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Wstep

Badania prowadzone w ostatnich latach wskazuja na sacharoze oraz fosfo-
ran nieorganiczny (Pi) jako czynniki regulujgce ekspresje wielu gendéw. Deficyt
fosforu stymuluje m.in. transkrypcje genu odpowiedzialnego za synteze wakuolar-
nych fosfataz, podwyzsza ekspresjg genéw kodujacych transportery Pi w korze-
niach ro$lin, genéw kodujacych rybonukleazy, genu B-glukozydazy oraz genu od-
powiedzialnego za syntez¢ karboksylazy PEP [CIERESZKO 2000].

Przy niedoborze fosloru czesto obserwowano nagromadzanie cukréw w
tkankach roslin. Wzrost zawartodci cukréw moze wynikaé ze zwickszonej aktyw-
nosci enzyméw syntetyzujaeych sacharozg, zmian w transporcie asymilatéw, a
takze wzmozonego rozkladu sacharozy i jednoczesnie obnizonej fosforylacji hek-
soz 1 nizszej intensywnodci oddychania w warunkach niedoboru Pi |[RYCHTER,
RANDALL 1994: CIERESZKO i in. 1996: CIERESZKO, BARBACHOWSKA 2000]. Nadmiar cu-
krow moze powodowac represje gendéw kodujacych biatka uczestniczace w proce-
sic fotosyntezy, natomiast niedob6r glukozy czy sacharozy wzmaga ekspresjg tych-
7¢ genow [Kocu 1996]. Stwierdzono, ze wspétdziatanie Pi i1 sacharozy regulowato
gen kodujacy pirofosforylaze ADP-glukozy, lecz nie wpltywalo na syntezg karbo-
ksylazy/oksygenazy RuBP [NIELSEN i in. 1998]. Niedobér fosforu wzmagal nato-
miast ckspresje genu kodujacego pirofosforylaze UDP-glukozy oraz indukowat
zardwno poziom biatka jak i aktywnos¢ tego enzymu [CIERESZKO i in. 2001). Piro-
fosforylaza UDDP-glukozy tacznie 2 syntazg sacharozy uczestnicza w produkgji
UDP-glukozy w tkankach roédlinnych, prekursora syntezy m.in. sacharozy, celulo-
zy, pektyn czy B-glukanu.

Cclem pracy bylo poréwnanie ckspresji Ugp, genu kodujgcego pirofosfory-
laze UDP-glukozy oraz Susl, kodujacego syntaze sacharozows, w warunkach
zmienncgo zywicnia {osforanowego oraz podwyzszonego poziomu cukréw.

! Badania dotowane ze §rodkéw Komitetu Badan Naukowych (6 P04C 019 20).
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Materiat i metody

Materiatlem doswiadczalnym byly lidcie rzodkiewnika, Arabidopsis thaliana
(L.) HEYNH. (Columbia). Roéliny uprawiono 5-6 tygodni na mieszance ziemi,
torfu i perlitu (2 : 1 : 1), a nastepnie przenoszono na pozywke plynng pelng (+P)
lub bez fosforu (~P) [CIERESZKO i in. 1996]. Mutanty phol (z obnizong zawarto$cig
fosforu w liciach) i pho2 (akumulujace Pi w pedach) oraz rosliny kontrolne rosly
przez okres 8-9 tygodni na mieszance ziemi, torfu i perlitu w fitotronie (fotope-
riod 10/14 h, promieniowanie fotosyntetycznie czynne — PAR 120 pmol'm-=2s-,
temp. 23/19°C, wilgotnos¢ 80%).

Zawarto$¢ fosforu nieorganicznego i cukréw w lisciach oznaczano wg CIli-
RESZKO i in. [2001]. D-mannoza, sacharoza, glukoza, sorbitol, mannitol, PEG
oraz Pi podawane byly do ucigtych liSci wraz z pradem transpiracyjnym. Po 10-12
h ekspozycji w ciemno$ci material mrozono w cieklym azocie i przechowywano w
temp. —80°C. Analize ekspresji gendéw Ugp 1 Susl, kodujacych pirofosforylaze
UDP-glukozy i syntazg¢ sacharozowa przeprowadzono mectoda Northern blotting
wg [SAMBROOK i in. 1989] z modyfikacjami [CIERESZXO i in. 2001].

Wyniki i dyskusja

Niedobér fosforu w pozywce (—P) zwickszat ekspresje Ugp, genu kodujgce-
go pirofosforylaze UDP-glukozy, lecz niec wplywal na poziom Susl, genu kodujg-
cego syntaze sacharozowa (rys. 1A). Zwigkszong ekspresje Ugp obscrwowano
réwniez w liSciach mutanta phol (z deficytem fosforu w pedzic), (rys. 3).
Egzogennie podawany do lisci Pi (20-200 mmol-dm~) stymulowal Susl, najsilnicj
przy stezeniu 200 mmol-dm= i nie zmienial ckspresji Ugp (rys. 1B).

Podawanic D-mannozy (zwigzku obnizajycego cytozolowy pulg Pi) z pra-
dem transpiracyjnym do liSci wzmagato ekspresje obu gendw, jednak Ugp stymu-
lowane bylo przez znacznie nizsze st¢zenic D-mannozy (5 mmol-dm=) niz Sus!
(10 mmol-dm-) sugeujac, iz w przypadku Sus! indukcja ckspresji nie byla spowo-
dowana deficytem Pi lecz innymi czynnikami (dane nieprzedstawione). 1ikspresja
genéw kodujacych pirofosforylaze UDP-glukozy oraz syntaz¢ sacharozows zna-
czgco wzrastala po podaniu do lidci sacharozy (100 mmol-dm=); ckspresja Susl
wzrastala réwniez po podaniu glukozy (100 mmol:dm=), mannitolu (100
mmol-dm=) 1 PEG-6000 (6%), co wskazuje na zalezno$¢ ckspresji tego genu nic
tylko od cukréw, ale i zwigzkéw zwigkszajacych ciSnienie osmotyczne w tkankach
roélin (rys. 2A). Najwickszy wzrost ekspresji Ugp obserwowano po podaniu sacha-
rozy 150 mmol-dm=, podczas gdy ekspresja Sus] wzrastala wraz ze wzrostem
stezenia cukru 1 byla najwyzsza po podaniu sacharozy 300 mmol-dm= (rys. 2B).
Zalezny od sacharozy wzrost ckspresji Ugp byl hamowany po podaniu do lici
kwasu okadaikowego (ang. — okadaic acid, 2 pmol-dm=), inhibitora fosfataz,
natomiast ckspresja Susl byla znaczaco indukowana przez ten inhibitor (danc
nicprzedstawione).

Podkarmicnie sacharoza (20 mmol-dm-3) liSci mutantéw phol zwickszato
ckspresj¢ Ugp 1 Susl w podobnym stopniu jak u roélin dzikicgo typu (rys. 3). Po-
danie sacharozy 100 mmol-dm-= do lisci mutanta pho2 (akumulator fosloru) w
niewiclkim stopniu wplywato na ekspresj¢ Ugp natomiast ckspresja Sus! wzrastata
silniej niz u roslin kontrolnych (dane nieprzedstawionce). W lisciach mutanta phol
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zawarto$¢ Pi stanowila jedynie 15% kontroli, podczas gdy liScie pho2 zawieraly
2.5-krotnie wigcej Pi niz roSliny kontrolne. Zawarto$¢ glukozy i sacharozy w lis-
ciach mutanta phol (przed podkarmieniem) byla nieco nizsza niz w liSciach roélin
dzikiego typu, natomiast poziom skrobi wzrastal ponad 2-krotnie (dane
nieprzedstawione). Zawarto§é cukréw w liSciach pho2 byla podobna jak u roélin
kontrolnych.
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Wplyw poziomu Pi na zawarto$¢ transkryptéw Ugp 1 Susl w lisciach Arabidop-
sis thaliana. (A) RNA ckstrahowano z lisci ro$lin rosn%cych przez okres 1-3
tygodni na pozywkach plynnych, pelnej (+P) i bez fostoru (-P) (rosliny 6-8
tygodniowe). (B) RNA ckstrahowano z lisci, ktérym podawano wraz z pradem
transpiracyjnym roztwory Pi (20-200 mmol-dm-) przez 12 godz. cicmnosci

Effects of Pi status on the content of Ugp and Sus! transcripts in Arabidopsis
thaliana leaves. (A) Effect of growth on the Pi-deficient liquid media — total
RNA was extracted from mature leaves of 6-8 — week-old plants that werc
grown for 1-3 weeks on +P or —P nutrient media (B) Effects of Pi treatment
- total RNA was extracted from mature leaves that were fed with different
concentrations of Pi (20200 mmol-dm-3) for 12 h in the dark
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Regulacja ckspresji Ugp i Susl w lisciach Arabidopsis thaliana przez cukry. g/\
Wplyw ‘sacharozy, glukozy, sorbitolu, KCl (podanych w stgzeniach 10
mmol-dm=3) oraz 6% PEG i mannitolu 150 mmol-dm-. (B) Wplyw réznych
stezef sacharozy (50-300 mmol-dm=). Wszystkic roztwory podawano egzogen-
nie do ucigtych lisci przez 10 h w ciemnosci

Sugar regulation of Ugp and Susl cxpression in Arabidopsis thaliana lcaves.
g\g Effects of sucrose, glucose and osmotica. Sucrose, glucose, sorbitol and

1 were applied at 100 mmol-dm= each, and mannitol and PEG 6000 - at
150 mmol-dm-3 and 6%, respectivcly. §B) Effects of various concentrations of
sucrose (50300 mmol-dm?). Excised leaves werc fed with sugars/osmotica in
the dark for 10 h

Uzyskane wyniki sugeruja udziat réznorodnych mechanizméw w regulacji
ekspresji Ugp i Susl, w zaleznosci od czynnika indukujacego zmiany. Zmiany w
puli Pi oraz w stezeniu sacharozy przekazywane sa prawdopodobnic odmiennymi
drogami, lecz na pewno SciSle zwiazane sg z procesami aklimatyzacji roslin do
wielu czynnikéw $rodowiskowych.
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Wplyw mutacji obniiajqceLpoziom Pi na ekspresjg Ugp i Susl w liSciach Arabi-
dopsis podkarmianych sacharozg (20 mmol-dm-) 1 Pi (20 mmol-dm-3), (5 godz.
w ciemnos$ci). RNA ekstrahowano z dojrzatych lisci mutantéw phol i roslin
dzikiego typu (dz.t.)

Effects of mutations affecting Pi-status on the contents of Ugp and Susl trans-
cripts in Arabidopsis leaves fed with sucrose (20 mmol-dm=3) or Pi (20
mmol-dm-3), (5 h in the dark). Total RNA was extracted from mature leaves
of phol plants, and from leaves of wild-type grown on soil

Whioski

Niedobér fosforu stymuluje ekspresje Ugp, genu kodujacego pirofosforylazg
UDP-glukozy w liSciach Arabidopsis thaliana, natomiast nie ma wplywu na
ekspresje Susi, genu kodujacego syntazg sacharozows.

Zaréwno Ugp jak i Susl s3 stymulowane przcz egzogennie podawang sa-
charozg, ckspresja Sus! jest réwniez zalezna od zwigzkéw zwigkszajacych
ci$nienie osmotyczne.

Stymulacja ekspresji gendéw Ugp i Sus! jest spowodowana gléwnie podawa-
niem egzogennych cukréw, w mniejszym stopniu zalezy od wewngtrznego
steZenia cukrow.

W regulacji ekspresji Ugp i Susl, zaleznej od cukréw, uczestnicza prawdo-

podobnie fosfatazy biatkowe typu 1 (PP1) i 2A (PP2A).
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Stowa kluczowe:  Arabidopsis thaliana, cukry, deficyt Pi, pirofosforylaza UDP-
glukozy, syntaza sacharozowa

Streszczenie

Badano wplyw Pi oraz cukréw na ekspresj¢ genéw kodujacych pirofosfory-
laze UDP-glukozy (Ugp) oraz syntazg sacharozowa (Sus/) w lidciach rzodkiew-
nika (Arabidopsis thaliana L. HEYNH.). Niedobodr fosforu zwigkszat ckspresje Ugp
lecz. nie wplywat na poziom transkryptu Sus!. Egzogennic podawany do lisci Pi
(20-200 mmol-dm-) stymulowal Sus! i nic zmicnial ckspresji Ugp. Podawanie D-
mannozy z pradem transpiracyjnym do li§ci wzmagalo ekspresj¢ obu genéw, jed-
nak Ugp stymulowane bylo przez znacznie nizsze stgZenie D-mannozy niz Susl.

Ekspresja genéw kodujacych pirofosforylazg UDP-glukozy oraz syntazg sa-
charozowg znaczgco wzrastala po podaniu do liSci sacharozy; ckspresja Sus!
wrzrastala réwniez po podaniu glukozy, mannitolu i PEG. Podkarmienic sacharo-
za lisci mutanta phol (z deficytem fostoru w pedzie) zwickszato ekspresje Ugp i
Susl w podobnym stopniu jak u roélin dzikiego typu. Podanie sacharozy do lici
mutanta pho2 (akumulator fosforu) w niewielkim stopniu wplywalo na ckspresje
Ugp natomiast ekspresja Sus] wzrastata silniej niz u roslin kontrolnych. Zalezny
od sacharozy wzrost ekspresji Ugp byt hamowany po podaniu do liSci kwasu oka-
daikowego, inhibitora fosfataz, natomiast ekspresja Sus!/ byla indukowana przez.
ten inhibitor.

Uzyskane wyniki sugeruja udziatl réznorodnych mechanizméw w regulacji
ekspresji Ugp i Susl, w zaleznoSci od czynnika indukujgcego zmiany.
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EXPRESSION OF SUCROSE SYNTHASE AND UDP-GLUCOSE
PYROPHOSPHORYLASE GENES IN THE LEAVES
OF Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. AS AFFECTED
BY PHOSPHATE/SUGAR STATUS
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Summary

The effect of inorganic phosphate (Pi} level and carbolhydrate/osmotic sta-
tus on expression of genes encoding UDP-glucose pyrophosphorylase (Ugp) and
sucrose synthase (Susl) were investigated in Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH.
leaves. Phosphate deficiency strongly induced Ugp gene expression and had no
influence on the level of Sus! transcript in the leaves of Arabidopsis. Feeding
leaves with Pi, at the concentration of 20-200 mmol-dm=, increased Sus! expres-
sion and had no significant effect on Ugp transcript level.

Genes for UDP-glucose pyrophosphorylase and sucrose synthase were
found to be strongly regulated by sugar and sugar/osmoticum, respectively. The
increase of Ugp and Susl expression after feeding of sucrose to the leaves of
phol mutant of Arabidopsis was not significantly higher than the transcripts level
in wild-type plants. Sucrose, exogenously provided to the leaves of pho2 mutant
had lower effect on Ugp transcript level than in wild-type plants, however Sus!
upregulation was higher in pho2 than in w-t. Sucrose-related induction of Ugp
was inhibited by okadaic acid, an inhibitor of protein phosphatases; on the other
hand, Sus] expression was enhanced after okadaic acid treatment.

The obtained results suggest that Ugp and Susl genes expression, both P-
modulated and sugar/osmoticum-dependent, are regulated via distinct sensing
mechanisms and distinct signaling pathways and are closely involved in homeos-
tatic readjustments of plant responses to environmental stresses.
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