego aktyrel P.endiviifolia na matrycy dwuniciowego cDNA z plechzenskich
P.endiviifolia sp B §ciezka 1) oraz na matrycy dwuniciowego cDNA z plech gskich P.endiviifolia sp B
(sciezka 2); k, — kontrola negatywna reakcji PCR.
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Uzyskany dwuniciowy cDNA z pleclzeaskich i ngskich poddano trawieniu enzymem
restrykcyjnym Dpnll, po 1.5ug w kdym trawieniu. Do oczyszczonych fragmentow
restrykcyjnych cDNA dejczono nasfpnie specyficzne 24-nt RDpn-adaptory. Dladey puli
fragmentow cDNA przeprowadzono szereg reakcji PCRiykorzystaniem 24-nt RDpn-
adaptorow jako startery w celu uzyskania wystapczgj ilosci amplikonéw do
przeprowadzenia kolejnych rundzrdcowej hybrydyzacji cDNA. Jakdé oczyszczonych
produktéw amplifikacji sprawdzono przeprowadgzaglektroforez ~1.5ug R-amplikonéw w
1.5%zelu agarozowym (zdj. 5-14).

g

100bp d kb

200pZ mm
Zdjecie 5-14. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%elu agarozowym R-amplikonéw cDNA po oczyszczeniu;
sciezka 2 - R-amplikony cDNA uzyskane z RNA gametofitovzenskich P.endiviifolia sp B wytwarzajacych
rodnie; & - R-amplikony cDNA uzyskane z RNA gametofitéw reskich P.endiviifolia sp B wytwarzajacych
plemnie.
W rezultacie uzyskano ~615ug R-amplikonédw cDNA ecplzenskich oraz ~300ug R-
amplikonbw cDNA z plech gskich. Kolejne rundy rénicowej hybrydyzacji cDNA
przeprowadzono z wykorzystaniem amplikonéw cDNAlech neskich P.endiviifoliasp B
jako cDNA testowany, a amplikonéw cDNA z plesdnskich P.endiviifoliasp B jako cDNA
eliminujacy. Przeprowadzono cztery rundy znicowej hybrydyzacji cDNA przy
wzrastagcych stosunkach ikgiowych biblioteki fragmentow testowanych wedgm
biblioteki fragmentow eliminujcych:

» lrunda - 1:100,

> Il runda - 1:800,

» iV runda - 1:400 000.

Ponadto w kadej z rund do puli fragmentéw testowanychagabno nowe adaptory, zanim
pula ta zostata zmieszana z nadmiarem fragmentdwmingijacych. Kolejne rundy
hybrydyzacyjne (I - IV) wyodsbniaty produkty, by w czwartej rundzie @dabioér fragmentow
réznicowych (DPY) diugaici w zakresie ~200 — 300pz (zdj. 5-15).
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Zdjecie 5-15. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%zelu agarozowym produktéw ré&nicowych PCR po
kazdej z czterech rund rénicowej hybrydyzacji cDNA (DP' - DPY).

Uzyskane fragmenty cDNA, stanawe produkty rénicowe DP', wyizolowano zzelu za
pomog zestawu firmy Qiagen, wklonowano do wektora pGEEB3y (Promega) i poddano

reakcji sekwencjonowania.

5.2.3. Analiza poziomu ekspresji wyselekcjonowanych fragnmeéw DPY w gametoficie
zenskim i meskim P.endiviifolia sp B za pomog metody RT-PCR

W wyniku reakcji sekwencjonowania otrzymano 16 ywalualnych sekwenciji
cDNA. Na ich podstawie zaprojektowano 16 par stéavie ktore wykorzystano w celu
analizy poziomu ekspresji gendw, reprezentowanydez uzyskane fragmenty cDNA, w
gametoficiezenskim i meskim P.endiviifoliasp B. Zastosowano metp&®T-PCR METODY,
pkt 4.13). Analizy poziomu transkryptéw przeprowadzono w O6dWw podejciach. W
pierwszym matryce do reakcji RT-PCR stanowit dwiowy cDNA: testowany (z plech
meskich) i eliminupcy (z plechzenskich) — cDNA wygciowy dla eksperymentu RDA-cDNA.
W drugim podejciu matryce cDNA przygotowande novoz plech ngskich wytwarzajcych
plemnie izenskich wytwarzajcych rodnie zebranych z terenu w sezoniadpeernik-listopad
2008, jak i plech hodowanych w warunkaohvitro nie wytwarzagcych plemni i rodni lub
wytwarzagcych plemnie. W wyniku analiz pétdoiowych RT-PCR zidentyfikowano cztery
fragmenty cDNA ulegace amplifikacji wyhcznie na matrycach cDNA z plecheskich.
Dwa fragmenty cDNA diugei 273nt (zdj. 5-16) oraz 229nt (zdj. 5-17) wykazat
amplifikacje zarowno na cDNA uzyskanym z pleclgskich P.endiviifoliaz hodowliin vitro,

jak i cDNA uzyskanym z plech ¢skich pochodzcych z terenu.
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Zdjecie 5-16. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%zelu agarozowym produktow reakcji RT-PCR z
wykorzystaniem starteréw Frd1+Rrdl zaprojektowanych na podstawie sekwencji fragmentu cDNA
diugosci 273nt (diugaé produktu PCR 203pz). Amplifikacje prowadzono wedtug programu RT
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(METODY, pkt 4.11), zastosowano 29 cykli amplifikag. Matryce reakcji stanowity: a) dwuniciowy
cDNA, wyjsciowy dla przeprowadzenia eksperymentu RDA-cDNA, ugskany z plech zebranych z terenu;
b) cDNA przygotowany de novoz plech z hodowliin vitro oraz plech zebranych z terenu; c) genomowy
DNA z plech z hodowli in vitro.
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Zdjecie 5-17. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%zelu agarozowym produktéw reakcji RT-PCR z
wykorzystaniem starterow Frd4+Rrd4 zaprojektowanych na podstawie sekwenciji fragmentu cDNA
dlugosci 229nt (dlugaé produktu PCR 153pz). Amplifikacje prowadzono wedlug programu RT
(METODY, pkt 4.11), zastosowano 33 cykle amplifikgc Matryce reakcji stanowity: a) dwuniciowy
cDNA, wyjsciowy dla przeprowadzenia eksperymentu RDA-cDNA, ugskany z plech zebranych z terenu;
b) cDNA przygotowany de novoz plech z hodowliin vitro oraz plech zebranych z terenu; c) genomowy
DNA z plech z hodowli in vitro.

W przypadku fragmentow diuga 243nt (zdj. 5-18) oraz 193nt (zdj. 5-19) ampkitic
zaobserwowano wytznie na cDNA uzyskanym z plech¢skich P.endiviifolia sp B

wytwarzapcych plemnie, pochodeych z terenu.
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Zdjecie 5-18. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%zelu agarozowym produktéw reakcji RT-PCR z
wykorzystaniem starterow Frd2+Rrd2 zaprojektowanych na podstawie sekwencji fragmentu cDNA
dlugosci 243nt (dlugaé produktu PCR 198pz). Amplifikacje prowadzono wedlug programu RT
(METODY, pkt 4.11), zastosowano 33 cykle amplifikgc Matryce reakcji stanowity: a) dwuniciowy
cDNA, wyjsciowy dla przeprowadzenia eksperymentu RDA-cDNA, ugskany z plech zebranych z terenu;
b) cDNA przygotowany de novoz plech z hodowliin vitro oraz plech zebranych z terenu; c) genomowy
DNA z plech z hodowli in vitro.
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Zdjecie 5-19. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%zelu agarozowym produktéw reakcji RT-PCR z
wykorzystaniem starterow Frd6+Rrd6 zaprojektowanych na podstawie sekwencji fragmentu cDNA
dlugosci 193nt (dlugaé produktu PCR 127pz). Amplifikacje prowadzono wedlug programu RT
(METODY, pkt 4.11), zastosowano 33 cykle amplifikgc Matryce reakcji stanowity: a) dwuniciowy
cDNA, wyjsciowy dla przeprowadzenia eksperymentu RDA-cDNA, ugskany z plech zebranych z terenu;
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b) cDNA przygotowany de novoz plech z hodowliin vitro oraz plech zebranych z terenu; c) genomowy
DNA z plech z hodowli in vitro.

Jako kontra} reakcji RT-PCR zastosowano startery amplifikej fragment cDNA aktynyl
P.endiviifolia(zdj.5-20).
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Zdjecie 5-20. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%zelu agarozowym produktéw reakcji RT-PCR z
wykorzystaniem starterow RTAKTF+RTAKTR zaprojektowa nych na podstawie sekwencji fragmentu
cDNA dtugosci 372nt (diugai¢ produktu PCR 197pz). Amplifikacje prowadzono wediug programu RT
(METODY, pkt 4.11), zastosowano 29 cykli amplifikag. Matryce reakcji stanowity: a) dwuniciowy
cDNA, wyjsciowy dla przeprowadzenia eksperymentu RDA-cDNA, ugskany z plech zebranych z terenu;
b) cDNA przygotowany de novoz plech z hodowliin vitro oraz plech zebranych z terenu; c) genomowy
DNA z plech z hodowli in vitro.

Ponadto kada par starterow wykorzystano roéwriew reakcji PCR z matrycami: DNA
genomowy izolowany z plechgskich izeaskich z hodowliin vitro oraz zebranych z terenu
jako kontrot pozytywry reakcji PCR. Co ciekawe, amplifikgciha DNA genomowym
zenskim i meskim zaobserwowano tylko w przypadku starterow aggitowanych na
podstawie sekwencji fragmentéow cDNA didgbp 243nt, 193nt oraz starteréw
amplifikujgcych fragment aktynyl (zdj. 5-18c, 5-19c, 5-20c). pézypadku starteréw
zaprojektowanych na podstawie sekwencji fragment®@MA diugadci 273nt oraz 229nt
amplifikacje zaobserwowano watznie na matrycy DNA genomowego z plecbskich (zd;.
5-16¢, 5-17c¢). Mimo przeprowadzenia eksperymentuARKXOry miat na celu selekgj
sekwencji genomowych specyficznych dla genomiskiego i mskiegoP.endiviifoliasp B,
dwa produkty ranicowe RDA-cDNA dtugéci 273nt i 229nt, ulegage specyficznej
amplifikacji na zarowno na cDNA, jak i na DNA genowym plech mskich, nie zostaty
wykryte w eksperymencie RDA. Powodem tego jestjprasvdopodobniej fakt, zi w
réznicowej hybrydyzacji genomowej jedynie ok. 2 594 genomu reprezentowanych jest
przez amplikony uzyskane w wyniku trawienia DNA germowego i amplifikacji uzyskanych
fragmentow restrykcyjnych w kolejnych reakcjach PCHatego produkty rinicowe RDA-
cDNA mogty nie znal&¢ sie w puli fragmentéw restrykcyjnych eksperymentu RDA.
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5.2.4. Analiza bioinformatyczna sekwencji fragmentéw cDNAulegajacych specyficznej
amplifikacji na matrycach cDNA z plech meskich P.endiviifoliasp B
Fragmenty cDNA ulegage specyficznej amplifikacji na cDNA z plecheskich wagtrobowca
P.endiviifolia sp B poddano analizom bioinformatycznym z wykoraggm zestawu

programow blast dogbnych na stronie internetowej NCBI.

* Analiza sekwencji fragmentu cDNA dtugdci 273nt

W wyniku eksperymentu RDA-cDNA uzyskano sekwerafpNA ditugacci 273nt:

GATCAATGAACATATTACCAAAATGTATGTAAGCACCCCACCCTAACCTGACTTCCTCAACTAGTGTGGAAAAT
GCAAAGAAGAGACTTCTCAATAGGTTAAAGAGACATGACAGACAACCGGGAATGCATCTCTTACAAATTTCCC
CGTTTGTAAGAGACTTCAAACTTCTGATGCAGGGCCCCACCAGAACATAAATCAGGCAAACCAGAACACAAA
TCACTCATTATAAACAGCCATGAAAGGAAGTTCTTCCAAGCAATTTGGGGATC

Analiza powyszej sekwencji na poziomie nukleotydowym z wykotaggem algorytmu
blastn nie wykazatazadnego podobistwa do znanych sekwencji nukleotydowych
zdeponowanych w bazie danych GenBank. Roava@stosowanie algorytmu blastx, ktory
umazliwia przettumaczenie sekwencji nukleotydowej nesépotencjalnych ramek odczytu i
analiz sekwencji aminokwasowych, nie wskazatadnego podobifstwa do znanych

sekwencji biatkowych zdeponowanych w bazie danyehEzank.

* Analiza sekwencji fragmentu cDNA dtugdci 229nt

W wyniku eksperymentu RDA-cDNA uzyskano sekwerafpNA dtugacci 229nt:

GATCATACTGACTCCAACATTGTGGTGATGCTGGTTGGGAACAAGTCTGTTTTGGCCATTTGAGAGCTGTATC
TGCAGATGATGGCCAGTCTTTCTCAGAGAAAGAAGGTCTTTTCTTTATGGAGAEGTCTGCTCTTGAATCTACGA
ATGTGGAGAATGCTTTCAAACAGATTCTGACCCAGATTTACAGGGTTGTTAGTRAGAAGGCCCTTGATGTTGGA
GAGGATC

Analiza na poziomie nukleotydowym z wykorzystaniedgorytmu blastn nie wykazata
zadnego podobisstwa do znanych sekwencji nukleotydowych zdepongelanw bazie
danych GenBank. Zastosowanie algorytmu blastx Alimo przettumaczenie sekwencji
nukleotydowej na sé potencjalnych ramek odczytu oraz pordwnanie uaygiia sekwencji
aminokwasowych do sekwencji biatkowych zdeponowhanye bazie danych GenBank.
Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 5-10, yprzzym jako kryterium jak&i
dopasowania przyfo najnizsz wartas¢ E-value.

Tabela 5-10. Wyniki analizy bioinformatycznej dla fagmentu DNA diugosci 229nt z wykorzystaniem
algorytmu blastx. E-value = wartcsé E, Rab — ang. Ras related GTP-binding protein.

Fragment cDNA 229nt
blastx Gene ID %* E-value
Rab11bOryza sativdndica Group 0i|149391448bABR25739.1 75 7e-26
Rab GTP-binding proteifiriticum aestivum | gi| GI:51243768b|XP_001772994]1| 73 4e-25
AtRABA1f Arabidopsis thaliana 0i|1523946gbNP_200894.[L 71 8e-25
Pi?gi;ﬁﬁgﬁ:i;‘g;Tg;'p?g;iii 0i[16804102]ybKP_001772994/L | 80 | 3e-24

* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wegem sekwencji z bazy danych GenBank.
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* Analiza sekwencji fragmentu cDNA dtugdci 243nt

W wyniku eksperymentu RDA-cDNA uzyskano sekwerafpNA ditugacci 243nt:

GATCCAATATGGGGCTCGTGAGATTGCTAATGGGGTTTATGATTGGGTCTABATGGGTGGCAGAGTCAGGCC
TGCTGCTTGCGCAATGTGCGAGGACTTCAGCAACTGCCCAGCTATGGCGGCCEAGAAGAACTGACTTCATG
AATATCTTCATGGCCTCCGATTGGTGCATCCACGGCGCAACCCAGCCCACTCAATGAMATCGTTACCACTAC
TCCACAGACCTCCACAATTGATC

Analiza powyszej sekwencji na poziomie nukleotydowym z wykotaggem algorytmu
blastn nie wykazatazadnego podobistwa do znanych sekwencji nukleotydowych
zdeponowanych w bazie danych GenBank. Roéava@stosowanie algorytmu blastx, ktéry
umazliwia przettumaczenie sekwencji nukleotydowej nesépotencjalnych ramek odczytu i
analiz sekwencji aminokwasowych, nie wskazatadnego podobifstwa do znanych

sekwencji biatkowych zdeponowanych w bazie danyehEzank.

* Analiza sekwencji fragmentu cDNA dtugdci 193nt

W wyniku eksperymentu RDA-cDNA uzyskano sekwerafpNA ditugacci 193nt:

GATCAAATGGGGAAGGCCACTTTGAAAACCAAAGGCAAATCGGGGAGTGGACGAGCGTCACGAAAGCTTCT
TCCTCGCGATGCCGCTCTTCTTCGAAAAGGAAGGGAAAGGAGGAGAAACGAATCGAAAAGTGAAGGACAAA
AGGCGTCCCAAGAGAGCTTTGGGGCCTTACATGTATTTTTGCAAAGATC

Analiza powysze] sekwencji na poziomie nukleotydowym z wykotaggem algorytmu
blastn nie wykazatazadnego podobistwa do znanych sekwencji nukleotydowych
zdeponowanych w bazie danych GenBank. Roéava@gstosowanie algorytmu blastx, ktéry
umazliwia przettumaczenie sekwencji nukleotydowej nesépotencjalnych ramek odczytu i
analiz sekwencji aminokwasowych, nie wskazalo znacznegdobiexsstwa do znanych

sekwencji biatkowych zdeponowanych w bazie danyehEank.

5.3.Charakterystyka kacow 5’ i 3' cDNA wyselekcjonowanych
transkryptow w eksperymencie RDA-cDNA meyddACE

W celu charakterystyki kmoéw 5 i 3' cDNA czterech wyselekcjonowanych mejod
RDA-cDNA fragmentow transkryptow, ulegalych specyficznej amplifikacji na matrycach
cDNA pochodacych z plech reskich P.endiviifoliasp B, wykorzystano zestaw SMARY
RACE Amplification Kit firmy Clontech. Amplifikacje wiasciwych kacow cDNA
przeprowadzano w dwoch reakcjach RACE-PCR (METODRXt 4.12): w pierwszej z
uzyciem startera genowo specyficznego GSP1 i stadenaersalnego UPM, w drugiej z
uzyciem wewRrtrznego startera genowo specyficznego GSP2 i wewrego startera
uniwersalnego NUP. Zaréwno startery GSP1, jak GSB@rojektowano na podstawie
sekwencji fragmentow cDNA uzyskanych w wyniku ekgpeentu RDA-cDNA. Na kadym

zdjeciu strzatkh zaznaczono produktetacy wiasciwym koncem 5 lub 3’ badanego

90| Strona



WYNIKI

transkryptu. Dodatkowe produkty reakcji RACE-PCRQr& pojawiag sie na niektérych
zdjeciach zeli agarozowych, stanowiniespecyficzne produkty amplifikacji (co wykazaty

reakcje sekwencjonowania).

5.3.1. Charakterystyka koncow 5’ i 3' cDNA fragmentu RDA-cDNA dtugasci 273nt

Dla uzyskania petnej sekwencji cDNA w pierwszymdegciu przeprowadzono
reakcje RACE-PCR w celu uzyskanianka 5 badanego transkryptu. Poniewayjsciowa
sekwencja fragmentu cDNA nie wykazala podabiwa do zadnej znanej sekwencji,
zarbwno na poziomie nukleotydowym, jak i aminokwagm, w reakcji RACE
wykorzystano startery zarowno na& ©cDNA uzyskag w wyniku eksperymentu RDA-cDNA,
jak i na né¢ do niej komplementagn by sprawdzi ktéra nt stanowi badany transkrypt. Jako
wynik otrzymano produkt PCR, wydznie przy zastosowaniu startera specyficznego Frdl
uniwersalnego UPM, dtugoi odpowiednio 1 940pz (zdj. 5.21a). Dodatkowo magtawie
sekwencji kaca 5’ uzyskanej w wyniku reakcji sekwencjonowaniaduktu 5’RACE-PCR,
zaprojektowano startery dla drugiego pedey 5’RACE-PCR w celu sprawdzenia
mozliwosci uzyskania wydlzenia kaica 5 badanego transkryptu. W rezultacie otrzymano
produkt PCR dtugii 403pz (zdj. 5.21b). Naginie przeprowadzono reakcje RACE-PCR w
celu uzyskania kica 3’ badanego transkryptu, w wyniku ktorej otrzymmarodukt dtugéci
492pz (zdj. 5.21c).

1 2 kb 1 2 100bp+ 1 2 100bp
F |

1940pz — =2 000pz

w1 000pz

Zdjecie 5-21. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%elu agarozowym produktow reakcji RACE-PCR dla
fragmentu cDNA dtugosci 273nt. a) — produkty 5’RACE-PCR z wykorzystaniemstartera specyficznego
Frdl i uniwersalnego UPM. b) — produkty drugiego palejscia 5’RACE-PCR z wykorzystaniem startera
specyficznego 5TUA2 i uniwersalnego UPM. c¢) — prodity 3'RACE-PCR z wykorzystaniem startera
specyficznego Rrd1 i uniwersalnego UPM. Amplifikagi prowadzono wg programu RACE (METODY,
pkt 4.12.2.).Sciezki 1 — produkty amplifikacji RACE-PCR, sciezki 2 — kontrole negatywne reakcji PCR
(bez matrycy).

5.3.2. Charakterystyka koncéw 5’ i 3' cDNA fragmentu RDA-cDNA dtugasci 229nt

wykazujacego podobiéstwo do raslinnych genéw kodujgcych biatka Rab

Dla uzyskania petnej sekwencji cDNA w pierwszym @gciu przeprowadzono reakcje
RACE-PCR w celu uzyskania kca 5’ badanego transkryptu. Jako wynik otrzymaroml pkt

PCR dtugéci odpowiednio 601pz (zdj. 5-22a). Dodatkowo ndgiawie sekwencji kaca 5°
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uzyskanej w wyniku reakcji sekwencjonowania produbtRACE-PCR, zaprojektowano
startery dla drugiego podeja 5’RACE-PCR w celu sprawdzenia aliavosci uzyskania
wydtuzenia kaica 5’ badanego transkryptu. W rezultacie otrzymparamlukty PCR diugi
214pz i 130 pz (zdj.5-22b). N@phie przeprowadzono reakcje RACE-PCR w celu uzyigkan
konca 3" badanego transkryptu, w wyniku ktorej otrzyimgorodukty w zakresie ~300 do

~600pz (zdj. 5-22c).
1 2 100bp 1 2 100bp+ 1 2 100bp
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Zdjecie 5-22. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%elu agarozowym produktéw reakcji RACE-PCR dla
fragmentu cDNA dtugosci 229nt. (a) — produkty 5’RACE-PCR z wykorzystanien startera specyficznego
5N_RABL1 i uniwersalnego NUP. (b) — produkty drugieg podegcia 5’'RACE-PCR z wykorzystaniem
startera specyficznego 5N_RAB2 i uniwersalnego NURc) — produkty 3'RACE-PCR z wykorzystaniem
startera specyficznego 3N_RAB2 i uniwersalnego NURRmplifikacj ¢ prowadzono wg programu NRACE
(METODY, pkt 4.12.2.). Scieiki 1 — produkty amplifikacji RACE-PCR, $ciezki 2 — kontrole negatywne
reakcji PCR (bez matrycy).

5.3.3. Charakterystyka koncéw 5’ i 3' cDNA fragmentu RDA-cDNA dtugasci 243nt
Dla uzyskania petnej sekwencji cDNA w pierwszym @géciu przeprowadzono reakcje
RACE-PCR w celu uzyskania &oca 5 badanego transkryptu. Poniewavyjsciowa
sekwencja fragmentu cDNA nie wykazala podabiewa do zadnej znanej sekwencji,
zarowno na poziomie nukleotydowym, jak i aminokwagm, w reakcji RACE
wykorzystano startery zarowno na& ©cDNA uzyskag w wyniku eksperymentu RDA-cDNA,
jak i na né¢ do niej komplementasn by sprawdzi ktéra nt stanowi badany transkrypt. Jako
wynik otrzymano produkt PCR, wgdznie przy zastosowaniu startera specyficznego Rrd2
uniwersalnego UPM, dtugoi 354pz (zdj. 5-23a). Dodatkowo na podstawie selojvkonca
5" uzyskanej w wyniku reakcji sekwencjonowania prkith 5’RACE-PCR, zaprojektowano
startery dla drugiego podeja 5’RACE-PCR w celu sprawdzenia aliavosci uzyskania
wydtuzenia kaica 5’ badanego transkryptu. W rezultacie otrzymamoalukt PCR diugei
1 183pz (zdj. 5-23b). Naginie przeprowadzono reakcje RACE-PCR w celu uzyiskiamca
3’ badanego transkryptu, w wyniku ktérej otrzymamodukt dtugéci 1 407pz (zdj. 5.23c).
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kbt 1 2 100bp+ 1 2 100bp+ 1 2
a b ¢
30000 = 3000pzmm 3000pz =
1200pz wm 1183pz 1500pz == 1407pz

354pz

Zdjecie 5-23. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%elu agarozowym produktow reakcji RACE-PCR dla
fragmentu cDNA dtugosci 243nt. (a) — produkty 5’RACE-PCR z wykorzystanien startera specyficznego
3N_2SP2 i uniwersalnego NUP. (b) — produkty drugieg podegcia 5’RACE-PCR z wykorzystaniem
startera specyficznego Nstl i uniwersalnego NUP. )(c- produkty 3'RACE-PCR z wykorzystaniem
startera specyficznego 5N_2SP1 i uniwersalnego NURmplifikacj ¢ prowadzono wg programu NRACE
(METODY, pkt 4.12.2.). Sciezki 1 — produkty amplifikacji RACE-PCR, $ciezki 2 — kontrole negatywne
reakcji PCR (bez matrycy).

5.3.4. Charakterystyka koncéw 5’ i 3’ cDNA fragmentu RDA-cDNA dtugasci 196nt
Dla uzyskania petnej sekwencji cDNA w pierwszym @gciu przeprowadzono reakcje
RACE-PCR w celu uzyskania kca 5 badanego transkryptu. Poniewavyjsciowa
sekwencja fragmentu cDNA nie wykazala podaébiea do zadnej znanej sekwencji,
zarbwno na poziomie nukleotydowym, jak i aminokwagm, w reakcji RACE
wykorzystano startery zarowno na& ©DNA uzyskang w wyniku eksperymentu RDA-CDNA,
jak i na né¢ do niej komplementagn by sprawdzi ktéra nt stanowi badany transkrypt. Jako
wynik otrzymano produkty PCR, wadznie przy zastosowaniu startera specyficznego
5'N_HMG2 i uniwersalnego NUP, w zakresie ~200 —@00raz z (zd). 5.24a). Wdaiwym
produktem okazat sifragment dtugéci 271pz.Dodatkowo na podstawie sekwencjinka 5’
uzyskanej w wyniku reakcji sekwencjonowania produbtRACE-PCR, zaprojektowano
startery dla drugiego podeja 5’RACE-PCR w celu sprawdzenia #hiwosci uzyskania
wydtuzenia kaica 5’ badanego transkryptu. W rezultacie otrzympradukt PCR diugei
151pz (zdj. 5-24b). Nagtnie przeprowadzono reakcje RACE-PCR w celu uzysklmca
3’ badanego transkryptu, w wyniku ktérej otrzymamodukty w zakresie ~250 — 1 000 pz

(zdj. 5.24c). Whaciwymi produktami okazaty sifragmenty dtugéci 863pz oraz 444pz.

1 2 100bp+ 1 2 1kb+ 100bp+ 1 2 100bp+

a b c
== 700pz
863pz = 1 000pz
= 500pz 444pz = 500pz
151pz — = 200pz

271pz = 300pz

w= 200pz

== 300pz
mm 100pz

Zdjecie 5-24. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5%elu agarozowym produktéw reakcji RACE-PCR dla
fragmentu cDNA dtugosci 193nt. (a) — produkty 5’RACE-PCR z wykorzystanien startera specyficznego
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5'N_HMG?2 i uniwersalnego NUP. (b) — produkty drugiego poddcia 5’RACE-PCR z wykorzystaniem
startera specyficznego 2 _N_5'HMG2 i uniwersalnego NUP. (c) - produkty 3'RACE-PCR z
wykorzystaniem startera specyficznego 3'N_HMGZ uniwersalnego NUP. Amplifikacje prowadzono wg
programu NRACE (METODY, pkt 4.12.2.). Sciezki 1 — produkty amplifikacji RACE-PCR, §cieiki 2 —
kontrole negatywne reakcji PCR (bez matrycy).

W celu udowodnieniaze amplifikowane kace 5 i 3' cDNA pochodz z jednego
transkryptu przeprowadzono reakcje amplifikacjinggtdiugaci sekwencji cDNA, ktorych

wyniki przedstawiono w rozdziale 5.6.

5.4.Charakterystyka petnej sekwencji genomowej wysgl@kawanych
genow w eksperymencie RDA-cDNA megg@pacer po genomie”

Z uwagi na faktze sekwencja nukleotydowa genomuatrwbowcaP.endiviifoliasp B
nie jest znana, w celu poznania petnych sekwemejogrowych genéw wyselekcjonowanych
metody RDA-cDNA wykorzystano zestaw GenomeWalker™ Uniagrisit firmy Clontech.
Metoda ,spacer po genomie” umlivia poznanie sekwencji genomowe] znaghgj Sk
powyze] konca 5'oraz pordej konca 3'znanego fragmentu DNA. W pierwszym etapie
przygotowano nieklonowane ,biblioteki DNA genomowégz wykorzystaniem czterech
enzymow restrykcyjnych (METODY, pkt 4.13.1). Ngstie przeprowadzono szereg reakcji
PCR dla uzyskania sekwencji genomowych znajwh s¢ powyzej konca 5’oraz poriej
konca 3'wyselekcjonowanych fragmentéw RDA-cDNA. Dlazééago z fragmentdw cDNA
przeprowadzono po jednym kroku ,spaceru po genonpiehizej ich kaicéw 3'. Dla
fragmentow cDNA dtugéri 243nt oraz 193nt przeprowadzono po jednym kr@aceru po
genomie” powyej ich kacow 5. W przypadku fragmentu cDNA diugn 229nt
przeprowadzono trzy kroki ,spaceru po genomie” posyyjego kaca 5, a w przypadku
fragmentu cDNA diugeci 273nt przeprowadzono géi krokOw ,spaceru po genomie”
powyzej jego kaica 5'. Liczba krokéw dla kalego z badanych genow uzaiena byta od
stopnia pokrycia zamplifikowanych sekwencji genomolw z uzyskanymi wczeiej
koncami 5’ i 3' cDNA. Kady krok ,spaceru po genomie” skfada¢ gi dwoch rund reakcji
PCR: w pierwszej stosowano starter genowo specyficz kierunku powyej lub ponkej
znanej sekwencji oraz starter uniwersalny AP1, wgth) — wewgtrzny starter genowo
specyficzny w kierunku powgj lub ponkej znanej sekwencji i wewirzny starter
uniwersalny AP2. W pomszej czsci WYNIKOW przedstawiono zdpia rozdziatow
elektroforetycznych przeprowadzonych drugich ruedkcji PCR kadego z krokow dla
poszczegblnych gendéw. O liczbie przeprowadzonycbkdw ,spaceru po genomie”
decydowato naktadanién silico na poznasp sekwengi genomowy uzyskanych petnych

sekwencji cDNA. Z chwi gdy stwierdzano,ze caly cDNA zawierat gi w poznanej
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sekwencji genomowej, nie wykonywano dalszych krokoWa wszystkich zdgiach
kolejnego podrozdziatu czerwonymi elipsami zaznaozorodukty reakcji PCR, ktore zostaty
poddane reakcji sekwencjonowangxiezki opisane literami ,E”, ,D”, ,P”, ,S” to nazwy
.bibliotek DNA genomowego” przygotowanych odpowigdlrz zastosowaniem enzymow
restrykcyjnych EcoRYV, Dral, Psull, Stul i wykorzgsi/ch jako matryce reakcji PCR.

5.4.1. Charakterystyka sekwencji genomowej powyej konca 5’ i ponizej konca 3’
fragmentu RDA-cDNA dtugosci 273nt
E D P S kn 100bp+ E D P S kn 100bp+

a b

== 3 000pz
= 2 000pz
== ] 500pz

== ] 000pz
= 700pz

== 3 000pz

== 2 000pz
w= 1 500pz

== 1 000pz

Zdjecie 5-25. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%elu agarozowym produktéw reakcji PCR pierwszego
kroku powyzej konca 5’ (a) oraz ponzej konca 3’ (b) fragmentu cDNA dlugdci 273nt. W reakcji uzyto

starterow GWd1N_1Tua+AP2 (a) oraz GWg1N_1Tua+AP2 (b Sciezki k, — kontrole negatywne reakcji
PCR (bez matrycy). Amplifikacje prowadzono wg programu NGW (METODY, pkt 4.13.2).

E D P S ka100bp+ E D P S kn100bp+

b

w1 000pz
= 800pz

= 500pz
= 500pz

= 300pz

Zdjecie 5-26. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%elu agarozowym produktéw reakcji PCR drugiego (a) i
trzeciego (b) kroku powyzej konca 5 fragmentu cDNA diugdci 273nt. W reakcji uzyto starterow
2g1Tua+AP2 (a) oraz 3NglTua+AP2 (b)Sciezki k, — kontrole negatywne reakcji PCR (bez matrycy).
Amplifikacj ¢ prowadzono wg programu NGW (METODY, pkt 4.13.2).

E DP S kn100bp+ E D P S kn100bp+

Zdjecie 5-27. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%elu agarozowym produktéw reakcji PCR czwartego (a)
i piatego (b) kroku powyzej konca 5’ fragmentu cDNA diugdci 273nt. W reakcji uzyto starterow
4Ng1Tua+AP2 (a) oraz 5g1Tua+AP2 (b)Sciezki k, — kontrole negatywne reakcji PCR (bez matrycy).
Amplifikacj ¢ prowadzono wg programu NGW (METODY, pkt 4.13.2).
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5.4.2. Charakterystyka sekwencji genomowej powyej konca 5’ i ponizej konca 3’
fragmentu RDA-cDNA diugosci 229nt wykazujacego podobiéstwo do raslinnych
gendéw kodupcego biatka Rab

E D P S kn 1kb E D P S kn kb

b

m 750pz
== 500pz

== 250pz

Zdjecie 5-28. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%elu agarozowym produktdow reakcji PCR pierwszego
kroku powyzej konca 5’ (a) oraz ponkej konca 3’ (b) fragmentu cDNA dlugdci 229nt. W reakcji uzyto
starterow 5N_RAB1+AP2 (a) oraz 3N_RAB2+AP2 (b)Scieiki k,, — kontrole negatywne reakcji PCR (bez
matrycy). Amplifikacj ¢ prowadzono wg programu NGW (METODY, pkt 4.13.2).

E D P S kn 100bp+ E D P S kn100bp+

e ™ 3 000pz

-

Zdjecie 5-29. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%elu agarozowym produktéw reakcji PCR drugiego (a) i
trzeciego (b) kroku powyzej konca 5 fragmentu cDNA diugdci 229nt. W reakcji uzyto starterow

GWg2N_4+AP2 (a) oraz 3Ng4Rab+AP2 (bXcieiki k,, — kontrole negatywne reakcji PCR (bez matrycy).
Amplifikacj ¢ prowadzono wg programu NGW (METODY, pkt 4.13.2).

5.4.3. Charakterystyka sekwencji genomowej powyej konca 5’ i ponizej konca 3’
fragmentu RDA-cDNA dtugosci 243nt

i00bp+ D E P S kn D E P S ks kb
a b
3 000pz wm w3 000pZ

== 1 000pz
700pz wm

300pz w=

Zdjecie 5-30. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%zelu agarozowym produktow reakcji PCR powyiej
konca 5' (a) oraz poniej konca 3’ (b) fragmentu cDNA dlugdci 243nt. W reakcji uzyto starterow
5N_2SP1+AP2 (a) oraz 3N_2SP2+AP2 (§cieiki k, — kontrole negatywne reakcji PCR (bez matrycy).
Amplifikacj ¢ prowadzono wg programu NGW (METODY, pkt 4.13.2).
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5.4.4. Charakterystyka sekwenciji genomowej powygej konca 5’ i ponizej konca 3
fragmentu RDA-cDNA o ditugasci 193nt

D P E S kn 1kb+

a

-3 000
e =2 000pz
== ] 500pz

=1 000pz

= 200pz

Zdjecie 5-31. Rozdziat elektroforetyczny w 1.5%zelu agarozowym produktéw reakcji PCR powyej
koca 5 (a) oraz ponzej konca 3’ (b) fragmentu cDNA diugdci 193nt. W reakcji uzyto starterow
3'N_HMG2+AP2 (a) oraz 5N_HMG2g1+AP2 (b).Sciezki k, — kontrole negatywne reakcji PCR (bez
matrycy). Amplifikacj ¢ prowadzono wg programu NGW (METODY, pkt 4.13.2).

W celu udowodnieniae amplifikowane kace sekwencji genomowych badanych genéw

pochodz z jednego locus przeprowadzono reakcje amplifikzeinej dtugéci gendw.

5.5.Analiza bioinformatyczna petnej diugai sekwencji cDNA oraz
odpowiednich genow wyselekcjonowanych met&DA-cDNA

Sekwencje uzyskane w wyniku sekwencjonowania pktidu RACE oraz ,spacer po
genomie” edytowanoaywajac programu ContigExpress pakietu oprogramowaniaorsd |
Advance 10. Z otrzymanych sekwencji ustoi sekwencje wektora oraz starterOw
uniwersalnych, po czym ztono petnej diugéci cDNA oraz sekwencje genomowe badanych
genow. Poznanie sekwencji genomowych oraz odpowibdcDNA umaliwito okreslenie

budowy poszczegodlnych analizowanych genow.

5.5.1. Analiza sekwencji cDNA oraz sekwencji genomowej uskanych z wygciowego
fragmentu cDNA dtugosci 273nt
Eksperymenty RACE unitiwity poznanie peinej sekwencji cDNA badanego

transkryptu, ktéra wyniosta 2 216nt. Z wykorzystmi nargdzia TranslateTool okéono
otwarty ramke odczytu diugéci 448 aminokwaséw (1 344nt, w pozycji 236nt tragppku
kodon start, w pozycji 1 579nt kodon stop UGA). @ano sekwencja cDNA, jak i biatkowa
zostaly poréwnane z sekwencjami zdeponowanymi webdanych GeneBank za pomoc

algorytmow blastx i blastp. Wyniki tych analiz pdstawiono w tabeli 5-11.

Tabela 5-11. Wyniki analizy bioinformatycznej dla ®NA diugosci 2 216nt oraz zawartej w nim otwartej
ramki odczytu dlugosci 448aa z wykorzystaniem algorytméw blastx i blatpE-value = wartcsé E.

cDNA dhugosci 2 216nt
blastx Gene ID %* E-value
Przewidywane biatk®hyscomitrella patens| gi|16806163(gbKXP_001782790[1] 99 0.0
a-tubulinaPhyscomitrella patens 0i|2539654gbBAC24799.1 99 0.0
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Hipotetycznan-tubulinaRicinus communis | gi|25558257@HbXP_002532068 |1 97 0.0
a-tubulina 6Zea mays 0i[16246200fgbNP_001105588]1| 97 0.0
a-tubulina 3,TUA3 Arabidopsis thaliana | gi[1524116@8bNP_197478.1L 97 0.0
a-tubulina 5,TUA5 Arabidopsis thaliana | gi|1524117%gbNP_197479.1L 97 0.0
ORF diugosci 448aa
blastp Gene ID %* E-value
Przewidywane biatk®hyscomitrella patens gi|16804925@bXP_ 001777081 J1 97 0.0
a-tubulinaPhyscomitrella patens 0i|2539654gbBAC24799.1 97 0.0
a-tubulina 10ryza sativa gi[20379gb[CAA77988.1 95 0.0
a-tubulinaMiscanthus floridulus 0i|37936228bICAD26891.1 95 0.0
a-tubulina 6Zea mays 0i[16246200jgbNP_001105588]1| 97 0.0
a-tubulina 3,TUA3 Arabidopsis thaliana | gi|15241168bNP_197478.[L 97 0.0
a-tubulina 5,TUA5 Arabidopsis thaliana | gi[1524117bNP_197479.1 97 0.0
* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wedem sekwencji z bazy danych GenBank.
Analiza sekwencji aminokwasowej otrzymanej ramkicodu wykazata przynal@osé

badanego biatka do rodzimytubulin (schemat 5-1).

1 75 150 225 300 375 448

L s

1 A Ad A A A Y Y

34 2 - A FTT A A

Schemat 5-1. Wynik wyszukiwania konserwatywnych doen dla ORF diugdci 448aa Baza Domen
Konserwatywnych - NCBI Conserved Domain Database, BD). Linia czarna reprezentuje diugcé analizowanej
sekwencji aminokwasowej. Czerwony kolor wskazuje naejon analizowanego fragmentu biatka zP.
endiviifolia sp B, w ktorym znajduje sk zidentyfikowana przez program domenae-tubuliny. Numerem 1
wskazano 30 z 30 konserwatywnych reszt aminokwasouly wigzacych GTP lub GDP. Numerem 2
wskazano 9 z 9 konserwatywnych reszt aminokwasowydtiorgcych udziat w oddziatywaniach domeru/p-
tubulin. Numerem 3 wskazano 11 z 11 konserwatywnycheszt aminokwasowych bioacych udziat w
oddziatywaniach domenf/a-tubulin.

Przewidywana sekwencja biatkowa zostata przyréwrmrsekwencjami aminokwasowymi
wykazupcymi najwyszy stopi@ podobiéstwa za pomag programu Clustalw2 (w

przypadku genu P.patens w porownaniu wykorzystano tylko jegin sekwengj

aminokwasow, kodowan przez gemyi|2539654%9bBAC24799.1, ze wzgédu na identyczrig

tej sekwencji z sekwengjaminokwasow kodowam przez drugi z genowP.patens,
0i|16806163(bKXP_001782790J1. Poréwnanie to potwierdzito wysoce konserwatywny
charakter biatkaP.endiviifolia sp B i jego przynalsos¢ do rodziny rélinnych a-tubulin
(schemat 5-2).

Qs TUAL/ 1-
ZnTuAG/ 1-
At TUA3/ 1-
At TUAS/ 1-
PeBTUA 1-
PpTUA /1-
consensus

450
450
450
450
448
449

=PDJJVPSDT TVGVAHDAFNT FFSET GAGKHVPRA|
=PDJVPSDTSVGVAHDAFNT FFSETAEGKHVPRA|

OsTUAL/ 1- 450
ZnTUAG/ 1- 450
At TUA3/ 1- 450
At TUA5/ 1- 450
PeBTUA/ 1- 448
PpTUA /1-449
consensus

R EEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEERREREREEEEREEREEEEREEEEEEEESEESRESRERESESESESESS
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GsTUA1/ 1- 450 IRCZ G VFNAVGGGT GSGLGSLLLERL SVDYGKKSKLGFTI YPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTD
ZmrUA6/ 1- 450 IR CFL VFNAVGGGT GSGLGSLLLERL SVDYGKKSKLGFTI YPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTO
At TUA3/ 1- 450 IR L VFNAVGGGT GSGLGSLLLERL SVDYGKKSKLGFTI YPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTO
At TUA5/ 1- 450 IRCZ G VFNAVGGGTGSGLGSLLLERL SVDYGKKSKLGFTI YPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTD

PeBTUA/ 1- 448 IRCZ G VFNAVGGGT GSGLGSLLLERL SVDYGKKSKLGFTI YPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTD
PpTUA /1- 449 IR CFL VFNAVGGEGT GSGLGSLLLERL SVDYGKKSKLGETI YPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTY

PR R R R R RS SRR R R R R R R SRR R R R R R R R R R R R R R EEEEREEREEEREEEEREEEEEEESEESEESEERESSES
consensus 134

GsTUA1/ 1- 450 PAVO\/AVLLDNEAI YDI CRRSLDI ERPTYTNLNRLI SQ | SSLTTSLRFDGAI NVDVTEFQTNLVPYPRI
ZmTUA6/ 1- 450 PAVOU\/AVLLDNEAI YDI CRRSLDI ERPTYTNLNRLI SQ | SSLTTSLRFDGAI NVDVYTEFQTNLVPYPRI
At TUA3/ 1- 450 pAV O \/AVL L DNEAI YDI CRRSLDI ERPTYTNLNRLI SQ | SSLTTSLRFDGAI NVDI TEFQTNLVPYPRI
At TUAS/ 1- 450 pAV O \/AVL L DNEAI YDI CRRSLDI ERPTYTNLNRLI SQ | SSLTTSLRFDGAI NVDI TEFQTNLVPYPRI
PeBTUA/ 1- 448 PAVO\/AVLLDNEAI YDI CRRSLDI ERPTYTNLNRLI SQ | SSLTTSLRFDGAENVDI TEFQTNLVPYPRI
PpTUA / 1- 449 AV \/AVLLDNEAI YDI CRRSLDI ERPTYTNLNRLI SQ | SSLTTSLRFDGAENVDI TEFQTNLVPYPRI

EEEEEE RS S EEE RS EEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEE] * % % *khkhkhkkkkkkkkkk
consensus 200 . .

OGsTUAL/ 1- 450 PASTOHFM_SSYAPVI SAEKAYHEQL SVPEI TNAVFEPSSMVAKCDPRHGKYVACCL MYRGDVVPKDVI
ZmruA6/ 1- 450 PASTOHFM_SSYAPVI SAEKAYHEQL SVPEI TNAVFEPSSMVAKCDPRHGKYVACCL MYRGDVVPKDVI
At TUA3/ 1- 450 PATHFM_SSYAPVI SAAKAYHEQL SVPEI TNAVFEPIASMVAKCDPRHGKYNMACCL MYRGDVVPKDVI
At TUA5/ 1- 450 PATHFM_SSYAPVI SAAKAYHEQL SVPEI TNAVFEPIASMVAKCDPRHGKYNMACCL MYRGDVVPKDVI
PeBTUA/ 1- 448 PASTOHFM_SSYAPVI SAEKAYHEQL SVPEI TNAVFEPSSMVAKCDPRHGKYVACCL MYRGDVVPKDVI
PpTUA / 1- 449 PASTOHFM_SSYAPVI SAEKAYHEQL SVPEI TNAVFEPSSMVAKCDPRHGKYNVACCL MYRGDVVPKDV
consensus 266

OGsTUAL/ 1- 450 332

ZmruUA6/ 1- 450 332

At TUA3/ 1- 450 332

At TUA5/ 1- 450 332

PeBTUA/ 1- 448 332

PpTUA / 1- 449 332

consensus 332

OsTUAL/ 1- 450 398

ZmruA6/ 1- 450 398

At TUA3/ 1- 450 RIERIMY AKRAFVHWY VGEGVEEGEFSEAREDL AAL EKDYEEVGAEGEDDEEDEGED!

At TUA5/ 1- 450 RISl VY AKRAFVHWYVGEGVEEGEF SEAREDL AAL EKDYEEVGAEGEDDEEDEGED

PeBTUA/ 1- 448 398

PpTUA/ 1- 449 398

consens 398 *****************************************" * *

Schemat 5-2. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowychiatek z rodziny a-tubulin (TUA) kodowanych

przez genyArabidopsis thaliana(At), Oryza sativa(Os), Zea mays(Zm), Physcomitrella patengPp) oraz

Pellia endiviifolia sp B (PeB) Wizualizacji dokonano wykorzystujac program BOXSHADE 3.21. Kolorem

czarnym oznaczone g konserwatywne reszty aminokwasowe, identyczne w giwvnywanych sekwencjach
aminokwasowych. Kolorem szarym oznaczonegkonserwatywne substytucje. Kolorem biatym oznaczan

sa niekonserwatywne reszty aminokwasowe. Kreski oznaajg deleck danego aminokwasu. Po lewej
stronie schematu przy nazwach bialek podano diugé analizowanej sekwencji aminokwasowe;.

Réwniez programy MotifScan, InterProScan, SMART MODE pawizity przynalenos¢
przewidzianej sekwencji aminokwasowej do biatelo@ziny o-tubulin. Co wicej, wskazaty
dwie charakterystyczne dla tubulin globularne doymeiN-koncowg domer, w pozycji 3-
245, o aktywnéci GTPazy, charakterystyczulla biatek nalzgcych do rodziny tubulin/biatek
FtsZ [E-value = 5.5e-112 oraz C-kaicowg domer, w pozycji 248393, réwnie
charakterystyczndla biatek nalzgcych do rodziny tubulin/biatek FtsZ{value = 1e-7p

Za pomog programu ProtParam okieno wiaciwosci fizykochemiczne
przewidywanego biatka, ktdrego maszgsteczkow oszacowano bioinformatycznie na
49.5kDa, a punkt izoelektryczny na pl=4,99. 8pd aminokwaséw wchodeych w skfad
sekwencji biatkoweja-tubuliny P.endiviifolia sp B najwiékszy procent stanowireszty:
waliny (9.2%), glicyny (8%), leucyny (7.8%), alagifi7.4%), kwasu glutaminowego (7.1%),
seryny (6.7%) oraz kwasu asparaginowego (6.5%)akvesie 2.2% - 5.8% wygiuja reszty:
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metioniny, cysteiny, histydyny, glutaminy, asparagi lizyny, tyrozyny, fenyloalaniny,
proliny, argininy, izoleucyny i treoniny. Najmniggaledwie 0.7% stanowreszty tryptofanu.
Przewaaja reszty aminokwasow obdarzonych fadunkiem ujemngkreslono rownie
potencjall lokalizacg biatka za pomag programow PSORT, TargetP oraz ProtComp, ktére
wykazaty,ze prawdopodobnie jest to rozpuszczalne biatko dgpatyczne.

Eksperymenty typu ,spacer po genomie” uhwity uzyskanie sekwencji genomowej
diugcici 5 628pz, obejmyfrej cah sekweng cDNA, w tym wygciows sekwengj fragmentu
RDA-cDNA dtugasci 273nt. Po przyrownaniu sekwencji DNA z sekwgrdpNA okrelono
dlugas¢ oraz budow genutua kodupgcego a-tubuling P.endiviifolia sp B Za pocatek i
koniec genu uznano fragment DNA genomowego, ktookry sie z najdhiszymi
wyznaczonymi kacami 5’ i 3' cDNA — w ten sposéb okileno diuga¢ genu TUA na
4 541pz. Gen ten zbudowany jest zcpi egzonow diugai odpowiednio 348pz, 215pz,
200pz, 202pz, 944pz, ktore przedzielong czterema intronami typu U2 diugn
odpowiednio 309pz, 602pz, 695pz, 1 026pz. Dédgegionu 5’UTR wynosi 235nt, regionu
3'UTR 633 nt, a dluga sekwencji kodujcej wynosi 1 344nt. W rejonie 4 345-4 350 genu
(2 020-2 025 transkryptu) znajduje girzewidziany bioinformatycznie sygnat poliadenyilac
ACTAAA (437nt za kodonem stop). W wyniku analiz se&cji uzyskanych w reakciji
3'RACE zidentyfikowano trzy miejsca qdia transkryptu: GA 135nt parej sygnatu
poliadenylacji, TA 158nt pownej sygnatu poliadenylacji, CA 189nt pasj sygnatu
poliadenylacji. Na schemacie 5-3 przedstawiono kgdgenu oraz transkryptu-tubuliny

P.endiviifoliasp B.

0 500 1000 1500 2000 2 500 3000 3 500 4000 4500 nt

gen TUA 4541pz
>

E1 E2 IE3| |E4| E5 |

«+273nt>

S'UTR - IUTR

sygnal poliadenylacji

mRNA 2 216nt E1|E2|E3|E4| E5 _

GA ' miejsca cigcia

AUG&UGA a rrun|skryp$u
Schemat 5-3. Rysunek obrazujcy budowe genu TUA P.endiviifolia sp B oraz powstajcego z niego
transkryptu . Prostokaty odpowiadaja egzonom, w ktérych kolorem szarym zaznaczono rejgnUTR, a
kolorem bitekitnym sekwencje kodujaca. Linie miedzy egzonami reprezentuy introny. Obszar o ukosnym
kreskowaniu wyznacza sekwenej dtugosci 273nt, uzyskam w wyniku eksperymentu RDA-cDNA.
Dodatkowo w obrebie transkryptu zaznaczono zielonym tréjlatem potozenie sygnatu poliadenylaciji,

czerwonymi pionowymi liniami miejsca cécia transkryptu.

Na dwdch poniszych schematach przedstawiono petde starteréw, ktore wykorzystano do
charakterystyki kaicow 5 i 3' cDNA (schemat 5-4) badanego fragmeniDARCDNA oraz
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potozenie starterow, ktére wykorzystano do charaktekystgekwencji genomowej
obejmupcej badany fragment cDNA (schemat 5-5). Dla prasj&ci rysunku uwzgjdniono
jedynie startery wewgtrzne wykorzystane podczas drugich rund reakcji PCR

F_TUA R_TUA

mRNA 2 216nt E1|E2 |E3|E4| E5

- -
5TUA2

Schemat 5-4. Rysunek przedstawigpy potazenie starteréw w eksperymentach RACE w celu
charakterystyki petnej diugosci cDNA zawierajacego fragment RDA-cDNA diugdci 273nt oraz starteréw

stuzacych amplifikacji petnej diugosci cDNA (F_TUA/R_TUA - startery zaprojektowane na mpdstawie

sekwencji 5/3'UTR). Kolorem zielonym i niebieskim zaznaczono startery wykorzystane w celu
wyznaczenia kaca 5' transkryptu, kolorem rézowym zaznaczono starter wykorzystany w celu
wyznaczenia kdica 3’ transkryptu. Przerywane linie odpowiadap dtugosciom produktow poszczegélnych
reakcji PCR.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 nt
gen TUA 4541pz

———i
F_TUA R_TUA

— E1 E2 3] [E4| E5S e
____________ - e e e e e e — = ———— o — = ._>77,,,"~_
5Ng1Tva 4Ng1Tua 3Ng1Tva G2_1Tua : GWgIN_1Tva

Schemat 5-5. Rysunek przedstawigpy potazenie starterow wykorzystanych w eksperymencie ,sp&tc po
genomie” w celu charakterystyki sekwencji genomowegawierajacej sekwencg¢ fragmentu RDA-cDNA
dlugosci 273nt oraz starterow shzacych amplifikacji petnej diugosci genu (F_TUA/R_TUA — startery
zaprojektowane na podstawie sekwencji 5'/3'UTR). Kiorami zielonymi i niebieskimi zaznaczono startery
wykorzystane w poszczegolnych krokach amplifikacjisekwencji DNA potaonych powyzej konca 5’
badanego fragmentu RDA-cDNA; kolorem r@&owym zaznaczono starter wykorzystany do amplifikagj
sekwencji DNA potazonej ponizej konca 3’ badanego fragmentu RDA-cDNA.

Analizie poddano rownieprocentowy udziat poszczegoélnych nukleotydéw wigen

TUA P. endiviifoliasp B, ktoryprzedstawiono w tabeli 5-12.
Tabela 5-12. Procentowy udziat poszczegolnych nukiydéw w sekwencji genuTUA P. endiviifoliasp B

% reszt A | %resztG | %reszt T | % reszt C | % reszt A+T | % reszt G+C
;:r'f‘é"rf]mg 2471 22.46 33.27 19.56 57.98 42.02
fgme”qa 24.41 24.82 30.42 20.35 54.83 45.17
Egzon 1 23.28 26.44 27.30 22.99 50.57 49.43
Intron1 21.68 24.92 36.25 17.15 57.93 42.07
Egzon 2 26.05 25.58 25.12 23.26 51.16 48.84
Intron 2 24.25 26.08 32.89 16.78 57.14 42.86
Egzon 3 21.00 27.50 29.50 22.00 50.50 49.50
Intron 3 25.61 18.99 35.54 19.86 61.15 38.85
Egzon 4 26.24 25.74 27.72 20.30 53.96 46.04
Intron 4 25.63 15.69 37.52 21.15 63.16 36.84
Egzon 5 25.00 25.32 32.31 17.37 57.31 42.69
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5.5.2. Analiza sekwencji cDNA oraz sekwencji genomowej uskanych z wygciowego
fragmentu RDA-cDNA diugosci 229nt wykazujacego podobiéstwo do raslinnych
gendéw koducych biatka Rab

Eksperymenty RACE unitiwity poznanie petnej sekwencji cDNA badanego slayptu,

ktéra wyniosta 1 330nt. Z wykorzystaniem ngtzia TranslateTool okéono otwarg ramie

odczytu diugéci 217 aminokwasow (651nt, w pozycji 273nt trangkuy kodon start, w
pozycji 923nt kodon stop UGA). Zarowno sekwencjaNéD jak i biatkowa zostaly
przyrownane z sekwencjami zdeponowanymi w bazieydanGeneBank za pomgc

algorytméw blastx i blastp. Wyniki tych analiz pdatawiono w tabeli 5-13.

Tabela 5-13. Wyniki analizy bioinformatycznej dla ®NA diugosci 1 330nt oraz zawartej w nim otwartej
ramki odczytu dtugosci 217aa z wykorzystaniem algorytmow blastx i blatp E-value = wartdsé¢ E;
AtRABAI1f - Arabidopsis Rab GTPase homolog Alf.

cDNA dtugaosci 1 330nt

blastx Gene ID %* | E-value

GTPaza z rodziny RaBelaginella moellendorffii| gi|302771698bXP_002969267 1 | 92 6e-109
AtRABALf Arabidospis thaliana 0i[1523946gbNP_200894.1L 82 2e-98

Biatko RabTriticum aestivum 0i[5124376b|AAT99574.] 82 4e-98

Biatko Rabl1lkZea mays gi|22650962{gbNP_001151123J]1 | 77 7e-94

AtRabAlg Arabidopsis thaliana 0i[1523247TgbNP_188124.1L 79 4e-95
Rabl1/RabA GTPaz@hyscomitrella patens | gi|[16800684fgbXP_001756119JL | 77 2e-87

ORF dtugosci 217aa

blastp Gene ID %* | E-value

GTPaza z rodziny RaBelaginella moellendorffii| gi|302771698bXP_00296926[ 92 2e-114
Biatko RabTriticum aestivum 0i[5124376 b PATO99574 82 2e-103
Hipotetyczne biatko wizace GTPOryza sativa | gi[5051147@bAAT7740] 82 2e-103
Biatko Rabl1llvea mays 0i|226509624gbNP_001151123 77 2e-99
Rabl1/RabA GTPazahyscomitrella patens | gi[16800684fgbXP_00175611P 77 5e-99
AtRabA1f Arabidopsis thaliana 0i[1523946gbNP_200894 83 3e-100

Biatko wigzagce GTP Pisum sativum 0i|3037429bBAA02112 77 le-102

* procent podobigstwa analizowanej sekwencji wedem sekwencji z bazy danych GenBank.

Analiza sekwencji aminokwasowej otrzymanej ramktodu wykazata obecdé w badanej
sekwencji domeny konserwatywnej wystijacej w biatkach natescych do rodziny biatek
Rabll (schemat 5-6).

i 5 S0 75 0@ 125 150 175 L] 17

L
Rabl1_like

Schemat 5-6. Wynik wyszukiwania konserwatywnych doen dla ORF diugdci 217aa (Baza Domen
Konserwatywnych - NCBI Conserved Domain Database, @D). Linia czarna reprezentuje diugcé
analizowanej sekwencji aminokwasowej. Czerwony kotowskazuje na rejon analizowanego fragmentu
biatka z P. endiviifolia sp B, w ktérym znajduje sk zidentyfikowana przez program domena o wysokim
podobienstwie do domeny biatek Rab11.

Przewidywana sekwencja biatkowa zostata przyréwrmrsekwencjami aminokwasowymi

wykazupcymi najwyzszy stopi@ podobiéstwa za pomagr programu ClustalWw2.
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Przyrownanie to potwierdzito wysoce konserwatywmmarakter biatkaP.endiviifoliasp B i

jego przynalenos¢ do rodziny rélinnych biatek Rab (schemat 5-7).

CsRAB- GIP/ 1- 66 "WAYRADDDYDYLFKVVLI GDSGVGKSNLL SRFTRNEFSLESKSTI GVEFATRSI HVDDKMVKAQ
ZnmRab11B/ 1- 66 "WAYRADDDYDYLFKWVLI GDSGVGKSNLL SRFTRNEFSLESKSTI GVEFATRSI HVEDKMVKAQ
At RABALf / 1- 66 ‘AYRADDEYDYLFKWLI GDSGVGKSNLL SRFTRNEFSLESKSTI GVEFATRSI HVDDKEVKAQ
PeBRAB- GTP/ 1- 66 -

PpRab11/ RabA/ 1- 66
consensus

CsRAB- GTP/ 67- 132 DTAGQERYRAI TSAYYRGAVGALMVYDVTRHVTFENVERWWREL KDHTDANI VI MLVGNKADL RHL|
ZnmRab11B/ 67- 132 DTAGQERYRAI TSAYYRGAVGALMVYDVTRHVTFENVERWVREL RDHTDANI VIVML VGNKADL RHL|
At RABALf/ 67- 132 DTAGQERYRAI TSAYYRGAVGAL L VYDVTRHVTFENVERW. KEL RDHTDANI VI MgVGNKADL RHL|
PeBRAB- GTP/ 67- 132
PpRabl11l/ RabA/ 67- 132
consensus

OsRAB- GTP/ 133- 197
ZnRab11B/ 133- 197

At RABALf / 133- 197
PeBRAB- GTP/ 133- 197
PpRab11/ RabA/ 133- 197
consensus

OsRAB- GTP/ 198- 217 198
ZnRab11B/ 198- 216 198
At RABALT / 198- 217 199
PeBRAB- GTP/ 198- 217 199
PpRabll/ RabA/ 198-216 199 -
consensus 199 LEE
Schemat 5-7. Przyrowname sekwenCJl aminokwasowydbiatek z rodziny Rab al/11 kodowanych przez
geny Arabidopsis thaliana(At), Oryza sativa(Os), Zea mays(Zm), Physcomitrella patengPp) oraz Pellia
endiviifolia sp B (PeB) Wizualizacji dokonano wykorzystujac program BOXSHADE 3.21. Kolorem
czarnym oznaczone g konserwatywne reszty aminokwasowe, identyczne w gwvnywanych sekwencjach
aminokwasowych. Kolorem szarym oznaczoneykonserwatywne substytucje. Kolorem biatlym oznaczan
sa niekonserwatywne reszty aminokwasowe. Kreski oznaaja deleci danej reszty aminokwasowej. Po
lewej stronie schematu przy nazwach biatek podanotaigosé analizowanej sekwencji aminokwasowe;.

Réwniez programy MotifScan, InterProScan oraz SMART MODEotwierdzity
przynalenos¢ przewidzianej sekwencji aminokwasowej do biatetodziny Rab, przy czym
program MotifScan wskazat na przynaies¢ badanego biatka do bialek Rabl ze wdglna
rozpoznan domer w pozycji 8-215 aaH-value =4.8e-29, natomiast program SMART
MODE wskazat jedynie na obecitocdomeny Rab w pozycji 13-176a&-yalue =3.98e-105.

Za pomog programu ProtParam okfeno wiaciwosci fizykochemiczne
przewidywanego biatka, ktérego mgagzasteczkovg oszacowano bioinformatycznie na
24.037kDa, a punkt izoelektryczny na pl=6.33. 80d aminokwaséw wchodeych w sktad
sekwencji biatkowe] biatka RalP.endiviifolia sp B najwekszy procent stanowireszty:
waliny (10.1%), seryny (9.7%), lizyny, leucyny, milay, kwasu asparaginowego (po 7.4%
kazda). W przedziale 3.7 — 6.9% wggtija reszty: tyrozyny, fenyloalaniny, asparaginy,
izoleucyny, argininy, glutaminy, treoniny oraz gity. Najmniej, w zakresie 0.9 — 2.8%
wystepuja reszty: tryptofanu, cysteiny, histydyny, prolinynetioniny i glutaminy.
Aminokwasy obdarzone tadunkiem ujemnym i dodatniamewp odpowiednio 29 i 28 reszt
badanej sekwencji biatkowej. Za pomoprogramow PSORT, TargetP oraz ProtComp

przeanalizowano sekwegdpiatka Rab pod wzgtlem jego potencjalnej lokalizacji na terenie
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komorki rcilinnej. Biatko Rab prawdopodobnie zlokalizowane tjes cytoplazmie i
zaangaowane jest w transportgherzykowy zwizany z btog komorkows.

Eksperymenty typu ,spacer po genomie” uhwity uzyskanie sekwencji genomowej
diugcici 3 767pz, obejmygej cah sekwenag cDNA, w tym wygciows sekwengj fragmentu
RDA-cDNA dtugasci 229nt. Po przyrownaniu sekwencji DNA z sekwgrdpNA okrelono
diugcé¢ oraz budow genuRAB kodujgcego biatko Ral.endiviifoliasp B, spokrewnione z
rodzirg biatek Ras Za pocatek i koniec genu uznano fragment DNA genomowegoryk
pokryt sk z najdhiszymi wyznaczonymi kiccami 5’ i 3' cDNA — w ten sposéb okdleno
dlugas¢ genu RAB na 2 485pz. Gen ten zbudowany jest z dwdch egzodingdsci
odpowiednio 490pz i 845pz, ktére przedzieloneitronem typu U2 diugaei 1 150pz.
Dtugaos¢ regionu 5’'UTR wynosi 272nt, regionu 3'UTR 409 atdtugad¢ sekwencji kodujcej
wynosi 651nt. W pozycji 2 204 — 2 209 genu (1 054 -©59 transkryptu) znajduje¢si
przewidziany bioinformatycznie sygnat poliadenyla&®pATAA (128nt za kodonem stop). W
wyniku analiz sekwencji uzyskanych w reakcji 3'RACHdentyfikowano cztery miejsca
ciecia transkryptu: TA 50nt po#ej sygnatu poliadenylacji, TA 143nt paej sygnatu
poliadenylacji, GA 173nt pomej sygnatu poliadenylacji, TA 276nt padrj sygnatu
poliadenylacji. Na schemacie 5-8 przedstawiono lgdgenurab P.endiviifoliasp B oraz

transkryptu powstagego z tego genu.

0 500 1000 1500 2000 2 500 3000 nt

gen RAB 2 485pz

229nt
- >
_SUTR — 3UTR’

sygnal poliadenylagji

mRNA 1 330nt | E1 wﬂ\

654nt TAL.  miejsca cgcia
UGA GA . transkryptu

AUG

Schemat 5-8. Rysunek obrazujcy budowe genu RAB P.endiviifolia sp B oraz powstajcego z niego
transkryptu . Prostokaty odpowiadaja egzonom, w ktérych kolorem szarym zaznaczono rejgnUTR, a
kolorem btekitnym sekwencje kodujaca. Linia miedzy egzonami reprezentuje intron. Obszar o ukinym
kreskowaniu wyznacza sekwenej dtugosci 229nt, uzyskam w wyniku eksperymentu RDA-cDNA.
Dodatkowo w obrebie transkryptu zaznaczono zielonym tréjlatem potozenie sygnatu poliadenylacji,
czerwonymi pionowymi liniami miejsca cécia transkryptu.

Na dwdch poniszych schematach przedstawiono petde starteréw, ktdre wykorzystano do
charakterystyki kacow 5’ i 3’ cDNA (schemat 5-9) badanego fragmenARCDNA oraz
potozenie starteréw, ktére wykorzystano do charaktekystgekwencji genomowej
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obejmupcej badany fragment RDA-cDNA (schemat 5-10la przejrzystéci rysunkéw
uwzgkdniono jedynie startery wewtrzne wykorzystane podczas drugich rund reakcji PCR

F_RAB R_RAB

mRNA 1 330nt E1 NEZ

< 3N_RAB2

5N_RAB2

Schemat 5-9. Rysunek przedstawigpy potazenie starteréw w eksperymentach RACE w celu
charakterystyki petnej diugosci cDNA zawierajacego fragment RDA-cDNA dilugdci 229nt oraz starteréw
stuzacych amplifikacji petnej diugosci cDNA (F_RAB/R_RAB — startery zaprojektowane na pdstawie
sekwencji 5/3'UTR). Kolorem zielonym i niebieskim zaznaczono startery wykorzystane w celu
wyznaczenia kaica 5 transkryptu, kolorem rézowym zaznaczono starter wykorzystany w celu
wyznaczenia kaica 3’ transkryptu. Przerywane linie odpowiadap dtugosciom produktdw poszczegdlnych
reakcji PCR.

0 500 1000 1 500 2 000 2 500 3000 nt
gen RAB 2 485pz
>
F_RAB R_RAB
------- D e — - - - - -
3Ng4Rab GWg2N_4 ] 3N_RAB2

Schemat 5-10. Rysunek przedstawiagy potazenie starteréw wykorzystanych w eksperymencie ,spa&t po
genomie” w celu charakterystyki sekwencji genomowepbejmujacej sekwencg fragmentu RDA-cDNA
dlugosci 229nt oraz starter6w stigcych amplifikacji petnej diugosci genu (F_RAB/R_RAB - startery
zaprojektowane na podstawie sekwencji 5'/3'UTR). Klorami zielonymi i niebieskimi zaznaczono startery
wykorzystane w poszczegolnych krokach amplifikacjisekwencji DNA potaonych powyzej konca 5’
badanego fragmentu RDA-cDNA; kolorem r@&owym zaznaczono starter wykorzystany do amplifikagj
sekwencji DNA potazonej ponizej konca 3’ badanego fragmentu RDA-cDNA.

Analizie poddano rownieprocentowy udziat poszczegoinych nukleotydow wigd&nAB P.

endiviifoliasp B, ktoryprzedstawiono w tabeli 5-14.

Tabela 5-14. Procentowy udziat poszczegdlnych nukiydow w sekwencji gentRAB P. endiviifoliasp B

% reszt % reszt

0, 0, 0, 0,

o reszt A | % reszt G| % reszt T | % reszt C A+T G+C
Sekwencja 26.01 23.63 32.17 18.20 58.17 41.83
genomowa
Sekwencja 27.89 23.83 30.30 17.97 58.20 41.80
cDNA
Egzon 1 28.44 26.15 25.69 19.72 54.13 45.87
Intron 23.19 23.30 34.35 18.43 58.26 41.74
Egzon 2 26.86 23.20 32.78 17.16 59.64 40.36

5.5.3. Analiza sekwencji cDNA oraz sekwencji genomowej uskanych z wygciowego
fragmentu cDNA dtugosci 243nt
Eksperymenty RACE unitiwity poznanie petnej sekwencji cDNA badanego silanyptu,
ktora wyniosta 2 689nt. Z wykorzystaniem ngtzia TranslateTool oké®ono otwarg ramie
odczytu diugéci 295 aminokwasow (885nt, w pozycji 1 198nt tragpku kodon start, w
pozycji 2 082ntkodon stop UAA). Zarowno sekwencjaNA, jak i biatkowa zostaty
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przyrownane z sekwencjami zdeponowanymi w bazieydanGeneBank za pomgc
algorytmow blastn, blastx i blastp. Niestedna z tych analiz nie wykazata poddisigva do
znanych sekwencji nukleotydowych, czy aminokwasdwyRoOwnie programy MotifScan,
oraz SMART MODE nie przyniostyadnej informacji na temat potencjalnych motywowy cz
domen obecnych w analizowanej sekwencji biatkowegdynie analizy z wykorzystaniem
programu InterProScan wykazaly obegnma aminowym kacu biatka nachodych na
siebie sekwencji peptydu sygnalnego (reszty aa,Zza@Rrdélone koloremzoitym) i domeny
transbtonowej (reszty aa 15-35, kolor czerwony azki). Poniej przedstawiono sekwercj
aminokwasow badanego biatka, koloremditym zakrélono reszty potencjalnego peptydu
sygnalnego, natomiast czerwonczcionky wyrdzniono reszty potencjalnej domeny

transbtonowej:

MHQSEAMKIFMKSVLLVAAIAGQLLNSSHIAQAAGLTLPPILDPIINPINN
LTSPILDPLNNLTTPLLSPITNLTSRDPLNNLTSAPIVGLNLTTVLGSINL
TAGTPALNLSTILGPLNLTAGTGLNISNIIGPWNNLTGPLQTILSNFTGP®&
NLTVATNVTVTVTLNLPSTMLNLASVFPNGMTIVPLGMTEVSISLRSLQG
TNLSTVPVQFMVPVISYLNFPVSGSBVTLDIAPGTKLAITGLTTPITRLH
GVSWQTFPQLTNVLISKILPGSSQPRLYNFAVPALM

Ze wzgkdu na brak jakiegokolwiek podoligtwa uzyskanej sekwencji cDNA oraz biatkowej
do znanych sekwencji zdeponowanych w internetovbazach danych, badany gen nazwano
TS — tajemnicza sekwencja. Za pomo@rogramu ProtParam okfeno wiaciwosci
fizykochemiczne przewidywanego biatka, ktorego ¢naszsteczkowy o0szacowano
bioinformatycznie na 30.709kDa, a punkt izoelektrye na pl=6.70. Biatko to jest bogate w
reszty leucyny (17.3%), treoniny (11.9%), proli®y8%6), asparaginy (9.2%) i seryny (8.8%).
W przedziale 6.4 — 7.8% wyglujg reszty alaniny, glicyny, waliny, izoleucyny; w pdziale
0.7 — 3.1% wysipuja reszty tyrozyny, histydyny, kwasu glutaminowegagiminy,
tryptofanu, kwasu asparaginowego, lizyny, metionfiepyloalaniny, glutaminy. W ogdle nie
wystepujg reszty cysteiny. Aminokwasy obdarzone fadunkienemujym i dodatnim
wystepuja w tej samej iléci, po szé&¢ reszt w sekwencji biatka Ts. Za pomgarogramow
PSORT, TargetP oraz ProtComp przeanalizowano salgveratka Ts pod wzgkdem jego
potencjalnej lokalizacji na terenie komorkislianej. Analizy te niejednoznacznie wskazaty
na zwihzek uzyskanego biatka z biplkomaorkowy lub btory peroksysomow.

Eksperymenty typu ,spacer po genomie” uhwity uzyskanie sekwencji genomowej
diugcici 5 877pz, obejmyfrej cah sekweng cDNA, w tym wygciows sekwengj fragmentu
RDA-cDNA dtugasci 243nt. Po przyrownaniu sekwencji DNA z sekwagradpNA okrelono
diugas¢ oraz budow genuTS P.endiviifoliasp B Za pocatek i koniec genu uznano fragment
DNA genomowego, ktory pokryt @iz najdhiszymi wyznaczonymi kicami 5’ i 3' cDNA

— w ten sposéb okslno diugdé genuTSna 3 875pz. Gen ten zbudowany jest z dwdch
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egzondéw dlugéci odpowiednio 2 803pz i 607pz, ktére przedzielosgintronem typu U2
diugcéci 1 185pz. Diugéc regionu 5’UTR wynosi 1 197nt (jest to niezwykleugit 5° UTR
jak na 5’UTR-y znane u innych i), regionu 3'UTR 605 nt, a dlugé sekwencji kodujce]
wynosi 888nt. W pozycji 3 833 — 3 838 genu (2 64& 653 transkryptu) znajdujec¢si
przewidziany bioinformatycznie sygnat poliadenyla®pATAA (562nt za kodonem stop). W
wyniku analiz sekwencji uzyskanych w reakcji 3'RACHdentyfikowano jedno miejsca
ciecia transkryptu: CA 37nt poiej sygnatu poliadenylacji. Na schemacie 5-11 priasdsno
budowe genuTSP.endiviifoliasp B oraz transkryptu powsiaggo z tego genu.

4] 500 1 000 1 500 2 000 2 500 3 000 3 500 4000 nt
gen 7S 3 875pz
o>
243nt
-
5'UTR 3'UTR

w sygnal poliodenylacji

mRNA 2 689nt E1 § E2

| &' migisce cieci

888nt i mie|sce cigcia

A AR transkryptu
E1:E2

Schemat 5-11. Rysunek obrazacy budowe genu TS P.endiviifolia sp B oraz powstajcego z niego
transkryptu . Prostokaty odpowiadaja egzonom, w ktérych kolorem szarym zaznaczono rejgnUTR, a
kolorem btekitnym sekwencje kodujaca. Linia miedzy egzonami reprezentuje intron. Obszar o ukénym
kreskowaniu wyznacza sekwenej dtugosci 243nt, uzyskam w wyniku eksperymentu RDA-cDNA.
Dodatkowo w obrebie transkryptu zaznaczono zielonym tréjlatem potozenie sygnatu poliadenylacji,
czerwom pionows lini g miejsce cecia transkryptu.

Na dwdch poniszych schematach przedstawiono petoe starteréw, ktdre wykorzystano do
charakterystyki kacow 5’ i 3' cDNA (schemat 5-12) badanego fragmeRIMA-cDNA oraz
potozenie starterdw, ktére wykorzystano do charaktekystgekwencji genomowej
obejmupcej badany fragment RDA-cDNA (schemat 5-1B)la przejrzystéci rysunkéw
uwzgkdniono jedynie startery wewtrzne wykorzystane podczas drugich rund reakcji PCR

SPRuppb1 SPRlow2634126

mRNA 2 689nt E1 § E2

SN 25P1 3N, 25P2
_________________ —
Schemat 5-12. Rysunek przedstawiagy potazenie starterow w eksperymentach RACE w celu
charakterystyki petnej dtugosci cDNA zawierajgcego fragment RDA-cDNA dlugdci 243nt oraz starteréw

stuzgcych amplifikacji petnej diugosci cDNA (SPRupp61/SPRIow2634L26 — startery zaproje&wane na

podstawie sekwencji 5'/3'UTR). Kolorem zielonym i iebieskim zaznaczono startery wykorzystane w celu
wyznaczenia kaca 5' transkryptu, kolorem rézowym zaznaczono starter wykorzystany w celu
wyznaczenia kaica 3’ transkryptu. Przerywane linie odpowiadap dtugosciom produktow poszczegélnych
reakcji PCR.
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0 500 1000 1 500 2 000 2 500 3 000 3 500 4000 nt
gen TS 3 875pz
SPRuppb1 SPRIow2634126
_____________________ o a1 e T
sN_asp1  N_25P2

Schemat 5-13. Rysunek przedstawiagy potazenie starteréw wykorzystanych w eksperymencie ,spa&t po
genomie” w celu charakterystyki sekwencji genomowegawierajacej sekwencg¢ fragmentu RDA-cDNA
dlugosci 243nt oraz starterow shiacych amplifikacji petnej dtugosci genu (SPRupp61/SPRIow2634L26 —
startery zaprojektowane na podstawie sekwencji 5'/8TR). Kolorami zielonym zaznaczono starter
wykorzystany w amplifikacji sekwencji DNA potozonej powyzej konca 5’ badanego fragmentu RDA-
cDNA; kolorem rézowym zaznaczono starter wykorzystany do amplifikagj sekwencji DNA potazonej
ponizej konca 3’ badanego fragmentu RDA-cDNA.

Analizie poddano rownieprocentowy udziat poszczegolnych nukleotydéw wigen

TS P. endiviifolissp B, ktéryprzedstawiono w tabeli 5-15.

Tabela 5-15. Procentowy udziat poszczegélnych nukiydéw w sekwencji genur'S P.endiviifoliasp B

% reszt % reszt

0, 0, 0, 0,
- o reszt A | % reszt G| % reszt T | % reszt C A+T G+C
Sekwencja 25.86 2255 28.26 23.33 54.12 45.88
genomowa
Sekwencja 26.10 22.71 26.62 2457 52.71 47.29
cDNA
Egzon 1 24.92 22.85 26.40 25.83 51.32 48.68
Intron 2523 22.28 31.98 20.51 57.22 42.78
Egzon 2 30.31 22.08 27.35 20.26 57.66 42.34

5.5.4. Analiza sekwencji cDNA oraz sekwencji genomowej uskanych z wygciowego
fragmentu cDNA dtugosci 193nt

Eksperymenty RACE unitiwity poznanie petnej sekwencji cONA badanego sienyptu. W
wyniku analiz uzyskanych sekwencji zidentyfikowa@o czsteczki cDNA ré@nigce sg
dhugcicig koncow 3’: krotsz diugasci 758nt i dhiszg — 1 164nt. Z wykorzystaniem nagdzia
TranslateTool okrdono otwary ramke odczytu w obu cgsteczkach cDNA. Okazatoesize
w obrbie obu cDNA wysfpuje taka sama otwarta ramka odczytu décgol20
aminokwasoéw (360nt, w pozycji 267 transkryptu kodaart, w pozycji 626nt kodon stop
UAA). Dwa zidentyfikowane transkrypty #Qia si¢ dlugascig oraz sekwengjnukleotydovy
w obrbie rejonu 3'UTR. Zaréwno sekwencje cDNA, jak itk@va zostaly przyrownane z
sekwencjami zdeponowanymi w bazie danych GeneBankamog algorytméw blastx i
blastp. Wyniki tej analiz przedstawiono w tabell&-

Tabela 5-16. Wyniki analizy bioinformatycznej dla ®NA dlugosci 757nt i 1 164nt oraz zawartej w nich
otwartej ramki odczytu dtugosci 120aa z wykorzystaniem algorytméw blastx i blatpE-value = wartcsé E;
HMG — High Mobility Group.
CDNA dhugosci 757nt i 1 164nt

blastx Gene ID %* | E-value
Przewidywane bi_a}ko posiadae domena HMGbox gil1680120745bKP_00175872F | 54 5e-18

Physcomitrella patens subsp. patens
Hipotetyczne biatko VOLCADRAFT_7742Volvox
carteri f. nagariensis

0i[302851258bKP_00295715(L | 48 | 2e-14
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Biatko wigzace nukleosorijellomyces dermatitidis
ER-3
Biatko zawieragce domea HMGhox
Nectria haematococcapVI 77-13-4
Biatko W'qzchr;‘;ﬁfnossi"s’gﬁgrlacocc'd'o'des gil29567110ybKP_00279609B | 47 | 3e-13

Bialko ssrplArabidopsis lyratasubsp. lyrata gi[29781517fbXP_00287546p | 43 4e-12

Czynnik transkry?r(]:;/ig]:\tH MGQArabidopsis gi[15228471gbNP_189516 40 5e-11

Hipotetyczne biatko HMGbo®Oryza sativa gi[11546244JgbNP_001054820 | 40 2e-11
ORF dtugosci 217aa

0i[23960699RbEEQS3979 47 | 1e-13

0i[30292683RbKP_00305437R | 46 | 2e-13

blastp Gene ID %* | E-value

Przewidywane biatko posiadae domeg HMGbox | _.
ghyscomitrellappateggiubsp. gatens 9i[16801207fyb|XP_00175872 | 48 5e-19
Konserwatywne hlglct))ts(t))g%zmne biatkthaetomium gil11620685mbKP_ 001229234 | 42 3e-15
Hipotetyczne biatkda/OLCADRAFT_77427Volvox
carteri f. nagariensis
Bialko wigzace nukleosomAjellomyces dermatitidig

0i[302851258bKP_00295715(L | 48 | 2e-14

ER-3 gij23960699bEEQ83979 46 6e-14

Biatko WlmczlQg_lgterz?;)n\/ertlcnllum gi[168006848bKP_00175611p | 43 2e-14
Biatko wigzace rgl:I;Leilci):r?sr}ZaraCOCC|d|0|des gil225681708bEEH19992 45 4e-14
Biatko HMG Chlamydomonas reinhardtii gi[15947860fgbXP_ 001697394 | 29 le-11

* procent podobigstwa analizowanej sekwengjzgledem sekwencji z bazy danych GenBank.

Analiza sekwencji aminokwasowej otrzymanej ramkizndu wykazata obecsé w badanej
sekwencji konserwatywnej domeny HMGbox, ktéra wpsje w licznych eukariotycznych
biatkach chromosomowych oraz w czynnikach transtyyp/ch (schemat 5-14).

1 20 40 1] g 100 1z

e

T T T Y L & & L

miejsca wigzania DNA HMG-box

Schemat 5-14. Wynik wyszukiwania konserwatywnych dwoen dla ORF diugdci 120aa (Baza Domen
Konserwatywnych - NCBI Conserved Domain Database, [@D). Linia szara reprezentuje diugdé
analizowanej sekwencji aminokwasowej. Czerwony kotowskazuje na rejon analizowanego fragmentu
biatka z P. endiviifolia sp B, w ktérym znajduje sk zidentyfikowana przez program domena o wysokim
podobienstwie do domeny HMGbox. Czerwone tréjlaty wskazuja 13 z 13 konserwatywnych reszt
aminokwasowych biogcych udziat w oddziatywaniu domeny HMGbox z DNA.

Przewidywana sekwencja biatkowa zostata przyréwrmrsekwencjami aminokwasowymi
wykazupcymi najwyzszy stopi@ podobiéstwa za pomar programu Clustalw2.
Przyrownanie to potwierdzito obecito konserwatywnych reszt aminokwasowych biatka
P.endiviifoliasp B, charakterystycznych dla domeny HMGbox (schésikb).

Va- a_NBP/ 1- 36
Chg_conhypP/ 1- 36
Ad_NBP/ 1- 35
Vc_hypp/ 1- 35
PeB_HMZbox/ 1- 60
Pp_pHM3box/ 1- 33
consensus
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Va- a_NBP/ 37- 93
Chg_conhypP/ 37-93
Ad_NBP/ 1- 92
Vc_hypp/ 1-92
PeB_HMZbox/ 61- 117
Pp_pHM3box/ 34- 90
consensus

Va- a_NBP/ 94- 102
Chg_conhypP/ 94- 96
Ad_NBP/ 93- 105
Vc_hypp/ 93- 94 -
PeB_HMGbox/ 118-120 118 -PRY------ 120

Pp_pHM3box/ 91- 92 91 -LK------- 92
consensus 121

Schemat 5-15. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych iabkek posiadagcych domer HMGbox
kodowanych przez geny Verticillium albo-atrum (Va-a), Chaetomium globosum(Chg), Ajellomyces
dermatitidis (Ad), Volvox carteri (Vc) Physcomitrella patengPp) oraz Pellia endiviifolia sp B (PeB)
Wizualizacji dokonano wykorzystujac program BOXSHADE 3.21. Kolorem czarnym oznaczonesa
konserwatywne reszty aminokwasowe, identyczne w p@wnywanych sekwencjach aminokwasowych.
Kolorem szarym oznaczone gkonserwatywne substytucje. Kolorem biatym oznaczamniekonserwatywne
reszty aminokwasowe. Kreski oznaczaj delecg danej reszty aminokwasowej. Po lewej stronie schextu
przy nazwach biatek podano diugéé analizowanej sekwencji aminokwasowej.

Oddzielnie porownano réwnidragment sekwencji biatka z domeRMGbox P.endiviifolia
sp B do fragmentow C-kK@owych bialek HMG kodowanych przez gerythaliana i
O.sativa (schemat 5-16). Uczyniono tak ze wahh na zdecydowanie diszz sekweng

aminokwasow biatek rglin okrytonasiennych.

Cs_hHMGhox/ 477-531 |[SSmSSRSRRVADKBISE- SIIDPSEE =ESpAS| SEG- - - - [AN- - EJS APLK
At _HME 476- 536 ESDEEDEDF DD eeSPTDDSeeQESDA*E G E ¢LPP
EKA GS R VASSR RCR!
* * .. * . . *. . **. .

PeB_HMGbox/ 1-30 --------------- TLKTKEKSES- - ------------- SSS
consensus ... LR . R, .
Os_hHMGhox/ 532-591 [GREPKEEAECEEGEGCO VG A S KAERAN BN SN ERAT K
At _HME 537- 595 GQINTVAABEE- SSKIEGGHGGG RIVAR R S| SQVER PN NKEHZGHAF G
PeB_HMCGbox/ 31- 82 (- ------- GKEER:! RYVIDKRREMGA GP CKDQg4=I QE- NETVBF CR
consensus FrRE L . RORX L RFRK X ko F L. oL L.
Gs_hHM&hox/ 592- 640 RVISKMIAEEKOP Y\Y=8SQVDK =S R ePARD- -

At _HME 596- 646 CDKVIROVEADDKEP YEAKAQVDK b sl SONINP! ENDS]BSN
PeB_HMZbox/ 83- 120 eSQUGALNEKERNGKY]| RENOIIBNRRNVKIEMKRLEPY- - - - - - - - - - - - - -
COI’]SGI’]SUS * % . * . * * . * * % * % * *

Schemat 5-16. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowydhagmentéw C-koncowych biatek posiadagcych
domere HMGbox kodowanych przez genyArabidopsis thaliana (At), Oryza sativa(Os), oraz Pellia
endiviifolia sp B (PeB) Wizualizacji dokonano wykorzystujac program BOXSHADE 3.21. Kolorem
czarnym oznaczone g konserwatywne reszty aminokwasowe, identyczne w giwvnywanych sekwencjach
aminokwasowych. Kolorem szarym oznaczoneykonserwatywne substytucje. Kolorem biatym oznaczam
niekonserwatywne reszty aminokwasowe. Kreski oznaap deleci danej reszty aminokwasowej. Po lewej
stronie schematu przy nazwach bialek podano diugé analizowanej sekwencji aminokwasowe;.

Rowniez programy MotifScan, InterProScan oraz SMART MOD&vwygerdzity obecné¢
domeny HMGbox w pozycji 49-117 a&-falue = 6.2e-26 Ponadto program MotifScan
wskazat rownie dwuczsciowy sygnat lokalizacjigdrowej [E-value =2.1e+04, pozycje 32-49,
50-6 w biatku P.endiviifolia sp B. Poniej przedstawiono sekwegcjaminokwasow

prawdopodobnego biatka HMGboR.endiviifolia sp B z zaznaczgnna z6tto domen
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HMGbox oraz podkrdonymi resztami aminokwasowymi, stang@aymi potencjalny sygnat

lokalizacji jagdrowej biatka:

MGKATLKTKGKSGSGRGVTKASSSRCRSSSKRKGKEEKRIRKVKDKRRERALGPYMYFCKDQRKEIQ
EQNPTMSFGDIGRVLGSQWGKLNEKEKQKYIRKAQTDKRRYVKEMKRYKPRY

Podobnie programy PSORT, TargetP oraz ProtComp aegkgadrows lokalizacg biatka
P.endiviifoliasp B w komérce rdinnej jako na najbardziej prawdopodabn

Za pomog programu ProtParam okteno wiaciwosci fizykochemiczne
przewidywanego biatka, ktérego magzasteczkovg oszacowano bioinformatycznie na
14.12kDa, a punkt izoelektryczny na pl=10.72. 80 aminokwaséw wchodeych w skiad
sekwencji biatkowej biatka HMGboR.endiviifoliasp B najwgkszy procent stanowireszty:
lizyny (20%), argininy (13.3%), glicyny (9.2%) i rsmy (8.3%). W przedziale 3 — 6
wystepujg reszty: alaniny, kwasu asparaginowego, glutamikwasu glutaminowego,
izoleucyny, leucyny, metioniny, proliny, treonirtyyozyny. Najmniej, w zakresie 0.8 — 1.7%
wystepuja reszty: asparaginy, cysteiny, fenyloalaniny ongptofanu. Natomiast histydyna
nie wystpuje w ogole. Aminokwasy obdarzone tadunkiem dodatstanows zdecydowas
wigkszas¢ (40 reszt) w porownaniu do ujemnie natadowanychréiszt). Obecrié sygnatu
lokalizacji jgdrowej, domeny HMGbox oraz obdarzenie silnym tademk dodatnim mize
swiadczy¢ o potencjalnym wazaniu biatka z chromatyriub oddziatywaniu z nukleosomem.

Eksperymenty typu ,spacer po genomie” uhwity uzyskanie sekwencji genomowej
diugcsci 3 886pz, obejmyfrej cah sekweng cDNA, w tym wygciows sekwengj fragmentu
RDA-cDNA dtugasci 193nt. Po przyrownaniu sekwencji DNA z sekwgrddpNA okrelono
diugaé¢ oraz budow genu HMG kodujpcego biatko zawierage domen HMGbox
P.endiviifoliasp B Za pocatek i koniec genu uznano fragment DNA genomowedoryk
pokryt sk z najdhiszymi wyznaczonymi kiccami 5’ i 3' cDNA — w ten sposéb okdleno
dlugas¢ genu HMG na 2 412pz. Gen ten zbudowany jest z czterech égzattugaci
odpowiednio 342pz, 212pz, 75pz i 584pz, ktére miEddne g trzema intronami typu U2
dtugasci odpowiednio 582pz, 185pz i 432pz. Diggaegionu 5’UTR wynosi 266nt, regionu
3'UTR 584 nt, a dlug& sekwencji kodujcej wynosi 360nt. W pozycji 1 957 — 1 962 genu
(710 — 715 dhaszego transkryptu) znajdujee¢sprzewidziany bioinformatycznie sygnat
poliadenylacji ATAAA (80nt za kodonem stop w dézym transkrypcie). W przypadku
krétszego transkryptu nie zidentyfikowano sygnadlignenylacji, mimo to transkrypt ulega
poliadenylacji w pozycji 129nt za kodonem stop. Whiku analiz sekwencji uzyskanych w
reakcji 3'RACE zidentyfikowano miejscecgia diwzszego transkryptu: CA 535nt paaj
sygnatu poliadenylacji. Na schemacie 5-17 przedstaavbudow genuHMG P.endiviifolia

sp B oraz transkryptow powsiajych z tego genu.
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Schemat 5-17. Rysunek obrazgicy budowe genu HMG P.endiviifolia sp B oraz powstajcych z niego
transkryptow . Prostokaty odpowiadaja egzonom, w ktérych kolorem szarym zaznaczono rejgnUTR, a
kolorem bitekitnym sekwencje kodujaca. Linie miedzy egzonami reprezentuj introny. Obszar o ukasnym
kreskowaniu wyznacza sekwenejdtugosci 193nt, uzyskam w wyniku eksperymentu RDA-cDNA. Obszar
o0 pionowym kreskowaniu wyznacza fragment 3'UTR, ktéy podlega alternatywnemu splicingowi.
Dodatkowo w obrebie transkryptu zaznaczono zielonym tréjlgtem potozenie sygnatu poliadenylacji,
czerwom pionows lini g miejsce cecia transkryptu.

Natozenie sekwencji cDNA na sekwencgenomow pozwolito nie tylko na poznanie
struktury genu, ale rowniena zidentyfikowanie zdarzenia alternatywnego smijig, ktérego
rezultatem s dwa transkrypty powstge z genuHMG. Trzeci intron posiada dwa
alternatywne miejsca akceptorowe 3’: pierwsze wyppz431-432 intronu 3, drugie w
pozycji 48-49 egzonu 4. W zaleosci od tego, ktore zostanie wybrane w trakcie spgai,
rozpoznawany jest jeden z dwoch sygnatéw poliademiylKiedy egzon 4 jest diszy, na
koncu 5 wybierany jest wczaiejszy sygnat poliadenylacji (niezidentyfikowanyetadami
bioinformatycznymi), a kiedy jest krotszy — wybieyajest péniejszy sygnat poliadenylaciji
(przewidziany bioinformatycznie). Dlatego rowai& zaleznosci od zdarzenia splicingowego
transkrypt powstary z genuHMG ma r&ng diugaé¢ rejonu 3'UTR: 129nt w krétszym
transkrypcie, 535nt w diszym transkrypcie.

Na dwoch porniszych schematach przedstawiono pefoe starterow, ktére wykorzystano do
charakterystyki kacow 5’ i 3' cDNA (schemat 5-18) badanego fragmeRIMA-cDNA oraz
potozenie starterow, ktére wykorzystano do charaktekyssgkwencji obejmujcej badany
fragment RDA-cDNA (schemat 5-19Pla przejrzystéci rysunkéw uwzgldniono jedynie
startery wewatrzne wykorzystane podczas drugich rund reakcji PCR

FHMG2 RHMG2 FHMG2 RHMG2
AMP AMPkr AMP AMP
e
E E
mRNA 758nt| E1 | E2 I||E mRNA 1164nt| E1 | E2 13| E4
- - — —dm =P - — —dm =
5'N_HMG2 3'N_HMG2 5'N HMG2 3'N_HMG2
" - -
2 N5 2 N5
HMG2 HMG2

Schemat 5-18. Rysunek przedstawiagy potazenie starterow w eksperymentach RACE w celu
charakterystyki petnej dtugosci cDNA zawierajgcego fragment RDA-cDNA dlugdci 193nt oraz starteréw
stuzacych amplifikacji petnej dtugosci cDNA (FHMG2_AMP/RHMG2_AMPkr i RHMG2_AMP -
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startery zaprojektowane na podstawie sekwencji 5'/8TR). Kolorem zielonym i niebieskim zaznaczono
startery wykorzystane w celu wyznaczenia kica 5’ transkryptu, kolorem r6zowym zaznaczono starter
wykorzystany w celu wyznaczenia kaca 3’ transkryptu. Przerywane linie odpowiadap dtugosciom
produktéw poszczegolnych reakcji PCR.

0 500 1000 1 500 2000 2 500 nt
gen HMG 2 412pz
—»
FHMG2_AMP RHMG2_AMP
—
e e S R e R T e i i
3'N_HMG2

Schemat 5-19. Rysunek przedstawiagy potazenie starteréw wykorzystanych w eksperymencie ,spa&t po
genomie” w celu charakterystyki sekwencji genomowepbejmujacej sekwencg fragmentu RDA-cDNA
dhugosci 193nt oraz starteréw shiacych amplifikacji petnej dhugosci genu
(FHMG2_AMP/RHMG2_AMPkr i RHMG2_AMP - startery zapro jektowane na podstawie sekwencji
5'/3'UTR). Kolorem zielonym zaznaczono starter wykozystany w amplifikacji sekwencji DNA potozonej
powyzej konca 5’ badanego fragmentu RDA-cDNA; kolorem r@owym zaznaczono starter wykorzystany

do amplifikacji sekwencji DNA potozonej ponizej koica 3’ badanego fragmentu RDA-cDNA
Analizie poddano réwnieprocentowy udziat poszczegdlnych nukleotydéw wigen

hmg P. endiviifolissp B, ktoryprzedstawiono w tabeli 5-17.

Tabela 5-17. Procentowy udziat poszczegdélnych nukiydow w sekwencji genthmg P. endiviifoliasp B

% reszt % reszt
% reszt A | % reszt G| % reszt T | % reszt C AT G+C

33&2“223&2 30.31 20.07 29.06 20.56 59.37 40.63
sekwencja | 5, 59 2259 23.45 | 2156 55.84 44.16
cDNA df.

Sekwencj

DA kr_Ja 30.47 24.14 22.16 23.22 52.64 47.36
Egzon 1 23.39 21.35 25.73 29.53 49.12 50.88
Intron 1 26.80 17.35 36.77 19.07 63.57 36.43
Egzon 2 37.26 27.36 18.87 16.51 56.13 43.87
Intron 2 24.32 17.30 37.30 21.08 61.62 38.38
Egzon 3 45.33 18.67 16.00 20.00 61.33 38.67
Intron 3 32.41 17.82 30.79 18.98 63.19 38.81
Egzon 4 33.73 22.09 24.83 19.35 58.56 41.44

5.6. Amplifikacja petnej dlugaci cDNA oraz genow
W celu udowodnieniaze amplifikowane kace 5 i 3 cDNA oraz sekwencje
genomowe badanych gendéw poch®dz jednego transkryptu lub locus przeprowadzono
szereg reakcji amplifikacji petnej diugm sekwencji cDNA i genéw (METODY, pkt 4.14).
Za matrye do amplifikacji transkryptow posimyt cDNA uzyskany z plech gskich
watrobowcaP.endiviifolia sp B zebranych z terenu, wykorzystany m.in. w aaah RT-

PCR. Do amplifikacji sekwencji genomowych badangemow postayt DNA genomowy
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izolowany z plech mskich z hodowliin vitro zestawem DNeaSyPlant Mini Kit (Qiagen).
Amplifikacj¢ prowadzono wg programu AMP (METODY, pkt 4.14), wyRystupc
polimeraz DyNAzyme'™ EXT DNA Polymerase firmy Finnzymes. Startery diapdifikacii
poszczegolnych gendw zaprojektowane zostaly na tpeds uzyskanych najbardziej
wysunetych w kierunku 5 i 3 sekwencji z rejondbw 5'UTRraz 3'UTR cDNA
odpowiednich genow.

1 2  kn 1kb+ 1 2 ko 1kb+
a b
4 377pz—> == 4 000pz
2 052pz -2 000pz 2432pz =2 000pz
== ] 500pz 1277pz == 1 500pz

== 1 000pz

Zdjecie 5-32. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakji PCR w 1% zelu agarozowym.Scieika al —
amplifikacja 4 377pz z 4 541pz petnej diugei genu TUA. Scieika a2 — amplifikacja 2 052nt z 2 216nt
petnej diugosci cDNA genuTUA. Scieika bl — amplifikacja 2 432pz z 2 485pz peinej diugoi genu RAB.

Sciezka b2 — amplifikacja 1 277nt z 1 330nt peinej diugi cDNA genu RAB. Sciezki k,, — kontrole

negatywne reakcji PCR (bez matrycy).

1 2 1kb+ 1 2 3 kn 1kb+

b

3 785pz — L o 3 000p2
2 600pz S = > 000pz 2397pz —> -2 000pz
pz —_ 500); A =1 500pz
P == | 000pz
750pz

== 700pz

Zdj ecie 5-33. Rozdziat elektroforetyczny produktéow reakji PCR w 1% zelu agarozowym.Sciezka al —
amplifikacja 3 785pz z 3 875pz peinej diugi genuTS. Sciezka a2 — amplifikacja 2 600nt z 2 689nt petne;
dtugosci cDNA genuTS. Sciezka b1 — amplifikacja 2 397pz z 2 412pz peinej diugoi genuHMG. Sciezka
b2 — amplifikacja 1 150nt z 1 165nt petnej diugai diuzszego cDNA geniHMG. Sciezka b3 — amplifikacja
750nt z 759nt petnej diugéci krotszego cDNA genuHMG. Sciezki k, — kontrole negatywne reakcji PCR
(bez matrycy).
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6. DYSKUSJA

6.1.ldentyfikacja fragmentow DNA specyficznych dla DNenomowego

meskiego izeriskiego Pellia endiviifolia sp B przy zastosowamachniki

RDA

Dotychczasowe doniesienia na temat molekularny@chanizmow zwjzanych z
determinagj ptci w gromadzie wtrobowcow dotycz przede wszystkim rozdzielnoptciowego
watrobowcaMarchantia polymorphanalezacego do klasyMarchantiopsida M.polymorpha
charakteryzuje si nietypows w stosunku do whkszaci watrobowcdw, wysoce
skomplikowan strukturalnie budow plechy, a ponadto nafg do klasy stanowtej jedynie
ok. 15% gatunkéw wtrobowcéw. NatomiadPellia endiviifoliasp B (podklas#elliidae) jest
przedstawicielem prostych plechowatych atebowcoéw klasy Jungermanniopsida,
obejmupcej wickszag¢ obecniezyjacych wgtrobowcow He-Nygren i in. 2006 Najstarsze
zachowane szgiki watrobowcéw z dolnego dewonu i karbonu przypongnagjbardziej
wspotczesnych przedstawicieli kla3yngermanniopsidacoswiadczy,ze g one bardzo star
grup (Szweykowscy 2008 a by maoze najstarsg wsroéd watrobowcow i rélin ladowych He-
Nygren i in. 200§. Obecnie nie maadnych danych molekularnych na temagnié w
sekwencjach genomowych ¢dizy osobnikami mskimi i zeaskimi  wsréd
rozdzielnoptciowych przedstawicieli klasjungermanniopsidanimo iz znane s gatunki o
cytologicznych ranicach w budowie chromosoméw zwanych z ptej. W 1981 r. Newton
opisata kariotyp P.endiviifolia, w ktorym zidentyfikowata osiem chromosoméw
autosomalnych i dziewly chromosom, tzw. m-chromosom ze wziyl na jego znacznie
mniejsz wielkos¢ w stosunku do pozostatych chromosomow garnitura. viecej, 9-ty
chromosom gametofitu ¢skiego scharakteryzowano jako mniejszy oanskiego
chromosomu 9-go zaréwno na podstawie idiograméwrnbsomow uzyskanych z materiatu
europejskiego, jak i japskiego (Newton 198). Doniesienia literaturowe o #dicy w
wielkosci 9-tych chromosomowP.endiviifolia sp B popieraj zdjecia chromosomoéw
wybarwionych barwnikiem DAPI wykonane przez dr Adekde Rojek z Zaktadu Ekspresji
Genow UAM i dr Mag Orzechowsk z Katedry Anatomii i Cytologii R@in Uniwersytetu
Slaskiego. Istnieje wic duze prawdopodobiestwo, ze r&niace sé morfologicznie m-
chromosomy plech gskich i zenskich reprezentgj chromosomy pici, a co za tym idzie,
bedzie mana zidentyfikowa sekwencje genomowe charakterystyczne dlaRendiviifolia

sp B.
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Metoda ranicowej analizy genomowej — RDA urdovia klonowanie i
sekwencjonowanie fragmentéw DNAzricujgcych dwa wysoce podobne genomy. Technika
RDA pozwala na wykrycie tihego rodzaju zmiennych rejonébw DNA w dwoch
poréwnywanych genomach: mw by wykorzystana do identyfikacji delecji, insercji,
reararzacji, miejscowych mutacji w obbie genomu lub te patogennych organizmow
infekujagcych poréwnywane genomyLigitsyn i in. 1993. R&nicowa analiza genomowa
znalazta szerokie zastosowanie w poszukiwaniu se&pvegatunkowo, czy osobniczo
specyficznych pgod wielu gatunkow ssakow, jak i organizmow pro&grcznych Navin i in.
1996, Toyota i in. 1996, Everts i in. 2000, Wallrién. 2004, Allen i in. 2008 ROwniez szereg
zastosowa tej metody mena spotkd w analizach rénic migdzy genomami organizmow
roslinnych: Panaud i in. (1998) wykorzystali me¢d@DA do charakterystyki zemicowania
genomowego ngdzy dwoma daleko spokrewnionymi gatunkami z rogRoaceae ryzem
Oryza sativaoraz wignica ber (proso witoskieBetaria italica. Stosugc DNA genomowy
ryzu jako fragmenty testowane grupa ta zidentyfikowatlenacie sekwencji specyficznych
dla ryzu. Ich analiza ujawnita przynaleos¢ do grupy rozrzuconych sekwencji
repetytywnych, z ktorych siedem odpowiadanym elementom transpozycyjnym genomu
ryzu. Pomylne zastosowanie metody RDA usiwvito rowniez identyfikacg megsko
specyficznych fragmentéw restrykcyjnych u rozdzighciowej Silene latifolig u ktorej pté
determinowana jest przez loci znajghg s¢ na dwoch morfologicznie #dych
chromosomach: X w przypadku osobnikégiskich i Y w przypadku osobnikow ¢akich. U
S.latifolia zidentyfikowano cztery wsko specyficzne fragmenty DNA pdfone na
chromosomie Y. Zostaly one wykorzystane gasie do identyfikacji polimorfizméw DNA
w kolekcji mutantéw wytwarzagych kwiaty obupiciowe lub bezpiciowe. Niektore z
mutantow posiadatly cytologicznie wykrywalne delegyeobrbie chromosomu Y, ktore
korelowaly z utraf mesko specyficznych fragmentéw RDA. Trzy z tych fragrtow wykryty
fragmenty genomowe, ktore byty gpokone z regionem usutym w niektorych mutantach
obupiciowych i bezpiciowych. Na podstawie fenotypawutantébw oraz widocznych
cytologicznie delecji w olgbie neskiego chromosomu, fragmenty te przypolkowano
pozycji na chromosomie Y blisko locus odpowiadago za supresjrozwoju stupka.
Mapowanie sekwencji RDA ujawnito réwrie nowy, wczeéniej nie opisany locus
chromosomu Y, ktory jest odpowiedzialny za wczesypwoj precikdw (Donnison i in. 1995

W niniejszej pracy techngkRDA wykorzystano w celu sprawdzenia, czygnige w
obrazach chromosoméw metafazowych izolowanych z eg@iitow meskich i zenskich
P.endiviifoliasp Bs$wiadcz o rzeczywistych rinicach w skladzie sekwencji genomowych.
Materiat wygciowy dla przeprowadzenia eksperymentu RDA pochHatizisterylnej hodowli
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P.endiviifolia sp B in vitro. Korzystanie z plech gtrobowcow bezp@rednio ze stanowisk
terenowych niesie ze sgbzagraenie zanieczyszczenia badanych plech przez DNA
pochodzacy ze strgpek grzybdéwzyjacych w mikoryzie z wieloma gatunkamigtkobowcow
(Read i in. 2000). Grzybnia przerasta plkeehwyjatkiem rejonu merystematycznego plech,
tzn. 2 — 3 mm pouej wierzchotka plech oraz obszaru organdéw rozrana piciowego
(Ligrone i in. 2007. Dlatego wprowadzag do hodowliin vitro watrobowcaP.endiviifoliasp B
wykorzystano wydcznie fragmenty plech wolne od tkanki grzyb@ieflorow i Szweykowska-
Kulinska 1998. Eksperyment RDA przeprowadzono w czterech wddhdz wykorzystaniem
dwoch szostkowych enzymow restrykcyjnych BamHI dradlll, by uzyska jednoczénie
informacje na temat #dic w sekwencjach genomowych plegdnskich i meskich. Poniewa
reprezentacja amplikonéw fragmentéw testowanydimiieujagcych otrzymanych przyayciu
jednego enzymu restrykcyjnego pozwala na uzysk@&nie 15% sekwencji genomowej,
zastosowanie tdych enzymow restrykcyjnych mialo na celu otrzyneaniGznych
reprezentacji fragmentow restrykcyjnych, pochmyzh z ré&nych obszarobw DNA
genomowego, zwkszapc tym samym szanse na wyndenie fragmentéw specyficznych dla
kazdego z DNA genomowego Béldocchi i Flaherty 1997 Dla kadego ukiadu
przeprowadzono cztery rundyzracowej hybrydyzacji DNA przy wzrastgjych stosunkach
ilosciowych biblioteki fragmentow testowanych wegdgm biblioteki fragmentéw
eliminujagcych. W przypadku eksperymentu RDA z wykorzystaniemzymu BamHI
otrzymano wyrane produkty rénicowe DPY diugaici w zakresie ~300 — 600pzotdziat
WYNIKI, zdj. 5-3, 5-4. Natomiast w eksperymencie RDA z wykorzystaniemayenu Hindlll
od trzeciej po czwagt runct hybrydyzacji zaobserwowano znacznie stgbamplifikaci
produktéw rénicowych DP' ' DPV oraz wiksz heterogenn@ produktéw amplifikacii.
Powodem takiej sytuacji mogty bynieodpowiednie stosunki fragmentéw testowanych
wzgledem eliminugcych w dwoéch ostatnich rundach hybrydyzaciji. W ekgmentach RDA
zbyt wysoki lub zbyt niski stosunek w trakcie hytbyyacji prowadzi albo do braku
produktéw ranicowych, albo do amplifikacji produktéw z wysokirdem w postaci
niespecyficznych produktéw amplifikacji, czego ritatem mog by¢ produkty ré@nicowe
otrzymane w eksperymencie z zastosowaniem enzymdllHi(Ausubel i in. 2008 Dlatego
tez startery zaprojektowane na podstawie sekwencjidyk®w ré&nicowych DPY
uzyskanych przy zastosowanitenskich i neskich amplikonéw Hindlll daly produkty
amplifikacji zarébwno na matrycy DNA genomowegenskiego jak i mgskiego. Inm
przyczyry, z powodu ktorej nie zidentyfikowano fragmentow ®Npecyficznych dla DNA
genomowegaenskiego i mskiegoP.endiviifoliasp B z wykorzystaniem enzymu Hindlll w
eksperymencie RDA me by fakt, iz reprezentacje amplikonéw testowanych stagowi
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zaledwie do 15% sekwencji genomowej wykorzystanejoanicowej hybrydyzacji DNA,
wsrod ktérych niekoniecznie zostaty uchwycone sekyeneystpujace wyhcznie w
testowanym DNA genomowym lubzdragmenty amplikonéw tdicujacych dwie badane
pule DNA nie znalazty gsiw zakresie amplifikacji dla polimerazy DNAzytej w reakcjach
PCR. Dlatego jdi zadne produkty rinicowe nie zostaly zidentyfikowane w kolejnych
rundach hybrydyzacji, natg przeprowadz eksperyment RDA z zastosowaniem innego
enzymu restrykcyjnegdéldocchi i Flaherty 1997 Z tego wzgjdu eksperyment RDA opisany
W niniejszej pracy przeprowadzono rownagre z wykorzystaniem enzymu BamHI. W
wyniku reakcji PCR z wykorzystaniem starterow z@ktowanych na podstawie sekwenciji
produktéw rénicowych DP’ uzyskanych przy zastosowarsienskich i mgskich amplikonéw
BamHI otrzymano specyfican amplifikacg na matrycy DNA genomowegagenskiego
P.endiviifolia sp B dla 3 par starterOwrogdziat WYNIKI, zdj. 5-) oraz specyficzm
amplifikacj na matrycy DNA genomowegogskiegoP.endiviifoliasp B dla 7 par starterow
(rozdziat WYNIKI, zdj. 5-8, 5-9. Reakcje te przeprowadzono na DNA izolowanym ecipl
hodowanychn vitro, odpowiadajcym trzem ranym osobnikonrzenskim oraz trzem rnym
osobnikom mskim. Dodatkowo przeprowadzono reakcje PCR na DNgoghowym
izolowanym z plech gskich izeaskich zebranych z terenu w celu sprawdzenia, cygkane
sekwencje bde réwniez amplifikowane specyficznie na matrycach DNA z pletturalnie
rosmgcych w terenieP.endiviifolia sp B. Niestety w przypadku reakcji PCR na DNA
pochodacym z plech z terenu uzyskano produkty zarowno a#ryny DNA genomowego
meskiego izenskiego z plech z terenuogdziat WYNIKI, zdj. 5-10, badz uzyskano szereg
niespecyficznych produktéw reakcji PCRAdziat WYNIKI, zdj. 5-1). Uzyskane fragmenty
DNA nie reprezentdj wigc odcinkbw DNA rénicujgcych plechy zenskie i neskie
P.endiviifoliasp B. Poniewa DNA uzyty w eksperymencie #ghicowej analizy genomowej
izolowany byt z plech hodowanyéh vitro niewykluczone, 4 w trakcie samej hodowli doszto
do rearapacji genomowych, w obbie ktorych znalazty siprodukty r@nicowe opisane w
niniejszej pracy. Duplikacje, inwersje, czyztelelecje obserwowano niejednokrotnie w
obrebie chromosomoéw hodowin vitro mikrospor, kallusa i kultur zawiesinowychzrych
roslin okrytonasiennych (frton 1980, Joachimiak i llnicki 2003 By¢ maze bardziej
odpowiednim podégiem bytoby uycie do tego eksperymentu DNA izolowanego z plech z
terenu, mimo obecrioi strzpek grzybow mikoryzowych. Teoretycznie wzrastapa tym
samym podtau, plechyzenskie i neskie powinny zawierastrzpki tych samym rodzajow
grzybéw. Tym samym DNA genomowyenski i meski powinien zawiera takie samo
zanieczyszczenie DNA grzybdw, ktore zostatoby wyelowane w kolejnych rundach
roznicowych hybrydyzacji. Ponadto nadoby réwnie uwzgkdni¢ ewentualne rinice
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migdzy populacjami zasiedijymi rézne stanowiska, ktére megcechowad sie dynamilg
sekwencji genomowych. W przeprowadzonym eksperymeRDA plechyP.endiviifoliasp
B pochodzity z jednego stanowiska i dodatkowo zdwddin vitro odpowiadajcych trzem
osobnikom. Dlatego otrzymany wynik dotyczy jedyriardzo wgskiej grupy osobnikdéw
hodowanych w warunkach aksenicznych, a nie odzweelie rzeczywistego stanuzmic w
DNA genomowym raskim i zenskim gatunkuP.endiviifoliasp B.

Dos¢ zaskakujce okazaly si wyniki analiz bioinformatycznych otrzymanych
sekwencji, gdy niektére z nich wykazaty znaczne poddisisvo do sekwencji kodagych
biatka bakteryjne. Obecnie nie ma danych na temelnep sekwencji genomowej
jakiegokolwiek przedstawiciela §iin z rodziny watrobowcow, dlatego nie nioa wykluczy,
iz geny pochodzenia prokariotycznego mpagnajdowa sic w genomach wtrobowcow.
Podobiéstwo sekwencji M_282 oraz M_462 byto napsye do dwoch biatek bakteryjnych:
dioksygenazy fitynyloCoA oraz hydrolazy glikozydgwerodziny 32. Jednéalke tego samego
typu enzymy wysipuja réwniez u raslin. Wiele homologow dioksygenaz fitynyloCoA
istnieje zarowno u zwiegt, roslin i bakterii. U A.thaliana enzym ten bierze udziat w
rozktadzie chlorofilu wywotanego procesem starzesigalisci (Araujo i in. 201Q. Z kolei
hydrolazy glikozydowe to niezwykle powszechne enygyomdgrywagce wane role m.in. w
degradacji biomasy sktadag] stz celulozy, hemicelulozy, w  obronie
antybakteryjnej, jak rowniew podstawowych funkcjach  komérki akich  jak
biosynteza glikandw oraz mobilizacji matEna zapasowych Lammen iin. 2009
U A.thaliana zidentyfikowano osiem enzymow naleych do rodziny 32
hydrolaz  glikozydowych  Hitp://www.arabidopsis.org/browse/genefamily/Glyideslydrolase.jsh
Niewykluczone, # sekwencje wyselekcjonowan®.endiviifolia sp B g pochodzenia
bakteryjnego, jednade sekwencjé.endiviifoliasp B mog by¢ na tyle odlegte od mtodszych
ewolucyjnie organizmow eukariotycznych, w tymslmo wyzszych, ze uchwycenie ich
podobigstwa w analizach bioinformatycznych peoby¢ niemazliwe.

W  przypadku podobfestwa sekwencji M_451, M_314, M_270 do
zewrgtrzkomérkowych biatlek bakteryjnych trudno o pokrefgitwo z sekwencjami
roslinnymi. Niewykluczone,ze oprocz grzybowzyjacych w symbiozie z wtrobowcami,
rowniez w obrbie przestrzeni mdzykomoérkowych plech koegzysgupiezidentyfikowane
do tej pory szczepy bakterii. Poniewgplechy hodowli in vitro nie byty badane
mikroskopowo pod &em organizméw egzo- i endosymbiotycznych, niezmaowykluczy
takiej maliwosci. Materiat wygciowy do przeprowadzenia eksperymentu RDA pocharizit
sterylnej hodowliin vitro. Jednake paywki stosowane w trakcie hodowli nie posiadaty
dodatku antybiotykow, ktére zabezpieczytyby hodpwkzed ewentualnymi zakeniami
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bakteryjnymi. Niejednokrotnie w literaturze odnotomano zasiedlanie gbnnych kulturin
vitro przez szereg szczepow bakteryjnych, mimo zachowsteiyinych warunkéw pracy i
hodowli (Orlikowska i Zawadzka 2006 Hallman i in. opisali endofity bakteryjne zzriych
grup systematycznych, ktore przemieszgzsip zarowno w ksylemie, jak teaktywnie
penetruj tkanki raglinne z pomog enzymoéw hydrolitycznych. Magone pozostawaw
stanie utajonym, jak teaktywnie kolonizowa tkanki. Rowniez zewrgtrzne powierzchnie
roslin sa naturalnym srodowiskiem dla bakterii. Teoretycznie egzofity Etwiejsze do
usungcia w procesie odkania inicjalnych eksplantatow miendofity, jednak sterylizacja
moze by nieskuteczna ze wazaglu na szereg strategii przystosowawczych baktem. (
tworzenie mikrérodowiska o charakterze biofilmu, odpornego na o&infizyczne i
chemiczne) Qrlikowska i Zawadzka 2006 W trakcie hodowli oraz pobierania materiatu do
izolacji DNA w pazywce nie zaobserwowano oznaketnmenia, przebarwienia lub naciekow
na powierzchni, ktore mogtybywiadczy o infekcji bakteryjnej. Jednak wiele bakterii
rozmnaa st intensywnie i staje ei widoczna w starzegych kulturach. Dlatego
prawdopodobne wydaje ¢size sekwencje M_451, M_314, M_270 mogochodzt z
bakteryjnych zanieczyszazeéhodowli in vitro watrobowcaP.endiviifolia sp B. Analizugc
genom cztowieka odkryto przyktady horyzontalnegansferu 40 gendw bakterii do tego
genomu $alzberg i in. 2001 Mamy rownie przyklady transferu olbrzymich fragmentéw
DNA mitochondrialnego i chloroplastowego do genomgwdrowych rdlin wyzszych
(Ratajczak i in. 2007 Innymi stowy wyniki naszych analizgsniejasne: mag one
odzwierciedlé zanieczyszczenie endofitycznymi bakteriami pleoddwanychin vitro (dla
czesci ze zidentyfikowanych fragmentow jest to najb&fizprawdopodobny scenariusz),
mog reprezentowa przyktady reararacji genomowych i wreszcie przyktady lateralnego
transferu gendéw mdzy bakteriami i réling. Co jednak niezwykle ciekawe, to analij
geny, ktore ulegajspecyficznej ekspresji w gametoficieeskim odkrylsmy, ze dwa z tych
genow wystpuja tylko w genomie raskim, a brak ich w genomigenskim. Zagadnienie to
zostatlo omowione w naginym rozdziale, przy okazji omawiania genow ulegggh

specyficznej ekspresji w plechacleshkich.

6.2.ldentyfikacja gendw, ktorych ekspresja zgana jest z pojawianiemesi
organow rozmngania generatywnego wytwarzanych przez gametofity
meskie P.endiviifolia sp B przy zastosowaniu technikiDA-cDNA

Oprocz braku danych molekularnych na temani® w sekwencjach genomowych
migdzy osobnikami rskimi i zeaskimi wérdd rozdzielnoptciowych przedstawicieli klasy

Jungermanniopsidabrak rownie jakichkolwiek informacji na temat gendw, ktérych
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ekspresja warunkuje rozwdj organOdw rozimrda piciowego w tej grupie §in.
Watrobowce stanowi bardzo dogodny obiekt batlacytologicznych, genetycznych i
molekularnych, gdy (w poréwnaniu do rdin kwiatowych) dominujcym pokoleniem w ich
cyklu zyciowym jest gametofit zbudowany z komérek o hagddnym zestawie
chromosomow. W celu przyBknia wiedzy o genach zaamgavanych w rozwdéj organow
rozmnaania generatywnego w klasi@ungermanniopsidavatrobowcéw przeprowadzono
eksperyment RDA-cDNA z wykorzystaniem jako obielkddbwczy rozdzielnopiciowego
watrobowcaP.endiviifoliasp B.

Ze wzgkdu na niejednoznaczny charakter wynikow uzyskamyclkeksperymencie
RDA, w ktérym DNA genomowy izolowano z plech hodowahin vitro, w eksperymencie
RDA-cDNA postanowiono wykorzystaplechy zebrane z terenu do izolacji catkowitego
RNA, a nasipnie do syntezy dwuniciowego cDNA. Dla przeprowadaeanaliz metogl
RDA-cDNA kluczowym etapem jest uzyskanie odpowiegliniosci dwuniciowego cDNA
dwdch ré&nych pul. Dlatego w pierwszym kroku izolowano RNa&tkowity z plechzenskich
wytwarzapcych rodnie oraz z plech gskich wytwarzajcych plemnie. Materiat zielony
pobierano w ¢igu dwoch sezondw: 1 — wrzesigrudzien 2006, 2 — wrzesiepazdziernik
2007. Plechy oczyszczono z ryzoidow oraz resztedbyglza pomog skalpela w jak
najwickszym stopniu, po czym ptukano trzykrotnie w wodzi#iQ. Zatazenie eksperymentu
z wykorzystaniem plech z terenu tyczyte siyeliminowania zagrienia ze strony grzybow,
wspokyjacych z watrobowcami z rodzajiPellia. 1zolacja catkowitego RNA z plech z terenu
wigze sk z zanieczyszczeniem RNA gwobowca przez RNA stepek grzyba. W
eksperymencie przgto zataenie, ze plechyzenskie i neskie wzrastac na tym samym
podtazu i tym samym stanowisku, powinny zawiesdrzpki tych samym rodzajow grzybow.
Tym samym catkowity RNAzenski i meski powinien zawieratakie samo zanieczyszczenie
RNA grzybow, ktore zostanie wyeliminowane w kolgghy rundach rznicowych
hybrydyzacji cDNA.

W celu izolacji catkowitego RNA z plech atvobowca P.endiviifolia sp B
zastosowano dwie metody izolacji RNA: 1) metakstrakcji fenolowej na geco oraz 2)
metod Chomczyskiego zmodyfikowas przez dr P. Nuca (Pant i in. 2009). Biorpod
uwag trzy kryteria: 1) ilé¢ i jakos¢ izolowanego catkowitego RNA, 2) H#6 i jakos¢
izolowanego mMRNA, 3) il& i jakos¢ dwuniciowego — bardziej wydajnmetod, izolacji
catkowitego RNA, wykorzystanego naghie do izolacji mRNA stanowtego matrye dla
syntezy dwuniciowego cDNA, okazata snetoda Chomczgkiego zmodyfikowana przez dr
P. Nuca. lla¢ uzyskanego naginie mRNA z calkowitego RNA izolowanego mejod
Chomczyskiego na 100mgaytej tkanki do izolacji RNA byta od 1.3 do 4.3 rawyzsza w
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poréwnaniu do iléci mMRNA uzyskanego z RNA izolowanego metaikstrakcji fenolowej na
goraco. Rownig jego jakad¢ byta lepsza, czego rezultatem byta lepszagakoaz 0 2.8 — 5.6
razy bardziej wydajna synteza dwuniciowego cDNAodéa preparatdw RNA izolowanych z
plechy wtrobowca P.endiviifolia sp B najprawdopodobniej zakta od rodzaju buforu
uzytego do ekstrakcji tkanki. Zdecydowanie lepszynfiobem okazat si bufor zawiergcy
tiocyjanian guanidyny i tiocyjanian amonu, Kktore jwyazniej w wickszym stopniu
umazliwiajg zniszczenie struktur komérekstimnych i izolacg lepszej jakéci catkowitego
RNA do dalszych eksperymentéw, w poréwnaniu do hufetosowanego w metodzie
ekstrakcji fenolowej na ggco. Ponadto niebezpiecznym w izolacji RNA metakstrakcji
fenolowej na gagco maze okaza sie chlorek litu zawarty w buforze, gdyego obecng w
trakcie wytgcania kwasow nukleinowych preferuje odzyskiwaniezsitych czsteczek bez
wspotstgcenia krotszych kwasow nukleinowych,sréd ktorych mog znajdow& sic
transkrypty istotnych lub kluczowych genéw, ulegaj ekspresji w obranym przez badaczy
procesie.

R&znicowg analiz cDNA przeprowadzono z wykorzystaniem amplikonowNeDz
plech neskich P.endiviifolia sp B jako cDNA testowany, a amplikonéw cDNA z plech
zenskich P.endiviifolia sp B jako cDNA eliminujcy w czterech cyklach gdicowej
hybrydyzacji. Jako efekt K@mowy po czwartej rundzie hybrydyzacyjnej otrzymarimér
fragmentéw rénicowych (DP') diugdici w zakresie ~200 — 300pmtdziat WYNIKI, zdj. 5-
15). Na podstawie sekwencji tych produktow zaprojektno startery wykorzystane w
reakcjach RT-PCR, mg@ych na celu analiz poziomu ekspresji wyselekcjonowanych
transkryptow w plechachzenskich i neskich P.endiviifolia sp B. Analizy RT-PCR
przeprowadzono w dwéch podejpch. W pierwszym matryce do reakcji RT-PCR stahow
dwuniciowy cDNA: testowany (z plechgskich) i eliminupcy (z plechzeaskich) — cDNA
wyjsciowy dla eksperymentu RDA-cDNA. W drugim pogey matryce cDNA
przygotowanade novoz plech mgskich wytwarzajcych plemnie zenskich wytwarzajcych
rodnie zebranych z terenu w sezonigédzzernik-listopad 2008, jak i plech hodowanych w
warunkachin vitro nie wytwarzagcych plemni i rodni lub wytwarzagych plemnie. W
wyniku analiz pétildciowych RT-PCR zidentyfikowano cztery fragmenty c®Nlegapce
amplifikacji wylagcznie na matrycach cDNA z pleckeskich. Dwa fragmenty cDNA dtugoi
273nt oraz 229nt wykazaly amplifikgcgarowno na cDNA uzyskanym z plecheskich
P.endiviifoliasp B z hodowlin vitro, jak i cDNA uzyskanym z plech ¢akich pochodzcych
z terenu. Z kolei fragmenty dtugm 243nt oraz 193nt wykazaty amplifikgcjvytagcznie na
cDNA uzyskanym z plech ¢skich P.endiviifolia sp B wytwarzajcych plemnie,
pochodacych z terenu. Dlaczego nie zostaly one zidentyfd&woe w plechach eskich
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wytwarzagcych plemnie hodowanych m vitro? Plemnie plech pskich z hodowli
aksenicznej wyranie r&@nity sie morfologicznie od plemni plech ¢skich naturalnie
rosmgcych wsrodowisku. Byly one znacznie mniejsze dneejsze. Plechy gskie pochodzce

Z terenu zbierano w dwoch aych stadiach rozwojowych plemni: miodszym, w ktary
plemnie wykazywaly jasnozielone zabarwienie orazsglym, w ktérym zabarwienie plemni
byto brazowe. Ranice w samej morfologii wytwarzanych plemni przéeghy pochodgce z
roznych warunkéw ich wzrostu mgpajwyraniej swoje odzwierciedlenie w ekspresji genéw
zZwigzanych z mechanizmami wytwarzania plemni. Dodatkowonaszych warunkach
hodowli in vitro nie udaje nam sidoprowadzt do zaptodnienia i wytworzenia sporofitow.
Moze to wynika& z niemanosci wytworzenia w petni funkcjonalnych plemriwiadczy¢ o
tym maze wianie obserwacja ekspresji genéw w plechach wytwacyah plemnie i
pochodacych z terenu. Mag istnie¢ niescharakteryzowane ddt czynniki
abiotyczne/biotyczne, ktéregskonieczne aby powstaly dojrzate, zdolne do progdukc
plemnikéw plemnie, a ktérych brak w warunkach hotiom vitro. Hodowla in vitro
zapewnia warunki do wzrostu plechgtvobowcow, jednake g to warunki sztuczne, w
ktorych rozwoj plech jest zdecydowaniezmg od rozwoju w naturalnych warunkach
srodowiska, co z pewroig wywiera wpltyw na prawidtowy rozwoj tin oraz ekspresj
gendéw. Brak transkryptow w plechach z plemniamidweanychin vitro moze swiadczy o
niepetnym, zahamowanym rozwoju plemni, ktory jestiemaliwiony przez sztuczne
warunki wzrostu, tym samym wptywg na brak ekspresji okdlenych genow. W trakcie
trwania hodowliin vitro w okresie 2006 — 2010 ani razu nie zaobserwowagopléchy
zenskie wytwarzaly rodnie. Obserwacja ta przemawigcwiowniez za stwierdzeniem zi
akseniczna kultura atrobowca P.endiviifolia sp B uniemaliwia prawidtowy rozwdj
organdw rozmnzania generatywnego. Wwietle powyej przedstawionych spostizs,
wiasciwe wydaje si podefcie w przeprowadzonym eksperymencie RDA-CDNA, wryitd
izolacja catkowitego RNA z pledB.endiviifoliasp B prowadzona byta z materiatu zebranego
Z terenu.

Mimo wycia do izolacji RNA materialu zebranego z teremyjzolowano rownie
fragmenty transkryptow genow ulegeych ekspresji w plechach e¢skich,
niewytwarzagcych plemni i hodowanychn vitro. Transkrypty reprezentowane przez
fragmenty cDNA diugéci 273nt oraz 229nt natg wicc do transkryptow genow ulegajch
specyficznej ekspresji w plechaclkskich P.endiviifoliasp B.

Cztery pary starteréw, amplifikage fragmenty transkryptéw specyficznych dla plech
meskich wykorzystano réwniew reakcji PCR z matrycami DNA genomowego izolowgme
z plech mskich i zeaskich pochodzcych z hodowliin vitro oraz zebranych z terenu. Co
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ciekawe, amplifikagg na DNA genomowynzeaskim i meskim zaobserwowano tylko w
przypadku starteréw zaprojektowanych na podstaeksvenciji fragmentéw cDNA diugai
243nt, 193nt. Chociaeksperymenty RT-PCR pokazaty obegntych fragmentéw w cDNA
uzyskanym z plech eskich pochodgzcych z terenu, to najwyfaiej geny te obecneas
zarowno w DNA genomowym eskim i zeaskim zaréwno plech z hodowiln vitro, jak i z
terenu. Jednak ich ekspresja jest najémyig charakterystyczna dla plech eskich
wytwarzapcych plemnie rosgecych w naturalnych warunkaditodowiska. Z kolei startery
zaprojektowane na podstawie sekwencji fragmentoNA@tugosci 273nt oraz 229nt daty
produkty wyhcznie na matrycy DNA genomowego izolowanego z plaohskich
pochodzacych zaréwno z hodowiin vitro jak (rozdziat WYNIKI, zdgcia nr 5-16¢, 5-17ci z
terenu (zdjcie 6-1).
& &

g &
® " kn 100bp

= 100pz
Zdjecie 6-1. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktow reakcji PCR z
wykorzystaniem (a) starteréw Frd1+Rrd1l zaprojektowanych na podstawie sekwencji fragmentu cDNA
dlugosci 273nt (fragment transkryptu genu kodujacego a-tubuling), (b) starteréw Frd4+Rrd4
zaprojektowanych na podstawie sekwencji fragmentuBNA dtugosci 229nt (fragment transkryptu genu
kodujacego biatko Rab). Amplifikacje prowadzono wedlug programu RT (METODY, pkt 4.11),
zastosowano 29 cykli amplifikacji. Matryce reakcji stanowit DNA genomowy z plech z terenwPellia
endiviifolia sp B. kn — kontrola negatywna reakcji PCR (bez matycy).

Najprawdopodobniej wt fragmenty tych dwoch wyselekcjonowanych transtayp
pochoda z gendw, ktore ssunikalne dla genomu osobnikéweskich P.endiviifolia sp B.
Geny te nie zostaty wykryte w opisanym poprzedrkisperymencie RDA. Wyttumaczeniem
moze by fakt, z w r&nicowej hybrydyzacji genomowej jedynie ok. 25%1 genomu
jest reprezentowane przez amplikony uzyskane w kuymiawienia DNA genomowego i
amplifikacji uzyskanych fragmentéw restrykcyjnychkelejnych reakcjach PCRBéldocchi i
Flaherty 199Y. Wykorzystanie amplikonow otrzymanych zygiem enzymow BamHI oraz
Hindlll najwyrazniej nie uchwycito rejonu genomowego, w ktérym zhgj sie te geny.
Dlatego produkty rznicowe RDA-cDNA mogty nie znal€ sie w puli fragmentéw
réznicowych eksperymentu RDA.

Poczynione obserwacje upamgaty mnie do podjcia eksperymentow mgjych na
celu sklonowanie peilnej sekwencji cDNA oraz pelngekwencji genomowej
wyselekcjonowanych czterech transkryptow w celued&nia budowy kodujcych ich
genow. Wsipna analiza bioinformatyczna wytypowanych fragmentoDNA tylko w

jednym przypadku wykazata podohstwo uzyskanej sekwencji do sekwencji kadej
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znane biatko rdinne z rodziny Rab (fragment diugm 229nt). Pozostate trzy fragmenty
mogty pochodz z rejondéw UTR, dlatego niemliwe byto okrelenie ich podobigstwa do
innych, zdeponowanych w publicznych bazach danysékwencji. Koniecznym wc byto
poznanie peinych sekwencji cDNA dla przeprowadzéshaanaliz porownawczych. W celu
uzyskania petnych sekwencji cDNA poghmo s¢ technilky RACE, a w przypadku sekwencji
genomowych — technik,spacer po genomie” z wykorzystaniem zestawow Yit@iontech.
Obie techniki w paiczeniu z analizami bioinformatycznymi, uativity poznanie petnych
sekwencji cDNA oraz peinych struktur badanych gen@kreslenie diugdci egzonodw,
intronow, oraz regiondw MRNA nie ulegaych translacji. Maliwe takze stato sj okreslenie
prawdopodobnych sekwencji aminokwasowych kodowanybimtek, dla ktérych

przeprowadzono szereg analiz bioinformatycznych

6.2.1. Analiza bioinformatyczna genu i biatkaa-tubuliny oraz jego potencjalna funkcja w
plechach reskich P.endiviifoliasp B

Z wyjsciowego fragmentu cDNA diugoi 273nt otrzymano cDNA diugoi 2 216nt,
w obrebie ktérego okrdono otwarg ramk odczytu diugéci 448aa. Analiza poréwnawcza
przewidzianej sekwencji biatkowe] wykazata 95-97%dpbieistwo do o-tubulin innych
gatunkéw rélin. Poniej w tabeli 6-1 przedstawiono porownanie szczegoOtdwudowy
genow kodujcych a-tubuliny wybranych gatunkow ébn (na podstawie danych dephych w
bazie GenBank; 18.10.10nvzgledem genu wtrobowcaP. endiviifoliasp B. W poréwnaniu
wykorzystano dane dotygze genow uwzglnionych w rozdziale WYNIKI, punt 5.5.1.

Tabela 6-1. Poréwnanie budowy niektérych gendw kodugcych a-tubuliny wybranych gatunkéw roslin.

Arabidopsis Oryza |Physcomitrella Pellia
thaliana* sativa patens endiviifolia sp B

cDNA [nt] 1736/1726 1725 1700 2216
CDS [nt] 1353/1 353 1353 1350 1347
5'UTR [nt] 138/105 99 258 235
Egzon 1 [nt] 251/219 212 113 348
Intron 1 [nt] 84/83 910 359 309
Egzon 2 [nt] 216/216 216 416 215
Intron 2 [nt] 78/78 82 316 602
Egzon 3 [nt] 201/201 201 201 200
Intron 3 [nt] 112/112 598 127 695
Egzon 4 [nt] 510/510 510 510 202
Intron 4 [nt] 92/92 118 158 1026
Egzon 5 [nt] 562/585 590 309 944
3'UTR [nt] 244/268 273 292 281
Biatko [aa] 450/450 450 449 448
Kodon STOP | TGA/TGA TAG TGA TGA

* w poréwnaniu uwzgdniono dwa genyA.thalianaze wzgkdu na ich niemal identycansekwencgj kodujca
(AT5G19780/AT5G19770).
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Z powyzszego poréwnania wynikaze zidentyfikowany gen wgirobowca jest wysoce
konserwatywny w porownaniu do opisanych genowlimoych, zaréwno jdi wziaé po
uwag liczbe egzondéw genu oraz aminokwasow budygh prawdopodobne biatko. Biatko
P.endiviifolia sp B jest jedynie krétsze o 1 — 2 reszt aminokwgstwod wszystkich tu
poréwnywanych. Przewidziana sekwencja aminokwastawaera w swej N-kacowej czsci
konserwatywne miejsce waania GTP (GGGTGSG, 42-48 aa), ktére jest nidmb do
polimeryzacjia/p-tubulin Kirschner i Mitchison 1986 Ponadto zidentyfikowanych zostato po
11 konserwatywnych reszt aminokwasowych odpowidalyih za oddziatywanie/p-tubulin
orazp/a-tubulin tworzcych powierzchri do oligomeryzaciji ich podjednostek.

Analizy RT-PCR fragmentu cDNA dtugo 273nt, pochodgego z rejonu 3'UTR
transkryptu genw-tubuliny P.endiviifolia sp B, wykazaly jego amplifikagjwytacznie na
matrycach cDNA z plech gskich, zaréwno hodowanygh vitro, jak i zebranych z terenu
(rozdziat WYNIKI, punkt 5.2.3, zdgie 5-1§. Mozna wic wywnioskowd, iz zidentyfikowany
gen kodujcy a-tubuline ulega specyficznej ekspresji w plechackshkich P.endiviifoliasp B.
Poniewa fragment transkryptu tego genu ulegat roviraenplifikacji na cDNA izolowanym
z plech hodowanychin vitro nie wytwarzajcych plemni, nie mina jednoznacznie
stwierdzt, iz jest on bezp@ednio zaangewany w proces wytwarzania plemni u tego
watrobowca. a-tubuliny wraz z p-tubulinami g podstawowym sktadnikiem mikrotubul,
bedacych gtéwnym budulcem cytoszkieletu komorki, jakvroez wici i rzesek nadajcych
komoérkom zdolné&t lokomocji.

Mikrotubule odgrywaj réwniez ogrommy role w trakcie podziatdw komorkowych
tworzac wrzeciono mitotyczne czy fragmoplast. Dodatkowdentyfikowano nietypowe
mikrotubule w komdrkach charakteryzaych s¢ wzrostem wierzchotkowym jak wiaiki,
czy kietkupce ziarna pytku. Ludwig i in.1088 zaobserwowalize transkrypt genTUAL
A.thalianaulega akumulacji w kwiatach, ale nie wdiach czy korzeniach dojrzatychstim.
Ponadto najwiksza ilg¢ tego transkryptu byta odnotowana w trakcie tworaguecikow.
Cztery lata péniej Carpenter i in.1092 pokazali,ze promotor gendTUAL jest preferencyjnie
aktywny w postmitotycznych ziarnach pytku, z pewaktywndcia w mtodych pylnikach,
dnie kwiatu oraz kilku tkankach wegetatywnych. Rafe, niekietkujce ziarno pytku wydaje
sie nie posiada mikrotubul. Po wykietkowaniu ztmna si€ mikrotubul gromadzi i w
komorce formujc wraz z filamentami aktynowymi giedla przemieszczaniaadra
wegetatywnego i komorek plemnikowych weytma tagiewki pytkowej. Identyfikacja biatek
podobnych do kinezyn w tagiewce pytkowej sugeragemikrotubule mog odgrywa rolg w
transporcie komorek plemnikowych, organelli i/lubecperzykéw endocytotycznych.
Interfazowa sié@ mikrotubul wikszaci komorek rélinnych jest prostopadta do kierunku ich
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elongacji. Sié mikrotubul tagiewki jest w przyhteniu réwnolegta do kierunku jej wzrostu.
Dodatkowo oprocz mikrotubul komorki wegetatywnepwniez komérki  plemnikowe
zawieraj wigzke mikrotubul, ktéradczy je z btog komaorkows, prawdopodobnie utrzymag
prawidtowy ksztatt tagiewki oraz patenie tych komorek w trakcie wzrostu tagiewki. Tak
wiec istnieje korelacja mdzy ekspresjgenuTUALi gromadzeniem rozlegtych mikrotubul w
trakcie rozwoju gametofitu eskiegoA.thaliana(Carpenter i in. 1992 ROwniez badania nad
rodzirp gendéw kodujcych o-tubuliny u kapusty cliskiej (Brassica campestrisssp.
chinensiy wykazaty, ze gen TUBAL ulegat wysokiej ekspresji w stadium diad i tetrad
mikrosporocytéw, natomiast o wielezazej w mikrosporach. Jego ekspresja wzrastatzleci
od momentu powstania mikrospor do stadium tetradktdvej komorki ulegaty aktywnym
podziatom, po czym wykazata najeey poziom w stadium dojrzatych mikrospathéng
2009, co wskazuje rowniena wang role okrelonego typu izoformyu-tubuliny na proces
powstawania gametofitu ¢akiego u rélin okrytonasiennych. Przeprowadzono rownie
badania na temat ztonej funkcji mikrotubul w rozwoju ziaren pytku uzadstawiciela rdin
nagonasiennych $wierku Wilsona Picea wilsoni). Yu i in. wykazali,ze genPwTUA1
ulegat podwyszonej ekspresji w kietkagych ziarnach pytku, zateie od jonéw C& oraz
boru. Nadekspresja biatka PwTual usprawnia dojraewgytku oraz wzrost tagiewki
pytkowej zaréwno WP.wilsoniijak i A.thaliana GenPwTUALlodgrywa wec kluczows role w
regulacji komponentéwsciany komoérkowej pytku w taki sposob, ktory promujego
kietkowanie oraz wzrost tagiewki pytkowey\ i in. 2009. Niewykluczoneze w procesach
wytwarzania mskich komorek piciowych w gametofitach gtnobowcoéw bierze udziat
wyselekcjonowany gen-tubuliny. Jéli zwrdci¢c uwag na budow gamet mgskich mszakow
to @ to ruchliwe, silnie wydhione, helikalne komorki, opatrzone dwiema wiciami
(Szweykowscy 20038 Poniewa do zaptodnienia dochodzi w wodzie, komoérki te mulyc
odpowiednio przystosowane do warunkénwdowiska wodnego. Podczas spermatogenezy u
mszakow niezrinicowane komorki parenchymy ulegagtopniowemu przeksztatceniu w
komorki o optywowych ksztattach zawiegaych minimalm ilos¢ organelli. W trakcie tego
procesu powstaje ztony aparat lokomotoryczny. Co wee, centriole dwuwiciowych gamet
meskich mszakdéw powstape novow p&nych etapach spermatogeneRgiizaglia i in. 2000
Kluczowe dla tego procesy biatkowe elementy cytoszkieletu, a zwtaszcza unikala tych
komorek ztaone uktady mikrotbul: ciatka podstawowe oraz wieefizaglia i Garbary 2000
Histogeneza gskich organoéw piciowych dostarcza dane na tematwigia
cytoplazmatycznych takich jak zachowanie plastydaz corganizacja polardoi komorek

spermatocytéw. Liczba organelli i ich przestrzemoemieszczenie ustalang gz podczas
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podziatdw, tak by rodca s¢ spermatyda byta przygotowana do szybkiegaraaowania si
do komorki zdolnej do poruszania sv srodowisku wodnymRenzaglia i in. 2000

Obecné¢ specyficznego transkryptutubuliny w plechach gskich P.endiviifoliasp
B maze swiadczy wigc 0 zapotrzebowaniu na ten konkretny typ tubulimy atganizacji
aparatu lokomotorycznego plemnikow.endiviifolia sp B czy tez do zbudowania
odpowiedniego cytoszkieletu dla weytrzkomorkowej organizacji komorek plemnikéw. Nie
naleey zapoming, ze gen ten znajduje ¢sitylko w genomie raskim P.endiviifolia sp B.
Ciekawym ledzie przeanalizowabudowe promotora tego genu i poréwha promotorami
genowa-tubulin raslin wyzszych, o ktorych wiadomage ulegag ekspresji w trakcie rozwoju

gametofitu ngskiego.

6.2.2. Analiza bioinformatyczna genu i biatka z rodziny Ré oraz jego potencjalna funkcja
w plechach neskich P.endiviifoliasp B

Z wyjsciowego fragmentu cDNA diugoi 229nt otrzymano cDNA dtugoi 1 330nt,
w obrebie ktérego okrdono otwarg ramk odczytu ditugéci 217aa. Analiza poréwnawcza
przewidzianej sekwencji biatkowej wykazata 77-92&dpbiesstwo do biatek z rodziny Rab
innych gatunkow rdin. Ponizej w tabeli 6-2 przedstawiono poréwnanie szczegotiwdowy
gendéw kodujcych biatka Rab wybranych gatunkéwélio (na podstawie danych deptych w
bazie GenBank; 18.10.10nvzgledem genu wtrobowcaP. endiviifoliasp B. W poréwnaniu
wykorzystano dane dotygze genow uwzgdnionych w rozdziale WYNIKI, punt 5.5.2.

Tabela 6-2. Poréwnanie budowy niektérych genéw kodgcych biatka z rodziny Rab wybranych
gatunkow roslin. (-) oznacza brak danego elementu w genie.

Selaginella | Arabidopsis| Oryza |Physcomitrella Pellia
moellendorffii| thaliana sativa patens endiviifolia sp B

cDNA [nt] 949 1084 1123 1532 1330
CDS [nt] 654 654 654 651 654
5'UTR [nt] 133 128 184 351 272
Egzon 1 [nt] 351 349 402 288 490
Intron 1 [nt] 106 163 602 232 1150
Egzon 2 [nt] 469 574 722 229 845
Intron 2 [nt] 63 - - 581 -
Egzon 3 [nt] 129 - - 1017 -
3'UTR [nt] 162 141 292 531 409
Biatko [aa] 217 217 217 216 217
Kodon STOP TGA TGA TAG TAA TGA

Z powyzszego porownania wynikaze zidentyfikowany gen gtrobowca jest bardziej
podobny do genu rzodkiewnika orazzuy zaréwno jéli wzigé po uwag liczbe egzondéw
genu oraz aminokwasow budaych prawdopodobne biatko. Przewidziana sekwencja

aminokwasowa zawiera motywy niezime do wazania GTP/GDP oraz efektoréw:
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« motyw G1 (tzw. ptla P, GDSGVGKS, 21-27 3gawiazacy jony Md* oraz reszty
fosforanowe;

e motyw G3 WDTAGQ, 57-61 an w ktorym sekwencja DXXG oddziatuje ¥
fosforanem GTP;

e motyw G4 (GNKSD, 115-119 aa), w ktorym sekwencja XK to region
rozpoznajcy specyficznie reszty fosforanowe;

« motyw G5 (ETSAL, 150-155 aa), w ktérym sekwencjaSRAToddziatuje z reszt
kwasu asparaginowego motywu G4.

Motywy te wspoélnie odpowiedzialneg sza wihzanie GTP i GDP oraz hydrotizGTP.
Biologiczna funkcja biatek G silnie zale od ich modyfikacji potranslacyjnych. Rodziny
bialek Ras, Rho i Rab zawiegagharakterystyczn sekwengj na swym C-kacu, ktora
podlega modyfikacjom decydigym o ich komorkowej lokalizacji i interakcji z éf@rem.
Wicgksza¢ biatek Rab posiada dwie reszty cysteiny vngeh motywach XXCC, XCXC,
CCXX, CCXXX, XCCX, gdzie X reprezentuje jakikolwielaminokwas), do ktérych
dolgczane g reszty geranyloweAgarwal i in. 2009. W przypadku biatkd.endiviifoliasp B
reszty te ¢ rowniez obecne (GCCS, 213-216 aa).

Analizy RT-PCR fragmentu cDNA dlugo 229nt, stanowicego fragment
transkryptu genu kodaggego biatko z rodziny Rali.endiviifolia sp B, wykazaly jego
amplifikacje wytacznie na matrycach cDNA z plecheskich, zaréwno hodowanyah vitro,
jak i zebranych z terenurogdziat WYNIKI, punkt 5.2.3, zdgie 5-17). Mozna wkc
wywnioskow&, iz zidentyfikowany gen kodagy biatko Rab ulega specyficznej ekspresji w
plechach maskich P.endiviifolia sp B. Poniewa fragment transkryptu tego genu ulegat
rowniez amplifikacji na cDNA plech pochodeych z hodowliin vitro nie wytwarzajcych
plemni, nie mana jednoznacznie stwierdziiz jest on bezpwednio zaangawany w proces
wytwarzania plemni u tegoatrobowca.

Biatka Rab stanowi ogromry rodzirg biatek whzacych GTP, regulacych ruch
pecherzykowy mgdzy okré&lonymi przedziatami komérkowymiciezek endo- i egzocytozy
w komodrkach eukariotycznych. Biatka tg gachowawcze ewolucyjnie i wykazaupuzg
homologe od dradzy po ssaki i réliny. Ostatnie doniesienia sugetujze biatka Rab
regulup specyficzné¢ i ukierunkowanie transportu epherzykOw z kompartymentu
wyjsciowego do docelowego. Wiadomo réwhiee Rab GTPazy magpetni rézne funkcje,
ktore mog si¢ zazbiac z innymi, tymi petnionymi przez innych cztonkéw tedziny. Tak
wiec jedno biatko Rab mi@ odgrywa kluczow role w transporcie gcherzykowym mgdzy
retikulum endoplazmatycznym a aparatem Golgiedo rgavniez w procesach sekrecji, czy
utrzymaniu polarngci komorek rélinnych Bischoff i in. 1999. Dla przykiadu, geNtRAB2

Nicotiana tabacumulega silnej ekspresji w pytku, jak rowaigv innych szybko rosgtych
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tkankach o podniesionych wymaganiach aktysensekrecyjnej. Transkrypty tego genu nie
zostaly natomiast wykryte w petni rozwgtych tkankach, jak np. dcie. Biatko NtRab2
odgrywa decydujca role w transporcie midzy retikulum endoplazmatycznym a aparatem
Golgiego, co ma zweek z prawidlowym wzrostem tagiewki pytkowej. Domjgca
negatywna mutacja genNtRABZ ktéra utrzymuje to biatko w nieaktywnej formie ze
zwigzanym GDP, powoduje zahamowanie transportu biatekzbgdnych do wzrostu
tagiewki, tym samym blokygg jej elongagj (Cheung i in. 200R Z kolei biatko Rab11 tytoniu
zostalo zlokalizowane przede wszystkim w regioniergchotka tagiewki pytkowej, ktory
prawie wyhcznie wypetniony jest przezegherzyki transportowe. Mutant genu kogiggo
biatko Rabll wykazal ograniczony wzrost tagiewkitkpyej oraz obniong ptodnac.
Wiasciwa regulacja aktywni@i GTPazy Rabll jest kluczowa dla transpokicherzykowego
skupionego w szczycie tagiewki pytkowej oraz dlarestu tagiewki pytkowej, a tym samym
biatko rozstrzyga o sukcesie reprodukcyjnym tytofoiel Graaf i in. 2006 Istniep wiec geny
kodujce biatka Rab, ktore odgrywsdkluczowg role w procesie rozwoju i wzrostu gametofitu
meskiego ralin okrytozahzkowych. Rownie u A.thaliana zidentyfikowano biatka Rab
bioragce udziat w rozwoju tagiewki pytkowej. GERABA4Dulega specyficznej ekspresji w
kietkujagcym pytku i jest niezédny dla prawidtowej regulacji wzrostu tagiewki pgikej u
rzodkiewnika. Catkowita inaktywacja tego genu prduiado zaburzenia polarnego wzrostu i
zmienionego wzoru wzrostéciany komorkowejin vitro, podczas gdyin vivo utrata jego
aktywnaici powoduje zaburzenia wzrostu tagiewki oraz zneziepy efektywna¢ kierowania
jej w strore okienka zajzka. Innym biatkiemArabidopsiszlokalizowanym w wierzchotkach
rosmgcych tagiewek pytkowych oraz wdnikach jest RabA4b, blisko spokrewnione z
RabA4D oraz podobne do biatka Rabll tytoniu. Jest waznym biatkiem regulujcym
polarny wzrost zarowno tagiewki, jak i vélmkoéw (Szumlanski i Nielsen 2009W stupkach
roslin kwiatowych tagiewki pytkowe wydiaja si¢ kierunkowo od znamienia do zaka, by
dostarczy komorki plemnikowe wymagane do podwojnego zapledia. tagiewki
wydtuzaja si¢ poprzez wzrost wierzchotkowy, w ktérym nowe sklikdbtony s3 wkgczane do
plazmalemmy, a obfite ikzi materiatéw budujcych sciare komérkowg ulegap sekrecji przy
koncu tagiewki, by wesprzejej wzrost. Niezwykle wydajny system transportichperzykow
najwyrazniej lezy u podia szybkiego wzrostu tagiewki. Intensywny cytoplagyonany
strumier transportuje ogromn liczbe pecherzykéw wydzielniczych do wierzchotkowego
regionu wydhiajacej st tagiewki pytkowej. Bcherzyki te gromadgsic w duzej gestasci na
samym koniuszku tagiewki, gotowe do fuzji z kbdokomodrkows. Niogy one zia@one
polisacharydy i glikoproteiny dla rozwojéciany komorkowej, a tale dostarczaj szeroki
zakres biatek btony komorkowejciany komoérkowej oraz biatek sekrecyjnychcznie z
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moaozliwymi czasteczkami sygnatowymi, czy enzymami hydrolityczny@heung i in. 200R
Dlatego biatka Rab nie tylkagsvazne dla samego wzrostu tagiewki pytkowej, ale révnie
najprawdopodobniej determinujzdolnag¢ fuzji bton komérkowych tagiewki i woreczka
zalhzkowego oraz precyzgj btony docelowe, poprzez dziatanie jako molekularne
przehczniki i regulatory sktadnikow budagych btorg komorkows (Jurgens i Geldner 2002)
Istnieje wec mazliwos$é, ze zidentyfikowany ge®.endiviifoliasp Bkodujcy biatko z
rodziny Rab petni wang funkcjc w procesie formowania plemnikéw tegatvobowca. Nie
nalezey zapoming, ze gen ten znajdujeestylko w genomie raskim P.endiviifoliasp B. Co
prawda w przypadku yirobowcoéw gametofit gski stanowi cata dina, w poréwnaniu ze
zredukowanym do kilku komorek gametofitemilno okrytonasiennych. Jednak plemniki
watrobowcow, podobnie jak tagiewki pytkowe, charakimia sie spolaryzowas budowg
komorkows. Niewykluczone wjc, ze rowniez u wagtrobowcow biatka Rab odgrywawazne
role w trakcie organizacji oraz utrzymania budowgmdrek plemnikow. Ponadto istriej
pewne dane zwkane z obecrigig biatek Ypt/Rab w organellach ruchu u glon&elvox
carteri i Chlamydomonas reinchardtifnalizy typu western wykazaty obecitdkilku biatek
Ypt rownomiernie rozmieszczonych wzdtaatej dtugdci wici (Huber i in. 199%. By¢ maze
rola biatek Ypt/Rab zwzana jest z uniiwianiem specyficznych interakcji gzy r&znymi
biatkami btony komoérkowej wici oraz zapewnieniemtataia ruchliwych komoérek do
miejsca docelowego, ktorym w przypadku plemnikowtrebowcow jest komorka jajowa

rodni.

6.2.3. Analiza bioinformatyczna genu i biatka TS oraz jeggotencjalna funkcja w plechach
meskich P.endiviifoliasp B

Z wyjsciowego fragmentu cDNA diugoi 243nt otrzymano cDNA dtugoi 2 689nt,
w obrebie ktérego okrdono otwarg ramke odczytu diugéci 295aa. Analiza poréwnawcza
przewidzianej sekwencji biatkowej z sekwencjamitgpsymi w publicznych bazach danych
nie wykazata podobistwo do znanych sekwencji biatkowych, jak rownieikleotydowych.
Z tego wzgtdu gen ten nazwanbS— tajemnicza sekwencja.

Analizy RT-PCR fragmentu cDNA dlugo 193nt, stanowicego fragment
transkryptu genus z pogranicza 5’UTR i sekwencji kodjgej, wykazaty jego amplifika¢j
wytacznie na matrycach cDNA z plecleskich z terenu, ktore wytwarzaty plemnie (rozdziat
WYNIKI, punkt 5.2.3, zd¢cie 5-18). Mana wkc wywnioskowa, iz zidentyfikowany gen
ulega specyficznej ekspresji w trakcie procesu reoia plemni przez gametofity eskie

rosmgce w naturalnych warunkaghodowiska.
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Sekwencja prawdopodobnego biatka Ts nie wykazbjecodci konserwatywnych
domen, czy motywow. Z wykorzystaniem programoéw iioimatycznych zidentyfikowano
jedynie potencjalny peptyd sygnalny (reszty 1-22aaz potencjakp domer transbtonow
(reszty 15-35aa). Niestety przeprowadzone analigywskazatly jednoznacznie na docelowe
miejsce lokalizacji przewidywanego biatka. Skiad imokwasowy biatka Ts, w ktorym
najwickszy udziat stanowireszty leucyny, treoniny i proliny me swiadczy o specyficznej
roli tego biatka. Rélinne biatka bogate w leucygnpeing wielorakie funkcje w procesach
transdukcji sygnatéw\ernon i Forsthoefel 2002 Dla przyktadu kinazy RLK (ang. LRR-
receptor-like kinases) oraz spokrewnione z nimepéary RLP (ang. receptor-like proteins)
stanowi ogromr rodzire biatek btony komorkowej z zewtrzkomorkowo zorientowanymi
domenami LRR. Bigr one udziat w szeregu procesach: rozwojowych,azanych z
odbieraniem sygnatow z&odowiska lub zwjzanych z obrop komorki przed patogenami
(Morris i Walker 2003, Dievart i Clark 2094Inna grupa biatek bogatych w leueyr-box/LRR,
paosredniczy w ukierunkowanej degradacji bialek w odpalzi na zmiany hormonalne lub
rozwojowe Kuroda i in. 2002. We wszystkich tych biatkach charakterystycznendoy LRR
(ang. Leucine-Rich Repeat) bogate w reszty leucgnirytyczne dla funkcjonowania tych
biatlek przez rozpoznanie odpowiedniego ligandadttez paiczenie z innym skiadnikiem
sciezki sygnatowej, w ktorej biar udziat. Domeny LRR zbudowane ¢ tandemowo
powtdrzonych motywow bogatych w reszty leucyny okegod ok. 18 do 29 aminokwasow
(Forsthoefel i in. 2006 Konserwatywne powtorzenia LRR zidentyfikowanowniez w
biatkach Pex (ang. pollen extensin-like), eksteasyn specyficznie wygpujacych w
scianach ziaren pytku gon okrytozahzkowych (Stratford i in. 200L Ekstensyny &
podrodzira biatek bogatych w hydroksyprolireawierajcych charakterystyczne powtérzenia
motywu Ser-Prg; (Baumberger i in. 2003Wiadomo,ze biatka te uczestnigav morfogenezie,
zabliznianiu s¢ ran, odpowiedzi na atak patogenu, stabilizacjitff@nych mikrotubul i
mechanicznym wzmacnianigcian komorkowych. Doktadna rola bialek Pex nie jest
bezpdrednio okrélona. Obecn& konserwatywnego motywu LRR &ymaze wptywa na
zdolna¢ wigzania przez biatka Pex ligandéw npasteczek pochodeych ze stupka, co
umazliwia rozpoznanie odpowiedniej tkanki stupka dlarestu tagiewki pytkowej $tratford i
in. 200J).

Niestety w biatku TsP.endiviifolia sp B nie wysipuja zarbwno konserwatywne
motywy LRR, jak réwnie powtérzenia charakterystyczne dla ekstensyn. Rdsmcyny i
proliny rozproszone gs wzdtwz calej sekwencji aminokwasowej, bez regularnego ich
roztozenia. Niewykluczone ziwyselekcjonowany gemSkoduje biatko specyficzne tylko dla
plech wgtrobowcow, ktére mimo braku znanych obecnie motywévaze by skiadnikiem
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btonykciany komorkowej plemnikow. Obecfiowielu reszt proliny dawatoby natwosé
kowalencyjnego patzenia ze skladnikamisciany wzmacniaic jej mechaniczn
wytrzymataé (liyama i in. 1994. Plemniki § niezwykle cennym przekaikiem informacji
genetycznej, ktéra musi bychroniona przed urazami mechanicznymi, chemiczngnyi
patogennymi. By moze biatko Ts jest na tyle wiaym sktadnikiemsciany komadrkowej
plemnikéw, ze uniemaliwia wzrost strzpek grzybdw, zyjacych w symbiozie z
watrobowcami z rodzajiPellia, we fragmenty plech wytwarzggych plemnie, ze wzgtlu na
istotng¢ zawartych w nich plemnikow. Z kolei reszty leucymajliczniej wysgpujace w
sekwencji aminokwasowe] Ts mogtyby bradziat w wizaniu casteczek sygnatowych
pochodacych ze srodowiska i transdukcji sygnatu do wirea plemnikéw. Obecnie
niewiadomo, w naspstwie jakich boécéw dochodzi do przeptywu plemnikéw w kierunku
rodni u wgtrobowcéw. Maliwe, ze rodnie produkujspecyficzne cgsteczki, ktore dziatgjna
zasadzie atraktantow przygajgcych plemniki do zawartych w gametofitaziskich rodni.

Stad biatko Ts mogtoby btaudziat w rozpoznawaniu tego rodzajuysteczek.

6.2.4. Analiza bioinformatyczna genu i biatka HMGbox orazjego potencjalna funkcja w
plechach neskich P.endiviifoliasp B
Z wyjsciowego fragmentu cDNA dtugoi 193nt otrzymano dwa cDNA: krétszy

diugcéci 759nt i diiszy — 1 165nt. W obbie obu okrélono identyczp otwary ramke
odczytu diugéci 120aa. Analiza poréwnawcza przewidzianej sekyvdmatkowe] wykazata
45-48% podobigstwo do biatek zawieraggych domea HMGbox Physcomitrella patensraz
kilku gatunkow grzybow. Ponéj w tabeli 6-3 przedstawiono poréwnanie szczegétow
budowy gendéw kodagych biatka HMGbox mchu oraz wybranych gatunkéwyhv (na
podstawie danych deginych w bazie GenBank; 18.10)1@vzgledem genu wtrobowca P.
endiviifolia sp B. W porownaniu wykorzystano dane dotpez genow uwzgldnionych w
rozdziale WYNIKI, punt 5.5.4.

Tabela 6-3. Porownanie budowy niektorych genow kodgcych biatko z domem HMGbox mchu,
watrobowca oraz wybranych gatunkow grzybéw. (?) oznaza brak danych w bazie GenBank. (-) oznacza

brak danego elementu w genie. Liczby oznaczaftugosci poszczegdlnych elementéw genu.
Physcomitrellal Chaetomium | Verticillium Pellia
— patens globosum albo-atrum | endiviifolia sp B
cDNA [nt] 279 201 573 1165
CDS [nt] 279 201 309 363
5'UTR [nt] ? ? 23 266
Egzon 1 [nt] 207 61 13 342
Intron 1 [nt] 265 54 291 582
Egzon 2 [nt] 73 231 290 212
Intron 2 [nt] - - 56 185
Egzon 3 [nt] - - 270 75
Intron 3 [nt] - - - 432
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Egzon 4 [nt] - - - 584
3'UTR [nt] ? ? 240 584
Biatko [aa] 92 96 102 120
Kodon STOP TGA TGA TAA TAA

Z powyzszego poroéwnania wynikaze zidentyfikowany gen wgtrobowca réni Sie
zdecydowanie od pozostatych wykorzystanych w poaiun Jest on najbardziej zanym
strukturalnie genem o najgkiszej diugéci transkryptu oraz najwksze] dtugdci
kodowanego biatka. Dodatkowo z gedVIG watrobowca powstajdwa transkrypty o rnej
diugcici, co zwhzane jest z alternatywnym miejscem akceptorowymv 3fzecim intronie
oraz dwoma preferencyjnie wybieranymi sygnatamigaEnylacji transkryptu. W zataosci

od tego, ktére miejsce splicingowe zostanie wybraoepoznawany jest jeden z dwoch
sygnatéw poliadenylacji: wczniejszy kiedy egzon 4 jest diszy, pdniejszy kiedy egzon 4
jest krotszy. Dlatego rowniew zaleznosci od zdarzenia splicingowego transkrypt powstyj

z genuHMG ma r&ng dlugas¢ rejonu 3'UTR: 129nt w krotszym transkrypcie, 53t
dtuzszym transkrypcie. Poniewav obu transkryptach potencjalna ramka odczytu piage
niezmieniona, niewykluczonege diuga¢ transkrybowanej esteczki mRNA ma wplyw na
jej stabilizacg. Niestety w olbgbie obu transkryptéw nie znaleziono potencjalnyggnatéw
stabilizacji lub degradacji zzyciem informacji dosgpnych w publicznych bazach danych.
Istnieje maliwos¢, ze transkryptyPellia endiviifolia sp B posiadaj specyficzne sygnaty
degradacji lub stabilizacji, ktére nieg geszcze scharakteryzowane. Diugi 3'UTR z@o
swiadczy o skierowywaniu tej izoformy ngciezke NMD (ang. Nonsense Mediated Decay),
pomimo braku przedwczesnego kodonu stop w komoBake( i Parker 2004 Warto
nadmienté, ze ostatni intron, ktéry podlega alternatywnemuicepjowi, nie zmienia
kodowanej ramki odczytu, ktéra kezy st wraz z ostatnim kodonem egzonu
poprzedzajcego omawiany intron.

W obrbie przewidzianej sekwencji aminokwasowej zidekiyivano w pozycji 49-
118aa domenHMGbox wigzaca sie z DNA niezalenie od jego sekwencji, charakterystygzn
dla biatek HMGB. W pozycji 59 sekwencji aminokwasgwnajduje si konserwatywna
reszta fenyloalaniny, ktéra jako pierwsza interi@lmicdzy zasady DNA oraz w pozycji 89
konserwatywna reszta tryptofanu, zama dla prawidtowego zwijania¢sidomeny HMGbox
(Bianchi i Agresti 200k Analizy RT-PCR fragmentu cDNA dlugo 193nt, stanowicego
fragment transkryptu genu kodogpgo biatko z domen HMGbox P.endiviifolia sp B,
wykazaly jego amplifikagj wytacznie na matrycach cDNA z plecheskich z terenu, ktore
wytwarzaty plemnierpzdziat WYNIKI, punkt 5.2.3, zdgie 5-19. Mozna wic wywnioskowa,
iz zidentyfikowany gen ulega specyficznej ekspresjialcie procesu tworzenia plemni przez

gametofity ngskie rosnce w naturalnych warunkaghodowiska.
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Dojrzate, dwuwiciowe plemniki wirobowcow to heliakalnie zwigie komorki z
zlokalizowanym proksymalnie aparatem lokomotoryemniyczterema organellami: dwoma
mitochondriami, ciasno upakowanym centralniezatoym pdrem, oraz dystalnym plastydem
(Renzaglia i in. 2000 Analiza sekwencji aminokwasowej biatka z domeHMGbox
P.endiviifolia sp B z wykorzystaniem programu ProtParamykazata wysoce zasadowy
charakter tego biatka, o punkcie izoelektrycznym.720 porownywalnym z biatkami
histonowymi odpowiedzialnymi za upakowanie DNA kaeld eukariotycznych. Wiadomo,
iz domena HMGbox oddziatuje z dwuniciowym DNA, powggujego zgécie, modulugc
struktug chromatyny i umgliwiajgc formowanie innych kompleksdw nukleoproteinowych.
Specyfika tych oddzialywa nie jest zaltna od samej sekwencji kwasu
deoksyrybonukleinowego, lecz od struktury galprzyjmuje. Strukturami szczegOlnie
rozpoznawanymi s mate zaokgglenia (ang. DNA-minicircles), czteroliee skrzyowania
DNA (ang. four-way junction) oraz superzwiteé rejony DNA. U grochuPisum sativum
wykazano, ze miejsca wjzania bialek HMGB rownie zaleza od struktury DNA, ale
wykazup dodatkowo preferencje do strukturalnie elastychnyejondéw liniowego DNA
zawierajcych deformujce trakty TpT i TpG Graaser i in. 2007 Ekspresja genu kodigego
biatko z domeg HMGbox wykhcznie w plechach produkigych plemnieP.endiviifoliasp B
moze stanowd przestank, iz biatko to odgrywa wang role w procesie pakowania materiatu
genetycznego w plemnikach tegatmbowca Inng mazliwos¢ maze stanowd wptyw tego
biatka na regulagj ekspresji gendw w plechachegkich P.endiviifolia sp B. Domena
HMGbox wykazuje réwniz zdolng¢ do zginania tacucha DNA, nawet o 90°, co m®
promowa& wigzanie wielu innych biatek aktywagych proces transkrypcji z danego locus.
Biatka HMGB posiadaj zdolng¢ bezpdredniego oddziatywania z nukleosomem. Co
ciekawe biatko HMGB1A.thaliana konkuruje z histonem H1 o miejsce ga@ania DNA.
Zasgpienie histonu przez to biatko r® indukowa zmiarg struktury chromatyny
umazliwiajgc dostp czynnikdéw regulatorowych do ich docelowych mieyg nukleosomie.
Innym sposobem oddziatywrgest przysczenie biatka HMGB do DNA i nagiie go w taki
sposobzeby promotor i czynnik transkrypcyjny mogty staiélroddziatywa ze sol lub tez
by promowa rekrutacg kolejnych biatek kompleksu inicjggego transkrypej (Bianchi i
Agresti 2005, Graaser i in. 2007Cztonkowie grupy biatek HMGB zostali scharaktayani
nie tylko w wielu rg@linach wyzszych, ale rownie u mchuPhyscomitrella patensOprécz
typowych biatek lokalizujcych w jadrze komérkowym, u mchu po raz pierwszyod raslin
zidentyfikowano réwnig jedno biatko HMGB, ktore wyspuje wyhcznie w plastydach
(Kullerich i in. 2009.
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Obecné¢ w gametoficie mskim Pellia endiviifoliasp B, wytwarzajcym plemnie,
biatka biogcego udziat w remodelowaniu struktury chromatynyb loddziatugcego
z czynnikami transkrypcyjnymi jest bardzo prawdopch. Takie biatko mogtoby dzigtaa
kilka sposobow: po pierwsze przez inicjowanie lulznvacnianie ekspresji genow
odpowiedzialnych za podziaty i odmiicowanie komérek parenchymy w komorki, ktére w
rezultacie utworg plemnie. Ing mozliwoscig moze by jego udziat w podziatach komérek

pierwotnych plemnikéw i w tworzeniu plemnikow wzjuozwinigtej plemni.
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7. WNIOSKI | PERSPEKTYWY BADAWCZE

1) W wyniku eksperymentu RDA z wykorzystaniem jako ema#t wyjsciowy plechy
zenskie i neskie P.endiviifolia sp B hodowanen vitro uzyskano 3 fragmenty
ulegajce specyficznej amplifikacji na DNA genomowymiskim oraz 7 fragmentow
ulegapcych specyficznej amplifikacji na DNA genomowymeskim. Uzyskane
fragmenty DNA nie reprezentujodcinkdw DNA r@nicujagcych gatunkowo plechy
zenskie i nmeskie P.endiviifolia sp B, gdy w wypadku ich amplifikacji na DNA
genomowym izolowanym z plech z terenu produkty cgdRCR otrzymano zaréwno
na matrycy DNA genomowego gskiego i zenskiego, Rdz uzyskano szereg
niespecyficznych produktow reakcji. Jadnz przyczyn, ze nie udalo si
zidentyfikowa fragmentowzensko- i nesko specyficznych na poziomie gatunkowym
mog by¢ rearamacje DNA zachode w genomach sin hodowanychin vitro.
Otrzymany wynik dotyczy zatem jedynie bardzogskiej grupy osobnikéw
hodowanych w warunkach aksenicznych, a nie odzweele rzeczywistego stanu
réznic w DNA genomowym rgskim i zenskim gatunkuP.endiviifoliasp B.

2) Warto bytoby przeprowad&ieksperyment RDA z wykorzystaniem plech z terenu
P.endiviifolia sp B, zebranych z co najmniej trzechzmgch stanowisk, w celu
uwzgkdnienia w trakcie tego typu analiz ewentualnej dyik&d sekwencji
genomowych midzy populacjami tego gatunkwtrobowca.

3) Analizy bioinformatyczne produktow #aicowych RDA wykazaly podobiestwo
niektérych sekwencji do sekwencji kodaych biatka bakteryjne. Wyniki tych analiz
s3 doé¢ niejasne i mog one: 1) odzwierciedta zanieczyszczenie endofitycznymi
bakteriami plech hodowanycin vitro, 2) reprezentowa przyktady reararacji
genomowych, 3) reprezentoivaprzyktady lateralnego transferu gendw c¢day
bakteriami i réling.

4) Jako punkt wycia do wydajnej syntezy dwuniciowego cDNA najlepszy
rozwigzaniem okazato ei zastosowanie izolacji catkowitego RNA z plech
watrobowcaP.endiviifoliasp B metod Chomczyskiego zmodyfikowas przez dr P.
Nuca.

5) W wyniku eksperymentu RDA-cDNA otrzymano zbior fragntéw rénicowych
(DPY) dtugaici w zakresie ~200 — 300pz. Analizy RT-PCR z wykstaniem
specyficznych starteréw zaprojektowanych na podstazyskanych sekwencji oraz z
wykorzystaniem dwdéch rodzajéw matryc (ds-cDNA seypwych dla eksperymentu
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6)

7

8)

9)

RDA-cDNA oraz przygotowanyctle novozarowno z plech hodowanyahvitro jak i

z terenu) zidentyfikowaty cztery fragmenty cDNA gdgace amplifikacji wyhcznie na
matrycach cDNA z plech ¢skich. Dwa fragmenty cDNA diugoi 273nt oraz 229nt
(fragmenty transkryptow gendw kodaych a-tubuline oraz biatko Rab) wykazaty
amplifikacje zaréwno na cDNA uzyskanym z plecleskich P.endiviifoliaz hodowli
in vitro, jak i cDNA uzyskanym z plech ¢akich pochodzcych z terenu. Dwa kolejne
fragmenty dtugéci 243nt oraz 193nt (fragmenty transkryptow gendedugcych
odpowiednio biatko z domarHMGbox oraz biatko bogate w reszty leucyny i pmgli
Ts) wykazaly amplifikagj wylacznie na cDNA uzyskanym z plech eskich
P.endiviifoliasp B wytwarzajcych plemnie, pochodeych z terenu.

Pozytywny wynik eksperymentu RDA-cDN#wiadczy o wiéciwym wyborze plech
P.endiviifoliasp B z terenu do przeprowadzenia tego typu analiz.

Chocia eksperymenty RT-PCR pokazaly obe@nfragmentéw transkryptéw gendéw
kodujgcych biatko z domepnHMGbox oraz biatko bogate w reszty leucyny i pugli
Ts w cDNA uzyskanym z plech gskich pochodacych z terenu, to najwidoczniej
geny te obecnegszarowno w DNA genomowym ¢skim i zenaskim zaréwno plech z
hodowli in vitro, jak i z terenu. Jednak ich ekspresja jest najwyeq
charakterystyczna dla plech ¢skich wytwarzagcych plemnie rosjeych w
naturalnych warunkacirodowiska.

Startery zaprojektowane na podstawie sekwencjiniegow transkryptéw gendw
kodujgcych a-tubuling oraz biatko Rab daty produkty wagznie na matrycy DNA
genomowego izolowanego z pleclkskich pochodgcych zaréwno z hodowin vitro
jak i terenu. Najprawdopodobniej geny teusikalne dla genomu osobnikéweskich
P.endiviifoliasp B.

Eksperymenty typu 5’ i 3'RACE oraz ,spacer po gemenpozwolity na poznanie
doktadnej struktury wyselekcjonowanych genow z élierdem liczby i diugéci
egzondw, introndw, a tak regiondw nie ulegagych translacji. Zaobserwowanozau
podobigstwo budowy gendéw kodagych a-tubuline oraz biatko RalP.endiviifoliasp
B, mchu P.patensi roslin okrytozahzkowych, co mae swiadczy, ze geny te
powstaty bardzo wczZeie w trakcie ewolucjswiata azywionego. W przypadku genu
kodujgcego biatko z domenHMGbox, gen wgtrobowca rani sic zdecydowanie od
znanych genow &innych i grzybowych. Z kolei gemS kodupcy potencjalne biatko

bogate w reszty leucyny i proliny @ nalee¢ do grupy gendw specyficznych tylko
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dla wagtrobowcow, gdy nie wykazuje orradnego podobisstwa do znanych obecnie
sekwenciji.

10)W swietle przedstawionej literatury moa gdzi¢, ze zidentyfikowane w pracy geny
mog brat udzial w procesach ze#anych z wytwarzaniem plemni przez plechy
meskie wgtrobowca P.endiviifolia sp B. Potwierdzenie tej tezy wymaga jednak
przeprowadzenia dalszych bada

11)Dla uzyskania odpowiedzi na pytanie, jaka jest liakaja potencjalnych biatek
P.endiviifoliasp B na terenie komorki élinnej mazna bytoby stworz§ odpowiednie
konstrukty genowe zawiergje sekwencje nukleotydowe kodcg wyselekcjonowane
geny poiczone z sekwengj genu reporterowego, np. GFP. Konstrukty takie
nalezatoby nasfpnie wprowadzi do komorek plech wrobowca, np. za pomec
metody mikrowstrzeliwania.

12)Hodowlain vitro zapewnia warunki do wzrostu plechytvobowcow, jednake g to
warunki sztuczne, w ktérych rozwoj plech jest zakmyanie régny od rozwoju w
naturalnych warunkackrodowiska, co z pewroig wywiera wptyw na prawidtowy
rozwoj raslin oraz ekspregj gendw. Mog istnie&€ niescharakteryzowane ddt
czynniki pogodowe/biologiczne, ktérg konieczne aby powstaty dojrzate, zdolne do
produkcji plemnikéw plemnie oraz komérek jajowycbdnie, a ktorych brak w
warunkach hodowliin vitro. Dlatego nalgatoby ustalk kontrolowane warunki
hodowli in vitro tak, aby przynajmniej wksza¢ roslin wytwarzata organy
rozmnaania piciowego. Wiadomo,ze u niektorych rdin determinacja pici
kontrolowana jest na drodze hormonalnej. Badaniavykorzystaniem rénych
gatunkow rélin takich jak Cucumis sativugYin i Quin 1999, Mercurialis annua
(Boissay i in. 1995 Zea mayglrish 1996 wykazaty,ze gibereliny indukuyj rozwoj pici
meskiej, natomiast cytokininy ptcitenskiej. Z kolei u mchuPolytrichum commune
kwas giberelinowy stymulowat wzrost gida, podczas gdy cytokinina BA hamowata
jego rozwdj, a indukowata rozwoj apzkébw gametoforu Khryanin 2002.
Niewykluczone,ze u P.endiviifolia sp B jednym z czynnikébw wplywggych na
rozwoj organOw rozmr@ania generatywnegog shormony. Dlatego natatoby w
trakcie hodowliin vitro przeprowadzi testy z dodatkiem hormondéw do zywki w
celu sprawdzenia ich ewentualnego wptymeurozwdj plech w warunkadh vitro.

13)Obecnie nie dysponujemy technikami, ktére ulwgtyby wytaczenie funkcji
wybranych genow w plechach gtsobowcow z rodzajuPellia oraz obserwagj

efektéw tego wydczenia. Ciekawym podajiem mae by wykorzystanie w tym celu
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dwoch rélin modelowych: stosunkowo bliskiego krewniakatm@bowcow, mchu
Physcomitrella patensraz rgliny okrytozahzkowej Arabidopsis thalianaPierwsz
grupe badanych rdin stanowé¢ mog mutanty z unieczynnionymi potencjalnymi
ortologami gendw ulegggych specyficznej ekspresji w eskich gametofitach
P.endiviifolia sp B, w ktorych ewentualne zaburzenia rozwoju pleomaz ziaren
pytku beda dowodem na istotdd wyselekcjonowanych genéw w procesach
gametogenezy u §bn ladowych. Zarbwno mutanty mchu i rzodkiewnika mog
nastpnie zosta transformowane konstruktami nigymi zidentyfikowane geny
watrobowca. Jdi w tak uzyskanych rdinach dojdzie do przywrécenia funkcji
wyciszonych gendw, dazie to Kkolejny dowdd swiadczcy o0 wanosci
wyselekcjonowanych genow dla prawidtowego przebiggmmetogenezy.

14)Poniewa genTS P.endiviifoliasp B koduje potencjalne biatko, ktére nie wykazuje
podobigéstwa do znanych obecnie sekwencji aminokwasowy&praponowane
powyze] eksperymenty w celu ustalenia jego funkcjy siemaliwe do
przeprowadzenia. Nie mgg okreli¢ ortologdbw genur Swatrobowca u innych rgin,
nalezatoby udowodni obecnéc¢ biatka Ts w plechacR.endiviifoliasp B. W tym celu
nalezatoby zamowé przeciwciata dla biatka Ts, a neshie przeprowadzidetekcg

biatka Ts w plechach atrobowca technik Western.
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komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

sekwencja koduyga (ang. coding sequence)

koenzym A

kwas asparaginowy

deoksyrybonukleotydy

deoksycytydyna

kwas deoksyrybonukleinowy

deoksyrybonukleotyd

piroweglan dietylu

produkty ré@nicowe (ang. Difference Products)

dwuniciowy cDNA (ang. double-stranded cDNA)

ditiotreitol

egzon lub kwas glutaminowy

etylenodiaminotetraoctan

kwas 4-(2-Hydroksyetylo)-1-piperazynopropanosulfego

sekwencyjny znacznik ekspresji (ang. Expressed SemuTag)
hybrydyzacja fluorescencyjna situ (ang. Fluorescenh situ Hybridization)
eukariotyczny homolog bakteryjnego biatka kadego pierwots tubulire, odpowiedzialny
za podziat chloroplastéw (ang. Filamenting Terapge-Sensitive mutant Z)
guanina lub glicyna

DNA genomowy

guanozyno-5’'-difosforan

biatko zielonej fluorescencji (ang. Green Flismence Protein)
wewnatrzkomérkowe biatko rélinne o homologii do bakteryjnego transporteraegiodu typ I
guanozyno-5'-trifosforan

B-glukuronidaza

domena biatkowa, grupa bialek o wysokiej ruchéeidang. High Mobility Group box)
gen kodujcy fosfotransferazhygromycyny

intron lub izoleucyna

sekwencje nedzygenowe (ang. InterGenic Spacers)
izopropylo$-D-tiogalaktopiranozyd

ang. Internal Transcribed Spacers

lizyna

kilodalton

kilo par zasad

leucyna

genp-galaktozydazy

pozywka do hodowli bakterii wg Luria-Bertani

biatko bogate w powtérzenia leucynowe (ang. ileeiadich repeat protein) lub powtérzenia
bogate w leucyn

gen kodujcy biatko z domep MADS

gen kodujcy biatko 26S proteasomu (ang. multi-ubiquitin chiainding 1)
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MPa
Mpz
MTOC
MRNA
N
NCBI
NMD
NPTII
nt
ORF

P

PAC
PCR
PcEMB7
Pdfl
Pex

pl
PPM

Prp

pz

Q

R

Rab
RACE
rbcL
RDA
RDA-cDNA
rDNA
RIk
Rlp
RNA
RNaza
rps4
rRNA
RT-PCR
S

SDS
SMART
STIG1
T

Taq
Tm
Tris
tRNA
trnF
trnL
TS
TUA

U

u2
UTR

\%
wW

megapaskal

mega par zasad

centrum organizacji mikrotubul (ang. Microtub@eganizing Centres)
informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

asparagina

ang. National Center for Biotechnology Information

rozktad zaleny od kodonu nonsensownego (ang. Nonsense Medisedgly)

gen kodujcy kodupcy fosfotransferazneomycyny

nukleotyd

otwarta ramka odczytu (ang. Open Reading Frame)

prolina

biblioteka genomowa na bazie faga P1 (ang. Pilratbartificial chromosome vectors)
tahcuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chaatfon)

gen kodujcy biatko zwhzanego z somatyczrembriogenegz u Picea glauca

biatko specyficzne merystemu wierzchotkowegdpA.thaliana(ang. protodermal factor 1)
biatko pytku podobne do ekstensyn (ang. polieemsin-like protein)

punkt izoelektryczny

gen kodujcy biatko z domemn MADS u Physcomitrella paten@hyscomitrella patens
MADS-box gene)

biatka bogate w reszty proliny

para zasad

glutamina

arginina

biatko z rodziny Rab, spokrewnione z biatkami Rasy Ras-relateted in brain)
szybka amplifikacja kiacéw cDNA (ang. Rapid Amplification of cDNA Ends)

gen kodujcy karboksylag rybulozo-bifosforanu (ang. ribulose bisphospatboaylase)
réznicowa hybrydyzacja genomowa (ang. RepresentatDiffdrence Analysis)
réznicowa hybrydyzacja cDNA (ang. Representationafddénce Analysis of cDNA)
rybosomowy DNA

biatko z rodziny kinaz podobnych do receptord®R_(ang. LRR-receptor-like kinases)
biatko podobne do receptorow (ang. receptoritatein)

kwas rybonukleinowy

rybonukleaza

gen chloroplastowy kodagy biatko rybosomowe S4 (ang. ribosomal protein S4)
rybosomowy RNA

ang. reverse transcription and PCR amplification

seryna

dodecylosiarczan sodowy

ang. Switching Mechanism At 5' end of RNA Transcrip

gen ulegajcy specyficznej ekspresji w strefie sekrecyjnejraignia

tymina lub treonina

polimeraza DNA Z'hermus aquaticus

temperatura topnienia

trihydroksymetyloaminometan

transportuicy RNA

gen chloroplastowy kodagy tRNA fenyloalaniny (ang. phenylalanine tRNA))

gen chloroplastowy kodagy tRNA leucyny (ang. the leucine tRNAa))

gen kodujcy tajemnicz sekwengj Pellia endiviifoliasp B

a-tubulina

jednostka enzymatyczna lub uracyl w sekwencji nutiyidowe]

intron typu U2

region mRNA nie podlegagy translacji (ang. UnTranslated Region)

walina

tryptofan
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X-Gal
YR
ZmRCP

dowolny aminokwas
5-bromo-4-chloro-3-indolilo-R-D-tiogalaktozyd
region chromosomu Y (ang. Y chromosome Region)
gen kodujcy biatko czapeczki korzeni
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LOCUS

tua

4541 bp DNAlinear

DEFINITION Pellia endiviifolia species B, alphabilin gene, genomic sequence

ACCESSION HQ634384
1 atccagagtc tttgtttgca aagggcactc gtgagcgtcc tcgacacgct cgctttggtg

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201

cactctttac
gt aaat ccat
aagccgectg
agaaat cat a
gctttact gt
ttgtgetttc
caggat at ga
t cact gt gaa
ccatgttatt
caagtatcta
cacgagtgtg
aaagcacgtt
aaccggcacc
t gccaacaac
acaagggaga
tttcattcac
ttcgtgaatc
ctttttgaag
gatttgcttg
tttccgaggg
aattttcgtt
atctttaaaa
aatttttagg
gat ggcct aa
ctcgaccgtg
aatgctgttg
gttgactacg
tttttcttat
cccttggtga
gt acaaaggg
ttgcataatc
tttcgtgact
ataactttcc
ggt cgt at gt
ttcaacgcat
atacgacat c
tcttatttct
tgttgatatc
ttcttcatat
t gaaatt act
t ggaaagt at
tgctgcagtg
tacctctttt
tatttttggt
tt ggt acaga
tcttttacag
agttttcgtg
tccctcacac
tccctct aat
ttccttgatg
gagatttata
t cacacaggc
acct agacag
t agccagt ca
tttttggagt
gtctggtata
tt gaaacact
cattcttatg
atttgtcecttt
tcctactgge
tct ggct aag
gttctcacgt
gt at gt ggga
act ggagaag
atattgacaa
at gt gacagc
gtactttttc
gtttataatg
at cagaagt t
ctgtcatgtc

gctccgttceg
tagatctctt
tgacttgtga
agcattcata
ttggagcat g
attgcttcct
aatggatttt
ct gaggcct a
ttagttgact
ctcctagtga
gt agt t ggag
cccagagccg
t accgt caac
tttgccecgeg
gaggggcttg
agtt gcgagg
cat accggtt
tttaaaaacc
gagcat t gga
agcgaaggaa
gcatgtgatg
aat ct gacgc
t gaagagaaa
ggtt gt t agt
t gaggaaact
gt ggt ggt ac
gaaagaagt ¢
ccagacgat ¢
at gct caget
gcattgtttt
t gacat gggg
tttgataata
t caagaagt ¢
attgttgtce
tcacttttag
t gcaggegt t
caaatcattt
act gagttcc
gctcct gt ga
aat gcagttt
atggettgtt
gccacaatta
gttct caaac
tataatcctt
ttttttttac
ctatttgcat
cat accct ct
acccctttat
cat t gagagc
agctgtccta
tt gagagat t
aaaccaaatt
t at gggt cgc
gctgcttatce
ggt aagttcc
tttcacttgg
ccggat cctc
at att acaat
cacggagaca
ttcaagtgtg
gt acaaaggg
attgatcaca
gaaggt at gg
gat t at gaag
cttttatggt
attgtaccat
cct at cat gg
agtgatttgt
t gaagt ct ct
tctttaacct

tctccagett
cctattacag
agggagaagt
tt ggacaggc
ggat t cagcc
cttaat gt gt
atggttcgga
t ct gaat gat
taat gtgcta
tttcatgagg
acgat gcgtt
ttttcgttga
tgtttcaccc
ggcat t acac
tgcat gt cct
caatatttag
gagat cccag
act cgcgaca
gtactttaag
at aaagcttc
tgacatttga
agcttgaatg
tat at ggcgt
tcttgttggt
t gcggat aac
aggct caggce
aaagctt gga
attctatttt
t ct gact gat
gct gaaacat
ataggtgatg
cattgtcata
tatttttgag
aggt at caac
agcat act ga
cat t ggacat
cat ccttgac
agaccaactt
tttctgcaga
ttgagccctc
gtctgatgta
aaacgaaacg
accact caca
ttggtttaaa
cctgactttg
gt gaaat t gt
gtagcctatt
ctctccatgce
agttacctca
cattttctgt
tatattagct
gtcctcttga
t at at at agg
ctactcctga
atcttttctt
ataattttta
t caagt gt gt
caagccttag
agtttcagac
gcatcaatta
cagt gt gcat
agtttgat ct
aagagggt ga
aagtt ggt gc
ttacttggat
gcaccagt ct
gt gat cccca
gttctggttc
t acaaacggg
at't gagaagt

gtttgaacga
aggaactgtt
taggttgctg
cggcattcaa
cgat ggt cgc
gcagt aggaa
at ggaat t gt
t gt t aagcac
gt ggagt gt g
caaat aagt a
caatacattt
tttggagcct
t gaacagct a
t ggt gagt ag
ct ggt acaag
ttgcgt gggt
tgtgttgett
tttgttgetc
ttcgtcgeta
gagat gt t at
gaacagggcg
ataccgttcc
agttagcatt
gcagt gggca
t gcaccgggt
cttgggt cct
tttactatat
cagatcattg
t aat caacac
cact ccaagt
aatgttcatt
ggacaat cgt
ttttttggta
agct gt agt ¢
tgttgctgtg
t gaacgaccg
cacgtccttg
ggt accct at
gaaagcct at
aagcatgatg
ccgaggt gat
cactgttcag
actgtattta
gtttgagttt
tgggttctag
ccact caatt
ttccagtccc
atgcattgtt
tattctccat
t gt gt gat ca
gaagat caat
tgcattatga
aaagcaacag
cctt caaact
ccat agat gg
agaat t aaac
gaacagtttt
gaacttctta
ct aact at ct
t cagccaccce
gat cagt aac
cat gt at gct
attctcagaa
agagt caggt
aat agacatt
gttgcatgtc
aattgcttgg
tgcctgattt
gaaatttgta
ctcttetttg

cagacgct cc
gagtactttt
agaccccgag
gttggt aacg
atgtcctcgt
gagct cgat g
cacat ggctg
gttggctctg
tttacgcacc
ct ggcaat gt
tt cagt gaaa
acggtcattg
at at ct ggaa
aggttctgtc
cagccggttc
t ct gcacgac
gtcatcattg
ttcggagcet t
ggaacct t gg
tctgtggtct
tttttagtcc
aaat acat ag
t gcgt aacct
aggagat t gt
t gcaaggat t
tact act cga
atccttctce
attacttaca
catttgctta
aact at aaat
tct aat at ag
at gt act acc
agagttccag
gagccat at a
ctgttggata
acttacacaa
cgttttgatg
cctcggattc
cacgagcagt
gccaagt gt g
gtggttccca
tttgttgact
ttttttataa
gcttgaattt
tcttttcatc
tcct aact ag
cttcccttct
tggaattcta
tttcattttg
ccaat at cac
tt cacagcat
gccttattgg
gt agagt atg
tttgcaacaa
caaggtt gaa
aagcagaaca
aggcacattg
gtattagtca
tgacttctgt
act gttgtac
aacacagcag
aagcgtgctt
gcccgggaag
gat ggt gat g
gacagt t gaa
accagatctg
aagaacttcc
atgttctggt
agagat gcat
cattttccac

cgattcacaa
ggat ct agag
ggaagat gag
cat gct ggga
gegtttctte
gt ggcaagct
agttttttct
tggagtgttt
ttctaatcct
cct gcagaga
caggt gct gg
at gaagttcg
aggaagat gc
atat cct ccg
at gaact cca
gaact at t at
gaat t t ggag
t cct aagggt
gaat gat t at
t gt gaat ggg
cttattcgece
gagat at t at
gaagttcgtg
tgatctctgt
cettgtcttc
gcgact ct ct
gcaggt gagt
tcctggacta
t gaaacagat
at cat t gggc
cattgtttgg
ct caagaatt
ttt gaaat gg
acagt gt gct
at gaggct at
accttaaccg
gcgetttgaa
atttcat gct
tatccgtgcc
at cct cggca
aggacgt t aa
ggt acagat ¢
tat t caaact
tctt gaaaat
tgttcgtctc
acaaggact t
aacaacaagg
agtgccactc
gat ggt ccaa
ttttccatca
gctatttctc
ttgtagettg
t t gaagaaat
t ccacaacag
attcatttct
gtat ctacct
ttgtgtcttc
t gaaat t agt
tct gcaggt g
cagggggt ga
tt gcagaggt
ttgtgcactg
accttgctge
gt gat gaaga
cctctaggtc
t ggaggat gg
tttcatggct
ggggceect ge
tccecggttgt
act agtt gag
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4261

4321
4381
4441
4501

11

LOCUS

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
11

gaagt caggt
t agt ggggct
ccact gt gac
t caaaacact
t aagct at aa

t aggot gggg
ttctgatttc
gagt cagat a
tggcat aat t
at ggagcact

alpha-tubulin

cactctttac
gt aaat ccat
aagccgectg
agaaatcata
gctttact gt
ggt agt t gga
t cccagagcec
ct accgt caa
ctttgcccge
gaggaaact t
t ggt ggt aca
aaagaagt ca
cgagccat at
gct gt t ggat
gact tacaca
gcgttttgat
tcctcggatt
t cacgagcag
ggccaagt gt
tgtggttcce
gtttgttgac
t gt accaggg
agcagttgca
tgcttttgtg
ggaagacctt
t gat ggt gat
tt gaacct ct
at ct gt ggag
cttcctttca
ct ggt ggggc
tgcattccta
t ccacact ag
ttcattgatc
ttgttggttc
ttgtat ggat
aaagaat ggg

gctccgttcg
tagatctctt
tgacttgtga
agcattcata
ttggagcatg
gacgat gcgt
gttttcgttg
ctgtttcacc
gggcattaca
gcggat aact
ggct caggece
aagct t ggat
aacagt gt gc
aat gaggct a
aacct t aacc
ggcgetttga
catttcatgc
ttatccgtge
gat cct cggce
aaggacgtta
tggtgtccta
ggt gat ct gg
gaggt gt t ct
cactggtatg
gct gcact gg
gaagaat at t
aggtcatgtg
gat gggt act
tggctgttta
cctgcat cag
gttgtctgtc
t t gaggaagt
gattttagtg
tttatccact
gggtttcaaa
ctttctaagc

/ product =" al pha-t ubul i n"
/transl ati on="MREl | SI H GQAG QVGNACWEL YCLEHG QPDCGRVSSDTSVW
GDDAFNTFFSETGAGKHVPRAVFVDLEPTVI DEVRTGTYRQLFHPEQLI SGKEDAANN
FARGHYTVGKE! VDL CLDRVRKLADNCTGL QGFLVFNAVGGGTGSGLGSLLLERLSVD
YGKKSKLGFTI YPSPQVSTAVWEPYNSVL STHSLLEHTDVAVLLDNEAI YDI CRRSLD

I ERPTYTNLNRLI SQ | SSLTTSLRFDGALNVDI TEFQTNLVPYPRI HFMLSSYAPVI

tgcttacata
ttttactaaa
ctcggcattg
gctt aaaatt
atgcatcctc

cattttggta atatgttcat tgatcgattt
tcagaactct agtaattgtt ggttctttat
cccagttcaa agggattgta tggatgggtt
gt ggt at cca at agaaaaga atgggctttc

aatttccatg

t

2216 bp mRNAnebr
DEFINITION Pellia endiviifolia species B, alphabiulin mRNA, complete cds

ACCESSION HQ634388
1 atccagagtc tttgtttgca aagggcactc gtgagcgtcc tcgacacgct cgetttggtg

tctccagett
cctattacag
agggagaagt
tt ggacaggc
ggat t cagcc
tcaat acat t
atttggagcc
ct gaacagct
ct gt gggcaa
gcaccgggt t
ttgggtcctt
ttactatata
tttcaacgca
t at acgacat
gtcttatttc
at gt t gat at
tttcttcata
ct gaaat t ac
at ggaaagt a
at gct gcagt
ctggcttcaa
ct aaggt aca
cacgtattga
t gggagaagg
agaaggatta
gacaactttt
acagcat t gt
ttttccctat
t aat gagt ga
aagtttgaag
atgtctecttt
caggt t aggg
gggctttctg
gt gacgagt ¢
acact t ggca
t at aaat gga

448aa

gtttgaacga
aggaact gt t
taggttgctg
cggcattcaa
cgat ggt cgc
tttcagtgaa
tacggt catt
aat at ct gga
ggagattgtt
gcaaggattc
act act cgag
tccttctecg
ttcactttta
ct gcaggcegt
t caaat cat t
cactgagttc
tgctcctgtg
taat gcagtt
tatggcttgt
ggccacaat t
gt gt ggcat ¢
aagggcagt g
tcacaagttt
t at ggaagag
t gaagaagt t
atggtttact
accat gcacc
cat gggt gat
tttgtgttct
tctcttacaa
aacctattga
tggggt get t
atttctttta
agat act cgg
taattgctta
gcact at gca

cagacgctcc
gagtactttt
agaccccgag
gttggt aacg
at gt cct cag
acaggtgctg
gat gaagttc
aaggaagat g
gatctctgtc
cttgtcttca
cgactctctg
caggt at caa
gagcatactg
tcattggaca
tcatccttga
cagaccaact
atttctgcag
tttgagcect
tgtctgatgt
aaaacgaaac
aattat cagc
tgcat gat ca
gat ct cat gt
ggt gaat t ct
ggt gcagagt
t ggat aat ag
agtctgttgce
ccccaaattg
ggttctgecet
acggggaaat
gaagtctctt
acatacattt
ct aaat caga
cattgcccag
aaat t gt ggt
tcctcaattt

cgattcacaa
ggat ct agag
ggaagat gag
cat gct ggga
acacgagt gt
gaaagcacgt
gaaccggcac
ctgccaacaa
t cgaccgt gt
atgctgttgg
tt gact acgg
cagct gt agt
atgttgetgt
tt gaacgacc
ccacgtcctt
tggt acccta
agaaagcct a
caagcat gat
accgaggt ga
gcactgttca
cacccact gt
gt aacaacac
at gct aagcg
cagaagcccg
caggt gat gg
acatt gacag
at gt caccag
ctt ggaagaa
gatttatgtt
tt gt aagaga
ctttgcattt
tggtaatatg
act ct agt aa
tt caaaggga
at ccaat aga
ccat gt

SAEKAYHEQL SVPEI TNAVFEPSSMVAKCDPRHGKYMACCL MYRGDVVPKDVNAAVAT
| KTKRTVQFVDWCPTGFKCAE NYQPPTVVPGGDLAKVQRAVCM SNNTAVAEVFSRI D
HKFDL MYAKRAFVHWYVGEGVEEGEFSEAREDL AAL EKDYEEVGAESGDGDGDEEY"

(2422222222222 222 222222222222 22222222222 222222222222 22222222222 2222 222 24

LOCUS

rab

2485 bp

DNAinehlr

DEFINITION Pellia endiviifolia species B Rab proteencoding gene, genomic sequence

ACCESSION HQ634385
1 ggattcgtcg aataggcacg acaaaacatg tgtggagagc ttcggatgag gcaagtgttt

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

aggt t at ggc
ct ct aaccat
ttctagtcga
cgcaaggaaa
actatttatt
caaggtttac
caacacgcag
gccaagaaag
gtgtccgatc
ttgact agcg
ggt agt t aat
cttctttegt

cttgtcccat
cgcagagcac
ttcat acagg
cgggcaggt t
caaggt ggt g
t cggaacgag
cat caat gt ¢
gt gt gcagat
gat gct t gat
agact ccgtg
tactatcctc
ttattgatcg

cgttggaata
acatttgact
cgaaacacgg
t aagaagcga
ct gat cggcg
ttcagtct gg
gat agcaaac
ccggat accc
gtctcttgca
ctgtctccta
gaagtttgtt
aggcccegt g

tatt aaacga
gattgttatc
gact aacagt
aaatggctta
attctggtgt
agt cgaagt ¢
t cat aaaggc
caaagt gaat
gtt gt gaaac
agt gat gaac
ct agaagggt
tatgttcgaa

ttgtgctcct
aaat cat gct
t ct gt gaaga
cagat cggat
t ggt aaat ct
cacaat cggg
t cagat at gg
aat agt t gct
tttgattaaa
tctgattcag
tggttgatct
gt ggcaaaat

tt gggaaact
t ggtt acgac
acat caaat t
gatgattacg
aaccttctct
gtcgagtttg
gat acagcag
gtttttcgag
act agaccgt
ggaagt ct ct
gt ggaact gc
cataatatta
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781 aactttatct gcgttaagct tctttcgata gcgttggctc taccagatct gtgaaaacga
841 aacagtcgta agcttttccc cattgtcctg agtttacgcg aagtcggatc gaggtgcatc
901 atggatgttg taaagggttc gtgctgtaat tgtcttctgt taagttaagg gccttgaaga
961 tgtgtcgagg caatgccaag ggcgtcattg taatttttcc atatcagggg tgactgtcta
1021 attattttga aaatatatct taagcattat gtatgttcac agatcataag acgttggcta
1081 atatatatac tgcgacattt aagtcactcc acgtttttga acaaaccatc tccagtatac
1141 tttcgagtct ggccttgatt ggatttggag gattagccgt gtatggactg tccagaaggg
1201 taacatacat catcaacctt gattttgaat agaaacctgg acacgtcagt ttgtttttct
1261 aagttaaagg agtttgtagg tgctgcttag cagctttgta gacgttcgtg ttctaacccc
1321 tcgtgatcgt aattaccttt ggtgatttaa ggttgaggaa ttggcatttt tgttggtcat
1381 agttttgtta aggggaaatt tcgacccatt caacggctac cagcttctgt cgacacatcc
1441 ggtctccagt cattatgcta cattgaatac gtgtctagtc tgtgattaga ttcttcgata
1501 tttctgtctc gtttgatgtt ttgatctgtc gcattaccct gatggttcat caatagcttg
1561 accgtgagac cacgatttcc aagccaattg aaatgttcgt tttgaagagg gattattgtt
1621 tgggcgtgtc ggacctgcag gtatagggct attacaagtg cttattatcg aggagcggtg
1681 ggggcattat tggtatatga tattacacga catgtaactt ttgaaaatgt ggaaagatgg
1741 ctgaaagagt tgaaggatca tactgactcc aacattgtgg tgatgctggt tgggaacaag
1801 tctgttttgc gccatttgag agctgtatct gcagatgatg gccagtcttt ctcagagaaa
1861 gaaggtcttt tctttatgga gacgtctgct cttgaatcta cgaatgtgga gaatgctttc
1921 aaacagattc tgacccagat ttacagggtt gttagtaaga aggcccttga tgttggagag
1981 gatccatcag ctgttcctgg taaaggacaa acaattagtg ttgggaacaa agatgatgtc
2041 actgcaacaa agaaggtggg gtgttgttct gcatagaatt tcatgcgtag ctcgggccaa
2101 ttctggectc ttctctttca ttacatcatg tgaatttcaa gccatgtcat gtataccgtt
2161 ggattggtaa attttgttct tttcaattgt tgtatttctt aaacaataac attatatgtc
2221 tttaacagct tgggccttag atgcattccc aaggctataa tatgagactc aatcagctgt
2281 gtacataatc tgttggttga acgactgacc aagcataagt agtgtctact ttcgtagagt
2341 gttactatac ctctgcagaa ggtccctgat ttttggtggt gatatattgt ctaccagtca
2401 attgtgatct tggaaccatc tacattcctt caagcagtaa tacttgtatc tgatatctgg
2461 catctgctct ccaagaattt ggata
/1

LOCUS rab 1330 bp mRNAnekr
DEFINITION Pellia endiviifolia species B Rab protenRNA, complete cds

ACCESSION HQ634389

1 ggattcgtcg aataggcacg acaaaacatg tgtggagagc ttcggatgag gcaagtgttt

61 aggttatggc cttgtcccat cgttggaata tattaaacga ttgtgctcct ttgggaaact
121 ctctaaccat cgcagagcac acatttgact gattgttatc aaatcatgct tggttacgac
181 ttctagtcga ttcatacagg cgaaacacgg gactaacagt tctgtgaaga acatcaaatt
241 cgcaaggaaa cgggcaggtt taagaagcga aaatggctta cagatcagat gatgattacg
301 actatttatt caaggtggtg ctgatcggcg attctggtgt tggtaaatct aaccttctct
361 caaggtttac tcggaacgag ttcagtctgg agtcgaagtc cacaatcggg gtcgagtttg
421 caacacgcag catcaatgtc gatagcaaac tcataaaggc tcagatatgg gatacagcag
481 gccaagaaag gtatagggct attacaagtg cttattatcg aggagcggtg ggggcatt at
541 tggtatatga tattacacga catgtaactt ttgaaaatgt ggaaagatgg ctgaaagagt
601 tgaaggatca tactgactcc aacattgtgg tgatgctggt tgggaacaag tctgttttgce
661 gccatttgag agctgtatct gcagatgatg gccagtcttt ctcagagaaa gaaggtcttt
721 tctttatgga gacgtctgct cttgaatcta cgaatgtgga gaatgctttc aaacagattc
781 cgacccagat ttacagggtt gttagtaaga aggcccttga tgttggagag gatccatcag
841 ctgttcctgg taaaggacaa acaattagtg ttgggaacaa agatgatgtc actgcaacaa
901 agaaggtggg gtgttgttct gcatagaatt tcatgcgtag ctcgggccaa ttctggectc
961 ttctctttca ttacatcatg tgaatttcaa gccatgtcat gtataccgtt ggattggtaa
1021 attttgttct tttcaattgt tgtatttctt gaacaataac attatatgtc tttaaagctt
1081 cttagatgca ttcccaaggc tataatatga gactcaatca gctgtgtaca taatctgttg
1141 gttgaacgac tgaccaagca taagtagtgt ctactttcgt agagtgttac tatacctctg
1201 cagaaggtcc ctgatttttg gtggtgatat attgtctacc agtcaattgt gatcttggaa
1261 ccatctacat tccttcaagc agtaatactt gtatctgata tctggcatct gctctccaag
1321 aatttggata

/ product ="Rab protein"217aa

/transl ati on=" MAYRSDDDYDYLFKWVLI GDSGVGKSNLLSRFTRNEFSLESKST
| GVEFATRSI NVDSKLI KAQ WDTAGQERYRAI TSAYYRGAVGALLVYDI TRHVTFEN
VERW.KELKDHTDSNI VVM.VGNKSVL RHLRAVSADDGQSFSEKEGLFFMETSALEST
NVENAFKQ PTQ YRVVSKKAL DVGEDPSAVPGKGJTI SVGNKDDVTATKKVGCCSA

(422222222222 22 222222224222 2224222224 2222222222222 2222222282222 2 222822222224

LOCUS ts 3875 bp DNAinelar
DEFINITION Pellia endiviifolia species B ts genélwunknown function, genomic sequence

ACCESSION HQ634386

1 agctgtggtt cgttcaacga gtggacttgt taaaatttcc gcatccaaca cacggcatgg
61 attggatttc gattgagtct acatggccac agtagtttcg atggccgcaa tgatttggga
121 atttcctgcg agaaaattga accgaaatga aaattcgttt ccaaaaatcg atttcgegtg
181 catgaatcgc atgggcgaaa ctatggaatg tagtaatact atggaaggga gt gagaactt
241 tgacggtaca tgatacgttc ggaaggcttg gggaactact tcaatggaca ctagtgagtt
301 ctacaaagaa atctactcca atgcgttggc ttaaaggaaa actttcactt gttaacgtgg
361 acaacgttaa tagttttacg agattccctg aaattacgca acaaaaagaa ggaaaagaat
421 ctgaagagct ctgcgttcca ttgagaaatg cttctgatat ctaagagatg ggttcaaact
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481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841

11

LOCUS

t aaggccaaa
gact ggaaag
gttcgtgatc
gt ct cgcaga
cgccagt aat
at at cat cgt
atggtcgttg
agaccatttc
attcagtttt
gt agcgagaa
acggcct cct
gaggtctgtg
caccaat cgg
gggcagt t gc
ttagacccaa
aat cttacga
ct gaacaat c
ctcaatctca
ctcacagctg
ggcccattgce
acaaacgt ga
gtcttcccga
cgttccttge
tcctacctca
acgaaact cg
t ggcagacat
cagccggtcc
ttaggtttaa
t gacaat cga
tcctggattc
cgct gaaatg
ccat t gaagt
gagat t ccat
tttagtttaa
cttgtagatt
ccct agggea
tctacgtctt
gaact ccat t
ctttgaattg
gt t ggagaag
gcacggccaa
caggaacat t
tcoatttttc
ggagatcttt
acgaaagct g
tgaat gattc
taacct gt cg
ccacccaatg
gaaaaatttc
agaaat gct a
cgcttcetctg
tgat cat gca
t cgaagggca
at agcgttcc
gacact gt ac
aggaacat ga
t gt gt at gag

ts

gttctccaga
ctgcctaatt
tt aaagccaa
aaagcat ccg
ggageggtta
acttctaggg
tttcaaat ga
tctgcttcac
ctgttttgtt
ggaagggt ca
ccagacacgg
gagt agt ggt
aagccat gaa
tgaattcctc
t cat aaaccc
ctccectcct
ttacatctgc
cagccggt ac
gcacaggcct
agacaat cct
cagt gacggt
acggcat gac
aaggcaccaa
atttccctgt
ccat cact gg
t cccgecaget
cgct gt acaa
ct gcccacat
taattattct
tcttacttgt
cagt acaact
at ct aagt aa
gt ct cagctc
ctaccgactg
ccat gtcaga
tgtttctgag
tccagatctg
tctttccgag
agcccagttg
gaact gacga
acaat cat ga
ttacaattct
ttcagtttgt
ct ct ccaggt
tcgaggattc
aacgggat ac
ttggttggtt
aat caagat t
ttaact cgca
t at gt act aa
cgaccaagt ¢
t ggacgaacg
tattgtgtgc
gcagtttggc
aacttattcg
acaattaatt
act gaacgaa

t acaaaggtt
t cgagat cag
accgcagt gt
ct gaagaact
cagaagcagt
cat gcagaag
gggt t ccaga
gagaactttc
t gcct ggcag
gact gt cgat
agctcattct
aacgatttgt
gatattcatg
gcacattgcg
catt aacaat
cagccctatc
accgatcgta
tcctgetctce
caacct cagc
gagcaatttc
cacact t aac
catagttccg
tttgtcgaca
cagt ggct cg
act gacgacc
gacgaacgt t
cttcgeegtc
tgtgaatttc
at aaggt t gg
tactcagatc
aat cct gaag
at gaagt gt ¢
acagact cca
tccacattga
gct cacgaac
aggagaagag
gaagact ct a
aataggtttt
cgcaaat gtt
ggggccagat
tccatct aca
ttggttggtg
t gcaacagtc
acat aattga
at gcaat cgt
cggagt cgt t
gcgcgcagaa
gaccacagag
cagaaacaga
ttgaactctc
acacagt gat
tacagctt gt
act caacaat
cgtttcgegg
atatattatt
ct agcgat gc
ataaatttgc

2689 bp mRNAnNehr

caggt caatg
ttgcccttaa
agtaaattta
t cggt cat cg
accgacct ga
at aaaccatg
ctatgattta
cgtttgttcg
ttttcgtcte
ccattgatat
tgcggcacta
cat t gagt gg
aagt cagttc
caagcagcag
ct cacgagcc
accaatctta
ggctt gaat ¢
aacct gagca
aacat cat cg
acaggt cccg
ctcccgagt a
ct aggaat ga
gt gccggt gc
gct ggt gt ga
ccgat cacca
ttgatctcta
cccgetctga
at gaat gaat
aat tt caggc
ctcatacatg
gggatttcgt
ttggattgat
ccacgagcgg
ggtgtcttag
tccgccacca
aaacct ccag
tcgttctcca
gtatcacttt
ctaactgata
caatgtttta
gagcgt gat a
gaagt t agat
gtttactcaa
cataattgta
tcgggctttc
tgcgagtttt
aggagaggat
ctgccaccag
tt cgat gact
cgttgattcg
gccgagattg
tttcacccga
tttggttatt
gagaccaact
gct ct gccaa
ggt t ccagcet
attca

aagaaaat ct
cgcagtgctt
ttagttaaac
ttcgt cacgg
agtctcttct
at t cgggact
gaaacct cga
gtttcccatg
ccaact cgag
ctcct cagca
gt ccgt ggag
gct gggt t ge
ttctcgtgge
gcct gact ct
ccatattgga
caagccccat
t caccacagt
ccat cctcgg
gcccat ggaa
cgt ccaacct
cgat gct caa
cggaagtctc
agtt cat ggt
cgct cgacat
ggctgttttt
aaattctccc
t gt gt aat ct
gtagattctg
atttcatata
attcgttcgt
attagagtta
gaggccacga
at aggat t ga
atttacgggg
t aggat agt t
tgttcacttt
tctctctegt
ccttcagtta
ct gaaggaat
attttgtcct
atttagt aat
gcgggagat t
tcgtttatat
t gt agt acat
cattctcgga
ctcgcatgtc
t at ggagcag
t acat cat gt
cgat agcct t
aaat tt ggaa
gagaaggttt
gacacgattt
tacgcggat t
gggttgattc
acagggcaaa
tcttggcgat

gtgagttctt
gcgat t gaga
tcgttgagtt
gecttgtttt
acgggccat a
tcgatgttga
tgcgtgtcca
tacggtt agt
t gcgagact t
ttcttcaggt
atcaattgtg
gcegt ggat g
cgccat aget
gccacccat ¢
tcccct caac
tttggaccct
cttggggt ct
t ccgct gaat
caat ct caca
caccgt ggct
tttagcgagc
cat cagcctc
tccggtgatc
agcccct gge
cggggt ctct
cggctcgtcc
tcctgcaccce
cttcgaat ga
cttaacaggg
gaccaggaag
acgagtgtcc
gacgcatctg
ggattttcta
t gacgagat g
caat agt gct
tgttgtgttc
t cat gt ggaa
ggat aagacc
aatgtttctc
t gagt ct ggt
tggatccctt
at acacacat
gt ccggacca
attgct gaac
gct caacggt
cct gacct ct
tttctcatga
acaggt cact
acgccgacgce
cagaagt t gt
ccaaagt aga
tcttcaacaa
aat t ct ggag
aaagt caaga
agttttggtc
at gaat aatt

DEFINITION Pellia endiviifolia species B ts mRNAeoding protein with unknown function,
complete cds

ACCESSION HQ634390
1 agctgtggtt cgttcaacga gtggacttgt taaaatttcc gcatccaaca cacggcatgg
6

1 attggatttc

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

atttcctgeg
cat gaat cgc
t gacggt aca
ct acaaagaa
acagcgttaa
ct gaagaact
t aaggccaaa
gact ggaaag
gttcgtgatc
gt ct cgcaga
cgccagt aat
at at cat cgt
atggtcgttg

gat t gggt ct
agaaaattga
at gggcgaaa
tgatacgttc
atctactcca
tagttttacg
ctgcgttcca
gttctccaga
ctgcctaatt
ttaaagccaa
aaagcat ccg
ggagcggtta
acttctaggg
tttcaaatga

acat ggccac
accgaaat ga
ct at ggaat g
ggaaggcttg
at gcgt t ggc
agattccctg
tt gagaaat g
t acaaaggt t
t cgagat cag
accgcagt gt
ct gaagaact
cagaagcagt
cat gcagaag
gggt t ccaga

agtagtttcg
aaattcgttt
t agt aat act
gggaact act
tt aaaggaaa
aaattacgca
cttctgatat
caggt caatg
ttgcccttaa
agtaaattta
tcggt cat cg
accgacct ga
at aaaccatg
ctatgattta

at ggccgcaa
ccaaaaat cg
at ggaaggga
t caat ggaca
actttcactt
acaaaaagaa
ct aagagat g
aagaaaat ct
cgcagtgctt
ttagttaaac
ttcgtcacgg
agtctcttct
att cgggact
gaaacct cga

tgatttggga
atttcgegtg
gt gagaact t
ct agt gagt t
gttaacgtgg
ggaaaagaat
ggt t caaact
gtgagttctt
gcgat t gaga
tcgttgagtt
gecttgtttt
acgggccat a
tcgatgttga
tgcgtgtcca
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901 agaccatttc tctgcttcac gagaactttc cgtttgttcg gtttcccatg tacggttagt
961 attcagtttt ctgttttgtt tgcctggcag ttttcgtctc ccaactcgag tgcgagactt
1021 gt agcgagaa ggaagggtca gactgtcgat ccattgatat ctcctcagca ttcttcaggt
1081 acggcctcct ccagacacgg agctcattct tgcggcacta gtccgtggag atcaattgtg
1141 gaggtctgtg gagtagtggt aacgatttgt cattgagtgg gctgggttgc geccgtggatg
1201 caccaat cgg aagccatgaa gatattcatg aagtcagttc ttctcgtggc cgccat agct
1261 gggcagttgc tgaattcctc gcacattgcg caagcagcag gcctgactct gccacccatc
1321 ttagacccaa tcataaaccc cattaacaat ctcacgagcc ccatattgga tcccctcaac
1381 aatcttacga ctcccctcct cagccctatc accaatctta caagccccat tttggaccct
1441 ctgaacaatc ttacatctgc accgatcgta ggcttgaatc tcaccacagt cttggggtct
1501 ctcaatctca cagccggtac tcctgctctc aacctgagca ccatcctcgg tccgcetgaat
1561 ctcacagctg gcacaggcct caacctcagc aacatcatcg gcccat ggaa caatctcaca
1621 ggcccattgc agacaatcct gagcaatttc acaggtcccg cgtccaacct caccgtggct
1681 acaaacgtga cagtgacggt cacacttaac ctcccgagta cgatgctcaa tttagcgagc
1741 gtcttcccga acggcatgac catagttccg ctaggaatga cggaagtctc catcagcctc
1801 cgttccttgc aaggcaccaa tttgtcgaca gtgccggtgc agttcatggt tccggtgatc
1861 tcctacctca atttccctgt cagtggctcg gctggtgtga cgctcgacat agcccctgge
1921 acgaaactcg ccatcactgg actgacgacc ccgatcacca ggctgttttt cggggtctct
1981 tggcagacat tcccgcagct gacgaacgtt ttgatctcta aaattctccc cggctcgtcc
2041 cagccggtcc cgctgtacaa cttcgeccgtc cccgcetctga tgtaaaggag aggattat gg
2101 agcagtttct catgaccacc caatgaatca agattgacca cagagctgcc accagtacat
2161 catgtacagg tcactgaaaa atttcttaac tcgcacagaa acagattcga tgactcgata
2221 gccttacgecc gacgcagaaa tgctatatgt actaattgaa ctctccgttg attcgaaatt
2281 tggaacagaa gttgtcgctt ctctgcgacc aagtcacaca gtgatgccga gattggagaa
2341 ggtttccaaa gtagatgatc atgcatggac gaacgtacag cttgttttca cccgagacac
2401 gattttcttc aacaatcgaa gggcatattg tgtgcactca acaattttgg ttatttacgc
2461 ggattaattc tggagatagc gttccgcagt ttggccgttt cgcgggagac caactgggtt
2521 gattcaaagt caagagacac tgtacaactt attcgatata ttattgctct gccaaacagg
2581 gcaaaagttt tggtcaggaa catgaacaat taattctagc gatgcggttc cagcttcttg
2641 gcgatatgaa taatttgtgt atgagactga acgaaataaa tttgcattc
/1

/ product ="Ts" 295aa

/transl ati on=" MHQSEAMKI FMKSVLLVAAI AGQLLNSSHI AQAAGLTLPPI LDP

I'1 NPI NNLTSPI LDPLNNLTTPLLSPI TNLTSPI LDPLNNLTSAPI VGLNLTTVLGSL

NLTAGTPALNLSTI LGPLNLTAGTGLNLSNI | GPWNNLTGPLQTI LSNFTGPASNLTV

ATNVTVTVTLNLPSTM_NLASVFPNGMT| VPLGMIEVSI SLRSLQGTNLSTVPVQFW

PVI SYLNFPVSGSAGVTLDI APGTKLAI TGLTTPI TRLFFGVSWITFPQLTNVLI SKI

LPGSSQPVPLYNFAVPALM

(2422222222222 222 222222222222 22222222222 222222222222 22222222222 2222 222 24

LOCUS HMGbox 2412 bp DNA indar
DEFINITION Pellia endiviifolia species B gene eding protein with HMGbox domain, genomic
sequence

ACCESSION HQ634387

1 gcctctttca atctctatgt gcctctttge ctctecctttt ctccctcacc tccagetttce
61 tcagatcctg cgtcccctct ggaatgtatt cccgtaagat ttcccgcaac gagaagcact
121 tgtgacagag tatcttgctt agttaccgag tagctcagac ctcagaatcc ttgaaaacgc
181 tagcccatgc atcaatgttg atgatctaga tttccgatcc gacccgcagg ctcgccactc
241 gccattagga agagagcctc gat caaat gg ggaaggccac tttgaaaacc aaaggcaaat
301 cggggagt gg acgaggcgtc acgaaagctt cttcctcgcg atgtaaatct tcaattcgat
361 tcttagaatt cgataggaag tgtccccctg catattcgtc tgattggatt cgggatgttc
421 ttcaaacctt taaggaactt tttgactctc agtgcatgcg agcatttcgt ctgacttctc
481 tccgtaggaa tttcgagatt ctttgttcct tcgttacaat atcgttgagt atatgactgg
541 atcatttggt ccatgcatca gttatatgct aaccttttga tcatcaggat gtctagaggt
601 ccgaaagaga atagttagaa cacgctagac tattagttac aagctagaca aaagcctgta
661 tacttggatt tcaatttgat gattcgatca atacttcaat ccaggaatga tcttcatttt
721 gttttgattg tctgatcaat tcttcaatca atgaattatc tacatttcac tttgattatt
781 caataattaa accttgcagt caaggattct tttcatttca ccttgactgt tacattggtc
841 cgtcagttaa atatagatat accttcgcac gccttagata aatttgtcgt gtttcgaatt
901 aaccttctat gatgacgtcg ctaggccgct cttcttcgaa aaggaaagga aaggaggaga
961 aacgaattcg aaaagtgaag gacaaaaggc gtcccaagag agctttgggg ccttacat gt
1021 atttttgcaa agat caaaga aaggaaat cc aagaacagaa tcccacgatg tcttttggtg
1081 acatcggacg agttcttgga agccagtggg gt aaattgaa cgagaaagaa aaacaggtag
1141 ctatcgaatc acttgccttt tggattccag ggcactgaat ctagtgtttc cataatcatc
1201 caaatatctt cctactttga tctttcacgt tagatcgaat agccgctgaa gaatgttcaa
1261 tctgtcatga agagtctctt atttgacaat tattttcgtt gtgtgatctc atcttctgca
1321 gaaat at at a cgaaaggct c aaaccgat aa aagaagat ac gt caaggaga tgaaacgcta
1381 caagccccgce tattaagtaa gttgaggtga tctaactgct caatcaataa ttcttttgtt
1441 ctattccata aatctactct cacttcgata ttttcatctc ttcaactttt tagagttcaa
1501 ggctctgtaa aacttcctcc gattcgaaag cgtgtatcac gagatgattc acatgatcaa
1561 cagaccatgg aacttcttgg agaatcaagc tacttcgctt aaaatacgcg ccaaaacatc
1621 tgttgatcac agtggaaaga atgcaataag aaaaagaagt gttcatgcaa attatgatga
1681 gt caacagac ttcagacatg gtgaacgact ttctagacta attagttcgt cggatgtcaa
1741 gcaatcctcc taatcatcac aagttgtaat gagactagtg ttaagaatag tatgagaatg
1801 tttttgaact ggtcccttaa aattgcagga actggagagc ttccaggtct aatttggtgt
1861 ccacaactca cctacaggca gagagat aga aggtgcgatg aggaactttc cgaaagggct
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1921 gttgggcagg ctcacttgta gtaagaaatc agactgaata aaaaaaatca tgtaatcttg
1981 aaggaggagg agaattcgaa gccttcgaac ttctttgagt ggagaataat tagagacgta
2041 cttacggctg caat aaaagt gtcaaaatga agaacttccg ggatccattc tttccaaata
2101 tctctggaga cat aaacttg agaaagagat caaccagacc aaat cagaaa agtcatcctg
2161 cagagcgtag cgagaacaga caagtgcaac gtattaaccg aacatttcct aaatacaaga
2221 tctagatttc gaattgcaga ttccagcagc gacaaatcgt cctgtacgaa gtgaggaaag
2281 ttcattgttg aagaaaggtg cacatgtggt ccaatttatc tcgtagatcg ccgagttttg
2341 attcctggct gtctctacac tgtttttaaa tccagatcaa tccaaaatgt cgaaaact aa
2401 gtctcattct ca

/1
LOCUS HMGbox 1212 bp mRNAindar
DEFINITION Pellia endiviifolia species B mRNA entiog protein with HMGbox domain, complete

cds
ACCESSION HQ634391

1 gecctctttca atctctatgt gectctttge ctctecctttt ctccctcacc tccagetttce
61 tcagatcctg cgtcccctct ggaatgtatt cccgtaagat ttcccgcaac gagaagcact
121 tgtgacagag tatcttgctt agttaccgag tagctcagac ctcagaatcc ttgaaaacgc
181 tagcccatgc atcaatgttg atgatctaga tttccgatcc gacccgcagg ctcgccactc
241 gccattagga agagagcctc gat caaat gg ggaaggccac tttgaaaacc aaaggcaaat
301 cggggagt gg acgaggcgtc acgaaagctt cttcctcgcg atgccgetct tcttcgaaaa
361 ggaaaggaaa ggaggagaaa cgaattcgaa aagtgaagga caaaaggcgt cccaagagag
421 ctttggggcc ttacatgtat ttttgcaaag at caaagaaa ggaaatccaa gaacagaatc
481 ccacgatgtc ttttggtgac atcggacgag ttcttggaag ccagtggggt aaattgaacg
541 agaaagaaaa acagaaatat atacgaaagg ctcaaaccga taaaagaaga tacgtcaagg
601 agat gaaacg ctacaagccc cgctattaag aactggagag cttccaggtc taatttggtg
661 tccacaactc acctacaggc agagagatag aaggtgcgat gaggaacttt ccgaaagggc
721 tgttgggcag gctcacttgt agtaagaaat cagactgaat aaaaaaaatc atgtaatctt
781 gaaggaggag gagaattcga agccttcgaa cttctttgag tggagaataa ttagagacgt
841 acttacggct gcaataaaag tgtcaaaatg aagaacttcc gggatccatt ctttccaaat
901 atctctggag acataaactt gagaaagaga tcaaccagac caaatcagaa aagtcatcct
961 gcagagcgta gcgagaacag acaagtgcaa cgtattaacc gaacatttcc taaatacaag
1021 atctagattt cgaattgcag attccagcag cgacaaatcg tcctgtacga agtgaggaaa
1081 gttcattgtt gaagaaaggt gcacatgtgg tccaatttat ctcgtagatc gccgagtttt
1141 gattcctggc tgtctctaca ctgtttttaa atccagatca atccaaaatg tcgaaaacta
1201 agtctcattc tc
/1
/ pr oduct =" HMGbox protei n" 120aa
/transl ati on=" MKATLKTKCKSGSCRGVTKASSSRCRSSSKRKGKEEKRI RKVK
DKRRPKRAL GPYMYFCKDQRKEI QEQNPTMSFGDI GRVL GSQNGKL NEKEKQKYT RKA
QTDKRRYVKEMKRYKPRY"
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