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STRESZCZENIE
Len transgeniczny jako zrédto udoskonalonego wtokna. Manipulacja

metabolizmem polimerdéw $ciany komoérkowej wtdékna Inianego.

Len (Linum usitatissimum L.) jest najczesciej uprawiang w naszej strefie klimatycznej rosling
witdknistg. Widkno Iniane cechuje sie wysoka chtonnoscig wody, wytrzymatoscia mechaniczng oraz
posiada w swym sktadzie zwigzki o charakterze przeciwutleniajgcym. Jest zbudowane z 4 gtéwnych
polimerdw, ktére stanowig ok. 90% jego sktadu: celulozy, hemiceluloz, pektyn, lignin oraz z szeregu
metabolitéw drugorzedowych, biatek, woskéw i zwigzkéw nieorganicznych stanowigcych pozostate
10%. Tym, co decyduje o wtasciwosciach Inu jest wtasnie jego kompozycja. Ligniny z jednej strony
zapewniajg $cianie komérkowej wytrzymatosc i hydrofobowos¢ oraz stanowig mechaniczng bariere
dla patogendéw, ale z drugiej strony powodujg znaczng sztywno$¢ wtékna oraz komplikujg jego
zastosowanie jako surowca w rdznych gateziach przemystu. Pektyny m. in. wptywajg na adhezje
komérek czy biorg udziat w odpowiedzi roslin na infekcje. W procesie pozyskiwania wtékna ze stomy
Inianej (roszenie) pektyny sg degradowane przez mikroorganizmy, co determinuje czas roszenia i
jakos¢ wtdkna. Trudnosci zwigzane z uprawg i pozyskaniem wtdkna (podatnosé na infekcje, ryzyko
utraty plonu czy pogorszenie jakosci wiékna, gdy roszenie jest prowadzone niewtasciwie) i niektére
jego cechy (sztywnosc, lignifikacja wtdkna) powodujg ciggty spadek zainteresowania uprawg Inu.

Realizujgc poszukiwania nowych typdw Inu o ulepszonych wtasciwosciach wytworzono rosliny o
zmniejszonej zawartosci lignin lub pektyn. Zamierzonym celem wszystkich modyfikacji byta poprawa
jakosci wtdkna Inianego i dywersyfikacja jego zastosowania poprzez manipulacje iloscig/kompozycjg
polimerdw $ciany komdrkowej. Szereg danych literaturowych oraz wstepne badania laboratoryjne
potwierdzity, ze dehydrogenaza alkoholu cynamonowego (CAD) jest kluczowym enzymem szlaku
biosyntezy lignin, a obnizenie jej aktywnosci jest dobrym narzedziem do obnizenia poziomu lignin w
Scianie komadrkowej. Otrzymane transgeniczne rosliny Inu z represjg genu CAD charakteryzowat nie
tylko obnizony poziom lignin, ale rowniez zmieniony poziom polimeréw Sciany komdrkowej, a w
konsekwencji zmienione wtasciwosci mechaniczne. Natomiast polisacharydowy sktad Inu zmieniono
dwiema odrebnymi modyfikacjami opartymi o te samg zasade — nadekspresje egzogennego enzymu
grzybowego degradujgcego pektyny. Metodami biologii molekularnej do genomu Inu wprowadzono
cDNA kodujace poligalakturonaze | (PGl) z Aspergillus aculeatus lub cDNA kodujgce liaze
ramnogalaturonowg A (RHA) z A. aculeatus. Dostepne dane wskazujg, ze enzymy te efektywnie
degradujg pektyny i sg wifasciwymi narzedziami do modyfikacji ilosci tego polimeru. Otrzymane
rosliny charakteryzowaty sie redukcjg zawartosci pektyn oraz skréconym czasem roszenia w testach
laboratoryjnych. Uzyskane dane pokazaty skutecznos¢ modyfikacji, co powinno sie przetozyé na
poprawe wtasciwosci wtékna Inianego. W zwigzku z tym, gtdwnym zamierzeniem tej pracy byta ocena
znaczenia wprowadzonych modyfikacji, a w konsekwencji obnizenia poziomu pektyn badz lignin na
sktad i strukture $ciany komodrkowej wtdkna Inianego. Ponadto badano, jak wprowadzona
modyfikacja przektada sie na ekspresje gendéw zwigzanych z metabolizmem poszczegdlnych
polimerdw.

Pierwszym etapem pracy byta analiza ekspresji wybranych genéw metabolizmu Sciany komdrkowej
oraz gendw zwigzanych z patogenezg w roslinach z kultur in vitro. W szczegdlnosci badano wybrane
geny kodujace synteze i/lub degradacje oraz rearanzacje: celulozy, lignin, pektyn i hemiceluloz; geny
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zwigzane z patogenezg oraz kinazy regulujgce syntezg poszczegdlnych polimerédw w Scianie
komérkowej. W ramach tego etapu zidentyfikowano w Inie gen biatka SAD, a jego analiza
filogenetyczna wykazata przynaleznos¢ do klasy Il rodziny biatek o charakterze roslinnych
dehydrogenaz alkoholowych. Ponadto, wskazano, ze w Inie SAD nie jest niezbedny do utrzymania
prawidtowego poziomu lignin. Dodadkowo zidentyfikowano i wyodrebniono z genomu Inu geny:
biosyntezy lignin (HCT, C3H, C4H), metabolizmu sacharozy (SUS, SPS, SPP) oraz regulatorow syntezy
éciany komérkowej (WAK, THE, FEI, PERK1, PERK2, COBRA1, COBRA2).

Zaobserwowano, ze redukcja ekspresji genu CAD wptyneta na zmiane ekspresji szeregu gendéw
zaangazowanych w metabolizm polimerédw sciany komodrkowej. Przede wszystkim jednak nie
wykazano obnizenia ekspresji innych gendw szlaku biosyntezy lignin, ani kompensacji aktywnosci
CAD przez zidentyfikowang w Inie dehydrogenaze alkoholu sinapylowego (SAD). Ponadto
zaobserwowano zréznicowane zmiany w ekspresji genéw zwigzanych z demetylacjg pektyn.
Zauwazono rowniez wzrost poziomu mRNA gendéw odpowiedzialnych za degradacje pektyn i
hemiceluloz (PL, PtL, XYLa, GS, MS, GLS). Z kolei dla genu S-1,3-gukanazy obserwowano obnizenie
ekspresji. Cho¢ molekularny mechanizm tgczgcy obnizenie ilosci lignin i zmiany ekspresji gendéw
zwigzanych z patogenezg pozostaje niejasny, wskazano na pektynometylesterazy, jako mozliwe
potaczenie.

Wprowadzenie do Inu egzogennej poligalakturonazy spowodowato wzrost ekspresji endogennej
poligalakturonazy oraz liazy pektynowej. Obserwowane zmiany w ekspresji gendw syntezy i
degradacji pektyn nieznacznie sie kompensuja, co sugeruje, ze catkowity spadek stezenia pektyn jest
skutkiem wprowadzonej modyfikacji. Sposrdéd pozostatych badanych genéw uwage zwraca wzrost
ekspresji pektynometylesterazy 1 oraz [(-1,3-gukanazy, wybranych gendw biosyntezy lignin (PAL,
C4H, 4CL) oraz celuolozy (CesA3, CesA4, CesA5), a takie metabolizmu sacharozy (SPP i SPS) i
degradacji hemiceluloz (XYN, GS).

Chociaz rosliny typu RHA7 réwniez majg obnizony poziom pektyn (podobnie jak typ PGI11), to jednak
wprowadzony zostat enzym o innej swoistosci. Spowodowato to odmienng niz w roslinach PGI11
odpowiedz gendéw metabolizmu Sciany komodrkowej. W roslinach linii RHA7 ekspresja liazy
pektynowej zostata zredukowana, co prowadzi do wniosku, ze spadek catkowitej ilosci pektyn wigze
sie wylacznie z wprowadzong modyfikacjg. Ponadto obserwowano zréznicowane zmiany w ekspresji
gendw zwigzanych z demetylacjg pektyn oraz obnizenie ekspresji niektérych gendéw: syntezy lignin
(C4H, CCR), syntezy celulozy (CesA2, CesA4) oraz gendw odpowiedzialnych za rearanzacje i
degradacje hemiceluloz (GMT, XXT, XYLa, GS, GLS). Natomiast zmierzono wzrost ilosci transkryptu
genu f-1,3-gukanazy.

Drugim etapem pracy byta uprawa polowa roslin na skale laboratoryjng w celu uzyskania wiékna i
analiza fenotypowa roslin transgenicznych. Wizualnie len CAD27 nie odrdzniat sie od kontroli w
uprawie polowej. Doktadna analiza wykazata, ze charakteryzowat sie on opdzniong i/lub zmniejszong
lignifikacjg komorek elementarnych wtdkna oraz zmianami w anatomicznej budowie todygi (wieksza
$rednica komorki wtdkna oraz ciefisza grubosé wigzki widkna). Nie zanotowano rdéznic w parametrach
fenotypowych (wzrost, masa nasion, ilo$¢ nasion w koszyczku), choé¢ zaobserwowano obnizone
plonowanie (zaréwno nasion, jak i wtdkna). Weryfikacja odpornosci na infekcje grzybami z rodzaju
Fusarium wykazata, ze rosliny linii CAD27 byly bardziej podatne na infekcje F. oxysporum, ale
wykazaty sie wiekszg odpornoscig na atak F. culmorum. Dla stomy z roslin CAD27 nie obserwowano
wyraznego skrécenia czasu roszenia, niemniej byto ono ujednolicone i efektywne od pierwszego dnia.
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Dla obu linii ze zmniejszong iloscig pektyn (PGI11 i RHA7) testy roszenia in vivo potwierdzity wyniki
uzyskane in vitro, znaczne skrdcenie czasu roszenia i jego wiekszg efektywnos$é. Ponadto, w uprawie
polowej nie zaobserwowano zadnych zmian w parametrach fenotypowych oraz plonowaniu stomy i
widkna. Zauwazono natomiast obnizenie plonu nasion dla roslin PGI11 i zwiekszenie dla roslin RHA7.
Ponadto obie linie charakteryzowaty sie zwiekszong odpornoscig zaréwno na infekcje F. oxysporum,
jak i F. culmorum. Wyniki te wskazujg, ze jest mozliwe uzyskanie normalnego fenotypu roslin z
obnizong zawartoscig pektyn/lignin oraz ich uprawa polowa, ktéra nie odrdznia sie agrotechnicznie
od uprawy kontrolnej.

Trzecim etapem pracy byto uzyskanie wtékna i jego doktadna analiza pod katem sktadu i wtasciwosci
Sciany komodrkowej. Wtdkno z roslin z wyciszonym genem CAD charakteryzowato sie zmniejszong
zawartoscia lignin, zwiekszong zawartoscig celulozy oraz hemiceluloz, przy niezmienionej zawartosci
pektyn. Analiza metabolitow szlaku fenylopropanoidowego wykazata akumulacje waniliny i
witeksyny, co przetozyto sie na zwiekszony potencjat antyoksydacyjny ekstraktu z wtdkien. Co wiecej,
wykazano akumulacje chlorofilu B oraz steroli: kampesterolu, stigmasterolu i [-sitosterolu.
Zaobserwowano, ze we witdknie PGI11 spadek catkowitej zawartosci pektyn wigzat sie ze spadkiem
zawartosci cukréw prostych frakcji wodorozpuszczalnej (za co odpowiada redukcja stezenia
mannozy), przy nieznacznie zwiekszonej zawartosci kwaséw uronowych. Zmierzona redukcja
zawartosci hemiceluloz, wynikata ze spadku zawartosci cukrow prostych (glukozy i czesciowo rybozy),
mimo czesciowej kompensacji przez wzrost kwasu uronowego, ktory jednak zostat zmieniony z kwasu
galakturonowego na kwas glukuronowy. Analizujgc pozostate sktadniki $ciany komdrkowej wtékna
PGI11 wykazano brak istotnych zmian w zawartosci lignin, natomiast zaobserwowano wzrost
zawartosci celulozy. llosci wszystkich zidentyfikowanych zwigzkéw fenylopropanoidowych
zwigzanych ze $ciang komodrkowa ulegta obnizeniu, za wyjgtkiem aldehydu syryngowego, ktérego
ilos¢ wzrosta w odniesieniu do kontroli. Natomiast zaobserwowano wzrost zawartosci chlorofilu B, a
takze znaczng akumulacje steroli (kampesterolu, stigmasterolu i B-sitosterolu). Z kolei witékno z roslin
z wprowadzonym genem RHA charakteryzowato sie wyrazng redukcja zawartosci pektyn i
hemiceluloz. Spadek catkowitej zawartosci pektyn wigzat sie z redukcjg stezenia cukréw prostych
(przede wszystkim mannozy) we frakcji wodorozpuszczalnej pektyn. Jednocze$nie w pektynach
nieznacznie wzrosta zawarto$¢ kwaséw uronowych. Natomiast redukcja ilosci hemiceluloz jest
zwigzana gtéwnie ze znacznym spadkiem zawartosci kwaséw uronowych, podczas gdy ogdlny poziom
cukréow prostych nie zmienit sie znaczaco. Analizujgc pozostate polimery $ciany komdrkowej we
witdknach RHA7 zaobserwowano nieznaczny wzrost stezenia celulozy i brak zmian w zawartosci
lignin. W przeciwienstwie do wiékien PGI11, wtdkna RHA7 charakteryzowat wzrost ilosci oznaczanych
zwigzkow fenylopropanoidowych, ktdre sg zwigzane ze sciang komérkowa. Zaobserwowano réwniez
duzg akumulacje luteiny, chlorofilu b, CBD oraz steroli.

Analiza spektroskopowa wtdkien transgenicznych w podczerwieni pozwolita zaobserwowaé zmiane
charakteru wzajemnych oddziatywan i przestrzennej organizacji polimeréw w $cianie komdrkowe;j.
Wibkna CAD27, PGI11 i RHA7 charakteryzowata mniejsza ilos¢ grup —OH zaangazowanych w wigzania
wodorowe oraz wyrazny spadek indeksu krystalicznosci (najwiekszy dla wtdkien RHA7), a takze
skrécenie dtugos¢ mikrofibryl celulozowych oraz rearanzacja pierscieni piranoidowych w polimerach
celulozowych. Wilekos$¢ zaobserwowanych zmian charakteryzuje tendencja lyike < lcapz 7< lpgiiz < lrua7-
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W zwigzku z wykazanymi zmianami w ilo$ci modyfikowanych polimeréw oraz w kompozycji catej
Sciany komodrkowej ostatnim etapem zamierzonych badan byfa ocena wptywu modyfikacji i
spowodowanych nig zmian na wiasciwosci uzytkowe wtdékna Inianego. Pod uwage wzieto trzy
potencjalne zastosowania: w przemysle tekstylnym (przedza/tkanina Iniana) oraz dwa biomedyczne:
jako materiatu opatrunkowego badz jako nosnika i stabilizatora lekéw. W tym celu zbadano trzy
aspekty otrzymanych witékien: wtasciwosci mechaniczne, wptyw ekstraktu z widkien zawierajgcego
zwigzki fenylopropanoidowe na wzrost patogennych dla cztowieka szczepdw bakterii oraz zdolnos¢
wigzania substancji leczniczych. Testy mechaniczne wtdkna z obnizong zawartoscig lignin wykazaty
wzrost wytrzymatosci na rozcigganie i sztywnosci. Ekstrakt z witdkna CAD27 zawierajgcy zwigzki
fenylopropanoidowe dziatat hamujgco na wzrost Gram ujemnych bakterii E. coli oraz wykazywat
widoczne dziatanie opdZniajgce wzrost szczepu P. aeruginosa. Natomiast eksperyment z wigzaniem
rutyny wykazat wysoka pojemnosé wigzania wtékna z linii CAD27, zdecydowanie wiekszg od witdkien
kontrolnych. Badania okreslajgce wtasciwosci uzytkowe wtékna z obnizong zawartoscig pektyn
(PGI11 i RHA7) wykazaty podobne wiasciwosci dla obu linii. Zaobserwowano zwiekszong
wytrzymatosé na rozcigganie oraz znaczny wzrost pojemnosci wigzania. Przy czym, wiékno PGI11
lepiej od witdkna RHA7 wigzato rutyne, natomiast wtékno RHA7 miato zdecydowanie lepsza
wytrzymatos$é na rozcigganie. Ponadto, ekstrakt z wtdkien PGI11 miat najmniejsze dziatanie na wzrost
patogennych bakterii, jednak jako jedyny widocznie opdzniat wzrost E. hirae. Natomiast ekstrakt z
widkien RHA7 najefektywniej sposréd testowanych hamowat wzrost bakterii S. aureus i P.
aeruginosa.

Podsumowujac, w przypadku wtékna CAD27, mimo redukcji ilosci lignin nie uzyskano zwiekszenia
elastycznosci, jednak poprawie ulegta wytrzymatos¢ na rozcigganie oraz pozostate badane
wtasciwosci uzytkowe wtdkna. Obnizenie ilosci pektyn w Inie (linie PGI11 oraz RHA7) przetozyto sie na
krétsze i wydajniejsze roszenie, oraz pozytywnie wptyneto na sktad i wtasciwosci wtdkna Inianego.
Poréwnujgc badane modyfikacje, najefektywniejsze okazato sie wprowadzenie do roslin genu
kodujgcego RHA. Rosliny i wtdkno z linii RHA7 charakteryzowaty sie zwiekszonym plonem nasion i
odpornoscig na infekcje, a zmiany w Scianie komdérkowej wtékna Inianego przektadaty sie na znaczng
poprawe wtasciwosci uzytkowych.

W pracy tej potwierdzono, ze $ciana komdrkowa jest strukturg dynamiczng i interaktywng, gdzie
zmiany w ilosci jednego sktadnika pociggajg za soba zmiany w ilosci pozostatych sktadnikow, co
przektada sie na sie¢ zaleznosci genetycznych dotyczacych $ciany komérkowej. Zmiany w strukturze
Sciany komérkowej (indukowane, zwigzane z czynnikami srodowiskowymi czy rozwojowymi), a przez
to w jej wtasciwosciach mechanicznych sg sygnatem przekazywanym do gendw, ktéry stymuluje
mechanizm kompensacyjny na poziomie transkrypcyjnym i posttranslacyjnym, zeby utrzymad
prawidtowe parametry funkcjonale Sciany komdrkowej. Co z kolei prowadzi do rearanzacji Sciany
komdrkowej. Ponadto, zmiany te wptywajg na ekspresje gendw zwigzanych z patogenezg, co koreluje
sie z podatnoscia roslin na infekcje patogenne. Prowadzi to do rearanzacji sciany komdrkowej oraz
zmian w iloSci i proporcjach poszczegdlnych sktadnikéw. Wykazano, ze zmiany w zawartosci lignin lub
pektyn w $cianie komdrkowej sg kompensowane przez zwiekszenie sie zawartosci celulozy oraz
zmiane jej struktury, jako gtéwnego sktadnika odpowiedzialnego za wytrzymatos¢.



