Streszczenie

Biatka germinopodobne (GLP) stanowig duzg i bardzo zréinicowana rodzine biatek
roslinnych wystepujacych w wigkszosci tkanek i organéw, gdzie petnia funkcje strukturalne i
enzymatyczne na wszystkich etapach rozwoju rosliny, a takze biorg udziat w odpornosci na
stresory srodowiskowe.

Mesembryantheum crystallinum L. (krysztatka I$nigca) jest fakultatywnym halofitem
z rodziny Aizoaceae, rzad Caryophyllales i rosling modelowa w badaniach nad odpowiedzia
roslin na dziatanie réinych czynnikéw stresu $rodowiskowego. W korzeniach M.
crystallinum zidentyfikowano transkrypt biatka germinopodobnego (McGLP) (Michalowski i
Bohnert, 1992). Funkcje i lokalizacja komérkowa aktywnego biatka McGLP w roélinie nie
zostaty do tej pory zbadane.

Nadrzgdnym celem prowadzonych eksperymentéw byto okreélenie funkgji biatka
germinopodobnego z krysztatki ISnigcej we wzroscie i rozwoju oraz adaptacji do zycia w
warunkach deficytu wody.

Eksperymenty prowadzono na M. crystallinum oraz na przygotowanych w ramach
niniejszej pracy transgenicznych roslinach Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. W czasie prac nad
konstrukcjg roslin transgenicznych wykazano, ze rejon kodujgcy genu McGLP zawiera
dodatkowy nukleotyd, cytozyne w pozycji 590, w stosunku do sekwencji zdeponowanych w
bazach danych. Powoduje to przesunigcie ramki odczytu, zmiane sekwencji aminokwasowej
C-koricowej czgéci kodowanego biatka i skrécenie jego diugosci w zwigzku z pojawieniem sie
wczesniejszego kodonu stop. Roboczo, dla odréznienia od sekwencji z baz danych przyjeto
oznaczenie McGLP-BIS.

W pracy weryfikowano nastepujace hipotezy badawcze:

e Nadekspresja genu McGLP-BIS wptywa korzystnie na wzrost i rozwoj A.

thaliana w warunkach deficytu wody,
e McGLP-BIS jest biatkiem apoplastycznym,
e MCcGLP-BIS uczestniczy w wzroscie i rozwoju M. crystallinum.

Analiza ekspresji McGLP-BIS w cyklu zyciowym M. crystallinum wykazata, ze gen jest
regulowany rozwojowo. Wzrost poziomu transkryptu zbiegat sie z okresem intensywnego
wzrostu korzeni, lisci i pedéw, co pozwala przypuszczaé, ze biatko McGLP-BIS posrednio lub
bezpodrednio uczestniczy w ich rozwoju. Wykazano réwniez, ze ekspresja McGLP-BIS jest
zalezna od auksyny.

Nadekspresja biatka McGLP-BIS miata pozytywny wplyw na wzrost i rozwéjA.
thaliana. Rosliny transgeniczne rosngce w warunkach nie stresowych ulegaty silniejszemu
krzewieniu niz rosliny typu dzikiego (WT). W poréwnaniu do roslin WT cechowaly sie takze
wyzszg zawartoscig gibereliny GA; w 2 tygodniu uprawy oraz wyiszym poziomem gibereliny
GAsw 6 tygodniu uprawy. Réznice migdzy WT a roslinami transgenicznymi dotyczyty réwniez
endogennego poziomu auksyn i cytokinin. Stwierdzone réznice w profilach fitohormonalnych
wydaja sig byC czgsciowo odpowiedzialne za bujniejszy wzrost roslin transgenicznych w
warunkach nie stresowych.

W  pordwnaniu z roslinami typu dzikiego, transgeniczne  rosliny A.
thaliana wykazywaty podwyzszong odpornos¢ na towarzyszace deficytowi wody zaburzenia
fotosyntezy i stres oksydacyjny. Na podstawie analizy parametréw fluorescencji
chlorofilu a stwierdzono m.in., Ze rosliny transgeniczne w poréwnaniu do roélin WT
charakteryzujg sie¢ mniejszym rozpraszaniem energii przechwyconej przez fotosystem |l
(PSII) oraz wyzszg maksymalng wydajnoscia fotochemiczng PSII. Wyniki te wskazuja, ze rosliny



z nadekspresjag McGLP-BIS rosnace w warunkach deficytu wody cechowaty sie wydajniej
dziatajgcym aparatem fotosyntetycznym. Potwierdzajg to takze wyniki uzyskane z pomiaréw
fotosyntezy netto, oraz znacznie wyiszy stosunek chlorofil a/ chlorofil bw poréwnaniu do
roslin WT.

Nadekspresji biatka McGLP-BISw A. thaliana towarzyszyto wyrazne zwiekszenie
catkowitej aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych (SOD), a w szczegdlnosci izoformy
manganowej (MnSOD), ktérej aktywno$¢ w warunkach nie stresowych byta ok 65% wyzsza niz
u WT. Wyisza catkowity aktywnos$¢ SOD w poréwnaniu do WT wykazano réwniez u roélin
transgenicznych rosngcych w warunkach deficytu wody. Mozna przypuszczaé, ie ta
utrzymujaca sie na statym poziomie wysoka aktywnos¢ dysmutaz ponadtlenkowych zwiazana
z nadekspresjg McGLP-BIS byta jedng z przyczyn wydajniejszej fotosyntezy roélin
transgenicznych podczas okresu niepodlewania. Rosliny transgeniczne cechowaty sie réwniez
stafa, niezalezng od warunkéw hodowli koncentracjg nadtlenku wodoru, podczas gdy u roslin
WT stwierdzono ponad dwukrotny wzrost jego stezenia jako skutku niepodlewania. Rezultaty
te wskazujg na ograniczenie, bedgcego wynikiem hodowli w warunkach deficytu wody, stresu
oksydacyjnego u roslin transgenicznych.

Na podstawie obserwacji mikroskopowych stwierdzono, e biatko McGLP-BIS
rozmieszczone jest w rejonie apoplastu oraz w kanatach i cysternach siateczki
srédplazmatycznej.

Podsumowujac biatko McGLP-BIS, ktére obecne jest w apoplascie oraz siateczce
srédplazmatycznej zwigksza bujnosé roslin w warunkach nie stresowych oraz zwieksza
tolerancjg roslin do zycia w warunkach deficytu wody. Korzystny wptyw badanego biatka
zwigzany jest z jego oddziatywaniem na metabolizm fitohormonéw, aktywnosé
fotosyntetyczng oraz antyoksydacyjna.
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Summary

Germin-like proteins (GLPs) are a large and diverse family of plant
proteins. Various GLPs play multiple functions related to plat development and resistance to
environmental stress. Their expression was reported in all plant developmental stages and in
majority of plant tissues and organs.

Mesembryantheum crystallinum L. (Ice Plant) is a facultative halophyte of
the Aizoaceae family, order Caryophyllales and a model plant for plant stress
resistance research. A germin-like protein transcript was identified in the roots of M.
crystallinum (McGLP) (Michalowski and Bohnert 1992). The functions and cellular location of
the protein has not been studied so far. 7

The main goal of the study was to determine the function of the germin-like protein
from M. crystallinum in growth and development and adaptation to water deficit conditions.

The experiments were carried out on M. crystallinum and on the transgenic
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh plants prepared for the purpose of this study. During work on
the construction of transgenic plants, it was shown that the coding region of the McGLP gene
contains an additional nucleotide, cytosine at position 590, in relation to the sequences
deposited in the databases. This resulted in a frame shift, a change in the amino acid sequence
of the C-terminal part of the encoded protein and also shortened its length due to the
appearance of an earlier stop codon. The new sequence to distinguish it from the database
sequences was named McGLP-BIS.

The following research hypotheses were verified in the work:

. overexpression of McGLP-BIS has a positive effect on the growth and

development of plants in conditions of water deficit,

. McGLP-BIS is an apoplastic protein,

o McGLP-BIS is involved in plant growth and development.

Analysis of McGLP-BIS expression in the M. crystallinum life cycle showed that the
gene is developmentally regulated. An increase in the level of the transcript coincided with
the period of intensive growth of roots, leaves and shoots, which suggests that the McGLP-
BIS protein is directly or indirectly involved in their development. McGLP-BIS expression has
also been shown to be auxin dependent.

McGLP-BIS protein overexpression had a positive effect on the growth and
development of A. thaliana. Transgenic plants grown under control conditions were more
branched than wild-type (WT) plants. Concentration of GA, gibberellin in the 2nd cultivation
week and GA; gibberellin in the 6th cultivation week was increased in transgenic plants. The
differences between WT and the transgenic plants also concerned the endogenous levels of
auxins and cytokinins. The differences found in phytohormonal profiles seem to be partly
responsible for the more abundant growth of transgenic plants under non-stressed
conditions.

Compared to wild-type plants, transgenic A. thaliana plants showed increased
resistance to disturbances in photosynthesis functionality and oxidative stress associated with
water deficit. Based on the analysis of the parameters of chlorophyll a fluorescence, it was
found, inter alia, that transgenic plants, compared to WT plants, are characterized by lower
scattering of the energy captured by photosystem Il (PSIl) and a higher maximum
photochemical efficiency of PSII. These results clearly show that the PS efficiency of A.
thaliana overexpresssing McGLP-BIS under water deficit is significantly higher. This was
confirmed by the results obtained from net photosynthesis measurements, and the much
higher chlorophyll a/ chlorophyll b ratio.



Overexpression of the McGLP-BIS protein in A. thaliana was accompanied by a marked
increase in the total activity of superoxide dismutases (SOD), in particular the manganese
isoform (MnSOD), whose activity under non-stressconditions was about 65% higher than in
WT. Higher total SOD activity compared to WT was also demonstrated in transgenic plants
growing under water deficit . It can be assumed that this sustained high activity of
superoxide dismutases associated with the overexpression of McGLP-BIS was one of the
reasons for the more efficient photosynthesis of transgenic plants during the non-watering
period. The transgenic plants were also characterized by a constant, concentration of
hydrogen peroxide independent of the breeding conditions, whereas in WT plants more than
twofold increase in its concentration was found as a result of not watering.

Based on microscopic observations, it was found that the McGLP protein localizes in
the apoplast region and in the channels and cisterns of the endoplasmic reticulum.

To sum up the McGLP-BIS, which is present in the apoplast and the endoplasmic
reticulum, increases the lushness of plants under non-stressed conditions and increases the
tolerance of plants to vegetation under water deficit. The beneficial effect of the studied
protein is related to its influence on the metabolism of phytohormones, photosynthetic and
antioxidant activity.
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