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Wplyw toksycznego sézenia jondw Cuf* na ekspresg genu
MnSOD w roslinach pszenicy zwyczajnej, pszeyta i zyta

The influence of toxic concentration of €iions on the MNnSOD gene
expression in common wheat, triticale and rye glant

Streszczenie.Podstawowym mechanizmem toksycznego dziatania jondedzi na komorki
roslinne jest generowanie reaktywnych form tlenu (ROS)owodowany tym stres oksydacyjny.
Pierwsz linie obronyzywych komérek przed aktywdoiag ROS stanow enzymy klasy dysmutaz
ponadtlenkowych (SOD). Wzmocnienie ekspresji getk@aujgcych dysmutazy ponadtlenkowe
jest jednym z najwaniejszych mechanizméw obronnyeimwej komorki przed stresem oksydacyj-
nym. Cel pracy stanowito oldlenie zmian poziomu transkrypcji genu kogiggo mitochondrial-
ng manganowy dysmutaz ponadtlenkow (MnSOD) w warunkach stresu abiotycznego dla trzech
gatunkéw zbé: pszenicy zwyczajnej, pszéna orazzyta. Badania wykazatyze modyfikacja
ekspresji genu MnSOD stanowi jeden z elementéw wilmtzi na stres abiotyczny spowodowany
przez toksyczne dziatanie jonéw miedzi wélmach zbaowych, jednake charakteryzujeaj
znaczne zrinicowanie gatunkowe.

Stowa kluczowe: mitochondrialna manganowa dysmutaza ponadtlenKdvesOD), stres abio-
tyczny, pszenica zwyczajna, ps2¢o, zyto

WSTEP

Zanieczyszczenie gleb metalam¢ziimi stanowi jeden z najistotniejszych czynni-
kéw ograniczajcych plonowanie zh6 na catym $wiecie. Niektore metale gikie
w niewielkich dawkach g mikroelementami niezldnymi do prawidiowego rozwoju
roslin i przebiegu wielu proceséw metabolicznych, jekie zbyt wysokie ich skenie
powoduje dziatanie toksyczne. Zanieczyszczenie mjeglystpuje przede wszystkim na
glebach uprawnych, gdzie gsto stosuje gipestycydy i nawozy zawietgje ten metal
[Fernandes i Henriques 1991].
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Podstawowe toksyczne dziatanie jonéw metalzkich spowodowane jest stresem
oksydacyjnym zwjzanym z generowaniem reaktywnych form tlenu (aegctive oxy-
gen species, ROS), a stapigszkodzenia komorek zaley jest zaréwno od ikzi ROS,
jak i efektywndci mechanizmoéw detoksyfikacji i naprawy powstatytzkodzé [Cheng
i Song 2006]. Mechanizm ochrony komérki przed damiém reaktywnych form tlenu
ma charakter kompleksowy. W pierwszym etapie dyamuponadtlenkowe katalizyj
reakcg dysmutacji rodnika ponadtlenkowego z wytworzenieadtlenku wodoru. Pula
powstatego H202 jest redukowana przez katalazyalilodwvane w peroksysomach oraz
przez peroksydazy zlokalizowane w wakuolaétianach komérkowych i mitochon-
driach. Enzymy te wykorzystyjnadtlenek wodoru do utlenianiazriych zwizkéw,
zaréwno organicznych, jak i nieorganicznych [MittB902, Murzaeva 2004].

Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD, EC 1.15.14lklasy enzymdéw powszechru or-
ganizmow tlenowych i stanowipierwsz linie obronyzywych komérek przed reaktyw-
nymi formami tlenu [Mgller 2001]. Dotychczas zidgiltowano cztery réne typy
enzymow tej klasy, rnigce sé budowg czgsteczki i metalem wyspujgcym w centrum
aktywnym. Pierwsza grupa zawiera w miejscu aktywnyomy Cu2+ i Zn2+
(Cu/ZnSOD), druga grupa jony Mn3+ (MnSOD), trzegiapa jony Fe3+ (FeSOD),
natomiast grupa czwarta gajonow: Ni2+ i Ni3+ (NiSOD). Badania wykazalye
dysmutazy grupy Cu/ZnSOD zlokalizowang mzede wszystkim w cytozolu komdérek
eukariotycznych, w chloroplastach oraz w niektérjabmorkach prokariotycznych,
dysmutazy MnSOD — w mitochondriach oraz w komérkachanizméw prokariotycz-
nych, dysmutazy FeSOD - przede wszystkim w komdrkaganizméw prokariotycz-
nych i glonéw, a niekiedy réwniew chloroplastach &in wyzszych, natomiast dysmu-
tazy NiSOD g specyficzne dla rodzaju Streptomyces [Fink i Sedind 2002].

Prekursor mitochondrialnej manganowej dysmutazyagtiankowej kodowany jest
przez genygdrowe, a nagpnie kierowany do mitochondriéw. Tam zostaje przédds
cony w enzym o petnej aktywsa poprzez usugcie sekwencji kierujcej, specyficznej
dla mitochondrium [Bowler i in. 1989]. Fink i Scaaibs [2002] dokonali poréwnania
sekwencji aminokwasowej mitochondrialnych mangargwyysmutaz ponadtlenkowych
pochodacych z r&nych grup organizméw i wykazalie stopié homologii tego biatka
we wszystkich organizmactywych wynosi ponad 70%. Doktagitharakterystyk biat-
ka MnSOD pszenicy zwyczajnej przedstawili Lai i[2008].

Pierwsze prace dotygze identyfikacji genéw kodagych dysmutazy ponadtlenko-
we w pszenicy lokalizowaty ich loci na chromosomagchpy drugiej i okréaty te geny
jako: Sod-Al, Sod-Bl i Sod-D1 [Neuman i Hart 1986&jnowsze badania wskazuje
w pszenicy zwyczajnej geny kodug Cu/ZnSOD zlokalizowanes sra dtugich ramio-
nach chromosoméw grupy 7, natomiast geny kpmuMnSOD znajduj sie na dtugich
ramionach chromosoméw grupy 2 [Wu i in. 1999]. Mapaie 58 EST w pszenicy zwy-
czajnej ujawnito pi¢ loci na diugich ramionach chromosoméw grupy drijgie wska-
zuje,ze w genomie pszenicy heksaploidalnej wysie co najmniej gic gendéw koduj-
cych MnSOD [Baek i in. 2006]. Petne zsekwencjonaegednego z tych genéw pozwo-
lito na jego doklads charakterystyk fizyczrg. Gen ten ma dtugoé 4770 nukleotydow
i zawiera 6 eksonow, pordzy ktérymi znajduje si5 fragmentéw intronowych [Baek
i in. 20086].

W literaturze dosgpnych jest stosunkowo niewiele wynikow baddotyczcych
wplywu warunkéw stresowych na ekspregenéw kodujcych dysmutazy ponadtlenko-
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we w rdlinach zbaowych. Wiksza¢ z nich wskazujeze wzrost ildci transkryptu
MnSOD stanowi jeden z elementéw mechanizmu odpa@viesdlin na dziatanie stresu
abiotycznego zwizanego z generowaniem ROS [Wu i in. 1999, Baeknrigki 2003,
2004, Naydenov i in. 2010].

Cel pracy stanowito okétenie zmian w iléci transkryptu genu kodaggego mito-
chondriallp manganow dysmutaz ponadtlenkow w warunkach stresu abiotycznego,
spowodowanego obecfmg jonéw Cu2+, dla trzech gatunkéw zhdpszenicy zwyczaj-
nej, pszenyta orazzyta.

MATERIAL | METODY

Badany materiat rolinny

Przedmiot bada stanowity polskie odmiany trzech gatunkéw zbpszenica zwy-
czajna {riticum aestivum L.) odmiany Kris, pszeiyto (X Triticosecale Wittmack) od-
miany Alekto orazzyto (Secale cereale L.) odmiany Agrikolo. Sterylne ziarniaki bada-
nych form wyl@ono na wilgoty bibufe na szalkach Petriego i umieszczono w kietkow-
niku w stalej temperaturze 25°C na 5 dni. Po tymsiez siewki przeniesiono na siatki
umieszczone na kuwetach o pojesguial litréw w sposdb zapewnigjy state zanurzenie
korzeni wszystkich rdin w roztworze. W przypadku form kontrolnych korze raslin
zanurzone byly w wodzie, natomiast korzeni@linobadanych umieszczone byly w roz-
tworze CuSQ o stzeniu 1 mM. W trakcie trwania dwiadczenia préby pobierano
w pieciu punktach czasowych: po 2, 12, 24, 48 i 96 gualzi dziatania stresu. Proby
pobierano réwnolegle dla form badanych i kontromyeragmenty fici natychmiast po
pobraniu zamrzano w cieklym azocie i izolowano z nich catkowitBl®R

Przygotowanie materiatu do real-time PCR

Z pobranej tkanki rdinnej wyizolowano catkowite RNA, wykorzystg zestaw ‘Total
RNA’ (A&A Biotechnology) oparty na zmodyfikowanej etodzie Chomczskiego
[Chomczyiski i Sacchi 1987]. 1zolagjwykonano zgodnie z proceduralecan przez pro-
ducenta zestawu. Dabjakas¢ wyizolowanych preparatow RNA i ich przydagaalo dal-
szych analiz potwierdzono poprzez elektroforez 2% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny. Wyizolowane RNA (200 ng) wykorzygigako matrye w reakcji od-
wrotnej transkrypcji (RT-PCR) w celu uzyskania kdempentarnego DNA (cDNA).
RT-PCR wykonano z zastosowaniem zestawu odczynnikdgMan Reverse Transcrip-
tion Reagents’ (Applied Biosystems). Regkd|a kadej z prob przeprowadzono wiko
cowej obgtosci 10 ul z zastosowaniem losowych starterow heksamerowsklad i profil
termiczny zastosowane w reakcji odwrotnej transjiypyty zgodne z sugerowanymi przez
producenta zestawu. Po zakeeniu RT-PCR kala z prébek rozcigczono pgciokrotnie.

Opracowanie starterow do real-time PCR

W celu zaprojektowania starteréw do reakcijsdiowego PCR wykorzystano oprogra-
mowanie Primer3Plus [Untergasser i in. 2007]. Jalairye wykorzystano kompletn
sekwena; mRNA genu mitochondrialnej manganowej dysmutazayaptienkowej pszenicy
zwyczajnej (rekord TAU72212). Sekwencje opracowarstarterow prezentuje tabela 1.
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Tabela 1Sekwencje starteréw zaprojektowanych do real-tiG& Blla genu MnSOD
Table 1. Sequences of primers designed for rea-B@R for MnSOD gene

Starter Sekwencja 5’-3’

Primer Sequence 5'-3’
MnSOD-F GAGGGTGCTTTACAAGG
MnSOD-R TGCAGGTAGTACGCATGCTC

Analiza ekspresji genu MNSOD

Analize ekspresji genu mitochondrialnej manganowej dysmyutaonadtlenkowej
przeprowadzono z zastosowaniem metody real-time RCRrmacie eksperymentu
poréwnawczego, w ktérym dokonano poréwnaniécildranskryptu w prébach badanych
w stosunku do odpowiednich form kontrolnych. Jakstem detekcji wykorzystano
barwnik fluorescencyjny SYBR Green |, dodatkowotasswano barwnik referencyjny
ROX. Do przygotowania reakcji zastosowano zestaszwthikow ‘Brilliant Il SYBR
Green QPCR Master Mix’ (Stratagene), jako matryestasowane zostalo cDNA
(500 ng) uzyskane we wcrgejszym etapie. Objos¢ koncowa mieszaniny reakcyjnej
wynosita 15ul, a jej sklad przedstawiono w tabeli 2. Jako geflerencyjny zastosowano
gen kodujcy dehydrogenazaldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) [Schweiz08)].

Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanapalizach ekspresji genu MnSOD
Table 2. Composition of reaction mixture used in IdfiBgene expression analyses

Sktadnik Stezenie w prébie
Component Concentration in sample
Brilliant Il SYBR Green QPCR Master Mix 1x
Primer F 400 nM
Primer R 400 nM
ROX 30 nM
cDNA 500 ng

Kazda proba analizowana byta w trzech powtérzeniachrieznych. Reakcje prze-
prowadzono, stosa aparat Mx3005P (Stratagene). W reakcjach zastrsowasipu-
jacy profil termiczny: wsgpna denaturacja — 10 min, 95°C, 45 cykli: 95°C s,3865°C —
1 min, 72°C — 30 s. Poziom fluorescencji SYBR Grednotowywany byt w kadym
cyklu po zakéczeniu etapu annealingu starteréw. Specyfiéeznmeakcji potwierdzono
na podstawie analizy krzywej dysocjacji powstaharioduktow. Do analizy i obrobki
wynikéw zastosowano oprogramowanie MxPro (Strataen

Analizy statystyczne

Analize statystycza wynikow uzyskanych w reakcji real-time PCR wykoaagod-
nie z procedu podan przez Yuan i in. [2006], ktéra oparta jest na emalistotngci
réznic pomedzy wartgciami ACy uzyskanymi dla formy kontrolnej, w poréwnaniu
z formy badan. Zastosowano do tego celu nieparametryczny testowbéina, a wnio-
skowanie oparto nB-wartadsci, na poziomie istotnici o. = 0,05. Do analizy statystycznej
wykorzystano oprogramowanie SAS 9.2 (SAS Institute)
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WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych baflavykazanoze ekspresja genu kodaggo mito-
chondrialm manganow dysmutaz ponadtlenkow zmieniata s w warunkach stresu
spowodowanego obecfma jonéw Cd*. Zmiany odnotowano dla wszystkich badanych
form. Schemat reakcji na czynnik stresowy w przypapgszenicy zwyczajnejdyta byt
podobny, jednak znaczniezriit si¢ on od reakcji obserwowanej dla pszga.

W przypadku pszenicy zwyczajnepyta w pocatkowej fazie dziatania stresu ob-
serwowano niewielki wzrost ekspresji analizowanggau — odpowiednio 0,7x i 0,56x
w poréwnaniu z formami kontrolnymi w prébach pobyem po 2 godzinach ekspery-
mentu. Jednale wraz z przeditajgcym sk dziataniem czynnika stresowego u obu tych
gatunkéw odnotowano stopniowy spadeksdiotranskryptu genu MnSOD w tkance.
W przypadku zaréwno pszenicy zwyczajnej, jalyta najniszy poziom ekspresji bada-
nego genu odnotowano po 48 godzinach wzrosiinrer obecndci jonéw miedzi. l1d¢
transkryptu genu MnSOD w tkance byta wéwczas maéejs odniesieniu do odpowied-
nich form kontrolnych niepoddanych dziataniu strésdlx w przypadku pszenicy oraz
3,61x w przypadkwyta. Nastpnie poziom ekspresji analizowanego genu stopniowo
wzrastat i po 5 dniach w przypadkyta byt nizszy od formy kontrolnej 2,34x, natomiast
dla pszenicy przewgzyt wartéé odnotowan dla kontroli 0,33x (rys. 1).

Rys. 1.Srednia zmiana ekspresji genu MnSOD na poziomieskmgpcji spowodowana stresem
abiotycznym (1 mM CuSgw radlinach pszenicy zwyczajnej, pszgta i zyta
Fig. 1. The mean change of MnSOD gene expressidraancription level caused by abiotic
stress (1 mM CuSgin common wheat, triticale and rye plants

W2h ©O12h ®W24h W48h m5d

Zmiana ekspresji genu MnSOD w odniesieniu do formy kontrolnej
The change of MnSOD gene expressionin comparison to control form

Pszenica zwyczajna / Common wheat Pszenzyto / Triticale Zyto / Rye

* roznica istotna statystycznie pray= 0,05
* difference statistically significant at= 0.05
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Reakcja na warunki stresu abiotycznego spowodoveanbgcnécia jonéw miedzi
odnotowana dla pszéyta znacgco r&nita sk od schematu opisanego dla pszenicy
zwyczajnej izyta. Raliny pszertyta zareagowaly na pojawienie; onéw Cd* szybk
i silng zmiary ekspresji genu MNSOD. W pagtkowym etapie ilé¢ transkryptu badane-
go genu ulegta obmeéniu (2,26x w poréwnaniu z fogrkontrolry po 2 godzinach). Na-
stepnie jednak doszto do stopniowego wzmacniania esgprjuz po 48 godzinach byta
ona ponadtrzykrotnie wksza nk odnotowana dla formy kontrolnej. W kolejnych driac
ekspresja genu MnSOD ulegata dalszemu wzmocniepiu5 dniach oggreta w tkan-
kach rglin poddanych dziataniu stresu waito4,5x wieksz niz w przypadku formy
kontrolnej (rys. 1).

DYSKUSJA

Uzyskane wyniki badawskazug, ze dla wszystkich analizowanych gatunkéw mo-
dyfikacja ekspresji genu kodigego mitochondrialpmanganow dysmutaz ponadtlen-
kows jest jednym z elementéw odpowiedzi na stres abrty spowodowany przez jony
metali cezkich. Reakcja dysmutacji rodnika ponadtlenkowegmetvi jeden z pierw-
szych etapow kaskady procesow provemgzh w rezultacie do detoksyfikacji ROS.
W zwigzku z tym wzmocnienie ekspresji gendéw kegych dysmutazy ponadtlenkowe,
w tym MnSOD, stanowi bardzo istotny czynnik decydyjo aklimaciji réliny do nieko-
rzystnych warunkéwsrodowiska. Poréwnanie schematow reakcji uzyskarglehrdz-
nych gatunkéw rdin zbozowych sugeruje,zi istnieg pomidzy nimi istotne rénice
w zakresie adaptacji do wzrostu i rozwoju w warutikatresu abiotycznego zganego
z generowaniem reaktywnych form tlenu. Analiza Wwgm wskazujeze u wszystkich
badanych form, po pogikowym spadku iléci transkryptu genu MnSOD, napbwat
stopniowy wzrost jego ikei. Tego typu schemat reakcji wskazywaoze na stopniowe
przystosowanie procesow fizjologicznych na poziokvendérkowym do warunkow stre-
su, w ktérym rélina sk znalazta.

Wyniki bada sugeruy, ze aklimacja rélin pszeryta do warunkéw stresowych
spowodowanych obecgtia jonéw C§* przebiega szybciej airoslin pszenicy zwyczaj-
nej czyzyta. Ju po 48 godzinach dziatania czynnika stresoweg iltanskryptu bada-
nego genu trzykrotnie przewszata warté¢ odnotowan dla formy kontrolnej.Swiad-
czy¢ to maze o bardzo wysokiej skuteczm molekularnych mechanizméw reakcji na
stres oksydacyjny zwrany z pojawieniem siROS. W tkankach &tin pszenicy dopiero
w prébie pobranej po 5 dniach eksperymentu zaolmseawo wzrost ekspresji genu
MnSOD powyeej wartagci uzyskanej dla kontroli, natomiast wslioach zyta nawet po
tym czasie jej poziom wgk byt znacaco nizszy niz w kontroli. Maze to sugerowg ze
gatunki te wymagajznacznie dhaszej aklimacji do warunkow stresowych spowodowa-
nych obecnécia jondéw metali otzkich w glebie.

Luo i in. [2011] scharakteryzowali zmiany ekspregginéw kodujcych dysmutazy
ponadtlenkowe_ollium perenne w warunkach stresu spowodowanego obéundkad-
mu. Wyniki ich bada wykazaly,ze ekspresja genu MnSOD ulegata w warunkach stre-
sowych pocatkowemu wzmocnieniu, a naphie obnkeniu do wartéci nizszych ni
odnotowane dla kontroli. Profil ekspresji zony byt do uzyskanego w badaniach wia-
snych dla pszenicydyta. Analogiczna reakcja polegag na pocatkowym wzmocnie-
niu, a nasgpnie spadku il&ci transkryptu genu MnSOD obserwowana bytaz¢éak ro-
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slinach grochu w rezultacie traktowania jonami glifilanda i Matsumoto 2010].
Podobny profil ekspresji genu MNnSOD opisany zottkte dla rélin pszenicy podda-
nych dziataniu innego czynnika stresowego powgckgo powstawanie reaktywnych
form tlenu — temperatury obianej do 4°C [Naydenov i in. 2010].

Baek i Skinner [2003] scharakteryzowali zmianysdiotranskryptu genu MnSOD
w pszenicy zwyczajnej w diugim okresie dziataniéodn. Wyniki tych bada wykazaty,
ze rasliny pszenicy wykazywaty wzmocniarekspresj badanego genu w okresie od 1 do
4 tygodni od momentu umieszczenia ich w niskiejgemturze. Sugeruje tae po wa-
haniach ildci transkryptu genu MnSOD w pierwszych kilku dniadhiatania stresu
oksydacyjnego nagtuje ustalenie ekspresji genéw kaglyjch enzymy antyoksydacyjne
na podwyszonym poziomie w stosunku do form kontrolnych, zedezpiecza ting
przed toksycznym dziataniem ROS.

Wyniki bada wtasnych, jak rownie prezentowanych w cytowanych publikacjach
wskazuj na konstytutywny mechanizm reakcjisiio na stres oksydacyjny na poziomie
zmian w ekspresji genu MnSOD, jedaaktlempo aklimacji i przystosowania procesow
fizjologicznych do niekorzystnych warunkdsvodowiska jest réne. Przeprowadzone
badania wykazatyze railiny pszertyta mog by¢ potencjalnie mniej wrdiwe na zanie-
czyszczenie gleb metalamiegkimi niz pszenicy zwyczajnej iyta, lecz potwierdzenie
tej hipotezy wymaga analizy ekspres;ji i akty@éridakze innych enzymoéw zaangawa-
nych w procesy detoksyfikacji ROS.

WNIOSKI

1. W raslinach zbaowych modyfikacja ekspresji genu kodcggo mitochondriatn
manganow dysmutaz ponadtlenkow stanowi jeden z elementéw odpowiedzi na stres
abiotyczny spowodowany przez toksyczne dziataméyjomiedzi.

2. Zmiany ekspresji genu MnSOD w tkankacHBlirmych pod wptywem stresu abio-
tycznego spowodowanego dziataniem jonow metalikach charakteryzuje zedicowa-
nie gatunkowe.

3. W warunkach stresu abiotycznego spowodowanedywakécia jonéw Cif*
wzmocnienie ekspresji genu MnSOD wélisach pszegyta nasgpuje wczéniej niz w
roslinach pszenicy zwyczajnej cziyyta, co wskazywa moze na mniejsz wrazliwosé
tego gatunku na stres abiotyczny tego rodzaju.
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Summary. The basic mechanism of the toxic effect of coppes on plant cells is reactive oxygen
species (ROS) generation and oxidative stress. iftelife of live cells defense against ROS is
superoxide dismutase (SOD) enzymes class. Enhanterhthe expression of superoxide dismu-
tases encoding genes is one of the main mechawktive cell defense against oxidative stress.
The aim of the paper was determination of the chang mitochondrial manganese superoxide
dismutase gene transcription level during abiotiess for three crops: common wheat, triticale
and rye. The studies showed that modification efMNSOD gene expression is a part of response
to abiotic stress caused by toxic copper ions igtim cereals. However, significant differences
between analyzed species were noticed.
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