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Kriss Spalvins

Arabidopsis thaliana defensiniem Iidzigo peptidu analize

Defensini ir maza izméra proteini, kas parasti sastav no 18-45 aminoskabém.
Defensiniem raksturiga strukturala iezime ir lielais cisteinu (aminoskabe) skaits
molekula. Sie proteini ir atrodami gan dzivniekos, gan augos, un to galvena funkcija ir
imiina aizsardziba, kas arT ir par iemeslu So molekulu nosaukumam (defence no anglu
val. aizstavéSana, aizsardziba). Izteiktu aktivitati defensini izrada cipa pret bakterijam,
sénite€m un virusiem, pie kuru aréjam membranam tie saistas, izveidojot poram lidzigus
caurumus, kas nodro§ina nekontrol&tu jonu un baribas vielu plismu, kas noved pie
patogénu bojaejas.

Fakts, ka defensini ir atrodami gan dzivnieku, gan augu valsts organismos, liecina
par to, ka tie ir paradijusies arkartigi sen. Visticamak evolicijas cela tos ieguva kads
kopigs sencis, v&l pirms dziviba noskiras flora un fauna. Laika gaitd defensini ir
ieguvusi papildus funkcijas, kas nav saistitas ar aizsardzibu pret patogéniem. Tas
skaidrojams ar So molekulu seno izcelsmi un vienkarSo strukturalo uzbiivi, kas ir
ievérojami palidzgjusi pielagoties jaunajam vajadzibam, kuras radas laika gaita,
dzivajiem organismiem k]istot arvien sarezgitakiem.

Lai gan dzivnieku valsti atrodamie defensini ir plasi pétiti un galvenokart
nodroSina aizsardzibu pret dazadakajam bakterijam, augos atrodamie defensiniem
lidzigie peptidi ir maz pétiti, un to potencialais ieguldijums lauksaimnieciba vél nav
pilniba aptverts. Ir zinams, ka augu defensini galvenokart cinas ar dazadu séniSu
infekcijam, bet ta ka tiek atrasti arvien jauni peptidi, kas strukturali lidzinas defensiniem
un kuru reala funkcija augos vél nav noskaidrota, tos médz dévét par defensiniem
lidzigiem peptidiem (DLP).

Saja pétfjuma més apskatijam vairakus, lidz §im neanalizétus DLP, kuri bija
atrodami auga Arabidopsis thaliana. Arabidopsis thaliana biologija tiek izmantots ka
modelorganisms, jo ta genoms, salidzinot ar kultiiraugiem, ir arkartigi mazs, tadgjadi
atvieglojot konkretu génu izpéti un funkcionalo analizi (A. thaliana genoms ir 135 milj.
bazu paru liels, kamér, pieméram, miksto kvieSu genoms ir ~17 000 milj. bazu paru jeb
126 reizes lielaks). Arabidopsis thaliana kopuma ir atrasti vismaz 300 génu, kuri
ekspres€ DLP. Miisu pétijuma sakotngji tika izveleti ap 30 peptidu, kuri uzradija
aktivitates izmainas gan patogéna klatblitné, gan augu apputeksnéSanas un
apaugloSanas laika. Izmainas aktivitat€ tika noteiktas verojot attiecigo peptidu kod€joso
génu ekspresijas izmainas, ko veica ar RNS sekvencésanas metodi. Lai genétiska DNS
informacija tiktu ekspreséta gatava proteina, Stina to sakuma transkripté uz RNS, tapéc,
izmantojot RNS sekvencesanu, ir iesp&jams noteikt, kurus peptidus un kada apjoma
Stina plano sintezet, vel pirms to ekspresija ir pilniba pabeigta. Tomer, izmantojot $o
metodi, nav iesp&jams noteikt konkrétu vietu auga, kur Sie peptidi tiek sintezeti.

Sakotngji izveletie peptidi tika izmantoti, lai izveidotu 30 genétiski modificétas
DNS sekvences. Katra no §tm unikalajam sekvenceém sevi ietvera izveleta peptida un
fluorescgjosa proteina GFP (no anglu val. green fluorescence protein) génu. Sada veida
tika nodrosinats vizuals markieris, kur§ UV gaisma spidetu spilgti zala krasa, tadgjadi
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noradot uz vietu auga, kura attiecigais DLP géns tiek ekspreséts. Jaunizveidotas 30
sekvences tika ievietotas katra atseviska Arabidopsis thaliana auga, izmantojot
Agrobacterium gengtiskas transformacijas metodi, kuras princips ir genétiskas
sekvences ievietoSana augsnes bakterijas Agrobacterium tumefaciens un augu
infice$ana ar §Tm transformétajam baktérijam. Sis bakterijas, inficgjot augu, iekliist
atvérto ziedu driksnas un injicé savu genétisko materialu auga ol$unas, tadejadi
nodroS$inot, ka jaunas seklas, kuras izveidosies no §1m ol§tinam, biis pilniba modificétas
un satur€s vélamo sekvenci.

P&c So modificeto seklu izaudzeSanas tika ieguti augi, kuru saknes un vasas dalas
tika analizétas mikroskopa UV gaisma, lai meklétu konkrétas vietas, kur attiecigais
DLP ir sintezéts, tadgjadi noskaidrojot vairak par So peptidu funkciju augos. Péc visu
30 modificéto augu analizes tika izveéleti 4 potenciali interesantakie peptidi, kuri
uzradija génu ekspresiju vairakas auga dalas vienlaicigi (1. att€ls).

Sie izvéletie augi, kuri saturéja modificétas 4 peptidu sekvences, tika paklauti
séniSu patogéna infekcijam un kontrol€tai apputeksnéSanai, lai noteiktu konkr&tus
apstaklus, kuros So peptidu sintéze palielinas vai samazinas. Kopuma mes
noskaidrojam, ka izv€l&tie peptidu sint€zes apjomi palielinas p&c pirmas saskarsmes ar
senisu patogeénu, bet ar laiku DLP sintéze lénam samazinas. ST aktivitate infekcijas
sakuma norada, ka Siem peptidiem visticamak ir loma cipa ar patogénu. Novérojot
aktivitates izmainas apputeksnéSanas laika, vairaki izvéleétie peptidi uzradija
paaugstinatu aktivitati 8 stundas péc apputeksnéSanas, kas Arabidopsis thaliana augos
sakrit ar apaugloSanas bridi, tadé] més no Siem rezultatiem secinajam, ka Sie ir
daudzfunkcionali peptidi ar potencialu lomu gan imiinaja aizsardziba, gan viriSko un
sieviSko dzimumsiinu sapliiSana. Lai noskaidrotu So peptidu konkrétus darbibas
principus un lomu augos, ir nepiecieSams veikt papildus pétijumus, veidojot izsistos
(knock-out) mutantus, kuros attiecigo peptidu darbiba ir pilniba imobilizéta.

1. attels. (A) GFP signala (zalS) ekspresija saknés. (B) Signala ekspresija piemérs
s€klotnés. Mérogs - 50 pm.



