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Streszczenie

Problem badawczy

W czasach intensywnego przyrostu S$wiatowej populacji, dazenia do sprostania celom
klimatycznym oraz coraz wyrazniejszego trendu odwrécenia od diety migsnej W Kierunku
wegetarianizmu i weganizmu, obserwowany jest staly wzrost zapotrzebowania na biatko
ros§linne. Lubin zotty (Lupinus luteus L.) jest rosling uzytkowa z rodziny bobowatych,
aze wzgledu na duzg zawarto$¢ biatka w nasionach (ponad 40%) oraz jego europejskie
pochodzenie, ma on duzy potencjat sta¢, by si¢ jedna z gtownych roslin straczkowych,
zapewniajacych bezpieczenstwo zywieniowe w Europie. Roslina ta zostala udomowiona
dopiero niecate sto lat temu, co zwigzane bylo nie tylko z uzyskaniem odmian stodkich, ale
rowniez ze spadkiem plonowania spowodowanym nadmiernym odcinaniem kwiatow —
w optymalnych warunkach jedynie z okoto 40% kwiatow rozwija si¢ straki, co przyczynia si¢
do znacznych strat w plonie tej rosliny.

Auksyna jest wielozadaniowym fitohormonem, bioracym udzial w niemalze wszystkich
procesach biologicznych zachodzacych w roslinach, w tym takze w rozwoju kwiatow i ich
odcinaniu. Percepcja 1 transdukcja sygnatu auksynowego prowadzace do reprogramowania
transkrypcyjnego komoérki ma miejsce za posrednictwem biatek z trzech rodzin: TIR1/AFB
(TAAR), Aux/IAA i ARF. Wielopoziomowa regulacja elementow tego szlaku oraz istnienie
licznych petli zwrotnych zapewniaja niezwykle precyzyjne dziatanie auksyny w S$cisle
okreslonym miejscu i czasie. W przeciggu ostatnich kilkunastu lat nastapil dynamiczny rozwoj
wiedzy na temat roli mikro RNA w regulacji tego szlaku. Wyodrgbniono cztery glowne, silnie
konserwowane  u  ro$lin  ladowych  moduty  regulacyjne: miR393/TAAR,
miR160/ARF10,16,17(18), miR167/ARF6,8 oraz bardziej zlozony: miR390/TAS3/ta-
SiIARF/ARF2,3,4.

Cel pracy

U lubinu z6ttego prawdopodobienstwo odcigcia kwiatu jest proporcjonalne do jego wertykalnej
pozycji na kwiatostanie — na im wyzszym okotku kwiat sie rozwija, tym wyzsze
prawdopodobiefnstwo jego zrzucenia. Celem niniejszej pracy jest weryfikacja hipotezy, ze
réznice w funkcjonowaniu szlaku transdukcji sygnatu auksyn podczas rozwoju kwiatow
z gornych 1 dolnych okotkdow sa cze$cig mechanizméw molekularnych bedacych u podstaw
decyzji 0 utrzymaniu lub odcieciu kwiatu. Ze wzgledu na ogromng ztozono$¢ badanego szlaku,
w pracy skupiono si¢ na regulacyjnej roli mikro RNA.

Uzyskane wyniki

Na podstawie danych pochodzacych z sekwencjonowania bibliotek mRNA, sRNA
I degradomowych w kwiatach tubinu zéttego zidentyfikowano geny kodujace elementy szlaku
transdukcji sygnatu auksynowego oraz okre$lono, ktére z nich sg celami dla miRNA.
Poréwnano takze ekspresje wymienionych czasteczek w rozwijajacych si¢ kwiatach z dolnych
1 goérnych okoétkow. Nastepnie, na podstawie wzorca ekspresji w warunkach niestresowych,
wytypowano moduty miRNA/mRNA do dalszej analizy ekspresji w kwiatach podczas stresu
suszy. Wyniki wskazuja przede wszystkim na role AFB3, ARF6, miR160/ARF18 i ARF9
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W rozwoju i odcinaniu kwiatow oraz miR393/AFB3, miR160/ARF18 i miR167/ARF6 w stresie
suszy. Uzyskane rezultaty moga by¢ podstawa do stworzenia nowych linii tubinu zottego,

cechujacych si¢ ograniczonym procesem odcinania kwiatow zaréwno w warunkach
kontrolnych, jak i w stresie suszy.
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Abstract

Research problem

The intensively growing world population, the pursuit of meeting climate goals, and the
transition from an animal-based diet to vegetarianism and veganism create an increasing
demand for plant-based protein. Yellow lupine (Lupinus luteus L.) is a valuable plant from the
legume family. Due to its high protein content (over 40%) and its European origin, it has
excellent potential to become one of the main legumes ensuring food safety in Europe. This
plant was domesticated only a hundred years ago, which resulted not only in sweet varieties but
also incidentally in a yield decrease caused by excessive flower abscission. Under optimal
conditions, only about 40% of flowers develop pods, which contributes to significant losses in
crop yields in this plant.

Auxin is a multi-purpose phytohormone that takes part in almost all biological processes in
plants, including flower development and abscission. The perception and transduction of the
auxin signal, leading to the transcriptional reprogramming of the cell, is mediated by proteins
belonging to three families: TIR1/AFB (TAAR), Aux/IAA and ARF. The multi-level regulation
of the elements of this pathway and the existence of numerous feedback loops ensure extremely
precise auxin operation at a specific place and time. Within the last dozen years, there has been
a dynamic development of knowledge about the role of micro RNA in regulating this pathway.
I,n terrestrial plants, four main highly conserved regulatory modules were identified:
miRNA393/TAAR, miRNA160/ARF10,16,17(18), miRNA167/ARF6/8, and a more complex
one: miR390/TAS3/ta-siIARF/ARF2,3,4.

Obijectives

In yellow lupine, the probability of the flower abscission is proportional to its vertical position
on the inflorescence - the higher the bud position, the higher the likelihood of this phenomenon
to occurr. The aim of this study is to verify the hypothesis that differences in the functioning of
the auxin signal transduction pathway during the development of flowers from the upper and
lower whorls are part of the molecular mechanisms underlying the establishment of the flower
fate. Due to the enormous complexity of the studied pathway, this thesis focuses on the
regulatory role of micro RNA.

Results

Based on the data obtained from the sequencing of mRNA, sRNA and degradome libraries,
genes encoding components of the auxin signal transduction pathway were identified in yellow
lupine flowers, and it was determined which of them are miRNA targets. The expression of all
of these molecules in buds developing at lower and upper whorls was also compared. Then,
based on the expression pattern under non-stress conditions, mMiRNA/mMRNA modules were
selected for further expression analysis in flowers during drought stress. The results mainly
indicate the role of AFB3, ARF6, miR160/ARF18 and ARF9 in flower development and
abscission, and miR393/AFB3, miR160/ARF18 and miR167/ARF6 in drought stress. The
obtained results may be the basis for the creation of new yellow lupine lines, characterized with
limited flower falling, both under control conditions and drought stress.
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Wykaz uzywanych skrétéw

ABIl4 - ABA-INSENSITIVE 4

AFB — Auxin Signaling F-box

ARF — Auxin Response Factor
Aux/IAA - Auxin/indole-3-acetic acid protein
DBD — DNA binding domain

GH — Gretchen Hagen

IAA — kwas indolo-3-octowy

IAM - amid indolo-3-octowy

IAOx - aldoksym indolo-3-octowy
IPYA - kwas indolo-3-pirogronowy
MD/MR — middle domain/region
mIiRNA — mikro RNA

msa — Multiple Sequence Alignment
OPCA — motyw OPR/PC/AID

PB1 — domena Phox and Bem1

RISC — RNA-induced silencing complex

RuBisCO - karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu,

bisphosphate carboxylse/oxygenase

SCF - SKP-Cullin-F box

SCFTRVAFB _ kompleks SCF zwigzany z receptorem auksyny TIR1/AFB

SRNA —small RNA

SiIRNA — small interfering RNA
TAAR - TIR1/AFB Auxin Receptor
TIR1 — Transport Inhibitor Resistant 1

ribulose-1,5-
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Wstep

Rosngca populacja ludzi na $wiecie, dgzenie do sprostania celom klimatycznym i coraz
wyrazniejszy trend w kierunku wegetarianizmu 1 weganizmu powoduja staly wzrost
zapotrzebowania na biatko roslinne. W 2021 roku Unia Europejska importowala 5,8 mln ton
soi, z czego wigkszo$¢ pochodzita zza oceanu (z Brazylii, Stanow Zjednoczonych, Kanady),
a tylko niecate 105 tysigce ton importowano z Ukrainy. Przedstawiona zalezno$¢ proteinowa
Europy od dostaw soi, a takze inne czynniki takie jak: znaczne ryzyko rozwoju alergii i wysoKki
poziom inhibitora trypsyny obnizajacego warto$¢ odzywcza tej rosliny straczkowej sa
impulsem do poszukiwania nowych europejskich roslin wysokobiatkowych. Nie bez znaczenia
jest réwniez nieprzychylnos¢ spoteczenstwa do tego warzywa, spowodowana nieufnoscia
wobec zywno$ci modyfikowanej genetycznie, z ktorg bardzo czgsto kojarzona jest soja.

Charakterystyka i znaczenie tubindw w rolnictwie

Rodzaj Lupinus nalezy do ro$lin bobowatych i liczy az 300 gatunkow, z ktorych tylko nieliczne
sg uzyteczne rolniczo. Ich liscie sg 5-12 listkowo dtoniasto ztozone, skrgtolegte. Kwiaty sa
pachnace, ale nie miododajne, 1 s3 zebrane w dtugie grona zlozone z pigtrowo utozonych
pigciokwiatowych okotkoéw. Kwiaty maja charakterystyczng budowe motylkowa: kielich jest
dwuwargowy, ztozony z pigciu zros$nigtych dziatek. Platki mogg by¢ barwy bialej, zottej,
niebieskiej lub czerwonej, w zaleznosci od gatunku. Gorny ptatek ma posta¢ zagielka, dwa
boczne skrzydetka okrywaja todeczke zawierajaca pojedynczy stupek i dwa okoétki po pieé
precikow i stupek. Wytwarzane po zaplodnieniu straki sa zwykle zdrewniate i zawierajg liczne
nasiona. Cechg szczegolnie wazng dla rolnictwa jest symbioza tubinéw z bakteriami
brodawkowymi Rhizobium lupini, ktore wigza azot atmosferyczny i w formie przyswajalnej
dostarczaja go ros§linom, otrzymujac w zamian zwigzki wegla.

Historia tubinéw

Przewazajagca wigkszo§¢ tubinéw pochodzi z obszaréow Basenu Morza Srodziemnego
i Potwyspu Iberyjskiego, wyjatkiem jest Lupinus mutabilis, rosngcy w Andach nawet
na wysokosci 3000 m n.p.m [1]. Najwczesniej udomowionymi gatunkami tubinu byty tubin
biaty (L. albus) uprawiany juz w starozytnosci w Grecji i Dolinie Nilu, oraz L. mutabilis
uprawiany w czasach prekolumbijskich na terenie Ameryki Srodkowej. W XVIII wieku za
sprawg Fryderyka Wielkiego zainteresowanie uprawg tubinu w Europie wzrosto, a tubin biaty
byt wowczas uprawiany gtownie jako zielony nawoéz. Kilka dekad podzniej na Starym
Kontynencie nastgpita wielka ekspansja upraw tubinu zottego, jako lepszego materiatu
do zielonego nawozu oraz pokarmu dla owiec. W XX wieku, wraz z redukcjg uprawy owiec
| pojawieniem si¢ nawozow mineralnych, nastapita znaczna regresja upraw tubinéw w Europie.
Poniewaz wcigz jeszcze obserwowano znaczne zapotrzebowanie na ziarna tej rosliny, zaczeto
pracowa¢ nad selekcja odmian stodkich, pozbawionych alkaloidow. Zimg 1927/28 udato si¢
wytworzy¢ pierwszg odmiang stodkg tubinu 1 byt to tubin z6lty. Kilka lat pdzniej, w 1935 roku,
uzyskano nowg odmiang tej ro§liny, w ktorej nie nastepowato samoistne wyrzucanie nasion ze
strgkéw (ang. pod shattering) i ten rok mozna uznaé¢ za moment, w ktérym tubin zotty uzyskat
status rosliny zywieniowej. Dalszy proces udomawiania tubinu wigzal si¢ rowniez z jego
przyspieszonym cyklem fenologicznym, gwarantujacym ukonczenie catego cyklu
rozwojowego przed jesiennymi chlodami i przez to umozliwiajacym uprawe tej rosliny na
innych szerokosciach geograficznych. W tym czasie Polska stata si¢ najwigkszym hodowca
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I producentem tubinu zoéttego i waskolistnego, podczas gdy w Europie Potudniowe;j
dominowaty uprawy tubinu bialego. Po drugiej wojnie §wiatowej nastgpita duza ekspansja
obszarow upraw tubindw w celu produkcji zywnos$ci na terenach Nowej Zelandii, Australii
Zachodniej i w Afryce Potudniowej. Niestety, odmiany stodkie tubindw jednocze$nie dawaty
mniejszy plon i problem ten pozostat mimo licznych prob stworzenia mutantoéw, ktore bytyby
jednoczesnie pozbawione alkaloidéw i wysokoplenne [1].

Znaczenie tubinu zéttego w rolnictwie

Ojczyzng tubinu zo6ttego (Lupinus luteus L.) jest Potwysep Pirenejski [2]. Udomowienie tego
gatunku ma stosunkowo krétkg, nieco ponad stuletnig histori¢, i wigzato si¢ ze zmianami
w kontrolowanych jednogenowo: indukcji kwitnienia przez wernalizacje, kolorze kwiatow
i nasion, a takze zawartos$ci alkaloidow oraz regulowanych dwugenowo proceséw zwigzanych
z otwieraniem stragkoOw, przepuszczalnos$cig tupiny nasiennej dla wody (tzw. ,,twardo$cig”
nasion) i pokrojem rosliny [3].

Polska ma dluga tradycje upraw roslin stragczkowych. Dzi$ na karmg¢ dla zwierzat uprawia si¢
glownie tubiny, groch, fasole, wyke pospolitg oraz soje, a z przeznaczeniem na pozywienie dla
czlowieka gtownie groszek, fasolg i bob. W 2019 roku areat upraw tubinéw na terenie naszego
kraju wyniost 117 426 ha, z czego najwigkszy areal przypadl na wojewodztwa mazowieckie
i zachodniopomorskie. W omawianym roku zebrano 148,5 tysiecy ton biomasy, z czego
eksportowano 26 902 ton (gtownie do Holandii i Niemiec), a importowano 8 029 ton (gtéwnie
z Niemiec) [4].

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ bialka 1 istnienie odmian stodkich, cechujacych sie niska
zawartoscig alkaloidow, tubin zotty moze by¢ doskonaty alternatywa dla soi, nie tylko jako
pasza i zielony nawdz, ale takze jako pozywienie dla cztowieka. Wedtug Centralnego Osrodka
Badania Odmian Ros$lin Uprawnych (COBORU), w Polsce zarejestrowanych jest 11 odmian
hubinu z6ttego (stan na kwiecien 2022), w tym 2 odmiany samokonczace (Taper i Perkoz) oraz
9 niesamokonczacych [5]. Wcigz trwaja prace nad wyprowadzaniem nowych odmian tej
ro$liny, trzy kolejne odmiany: WTD 3518 (Jantar), WTD 3920 (samokonczaca) i WTD 4221
(niesamokonczaca) sg w trakcie procedury zglaszania do Krajowego Rejestru przez Poznanska
Hodowle Roslin sp. z o.0. (Tulice) [6]. Odmiany samokonczgce wytwarzaja tylko jeden
kwiatostan, przez co dojrzewaja bardziej] rownomiernie 1 o kilka dni wczes$niej, a takze
wykazuja nieco wyzsza odporno$¢ na antrakoze tubinu. Z drugiej strony jednak cechujg sie
nizszym plonowaniem (Tabela 1).
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Tabela 1. Poréwnanie uprawianych w Polsce odmian tubinu zottego pod wzgledem wybranych cech wg. COBORU [5]. Szarym kolorem oznaczono zacieniowano dane

dotyczace odmian samokonczacych. * Odmiana Dukat nie byta badana w latach 2017-2021.
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Odcinanie kwiatéow

Odmiany stodkie tubinu zottego ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ dobrej jakos$ci biatka (od 40-
45%) i niskg zawarto$¢ alkaloidow (Tabela 1), moglyby by¢ przetomowym elementem
na rynku biatka ro$linnego. Niestety, nadmierne zrzucanie tych organéw prowadzi do redukcji
otrzymywanego plonu, a zbyt szybkie odcinanie dojrzatych owocdéw znacznie utrudnia ich
zbior. Zatem ograniczenie procesu odcinania organéw generatywnych u roslin jest jednym
z centralnych zadan hodowcow roslin.

Odcinanie organdéw (abscyzja) jest definiowane jako regulowany proces zrzucania organéow
u roslin w odpowiedzi na bodzce rozwojowe i stresowe [7,8]. Zjawisko to moze dotyczy¢ lisci,
pakoéw, todygi, kwiatow, okwiatu, owocoéw i dojrzatych nasion. Miejsce, w ktorym ma nastgpi¢
separacja, jest zdeterminowane przez stref¢ odcinania (AZ, ang. abscission zone), powstajaca
juz we wezesnych etapach morfogenezy organdéw [8]. Ilo$¢ oraz rozmieszczenie stref odcinania
poszczegolnych organdw jest cechg specyficzng gatunkowo. Dla przyktadu, u Arabidopsis AZ
wytwarzana w celu odcinania catych kwiatow, owocow i lisci jest zlokalizowana w obrgbie
szyputki, a AZ w obrebie okwiatu znajduje si¢ na styku dna kwiatowego i platkoéw, dziatek
kielicha oraz pylnikow [9]. Odcigcie owocu brzoskwini jest zwigzane z aktywacja trzech stref
odcinania znajdujacych si¢ miedzy galezig a szyputka, na granicy szyputki i dna kwiatowego
oraz u podstawy owocu tuz przed dnem kwiatowym [10]. Natomiast aborcja catych kwiatow
hubinu z6ttego wymaga aktywacji pojedynczej AZ znajdujacej si¢ w czesci dystalnej szyputki
[7,11]. W obrgbie AZ zachodzg zmiany obejmujace migdzy innymi dystrybucj¢ przestrzenna
hormonow, gtéwnie etylenu, auksyny i kwasu abscysynowego oraz przeprogramowania
transkrypcyjnego, w wyniku ktorych dochodzi do rozluznienia $ciany komoérkowej i fizycznej
separacji dwoch czgsci szypulki. Tak jak rozwoj kwiatow, zrzucanie tych organdw jest czescia
realizacji genetycznego planu rozwoju roslin, cho¢ skala tego zjawiska moze by¢
modyfikowana przez bodzZce stresowe.

Przyczyny zrzucania kwiatéw

Przyczyny odcinania kwiatdéw meskich po wypyleniu u roslin o kwiatach jednoptciowych,
na przyklad gruszy, sa raczej oczywiste — organ spetit juz swoja funkcje, w zwiazku z czym
ro$lina nie angazuje dalej swoich zasobéw w jego utrzymanie. Bardzo czgsto zrzucane sa
rowniez kwiaty obupiciowe lub zenskie niezapylone [12]. Wedlug wnikliwej analizy
Stephensona [13], wytwarzanie ,nadwyzkowych” kwiatow jest czeScig procesow
adaptacyjnych polegajacych na: (i) zwigkszeniu prawdopodobienstwa zapylenia przez
powigkszenie catego kwiatostanu, a tym samym lepsza widoczno$¢ 1 atrakcyjnos$¢ dla owadow
zapylajacych, (i1) roli dodatkowych kwiatow jako producentéw pytku przeznaczonego
do zaptodnienia niewsobnego, (iii) jesli zwierze¢ zerujace na danej ro$linie zje wszystkie
zawigzane owoce, to ,,nadwyzkowe” kwiaty daja mozliwos¢ wytworzenia nowych owocow,
(iv) w przypadku wyjatkowo dobrych warunkow do rozwoju w danym sezonie wegetacyjnym,
roslina ma mozliwo$¢ wytworzenia wigkszej 1losci owocoOw.

Obok braku zapylenia i zaptodnienia kwiatu, najczesciej przytaczang przyczyna zrzucania tego
organu jest konkurencja o zasoby energetyczne w obrebie rosliny. Juz ponad sto lat temu John
Kendall wykazat, ze u Solanaceae podczas odcinania kwiatéw w obrebie szyputki zmniejsza
si¢ zawartos¢ cukrow [14]. Substancje odzywcze sa w roslinie preferencyjnie translokowane
do rozwijajacych si¢ owocow, w zwigzku z czym mlodsze kwiaty sa odzywiane tylko w sytuacji
energetycznych nadwyzek. Jest to szczegoélnie dobrze widoczne u roslin strgczkowych
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wytwarzajacych kwiatostany z kwiatami zebranymi w pigtra, takich jak tubin zo6tty, u ktérych
najczesciej odcinane sg kwiaty z najwyzszych okotkow [7] (Rycina 1). Wiele gatunkéw roslin
(w tym tubiny) z tym wzorem aborcji kwiatow i owocOw majg kwiatostany, ktdre rozwijajq si¢
akropetalnie (od podstawy do szczytu). Owoce wytwarzane z kwiatéw z dolnych okotkéw maja
Czasowo-przestrzenng przewage, polegajaca na tym, ze asymilaty z liSci 1 korzenia moga by¢
przekazane do mtodszych (wyzszych) czesci kwiatostanu tylko po ich ominigciu [13].

Rycina 1. Obserwacje rozwoju czgéci generatywnej tubinu zottego rosnacego na polu w Piwnicach koto Torunia.
Zdjecia: Milena Kulasek.

Nalezy nadmieni¢, ze zrzucane mogg by¢ rowniez kwiaty zaptodnione, tak jak na przykiad u
Glycine max (gdzie zaptodnione kwiaty stanowig wickszo$¢ wsrod zrzucanych kwiatow) [15],
czy Vicia faba [16]. Jest to mechanizm dostosowania plonu do mozliwo$ci odzywczych ro$liny.
U wielu roslin, takich jak na przyktad Gossypium spp., Solanum esculentum, Glycine max,
Phaseolus vulgaris, Lupinus luteus, Asclepias tuberosa, pierwszy otwarty kwiat ma najwicksze
szanse na zawigzanie owocu, a prawdopodobienstwo tego zdarzenia zminiejsza si¢ z czasem
otwarcia kolejnych kwiatow [13].
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Czynniki regulujace proces odcinania kwiatéw

Abscyzja kwiatdw jest procesem zlozonym, angazujacym wiele szlakéw molekularnych
W roznym czasie i miejscu, ktory ma swoj finat w strefie odcinania. Wazna czes¢ badan nad
zjawiskiem aborcji kwiatow skupiona jest na inicjacji i rozwoju AZ (np. [17,18]), w czym duzy
udzial maja zajmujacy si¢ tubinem zottym pracownicy Wydzialu Nauk Biologicznych
I Weterynaryjnych UMK w Toruniu, gdzie realizowana byta niniejsza praca (np. [19-24]).
Jednak szerzej zakrojone badania obejmujace nie tylko samg strefe odcinania, ale takze sam
kwiat tubinu wykazatly, ze zdarzenia molekularne, prowadzace do odcigcia tego organu, maja
miejsce wezesniej w kwiecie, a nie samej szyputce [11].

Dla wielu roslin wykazano, ze tuz przez odcigciem kwiatu, w obrgbie tego organu nast¢gpowat
przejsciowy wzrost zawartosci etylenu oraz wrazliwo$ci na ten hormon [25]. Fakt
zaangazowania tego hormonu potwierdzaja nie tylko badania immunocytochemiczne
| genetyczne, ale takze obserwacje, w swietle ktorych odcinanie wigkszosci organow mozna
sztucznie zaindukowac¢ przez egzogenne podanie etylenu (np. [26-28]). Co ciekawe, zjawisko
zrzucania kwiatow zenskich przez orzech wiloski moze by¢ spowodowane zbyt duzg ilosciag
pytku na znamieniu, co skutkuje wysoka produkcja etylenu [29].

Najczesciej opisywany ciag zdarzen, prowadzacy do odcigcia kwiatu, obejmuje relacje miedzy
auksyng i etylenem, ktorych zmianom dystrybucji towarzyszy reprogramowanie
transkrypcyjne w okreslonych tkankach. W zaptodnionych zalgzniach generowana jest fala
auksynowa, ktora sigga az szypulki i strefy odcinania. Obecnos$¢ auksyny powoduje obnizenie
wrazliwosci tkanki na etylen, co w konsekwencji zapobiega aktywacji AZ. Jesli fala auksynowa
nie jest w krytycznym momencie wytwarzana, tkanka utrzymuje wrazliwos¢ na etylen
na niezmienionym poziomie, strefa odcinania zostaje aktywowana przez etylen i organ zostaje
zrzucony.

Niniejsza praca obejmuje tylko cze$¢ tych niezwykle ztozonych zjawisk, jakimi sa rozwdj
i odcinanie kwiatu. Skupiono si¢ w niej na roli auksyny w wymienionych procesach, opisujac
role elementow transdukcji sygnatu auksyn 1 ich potranskrypcyjnej regulacji przez miRNA,
jednoczesnie majac na uwadze caly kontekst molekularny, tworzacy skomplikowana,
wieloelementowg 1 wielopoziomowa sie¢ interakcji z innymi czasteczkami regulatorowymi.

Rola auksyny w rozwoju i odcinaniu kwiatéw

Auksyny to grupa zwigzkéw posiadajacych aromatyczny pierScien 1 reszte kwasu
karboksylowego. Najczesciej wystepujaca w naturze auksyng jest kwas indolilo-3-octowy
(IAA), ktory bierze udzial w niemalze wszystkich procesach rozwojowych u roslin na kazdym
etapie ontogenezy [30]. IAA uczestniczy réwniez w licznych procesach adaptacji zaré6wno
do czynnikow abiotycznych, w tym do suszy (np. [23,31,32]), jak i biotycznych (np. [33]).

Lokalne stezenie auksyny jest potaczonym wynikiem biosyntezy i transportu tego fitohormonu,
a dostepnos¢ aktywnej formy jest regulowana przez dodatkowe czynniki (ogdlny schemat
homeostazy auksyny w komorce przedstawia Rycina 2). Tworzenie oraz modulacja maksimow
1 gradientow stgzenia auksyny w organach, jej degradacja, koniugacja 1 transport stanowig
podstawowy poziom regulacji rozwoju, a rozne czynniki $rodowiskowe moga wptywac
na rozwdj poprzez redystrybucje tego fitohormonu (temat szerzej opracowany w [34]). Dla
przyktadu, zjawisku halotropizmu towarzyszy zmiana dystrybucji auksyny, spowodowana
internalizacja transportera auksyny PIN-formed 2 (PIN2) po stronie kontaktu korzenia
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z wyzszym stezeniem soli. Dotychczas tworzaca maksimum w obrgbie wierzchotka tego
organu auksyna kumuluje si¢ po stronie korzenia przeciwnej do dziatania stresu, co powoduje
,unikajace” zgigcie korzenia [35].

IAA syntetyzowany jest za pomocag czterech alternatywnych szlakow, trzech zaleznych
od tryptofanu i jednego niezaleznego od tryptofanu (temat oméwiony w [36]). L-tryptofan jest
syntetyzowany w chloroplastach i po transporcie do cytoplazmy moze zosta¢ przeksztatcony
do IAA za posrednictwem aldoksymu indolo-3-octowego (IAOx), amidu indolo-3-octowego
(IAM), lub kwasu indolo-3-pirogronowego (IPyA). Mimo istnienia alternatywnych $ciezek
biosyntezy IAA, mutanty rzodkiewnika pospolitego, kukurydzy zwyczajnej i porostnicy
wieloksztattnej, pozbawione TAA (TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF
ARABIDOPSIS) i YUCCA, bioragcych udzial w ostatnim wymienionym szlaku, wykazujg
znacznie obnizony poziom IAA oraz silne defekty rozwojowe, co sugeruje, ze Sciezka IPyA ma
kluczowe znaczenie w biosyntezie omawianego fitohormonu (opracowane w [36]).

Roéznicowg dystrybucje auksyny uzyskuje si¢ glownie dzigki polarnemu systemowi transportu
miedzy komoérkami (PAT, ang. polar auxin transport). W warunkach niskiego pH,
np. w $cianach komoérkowych, auksyna jest w formie protonowanej (IAAH), dzigki czemu
moze albo biernie wchodzi¢ do komorek, albo moze by¢ do nich wpompowywana przez
transporter z rodziny AUX/LAX [37]. Poniewaz cytozol wykazuje wyzsze pH, znajdujaca si¢
w nim auksyna jest w formie anionu IAA" i nie moze swobodnie dyfundowa¢ przez btone.
Wyprowadzenie IAA z komodrek odbywa si¢ zatem wylacznie za pomocg aktywnego
transportu, w ktory zaangazowane sg bialka z rodzin: PIN-FORMED (PIN) (opracowane
w: [38]) i ATP BINDING CASSETTE SUBFAMILY B/MULTIDRUG RESISTANCE/P-
GLYCOPROTEINS (ABCB/MDR/PGP) (opracowane w: [39]).

IAAH apoplast pH ~ 5,5

IAA-Ala, IAA-Leu, [AA-  CYtoplazmapH™ m
IAA-glukoza

degradacja
lLRl IAR3, ILL2 //

oxIAA \ .

jadro

PIN5  TIR1/AFB
'8

PIN8  Aux/IAA
IAA-Asp
IAA-Glu

Rycina 2. Uproszczony schemat przedstawiajacy mechanizmy biorgce udziat w regulacji stgzenia aktywnej formy
IAA w komorce. Opracowane na podstawie [40,41].
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Ostatnim waznym elementem regulacji stezenia wolnej auksyny w tkankach jest inaktywacja
auksyny osiggana na dwa sposoby: nicodwracalne] degradacji i odwracalnej koniugacji.
Czasteczka IAA moze zosta¢ nieodwracalnie usuni¢ta z puli aktywnych hormonéw poprzez
utlenionienie do kwasu 2-oksindolo-3-octowego (oxIAA) =z udzialem enzymu
DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION (DAO). Auksyna moze by¢ rowniez
magazynowana w komoérce w formach nieaktywnych, jako koniugaty estrowe, amidowe
i metylowe. Najlepiej poznany jest proces koniugacji IAA do aminokwasow i wytwarzanie
IAA-Asp i IAA-Glu, za ktory odpowiadajg konserwowane ewolucyjnie Syntetazy amidowe
Gretchen Hagen 3 (GH3), katalizujgce tworzenie wigzania amidowego pomiedzy grupa
karboksylowag hormonéw a grupa aminowg aminokwasu. Tu nalezy nadmienic,
ze U Arabidopsis thaliana niektore ich izoformy (GH3.3, 3.5 i 3.6) wykazujg aktywno$¢ wobec
innych fitohormondw, takich jak kwasy salicylowy i jasmonowy (opracowane w [36]).

Dynamika dystrybucji auksyny podczas rozwoju kwiatow Arabidopsis

Johann Wolfgang von Goethe w swoim traktacie ,,Metamorfoza roslin” [42] wysunat hipoteze,
ze czesdci kwiatéw sg zmodyfikowanymi 1is¢mi. Wypracowany na podstanie wspotczesnych
badan genetycznych model ABC rozwoju kwiatow, opisujacy nastepujace po sobie dziatanie
produktéw homeotycznych genow klasyfikowanych do grup A, B i C, potwierdza t¢ hipotezg.
W modelu ABC geny A ulegaja wysokiej ekspresji w tkankach rozwijajacych si¢ w dziatki
kielicha, koekspresja genéw A i B determinuje powstanie ptatkow, geny B i C ustalajg
tozsamo$¢ pylnikow, a rozwoj stupka jest zwigzany wytacznie z aktywno$cia gendow z grupy C
[43]. U mutantéw A. thaliana pozbawionych funkcjonalnych genéw ABC (potréjnego ap2
ap3/pi ag pozbawionego APETALA2, PISTILLATA i AGAMOUSL [44] oraz poczwornego apl
ap2 ap3/pi ag) wszystkie organy kwiatowe rozwijajg si¢ w liscie [45].

Zaktadajac, ze podobnie jak w lisciach [46] rowniez w kazdym organie kwiatowym produkcja
wolnej auksyny zaczyna si¢ na jego Szczycie, czeSci kwiatu rozwijajg si¢ bazypetalnie,
zwlaszcza najbardziej podobne do lisci dziatki Kielicha. Zlokalizowane w drugim okoétku ptatki
charakteryzujg si¢ szybkim wzrostem dopiero na pozniejszych etapach rozwoju [47]. Dwa
najbardziej wewnetrzne okotki, precikow i stupkow, tworza najsilniej zmodyfikowane organy
kwiatowe, a ich rozw6j wymaga bardziej ztozonych proceséw regulacji. Trzeci okotek stanowia
preciki, w obrebie ktorych pylniki sa producentami wolnego IAA. Czwartym okoétkiem jest
zalaznia, ktora produkuje niezwigzang, aktywna auksyne w znamieniu. Niezaptodnione zalazki
produkuja IAA na bardzo niskim poziomie, a po zaptodnieniu biosynteza wolnej auksyny ulega
stopniowej intensyfikacji wraz z rozwojem zarodka [48].

Rozwdj poszczegodlnych okotkow kwiatu musi by¢ zsynchronizowany, co zapewnia
syntetyzowana 1 transportowana auksyna, ktora ma dwojakie dziatanie: powoduje wzrost
I rozw6] organu kwiatowego, w ktorym jest produkowana, oraz zahamowanie rozwoju
w miejscach, do ktorych jest bazypetalnie transportowana. We wczesnym etapie rozwoju
kwiatu Arabidopsis thaliana IAA jest obecny w formie skoniugowanej (nieaktywnej)
naszczycie dzialek kielicha. Nastgpnie konce dziatek kielicha oraz pylniki zaczynaja
produkowac wolng forme IAA. Na tym etapie pylniki sg gtownym miejscem akumulacji duzych
ilosci wolnej auksyny, przez co synchronizuja rozwoj innych czgsci kwiatu, opdzniajac rozwoj
ptatkow 1 aktywnos$¢ gruczotéw nektarnikowych. Komorki tapetum mtodych pylnikow
zawieraja wolny 1A A, ktory gromadzi si¢ w ziarnach pylku, co sugeruje, ze auksyna moze braé
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udzial we wzroscie tagiewki pytkowej w kierunku zalazkéw. Gdy po osiagnieciu etapu 9
produkcja auksyny w pylnikach spada, na koncach dziatek okwiatu oraz w narzadach
nektarowych proces ten ulega naglej intensyfikacji, dzigki czemu platki zaczynaja szybko si¢
wydtuza¢. Rownoczes$nie wolny IAA zaczyna by¢ produkowany w gornej czgsci nitki pylnika,
co zapewnia elongacj¢ tego elementu dopiero po osiagnieciu przez pylnik dojrzatosci. Dzieki
temu w momencie pelnego otwarcia kwiatu ptatki maja najwyzsza dtugos¢, produkowany jest
nektar, a pylniki sg otwarte. Synchronizacja tych proceséw ma kluczowe znaczenie dla roslin
zapylanych przez owady. W kolejnym etapie rozwojowym zalgzki i znami¢ stupka zaczynaja
syntetyzowac auksyne, ktora prawdopodobnie jest transportowana ze znamienia do sznureczka
(funiculus), blokujac potaczenie wigzki naczyn do tozyska. Nastepnie synteza IAA przenosi si¢
na obszar tuz pod znamieniem, indukujgc rozwoj ksylemu bezposrednio pod nim [48]. Podczas
kietkowania pylku na znamieniu zawarte w ziarnach koniugaty auksynowe ulegaja
enzymatycznej hydrolizie do wolnego IAA, gdzie stymuluje wzrost tagiewki pylkowej
(np. [49,50]). Po zaptodnieniu komorki centralnej, ostonki zalgzka zaczynajg produkowac
auksyne, co jest niezbedne w rozwoju embrionu. ROwniez rozwijajace si¢ zarodki i nasiona
wykazuja podwyzszone st¢zenie auksyny, odpowiadajacej za ich osiowg polarnosc¢ [48,51].

Interpretacja i egzekucja sygnatu auksyny

Skuteczna koordynacja tak wielu procesdw w roznym czasie 0raz miejscu wymaga wysokiej
specyficznosci odpowiedzi, ktore zapewniajg dwie $ciezki sygnatowe: pozajadrowa i jadrowa.
W pierwszej $ciezce receptor ABP1 (ang. Auxin Binding Protein 1) po zwigzaniu auksyny
ulega bezposredniej lub posredniej interakcji z biatkami btonowymi, np. transmembrane kinase
(TMK), lub SPIKE1 (SPK1), co prowadzi do transdukcji sygnatu na biatko ROP (ang. Rho of
plants), ktore z kolei oddziatuje z efektorami, takimi jak np. RIC (ang. ROP interactive CRIB
motif-containing protein), regulujacym proces endo- i e€gzoCytozy transporteréw auksyny
zrodziny PIN-FORMED (PIN). Co cickawe, receptor ABPI1 jest glownie zlokalizowany
W btonie retikulum endoplazmatycznego [52], natomiast w apoplascie wystepuje w mniejszych
ilosciach, co sugeruje, ze jego podstawowg funkcja jest regulacja transportu auksyny do tego
organellum poprzez regulacj¢ endo- i egzocytozy biatka PIN5 [53]. Apoplastycznie
zlokalizowany ABP1 reguluje wzrost elongacyjny komorki. Po transferze auksyny do jadra
uruchamiana jest druga $ciezka, angazujaca kompleks receptorowy SCFTIRVAFE
koreceptory/represory z rodziny Aux/IAA oraz czynniki transkrypcyjne ARF (ang. Auxin
Response Factor). W efekcie transdukcji sygnatu auksyny szlakiem jadrowym dochodzi
do przeprogramowania transkrypcyjnego komorki. Niniejsza praca dotyczy drugiego z
wymienionych szlakow, dlatego zostanie on opisany bardziej szczegétowo.

Szlak transdukgji sygnatu auksyn

Uznaje si¢, ze uzyskanie zdolnosci do modyfikacji ekspresji genow w odpowiedzi na auksyng
bylo jednym z kamieni milowych prowadzacych do wyksztatcenia roslin ladowych okoto 450
milionow lat temu [54]. Mozliwos¢ przeprogramowania transkrypcyjnego komorki
W obecnos$ci auksyny umozliwito zachodzienie proceséw kluczowych dla osiggniecia sukcesu
na lagdzie, miedzy innymi trojwymiarowego wzrostu tkanek, modulacji morfogenezy i regulacji
ontogenezy przez czynniki zewngtrzne, oraz uscislenie relacji z bakteriami glebowymi.
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Rycina 3. Elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyny. Biatka represorowe odpowiedzi na auksyneg (Aux/1AA)
wigza si¢ przez domeny PB1 do czynnikow transkrypcyjnych ARF i hamuja ich dziatanie. Przy wyzszym stezeniu
auksyny w jadrze receptor auksyny TIR1/AFB tworzy stabilny kompleks koreceptorowy z Aux/IAA, co powoduje
jego ubikwitynacje, kierujac go do degradacji proteasomalnej. W rezultacie czynniki ARF sg uwolnione z repres;ji
i mogg pehic role regulatorow transkrypcji w genach docelowych. Schemat opracowany na podstawie [55-59].

Czynniki transkrypcyjne ARF w formie dimeréw wigzg sie do elementow odpowiedzi
na auksyne (AuxRE, Auxin Response Elements) w obrgbie promotora, 5’UTR i/lub intronow.
Gdy w jadrze komoérkowym poziom auksyny jest podprogowy, do tych dimerdéw
zaposrednictwem C-terminalnej domeny PB1 (ang. Phox and Beml) wiagzg si¢
spolimeryzowane biatka Aux/IAA [59], ktore przez aktywacje¢ szlaku zaleznego od biatka
TOPLESS (TPL) hamuja transkrypcj¢ genow docelowych ARF [55]. W sytuacji, gdy poziom
omawianego fitohormonu ulega podwyzszaniu, jadrowe receptory auksyny nalezace do rodziny
TIR1/AFB wigza go do kieszeni zlokalizowanej w obrebie pierscienia zbudowanego
Z powtarzajacych si¢ motywow bogatych w leucye (LRR, ang. Leucin Rich Repeats). Zwigzana
auksyna dziata jak ,;molekularny klej” umozliwiajacy stabilne wigzanie biatka Aux/IAA,
anastgpnie jego ubikwitynacje 1 skierowanie do proteomicznej degradacji. Uwolnione
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z represji biatka ARF moga spetnia¢ swoje funkcje i regulowac aktywnos¢ genéw docelowych
[56] poprzez rekrutacje czynnikow remodelujgcych chromatyng SWI/SNF [57,58] (Rycina 3).

Na podstawie wnikliwych badan filogenetycznych, obejmujacych 224 biatka AREF,
zidentyfikowanych u wielu gatunkéw roslin ladowych, podzielono biatka ARF na trzy klasy:
klase A aktywatorow transkrypcji oraz klasy B i C represorow transkrypcji, z ktorych klasa C
jest uwazana za najstarszg [60]. Za najwczes$niejszg forme¢ ARF uwaza si¢ proto-C-ARF
u charofita z gatunku Chlorokybus atmophyticus (CaARF), ktéry, tak jak wspotczesne formy
ARF, w formie dimeréw sg zdolne do wigzania elementéw AuxRE, oligomeryzacji oraz
prawdopodobnie rowniez bezposredniej interakcji z korepresorem TOPLESS [61],
co wykazujg roéwniez niektére ARF zidentyfikowane u roslin wyzszych [62]. Jednakze
ze wzgledu na brak biatek z rodzin TAAR oraz Aux/IAA sugeruje si¢, ze mimo obecnosci
domeny PB1, biatko to jest niezalezne od auksyny. Najstarsze funkcjonalne biatka ARF
zidentyfikowano u mszaka z gatunku Marchantia polymorpha, a dwa z trzech tych biatek
zawieraja zarowno domen¢ wigzaca DNA (DBD), jak i C-terminalng domeng oligomeryzacji
PB1. Nie ma zgodnosci co do tego, kiedy nastapito wyodrgbnienie klas C 1 A/B ARF. W $wietle
ostatnich badan sugeruje si¢, ze ARF A/B wyodrebnit si¢ z proto-ARF C u przodka charofitow,
prawdopodobnie przez duplikacje i utrate domeny nieuporzadkowanej (ang. disordered region)
w obrgbie DBD, co w konsekwencji doprowadzito do bardziej restrykcyjnej selekcji wigzanych
elementow AuxRE. Warto nadmienié, ze wyodrebnienie klas ARF A i B zbiegto si¢ w czasie
Z pojawieniem si¢ pozostatych elementéw szlaku transdukcji sygnatu auksyn, receptora
auksyny z rodziny TAAR, oraz koreceptorow/represorow Aux/IAA 1 mialo miejsce
U pierwszych roslin ladowych. Wraz z tym wydarzeniem auksyna zyskata mozliwo$é
reprogramowania transkrypcyjnego komorek, co stanowi jedno z donioslejszych wydarzen
przyczyniajacych si¢ do sukcesu roslin na ladzie [61].

Podczas 450 milionéw lat ewolucji roslin ladowych mialy miejsce procesy rearanzacji
genomoOw obejmujace nie tylko duplikacje, delecje, skracanie i pseudogenizacje genow, ale
takze wielokrotne zdarzenia duplikacji i triplikacji catych genoméw. Na podstawie analiz
porownawczych 40 genomow roslinnych dowiedziono, ze w omawianym okresie miato miejsce
co najmniej 21 proceséw paleopoliploidyzacji catych genomow, w tym trzy triplikacje i 18
duplikacji [63]. Te wydarzenia skutkowaty obserwowang dzi§ ogromng réznorodnoscig rodzin
genowych w liczebnosci i sktadzie, w tym rowniez rodzin genow kodujacych elementy szlaku
transdukcji sygnatu auksyn (Rycina 4, Tabela 2). Najwicksza liczbg genow z tego szlaku
w analizowanych genomach ro$lin wykazuja si¢ Glycine max i Brassica rapa, co
prawdopodobnie jest zwigzane z zajSciem, odpowiednio, dodatkowych duplikacji i triplikacji
calych genoméw u bezposrednich przodkéw tych roslin [63].
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Rycina 4. Analiza poréwnawcza wielkosci rodzin genéw TIRL/AFB, Aux/IAA i ARF
u wybranych gatunkow roslin. Drzewo zycia zostalo sporzadzone na podstawie danych
taksonomicznych z bazy NCBI Taxonomy. Dane zwizualizowano za pomocg narzedzia iTOL

(https://itol.embl.de/login.cgi). Brak danych dla rodzin: TIR1/AFB u S. suchowensis i ARF
u Pisum sativum. Dane liczbowe zawiera
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Tabela 2. Podsumowanie analizy ilo$ci gendw nalezacych do rodzin: TIR1/AFB, Aux/IAA, ARF w wybranych genomach roélin. B.d. brak danych;* Podana w nawiasie warto$¢
dotyczy P. heterocycla.

Gatunek Ilo§¢ genéw nalezacych do Zroédlo Wielkos¢ | Tlosé
rodzin genomu | chromosoméw
TIRI/AFB | Aux/IAA | ARF TIR1/AFB Aux/IAA ARF (mld pz)  (2n)

Arabidopsis thaliana (L.) 6 29 23 [64-66] [67] [67,68] 0,135 10
Heynh.
Brassica rapa L. 9 55 31 [69] [70] [71] 0,485 20
Chlorokybus atmophyticus 0 0 1 [61] [61] [61] 0,085 1
Cicer arietinum L. 4 22 24 NCBI Gene: [72] [73,74] 0,738 16

LOC101503837,

LOC101489568,

LOC101505746,

LOC101502260
Glycine max L. 4 63 51 [75] [72] [76] 1,115 20
Marchantia polymorphaL. |1 1 3 [77] [77] [77] 0,290 18
Medicago truncatula 7 25 40 NCBI Gene: [78] [78] 0,384 16

LOC11435177,

LOC25502078,

LOC25484780,

LOC11430500,

LOC11433686,

LOC11429111
Oryza sativa L. 5 31 25 [79] [80] [81] 0,420 24
Phyllostachys edulis b.d. (10)* | 35 24 [82] [83] [83] 0,080 48
Pisum sativum L. 5 35 b.d. [84] [84] 4,450 14
Populus trichocarpa 8 31 39 [85] [86] [87] 0,500 38
Salix suchowensis L. b.d. 38 34 [88] [88] 0,804 38
Zea mays L. 8 29 31 [79] [67] [89] 2,7 20
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Omawiane procesy ewolucyjne maja szczegdlne znaczenie w budowaniu réznorodnosci
czynnikdw transkrypcyjnych, dzigki czemu mozliwa byla ich zaré6wno funkcyjna, jak
I tkankowa specjalizacja, skutkujaca bardziej precyzyjna regulacja transkryptomu danej
komorki w konteks$cie miejsca, czasu i warunkow zewnetrznych. Rowniez rodzina bialek ARF
wykazuje duze zréznicowanie W lokalizacji i poziomie ekspresji (np. [79]) oraz funkcji
I sktadzie domen (Rycina 5, Tabela 3). Bialka ARF mozna zaliczy¢ do aktywatorow
lub represorow transkrypcji albo poprzez jego analize funkcjonalng (np. [90-92]), albo przez
analizg sktadu aminokwasowego regionu srodkowego (MR, ang. Middle Region, nazywany tez
MD, ang. Middle Domain) [90,91]. Liczba gendéw kodujacych represory transkrypcji (klasa
B/C) zwykle przewaza nad liczbg genow kodujgcych aktywatory transkrypcji (klasa A).
Procentowy udziat genow klasy A wsréd w petni funkcjonalnych ARF miesci sie migdzy 16,7%
u bambusa Moso (Phyllostachys edulis), a 40,0% u melonowca wiasciwego (Carica papaya L.)
(Tabela 3), a w skrajnych przypadkach nawet 60%, jak u kukurydzy (Zea mays L.). Nalezy
nadmienié, ze w ostatnim przypadku nie wszystkim biatkom ZMmARF posiadajacym domene
MD przypisano funkcj¢ (Tabela 3) [89].

Biatka ARF moga si¢ rézni¢ rowniez sktadem domen: moga wystepowaé w formie pelne;j,
kanonicznej i zawiera¢ wszystkie trzy gldéwne domeny (DBD-MD-PB1) lub niekanonicznej,
skroconej na koncu C o domeng PB1 (DBD-MD). ARF3/ETTIN wyr6znia si¢ wsrod biatek
ARF swoja catkowicie odmienng strukturg. Nie zawiera on domeny PB1, w zwigzku z czym
nie ulega interakcji z Aux/IAA. Jednak nie jest to biatko, ktore po prostu uleglo skroceniu
od konca C. Region znajdujacy si¢ za domeng DBD wykazuje inng budowe niz typowy region
srodkowy, ktory nazwano domeng ES (ang. ETT-specific domain), umozliwiajacg
bezposredniag interakcje z auksyng [93]. Wsrod funkcjonalnych form ARF kodowanych
w genomach wymienia si¢ rowniez biatka ARF skrocone do domeny DBD [60]. Ich ewentualna
rola w szlaku transdukcji sygnatu auksyn zostanie omowiona w dziale Dyskusja.
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Rycina 5. Analiza porownawcza funkcji i struktury biatek kodowanych przez geny ARF u wybranych gatunkow
roslin. Drzewo zycia zostato sporzadzone na podstawie danych taksonomicznych z bazy NCBI Taxonomy. Dane
zwizualizowano za pomocg narzedzia iTOL (https://itol.embl.de/login.cgi). DBD — domena wigzgca DNA, MD —
domena srodkowa, PB1 — domena oligomeryzacji; Szczegoty zawiera Tabela 3.
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Tabela 3 Podsumowanie glebokiej analizy gendéw nalezacych do rodziny ARF w wybranych genomach roslin. * W catkowitg ilo§¢ aktywatorow i receptor6w nie sg wliczone
formy pomocnicze; ** jako formy kanoniczne uznaj¢ ARF posiadajgce domeny DBD i MD; *** jako nickanoniczne uznaj¢ ARF skrocone o domene PB1; **** jako formy
pomocnicze uznaj¢ ARF zawierajace wylacznie domeng DBD; ***** funkcja pozostatych bialek ARF jest niejednoznaczna (nieokres$lona przez autorow).

Gatunek Calkowita | Represory Aktywatory Procentowa ilos¢ | Formy Formy Formy Zrédlo
ilosé transkrypcji transkrypcji genéw kodujacych | kanoniczne** niekanoniczne** | pomocnicze
genow aktywatory* * falakaiel
ARF

Arabidopsis 23 AtARF1-4,9- AtARF5,6,7,8,19 22,7% AtARF1,2,4-12,14- | AtARF3,13,17 AtARF23 [67,68]

thaliana  (L.) 18,20-22 16,18-22 (pseudogen)

Heynh.

Brassica napus | 67 BnARF1- BnARF4,7,12,13,17,20- | 31,8% BnARF1-7, BnARF8, 10, 11, A BnARF64 [94]

L. 3,5,6,8-11,14- 23,27,29,40,44- 9,12,13,15-18,20- 14, 19, 47, 49, 50,

16,18,19,24- 46,48,54-56,62,66 46, 48, 51-63, 66, 67 | 65
26,28,30-39,41-
43,47,49-53,57-
61,63,65,67
Brassica rapa | 31 BrARF1 do 4, 9- | BrARF5-1,5-2,6,7-1,7- | 30,0% BrARF1,2-1,2-2,2- | BrARF3-1,3- BrARF5-3 [71]
L. 1do 18-2, 20-27 | 2,8-1,8-2,19-1,19-2 3,5-1,5-2,6,7-1,7- 2,17-1,17-2
2,8-1,8-2,9-1,9-
2,10,11,16-1,16-
2,18-1,18-2,19-
1,19-2 ,24,25,26,27,

Carica papaya | 11 CpARF1,2,3/4,1 | CpARF5,7,9,16 40,0% CpARF1,4,5,7,9,11, | CpARF2,3,17 CpARF6 [95]

. 1,17 16

Chlorokybus 1 CaARF CaARF [61]

atmophyticus

Cicer arietinum | 24 CaARF1,2,45,8 | CaARF3,6,7,12,13,15,2 | 29,2% CaARF1,3-7,9- CaARF2,8,16,21, [73,74]

L. -11,14,16- 0, 15,17-20,22 23,24

19,21-24
Glycinemax L. | 51 GmARF02,05- GmARF01,03,04,09,10, | 38,0% GmARF01-07,09- GmARF08,16,30, A GmARF51 [76]
08,11-13,15- 14,19,20,24,31,33,37,3 15,17-29,31,33,35- | 32,34,38,41
18,21-23,25- 9,40,42,43,46,47,48 37,39,40,42-50
30,32,34-
36,38,41,44,45,
49,50
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Gatunek Calkowita | Represory Aktywatory Procentowa ilos¢ | Formy Formy Formy Zrédlo
ilosé transkrypcji transkrypcji genéw kodujacych | kanoniczne** niekanoniczne** | pomocnicze
genow aktywatory* * falakaiel
ARF

Marchantia 3 MpARF2, 3 MpARF1 33,3% MpARF1,2 MpARF3 [77]

polymorpha L.

Medicago 40 MtARF5,16,33,3 | MtARF1,9,11,14,20,30, | 57,1% MtARF1,5,9,11,12,1 | MtARF2,3,4,10,1 | MtARF29 [78]

truncatula 6,38,40 ***** 37,39 *Hxxk 4,16,18,20,30,33,36, | 3,15,17,19,21-

37,38,39 28,31,32,34,35,40
OryzasativaL. | 25 OsARF1-4,7- OsARF5, 6, 11, 12, 16, | 36,0% OsARF1, 4-12, 16- | OsARF2, 3, 13, [81]
10,13- 17,19, 21, 25 19, 21-25 14, 15, 20
15,18,20,22-24
Phyllostachys 24 PeARF2,3- PeARF1,11,14,21 16,7% PeARF7,9,10,13,17, | PeARF3,4,6,15 Skrocone od | [83]
edulis 10,12,13,15- 22 (Brak PB1),  konca  N:
20,22-24 PeARF2,8,14,19, | PeARF14,8
20 (PB1 typu II), | ,11,19,23
PeARF1,5,12,16,
18,21 (PB1typul)
Populus 39 PoptrARF1.1,1. | PoptrARF6.1,6.2, 33,3% PoptrARF1.1- PoptrARF3.1,3.2, | PoptrARF16 | [87]
trichocarpa 221222324 | 6.4,6581,827.1,7.2,7 2.6,4,6.1,6.2,6.4- 17.1 (PB1 typu .5 (niepeina
,25,2.6,3.1,3.2, | .3,7.45.15.2 16.5 I1),17.2 (PB1 typu | DBD, PB1
49.19.29.39.4 i), typu I,
,10.1,10.2,16.1, 3.3,6.3,16.6
16.2,16.3,16.4,1 (pseudogeny
6.5,17.1,17.2 )
Salix 34 SUARF1.1- SUARF5.1,5.2,7.1,7.2, | 32,4% SUARF1.1,1.2,2.2,2. | SuUARF2.1,2.6,3.1 [88]
suchowensis L. 4,9.1-17.2 7.3, 8.1, 8.2, 6.1, 6.2, 3,24,254515.26. | ,3.2,7.1,7.3,10.2,1
6.3,6.4 1,6.2,6.3,6.4,7.28.1, | 6.1,16.2,16.3,16.4
8.2,9.19.293941 | 17.1,17.2,
0.1,
Solanum 22 SI-ARF1,  2A, | SI-ARF5, 6A, 7A, 7B, | 33,3% SI-ARF2A, 2B, 4, 5, | SI-ARF1, 3, 6B, [92]
lycopersicum 2B, 3,4, 9A, 9B, | 8A, 8B, 19 7A, 7B, 8A, 8B, 9, | 16B, 17, 24,
10A, 10B, 16A, 9B, 10A, 10B, 16A,
16B, 17, 18, 24 18,19
Zea mays L. 31 ZmARF6, 10, | ZmARF1, 3, 9, 16, 18, | 60,0% ZmARF1-4,6-30 ZmARF5 ,31 [89]
13, 14, 25, 28 | 19, 22, 27, 30 *****

*kkkik
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Geny wczesnej odpowiedzi na auksyne

Do gendéw wczesnej odpowiedzi na auksyne, indukowanych w ciggu kilku minut od aplikacji
egzogennego IAA, zalicza si¢ Aux/IAA, GH3 i SAUR (small auxin up-regulated RNAs) (temat
opracowany w [96]). Aux/IAA byly pierwszymi genami opisanymi jako szybko indukowane
przez auksyne [97], a poziom ich ekspresji wzrasta w przeciagu kilkunastu minut
od traktowania tym hormonem roslinnym [98]. W przypadku genow GH3 i SAUR indukcja
akumulacji ich mRNA w reakcji na aplikacj¢ auksyny nastepuje duzo szybciej, juz w przeciggu
kilku minut [98]. U Arabidopsis regiony regulatorowe genéw Aux/IAA [96], GH3 [99] i SAUR
[100,101] zawieraja powtarzajace si¢ elementy AuxRE.

We wspodlczesnych analizach w roli indykatorow odpowiedzi transkrypcyjnej na auksyne
stosuje si¢ glownie geny SAUR, dokonujgc albo analizy akumulacji ich transkryptow
(np. [102]), albo wykorzystujac geny markerowe pod promotorem wybranego genu SAUR
(np. [102]). Geny z rodziny SAUR kodujg wysoce niestabilne mRNA [103,104] i funkcjonuja
jako regulatory elongacji komorek [105], ktore poprzez inhibicj¢ fosfataz PP2C.D, aktywuja
blonowe H*-ATPaz i w ten sposob promuja ekspansje komorek [106]. Ekspresja genoéw SAUR
jest “papierkiem lakmusowym” odpowiedzi na auksyng, jako ze jej poziom silnie koreluje
ze stezeniem auksyny [107,108], a redystrybucja tego fitohormonu pocigga za sobg szybka
I dynamiczng redystrybucj¢ transkryptéw kodujacych SAUR [103].

Regulacja szlaku transdukcji sygnatu auksyn

Mata ilos¢ elementow jadrowego szlaku transdukcji sygnatu auksyn gwarantuje szybkie
reprogramowanie transkrypcyjne komorki w odpowiedzi na sygnaty endo- i egzogenne.
Jednoczesnie konstrukcja tego szlaku musi zapewnia¢ precyzj¢ odpowiedzi w zaleznosci
od kontekstu tkankowego, rozwojowego i sSrodowiskowego. Ta specyficznos¢ uzyskiwana jest
za pomocg Scistej, wielopoziomowe;j i niezwykle zapetlonej regulacji.

Mozliwosci modyfikacji tego szlaku na poziomie biatkowym sa ogromne. Dla przyktadu,
u Arabidopsis zidentyfikowano 6 genow kodujacych biatka z rodziny TIR1/AFB, 29 z rodziny
Aux/IAA 1 23 z rodziny ARF (w tym 1 przypuszczalny pseudogen). Wigzanie auksyn
do kieszeni w obrgbie biatka TIR1/AFB jest kontrolowane przez obecno$¢ odpowiednich reszt
aminokwasowych, ktore decyduja o selektywnosci wigzania ligandu. Odmienne receptory
moga preferencyjnie wigza¢ rozne auksyny 1 orientowac je w nieco inny sposob, co wraz
z dywersyfikacja miejsc wigzania Aux/[AA prowadzi do zréznicowanego powinowactwa
TIR1/AFB-Aux/IAA, a w konsekwencji innej szybkosci degradacji represora w odpowiedzi
na auksyne. Za specyficzno$¢ odpowiedzi transkrypcyjnej na auksyne odpowiada obecnos¢
w jadrze komorkowym odpowiednich bialek ARF. Ze wzgledu na ro6zng budowe
aminokwasowg N-terminalnej domeny odpowiedzialnej za homodimeryzacj¢ 1 wigzanie DNA
(DBD), rozstaw powierzchni rozpoznajacych 1 wigzagcych AuxRE w dimerach ARF jest r6zny
dla réznych typow tych biatek. W konsekwencji rozstaw i orientacja AuxRE w obrebie genow
odpowiedzi na auksyn¢ decyduje o tym, ktory z czynnikow ARF bedzie potencjalnie
kontrolowat ich ekspresje. Zatem od tego, jaki zestaw biatek ARF ulega ekspresji w danej

komorce, zalezy to, jaki zestaw gendw odpowie zmianami w transkrypcji na sygnat auksynowy
[109].

Nie tylko rozstaw elementow AuxRE ma znaczenie dla finalnego efektu dziatania szlaku
transdukcji sygnatu auksyn, lecz rowniez sekwencja i rodzaj powtorzen tych elementow.
Najwczesniej zidentyfikowang sekwencjg AuxRE bylo TGTCTC [110], ktore byto podstawa
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do stworzenia sztucznego promotora DRS, indukowanego auksyng i sktadajacego si¢ z 11
bezposrednio powtdrzonych (DR, zobacz Rycina 6) sekwencji TGTCTC [111]. Badania
obejmujace analizy z uzyciem mikromacierzy dowiodty, ze u Arabidopsis wiele biatek ARF
wykazuje wyzsze powinowactwo do innej sekwencji AUXRE, a mianowicie TGTCGG [109].
Na tej podstawie stworzono DR5v2, w ktérym sekwencje TGTCTC zamieniono na TGTCGG,
co pozwolito na uchwycenie nie tylko maksimow auksynowych, ale takze gradientowy rozktad
tego hormonu w tkankach [112].

Liczne elementy AuxRE, obecne w promotorze danego genu, dziataja raczej kooperatywnie niz
uzupetniajgco, co potwierdzity badania nad ekspresjg genow IAA1Ll i TMO5 u Arabidopsis
thaliana. Mutacja tylko w jednym z tych elementéw powodowata spadek poziomu ekspresji
danego genu az o ponad 50% [113]. Nalezy roéwniez nadmieni¢, ze w tej roslinie ARF19
najprawdopodobnie moze wigza¢ si¢ do pojedynczego elementu AuUxXRE i skutecznie
aktywowac¢ transkrypcje [114]. Co wigcej, jak wykazano dla AtARF1 i AtARFS,
prawdopodobnie AuxRE w powtorzeniach bezposrednich sg preferencyjnie wigzane przez
aktywatory transkrypcji, natomiast w powtorzeniach odwréconych (IR) i wywroconych (ER)
zarowno aktywatory, jak 1 represory, przy czym zwigzanie ARF do ER wywotuje
zdecydowanie stabszy efekt [113].

Powtdrzenia bezposrednie AuxRE (DR):

— —E -
— —

5'-TGTCNN- (N) n-TGTCNN-3"
3'-ACAGNN- (N) n-ACAGNN-5"

Powtérzenia odwrocone AuxRE (IR):

—i — -
— 1 -

5'"-TGTCNN- (N) n-NNGACA-3"
3'-ACAGNN- (N) n-NNCTGT-5"'

Powtdrzenia wywrocone AuxRE (ER):

—| —a -
—| 1+

5'-NNGACA- (N) n-TGTCNN-3'
3'-NNCTGT- (N) n—-ACAGNN-5"'

Rycina 6. Orientacja powtorzen elementéw AuxRE wzgledem siebie. Schematy opracowane na podstawie [113] .
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Catos¢ jeszcze bardziej komplikuje fakt, ze zaden czynnik transkrypcyjny nie dziata sam,
a transkrypcja gendéw jest regulowana za pomocg wielobiatkowych kompleksow. Po pierwsze,
biatka ARF moga homo- i heterodimeryzowa¢ z innymi biatkami ARF za pomoca C-
terminalnej domeny PB1, tworzac superkompleks regulacyjny [115]. Po drugie, inne czynniki
transkrypcyjne, nie wchodzace w sktad rodziny ARF, moga w danych tkankach i na odrgbnych
etapach ontogenezy wspotpracowac z roznymi czynnikami odpowiedzi na auksyne, wywotujac
odmienne efekty. Na przyktad u Arabidopsis, we wczesnych etapach rozwoju kwiatu, AtARF8
wspolpracuje z AtARF6 i promuje wzrost organéw kwiatowych poprzez inhibicje genu KNOX
[116]. Natomiast na pozniejszych etapach rozwoju kwiatow, gdy organy te osiaggnely juz
docelowag wielkos¢, AtARF8 ulega interakcji z czynnikiem transkrypcyjnym bHLH
BIGPETALDp, ograniczajgc podziaty mitotyczne w obrebie ptatkow i tym samym hamujgc ich
elongacj¢ [117].

Regulacja elementdéw szlaku transdukcji sygnatu auksyn przez miRNA

W ciagu ostatnich dwoch dekad, ktore mingty od zidentyfikowania pierwszego mikro RNA
(miRNA) u ro$lin wykazano, ze czasteczki te sa Krytycznymi regulatorami w niemalze
wszystkich aspektach wzrostu i rozwoju roslin.

Mikro RNA sa klasg malych RNA (sRNA), generowang z prekursorow otrzymywanych
w wyniku transkrypcji genow MIR przeprowadzanej z udziatem zaleznej od DNA polimerazy
RNA II. Jako kanoniczne produkty Polimerazy I, bezposrednie transkrypty genow MIR sa
zakonczone na 5', poliadenylowane na 3' i/lub poddane splicingowi [118] i stanowig prekursor
pierwszego rzedu pri-miRNA (primary miRNA). Dupleks miRNA przewodniego i towarzysza-
cego (MIRNA/MIRNA¥*) jest wieloetapowo wycinany z tworzonych w obrebie pri-miRNA
struktur niedoskonatych spinek do wtosow [119]. Ten etap wymaga udziatu tak zwanego
kompleksu mikroprocesora [120], ztozonego z biatka DCL1 (DICER-LIKE 1) i licznych biatek
pomocniczych. W odroznieniu od biogenezy miRNA u zwierzat, u roslin wystepuje
dodatkowy etap, w ktorym ryboza ostatniego nukleotydu jest metylowana przez
metylotransferaz¢ HUA Enchancer 1 (HEN1) [121]. Przewodni miRNA ulega aktywacji
przez degradacje nici sensownej, a nastgpnie jest wlaczany do kompleksu RISC (ang. RNA-
induced silencing complex), gdzie umozliwia rozpoznanie i zwigzanie komplementarnego
MRNA [122]. Powstaty w opisany sposéb miRNA jest komplementarny do czesci sekwencji
genu docelowego, co umozliwia jego precyzyjne wyciszanie [123] przez represjg¢ translacji
[124,125], cigcie transkryptu [126,127], lub inhibicje transkrypcji [128].

Wyniki badan, obejmujacych zarowno rosliny modelowe, jak i uzytkowe, wskazuja
na konserwowane role modutoéw regulacyjnych miRNA/gen docelowy: miRNA393/TIR1/AFB,
miRNA160/ARF10,16,17 [129,130], miRNA167/ARF6,8 [131,132] oraz bardziej ztozonego
systemu mMiRNA390/TAS3/ta-siARF/ARF2,3,4 [133-135]. Dodatkowo, wraz z procesem
poznawania innych ro$lin na poziomie transkryptoméw i1 miRNAtomow, liczba takich
regulatorowych modulow wcigz si¢ zwigksza (np. [136,137]). Nalezy tu nadmienic,
ze regulacja za posrednictwem niskoczasteczkowych RNA jest mozliwa rowniez w przypadku
rodziny Aux/IAA - wykazano, ze u A. thaliana transkrypt genu 1AA28 moze ulega¢ degradacji
kierowanej przez miR847 podczas rozwoju lisci, kwiatow 1 korzeni bocznych lub
po egzogennej aplikacji NAA [138].

Potranskrypcyjna represja mRNA genow TIR1/AFB kodujacych receptory auksyny przez
miR393 oraz siTAAR generowane w wyniku cigcia wspomnianych transkryptéw, hamuja

Strona | 32



ekspresje genow TAAR podczas regulacji rozwoju lisci [139] i korzeni [140], a takze
odpowiedzi na stresy biotyczne [141] i abiotyczne [142] u Arabidopsis thaliana. Z kolei modut
regulatorowy miRNA167/ARF6,8 ma ogromne znaczenie z rozwoju kwiatu [131,132] oraz
obronie przeciw patogenom [143]. ARF10/16/17 sa genami docelowymi dla miR160
I u pomidora modut ten jest aktywny w rozwoju zalazni, odcinaniu organéw kwiatowych
I wzroscie blaszki liScia [144]. Dodatkowo, para miR160/ARF10 jest istotna w rozwoju
kwiatow i lisci ztozonych tej rosliny [145], a miR160/ARF17 poprzez zmiang poziomu biatka
GH3 pelni istotng rolg w rozwoju embrionu i korzenia, morfogenezie lisci oraz kwitnieniu
[146]. U Arabidopsis modut miR160/ARF10/16/17 bierze udziat w adaptacji do stresu ciepta
[147], a para miR160/ARF10 jest istotna podczas kietkowania nasion [129]. ARF2/3/4 sa
genami docelowymi dla ta-siRNA (ang. trans-acting SiRNAS), generowanych na drodze cigcia
transkryptu genu TAS3 inicjowanego przez miR390 [148,149]. Modut ten odgrywa istotng role
we wzroscie korzeni bocznych [150]. U rzodkiewnika i pomidora regulacja ARF2 przez ta-
SiIRNA jest zwigzana z kontrolg starzenia lisci i odcinania organow kwiatowych [151]. Z kolei
modut miR390/TAS3/ARF3,4 zdaje si¢ by¢ istotny w embriogenezie [133,152]. Temat roli
matych RNA w regulacji elementéw szlaku transdukcji sygnatu auksyn zostal szczegdtowo
opisany w pracy przegladowej [153].

Nalezy nadmieni¢, ze mozliwe sg odwrotne zalezno$ci regulacyjne, w ktorych to elementy
szlaku transdukcji sygnatu auksyn reguluja ekspresj¢ genow MIR. Dobrym przyktadem jest tu
biatko AtIAA14, ktére podczas stresu zimna reguluje w korzeniu rzodkiewnika akumulacje
mMIiRNA, biorgcych udzial w adaptacji do obnizonej temperatury, szczegdlnie modutu
mMiR169/NF-YA [154].

Obecnie we wielu osrodkach badawczych wyprowadzane sg nowe linie transgenicznych roslin,
bazujace na: zmianie ekspresji miRNA, zastosowaniu sztucznego miRNA (amiRNA) lub
modyfikacji ich gendw docelowych, polegajacej na pozbawieniu ich wrazliwosci na miRNA
[155]. Wykazano na przyktad, ze transgeniczne A. thaliana i pomidor, eksprymujace
zmodyfikowany gen ARFS8, ktdorego transkrypt jest niewrazliwy na miR167, wytwarzaja
owoce partenokarpiczne [156]. W $wietle globalnego spadku liczby i1 réznorodnosci
populacji zapylaczy, podobna modyfikacja roslin obcopylnych, takich jak na przyktad
ogorek czy kakaowiec, moze si¢ okaza¢ kluczowa dla zachowania bezpieczenstwa
ZywnoS$ciowego na §wiecie.

Auksyna a status odzywczy rosliny

Chociaz intensywno$¢ wzrostu rosliny, tempo osiggania kolejnych etapow rozwojowych
| funkcje rozrodcze sg realizacjg genetycznego planu, t0 jednak procesy te moga by¢ do
pewnego stopnia modulowane przez czynniki endo- i egzogenne. Stopien odzywienia rosliny
jest jednym z najwazniejszych czynnikéw, ktore maja wplyw na wszystkie wymienione
procesy, a jednym z najwazniejszych endogennych czasteczek sygnatowych, informujacych o
statusie energetycznym rosliny jest trehalozo-6-fosforan (T6P) [157,158].

Akumulowany w tkance T6P hamuje aktywnos¢ kompleksu SNRK1 (Sucrose Non-Fermenting
1-Related Protein Kinasel) [159], ktory jest centralnym sensorem, bioragcym udzial w adaptacji
do zmieniajacych si¢ wymagan energetycznych rosliny [160]. Inhibicja SnRK1 powoduje
spadek poziomu sacharozy i T6P, co z kolei powoduje uwolnienie wspomnianego kompleksu
kinaz z represji i indukcje gendw zwiazanych z fotosynteza [161]. Wykazano, ze zwigzek ten
jest kluczowym i niezastgpowalnym zwigzkiem regulujacym wykorzystanie weglowodanow
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wroslinie [162] poprzez modulacje gendéw kodujacych podjednostki RuBisCO
(karboksylaza/oksygenaza  rybulozo-1,5-bisfosforanu, ang.  ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylse/oxygenase) za posrednictwem ABI4 (ABA-INSENSITIVE 4) [163] oraz indukuje
syntezg skrobi w chloroplastach przez zwickszenie aktywnosci fosforylazy ADP-glukozowej
(AGF) [164].

Wykazano, ze T6P jest istotny w rozwoju embrionu [165] oraz rozwoju wegetatywnym
i ewokacji kwitnienia [166], najprawdopodobniej za posrednictwem kwasu abscysynowego
(ABA) i metabolizmu cukrow [167]. Jedng z najwazniejszych czgsteczek sygnatowych,
bioragcych udzial w wymienionych procesach jest zdecydowanie auksyna, ktoérej S$ciezki
sygnatlowe wykazuja interakcje z cukrami. Po pierwsze, transgeniczne linie Arabidopsis
akumulujagce wysokie ilosci T6P wykazuja obnizony poziom transkryptéw kodujacych
Aux/IAA [168]. Po drugie, wykazano, ze SnRK1 ulega interakcji z domeng Skpl kompleksu
SCF, prawdopodobnie fosforylujagc substraty TIR1-SCF [169], w tym prawdopodobnie
Aux/IAA. Po trzecie, auksyna hamuje aktywnos¢ trehalazy, bedacej hydrolaza glikozydowa,
dzieki czemu trehaloza nie jest rozkladana do glukozy i w konsekwencji hamowana jest
réwniez synteza skrobi [170]. Co wazne, u ro$lin trehalaza wykazuje najwyzszg aktywnosé
glownie na znamieniu stupka, w pylnikach [171] oraz brodawkach korzeniowych roslin
bobowatych [172].
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Cel pracy

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ biatka w nasionach oraz srodziemnomorskie pochodzenie,
tubin z6tty moze w przysziosci sta¢ si¢ jedng z roslin zapewniajacych bezpieczenstwo
zywnosciowe w Europie. Waznym problemem zniechecajacym do upraw tej rosliny, jest
zjawisko nadmiernego odcinania organdéw generatywnych, przy czym im wyzsza pozycja
kwiatu lub strgku na osi kwiatostanu, tym wyzsze prawdopodobienstwo ich odcigcia. Poznanie
procesoOw lezacych u podstaw rozwoju kwiatow moze by¢ podstawa do stworzenia nowych,
bardziej plennych odmian Iub takiej modyfikacji zabiegow rolnych, aby jeszcze bardziej
zwigkszy¢ ilos¢ uzyskanego plonu.

Auksyna jest jednym z najwazniejszych fitohormonow, regulujacym niemalze kazdy proces
rozwojowy 1 adaptacyjny w roslinach. Mikro RNA sg klasg kodowanych endogennie
regulatorowych czasteczek RNA o dlugosci 20-24 nt. Zaangazowane sg one w proces
potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji gendw poprzez indukcje ich cigcia, hamowania
translacji lub modyfikacji chromatyny. Ich odkrycie w 1993 roku znacznie wzbogacito naszg
wiedzg, dokladajac kolejny poziom regulacji ekspresji genow. U roslin ladowych odpowiedz
na auksyn¢ moze by¢ regulowana m.in. za pomoca konserwowanych ewolucyjnie modutow:
miRNA393/TAAR, miRNA160/ARF10,16,17, oraz miR390/TAS3/ta-siRNA/ARF2,3,4.

W pracy skupiono si¢ na regulowanych przez mikro RNA elementach szlaku transdukcji
sygnatu auksyn. Celem zatozonych badan byta odpowiedz na nastepujace pytania badawcze:

1. Czy odcinanie kwiatow ze szczytowych okotkow jest spowodowane morfologicznymi
lub funkcjonalnymi roznicami w ich rozwoju na dolnych i géornych okoétkach?

2. Czy w tkankach kwiatow gornych i1 dolnych wzorzec lokalizacji IAA jest rozny?

3. Czy w kwiatach tubinu z6ltego ulegaja ekspresji wszystkie elementy szlaku transdukcji
sygnatu auksyn? Czy sg one funkcjonalne i regulowane przez miRNA?

4. Czy w kwiatach z gérnych okétkow regulacja rozwoju przez szlak transdukeji sygnatu
auksyn przebiega inaczej niz w kwiatach dolnych? Czy ewentualne rdéznice mogg by¢
wyjasnione potranskrypcyjng regulacjg przez miRNA?

5. Jesli usuniete zostang wszystkie kwiaty, oprocz tych znajdujacych si¢ na szczytowym
okotku, kwiaty te nie zostajg odcigte i zawigzujg owoce. Czy zmiana predestynacji
kwiatow jest w tym przypadku spowodowana zmiang ekspresji genéw kodujacych
elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn? Czy ewentualne ro6znice moga byc
wyjasnione potranskrypcyjng regulacjg przez miRNA?

6. Czy szlak transdukcji sygnatu auksyn w kwiatach tubinu zoéttego jest elementem
odpowiedzi na stres suszy? Czy ewentualne réznice moga by¢ wyjasnione
potranskrypcyjna regulacja przez miRNA? Czy w efekcie stres suszy zmienia site
kietkowania pytku?
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Materiaty i metody

Materiat roslinny

Przygotowanie nasion

Materiat ros§linny stanowit tubin z6tty odmiany Taper, ktorego nasiona kazdego roku kupowano
od Stacji Hodowli Roslin Wiatrowo (Poznanska Hodowla Roslin Sp. z oo Tulce, Polska).
Nasiona zaprawiano 3,5ml/kg roztworem Vitavax 200FS (Chemtura AgroSolutions,
Middlebury, Stany Zjednoczone) w celu zapobiegania zakazeniom grzybiczym, a nastgpnie
inokulowano kulturami Bradyrhizobium lupine, zawartymi w Nitraginie (BIOFOOD s.c.,
Walcz, Polska) zgodnie z zaleceniami producenta nasion [173] (Rycina 7).

Rycina 7. Nasiona tubinu zéttego przygotowane do wysiewu w fitotronie.
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Rycina 8. Przyktadowe zdjecia upraw polowych prowadzonych w roku 2020 na terenie Obserwatorium
Astronomicznego UMK w Piwnicach k/Torunia.

Warunki upraw

Uprawy polowe w roku 2015 prowadzono na polu doswiadczalnym w Grubnie, udostgpnionym
przez Kujawsko-Pomorski Osrodek Doradztwa Rolniczego w Minikowie k. Chetmna. Uprawy
polowe w latach 2017-2021 prowadzono na polu doswiadczalnym UMK na terenie
Obserwatorium Astronomicznego w Piwnicach k/Torunia (Rycina 8, Tabela 4). Dane
pogodowe z warunkow polowych dla Torunia, oddalonego w linii prostej od Grubna o okoto
31 km iod Piwnic 0 6 km, otrzymano dzigki uprzejmosci Przemystawa Wyszynskiego z
Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej (Panstwowy Instytut Badawczy) (Rycina 9).
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Rycina 9. Dane pogodowe dotyczace Torunia. Czerwona linia — maksymalna dobowa temperatura, niebieska linia
— minimalna dobowa temperatura, zotta linia — $rednia dobowa temperatura, brazowa linia — minimalna
temperatura przy gruncie, czarne punkty — dobowa suma opadow.

Rosliny uprawiane w fitotronie znajdujacym si¢ w budynku Wydzialu Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych UMK w Toruniu miaty zapewnione state warunki: temperaturg 22/18 °C
(dzien/noc), fotoperiod 16/8 h ($wiatlo/ciemno$¢) i rodzaj $wiatta 0 intensywnosci 115-130
umol fotondw+m2ss! (zmierzone przy uzyciu HD2302.0 LightMeter, DELTA OHM, Caselle
di Selvazzano, PD, Wtochy) (Rycina 10). W latach 2016-2019 o$wietlenie zapewniat zestaw
swietlowek do uprawy ros$lin FLUORA® (Osram, Monachium, Niemcy) oraz $wietldowek
$wiatta bialego Cool Daylight (Pila, Pita, Polska) w proporcji 4:6. Od roku 2020 wprowadzone
zostaly dodatkowo $wietlowki typu LED: $wiatla biatego LED TUBE T8 (Spectrum LED,
Katowice, Polska) oraz LUNO PRO T8 LED TUBE G/P (rgbTechnik, Warszawa, Polska)
(Tabela 4).

Strona | 38



Stadium wegetatywne Stadium generatywne

Rycina 10. Przyktadowe zdjg¢cia upraw prowadzonych w fitotronie.
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Tabela 4. Podsumowanie warunkow upraw ro$lin wykorzystanych do poszczegdlnych eksperymentéw

wykonanych w ramach niniejszej pracy.

* eksperyment wykonany w ramach projektu SONATA

2015/19/D/NZ9/03601, uzyskane dane zostaty zdeponowane w bazie LuluDB i opublikowane w [136,174] oraz
w realizowanej rownolegle pracy doktorskiej mgr Wojciecha Glinkowskiego.

Eksperyment

Miejsce uprawy

Rok uprawy

Ekspresja w kwiatach rozwijajacych
si¢ na dolnych i géornych okotkach

Sekwencjonowanie transkryptomow,
degradomu i sSRNAtoméw *

Ekspresja w kwiatach rozwijajacych
si¢ na dolnych i gérnych okétkach, oraz
rozwijajacych si¢ na najwyzszych
okoétkach po usunigciu  wszystkich
pozostatych.

Susza

Tkankowa lokalizacja IAA w kwiatach

Kietkowanie pytku in vitro

pole doswiadczalne w Grubnie
udostepnione przez Kujawsko-
Pomorskiego Osrodka Doradztwa
Rolniczego w Minikowie k.
Chelmna

pole doswiadczalne UMK na
terenie Obserwatorium
Astronomicznego w Piwnicach
k/Torunia

pole doswiadczalne UMK na
terenie Obserwatorium
Astronomicznego w Piwnicach
k/Torunia

Fitotron
pole doswiadczalne UMK na
terenie Obserwatorium

Astronomicznego w Piwnicach
k/Torunia
pole doswiadczalne UMK na
terenie Obserwatorium
Astronomicznego w Piwnicach
k/Torunia

Etapy rozwoju kwiatéw tubinu zéttego poddawane analizie
Do eksperymentow zbierano kwiaty tubinu zottego, bedacych na etapach rozwoju
od pierwszego do czwartego (1-4), rosngcych na najwyzszych okotkach kwiatostanu (kwiaty
gorne, G) oraz na najnizszych okotkach (kwiaty dolne, D) (Rycina 11, Tabela 5). Etap 2
rozwoju kwiatow tubinu zottego w eksperymencie dotyczacym lokalizacji TAA zostal
podzielony na dwa podetapy: 2A 1 2B. W pozostatych eksperymentach etap 2 jest rtOwnowazny

etapowi 2B.

2015

2017

2018, 2019

2020

2020

2020
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Rycina 11. Etapy rozwojowe kwiatu tubinu zoltego (szczegdlowy opis zawiera Tabela 5).

Tabela 5. Charakterystyka etapéw rozwoju kwiatow tubinu zottego badanych w pracy.

Etap rozwoju | Etap Charakterystyka stadium

kwiatu lubinu | rozwoju

z6ltego wg lubinu wg

[136,174] [175]

1 3.2 Elongacja wszystkich elementéw kwiatu przed otwarciem
pylnikow

2A 3.3 Anteza I okotka pylnikow, pylniki z okotka II staja sie
bardziej z6tte

2B/2 3.3 Anteza II okdtka pylnikow, znamie staje sie receptywne

3 34 Otwarty kwiat, zapylenie i zaptodnienie, faza najbardziej
wrazliwa na stres

4 3.4—dolne | Dolne kwiaty utrzymywane w stadium 3.4, gorne i

3.7 —gbérne | posrednie przeznaczone do odciecia szybko wkraczajq na

etap 3.7, w ktorym nastepuje szybkie starzenie i odcinanie
kwiatu
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Spis odczynnikéw

Odczynnik

Bufor fosforanowy (PBS, tabletki)
Butanol

Cytrynian sodu (NazCsHs07)
3,3'-diaminobenzydyna (DAB)
Dimetylosulfotlenek (DMSO)
Driselase®

Etanol

1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid (EDAC)
Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraacetic acid

(EGTA)

10% Formaldehyd, bez metanolu
Frakcja V albuminy BSA

IGEPAL

Kwas octowy lodowaty

85% Kwas ortofosforowy

Kwas sulfosalicylowy

Ksylen (mieszanina izomerow)
Macerosyme R-10®

Metanol
2-morpholin-4-ylethanesulfonic acid;hydrate (MES)
Ninhydryna

Paraplast Plus

Perhydrol (30% H20,)
Piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid) (PIPES)
Proteinaza K

Sacharoza

Siarczan magnezu (MgSO4-7H20)
Toluen

Triton X-100

Tween-20

Wodorofosforan sodu (NazHPOa)
Wodorotlenek potasu (KOH)

Firma
VWR
Avantor
Chempur
Sigma
Honeywell
Sigma
Avantor
Sigma
Sigma

Polysciences
Carl Roth
Sigma
Chempur
Chempur
Chempur
Chempur
Duchefa
Carl Roth
ICN Biomedicals Inc
Chempur
Sigma
Sigma
Sigma
QIAGEN
Avantor
Avantor
Avantor
Sigma
Sigma
Sigma
Avantor
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Kietkowanie pytku in vitro

W tescie kietkowania pytku in vitro na szkietka podstawowe naniesiono pytek pochodzacy
ze §wiezo zebranych kwiatow z odpowiednich okotkow (2 najnizsze zakwalifikowano jako
okotki dolne, trzy srodkowe jako okdtki srodkowe, a dwa najwyzsze jako okotki gorne). Test
kietkowania pytku wykonano przy uzyciu 10% roztworu sacharozy w sterylnej wodzie (m/v),
inkubujac szkietka przez 24 godziny odwrocone preparatem do dotu w wilgotnej komorze
w temperaturze pokojowej. Kontrolg negatywng stanowily preparaty inkubowane 5 minut
w temp. 95 °C, a nastgpnie inkubowane przez 24 godziny tak, jak proby badane. Za pomoca
mikroskopu Olympus SC50 wykonano dokumentacj¢ fotograficzng kietkujacego pytku, tak aby
zdjecia objety caly preparat. Nastgpnie zliczano ilo$¢ pytku kietkujacego 1 dzielono
na catkowita ilos¢ pytku. Wykonano analizy dla 3 powtorzen biologicznych, ktore stanowit
pytek pochodzacy z kwiatow z odrebnych roslin.

Immunolokalizacja IAA

Immunolokalizacja w catych organach kwiatowych

Immunolokalizacj¢ IAA w catych organach kwiatowych wykonano na podstawie metody
Pasternaka [176] wykorzystujac $wiezo wyizolowane organy kwiatowe (osobno caty stupek
razem z dnem kwiatowym i pylniki). Powaznym problemem, jaki napotkano podczas
optymalizacji metody, byly trudnosci z zapewnieniem dobrej penetracji roztworu
utrwalajgcego zar6wno w shupkach, jak i gléwkach pylnikach. Mimo ze do utrwalacza
dodawano 0,1% Triton X-100 oraz stosowano wydtuzony czas infiltracji prozniowej, nie
osiggnieto dobrej penetracji tkanek. Dlatego przed wstgpnym utrwalaniem zalgznia i glowki
pylnikéw zostaty delikatnie naktute sterylng igla. Roztwor do wstepnego utrwalania sktadat sie
z 4% EDAC (1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid) w 1x buforze MTSB (bufor
stabilizujacy mikrotubule; 50mM PIPES, 5 mM EGTA, 5 mM MgSO4-7H20 i 45 mM KOH
w wodzie doprowadzone do pH 7.0 za pomocag 10 M KOH). Proby byly inkubowane
W powyzszym roztworze w temp. 37 °C przez 20 minut z wytrzasaniem, a nast¢pnie
przeniesione do wlasciwego roztworu utrwalajacego, sktadajacego si¢ z 4% EDAC,
2% formaldehyd w 1x MTSB i inkubowane z wytrzasaniem przez 40 minut w 37 °C. Nastepnie,
utrwalone tkanki zostaly przeniesione do uprzednio rozgrzanego do 60 °C 0,6 mL
100% metanolu az do catkowitego odbarwienia (10-30 minut, w zaleznosci od wielkosci i
rodzaju tkanki). Odbarwione proby stopniowo uwadniano, dodajgc co 2 minuty po 100-200 uL
sterylnej wody, do uzyskania stezenia metanolu 20%. Nast¢pnie proby przemyto dwa razy po
5 minut sterylng woda i przeprowadzono czeSciowe trawienie za pomoca roztworu celulaz
0,2% Driselase® i 0,15% pektynaz Macerosyme R-10® w 2 mM roztworze MES przez
40 minut z lekkim wytrzgsaniem w temp. 37 °C. Po skonczonym trawieniu proby przemyto
1x MTSB, 4 minuty, a nast¢pnie inkubowano przez 20 minut w temp. 37 °C w roztworze
zwigkszajacym przepuszczalno$¢ blon komoérkowych (3% IGEPAL CA-630, 10% DMSO
w 1x MTSB). Proby przemyto buforem 1x MTSB czterokrotnie po 3 minuty, a nastgpnie,
w celu demaskowania epitopow, trawiono proteinaza K w buforze sporzadzonym wedlug
zalecen producenta przez 5 (pylniki) lub 10 minut (stupki). Po okre§lonym czasie proby
przeptukano dwukrotnie 1x MTSB, a nastgpnie wykonano ponowne utrwalenie w roztworze
4% EDAC, 2% FA w 1x MTSB, przez 15 minut na lodzie z delikatnym wytrzasaniem. Proby
trzykrotnie przeptukano w 1x MTSB i przeniesiono do roztworu blokujgcego (2% frakcja
V albuminy BSA w 1 x MTSB), w ktorym inkubowano przez 40 minut w temp. 37 °C. Po tym
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czasie roztwor blokujacy zmieniono na roztwor przeciwciat pierwotnych kréliczych anty-1AA
(Agrisera, nr kat. AS06 193) w proporcji 1:600, sporzadzony w roztworze blokujacym.
W przypadku kontroli negatywnej, proby inkubowano w samym roztworze blokujacym.
Inkubacja z przeciwcialami byta prowadzona w temp. 37 °C z delikatnym wytrzasaniem przez
1 h. Przeciwciata odptukano 1x MTSB. Poniewaz uzyte W niniejszej analizie przeciwciata
wtorne byly wyznakowane peroksydazg chrzanowa (HRP), przed inkubacja z nimi nalezato
dezaktywowac endogenne peroksydazy, ktére mogltyby by¢ zrodtem artefaktow. W tym celu
zastosowano inkubacje w 0,6% H20> rozcienczonym w 1x MTSB, przez 10 minut na lodzie,
a nastepnie proby dwukrotnie przeplukano 1x MTSB. Inkubacje z przeciwciatami wtérnymi
anty-kroliczymi wyznakowanymi HRP (Agrisera, nr kat. AS10 833), rozpuszczonymi
W roztworze blokujagcym w proporcji 1:3000 prowadzono przez 1 godzing w temp. 37 °C.
Po tym czasie proby przeptukano i barwiono za pomoca zestawu DAB substrate (Roche
Molecular Systems, Inc., Pleasanton, Stany Zjednoczone) wedtug zalecen producenta.

Immunolokalizcja na skrawkach parafinowych zalgzkéw

Z kwiatow tubinu zottego izolowano cata czg¢$¢ ptodna, tacznie z dnem, po czym delikatnie
nakluwano sterylng igla zarowno zalaznie, jak 1 pylniki, a nast¢pnie przeniesiono do roztworu
do wstgpnego utrwalania (4% formaldehyd w 1x PBS). Gdy wszystkie proby byly
wyizolowane, przeniesiono je do roztworu utrwalajacego (2% EDAC, 4% formaldehyd,
1x PBS) i inkubowano przez noc w temp. 4 °C. Nastepnie proby powolnie odwadniano w serii
roztworoOw etanolu suplementowanego 2% EDAC: 10%, 30%, 50%, kazdy po 1 godzing
w temp. 4 °C, a 70% przez noc w temp. 4 °C. Kolejnego dnia kontynuowano odwadnianie:
80%, 96%, 2x 100% kazdy po 1 godzing w temp. 4 °C. Proby przesycano rosngcym stezeniem
butanolu poprzez inkubacj¢ w mieszaninach etanolu i butanolu w stosunkach: 3:1, 1:1, 1:3
(v:v), zmieniajagc stezenie co 15 minut, a nastgpnie pozostawiajac w 100% butanolu
w temperaturze pokojowej. W suchym bloku grzejnym rozgrzano proéby do temp. 56 °C
| zastgpowano butanol mieszaninami butanolu z Paraplastem Plus w nastepujacych
proporcjach: 3:1, 1:1, 1:3 po 40 minut. Nastgpnie proby przeniesiono do 100% paraplastu
i inkubowano przez noc w temp. 56 °C. Nastgpnego dnia proby przeniesiono do wypeknione;
100% paraplastem foremki 1 pozostawiono w temperaturze pokojowej do zastygnigcia.
Uzyskane bloczki przechowywano w temp. 4 °C do czasu podjgcia kolejnych krokow.

Uzywajac mikrotomu rotacyjnego HM355 S, bloczki pocigto na skrawki o grubosci 10 um
i wysuszono w temperaturze 40 °C przez noc. Nastepnie inkubowano je w temp. 60 °C przez
15 minut i przemywano kolejno ré6znymi roztworami w celu odparafinowania i nawodnienia:
3x 100% ksylen po 10 minut, 100% ksylen + 100% etanol (1:1) przez 2 minuty, 2 X
100% etanol po 2 minuty, seria wodnych roztwor6éw etanolu po 5 minut - 96%, 85%, 70%,
50%, 30% i ostatecznie woda 2 x po 5 minut. W celu odzyskania antygenu szkietka inkubowano
w rozgrzanym do temp. 95 °C buforze cytrynianowym (10 mM cytrynian sodu, 0,05% Tween-
20, pH 6.0) przez 2 minuty, a nastgpnie trzykrotnie ptukano w 1x PBS po 5 minut. Preparaty
blokowano w 3% frakcji V BSA w 1x PBS w wilgotnej komorze w temp. 4 °C przez 1 godzing,
a nastgpnie inkubowano w temp. 4 °C przez noc w roztworze przeciwcial pierwotnych
kroliczych anty-IAA (Agrisera, nr kat. AS06 193) w proporcji 1:60, sporzadzony w 1% frakcja
V BSA, 1x PBS. Nastepnego dnia proby przeptukano 1x PBS, inkubowano przez 10 minut
w 0,3% H>02 1x PBS w celu dezaktywacji endogennych peroksydaz i przeptukano dwukrotnie
1x PBS po 5 minut. Na szkielka natozono roztwor przeciwciat wtornych anty-kroéliczych
wyznakowanych HRP (Agrisera, nr kat. AS10 833), sporzadzony w 1% frakcji V BSA, 1x PBS
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w proporcji 1:150 i inkubowano przez noc w wilgotnej komorze w temp. 4 °C. Po tym czasie
proby trzykrotnie przeptukano i wizualizowano za pomoca 0,1% roztworu DAB (w 10 mM
Na2,HPO4 z dodatkiem 0,3% H20.). Kontrole ujemne stanowity proby, w ktorych skrawki byty
inkubowane w samym roztworze 1% frakcja V BSA, 1x PBS zamiast roztworu przeciwciat
pierwotnych.

Analiza danych pochodzacych z sekwencjonowania RNA-Seq mRNA, sRNA i degradomu

Dane wykorzystywane w celu identyfikacji elementow szlaku transdukcji sygnatu auksyny oraz
sRNA regulujacych ich ekspresje pochodza z sekwencjonowania RNA-Seq mRNA, sRNA
i degradomu wykonanego w ramach przyznanego dr Paulinie Glazinskiej projektu SONATA
2015/19/D/NZ9/03601 pt. ,,Udzial niskoczgsteczkowych regulatorowych RNA i ich gendéw
docelowych w rozwoju organéw generatywnych tubinu zéttego (Lupinus luteus)”. Zostaty one
uzyskane i zwalidowane [136,174] wspolnym wysitkiem dr Pauliny Glazinskiej
(pomystodawca i koordynator prac), moim oraz mgr. Wojciecha Glinkowskiego (udziat
W planowaniu i wykonaniu doswiadczenia) i zdeponowane w bazie danych LuluDB na stronie
http://luluseqdb.umk.pl/basic/web/ [174]. Szczegdty na temat sekwencjonowania i analiz
bioinformatycznych bibliotek mMRNA, sRNA i degradomu kwiatow tubinu zottego mozna
znalez¢ w -pracy [136].

Wstepne filtrowanie danych

Baza LuluDB pozwala na szybki dostep do danych zaréwno na poziomie przegladarki (funkcje
przegladania ,,browse” oraz wyszukiwania BLAST), jak i na poziomie programistycznym,
dzigki mozliwosci pobrania na osobisty komputer danych dotyczacych m.in. sekwencji,
annotacji i1 ekspresji w formie tabelarycznej. Za pomoca Python 3 pandas dokonano
modyfikacji architektury i wstepnego filtrowania danych. Transkrypty anotowane w bazie
na podstawie homologii za pomocg BLASTX jako kodujace TIR1/AFB, Aux/IAA, ARF,
TOPLESS, SAUR i zawierajace kompletne ramki odczytu (zaczynajace si¢ kodonem start,
konczace si¢ kodonem stop) stanowity wstepny materiat do dalszej recznej rewizji sekwencji.
Tak zidentyfikowane biatka nazwano, kierujac si¢ najblizszym biatkiem homologicznym
zidentyfikowanym przez BLASTP, dodajac przedrostek ,,L1” i kolejne litery alfabetu na koncu
nazwy, liczac od najdtuzszego do najkrotszego biatka. W nielicznych przypadkach spornych,
gdy rozne transkrypty zaklasyfikowane do tego samego genu zostaly r6znie annotowane przez
BLASTP, rozstrzygajaca byta anotacja najdtuzszego biatka.

Roéwniez informacje dotyczace matych regulatorowych RNA (sRNA) pochodzg z bazy LuluDB
[174] i obejmujg ich sekwencje, anotacje do bazy miRBase, ekspresje¢ oraz potwierdzone przez
sekwencjonowanie degradomu transkrypty docelowe. Dodatkowo wykonano analize
potencjalnych gendéw docelowych za pomocg programu psRNATarget [177] z nastepujgcymi
parametrami: kara za pary G:U 0,5; kara za inne niedopasowania 1; lokalizacja regionu ,,seed”
miedzy 2 1 13 nukleotydem; dodatkowa waga w regionie ,,seed” 1,5; liczba niedopasowan
akceptowanych w regionie ,,seed” 2; Kara za otwarcie przerwy 2, a za jej wydluzenie 0,5;
minimalna dtugo$¢ sekwencji (HSP size) 19 nukleotydow.

Alternatywne ramki odczytu
W przypadkach, gdy najdtuzsza znaleziona w obrgbie transkryptu ramka odczytu koduje
prawdopodobnie niefunkcjonalne biatko (ARF bez domeny B3), manualnie zrewidowano
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sekwencje w poszukiwaniu alternatywnych ramek odczytu za pomoca programu Translate
w ExPaSy Tools (https://web.expasy.org/translate/).

Analizy msa

Wszystkie analizy msa (ang. multiple sequence alignment) sekwencji aminokwasowych
wykonano za pomocg programu MEGA 11.0.10 [178] przy uzyciu algorytmu MUSCLE.
Porownania sekwencji zostaly zwizualizowane w R za pomocg pakietu ggmsa.

Analizy filogenetyczne

W celu analiz filogenetycznych elementéw szlaku transdukcji sygnatu auksyn
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zottego z bazy Gene NCBI dostepnej na stronie
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene  uzyskano sekwencje =~ aminokwasowe  biatek
homologicznych zidentyfikowanych u Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik zwyczajny) [179-
183] oraz ro$lin bobowatych: Lupinus angustifolius (tubin waskolistny) [184], Glycine max
(soja warzywna) [185], Cajanus cajan (nikla indyjska) [186], Medicago truncatula (lucerna)
[187] i Vigna angularis (fasola adzuki) [188]. Na podstawie analiz msa wykonano analizy
filogenetyczne, wykorzystujac metod¢ najwigkszego prawdopodobienstwa (the maximum
likelihood, ML) w modelu JTT ze 100 powtorzeniami (ang. bootstraps), a drzewa
filogenetyczne zostaty zwizualizowane w programie the Interactive Tree of Life (iTOL) v.5
[189].

Analiza strukturalna przewidywanych jadrowych receptoréw auksyny TIR1/AFB3

Strukture trzeciorzedowa biatka AtTIR1 oraz kieszen wigzaca kwas indolilooctowy
zwizualizowano na podstawie danych dostepnych w bazie PDB (rcsb.org, [190]) (identyfikator
AtTIR1 z bazy PDB: 2P1P [191]) za pomoca wbudowanego narzgdzia NGL viewer [192].
Strukture trzeciorzedowa przypuszczalnych bialek z rodziny TAAR modelowano za pomoca
narzedzia I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/ [193]). najpierw do .pdb za pomoca
Pymol 2.5.2, a nastgpnie do .pdbqt. za pomocg AutoDockTools 1.5.7. Struktury trzeciorzgdowe
omawianych biatek zwizualizowano za pomoca programu Chimera 1.15.

Dokowanie molekularne TIR1/AFB-ligand

Molekularne dokowanie zidentyfikowanych bialek z rodziny TAAR wykonano za pomoca
narzedzi AutoDockTools 1.5.7 1 PyMol 2.5.2. Przed dokowaniem ze struktury biatek usunigto
czasteczki wody, dodano wodory polarne oraz dodano fadunki Kolmara, a nastepnie zapisano
w formacie .pdbqgt. Struktury trzeciorzgdowe kwasu indolilo-3-octowego, kwasu 1-
naftylooctowego i pikloramu (CID 802, 6862 i 15965; auksyny), kwasu jasmonowego
i tryptofanu (CID 5281166 i 6305; kontrole negatywne) pobrano ze strony Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov, [194]) w formacie .sdf, a nast¢gpnie konwertowano plik
na .pdb za pomocg PyMol i do .pdbqt przy uzyciu OpenBabel 3.1.1, dodajac atomy wodoruprzy
zatozeniu pH 7,2. Strefe dokowania (ang. grid) ograniczono do obszaru pier§cienia LRR
(Rycina 12). Dokowanie wykonano za pomocg AutoDock Vina przy parametrach:
50 powtorzen algorytmu, wielko$¢ populacji 300. Wygenerowano pliki .pdbqt (lokalizacja
dokowanego ligandu), oraz .txt z informacjg o energii dokowania.
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AtTIR1 LITIR1a LITIR1b LIAFB2 LIAFB3

Rycina 12. Strefy dokowania (and. grid) wybrane dla kazdego z analizowanych biatek z rodziny TAAR. Gorne
panele pokazujg grid natozony na model biatka, dolne panele przedstawiaja sam model biatka, co umozliwia pelen
oglad na strefe dokowania.

Analiza domen biatek z rodzin Aux/IAA i ARF

Koordynaty domen: DBD i Aux_resp w przypadku ARF, oraz PB1 u Aux/IAA i ARF zostaty
uzyskane, bazujac na anotacji Pfam, wykonanej w ramach wstepnej, wysokoprzepustowe;j
analizy bioinformatycznej przez firme¢ Ideas4biology, ktorej wyniki sg dostepne w bazie
LuluDB [174]. Jako sekwencj¢ domeny srodkowej (MD) u ARF traktowano sekwencje
zaczynajacg si¢ od pierwszego aminokwasu tuz po Aux resp, az do ostatniego, tuz przed
poczatkiem domeny PBI1. Jesli dany ARF byl pozbawiony domeny PB1, uznano, ze domena
MD ciagnie si¢ do konca C biatka. Sekwencje domeny ES (ETT-Specific) u ARF3 zostaty
zidentyfikowane na podstawie danych literaturowych [93]. Domeny I i I w biatkach.Aux/IAA
zidentyfikowano na podstawie obecnosci kluczowych motywéw: EAR (LxLxL) w domenie I
i GWPPV w domenie Il. Sygnaly lokalizacji jadrowej (NLS) zostaly zlokalizowane
na podstawie danych literaturowych.

Sktad aminokwasowy domeny S$rodkowej obliczono uzywajac MEGA 11.0.10 [178]
I zwizualizowano za pomocg pakietu R ggplot2.

Domeny PB1 przewidywanych biatek LIIAAl4a i LIARF6a modelowano za pomocg I-
TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/ [193]), w wyniku czego uzyskano ich struktury
3D w formacie .pdb, ktore nastepnie zwizualizowano za pomocg programu Chimera 1.15,
zaznaczajac aminokwasy obdarzone tadunkiem.

Ekspresja gendw na podstawie danych pochodzacych z sekwencjonowania transkryptomoéw

Dane dotyczace zarowno ekspresji wybranych gendw, jak i1 akumulacji dojrzatych czasteczek
miRNA zostaly pozyskane z LuluDB [174], a ich architektura zostata dostosowana
do aktualnych potrzeb za pomoca pakietu Pandas dla Python. Akumulacja transkryptow jest
wyrazona w jednostkach FPKM (Fragments Per Kilobase Million), co oznacza liczbe
zsekwencjonowanych fragmentow przypisanych do danego transkryptu, znormalizowana
na milion odczytow dla catkowitego RNA i na dlugos$¢ transkryptu liczong w kb. Akumulacja
miRNA jest wyrazona w RPM (Reads per Milion), co oznacza liczbe odczytéw dla danego
miRNA znormalizowang do miliona odczytow dla wszystkich sSRNA (wlaczajac siRNA).
Korelacja miedzy ekspresja mRNA 1 miRNA zostata okreslona na podstawie wspolczynnika
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korelacji Pearsona (PCC), obliczonego w arkuszu kalkulacyjnym MS Excel. Dane zostaty
zwizualizowane za pomoca pakietu dla R ComplexHeatmap.

Analiza danych dotyczacych identyfikacji gendw docelowych dla miRNA
Dane z sekwencjonowania degradomu byty analizowane przez zewngtrzng firme
Ideas4Biology przy uzyciu programu CleaveLand4 [195].

Wykonano rowniez predykcje in silico genéw docelowych zidentyfikowanych miRNA
za pomoca programu psRNATarget [177], ktory na podstawie wzorca komplementarno$ci
badanych par miRNA/mRNA nadaje ich interakcji punkty rankingowe (score). Im jest on
nizszy, tym wyzsze prawdopodobienstwo cigcia czasteczki docelowej, a wraz z jego wzrostem
ro$nie prawdopodobienstwo, ze miRNA hamuje ekspresje genu na poziomie translacji lub
modyfikacji chromatyny. Aby unikngé zbyt duzej liczby falszywie pozytywnych wynikow,
ustalono punkt odcig¢cia dla “expectation value” = 4,0. Wykorzystujac pakiet R circos,
sporzadzono wykres przedstawiajacy wielokierunkowos¢ regulacji akumulacji transkryptow
kodujacych biatka LITAAR, LIAux/IAA i LIARF przez miRNA.

Analiza ekspresji gendw metodg real-time qPCR

Homogenizacja tkanki

Tkanka zostala mechanicznie zhomogenizowana w mozdzierzu W ciektym azocie. Utartg
tkanke nastepnie rozdzielano do osobnych probowek po 90-100 mg i w takiej formie uzywano
do dalszych procedur (izolacji RNA lub oznaczania zawarto$ci proliny).

Zestawy uzyte do izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji i gPCR

Ze wzgledu na zmieniajacy si¢ zakres finansowania badan oraz r6zng ofert¢ firm zajmujacych
si¢ dystrybucja odpowiednich zestawdéw do eksperymentow wykonywanych w ramach pracy
doktorskiej, wykorzystano rézne zestawy do izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji i qPCR
(Tabela 6). W obrebie poszczegolnego eksperymentu stosowano zawsze ten sam komplet
zestawow.
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Tabela 6. Zestawienie zestawow uzywanych do izolacji RNA, syntezy ¢cDNA i qPCR.

Eksperyment Etap eksperymentu
Izolacji RNA Odwrotnej gPCR
transkrypcji

Rozwo6j kwiatow z | Isolate Il RNA Mini  TRANSCRIPTME @ KAPA Probe Fast gPCR
dolnych 1 goérnych | Kit (Bioline Ltd.,, RNA Kit (Blirt, kit Master Mix

okotkow Londyn,  Wielka Gdansk, Polska)
Brytania)
Rozwdj kwiatow z miRNeasy Mini kit | NG dART RT kit | LightCycler 480 Probes
gornych okotkow po | (QIAGEN, Hilden, | (EurX, Gdansk, = Master (Roche
usuni¢ciu  wszystkich | Niemcy) — wariant = Polska) Molecular Systems,
kwiatow z nizszych @ procedury z Inc., Pleasanton, Stany
picter trawieniem DNA na Zjednoczone)
kolumnie
Susza miRNeasy Mini kit NG dART RT kit  SensiFAST Probe No-
(QIAGEN, Hilden, | (EurX, Gdansk, | ROX Kit (Bioline Ltd.,
Niemcy) — wariant | Polska) Londyn, Wielka
procedury z Brytania)
trawieniem DNA na
kolumnie

Izolacja catkowitego RNA

Catkowite RNA bylo izolowane metoda kolumienkowa za pomoca gotowych zestawow,
zgodnie z zaleceniami producenta. W przypadku izolacji za pomocg zestawu miRNeasy Mini
kit (QIAGEN, Hilden, Niemcy) stosowano procedure z dodatkowym trawieniem DNA
na minikolumnie.

Sprawdzenie jakosci i ilosci RNA

Jakos¢ RNA byta kazdorazowo sprawdzana za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym
1,2%, w buforze 1x TAE. Warunki wolne od RNaz uzyskiwano poprzez catonocng inkubacje
aparatu do elektroforezy oraz saneczek i grzebieni w 3% roztworze nadtlenku wodoru. Stezenie
RNA i parametry jakosci: A2e0/A2g0 | A260/A230 mierzono przy uzyciu NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific, Wilmington, Delaware USA). Do dalszych analiz brano wylacznie RNA, ktore nie
wykazywato oznak degradacji ani zanieczyszczenia DNA genomowym, a ich parametry
czystosci Aoeo/Azgo | A23o/Azgo znajdowaty sie w zakresie 1,8-2,2.

Reakcja odwrotnej transkrypcji

RNA wyizolowane z okreslonych wariantow eksperymentalnych zostalo poddane dalszym
procedurom. Kazde doswiadczenie bylo przeprowadzane w jednolitych warunkach,
z wykorzystaniem tych samych procedur.

Reakcja odwrotnej transkrypcji do analizy mRNA

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono za pomocg zestawu TRANSCRIPTME RNA
Kit (Blirt, Gdansk, Polska), lub NG dART RT (EurX, Gdansk, Polska) zgodnie z zaleceniami
producenta. Szczegdly dotyczace sktadu mieszanin zawieraja Tabela 7 i Tabela 8.
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Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu do odwrotnej transkrypcji TRANSCRIPTME RNA Kit (Blirt,

Gdansk, Polska).

Skladnik Objetos¢ na 20 ul
2X RT Master Mix 10 pul
TRANSCRIPTME Enzyme Mix 2 ul

RNA <5pug

Woda wolna od nukleaz do 20 ul

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu do odwrotnej transkrypcji NG dART RT kit (EurX, Gdansk,

Polska).
Skladnik Objetos¢ na 20 ul
NG dART RT Mix 1 ul
50 uM oligo(dT) 1ul
5X NG cDNA buffer 4 ul
RNA <5png
Woda wolna od nukleaz do 20 ul

Reakcja odwrotnej transkrypcji do analizy miRNA

W celu uzyskania jak najwyzszej specyficznosci do analizy ekspresji miRNA zastosowano
metode ze starterami o strukturze spinki do wlosow, opracowang przez Kramera i wsp. [196]
i zmodyfikowang przez Varkonyi-Gasic i wsp. [197] i naszg grupe tak, aby w reakcji qPCR
stosowac sond¢ UPL #9 zamiast #21 [136]. Przewage takiej metody analizy ekspresji miRNA
wzgledem klasycznego podejscia przedstawia Rycina 13. Liste starterow uzytych do odwrotne;j
transkrypcji przedstawia Tabela 9.

Tabela 9. Lista starterow typu stem-loop uzytych do reakcji odwrotnej transkrypcji, przeprowadzonej w celu

analizy akumulacji mikro RNA.

Mikro RNA
(1D z LuluDB/anotacja)

Sekwencja startera uzytego do odwrotnej transkrypcji

LI-miR224/miR393
LI-miR333/miR160
LI-miR281/miR167

GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
CACTGGTGATGACGGATCA
GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
CACTGGTGATGACTGGCAT
GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
CACTGGTGATGACTCAGAT
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Rycina 13. Zasada analizy ekspresji miRNA za pomoca: A. klasycznego podejscia z poliadenylacjg i starterem
oligo(dT), oraz B. metody z uzyciem startera typu stem-loop.

Mieszanina reakcyjna zawierata: elementy zestawu SuperScript III Reverse Transcriptase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone), inhibitor RNaz RNAse
inhibitor (EURx Sp. z o.0., Gdansk, Polska) i mieszanina nukleotydow (EURx Sp. z o.0.,
Gdansk, Polska), szczegoty zawiera Tabela 10. Przed dodaniem do mieszaniny reakcyjnej,
starter typu stem-loop wymagal wstgpnej denaturacji, ktora polegata na inkubacji w temp. 65 °C
przez 5 minut, nastgpnie inkubacj¢ na lodzie przez 2 minuty. Tak przygotowany starter
wymieszano 1 zwirowano, a nastgpnie trzymano w lodzie do momentu ztoZzenia mieszaniny.

Reakcja przeprowadzana byla w trybie pulsacyjnym wedtug [197] w termocyklerze MJ Mini
Personal Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, Stany Zjednoczone). Opis uzytego programu
przedstawia Tabela 11.

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do syntezy cDNA na matrycy miRNA. * Uzyty starter byt
projektowany indywidualnie dla kazdego miRNA.

Skladnik Ilo$¢ na 1 probe Stezenie koncowe
5x first-strand buffer 2 uL 1x

10 mM dNTP mix 0,25 uL 0,25 mM
0,LMDTT 1ul 10 mM

7,5 U/uL Inhibitor RNaz 0,04 uL 03U

2,5 mM stem-loop primer* | 0,385 uL 0,09 mM

200 U/uL SuperScript 1 RT | 0,125 pL 25U

RNA 440 ng 44 ng/uL

woda Do 10 puL -
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Tabela 11. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji zastosowane do syntezy cDNA na matrycy miRNA.

Etap Temperatura [°C] Czas trwania Liczba cykli
Inkubacja wstepna 16 30 minut 1
Odwrotna 30 30 sekund 60
transkrypcja 42 30 sekund

50 1 sekunda
Terminacja 85 5 minut 1

Reakcja real-time qPCR
Do reakcji PCR uzyto réznych zestawoéw w zaleznos$ci od aktualnej oferty na rynku. Kazde
doswiadczenie bylo przeprowadzane w jednakowych warunkach.

Do analiz ekspresji genéw przed zsekwencjonowaniem transkryptomow kwiatow lubinu
z0ltego, uzywano elementow (starterow i sond UPL, Tabela 12) zaprojektowanych
na podstawie sekwencji gendéw zidentyfikowanych klasycznymi metodami (amplifikacja
zapomocg zdegenerowanych starterow i sekwencjonowanie produktu PCR i RACE-PCR)
(prace magisterskie: mgr Magdy Dunajskiej (Torun, 2013), mgr Magdaleny Ogrodzinskiej
(Torun, 2013 i mgra Jakuba Kopery (Torun, 2014)). W pracy przedstawiono analizy dotyczace
tylko tych transkryptéw, u ktorych potwierdzono kompletno$¢ kodowanych biatek.

Po uzyskaniu danych z sekwencjonowania transkryptoméw 1 identyfikacji transkryptow
kodujacych funkcjonalne elementy transdukcji sygnatu auksyn, zaprojektowano nowy zestaw
starterow 1 sond do analizy ekspresji wybranych genow (Tabela 13).

Dzigki zastosowaniu startera typu stem-loop do reakcji odwrotnej transkrypcji dla sSRNA,
do analizy ekspresji mRNA i miRNA mozna bylo stosowa¢ te same odczynniki i te same
warunki reakcji. Zestaw starteréw do analizy akumulacji dojrzatych miRNA prezentuje Tabela
14. Zestawy do reakcji qPCR uzywano zgodnie z zaleceniami producenta, a sktad mieszanin
dla poszczegélnych zestawow przedstawiaja Tabela 15 i Tabela 16. Warunki reakcji
przedstawia natomiast Tabela 17.
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Tabela 12. Dane dotyczace projektowania reakcji PCR wykonywanych przed zsekwencjonowaniem transkryptoméw. W pdzniejszym czasie zweryfikowano, ktore transkrypty
byly namnazane w przeprowadzonych reakcjach i przypisano im ID z bazy LuluDB.

Gen Identyfikator Sekwencja startera Sekwencja startera # Sondy Sekwencja amplikonu
genu z lewego prawego UPL
LuluDB (Roche)
LIACT4 | FTRINITY_D | TGGACGTACTACAGG A ATGGGCACTGTATGGC v TGGACGTACTACAGGTATTGTGCTCGATTCTGGTGATGGTG
';5(73?177—?%? TATTGTGC TCAC TGAGCCACACAGTGCCCAT
LIAFB3 | FTRINITY_D | ATGCTGAGCAGCTTG = TCTTGCATCCGTTCAA ATGCTGAGCAGCTTGAAATGTTGTCTATTGCCTTTGCTGGA
N49353 c0_g AAATG AACA #e1
1 (134 GAGAGTGACAAGGGAATGCTCTATGTTTTGAACGGATGCA
AGA
LIIAAL4 | FTRINITY D | CTGAGGTGGAAACTC | TCAGATCAACAGTCTC .. CTGAGGTGGAAACTCCAAGGGCCAATGGGAAGAGAGGGT
NSIB(?f_—ig)l—g CAAGG AGAGAACC TCTCTGAGACTGTTGATCTGA
LIARF4 | FTRINITY D | AATTTCGTCATATTT = GAAATAAGATTCTTTC 420 AATTTCGTCATATTTATAGAGGTCAGCCCAGGCGGCATCTG
N;giﬁgjfll@g ATAGAGGTCAGC CGCTAACAA CTCACTACTGGCTGGAGTATTTTTGTTAGCCGAAAGAATCT
TATTTC
LIARF6 | FTRINITY D | GCTGTGCTGTTTATC & TCACAGTTTGTGGTCG GCTGTGCTGTTTATCTGGAATGAGAAGAACCAATTGCTTCT
N57891_cl_g TGGAATG ATTTG #142
e TGGCATTCGGCGGGCAAATCGACCACAAACTGTGA
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Tabela 13. Dane dotyczace projektowania reakcji qPCR wykonywanych po zsekwencjonowaniu transkryptomow.

Gen Identyfikat Sekwencja startera Sekwencja startera # Sondy Sekwencja amplikonu
or genu z forward reverse UPL
LuluDB (Roche)
LIACT4 | FTRINITY_ | TGGACGTACTACAGGTA | ATGGGCACTGTATGGCTC 49 TGGACGTACTACAGGTATTGTGCTCGATTCTGGTGATGGTGTGAGC
DN57887_c TTETEC AC CACACAGTGCCCAT
092
(i5,i17,i19)
LICERL | FTRINITY_  GCCAGTGGAGTTTATTT | GGTGAGAATGGTAACGAG 49 GCCAGTGGAGTTTATTTACTATTGGTTACACAGAGCACTTCATCAC
DISI4§;30$_C ACTATIGG AGTAGAG CATTTTCTCTACTCTCGTTACCATTCTCACC
LILAC2 FT§INTTY_ GGCCTCGAGTTGTTGCT | GAACATGATTAACCACCC 494 GGCCTCGAGTTGTTGCTAGAGAAGGAGACAGATTAATTGTTAGGGT
DN53401_c AGA TAACAAT GGTTAATCATGTTC
3 g3 i7
LIVOZ1 | FTRINITY | TTCAGACCTGCTCAAGG | TCGCCAAAAGTTTGTGAC TTCAGACCTGCTCAAGGGTTAACATGTTGCCAGGACTATTGTAGCA
DN56786_¢ GTTA c #145
2 g2 i1 GTGGTCACAAACTTTTGGCGA
LIPROT2 FT§INTTY_ TGGCCTCACTTCTGCTC | GCTTGTCACCAACAACAA #145 TGGCCTCACTTCTGCTCATACTATTGACCACGATTCGTGGCAAC
ATA cc
DN58569_¢ AAGTTGGGTTGTTGTTGGTGACAAGC
4 g2.i131
2,10,9,7,4,2
LINF-YA5 | FTRINITY_ | AATTTTAGGCAGACGGA | GTTCCACCAAAGGTGAGT #55 AATTTTAGGCAGACGGAGCACATGTTCCTGGGGAACTCTACAAA
DN53072_c GCA cc
5 gl i1 CATAGGAGAGGATCACAGTGCTAGTGGACTCACCTTTGGTGGAA
C
LIAFB3 | FTRINITY_ | ATGCTGAGCAGCTTGAA | TCTTGCATCCGTTCAAAA 67 ATGCTGAGCAGCTTGAAATGTTGTCTATTGCCTTTGCTGGAGAGAG
(?'\gljig(:??sﬁ; ATG CA TGACAAGGGAATGCTCTATGTTTTGAACGGATGCAAGA
LIARF6A F'_I'RINITY_ GGCAGCTTGTATTTGTT | TTACGAACTCCGGCCAAG 49 GGCAGCTTGTATTTGTTGACCGAGAGAATGACGTTCTTCTCCTTGG
DTE’gfgill—C CACC TGATGGCCCTTGGCCGGAGTTCGTAA
LIARF6A FTF?INI_TY_ CCATGCTGAATATGCAA | GGATCTACAGTCCTCATA 45 CCATGCTGAATATGCAAACAGATATGTATCAAGCTGTGGCTGCTGC
D1|\|2718?1160 ACAG TCTTECAG TGCGCTCCAAGATATGAGGACTGTAGATCC
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Gen Identyfikat Sekwencja startera Sekwencja startera # Sondy Sekwencja amplikonu
or genu z forward reverse UPL
LuluDB (Roche)
LIARF18A | FTRINITY | TGGCATCTGGGTTTGGA | CAAGTCTAGGGTCCTTCC TGGCATCTGGGTTTGGATACTACTGGTCATTGTAAGGTTTTCATGG
DN53543 ¢ TA RAACA #4
0 gl il7 AGACAGAAGATGTTGGAAGGACCCTAGACTTG
LIARF18B A FTRINITY_ TTGCC????E?ETAACT TCTGCAcizgingCTTGGA 4138 TCGGGGTGTTTCCAACTAACATTCAGCAGCTCAATTTGCATGCTGC
D'(\)'f’gz‘r’ji—c CGGGATTTCGAATGGCAACGTG
LIARF18C @ FTRINITY_ GCAAAgTTGCGTAGATGGT TTCACAAACATGGGAGCATTC 49 GCAAATTTTCTGATGGTAATGGATCAACTCGTCATCACCACGGCCT
DI(\)I_5§]?_9i18_C ACAGGAATGCTCCTTTTGTGAA
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Tabela 14. Lista starterow uzytych do reakcji qPCR, przeprowadzonej w celu analizy akumulacji mikro RNA.
W kazdej z tego typu reakcji uzyto sondy UPL #9.

Mikro RNA Typ Sekwencja startera

(1D z LuluDB/anotacja) @ startera

LI-miR224/miR393 lewy CACGCATCCAAAGGGATCGCATT
LI-miR333/miR160 lewy CAATCATGCCTGGCTCCCTGTAT
LI-miR281/miR167 lewy CACGCATGAAGCTGCCAGCATGA
uniwersalny prawy CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA

Dla kazdego z trzech powtorzen biologicznych wykonano po trzy powtodrzenia techniczne.
Dane eksportowano do arkusza kalkulacyjnego MS Excel, obliczono warto§é 2°4CP
| przeprowadzono analizg statystyczng ANOVA i test post-hoc Tukeya. Gen referencyjny
stanowita LIACT4, tak jak w [136,174].

Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix.

Skladnik Objetos¢ na 1 reakcje
KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix (2X) - Universal 55uL

Starter lewy (100 uM) 0,2 uL

Starter prawy (100 uM) 0,2 uL

UPL 0,1 uL

Matryca (cDNA) 5ul

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu LightCycler 480 Probes Master (ROCHE) i SensiFAST Probe
No-ROX Kit (Bioline).

Skladnik Objetos¢ na 1 reakcje
LightCycler 480 Probes Master, 2x conc. 5,2 uL

lub

SensiFAST Probe No-ROX Master Mix (2X)

Starter lewy (100 pM) 0,05 uL

Starter prawy (100 uM) 0,05 uL

UPL 0,1 uL

Matryca (CDNA) 5ul
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Tabela 17. Warunki reakcji real-time qPCR.

Etap Temperatura Czas Liczba | Detekcja sygnalu
[°C] cykli

Denaturacja 95 10 minut 1 nie

wstepna

Denaturacja 95 10 sekund 45 nie

Przytaczanie 58 dla mRNA 30 sekund nie

starterow 59 dla miRNA

Wydhuzanie 72 1 sekunda 465/510nm

(exc/em)
Ochtadzanie Do 40 30 sekund 1 nie

Oznaczanie ilosci proliny w kwiatach

W celu oznaczenia ilosci proliny w kwiatach zastosowano metode biochemiczng polegajaca
na pomiarze spektrofotometrycznym barwnego produktu reakcji kwasnej ninhydryny z proling
wg [198]. Przed przystapieniem do procedury przygotowano roztwor kwasnej ninhydryny.
Do naczynia zawierajacego 1,25 g ninhydryny dodano 30 mL lodowatego kwasu octowego
I 20 mL 6M kwasu ortofosforowego, a nastgpnie mieszan0 z jednoczesnym podgrzewaniem
do temp. 50 °C do catkowitego rozpuszczenia ninhydryny. Sporzadzono takze roztwory
referencyjne L-proliny w stezeniach: 0, 10, 25, 50, 100 i 200 pug/ml w 3% kwasie
sulfosalicylowym. Do odpowiedniej ilosci zmrozonej i utartej w ciektym azocie tkanki (16-63
mg) dodano 250 pL roztworu 3% kwasu sulfosalicylowego (m/v) i wytrzgsano za pomoca
homogenizatora kulkowego TissueLyser (QIAGEN, Hilden, Niemcy) przez 5 minut
z maksymalng mocg (30 Hz). Proby wirowano przez 5 minut w 13 400 rpm w temperaturze
pokojowej. Do nowych probowek zawierajacych po 50 uL 3% kwasu sulfosalicylowego,
100 pL lodowatego kwasu octowego i 100 puL. kwasnej ninhydryny dodano 50 pL ekstraktu
lub roztworu kalibracyjnego. Rozzarzong igla preparacyjng nakluto probowki i inkubowano
przez 60 minut w tazni wodnej nastawionej na 96 °C. Reakcje proliny z ninhydryng zatrzymano,
ktadac préby na lodzie. Czerwony produkt tej reakcji ekstrahowano dodajac 0,6 mL toluenu,
wytrzasajac przez 20 sekund i inkubujac w temperaturze pokojowej przez 5 minut w celu
rozdzielenia si¢ faz. Gorng faze (toluenowa) przenoszono do nowej probowki. Za pomoca
spektrofotometru Shimadzu SPD-M20A mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 520 nm,
uzywajac toluenu jako roztworu odniesienia. Na podstawie danych uzyskanych dla roztworéw
referencyjnych wykonano krzywa kalibracyjng i1 ustalono wzor krzywej dopasowanej metoda
najmniejszych kwadratow. Kazdy poréwnywany wariant zostal wykonany w trzech
niezalezych powtorzeniach biologicznych.

Badania termograficzne roslin

Za pomoca kamery termowizyjnej FLIR T560 wykonano termogramy przy parametrach
odpowiednich do analizy termograficznej roslin [199]. Po S$cigciu rosliny z wariantu
kontrolnego 1 wariantu suszy ukladano w miejscu o zminimalizowanych wartoSciach
temperatury odbitej. Dla kazdej takiej pary wykonywano zdjecia w dwoch ustawieniach,
zamieniajac rosliny miejscami, aby mie¢ pewnos¢, ze réznice W pomiarach temperatur nie
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wynikaja z miejsca, w ktorym si¢ te rosliny znajduja. W nielicznych przypadkach, w ktorych
nie wykazywaty one wyraznych réznic w temperaturze, wariant suszowy zostawat odrzucony.
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Wyniki

Cechy morfologiczne kwiatow pochodzacych z okdtkdw gdrnych i dolnych kwiatostanu

Wielkos¢ zalazni tubinu z6ttego v. Taper

Kwiaty z okotkoéw dolnych i1 gérnych wykazuja réznicowa morfologie dopiero w stadium 4,
ktory nastepuje po pelnym otwarciu i zapyleniu kwiatu (np. Rycina 11, Rycina 1). Wowczas
zalgznia kwiatow dolnych ulega powiekszeniu, a w kwiatach goérnych pozostaje taka sama jak
w stadium 3.

Funkcjonalnos¢ pytku tubinu zéttego v. Taper

W celu zweryfikowania hipotezy, wedle ktorej odcinanie kwiatow z gornych okotkow jest
spowodowane niefunkcjonalnym pytkiem, niezdolnym do retencji na znamieniu i kietkowania,
wykonano obserwacje mikroskopowe znamion otwartych kwiatow bedacych w pelnej antezie
oraz analiz¢ zdolno$ci kietkowania pytku in vitro.

Obecnosc pytku na znamieniu
Analiza mikroskopowa znamion kwiatow pochodzacych ze skrajnych okotkow (Rycina 14)
wykazala, ze pytek ulega retencji niezaleznie od pozycji kwiatu na osi kwiatostanu.

Rycina 14. Zdjecia znamion stupkow wyizolowanych z kwiatow rozwijajacych si¢ na szczytowych (po lewej
stronie) i najnizszych (po prawej stronie) okotkach kwiatostanu.
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Kietkowanie pytku in vitro

Wykonana analiza in vitro kietkowania pytku pobranego z roslin rosnagcych w warunkach
polowych wykazata brak statystycznie istotnych réznic miedzy preparatami sporzadzonymi
z materialu pochodzacego z réznych okotkoéw tubinu zoéttego (Rycina 15). Daje si¢ jednak
zauwazy¢, ze $redni procent kietkujacych ziaren pytku pochodzacego z wyzszych okotkow jest
dwa razy wyzsza niz w przypadku nizszych okotkow.

A B
Okotki:
Ol 71 £ ]
gorne &
c
Q =4 j 6 B il
N 5
5 8o
bd a srodkowe £
D s -5
A
2 o dL
d dolne o
bd 1 gc’)lrne érodkowe dolnie
Oklki
C
okotki kontrola
gorne srodkowe dolne negatywna
£ s * "‘ *
R
* *
*
*

Rycina 15. Zdolnoé¢ kietkowania pytku pobranego z kwiatow zlokalizowanych na rdznych pigtrach na osi
kwiatostanu. A. Schematyczne przedstawienie wariantow eksperymentalnych. Potksi¢zyce symbolizuja kwiaty
znajdujace si¢ na etapie 2B rozwoju, liczby oznaczaja numer okotka. B. Procentowa zawarto$¢ pytku, ktéry
wytworzyt tagiewke w ciggu 24 godzin. Roznice nie sg statystycznie istotne (ANOVA i test post-hoc Tukeya,
poziom ufnosci 0,95). C. Po dwa reprezentatywne zdj¢cia obrazow mikroskopowych dla kazdego z wariantow
eksperymentalnych. Gwiazdkami zaznaczono widoczne lagiewki pytkowe. Kontrole negatywna stanowil
termicznie zabity pytek.
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Ekspresja gendw zwigzanych z homeostazg auksyny w tkankach

Na podstawie danych uzyskanych za pomoca sekwencjonowania transkryptomoéw kwiatéw
tubinu zéttego, dokonano analizy wzorca ekspresji gendw kodujacych biatka zaangazowane
W utrzymanie homeostazy auksyny (nalezacych do rodzin: YUCCA, PIN, PILS, Aux/LAX
I GH3, znaczenie poszczegodlnych rodzin przedstawia Rycina 16A).

LIYUCTa_FTRINITY_DN54655_c2_g3_i1 |
I LIYUCE_FTRINITY_DN56922_c1_g1_i1
1AA LIYUC10_FTRINITY_DN53174_c6_g1_i1
H LIVUCA_FTRINITY_DN54544_c1_o1_i2
N,
N @
’ ‘

LIGHZ.1_FTRINITY_DN55988_c4_g2_i5

LIGH3.6_FTRINITY_DNS56705_c0_g1_i3
LIGH3.6_FTRINITY_DNS56705_c0_g1_i1
i LIGH3.1_FTRINITY_DN 4022
LIYUCGE_FTRINITY_DNS56922_c1_g1_ié 50
LIVUC2_FTRINITY_DN55631_c2 gi_i5 LIGH3.10_FTRINITY_DN57600_c1_gi_i2
LIVUC2_FTRINITY_DNS5631_c2_g1_i8 LIGH3.6_FTRINITY_DN58600_c0_g1_2
LIYUCTO_FTRINITY_DN53174_c6_g1_i2 R LIGH3 6_F TRINITY_DNS5600_o0_g2_i13 FPKM
LIYUC3_FTRINITY_DN50628_c0_g1_il 40 LIGH3.6_FTRINITY_DN56705_c0_g1_i4 20
LIYUC2_FTRINITY_DNS5631_c2_g1_i10 30 LIGH3.6_FTRINITY_DN55600_c0_g2_i3 20

LIGH3.6_FTRINITY_DN5S600_c0_g5_i2

LIYUC1G_FTRINITY_DN53174_cB_g7_i4 b LIGH3.9_FTRINITY_DN53929_c6_g1_i1
|IAA-aa LIVUCE_FTRINITY_DN56922_c1_g1_i3 o LIGH3.1_FTRINITY_DN55835_c0_g2_i2 o
LIVUCE_FTRINITY_DN54544_c1_g1_i4 N LIGH3.5_FTRINITY_DN55705_c0_g3_i2 °

LIYUC2_FTRINITY_DNS5631_c2_gi1_i12 LIGH3.2_FTRINITY_DN55988_c4_g5_i1
LIGH3 . 10_FTRINITY_DN57600_c¢1_g4_i1
LIGH3.10_F TRINITY_DN87303_c0_g1_11
LIGH3.3_FTRINITY_DN55988_c4 g2 i1
LIGH3.1_FTRINITY_DNSS885_c4 g2 i3
LIGH3.5_FTRINITY_DN56705_c0_g1_i5
LIGH3.6_FTRINITY_DN5S800_c0_g1_i1

AUX/LAX ABCB PIN

LIYUCE_FTRINITY_DNS6822_c1_g1_i10
LIYUCE_FTRINITY_DN54544_c1_g4_i2

LIYUGZ_FTRINITY_DN55631_c2_g1_i7
LIVUGA_FTRINITY_DN54544_c1_gi_il
LIYUGE_FTRINITY_DN56922_c1_g1_i7
LIYUCB_FTRINITY_DN54855_c2_g3_i3

D E F

LIPIN3_FTRINITY_DN54308_c0_g1_i10
LIPINIC_FTRINITY_DNS5704_c2_g3
LIPIN4 FTRINITY_DNS54309_c0_g1_i14
LIPINIC_FTRINITY_DN55704_c2_g3_i5
LIPIN1A_FTRINITY_DN55704_c2_gd_i5

]

LIPILSE_FTRINITY_DN54476_c2_g1_i9 LILAX3_FTRINITY_DN58034_c0_g1_i15 [l
LIPILS2_FTRINITY_DNS6767_co_g2_i13 LILAX4_FTRINITY_DN56803_c0_g1_i6
LIPILS2_FTRINITY_DNS50108 c0_g1_i1 LILAX3_FTRINITY_DNS58034 c0 g1_i9
LIPILS7_FTRINITY_DN57955_ci_g1_i8
LIFILSE_FTRINITY_DN54135_c5_g2 11
LIPILS3_FTRINITY_DNS9367_c1_g2_i1

LILAX1_FTRINITY_DN58034_c0_g2_i6
LILAX3_FTRINITY_DN58034_c0_g1_i6
LILAX3_FTRINITY_DN58034_c0_g1_i5
LILAX1_FTRINITY_DN58247_c2_g2 i3
LILAX3_FTRINITY_DN58034_c0_g1_i8
LILAX2_FTRINITY_DN56267_c1_g1_2
LILAX3_FTRINITY_DN58034 i3
LILAX2_FTRINITY.

LIPINI_FTRINITY_DNS7550_c0,
LIPILSZ_FTRINITY_DNS0108_c0_g2_i2
LIPILSE_FTRINITY_DN54476_c2_g1_i4

LIPILST_FTRINITY_DNS7955_c1_g1_i19
LIPILS3_FTRINITY_DN: i
LIPILST_FTRINITY.

LIPILS3 | FTRINITY.

1
LIPIN_FTRINITY_DN57550_c0_g3_i3
LIPIN4_FTRINITY_DN§420¢_c0_g1_i16

LILAXS_FTRINITY_DN56803_c0_g3_i m
LILAX1_FTRINITY_DNS8247_c2_g2_16
LILAXS_FTRINITY_DNS6267_c2_g1_i6
LILAX3_FTRINITY_DNSB034_c0_g1_i2
LILAXS_FTRINITY_DN56803_c0_g3_id
LILAXS_FTRINITY_DN56267_c3_g1_i8
LILAX3_FTRINITY_DN58034_c0_g1_i11
LILAX1_FTRINITY_DN58247_c2_g2_i15

LIPIN3_FTRINITY_DN54308
LIPINZ_FTRINITY_DN5T067_c0_g1_i
LIPIN3_FTRINITY_DN54309_c0_g1_i iz
LIPING_FTRINITY_DN44182_cd _g1_i1
LIPINC_FTRINITY_DNA7650_c0_g1_i2
LIPIN1A_FTRINITY_DN55704_c2_g3_i2

LIPILS7_FTRINITY_DNS7955_c1_g1_il4

Rycina 16. Akumulacja transkryptéw kodujacych biatka zaangazowane w homeostazg auksyny w kwiatach tubinu
701tego zebranych z okotkow dolnych (D1-4) i gérnych (G1-4). A. Schemat przedstawiajgce uproszczone procesy
utrzymujace ilo$¢ aktywnego IAA na odpowiednim poziomie. B. Wzorzec ekspresji 20 najsilniej
eksprymowanych genéw kodujacych biatka z rodziny YUCCA. C. Wzorzec ekspresji 20 najsilniej
eksprymowanych genow kodujacych biatka z rodziny GH3. D. Wzorzec ekspresji 20 najsilniej eksprymowanych
gendow kodujacych transmembranowe transportery wyplywowe auksyny z rodziny PIN. E. Wzorzec ekspresji
20 najsilniej eksprymowanych genow kodujacych transmembranowe transportery wyptywowe auksyny z rodzin
PILS. F. Wzorzec ekspresji 20 najsilniej eksprymowanych genéw kodujacych transmembranowe transportery
wplywowe auksyny z rodziny Aux/LAX.

W obrebie rodziny genow YUCCA, kodujacych monooksygenazy flawinowe i biorgcych udziat
w biosyntezie IAA, najwigksze znaczenie w rozwoju kwiatow tubinu zottego wydaja si¢ mie¢
homologi YUC10 i YUCS. Transkrypt FTRINITY_DN54655 c2_g3 il ulega najsilniejszej
ekspresji w kwiatach gornych bedacych na ostatnim etapie rozwoju, natomiast kodujace
odpowiednio YUCS8 i YUC10 FTRINITY_DN56922_cl1 gl il
I FTRINITY DNS53174 c6 gl il wydaja si¢ mie¢ najwicksze znaczenie w kwiatach dolnych
etapu trzeciego (Rycina 16B). Transkrypty kodujace biatka GH3.1 i GH3.6 wydaja si¢ mie¢
najwigksze znaczenie w regulacji ilosci wolnej auksyny, a dwa najsilniej eksprymowane
transkrypty, FTRINITY_DN55988_c4 g2_i5 i FTRINITY_DN56705_c0_g1 i3
sg charakterystyczne dla pozniejszych etapow rozwoju (Rycina 16C). Ekspresja genow
kodujacych homologi transporterow auksyny, zaréwno tych odpowiadajacych za wyptyw
(PIN) jak i naptyw auksyny do komorki (Aux/LAX), ulega niezwykle dynamicznym zmianom,
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zwlaszcza w okolicy 2. etapu rozwoju (Rycina 16D i F). Na szczegolng uwage zastuguje
ekspresja genéw LIPILS, ktore odpowiadaja glownie za transport auksyny na linii cytoplazma-
retikulum  endoplazmatyczne-jadro  komorkowe,  ktorych — wzrost  ekspresji  jest
charakterystyczny dla drugiego etapu rozwoju kwiatéw tubinu zottego (Rycina 16E).

Tkankowa lokalizacja IAA w kwiatach tubinu z6ftego

W celu weryfikacji danych dotyczacych ekspresji genéw zwigzanych z akumulacjg
i homeostazg auksyny w catych kwiatach oraz aby mie¢ mozliwos¢ bardziej dogl¢bnej
interpretacji danych, przeprowadzono eksperyment lokalizacji IAA przy uzyciu technik
immunohistochemicznych. Wykonano immunolokalizacje IAA zarowno cato$ciowg (w catych
precikach i catych stupkach), jak i na skrawkach parafinowych (w zalgzkach). Do analizy uzyto
pierwotnych przeciwciat kroliczych specyficznych do IAA, wtérnych poliklonalnych
przeciwcial antykroliczych wyznakowanych peroksydazg chrzanowg. Jako substratu
do wizualizacji wyniku uzyto 3,3’- diaminobenzydyny (DAB), ktorej utlenianie
do nierozpuszczalnego brazowego formazanu jest katalizowane przez peroksydaze chrzanowsg
w obecnosci nadtlenku wodoru. Brazowy sygnat §$wiadczy o obecnosci auksyny.

Etap 1 Etap 2A
- £ ’:"
.
o

Rycina 17. Lokalizacja IAA w catych precikach rozwijajacych sie kwiatow tubinu zéttego. Bragzowy kolor
$wiadczy o akumulacji IAA. Czarny pasek na zdjeciach wskazuje dlugos¢ 2 mm.
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Wzdhuiz rosnacych na dtugosé nitek pylnikow izolowanych z kwiatow bedacych na etapie
rozwoju 2A wyraznie wida¢ sygnat §wiadczacy o podwyzszonym stgzeniu IAA w porownaniu
do nitek pylnikow, ktorych elongacja jest wolniejsza. Wida¢ roéwniez bardzo wyrazny sygnat
pochodzacy z ziaren pytku (Rycina 17). Pylniki kwiatow bedacych na etapie 2B rozwoju, sa
w pelni otwarte i w wigkszosci przypadkoéw juz wypylone, dlatego zbadanie lokalizacji IAA
dla tego etapu zostato uznane za nieistotne.

Rowniez dla catych zalgzni kwiatow tubinu zottego wykonano analize cato$ciowej lokalizacji
IAA (Rycina 18). Zarowno w kwiatach pochodzacych z gérnych, jak i dolnych okotkow
na etapie 2B tuz pod linig znamienia zaczyna by¢ widoczny charakterystyczny sygnat, ktory
gradientowo zanika w kierunku zalgzni. W badanych wariantach wida¢, ze IAA lokalizuje si¢
u podstawy i we wnetrzu zalgzkow, jednakze zastosowany typ analizy nie pozwala na ustalenie
wzorca lokalizacji badanego fitohormonu w tkankach tej czesSci kwiatu (Rycina 18).
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Etap 1 Etap 2A Etap 2B Etap 3
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Rycina 18. Lokalizacja IAA w stupkach rozwijajacych si¢ kwiatow tubinu zottego. Brazowy kolor §wiadczy

0 akumulacji 1AA. Czarne paski oznaczajg rzeczywiste dtugosci: 2 mm w przypadku catych stupkow, 1 mm
W przypadku znamion stupkéw oraz zalazni, 0,3 mm w przypadku zalazkow.
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W celu ustalenia bardziej szczegdétowego wzorca lokalizacji IAA w zalagzkach wykonano
preparaty 10 pm skrawkow parafinowych i poddano je analizie immunolokalizacji z uzyciem
tych samych przeciwcial i tej samej metody wizualizacji, jak w przypadku immunolokalizacji
catosciowej. Brazowa barwa swiadczy o obecno$ci badanej auksyny w danej tkance (Rycina
19). Zastosowana analiza pozwolila na potwierdzenie wynikow z lokalizacji cato$ciowe;.
Niezaleznie od pozycji kwiatu na osi kwiatostanu IAA ulega najsilniejszej akumulacji
w obrebie wewnetrznych ostonek (ang. integuments) oraz u podstawy zalgzka. Niezmiernie
interesujacy jest fakt, ze IAA jest obecny nie tylko w samych jadrach komoérkowych, gdzie
indukuje szlak transdukcji sygnatu auksyn, ale takze w cytoplazmie, gdzie prawdopodobnie jest
transportowany do innych tkanek lub organow. Inng przyczyng retencji tego fitohormonu
W cytoplazmie moze by¢ obnizenie wydajnos$ci transportu IAA do jadra. W przypadku etapu
2B, w zalgzkach izolowanych z kwiatéw goérnych, widoczny jest znacznie wyrazniejszy
| bardziej rozlegly sygnat z cytoplazmy w tkankach okalajacych woreczek zalgzkowy (Rycina
19).

Kontrola -
EtapiZii Etap 35 Erapid (brak przeciwciat pierwotnych)

D030 3ui0H

Dio¥0 aujoq

Rycina 19. Lokalizacja IAA w skrawkach parafinowych zatopionych zalazkéw izolowanych z rozwijajacych si¢
kwiatéw tubinu zottego. Gorne zdjecia przedstawiaja wyniki dotyczace kwiatéw rosnacych na najwyzszym
okétku, dolne dotyczg kwiatdow rosngcych na najnizszych okétkach kwiatostanu. Brazowy kolor $wiadczy
o0 akumulacji IAA. Czarny pasek odpowiada dlugos$ci 0,2 mm.
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Identyfikacja elementéw szlaku transdukcji sygnatu auksyn w kwiatach fubinu zéttego

Procesy zwigzane z auksyng nie s3a regulowane wylacznie za posrednictwem zmian
w lokalizacji 1 stezeniu tego fitohormonu. Sygnal musi jeszcze zosta¢ wychwycony
za posrednictwem receptoréw, a nastgpnie ulec transdukcji do ostatecznych efektorow.
W efekcie indukcji szlaku transdukcji sygnatu auksyn nastgpuje reprogramowanie
transkrypcyjne komorki.

Identyfikacja receptoréw auksyny z rodziny TAAR ulegajacych ekspresji w kwiatach fubinu
26ttego

Wstepna filtracja danych uzyskanych z bazy LuluDB pozwolita na identyfikacj¢ transkryptow
anotowanych jako kodujgce receptory auksyny: LITIR1a (FTRINITY_DN58419 c0 g1 i3),
LITIR1b (FTRINITY_DN58419 c0_gl1_i4), i LIAFB3 (FTRINITY_DN49353 c0_g1_i2,
FTRINITY_DN49353 c0_g1 i3, FTRINITY_DN49353 c0_gl_i4,
FTRINITY_DN58214 cl1 g2_i2). Okreslenie, czy zidentyfikowane transkrypty koduja petne
biatka receptorow nie jest mozliwe jedynie na podstawie analizy obecnos$ci domeny F-box
| powtarzajacych si¢ motywow LRR. Nalezy jeszcze okresli¢, czy biatko to tworzy zamknigty
pier§cien oraz czy obecna jest w jego obrebie kieszen wiazaca auksyne. W celu glebszej analizy
przypuszczalnych biatek z rodziny TAAR, obecnych w kwiatach tubinu zoéttego,
przeprowadzono dodatkowe analizy strukturalne, obejmujace zard6wno badanie struktury 3D,
jak i dokowanie in silico ligandow.

W bazie PDB dostepne sa wysokiej jakosci struktury TIR1 Arabidopsis thaliana pochodzace
z analiz krystalograficznych (Rycina 20A i B). Mozliwe bylo zatem wykonanie wnikliwych
poréownawczych analiz strukturalnych zidentyfikowanych biatek. Wykazano, ze transkrypt
FTRINITY_DN49353 c0_g1_i4 koduje biatko niepeinej dlugosci, w ktorym powtarzajace sig¢
motywy LRR nie tworza zamknigtego pierscienia, zawierajacego kieszen dokujacg auksyne
(Rycina 20C), dlatego zostat on wykluczony z dalszej analizy. Natomiast pozostate
zidentyfikowane receptory cechowaty si¢ kompletng strukturg trojwymiarowg (Rycina 20C).

Nastepnym krokiem byto wykonanie wielokrotnego dopasowania sekwencji (msa, multiple
sequence alignment) jadrowych receptoréw auksyny, wystepujacych u Arabidopsis thaliana,
aby zweryfikowac, czy w obrebie przewidywanych biatek na kluczowych pozycjach znajduja
si¢ odpowiednie aminokwasy, tworzace funkcjonalng kieszen wigzaca IAA (Rycina 20D).
Analiza wykazata, ze LITIR1a, LITIR1b 1 LIAFB2 zawieraja ewolucyjnie konserwowane
aminokwasy, biorgce udzial w interakcji z kwasem indolilo-3-octowym. Jedynie sekwencja
LIAFB3 wykazywala roznice w tym regionie, a problem ten postanowiono dalej eksplorowac
poprzez eksperyment dokowania in silico ligand-biatko.

Eksperyment dokowania wykonano dla wszystkich przypuszczalnych receptorow auksyny
u tubinu zbéttego oraz dla AtTIR1, ktory stanowit standard dla przeprowadzonych analiz. Jako
ligandy wybrano endogenng auksyne: 1AA, oraz sztuczne auksyny NAA i pikloram. Kontrole
negatywne stanowity: prekursor IAA tryptofan, oraz kwas jasmonowy (JA). W analizie
wynikOw zwracano uwage na trzy rzeczy: (i) czy dany zwiazek jest zdolny do przylaczenia si¢
w obrebie kieszeni wigzacej auksyne, (i) jaka jest teoretyczna energia wigzania, oraz (iii) czy
konformacja przestrzenna, badz uktad tadunkow zwigzanego ligandu, nie stanowi przeszkody
dla zwigzania biatka Aux/IAA. Oba paralogi, LITIRla i b, sg prawdopodobnie zdolne
do zwigzania wszystkich zbadanych auksyn: IAA, NAA i pikloramu w sposob nie
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wykluczajacy interakcji z Aux/IAA i transdukcji sygnalu. Najnizsza selektywnos¢ wobec
ligandu zdaje si¢ wykazywaé¢ LITIR1a, ktory jest prawdopodobnie zdolny stabilnie zwigzad
nawet tryptofan, o ile zwigzek ten znajdzie si¢ w jadrze komorkowym. Biatka LIAFB2 i 3
wykazuja wigkszg restrykcyjno$¢ we wigzaniu ligandu, przy czym we wszystkich przypadkach
teoretyczne powinowactwo dla NAA jest wyzsze, niz dla IAA (Rycina 21).
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Rycina 20. Analiza struktury pierwszo- i trzeciorzedowej biatek z rodziny TAAR zidentyfikowanych w kwiatach
hubinu zottego. A) Struktura AtTIR1 u Arabidopsis thaliana i prawdopodobna pozycja jego ligandow: kwasu
fitowego i kwasu indolilooctowego (IAA), zobrazowana na podstawie danych uzyskanych z bazy PDB (2P1P
[191]) za pomocg wbudowanego narzedzia NGL viewer [192]. B) Kieszen wiazaca IAA u AtTIR1 zwizualizowana
za pomoca NGL viewer [192]. C) Modele strukturalne biatek z rodziny TIR1/AFB zidentyfikowanych u tubinu
z6ttego uzyskane przy uzyciu I-TASSER i zwizualizowane za pomocg programu Chimera 1.15. D) Analiza msa
sekwencji aminokwasowych biatek z rodziny TIR1/AFB zidentyfikowanych u tubinu z6ttego oraz ich homologow
u A. thaliana (At). Sekwencje receptora kwasu jasmonowego (COI1) stanowily grupe zewnetrzng dla wykonanych
analiz. Aminokwasy wypisane nad por6wnaniem tworzg kieszen wiazacg IAA, w tym zaznaczone na czerwono sg
krytyczne dla selektywnosci AtTIR1.
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Ligand

IAA NAA Pikloram Trp JA
o [0} (0] Y CHg
o
Biatko OH OH ONN | OH Qj/\‘/u\oH ] (\/
<R RS
N NH, OH

E [kcal/mol] Model 3D E [kcal/mol] Model 3D E [kcal/mol] Model 3D E [kcal/mol] Model 3D  E [kcal/mol]  Model 3D

AtTIR1 -6,2 Brak dokowania do kieszeni wigzgcej auksyne
LITIR1a -5,7 -5,2
LITIR1b -6,1 -5,8
LIAFB2 -6,3 -5,5
LIAFB3 -6,2 -5,4

Rycina 21. Wynik dokowania in silico potencjalnych ligandow receptorow auksyn: IAA, NAA i pikloramu. Tryptofan (Trp) i kwas jasmonowy (JA) stanowity kontrole
negatywne. Na szaro zacieniowano przypadki, w ktdrych przytaczony ligand stanowi przeszkode przestrzenng lub elektrostatyczng, uniemozliwiajaca przytaczenie sig biatka
Aux/IAA i transdukcje sygnatu.

Strona | 68



— e eeeeecaeeaeas AICOIL NP 565919 1

Podrodziny TAAR

B 1Rr2

[ ArB2r3

bootstrap

Rycina 22. Drzewo filogenetyczne zbudowane na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek z rodziny TAAR
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zo6ttego oraz ich homologéw u Arabidopsis thaliana (At), Lupinus
angustifolius (La), Arachis hypogaea (Ah), Glycine max (Gm), Medicago truncatula (Mt), Mucuna pruriens (Mp)
Vigna angularis (Va), Cajanus cajan (Cc), Spatholobus suberectus (Ss). Grupe zewnetrzng stanowita sekwencja
AtCOI1, umozliwiajac zakorzenienie drzewa. Identyfikatory z bazy NCBI sg podane w etykietach lisci

Analiza filogenetyczna sekwencji biatek z rodziny TAAR, zidentyfikowanych w kwiatach
hubinu z6ttego oraz ich homologoéw u innych roslin stragczkowych Lupinus angustifolius (La),
Arachis hypogaea (Ah), Glycine max (Gm), Medicago truncatula (Mt), Mucuna pruriens (Mp)
Vigna angularis (Va), Cajanus cajan (Cc), Spatholobus suberectus (Ss). oraz u Arabidopsis
thaliana wykazala, ze receptory LITIR1a i b oraz LIAFB2 i 3 sg najbardziej podobne do ich
ortologdw u tubinu waskolistnego (Rycina 22). Nalezy nadmieni¢, ze galezie otrzymanego
drzewa nie rozdzielaly si¢ wyraznie na trzy, zawierajace TIR1, AFB2 i AFB3. Szczegolnie
biatka AFB tworzyly mieszang gataz AFB2/3. Dwa biatka kodowane przez transkrypty:
FTRINITY_DN49353 c0 g1 _i2, FTRINITY_DN49353 c0_g1_i3,
FTRINITY_DN49353 c0_gl1_i4, FTRINITY_DN58214 c1 _g2_i2, zostaly  wstepnie
anotowane w wysokoprzepustowych analizach BLASTx i BLASTp jako homologi AFB3.
Jednak poniewaz gataz drzewa filogenetycznego, zawierajaca biatka AFB, nie jest wyraznie
rozdzielona na dwie mniejsze, a AFB2 i AFB3 innych organizmo6w nie grupuja si¢ na homologi,
tylko raczej paralogi, jeden z genow (FTRINITY_DN58214 c1_g2) zostal przemianowany
na AFB2 (Rycina 22).

Tabela 18 stanowi podsumowanie zidentyfikowanych genéw kodujacych biatka z rodziny
TAAR u tubinu zoéltego, ktore sg aktywne transkrypcyjnie w kwiatach tej rosliny. Sg to trzy
geny, kodujace funkcjonalne biatka o przewidywanej dlugosci 573-585 aa.
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Tabela 18. Lista gendéw i transkryptéw kodujgcych bialka nalezgce do rodziny TIR1/AFB. zidentyfikowanych
w kwiatach tubinu zo6ttego.

Identyfikator genu z | Nazwa Identyfikator transkryptu z bazy | Ramka | Nazwa biatka dtugosc
bazy LuluDB genu LuluDB odczyt przewid
u [nt] y-
wanego
biatka
[aa]
FTRINITY_DN58419_cO | LITIR1 FTRINITY_DN58419 c0_gl i3 | 115- LITIR1a 585
gl 1869
FTRINITY_DN58419 cO_gl_i4 | 115- LITIR1b 585
1869
FTRINITY_DN58214 c1 | LIAFB2 FTRINITY_DN58214 _c1_g2_i2 138- LIAFB2 574
g2 (wczesni 1859
€]
LIAFB3)
FTRINITY_DN49353_cO | LIAFB3 FTRINITY_DN49353_c0_g1 _i2 335- LIAFB3 573
gl 2053
FTRINITY_DN49353 c0_gl_i3 | 889-
2607
FTRINITY_DN49353_c0_gl_i4 | 889- biatko 323
1857 niefunkcjonal
ne

Identyfikacja koreceptoréw auksyny z rodziny Aux/IAA ulegajacych ekspresji w kwiatach tubinu
26ttego

Na podstawie informacji o sekwencji oraz anotacji BLASTX, BLASTp oraz Pfam, dostepnych
w bazie LuluDB [174], wstepnie zidentyfikowano 18 genéw kodujacych 44 przypuszczalne
biatka z rodziny Aux/IAA, wykazujace aktywno$¢ transkrypcyjng w kwiatach tubinu zéttego.
Aby okresli¢, czy przewidywane biatka mogg by¢ funkcjonalne, dokonano wnikliwej analizy
ich kluczowych domen: (i) domeny I, zawierajacej kluczowy motyw EAR (LxLxL),
odpowiedzialny za rekrutacj¢ biatka TOPLESS, (ii) motywu KR/KQ pomig¢dzy domenami I
i 11, ktory wptywa na szybko$¢ degradacji omawianego biatka, (iii) domeny II, zawierajacej
motyw o rdzeniu GWPPYV, kluczowy dla proteasomowej degradacji tego biatka, oraz (iv)
domen¢ PBI1, odpowiedzialng za multimeryzacj¢ z innymi biatkami z rodziny Aux/IAA,
lub interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi ARF. Sprawdzono rowniez, czy badane biatka
zawierajg sygnat lokalizacji jadrowej (NLS), ktory u tej rodziny zwykle wystepuje w dwoch
miejscach: jeden ztozony, obejmujacy wspomniany motyw KR/KQ pomiedzy domenami I, 11
i aminokwasy polarne za motywem GWPPV, oraz jeden prosty w na koncu C domeny PBI1.

Sposrod 44 zidentyfikowanych biatek, az 18 bylo pozbawionych motywu LxLxL, tylko
8 zawierato klasyczny motyw GWPPV, az 22 motyw GWPPI, 1 GWPPL, a 13 nie zawieralo
nawet podobnego motywu (Rycina 23). Motyw KR/KQ, znajdujacy si¢ pomigdzy domenami I
1 II, byt obecny w konserwowanym miejscu w 27 badanych sekwencjach aminokwasowych,
przy czym tylko w jednym z nich byt to motyw KQ (Rycina 23). Warto zauwazyc,
ze w przypadku LIIAA26a-d motyw KR jest obecny tuz przed motywem GWPPI, jednakze
najprawdopodobniej jest on raczej zwiazany z sekwencja NLS.

Analizujagc domene PBI1, brano pod uwage obecnos$¢ lizyny w konserwowanym miejscu
w obrgbie domeny III [200] i motywu OPCA (Dx(D/E)GDx8[E/D] [200]) w domenie IV
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(Rycina 24). Na podstawie tych informacji, zaklasyfikowano domeng PB1 jako typ I/II (obecne
oba motywy), typ | (obecny motyw OPCA, brak K), lub typ Il (obecna K, brak motywu OPCA).
NLS u biatek z rodziny Aux/IAA zwykle znajduje si¢ przed i w obrgbie domeny II oraz
w domenie IV. Obecno$¢ poszczegdlnych motywow w obrebie przewidywanych biatek
LIAux/IAA podsumowuje Tabela 19.

|—Represja ARF Il—Degron Il i IV—Multimeryzacja z Aux/IAA i/lub ARF
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Rycina 23. Analiza sekwencji N-terminalnych domen I i II w biatkach Aux/IAA zidentyfikowanych w kwiatach
hubinu zottego. Motywy wypisane powyzej porownan sekwencji aminokwasowych to najwazniejsze elementy
biatek Aux/IAA, a wicksze litery oznaczaja aminokwasy kluczowe dla funkcjonowania danej domeny.

Strona | 71



R el
SSSSSSSSSSSSSSSSS233333
BT T DD B OB DO O S

o o o o e o o o o o 2 3 3 S o o A 3 B

| B

Y 1LL UNLITFY= T
& T e V- Iy

TLIYPFONGT| Hﬁl. AV
ISH FFFYLONC

Aty RE T

350

i s e A AR A R AR AR AL A A A]
== Soooc c c

|

| 1= =

|

VVPAVTVY
—

AT
o

Rycina 24. Analiza C-terminalnych domen PB1 w przewidywanych bialkach z rodziny Aux/IAA
zidentyfikowanych u tubinu zo6ttego. Gora: wizualizacja trojwymiarowego modelu domeny PB1 LIIAA14a; géra
lewo i $rodek: na czerwono zaznaczono konserwowana lizyne w domenie III, na niebiesko motyw OPCA
(DxD/ExD); gora prawo: kolorami czerwonym i niebieskim zaznaczono powierzchniowe tadunki, odpowiednio
dodatnie i ujemne. Na podstawie widocznego ponizej poréwnania sekwencji okre§lono, ktére biatka IAA
zawieraja motywy kluczowe dla cze¢sci III i IV i na tej podstawie zakwalifikowano je do okreslonego typu I/II.
Widoczne nad poréwnaniem ksztatty okreslajg przewidywang strukture drugorzedowa biatka LIIAA14a. Na z6tto
zaznaczono alfa helisy, na zielono beta harmonijki.

W celu wykonania analizy filogenetycznej zidentyfikowanych bialek z rodziny Aux/IAA
zbazy NCBI pobrano sekwencje aminokwasowe homologéw tych bialek, obecnych
u wybranych roslin straczkowych (Lupinus angustifolius, Glycine max i Medicago truncatula)
oraz Arabidopsis thaliana. Poniewaz biatkowy produkt genu FTRINITY_DN54618 c4 gl
wykazuje najwigksze podobienstwo do IAA17, a nie IAA30, dlatego zmieniono jego anotacje
(Rycina 25). W wigkszosci przypadkow przewidywane biatka LIIAA wykazywaty najwieksza
homologie do biatek pochodzacych z najblizej spokrewnionego L. angustifolius. Wyjatkami
byty: sekwencja LIIAA4 byta najbardziej podobna do AtIAA4, LIIAA9a i b do GmIAAQY,
LIIAA27f do GmIAA27, LIIAA26c do GmIAA26. LITAA30a i b wykazujg duze podobienstwo
do sekwencji LalAA31, jednakze omawiane biatko pochodzace z tubinu waskolistnego
wyraznie grupuje si¢ z klastrem IAA30, co najprawdopodobniej $wiadczy o jego
nieprawidlowej anotacji. Na koncu nalezy nadmieni¢, ze AtIAA17 wykazywal wigksza
homologie do stragczkowych biatek IAA14, niz IAA17 (Rycina 25).
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Rycina 25. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek Aux/IAA
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zo6ttego i biatek homologicznych u Arabidopsis thaliana (At), Lupinus
angustifolius (La), Glycine max (Gm) i Medicago truncatula (Mt). Identyfikatory z bazy NCBI sg podane w
etykietach lisci.

Na podstawie przedstawionych analiz, dotyczacych przewidywanych biatek Aux/IAA u tubinu
z6ltego, sporzadzono tabele, podsumowujaca obecnos$¢ kluczowych motywéw 1 domen
W obrgbie sekwencji badanych biatek (Tabela 19). Szarym kolorem zacieniowano przypadki,
w ktorych brakuje kluczowych elementdéw, dlatego zostaty uznane za niefunkcjonalne. Brak
domeny | (motywu LxLxL) i elementu KR/KQ uznano za akceptowalny. Osiemnascie
aktywnych transkrypcyjnie w kwiatach genéw LIIAA koduje 30 funkcjonalnych biatek,
zawierajacych co najmniej jedng sekwencje sygnatu lokalizacji jadrowe;.
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Tabela 19. Lista genéw i transkryptow kodujacych geny nalezace do rodziny Aux/IAA zidentyfikowanych w kwiatach tubinu z6ttego. Nazwy genow ustalono na podstawie
anotacji w bazie LuluDB i analizy filogenetycznej sekwencji aminokwasowych. Szarym kolorem zacieniowano informacje dotyczace bialek, ktore sg prawdopodobnie
niefunkcjonalne. * oznaczono obecno$¢ motywoéw GWPPI i GWPPL; ** w pole wpisano typ PB1, o ile domena ta jest obecna; *** obecnos¢ motywu ztozonego w obrebie
domeny Il/obecno$¢ motywu prostego w obrgbie domeny IV; **** obecno$¢ motywu KR tuz przed motywem GWPPI.

Identyfikator genu z bazy | Nazwa Identyfikator transkryptu z bazy | Ramka Nazwa dtugosc Obecnos¢ kluczowych motywéw
LuluDB genu LuluDB odczytu [nt] | biatka przewidywanego | |xix | KR/K | GWP | PB1 | NLS
biatka [aa] L Q py* *% ok k
FTRINITY_DN52250_c0_gl LIAX22B FTRINITY_DN52250_c0_g1_i31 341-748 LIAX22B 136 + KR * I +/-
FTRINITY_DN52250_c0_g1_i4 341-748
FTRINITY_DN52250_c0_g1_i7 341-748
FTRINITY_DN53304_c4 gl LIIAA11 FTRINITY_DN53304_c4 gl i3 330-1196 LIIAALL 289 + KQ * I/ -/+
FTRINITY_DN57862_c1 gl LIIAA14 FTRINITY_DN57862_c1_gl_i2 35-745 LIIAA14a 237 + KR + I/ +/+
FTRINITY_DN57862_c1_gl il 35-514 LIIAA14b 160 + KR + 1] +/-
FTRINITY_DN57862_c1_gl_i3 35-514
FTRINITY_DN57862_c1_gl_i5 711-1121 LIIAA14c 137 - - - | -/+
FTRINITY_DN56238 c2_g2 LIIAA16 FTRINITY_DN56238 c2_g2_i7 377-1180 LIIAA16a 268 + KR + I/l +/+
FTRINITY_DN56238 c2_g2_i5 321-1082 LIIAA16b 254 + KR + I/l +/+
FTRINITY_DN56238 c2_g2_i3 377-1084 LIIAA16C 236 + KR + I/l +/-
FTRINITY_DN56238 c2 g2 i2 1450-1788 LIIAAl6d 113 - - - | -/+
FTRINITY_DN56238 c2 g2 i4 998-1336
FTRINITY_DN55431 cl1_g2 LIIAALI7A FTRINITY_DN55431 c1 g2 il 113-751 LIIAA17a 213 - KR + I/ +/+
(wczedniej | FTRINITY_DN55431 c1_g2_i4 113-742 LIIAA17Db 210 - KR + I/ +/+
LIiAA30) FTRINITY_DN55431_c1_g2 i3 113-508 LIIAA17c 132 - KR + I +/-
FTRINITY_DN54618 c4 gl LIIAA17B FTRINITY_DN54618 c4 gl il 3-311 LIIAA17d 103 - - - 1/ -/+
FTRINITY_DN53275_c1_g3 LIIAA26A FTRINITY_DN53275 c1_g3_il 1351-2268 LIIAA26a 306 + falalalol I I/l +/+
FTRINITY_DN53275_c1_g3_i8 1363-2280
FTRINITY_DN53275_c1_g2_i2 300-1037 LIIAA26b 246 + ol I +/-
FTRINITY_DN53275_c1_g2_i3 318-1055
FTRINITY_DN53275_c1_g2_i4 601-1338
FTRINITY_DN58295 c2 gl LIIAA26B FTRINITY_DN58295_c2_g1_i2 187-876 LIIAA26¢ 230 + *Akk | K I/ +/-
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Identyfikator genu z bazy | Nazwa Identyfikator transkryptu z bazy | Ramka Nazwa dtugos¢ Obecnosé kluczowych motywdéw
LuluDB genu LuluDB odczytu [nt] | biatka przewidywanego | |x|x | KR/K | GWP | PB1 | NLS
biatka [aa] L Q py/* *% Hok ok
FTRINITY_DN58295_c2_gl_il 187-789 LIIAA26d 201 + orkk |k I +/-
FTRINITY_DN56198 cO_gl1 | LIIAA27A FTRINITY_DN56198 c0_gl_i4 364-1335 LIIAA27a 324 + KR * /| +/+
FTRINITY_DN56198_c0_gl_i8 364-1308 LIIAA27b 315 + KR * | +/+
FTRINITY_DN56198_c0_g1_i18 364-1302 LIIAA27c 313 + KR * 1/n +/+
FTRINITY_DN56198_c0_g1_i14 225-1136 LIIAA27d 304 + KR * 1/n +/+
FTRINITY_DN56198_c0_g1_i13 225-1130 LIIAA27e 302 + KR * 1/n +/+
FTRINITY_DN56198_c0_g1_i27 310-1212 LIIAA27g 301 + KR * 1/n +/+
FTRINITY_DN56198_c0_g1_ill 364-1113 LIIAA27i 250 + KR * I +/-
FTRINITY_DN56198_c0_g1_i9 225-944 LIIAA27j 240 + KR * I +/-
FTRINITY_DNS56668_cl1 g4 LIIAA27B FTRINITY_DN56668_c1_g4 i2 401-1303 LIAA27f 301 + KR * I/ +/+
FTRINITY_DN51398 cO_g1 | LIIAA30A FTRINITY_DN51398 c0_g1 i1l 105-704 LIIAA30a 200 - - - | -/+
FTRINITY_DN51398 c0_gl_i10 80-610 LIIAA30b 177 - - - | -/+
FTRINITY_DN54618 c4 gl | LIIAA30B FTRINITY_DN54618 c4_gl_il 3-311 LIIAA30c 103 - - - | -/+
FTRINITY_DN54928 c1_gl LIIAA31 FTRINITY_DN54928 _c1_g1_il7 275-874 LIIAA31a 200 - - - I/ -/+
FTRINITY_DN54928 c1_g1_i19 40-633 LIIAA31b 198 = - - I/ -/+
FTRINITY_DN54928 c1_g1 i18 275-823 LIIAA31c 183 - - - 1/1 -/-
FTRINITY_DN54928 c1_gl_i25 40-483 LIIAA31d 148 - - - I -/-
FTRINITY_DN56188_c3_gl LIIAA33A FTRINITY_DN56188_c3_gl_i4 263-802 LIIAA33a 180 - KR - | -/+
FTRINITY_DN56188_c3_g1_i2 263-682 LIIAA33c 140 - KR - | -/+
FTRINITY_DN56188_c3_g2 LIIAA33B FTRINITY_DN56188_c3_g2_i2 176-715 LIIAA33b 180 - KR - | -/+
FTRINITY_DN52250_c0_g1 LIIAA4 FTRINITY_DN52250_c0_g1_i10 958-1332 LIIAA4 125 - - * 1/ -/+
FTRINITY_DN52977_c4_g1 LIIAA9A FTRINITY_DN52977_c4_g1_i10 776-1873 LIIAA9a 366 + KR * I/l +/+
FTRINITY_DN52977_c4_g1_il 787-1884
FTRINITY_DN52977_c4_g1_i5 993-2090
FTRINITY_DN52977_c4_gl_i6 194-1291
FTRINITY_DN52977_c4_g1_i7 194-1075 LIIAA9e 294 + KR * I +/-
FTRINITY_DN52977_c4_g1_i8 787-1668
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Identyfikator genu z bazy | Nazwa Identyfikator transkryptu z bazy | Ramka Nazwa dtugos¢ Obecnosé kluczowych motywdéw
LuluDB genu LuluDB odczytu [nt] | biatka przewidywanego | |x|x | KR/K | GWP | PB1 | NLS
biatka [aa] L Q py/* *% Hok ok
FTRINITY_DN52977_c4_gl_i4 776-1657
FTRINITY_DN56945_c1_gl1 | LIIAA9B FTRINITY_DN56945_c1_gl_i5 399-1448 LIIAA9b 350 + KR * /| +/+
FTRINITY_DN56945_c1_gl_i21 349-1398 LIIAA9c 350 + KR * | +/+
FTRINITY_DN56945_c1_g1_ill 399-1352 LIIAA9d 318 + KR * 1/n +/-
FTRINITY_DN56945_c1_g1_i8 762-1385 LIIAASF 208 - - * 1/ -/+
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Identyfikacja czynnikdw transkrypcyjnych z rodziny ARF ulegajacych ekspresji w kwiatach tubinu
26ttego

Filtracja danych z bazy LuluDB [174] pozwolita wstepnie zidentyfikowac 69 transkryptow,
pochodzacych od 16 gendéw LIARF. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych na koncu
N biatek pozwolito na weryfikacje, ktore z badanych czynnikéw transkrypcyjnych zawieraja
petnej dlugosci domene DBD, sktadajaca sie ze srodkowej domeny wiazacej DNA (DB3)
I flankujacych ja dwoch czgéci domeny DD odpowiedzialnej za dimeryzacj¢ biatek ARF.
Wszystkie kluczowe aminokwasy ulegajace interakcji z DNA, lub odpowiedzialne
za selektywno$¢ wzgledem elementu AuxRE byly obecne u wigkszoSci wstepnie
wyselekcjonowanych biatek. Duzej czgsci domeny DB3, wraz ze znajdujacym si¢ w jej obrebie
NLS, brakuje u LIARF6g i h, a LIARF6e zawiera niepelny NLS. Biatka LIARF2e, LIARF3,
LIARF6f-h, oraz LIARF9e, pozbawione s3 jednej czgsci DD, przez co prawdopodobnie
homodimeryzacja jest albo utrudniona, albo wre¢cz niemozliwa. Histydyna w motywie
SxxxXHGxxSxxR, biorgca udzial w rozpoznawaniu sekwencji TGTCNN, jest we wszystkich
izoformach LIARF18 zastapiona glicyng, co sugeruje, ze biatka te mogg wykazywac¢ odmienne
wilasciwosci (selektywnosc i/lub powinowactwo) wzgledem AuxRE (Rycina 26).
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Rycina 26. Analiza sekwencji N-terminalnej domeny DBD w biatkach ARF zidentyfikowanych w kwiatach tubinu

z6ttego. Sekwencje wypisane powyzej porownan sekwencji aminokwasowych to motywy kluczowe dla ich
funkcjonowania, przy czym na czerwono zaznaczono reszty aminokwasowe, ktore ulegaja interakcji ze szkieletem
DNA, a na niebiesko te, ktore sa odpowiedzialne za rozpoznawanie sekwencji AuxRE TGTCNN. Na podstawie

[109].
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Rycina 27. Analiza sktadu aminokwasowego domen $rodkowych biatek LIARF zidentyfikowanych w kwiatach
lubinu zbttego.

Sekwencje aminokwasowe domeny $rodkowej bialek ARF decyduja o funkcji tego czynnika
transkrypcyjnego. ARF, bogate w tym regionie w glicyne (Gly), leucyne (Leu) i/lub seryne
(Ser) i/lub proling (Pro), zalicza si¢ do represorow transkrypcji, a bogate w seryng (Ser),
glutaming (GIn) i leucyne (Leu) do aktywatoréw transkrypcji. Sktad omawianej domeny
u zidentyfikowanych biatek ARF potwierdzit rol¢ przypisang na podstawie wstepnej anotacji:
LIARF1, LIARF2, LIARF3, LIARF4, LIARF9, LIARF17 i LIARFI18 zostaty zaliczone
do represorow, a LIARF5 i LIARF6 do aktywatoréw transkrypcji (Rycina 27).

Tak jak w przypadku domeny PB1 w biatkach Aux/IAA, podczas analizy domeny PBI
w obrgbie ARF brano pod uwage obecnos¢ lizyny w konserwowanym miejscu [200] i motywu
OPCA (Dx(D/E)GDx8[E/D] [200]). Domen¢ PBI1 typu I/Il zawieraja biatka LIARF2a,
LIARF5a, LIARF6a-d, PBI1 typu I zawieraja: LIARF9a-e, a pozostate biatka sa pozbawione
funkcjonalnej domeny PB1 (Rycina 28).
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Rycina 28. Analiza C-terminalnych domen PB1 w przewidywanych biatkach z rodziny ARF zidentyfikowanych u tubinu zéttego. Gora: wizualizacja trojwymiarowego modelu
domeny PB1 LIIARF6a; gora lewo i §rodek: na czerwono zaznaczono konserwowana lizyne w domenie III, na niebiesko motyw OPCA (DxD/ExD); gora prawo: kolorami
czerwonym i niebieskim zaznaczono powierzchniowe tadunki, odpowiednio dodatnie i ujemne. Na podstawie widocznego ponizej pordwnania sekwencji okreslono, ktore biatka
IAA zawieraja motywy kluczowe dla czgsci II111V ina tej podstawie zakwalifikowano je do okreslonego typu I/I1. Widoczne nad poréwnaniem ksztatty okreslaja przewidywana
strukture drugorzgdowa biatka LIIARF6a. Na z6tto zaznaczono a-helisy, na zielono B-harmonijki.
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Rycina 29. Analiza konserwowanych motywow w obrgbie domeny ES biatek ARF3. NLS jest sygnatem lokalizacji
jadrowej; latka serynowa to miejsce, w ktorym moze nastapi¢ przeniesienie grupy fosforanowej przez kinaze;
motywy la, 1b i 2 pelnig nieznang funkcje. Motywy zostaty zidentyfikowane na podstawie [93].

Wiekszo$¢ ze skroconych C-terminalnie biatek ARF jest uwazana za niewrazliwa na auksyne,
poniewaz jest niezdolna do oligomeryzacji z Aux/IAA, a tym samym nie podlega represji,
z ktorej bylyby uwalniane dopiero w obecno$ci auksyny. Jedynym znanym wyjatkiem jest
ARF3/ETTIN, ktory odbiera sygnat auksynowy w sposob niekanoniczny. Zawiera on C-
terminalng domene ES (ETT-Specific domain) [93], ktora u tubinu zidentyfikowano poprzez
manualng rewizje sekwencji aminokwasowej anotowanej jako ARF3. Rzeczywiscie,
eksprymowany w kwiatach tubinu zottego LIARF3 zawiera wszystkie motywy niezbedne
do bezposredniej percepcji auksyny (Rycina 29).

Niektore biatka ARF o funkcji represoréw, takie jak na przyktad ARF2 u rzodkiewnika
zwyczajnego, ktory jest pozbawiony domeny PBI, mogg dziata¢ poprzez motyw EAR
(LxLxL), znajdujacy si¢ w ich domenie srodkowej, bezposrednio rekrutujac biatko TOPLESS
[62]. Jednakze w obrebie zadnej z sekwencji Srodkowych zidentyfikowanych biatek ARF taki
motyw nie wystepuje.
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Rycina 30. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek ARF
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zéttego i biatek homologicznych zidentyfikowanych u Arabidopsis thaliana
(At), Lupinus angustifolius (La), Glycine max (Gm) i Medicago truncatula (Mt). Identyfikatory z bazy NCBI
sa podane w etykietach lisci.

Na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek ARF zidentyfikowanych w kwiatach tubinu
zOttego 1 biatek homologicznych wystepujacych u rzodkiewnika pospolitego, tubinu
waskolistnego, soi warzywnej 1 lucerny Medicago truncatula sporzadzono drzewo
filogenetyczne. Zgodnie z przewidywaniami, analizowane sekwencje dzielily si¢ na trzy
gtéwne klady, odpowiadajace: (i) klasie A aktywatorow transkrypcji, w sktad ktérej weszty
podrodziny ARF5, 6, 8 i 19 (Rycina 30, czerwone galezie), (ii) klasie B wzglgdnie nowych
represorow transkrypcji z podrodzin ARF2, 3, 4, 9 (Rycina 30, zielone galezie), oraz (iii)
najstarszej ewolucyjnie klasie C represoréw transkrypcji z podrodzin ARF17 i ARF18 (Rycina
30, niebieskie gatezie) [61]. Wiekszo$¢ biatek ARF zidentyfikowanych u tubinu zoéttego
wykazuje najwigksze podobienstwo do homologéw obecnych u tubinu waskolistnego,
za wyjatkiem ARF8 i ARF18. Biatka LIARF8 wykazuja najwicksze podobienstwo do AtARFS,
jednak nie jest ono wysokie, zapewne ze wzgledu na silnie skrocong sekwencje¢ biatek z tubinu
z6ttego. U L. angustifolius nie znaleziono genéw anotowanych jako ARF18, a LIARF18
sg najbardziej podobne do GmARF18 (Rycina 30). Tabela 20 stanowi podsumowanie analiz
przedstawionych w niniejszym podrozdziale.
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Tabela 20. Lista genow i transkryptow kodujacych geny nalezace do rodziny ARF zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zo6ttego.

Identyfikator genu z bazy | Nazwa Identyfikator transkryptu z bazy | Ramka odczytu [nt] Nazwa biatka dtugosc B3 Auxin | PB1
LuluDB genu LuluDB przewidywanego resp
biatka [aa]
FTRINITY_DN54942_c2_g2 LIARF1 FTRINITY_DN54942 _c2_g2_i2 266-1465 LIARF1a 400 + + -
FTRINITY_DN54942_c2_g2_i8 214-1413
FTRINITY_DN54942 _c2_g2_i9 214-1413
FTRINITY_DN54942 c2_g2 il 71-871 LIARF1b 267 + - -
FTRINITY_DN54942 _c2_g2 i10 88-888
FTRINITY_DN54942_c2_g2_i4 71-871
FTRINITY_DN54942_c2_g2_i6 88-888
FTRINITY_DN54942_c2_g2_il 1338-2477 - 380 - + +
FTRINITY_DN54942_c2_g2_i10 1390-2361 - 324 - + +
FTRINITY_DN54942_c2_g2_i4 1338-2309 - 324 - + +
FTRINITY_DN54942_c2_g2_i5 173-1510 - 446 - + +
FTRINITY_DN54942 c2_g2_i6 1390-2529 - 380 - + +
FTRINITY_DN58056_c0_g2 LIARF2A FTRINITY_DN58056_c0_g2_i13 484-2760 LIARF2a 759 + + /1
FTRINITY_DN58056_c0_g2_il 484-2598 LIARF2b 705 + + -
FTRINITY_DN58056_c0_g2_i2 484-1782 LIARF2c 433 + + -
FTRINITY_DN58056_c0_g2_i9 484-1485 LIARF2d 334 + + -
FTRINITY_DN58056_c0_g2_i18 484-1209 LIARF2e 242 +/- - -
FTRINITY_DN58056_c0_g2_il17 1169-1742 LIARF2f 193 + + -
FTRINITY_DN58929 c2_gl LIARF2B FTRINITY_DN58929 c2 gl il 185-511 - 109 - - +
FTRINITY_DN58929 c2_ gl i10 1-696 - 232 - - +
FTRINITY_DN58929 c2_ gl i18 1-492 - 164 - - +
FTRINITY_DN58929_c2_g1 i21 834-1928 - 365 - + +
FTRINITY_DN58929 _c2_gl i22 53-460 - 136 - - +
FTRINITY_DN58929 c2_ gl i23 53-460 - 136 - - +
FTRINITY_DN58929 c2 gl i24 838-1949 - 372 - + +
FTRINITY_DN58929 c2 g1 i3 1-696 - 232 - - +
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Identyfikator genu z bazy | Nazwa Identyfikator transkryptu z bazy | Ramka odczytu [nt] Nazwa biatka dtugosc B3 Auxin | PB1
LuluDB genu LuluDB przewidywanego resp
biatka [aa]
FTRINITY_DN58929 c2_gl_i6 53-550 - 166 - - +
FTRINITY_DN58929 c2_gl1_i9 1-492 - 164 - - +
FTRINITY_DN54558 _c0_g1 LIARF3 FTRINITY_DN54558 c0_gl_i3 236-1972 LIARF3 579 + + -
FTRINITY_DN58929 c1_g3 LIARF4 FTRINITY_DN58929 c1_g3_i8 481-1821 LIARF4 447 + + -
FTRINITY_DN58410_c0_g1 LIARF5 FTRINITY_DN58410_c0_g1_i8 525-3197 LIARF5a 891 + + I/1
FTRINITY_DN58410_c0_g1 i1 525-1700 LIARF5b 392 + + -
FTRINITY_DN57891_c1_gl LIARF6A FTRINITY_DN57891_c1_gl1_il10 963-3710 LIARF6a 916 + + /1
FTRINITY_DN57891_c1 gl il 801-3518 LIARF6b 906 + + /1
FTRINITY_DN57891_c1_gl_i9 801-3422 LIARF6C 874 + + /1
FTRINITY_DN57891_cl1_gl_i6 801-3323 LIARFed 841 + + /1
FTRINITY_DN57891_c1_gl_i7 266-910 LIARF6f 215 +/- - -
FTRINITY_DN57891_c1_gl_i7 1836-3851 - 672 - + +
FTRINITY_DN57891_c1_g2 LIARF6B FTRINITY_DN57891_c1_g2_i2 684-1619 LIARF6e 312 + + -
FTRINITY_DN57891 c1_g2 il10 949-1512 LIARF6g 188 +/- - -
FTRINITY_DN57891_c1_g2_ill 949-1512
FTRINITY_DN57891_c1_g2_i6 684-1247
FTRINITY_DN57891_c1_g2_i7 61-540 LIARF6h 160 +/- - -
FTRINITY_DN52647 c1_gi LIARF6C FTRINITY_DN52647_c1_gl_i3 81-1649 - 523 - - +
FTRINITY_DN59213_c2_g2 LIARF8 FTRINITY_DN59213 c2_g2_ill 159-1163 LIARF8a 335 + + -
FTRINITY_DN59213 c2_g2_i25 159-1163
FTRINITY_DN59213 c2_g2_i29 159-1163
FTRINITY_DN59213 c2_g2_i21 525-1469 LIARF8b 315 + + -
FTRINITY_DN59213_c2_g2_i19 159-1076 LIARF8c 306 + - -
FTRINITY_DN59213 c2_g2_i8 525-1439 LIARF&d 305 + - -
FTRINITY_DN59213 c2_g2_ill 2012-3604 - 531 - + +
FTRINITY_DN59213 c2_g2_i19 2447-3730 - 428 - - +
FTRINITY_DN59213_c2_g2_i25 2365-3648 - 428 - - +
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Identyfikator genu z bazy | Nazwa Identyfikator transkryptu z bazy | Ramka odczytu [nt] Nazwa biatka dtugosc B3 Auxin | PB1
LuluDB genu LuluDB przewidywanego resp
biatka [aa]

FTRINITY_DN59213_c2_g2_i29 2365-3648 - 428 - - +
FTRINITY_DN54558 _c0_g2 LIARF9A FTRINITY_DN54558 c0_g2_i3 509-2590 LIARF9a 694 + + |

FTRINITY_DN54558 c0_g2_i5 384-2456 LIARF9b 691 + + |

FTRINITY_DN54558 c0_g2_i9 23-1999 LIARF9d 659 + + |

FTRINITY_DN54558 c0_g2_i2 886-1194 - 103 - - +
FTRINITY_DN53647_c0_gl LIARF9B FTRINITY_DN53647_c0_gl_il 238-2295 LIARF9c 686 + + [

FTRINITY_DN53647_c0_g2_i3 89-2011 LIARF9e 641 + + |
FTRINITY_DN58095_c1_g6 LIARF17 FTRINITY_DN58095_c1_g6_i2 198-1916 LIARF17 573 + + -
FTRINITY_DN53543_c0_g1 LIARF18A FTRINITY_DN53543_c0_gl1_i21 738-2897 LIARF18a 720 + + -

FTRINITY_DN53543_c0_gl_il16 738-2885 LIARF18b 716 + + -

FTRINITY_DN53543_c0_gl1_i14 291-2426 LIARF18c 712 + + -

FTRINITY_DN53543_c0_gl_il17 206-2341

FTRINITY_DN53543 c0_g1 i1 177-2201 LIARF18h 675 + + -

FTRINITY_DN53543 c0_g1_il19 207-1376 LIARF18i 390 + + -
FTRINITY_DN53543 c0_g2 LIARF18B FTRINITY_DN53543 c0_g2_il 503-2614 LIARF18d 704 + + -

FTRINITY_DN53543_c0_g2_i4 347-2458

FTRINITY_DN53543_c0_g2_i8 290-2401

FTRINITY_DN53543 c0_g2_i6 208-2301 LIARF18f 698 + + -
FTRINITY_DN56991_c0_g1 LIARF18C FTRINITY_DN56991_c0_gl il 1073-3169 LIARF18e 699 + + -

FTRINITY_DN56991_cO_gl1_il10 825-2921

FTRINITY_DN56991_cO_gl1_i8 387-2483

FTRINITY_DN56991_c0_gl i3 1126-3222

FTRINITY_DN56991 cO_gl1_i14 1073-3103 LIARF18g 677 + + -

FTRINITY_DN56991 c0 gl _i4 1126-3156

FTRINITY_DN56991_c0_gl1_i7 362-1288 LIARF18;j 309 + - -
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Identyfikacja transkryptow kodujacych biatka TOPLESS, ulegajacego ekspresji
w kwiatach tubinu zéttego

Wyselekcjonowano trzy transkrypty, anotowanych jako homologi biatka TOPLESS
i akumulowane w  kwiatach  tubinu  Zoéttego:  FTRINITY_DN54539 c0 g1 i3,
FTRINITY_DN54539 c0 g1 i9 i FTRINITY_DN59239 c1 g2_i7, kodujace biatka
0 dhugosci, odpowiednio, 603 (TPLa), 509 (TPLb) i 333 aminokwasow (TPLc). Bardziej
szczegotowa analiza sekwencji aminokwasowych pozwolita jednoznacznie potwierdzi¢
funkcjonalno$¢ wymienionych biatek, ze wzgledu na obecnos¢ pelnej domeny TOPLESS
(sktadajacag si¢ z LisH, CTLH, CRA), odpowiedzialnej za interakcje z motywem EAR,
znajdujacym si¢ m.in. w obrebie biatek Aux/IAA.
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Rycina 31. Pordwnanie sekwencji aminokwasowych biatek TOPLESS u A. thaliana i u tubinu zoéttego.
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Identyfikacja mikro RNA regulujgcych ekspresje gendéw z rodzin TAAR, AUX/IAA i ARF
u tubinu zo6ttego

Identyfikacja mikro RNA regulujgcych ekspresje gendw na podstawie sekwencjonowania
degradomu

Zintegrowana analiza wynikow sekwencjonowan transkryptomow, sRNA i degradomu
pozwolita zidentyfikowa¢ moduly regulatorowe miRNA/TIRL/AFB oraz miRNA/ARF.
W kwiatach tubinu zéttego wszystkie transkrypty kodujace peinej dhugosci biatka TIR1/AFB
sa genami docelowymi dla miRNA z rodziny MIR393, po trzy transkrypty kodujace ARF6
I ARF8 sa regulowane przez rézne izoformy miR167, a najliczniejsza grup¢ w niniejszej
analizie stanowig transkrypty kodujace ARF18, z ktorych az 18 jest celem dla rodziny sSRNA
MIR160 (Rycina 32). Nalezy tu zaznaczy¢, ze material do sekwencjonowania degradomu
pochodzit wylacznie ze spulowanych kwiatow be¢dacych na 3. etapie rozwoju, zbieranych
ze szczytowych 1 najnizszych okotkow (warianty G3 1 D3).
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Rycina 32. Pordéwnanie sekwencji docelowych i odwrdconych komplementarnych sekwencji miRNA
zidentyfikowanych na podstawie sekwencjonowania degradomu w kwiatach tubinu zoltego. Cieniowanie kot
po prawej stronie porownan wskazuja, ktore miRNA zostalo uznane za czasteczke regulatorowa dla biatek
zrodziny TAAR lub ARF na podstawie analizy degradomu za pomocg programu CleaveLand4 [195].
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Identyfikacja mikro RNA regulujacych ekspresje gendw na podstawie psRNAtarget
Rycina 33 przedstawia potencjalne interakcje migdzy miRNA i transkryptami z rodziny TAAR,
Aux/IAA oraz ARF w kwiatach tubinu zéltego, ktore zostaty przewidziane na podstawie

analizy in silico. Oprocz znacznie wigkszej liczby zidentyfikowanych par regulatorowych

uwage zwraca mozliwo$¢ wyciszania ekspresji AUX/IAA, gdzie szczegdlny udzial mogg mieé
miRNA z rodziny MIR390.
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Rycina 33. Wielokierunkowos$¢ potencjalnych interakcji migdzy miRNA i transkryptami z rodziny TAAR,

Aux/IAA oraz ARF w kwiatach tubinu zo6ltego. Analiz¢ potencjalnych celow dla miRNA wykonano za pomoca
psRNATarget i zwizualizowano przy uzyciu paczki R circos.
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Ekspresja gendw kodujacych elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn w kwiatach
tubinu zéttego

Wstepna analiza ekspresji gendéw z rodzin TAAR, AUX/IAA i ARF wykonana przed
sekwencjonowaniem transkryptoméw, sRNA i degradomu tubinu 26ttego

Na poczatku realizacji planu pracy doktorskiej dysponowano sekwencjami transkryptow
genow: LIAFB3, LIIAA14, LIARF4 i LIARF6, zidentyfikowanymi w ramach nastgpujacych prac
magisterskich, realizowanych w Katedrze Fizjologii Ro$lin i Biotechnologii UMK: mgr Magdy
Dunajskiej, mgr Magdaleny Ogrodzinskiej i mgra Jakuba Kopery. Wykonano wstgpng analize
ekspresji tych genow w kwiatach tubinu zoéltego, rozwijajacych si¢ na goérnych lub dolnych
okotkach kwiatostanu, przy czym badane byly cztery etapy rozwojowe, bez podziatu etapu 2.
na 2Ai 2B.

W najmtodszych analizowanych kwiatach nie zaobserwowano istotnych réznic w ekspresji
analizowanych genow. Kwiaty bedace na drugim etapie rozwoju, zebrane z dolnych okotkow,
wykazywaty ponad dwukrotnie wyzszy poziom ekspresji transkryptu kodujacego LIIAAL4,
wzgledem kwiatow zebranych z gornych okotkow. Transkrypty kodujace receptor auksyny
LIAFB3, jak i biatko represorowe LIIAA 14, akumulowatly si¢ w mniejszym stopniu w kwiatach
zebranych z najnizszego okotka, bedacych na trzecim etapie rozwoju. W przypadku kwiatow
na ostatnim rozwazanym etapie rozwoju, zebranych z najnizszych okotkow, obserwowano
istotnie nizszy poziom ekspresji prawie wszystkich analizowanych genow, za wyjatkiem
LIAFB2 i LIARF4 (Rycina 34).
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Rycina 34. Ekspresja genéw kodujacych elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn w kwiatach zebranych
z okotkéw dolnych (D1-4) i gornych (G1-4). Rézne litery nad stupkami btgdu oznaczaja réznice istotne
statystycznie na poziomie p < 0,05 (testy ANOVA i post-hoc Tukeya).
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Analiza ekspresji genéw z rodzin TAAR, AUX/IAA i ARF oraz akumulacji regulujacych je miRNA
wykonana na podstawie wynikdw sekwencjonowania transkryptoméw, sRNA i degradomu

Zsekwencjonowanie transkryptomow, sRNA 1 degradomu dato mozliwos¢ nie tylko
identyfikacji samych genéw docelowych dla miRNA, ale takze analizy korelacji ich ekspresji.

Transkrypty kodujqgce biatka z rodziny TAAR

W kwiatach tubinu zo6ttego, bedacych na ostatnich etapach rozwoju, najsilniej eksprymowanym
transkryptem kodujacym receptor auksyny jest FTRINITY DN49353 c0 gl i2 (kodujacy
LIAFB3). We wszystkich analizowanych w niniejszej sekcji parach miRNA/mMRNA obserwuje
si¢ dodatni wspotczynnik PCC, $wiadczacy o dodatniej korelacji migdzy ekspresja miRNA i ich
gendéw docelowych z rodziny TAAR (Rycina 35).
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Rycina 35. Ekspresja genow kodujacych receptory auksyny z rodziny TAAR w kwiatach tubinu zottego zebranych
z okotkow dolnych (D1-4) i gornych (G1-4), oraz akumulacja SRNA, ktorych udziat w regulacji potranskrypcyjne;j
tych genow zostat udowodniony w sekwencjonowaniu degradomu. PCC (ang. Pearson Correlation Coefficient)
jest miarg korelacji miedzy dwoma parametrami. Im jej warto$¢ jest blizsza 0, tym nizsza korelacja; jej dodatnia
warto$¢ wskazuje na pozytywna korelacje, a uyjemna na negatywna.

Koreceptory z rodziny Aux/IAA

W kwiatach tubinu zéltego najwyzej eksprymowanymi genami z rodziny Aux/IAA sg LIIAA16
(FTRINITY_DN56238 c2 g2) i LIIAA9 (FTRINITY DN56945 c1 gl). Wzglednie wysoki
poziom akumulacji wykazuja rowniez transkrypty: FTRINITY DNS52977 c4 gl 16, kodujacy
LITAA9b i FTRINITY _DN57862 cl1 gl i2, kodujacy LIIAA14a (Rycina 36). Na podstawie
analizy danych degradomowych nie zidentyfikowano ani jednego miRNA, ktéry mogiby by¢
potranskrypcyjnym regulatorem ekspresji genow z rodziny Aux/IAA.
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Rycina 36. Ekspresja genow kodujacych biatka z rodziny Aux/IAA w kwiatach tubinu zottego zebranych
z okotkow dolnych (D1-4) i gornych (G1-4).

Czynniki transkrypcyjne z rodziny ARF

Wsrod mRNA  kodujacych aktywatory transkrypcji, najsilniejszej akumulacji ulegaja:
FTRINITY_DN57891 c1_gl1 i1, FTRINITY_DN57891_c1_g1_i10, kodujace odpowiednio:
LIARF6b i a, oraz FTRINITY_DN59213 c2_g2_i25 i FTRINITY_DN59213 c2_g2_29,
kodujace LIARF8a. Wszystkie wymienione transkrypty sa celami dla miRNA z rodziny
MIR167 (Rycina 37). Najbardziej akumulowanymi mRNA kodujacymi represory transkrypcji
sag FTRINITY DN53647 cO g2 i3 i FTRINITY DN54558 c0 g2 i3 (kodujace LIARF9e
i a). Analiza degradomu wskazuje na to, ze prawdopodobnie nie sg one celami dla zadnych
miRNA zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zéltego (Rycina 37), jednak wyniki analiz
in silico sugeruja, ze taka regulacja jest mozliwa (Rycina 33).

Ponad potowa (61,5%) zidentyfikowanych par miRNA/ARF wykazuje negatywng korelacje
w ekspresji, o czym $wiadczy ujemny wspotczynnik korelacji Pearsona (PCC).
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Rycina 37. Ekspresja genow kodujacych czynniki transkrypcyjne z rodziny ARF w kwiatach tubinu zottego
zebranych z okotkéw dolnych (D1-4) i gérnych (G1-4), oraz akumulacja sRNA, ktorych udziat w regulacji
potranskrypcyjnej tych gendéw zostata udowodniona w sekwencjonowaniu degradomu. PCC (ang. Pearson
Correlation Coefficient) jest miarg korelacji miedzy dwoma parametrami. Im jej warto$¢ jest blizsza 0, tym nizsza
korelacja; jej dodatnia warto$¢ wskazuje na pozytywna korelacje, a ujemna na negatywna.
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Geny LIARF wykazuja najwyzsza aktywnos¢ w kwiatach zebranych z dolnych okotkéw,
bedacychna 1.1 3. etapie rozwoju. W wigkszosci przypadkow (za wyjatkiem kwiatow D1 i G1)
represory transkrypcji byty silniej eksprymowane niz aktywatory. Zadziwiajaco wysoki udziat
w catkowitej ekspresji LIARF maja rowniez geny kodujace biatka skrocone do C-terminalnej
domeny PB1 (Rycina 38).

160
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Rycina 38. Sumaryczna ekspresja genow, kodujacych biatka ARF z podziatem na ich aktywno$¢ jako czynniki
transkrypcyjne w kwiatach tubinu zottego zebranych z okotkéw dolnych (D1-4) i gornych (G1-4).

Anctowany jako represor

Anoctowany jako aktywator

MD bogata w GL/S/P

MD bogata w SQL

MD bogata w GL/S/P -_
MD bogata w SQL -_

Sumaryczna ekspresja [FPKM]
g

Analiza ekspresji gendéw z rodziny SAUR

Wynikiem dziatania Sciezki transdukcji sygnatu auksyn jest reprogramowanie transkrypcyjne
komorek. Najczgséciej stosowanymi indykatorami funkcjonowania omawianego szlaku jest
ekspresja genow szybkiej odpowiedzi na auksyne z rodziny SAUR. Sumaryczna ekspresja
homologéw tych gendw rosta wraz z postepem rozwoju kwiatu, przy czym w kwiatach
rosngcych na szczytowych okotkach byla ona finalnie najwyzsza. Najwigkszy udziat

w budowaniu takiego wzorca sumarycznej ekspresji majg transkrypty kodujace LISAUS32,
LISAUS0, LISAU36 i LISAU64 (Rycina 39).
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sumaryczna ekspresja [N I

LISAU32_FTRINITY_DN55908_c4 g1_i6 [ |
LISAU50_FTRINITY_DN52749_c5_g2_i1
LISAU36_FTRINITY_DN55379_c2_g3_i1
LISAU32_FTRINITY_DN51530_c0_g2_i1
LISAU32_FTRINITY_DN51530_c0_g3_i1
LISAUB4_FTRINITY_DN47324_cO_g1_i1
LISAU50_FTRINITY_DN52749_c5_g4_i1
LISAU50_FTRINITY_DN52749 c5 g5 i1
LISAU5S0_FTRINITY_DN53864_c5_g1_i1
LISAU32_FTRINITY_DN51530_c0_g4_i1
LISAU32_FTRINITY_DN49511_c0_g1_i1
LISAU50_FTRINITY_DN57675_c0_g6_i1
LISAU5S0_FTRINITY_DN52749 ¢5 g8 i1

sumaryczna
LISAU32_FTRINITY_DN49511_c0_g2_i1 FPKM
LISAU32_FTRINITY_DN55533_c1_g3_i2 400
LISAU32_FTRINITY_DN54085_c2_g5_i2 300
LISAU32_FTRINITY_DN54085_c2_g5_i1
LISAUS0_FTRINITY_DN55817_c1_g1_i1 IZOD
LISAU32_FTRINITY_DN55840_c4_g1_i2 100
LISAU32_FTRINITY_DN55840 c4_g1_i1 EPKM
LISAU71_FTRINITY_DN53008_c2_g1_i1 150
LISAU72_FTRINITY_DN58729_c0_g1_i1 l
LISAU50_FTRINITY_DN51238_c0_g2_i1 100
LISAU5S0_FTRINITY_DN51238_c0_g1_i1 50
LISAU50_FTRINITY_DN55817_c1_g2_i1 N,

LISAU32_FTRINITY_DN55533_c1_g3_i1
LISAU50_FTRINITY_DN43350_c0_g1_i1
LISAU71_FTRINITY_DN48652_c0_g1_i1
LISAU50_FTRINITY_DN54965_c3_g5_i1
LISAU32_FTRINITY_DN54085_c2_g3_i1
LISAU50_FTRINITY_DN55817_c1_g3_i1
LISAU32_FTRINITY_DN58102_c2_g4_i1
LISAU50_FTRINITY_DN57675_c0_g6_i2
LISAU50_FTRINITY_DN53917_c7_g4_i6
LISAU50_FTRINITY_DN53917_c7_g4 i11
LISAUS0_FTRINITY _DN57675 c0 g2 i3
LISAU50_FTRINITY_DN53917_c7 g4 i1
LISAU50_FTRINITY_DN57675 c0_g2_i4
LISAU50_FTRINITY_DN57675_c0_g2_i9

- N O F v« oo M
oooooQoal

Rycina 39. Ekspresja genow kodujacych czynniki transkrypcyjne z rodziny SAUR w kwiatach tubinu zottego
zebranych z okotkow dolnych (D1-4) i gornych (G1-4).

Ekspresja wybranych modutéw miRNA/TAAR i miRNA/ARF w kwiatach tubinu 2éttego po
usunieciu nizszych okdtkéw.

Usuniecie kwiatow z wszystkich okotkow poza rosngcymi na ostatnim pigtrze kwiatami
bedacymi na 1 lub 2 etapie rozwoju, skutkuje utrzymaniem tych ostatnich na roslinie
| zawigzaniem strakow. W kolejnym etapie realizacji pracy doktorskiej zbadano, czy ekspresja
wybranych elementow modutow mRNA/miRNA w kwiatach po usuni¢ciu nizszych okotkow
bedzie wykazywata wzorzec podobny do ekspresji w kwiatach pochodzacych z dolnych
okotkow, a jesli tak, to czy bedzie on uzyskiwany za posrednictwem miRNA.

Transkrypt kodujacy receptor LITIR1 wykazuje podobny wzorzec ekspresji w kwiatach etapow
1-3 niezaleznie od ich pozycji na kwiatostanie, natomiast w ostatnim etapie ulega blisko
czterokrotnie obnizonej ekspresji w kwiatach z wariantu dolnego i nowego dolnego, wzgledem
ekspresji w wariancie gornym. Opisany wzorzec ekspresji nie jest negatywnie skorelowany
z akumulacjg LImiR224/miR393, ktorego jest genem docelowym (Rycina 40).
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Rycina 40. Ekspresja LITIR1, bedacego jednym z gendéw docelowych dla LI-miR224/miR393 w kwiatach tubinu
z6ttego po usunigciu nizszych okotkéw. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya.
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Rycina 41. Ekspresja LIARF18, bedacego jednym z genéw docelowych dla L1-miR333/miR160 w kwiatach tubinu
z6ttego po usunigciu nizszych okotkéw. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya.
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Kwiaty na dwoch najwcze$niejszych etapach rozwoju nie wykazujg réznicowej akumulacji
transkryptu kodujacego LIARF18d. Roznice sa widoczne dopiero na trzecim etapie, gdzie
akumulacja omawianego mMRNA jest najnizsza w kwiatach dolnych, wyzsza w kwiatach
gornych i najwyzsza w kwiatach nowych dolnych. Mozna tu zauwazy¢ negatywng korelacje
z LI-miR333/miR 160, obnizenie poziomu akumulacji tego miRNA w kwiatach z wariantu
nowego  dolnego  prawdopodobnie = powoduje  wyzsza  retencj¢  transkryptu
FTRINITY_DN53543 c0_g2_il. W kolejnym etapie rozwoju zaréwno ekspresja omawianego
transkryptu, jak i miRNA byly na bardzo niskim poziomie w kwiatach dolnych i nowych
dolnych w poréwnaniu do kwiatow gornych (Rycina 41).

Akumulacja zarowno FTRINITY_DN57891 c1 gl il, kodujacego LIARF6a, jak
i FTRINITY DN59213 ¢2 g2 ill, kodujagcego LIARF8a, wraz z rozwojem kwiatow osigga
podobny poziom w wariantach nowym dolnym i dolnym wzgledem wariantu géornego. Uwagg
zwraca fakt, ze FTRINITY_DN59213 c2_g2_il1 wykazuje negatywna korelacj¢ z LI-
miR281/miR167 w ostatnim etapie rozwoju kwiatow (Rycina 42).

20- b

VTLBT197T168.SNO B94MYIT

. b
C
10- d
e © e of
5- f g
"L
(1w
] a
ab
ab be
4- Cd(__‘bcd bed
cde cde
@ de
2-
0-

b b
10- C
cde gof cd
£ F f |—!—I__;_e-f
b. CCImmmem
2 3

wariant

D dolny

gorny
nowy dolny

29 €LZ6SNA BgAUVIT

Wzgledna ekspresja
Ao

><><><><'
><><><><\

CeCre
SSSNN

olyiw/|ggyiw-]

:
Etap rozwoju kwiatu

Rycina 42. Ekspresja LIARF6 i LIARF8, bedacych genami docelowymi dla LI-miR281/miR167 w kwiatach tubinu
z6ttego po usunieciu nizszych okotkéw. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya.
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Wptyw stresu suszy na kwiaty fubinu zéttego

W kolejnym etapie realizacji pracy doktorskiej sprawdzono, czy miRNA reguluje ekspresje
wybranych genow kodujacych szlak transdukcji sygnatu auksyn w kwiatach podczas suszy.

Potwierdzenie stresu suszy w badanych roslinach

W celu upewnienia si¢, ze pobrany do analiz materiat pochodzi z roslin, ktore doswiadczaja
stresu suszy, oznaczono zawarto$¢ proliny w kwiatach (Rycina 43A i B), wykonano badanie
termograficzne (Rycina 43C) oraz zbadano aktywno$¢ transkrypcyjng wybranych gendéw
zwigzanych z susza (Rycina 44).

Dopiero w kwiatach znajdujacych si¢ na dwoch ostatnich etapach rozwoju zauwazono
podwyzszony poziom proliny w wariancie suszy, a rdznica ta byta istotna statystycznie tylko
w kwiatach D4. Dodatkowo, na szczegélng uwage zastuguje wysoki poziom proliny
w kwiatach G1, wzgledem D1, przy czym omawiana roznica jest istotna Statystycznie
na poziomie p<0,005 (***) (Rycina 43B). Rosliny w czasie suszy mialy podwyzszong
temperature ze wzgledu na nizsza zawarto$¢ wody w ich tkankach. Jesli dana roslina nie
wykazywata réznicy w rozkladzie temperatury wzgledem kontroli, zostawata odrzucana
zdalszych analiz (Rycina 43C).

dolny okolek gorny okolek
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Rycina 43. Kontrola stresu suszy u ro$lin tubinu zéttego. A i B. Oznaczenie ilo$ci proliny w kwiatach metoda
kolorymetryczna z kwasna ninhydryna. A. Krzywa kalibracyjna. B. Ilo$¢ proliny w kwiatach. Wykonano test t dla
prob o réznych wariancjach: * p<0,05, . p<0,1. C. Termogramy wykonane dla roslin doswiadczajacych suszy
i kontrolnych. Dwa pierwsze zdjgcia od lewej strony — przyktadowe termogramy $cigtych roélin w stresie suszy
i kontrolnych, uwzglednionych w analizie; ro$liny zawsze byly parami uktadane w dwoch pozycjach, aby
wykluczy¢ wptyw temperatury odbitej na temperature roslin. Zdjecie po prawej stronie - przyktadowy termogram
scietych roslin w stresie suszy i kontrolnych, odrzuconych z analizy z powodu niedostatecznego odwodnienia
czesci nadziemne;j.
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Geny wybrane jako markery suszy wykazywaly zr6znicowang odpowiedz na stres. LICER1
ulegatl obnizonej ekspresji w czasie suszy na etapie pierwszym rozwoju kwiatow. W kolejnym
etapie transkrypt LILAC2 byt bardziej akumulowany wzgledem kontroli w kwiatach gornych.
Dla kwiatow rosnacych na okodtkach goérnych charakterystyczne bylo obnizenie ekspresji
LILAC2 i podwyzszenie poziomu akumulacji mRNA LINF-YAS. W ostatnim etapie rozwoju
kwiaty z gornych okotkow wykazywaly w czasie suszy wyzsza ekspresje LINF-YAS 1 LIVOZ1
(Rycina 44).
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Rycina 44. Ekspresja potencjalnych markeréw genetycznych stresu suszy w kwiatach tubinu zottego. Analiza
statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya . Gwiazdki na skraju wariantow kontrolnego i suszy oznaczaja
istotnos$¢ statystyczna: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005.
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Ekspresja genow kodujacych elementy modutéw regulacyjnych miR393/TAAR, miR160/ARF18
i miR167/ARF6 w kwiatach tubinu 26ftego podczas stresu suszy

Kolejnym etapem eksperymentu bylo sprawdzenie, czy ekspresja wybranych gendéw
kodujacych elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn zmienia si¢ podczas stresu suszy oraz
czy wykazuje odwrotng korelacje do akumulacji miRNA, ktorych sg one genami docelowymi.
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Rycina 45. Ekspresja wybranych elementow modulu miRNA/TAAR w kwiatach tubinu zottego podczas stresu
suszy. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya . Gwiazdki na skraju wariantow kontrolnego i suszy
oznaczajg istotnos¢ statystyczng: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005.

Sposrod  zidentyfikowanych transkryptéw kodujacych funkcjonalne receptory auksyny
z rodziny TAAR, do dalszych badan dotyczacych suszy wybrano
FTRINITY_DN49353 c0_gl _i2 kodujacy AFB3, ktory jest celem dla LI-miR224/miR393.
W kwiatach dolnych etapu 2. oraz we wszystkich etapach kwiatow gornych, ekspresja LIAFB3
wykazuje istotnie podwyzszony poziom w wariantach suszowych. Mozna zauwazy¢ negatywna
korelacje miedzy ekspresjg LI-miR224/miR393 i badanego mRNA w kwiatach gornych,
bedacych na 3. etapie rozwoju: wyzsza ekspresja LIAFB3 koreluje z obnizong akumulacja LI-
miR224/miR393 (Rycina 45).

Ze wzgledu na duzg ilos¢ genéw kodujacych ARF18 u tubinu zottego (LIARF18A-C, Tabela
20), zbadano ekspresj¢ kazdego z nich, wybierajac po jednym najwyzej eksprymowanym
transkrypcie. Geny te wykazywaty zblizong ekspresj¢ w warunkach kontrolnych i w stresie
suszy, z nielicznymi wyjatkami. Podczas suszy obnizeniu ulegt poziom akumulacji transkryptu
FTRINITY_DN53543 c0 gl i17 w wariancie gornym etapu 3,
FTRINITY_DN53543 c0 g2 i4 w wariantach Gl i G3, a podwyzszeniu
FTRINITY_DN56991 c0 g1 i8 w wariantach D1, D3 oraz G1i G2.
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W kwiatach pochodzacych z okotkow dolnych, bedacych na trzeciem etapie rozwoju
LImiR333/miR160 ulega nizszej akumulacji w trakcie suszy, a ilo$¢
FTRINITY_DN56991_c0_gl1_i8 kodujacego LIARF18e jest wyzsza. Natomiast kwiaty
z okotkoéw gornych na etapie 1 wykazuja nieco podwyzszong ilos¢ LI-miR333 w warunkach
badanego stresu wzgledem warunkow kontrolnych, a akumulacja
FTRINITY_DN53543 c0_g2_i4, kodujacego ARF18d wykazuje odwrotny trend (Rycina 46).

Transkrypt kodujacy LIARF6a w najmlodszych badanych kwiatach z okotka gornego wykazuje
w warunkach suszy obnizony poziom ekspresji, ale wraz z rozwojem kwiatu ten stosunek si¢
odwraca. Natomiast transkrypt pochodzacy z tego samego genu, lecz kodujacy inne biatko
(ARF6b) wykazuje najwyzsza akumulacje w do§wiadczajacych stresu suszy kwiatach gérnych
ostatniego etapu rozwoju. Obnizony w warunkach stresowych poziom akumulacji LI-
miR281/miR167 w kwiatach goérnych etapu 3 koreluje z podwyzszong iloscig
FTRINITY_DN57891 c1 g1 i10 w tym wariancie (Rycina 47).
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Rycina 46. Ekspresja wybranych elementéw modutu ARF18/miR160 w kwiatach tubinu zéttego podczas stresu
suszy. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya. Gwiazdki na skraju wariantow kontrolnego i suszy
oznaczaja istotnos¢ statystyczna: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005.
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Rycina 47. Ekspresja wybranych elementow modulu ARF6/miR167 w kwiatach tubinu zottego podczas stresu
suszy. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya. Gwiazdki na skraju wariantow kontrolnego i suszy
oznaczajg istotnos¢ statystyczng: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005.
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Kietkowanie pytku podczas stresu suszy

W zwigzku z tym, ze podczas suszy odcinanych jest wigcej kwiatow [24] postanowiono jeszcze
sprawdzi¢, czy to zjawisko moze by¢ spowodowane spadkiem jakosci pytku. Ze wzglgdu na to,
ze analiza sily kietkowania pytku w ros$linach niestresowanych nie wykazata istotnych réznic
migdzy preparatami sporzadzonymi z pytku pochodzacego z roznych pigter kwiatostanu, test
kietkowania pytku in vitro wykonano tylko dla dolnego pigtra. W tym przypadku rowniez nie
wykazano istotnych réznic miedzy wariantem kontrolnym i susza (Rycina 48).
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Rycina 48. Wyniki analizy zdolnosci do kielkowania pylku pobranego ze skrajnych okotkéw w warunkach
fitotronowych i podczas suszy. W wariancie z suszg pytek byl pobrany wytacznie z kwiatow zlokalizowanych
na najnizszych okotkach.
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Dyskusja

Morfologia i funkcjonalnos¢ kwiatu

Rozwijajace si¢ na skrajnych pietrach kwiaty tubinu zottego nie wykazuja roznic
morfologicznych, dopiero je wida¢ po pelnej antezie, gdy zalaznie kwiatow z dolnych pigter
ulegaja powigkszeniu, a z gérnych nie (Rycina 11). Jedng z przyczyn odcinania kwiatow moze
by¢ niezdolno$¢ pytku do pozostawania na znamieniu, zaktdcony proces jego kietkowania
I w konsekwencji brak zaptodnienia zalagzka w kwiatach z gornych okotkow. Aby
zweryfikowaé, czy tak jest w przypadku goérnych okoétkow kwiatostanu tubinu zottego,
sprawdzono, czy pytek ulega retencji na znamieniu i wykonano test jego kietkowania. Zar6wno
w kwiatach szczytowych, jak i najnizszych, pylek znajdowal si¢ na znamieniu (Rycina 14).
Co ciekawe, zdolno$¢ kietkowania pylku nie wykazywala odwrotnej korelacji
z prawdopodobienstwem odciecia kwiatu, ale wrgcz przeciwnie, pytek pochodzacy z kwiatow
rosngcych na gornych okotkach kietkowal nieco lepiej, cho¢ rdéznice te nie byly istotne
statystycznie (Rycina 15).

Ekspresja genow regulujacych ilos¢ wolnej auksyny

Jesli odcinanie kwiatow pochodzacych z goérnych okotkow nie jest spowodowane
niefunkcjonalnoscig pytku, to moze by¢ ono spowodowane na przyktad nieprawidtowym
funkcjonowaniem innych czgsci kwiatu, lub brakiem synchronizacji proceséw rozwojowych
w pylnikach i stupkach. Najbardziej poznanym integratorem rozwoju i funkcjonowania kwiatu
jest auksyna, ktora steruje migdzy innymi koordynacjg wzrostu elongacyjnego nitek pylnikow
i receptywnosci znamienia (opracowane w: [201]).

Na tej podstawie postawiono hipoteze, ze w kwiatach kierowanych na droge odcinania, moze
nastgpowa¢ deregulacja procesoOw zwigzanych z ustaleniem wzorca lokalizacji auksyny,
co prowadzitoby do dysfunkcji ktoregos z elementéw odpowiedzialnych za ptodnos$¢ kwiatu.
Pierwszym krokiem w kierunku weryfikacji tego stwierdzenia bylo zbadanie, czy geny biorace
udziat w biosyntezie, koniugacji 1 transporcie auksyny, ulegaja zmianom w catych kwiatach.
W tym celu z danych, pochodzacych z sekwencjonowania transkryptomow, zidentyfikowano
po 20 najsilniej eksprymowanych transkryptéw, anotowanych jako produkty gendéw z pigciu
rodzin: YUCCA, GH3, PIN, PILS i AUX/LAX (Rycina 16).

Kwiaty tubinu, wraz z osigganiem kolejnych etapow rozwojowych, wykazywaly duza
dynamike ekspresji omawianych genow. Co wazne, w kwiatach rozwijajacych si¢ na skrajnych
okotkach kwiatostanu ekspresja niektorych genow zmieniata si¢ w przeciwstawnych
kierunkach. Najbardziej jest to widoczne w przypadku transkryptow kodujacych LIPIN3
(FTRINITY_DNb54309_c0_g1 _i10) oraz LILAX4 (FTRINITY_DN56803_c0_gl i6), ktorych
ekspresja w kwiatach dolnych spada wraz z ich rozwojem, a w kwiatach goérnych etapu 2. osiaga
maksimum, by nastepnie ulec obnizeniu (Rycina 16). Uzyskane wyniki sugeruja, ze W kwiatach
rosngcych na skrajnych okotkach, auksyna wykazuje zréznicowany profil lokalizacji,
spowodowany réznicami w polarnym transporcie. Aby upewnic¢ si¢ w shusznosci tego wniosku,
wykonano analizg lokalizacji IAA w precikach i stupkach kwiatu tubinu.
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Lokalizacja auksyny IAA w rozwijajacych sie kwiatach tubinu zéttego

Badania nad lokalizacja IAA w organach generatywnych skupiaja si¢ gldwnie na: wczesnych
etapach kwitnienia [202,203], embriogenezie [204] (w tym somatycznej [205] i z mikrospor
[206]), strefie odcinania kwiatu [21,23,207] oraz w owocach [208]. Lokalizowane sg rowniez
elementy odpowiedzialne za syntez¢ [209,210], transport [210], percepcje [209,210]
I tworzenie koniugatow auksynowych [210]. W doniesieniach na temat czasowo-
przestrzennego wzorca lokalizacji IAA w kwiatach znajdujgcych si¢ w pozniejszych etapach
rozwoju, bada si¢ raczej efekt transdukcji sygnatu auksyn, niz samg jej lokalizacje, poprzez
analiz¢ indukcji sztucznych promotorow DRS lub DRS5v2, zawierajacych tandemowo
powtorzone elementy AuxRE (np. [112,209]). Takie analizy mimo swej niewatpliwej warto$ci
poznawczej, nie pozwalajg uzyskac pelnej informacji, ani o st¢zeniu, ani o lokalizacji IAA.
Indukcja tych promotorow zalezna jest od stezenia IAA w jadrze komorkowym oraz
od aktywnos$ci czynnikow transkrypcyjnych ARF. Niemozliwe jest, na przyktad, uzyskanie
W ten sposob informacji na temat obecnosci auksyny w cytoplazmie, lub, jesli w komorce
bedzie przewaga represorow transkrypcji ARF, istnieje mozliwo$¢ biednej interpretacji braku
sygnatu jako braku auksyny. Jedynie nieliczne doniesienia literaturowe opieraja sig
na wykorzystaniu metod immunolokalizacyjnych w organach kwiatow na ich ostatnich etapach
rozwoju [50,202,211].

W badaniach obejmujacych lokalizacje IAA w pylnikach tubinu zéttego zaobserwowano
niezwykle silng lokalizacje IAA w ziarnach pytku, oraz wyraznie intensywniejszy sygnat
w szybko rosnacych nitkach pylnikow (Rycina 17). Ta obserwacja jest spdjna z wynikami
otrzymanymi przez innych badaczy. U Arabidopsis thaliana pylIniki sa gtbwnymi producentami
auksyny, a w stadiach 10. i 11., odpowiadajacym etapom 1. i 2A u tubinu, proces ten zachodzi
glownie w ziarnach pytku i prokambium gornej czesci filamentu [209], a transport auksyny
wzdtuz nitek pylnika jest wymagany do wzrostu elongacyjnego tej struktury [212]. U orzecha
wloskiego we wczesnych etapach rozwoju pylnika IAA akumulowany jest nie tylko w ziarnach
pytku, ale i tapetum [202]. Tapetum jest tkanka, ktorej funkcja jest odzywianie rozwijajacego
si¢ pytku i ktora zanika po osiagnigciu przez niego dojrzatosci [213]. W pdznych stadiach
rozwojowych kwiatow tubinu zottego ta struktura ulegla degradacji. W badaniach nad
jeczmieniem odkryto, Ze intensywnie produkowana w ziarnach pytku auksyna stymuluje szlaki
zwigzane z wytwarzaniem i przemiang energii, Wspomagajac w ten sposob dojrzewanie pytku
[214]. Brak réznic miedzy lokalizacja auksyny w pylnikach izolowanych z dolnych i goérnych
okotkow jest spojny z wezesniejszymi obserwacjami, dotyczacymi retencji na znamieniu
(Rycina 14) i zdolnosci kietkowania pytku (Rycina 15).

Rowniez w stlupkach kwiatow tubinu zoéttego wykryto sygnal §wiadczacy o obecnosci
I dynamicznych zmianach st¢zenia IAA. Zaobserwowano przejsciowy wzrost stezenia IAA tuz
pod znamieniem, ktory gradientowo zanika w Kkierunku bazypetalnym i osiagga swoje
maksimum w kwiatach etapu 2B zar6wno w kwiatach dolnych, jak i gérnych. Sygnat ten zanika
w stadium 3. (Rycina 18). Etap 2B rozwoju kwiatu tubinu charakteryzuje si¢ miedzy innymi
tym, ze, otwarte gtowki pylnikow zrownujg si¢ ze znamieniem i to wtedy nastepuje zapylenie.
Nasze obserwacje nie do konca pokrywaja si¢ z obserwacjami poczynionymi w badaniach
na innych roslinach. Tym niemniej w stupkach tytoniu w czasie zapylenia i wzrostu tagiewki
pytkowej, rowniez obserwowane sg bardzo dynamiczne zmiany w obrgbie znamienia: przed
zapyleniem ilo§¢ IAA jest na $rednim poziomie, w czasie zapylenia jest bardzo niska,
a po zapyleniu znowu wzrasta i po 45 minutach osigga maksymalne stezenie. Jednak u tej
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ro$liny sygnat auksynowy obserwowany jest bezposrednio na znamieniu, a nie pod nim [50].
W przypadku A. thaliana, wolna auksyna obecna jest rowniez w obrgbie znamienia, ale
po otwarciu paku i zapyleniu przestaje by¢ wykrywana w tej czesci kwiatu. Sygnat zaczyna by¢
widoczny tuz pod znamieniem i gradientowo zanika w kierunku bazypetalnym [48].
Lokalizacja IAA w obrebie cze$ci apikalnej stupka moze by¢ swoista gatunkowo 1 zaleze¢
na przyktad od budowy kwiatu lub typu zapylenia.

Najsilniejsza akumulacja IAA w zalgzniach kwiatow tubinu zottego wystepuje w obrebie
wewnetrznych ostonek, oraz u podstawy zalgzka. Warto zaznaczy¢, ze IAA jest obecny nie
tylko w samych jgdrach komoérkowych, ale takze cytoplazmie, gdzie prawdopodobnie ma
charakter tranzytowy. Roznice w lokalizacji IAA miedzy kwiatami géornymi i dolnymi sg
widoczne w wariancie 2B. W zalgzkach izolowanych z kwiatow goérnych widoczny jest
znacznie wyrazniejszy i bardziej rozlegly sygnal z cytoplazmy w tkankach okalajacych
woreczek zalazkowy (Rycina 19). Na etapie 2B przestaje by¢ mozliwe odwrocenie determinacji
kwiatow gornych, na przyktad poprzez oberwanie wszystkich kwiatéw z nizszych okotkow,
jest zatem niezwykle prawdopodobne, ze auksyna pojawiajgca si¢ w cytoplazmie grubej
warstwy komorek okalajacych woreczek zalazkowy jest czedcig szlaku sygnatowego,
kierujacego kwiat na $ciezk¢ odcinania. Uzyskane rezultaty lokalizacji IAA sa spojne
z wynikami ekspresji genéw zwigzanych z biosynteza, transportem i koniugacja auksyn
(Rycina 16).

Dynamiczne zmiany w homeostazie auksyny obserwowane byly roéwniez w zalgzniach
A. thaliana [210]. Autorzy pokazali, ze przed zaptodnieniem wyptyw auksyny z zalagzkow jest
ograniczany, a po zaptodnieniu obserwowana jest wzmozona biosynteza auksyny oraz
obnizona koniugacja i transport, co skutkuje wieksza aktywnoscia transkrypcyjng genow
regulowanych przez auksyng. Jednak ze wzgledu na to, ze autorzy nie wykonywali
bezposredniej lokalizacji IAA, trudno jest porownaé uzyskane przez nich wyniki z naszymi.
Detekcje IAA w tkankach zalgzkow wykonano dla bawelny, badajac role tego fitohormonu
podczas inicjacji wytwarzania wiokien bawelny, majgce miejsce w dniu otwarcia kwiatu.
W tym czasie w komoérkach epidermy zalgzka, z ktorych te widokna powstang, obserwowany
jest wzrost stezenia IAA [211]. Proces ten jest jednak charakterystyczny dla bawelny i nie
zachodzi w tubinie, dlatego interpretacja naszych wynikéw w konteks$cie wyzej przytoczonych
rezultatbw moze si¢ jedynie ogranicza¢ do faktu, ze czasowo-przestrzenna dynamika IAA
w okolicach czasu antezy wydaje si¢ by¢ powszechnie obserwowanym zjawiskiem.

Identyfikacja funkcjonalnych elementéw szlaku transdukcji sygnatu auksyn w kwiatach
tubinu zéttego

W rozwijajacych si¢ kwiatach tubinu zoéltego zidentyfikowano wszystkie elementy szlaku
transdukcji sygnatu auksyn. W obrebie rodzin biatkowych, do ktorych naleza, biatka te r6znig
si¢ wlasciwosciami decydujacymi o dynamice, specyficznos$ci i kierunku (represji/aktywacji)
wywotywanych zmian. Podsumowanie tej analizy prezentuje Rycina 49.
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Rycina 49. Podsumowanie analizy biatek z rodzin TAAR, Aux/IAA i ARF zidentyfikowanych w kwiatach tubinu
zoltego.

Receptory auksyny z rodziny TAAR

Transdukcja sygnatu auksyny w jadrze komorkowym rozpoczyna si¢ od zwigzania auksyny
przez receptor nalezacy do rodziny biatek TAAR do kieszeni utworzonej przez petle LRR 2,
12 i 14, bedace czescia zamknigtego pierscienia na szczycie receptora. Umozliwia to Stabilne
zwigzanie koreceptora z rodziny Aux/IAA i tak powstaly kompleks za pomocg domeny F-box
obecnej w biatku TAAR wiaze si¢ do bialek Skp 1 Cullin, tworzac aktywny kompleks ligazy
E3 SCF (ang. Skp, Cullin, F-box). W rezultacie nastepuje ubikwitynacja AUx/IAA
i skierowanie go na droge proteasomalnej degradacji.
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W kwiatach tubinu Zoltego zidentyfikowano cztery w pelni funkcjonalne biatka nalezace
do rodziny TAAR, kodowane przez trzy geny: LITIR1, LIAFB2, LIAFB3 (Tabela 18, Rycina
20C), ktore wykazywaly najwicksze podobienstwo do homologéw obecnych u najblizej
spokrewnionego sposrod analizowanych gatunkow, L. angustifolius (Rycina 22). Poniewaz nie
jest jeszcze dostepna sekwencja genomu badanej rosliny, nie mozemy stwierdzié, czy
prezentuja one kompletny zestaw receptoréw auksyny u L. luteus. Si¢gajac jednak do danych
literaturowych, mozna przypuszczaé, ze prawdopodobnie istniejg jeszcze inne geny LITAAR,
ktore sa aktywne w innych organach L. luteus, jako ze u innych roslin bobowatych liczba tych
gendéw w genomach waha si¢ od 4 u G. max i C. arietinum do 7 u M. truncatula (Tabela 2,
Rycina 4).

Z uwagi na niezwykle duze podobienstwo receptorow auksyny do receptora kwasu
jasmonowego COI1 wykonano dalsze analizy in silico potwierdzajace mozliwo$¢ wigzania
IAA do odpowiedniego miejsca. Brak takiej zdolnosci badz ektopowe wigzanie IAA
skutkowatoby niestabilnym wigzaniem Aux/IAA i brakiem transdukcji sygnatu. W tym celu
wykonano analiz¢ struktury pierwszorzedowej jadrowych receptorow  auksyny
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zottego oraz ich dobrze poznanych homologéw
u Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik zwyczajny). Kontrole negatywng analizy stanowity
sekwencje dwu receptorow kwasu jasmonowego AtCOI1l i GmCOIL, ktéore majg bardzo
podobng strukture do jadrowych receptoréw auksyny, ale wigzg inny ligand.

Na podstawie badan krystalograficznych AtTIR1 naukowcy brytyjscy ustalili, jakie
aminokwasy tworzg kieszen wigzacg auksyne i ktére z nich sa kluczowe dla selektywnosci tego
receptora: nisza zaangazowana w odpowiednie zorientowanie ligandu jest zbudowana z Lys-
410, Ser-440, Gly-441, Ala-464 and Phe-465, natomiast za selekcj¢ ligandu odpowiadaja
aminokwasy Cys-405, Ser-438, Leu-439, Ser-440, Ser-462 i Arg-489 [215]. W obrebie trzech
receptoréw auksyny zidentyfikowanych u tubinu zéttego wykazano obecnos¢ kluczowych
aminokwasow, tworzacych kieszen wigzacg auksyng, jedynie LIAFB3 odbiegal od tego modelu
(Rycina 20D). Wyniki wskazuja na to, ze ta izoforma begdzie wykazywata inng selektywno$¢
wzgledem auksyn niz AtTIR1, prawdopodobnie spektrum ligandéw bedzie szersze.

Powyzsze rezultaty byly impulsem do wykonania dokowania molekularnego biatko-ligand dla
zidentyfikowanych bialek LITAAR, gdzie ligandami byly auksyny (IAA, NAA, pikloram)
oraz tryptofan i kwas jasmonowy jako kontrole negatywne. Ze wzgledu na fakt, ze posiadamy
dos¢ rozlegta wiedz¢ na temat wigzania ligandow przez AtTIR1 [215] (Rycina 20A i B),
dokowanie przeprowadzone dla tego bialka stanowilo wzorzec dla prawidtowego,
funkcjonalnego wiazania IAA. Uzyskano zaskakujace rezultaty, sugerujace, ze to LITIR1a
i LITIR1b wykazuja szersze spektrum wigzania ligandow niz LIAFB2 i LIAFB3 (Rycina 21).
Dodatkowo uwage zwraca warto$ci energii obliczone dla wigzania IAA i NAA do kazdego
z analizowanych biatek, ktore sugeruja, ze NAA jest preferencyjnie wigzany przez LITIR1a
(Rycina 21). Aby zweryfikowa¢ uzyskane wyniki, nalezatoby przeprowadzi¢ analiz¢ EMSA
(ang. electrophoretic mobility shift assay), poniewaz jednak nie byt to gtdwny temat niniejsze;j
rozprawy doktorskiej, takiego doswiadczenia nie przeprowadzono.

Koreceptory auksyny z rodziny Aux/IAA

Kolejnym etapem transdukcji sygnatu auksyn po odpowiednim, stabilnym zwigzaniu auksyny
do kieszeni receptora, jest stabilne wigzanie biatka Aux/IAA do powstatego kompleksu, jego
ubikwitynacja i proteasomowa degradacja. W kwiatach tubinu zéttego zidentyfikowano 12
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gendéw LIAUX/IAA, kodujacych 30 funkcjonalnych biatek (Tabela 19), z ktérych przewazajaca
wigkszo$¢ wykazuje podobienstwo do homologdéw obecnych u L. angustifolius (Rycina 25).

W tworzeniu kompleksu TAAR-IAA-Aux/IAA kluczowa jest domena II, zawierajgca 13-
aminokwasowy motyw degronu, z kluczowa sekwencjg rdzenia GWPPV. Im bardziej motyw
ten jest podobny do sekwencji konsensusu QVVGWPPVRSYRK, tym szybsza jest degradacja
biatka Aux/IAA, a co za tym idzie, szybsza transdukcja sygnatu [216]. Na podstawie analizy
podobienstw omawianej sekwencji, mozna zatem uszeregowa¢ zidentyfikowane biatka
od teoretycznie najszybciej do najwolniej degradowanych: LIIAA14a i b (100% zgodnosci),
LIIAA16a-c (1 roznica), LIAX22B (1 r6znica w sekwencji rdzenia), LIIAA27d-g, i, j, LIIAA9a-
f (2 réznice, w tym w sekwencji rdzenia), LIIAA11, LIIAA17a-c (3 roznice), LIIAA27a-c i h,
LIIAA4 (3 roznice, w tym w sekwencji rdzenia), LIIAA26a-d (4 roznice, w tym w sekwencji
rdzenia). Niepodatne na degradacj¢, a tym samym niewrazliwe na auksyne, wydaja si¢ by¢:
LIIAA31a-d (8 roznic w tym 2 w okolicy rdzenia), LIIAA30a-b, LIIAA33a-c (catkowicie inna),
LIIAAl4c, LIIAA16d, LIIAAL7d, LIIAA3Oc (brak) (Rycina 23). Tu nalezy nadmienié, ze
ze wzgledu na niepelng budowg biatek, ograniczong do domeny PB1, wszystkie wymienione
Aux/IAA niewrazliwe na auksyn¢ zostaly uznane za niefunkcjonalne. Dodatkowym
elementem, ktoéry wptywa na szybko$¢ degradacji Aux/IAA jest obecnos¢ sekwencji KR lub
KQ pomigdzy domenami I i II, ktore wplywaja na wydajnos¢ ubikwitynacji Aux/IAA po jego
zwigzaniu do kompleksu TAAR-auksyna [217]. Ze wzgledu na obecnos¢ motywu KQ zamiast
KR, tempo degradacji LIIAA11 jest najprawdopodobniej wolniejsze, niz LIIAA17a-c mimo tej
samej liczby réznic w motywie degronu. Poniewaz motyw KR raczej przyspiesza, ale nie jest
wymagany w procesie ubikwitynacji, jego brak u LIAX22B i LIIAA26a-d spowolni, ale nie
uniemozliwi degradacj¢ tych biatek w odpowiedzi na sygnat auksynowy [217] (Rycina 23).

W szlaku transdukcji sygnalu auksyn biatka Aux/IAA pelnig rol¢ nie tylko koreceptoréw
auksyny, ale przede wszystkim represoréw czynnikow transkrypcyjnych ARF. Aby petnic¢
te funkcje, muszg posiada¢ zarowno domene represji ARF (domena I), jak i domeng, za pomoca
ktorej ulegaja interakcji z ARF, oraz multimeryzacji z innymi Aux/IAA (domena PB1).
Represja transkrypcji odbywa si¢ za posrednictwem biatek TOPLESS, ktore s3 rekrutowane
przez Aux/1AA [55] za pomocg motywu EAR (LXLXL), a zamiana ktorejkolwiek z lizyn w tym
miejscu na inny aminokwas skutkuje utratg omawianej funkcji [218,219]. W sytuacji niskiego
poziomu auksyny, Aux/IAA wiaza si¢ do ARF przez domeng PB1 w postaci helikalnych homo-
I heterooligomerow [219], przy czym sita oddzialywan migedzy roznymi Aux/IAA jest wigksza,
niz migdzy takimi samymi, i zalezy od rozktadu tadunkoéw na powierzchniach interakcji PB1
[220]. Obecnos¢ izoformy pozbawionej motywu EAR (tak jak w przypadku LIIAA17a-c,
LIIAA4 i LIIAAST, Rycina 23, Tabela 19) w obrgbie przytaczonego do ARF oligomeru, bedzie
najprawdopodobniej skutkowato ostabieniem interakcji z tetramerem TPL, ktérego kazdy czton
moze ulega¢ interakcji z partnerem [221].

Badania krystalograficzne domen PB1 u AtARF1, AtARF5 [115], AtARF7 oraz AtlIAA17 wraz
z analizami dwuhybryd drozdzowych [219], spektroskopii NMR oraz analiz ITC ARF17-ARF5
[220] doprowadzity do rozszyfrowania strukturalnych podstaw interakcji ARF-Aux/IAA.
Miejsca (“tatki”) dodatnio i ujemnie natadowanych reszt aminokwasowych w obrebie domeny
PB1 tworza + 1 — plaszczyzny interakcji (“faces”), a interakcja odbywa si¢ na zasadzie
przyciggania tadunkow odwrotnych. Cze$ci zasadowa i kwasna zawieraja charakterystyczne
motywy: niezmienng lizyne (K) w ptaszczyznie ,,+”, oraz OPCA (DxD/ExD) w plaszczyznie
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2
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Na podstawie powyzszych faktow mozna stwierdzié, ze zlokalizowana C-terminalnie domena
PB1 jest prerekwizytem funkcjonalnosci Aux/IAA. Omawiane biatka catkowicie pozbawione
tej domeny zostaty wykluczone z dalszych analiz, poniewaz nie sg one zdolne ani do tworzenia
kompleksow z ARF, ani oligomeryzacji z innymi Aux/IAA. Natomiast domena PB1 typu I lub
11, posiadajaca tylko jedng powierzchnig interakcji, bedzie uniemozliwia¢ dotgczanie kolejnych
elementdw, stanowigc terminalny czton oligomeru, ostabiajac w ten sposob interakcje z TPL.

Czynniki transkrypcyjne z rodziny ARF

Biatka ARF sg czynnikami transkrypcyjnymi, zatem aby spetnia¢ swoja funkcjg, musza
zawieraC co najmniej dwie domeny: odpowiedzialng za rozpoznawanie odpowiednich
elementéw w promotorach lub innych czesciach regulacyjnych genu (DBD), a takze domeng
aktywacji lub inhibicji transkrypcji (MD/MR). Dodatkowo, kanoniczne biatko ARF posiada
takze domene¢ PB1, umozliwiajagcg mu interakcje z biatkiem Aux/IAA, dzieki czemu sg zdolne
do odbierania jadrowego sygnatu auksynowego. Celem szczegdtowej analizy domen biatek
ARF zidentyfikowanych u tubinu zoéttego bylo zaklasyfikowanie ich do nast¢pujacych grup:
kanonicznych aktywatoréw lub represordéw, niekanonicznych (pozbawionych domeny PB1)
aktywatorow lub represoréw, oraz skroconych biatek ARF o nieokres$lonej funkcji. Ponadto,
potwierdzono obecno$¢ sygnatu lokalizacji jadrowej w funkcjonalnych biatkach.

Geny kodujace czynniki transkrypcyjne ARF sg najwczesniej uksztaltowanym elementem
szlaku transdukcji sygnatu auksyn. Jeden gen CaARF jest obecny juz u zielonej algi
Chlorokybus atmophyticus [61], a inne geny z tej rodziny mozna znalezé we wszystkich
poznanych dotad genomach roslin ladowych (Tabela 3, Rycina 4). Obecno$¢ licznych wersji
tych biatek umozliwia sterowanie specyficznoscig odpowiedzi na auksyng, poprzez odpowiedni
dobdér zestawow czynnikdw transkrypcyjnych w danym kontek$cie tkankowym
i fizjologicznym.

W transkryptomach kwiatéw tubinu zoéttego zidentyfikowano 16 aktywnych transkrypcyjnie
genow ARF, z czego 2 koduja biatka o nieokreslonej funkcjonalnosci (LIARF2B i LIARF6C),
a 4 kodowaty aktywatory transkrypcji, stanowigc 26,7% wszystkich ARF (Tabela 20). Liczba
genéw w genomach innych poznanych roslin bobowatych waha si¢ miedzy 24 u Cicer
arietinum L., a 51 u Glycine max L., przy czym liczba gendéw kodujacych represory jest zwykle
wigksza, niz aktywatorow. Wyjatkiem jest Medicago truncatula, u ktorej aktywatory stanowia
az 57,1% genoéw ARF (Tabela 3).

Jedna z najwazniejszych cech, jakie musi posiada¢ czynnik transkrypcyjny, jest zdolnos¢ do
wigzania DNA o okre$lonej sekwencji. Badania krystalograficzne nad domenami wigzacymi
DNA (DBD) ARF1 i ARF5 u Arabidopsis thaliana wykazaly, ze sa one zlozone z trzech
odrgbnych funkcjonalnie poddomen: B3, DD (ang. dimerization domain) i AD (ang. ancillary
domain). B3 ma strukture otwartej beta-beczki wigzacej DNA, DD jest zlozona z dwu
flankujacych B3 odcinkdw i tworzy bardzo zakrzywiong strukture beta-kartki, natomiast AD
znajduje si¢ za nimi i stanowi mata, pigcioniciowg beta-beczke, ktora silnie oddzialuje z DD
[109] (Rycina 26). Biatka ARF formuja dimery za posrednictwem domeny DD [109],
a nastgpnie w takiej formie za pomoca B3 kooperatywnie wigzg si¢ do elementow AUXRE
(ang. Auxin Response Elements) [222,223], znajdujacych si¢ gtdéwnie w obrebie promotorow
i obszarow 5’UTR w genach docelowych [224]. Brak dimeryzacji przez domeny DD skutkuje
nizszym powinowactwem B3 do AuxRE [109] lub wrg¢cz brakiem wigzania do DNA,
jak wykazano dla ARF18 u Brassica napus skroconego o 55 aminokwaséw w domenie DD
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I niezdolnego do dimeryzacji [225]. System ten dziata na zasadzie molekularnej suwmiarki:
kazda para ARF-ARF ma rozny przestrzenny rozstaw domen B3 (wigzacych DNA), zatem
przestrzenny rozstaw domen B3 definiuje preferencje danej pary ARF do wigzania z AuxRE
0 odpowiedniej odlegtosci tych elementéw wzgledem siebie [109,226]. Nalezy tu nadmienic,
ze odcinki taczace domeny DD i1 B3 sg elastyczne, co sprawia, ze moga one dostosowywac
swoja konformacje odlegtosci miedzy docelowymi AuxRE, ale tylko do pewnego do pewnego
zakresu okre§lonego przez dtugos¢ petli taczacej obie czesci DD i flankowany przez nie B3
[109]. Analiza porownawcza sekwencji aminokwasowych ARF zidentyfikowanych w kwiatach
hubinu zo6ttego wykazata, ze biatka kodowane przez LIARF4, LIARF17 oraz LIARF18A i B
zawierajg dluzsze regiony miedzy DD i B3 (Rycina 26), co sugeruje, ze ich dimery mogg si¢
przylacza¢ do szerzej rozstawionych elementéw AuxRE.

Nie tylko odleglosci migdzy parami elementéw AuxRE decyduja o specyficznosci ich wigzania
przez ARF, a przez to odpowiedzi transkrypcyjnej na auksyne, ale takze ich sekwencja. Roznice
w kluczowych aminokwasach domeny B3 obserwowane u réznych ARF co prawda nie
wplywajg na jako$ciowe rozroznienie miedzy elementami AuxRE, ale decydujg o sile wigzania
do poszczegdlnych AuxRE, przy czym TGTCGG okazuje si¢ by¢ preferowane wzgledem
TGTCTC [109,226,227]. Przeprowadzone przez Zemlyanskaye 1 wsp. analizy
bioinformatyczne wskazuja na istnienie jeszcze innych motywow AuxRE, a prawdopodobnie
cztery motywy TGTCNN (TGTCTC, TGTCCC, TGTCGG, i TGTCTG) s zwigzane
ze zwickszeniem aktywnos$ci gendw odpowiedzi na auksyne, a dwa inne (TGTCGG, TGTCAT)
ze zmniejszeniem tej aktywnos$ci [228]. Dodatkowo, poszczegolne motywy wydaja si¢ byé
charakterystyczne dla genéw petnigcych okreslone funkcje [228,229]. Histydyna w motywie
SXXXXHGXXSxXR, biorgca udzial w rozpoznawaniu sekwencji TGTCNN, jest w LIARF17
i we wszystkich izoformach LIARF18 zastgpiona glicyna, co sugeruje, ze biatka te moga
wykazywa¢ odmienne wilasciwosci (selektywnosé i/lub powinowactwo) wzgledem AuxRE
(Rycina 26). Ekspresja tych genéw w komorce bedzie si¢ najprawdopodobniej wigzata
z regulacja odrgbnej puli genéw.

Aby potwierdzi¢ wynikajaca z podobienstwa anotacje danego ARF do represorow
lub aktywatorow transkrypcji, wykonano analize sktadu aminokwasowego sekwencji MD
zlokalizowanej pomigdzy Aux resp 1 PB1. Zidentyfikowane w kwiatach tubinu homologi
represorow transkrypcji, LIARFla, LIARF2a-c, LIARF3, LIARF4, LIARF9a-e, LIARF17,
LIARF18a-h, zawieraly w obr¢bie domeny srodkowej ponadprzecig¢tng zawarto$¢ seryny (Ser),
leucyny (Leu), proliny (Pro) i glicyny (Gly), podobnie jak u represorow AtARF u A. thaliana
[90,223] (Rycina 27, lewa strona). Homologi aktywatorow transkrypcji, LIARF5a i LIARF6a-
d, byly w MD wzbogacone w glutaming (GlIn), seryne (Ser), i leucyne (Leu) (Rycina 27, prawa
strona). W biatkach ARF Arabidopsis MR o takiej budowie funkcjonuje jako domena aktywacji
transkrypcji [90,223]. Nie ujete w analizie biatka byty pozbawione omawianej domeny, a ich
przypuszczalna funkcja zostanie omoéwiana w dalszej cze$ci pracy.

W nastgpnym etapie analizy sekwencji aminokwasowych ARF sprawdzono zawarto$¢
I kompletno$¢ domeny PB1. Posiada ona bardzo podobne wlasciwosci i funkcjonuje w ten sam
sposob, jak PB1 w biatkach Aux/IAA. Zaskakujace byto to, ze tylko sze$¢ analizowanych
biatek zawieralo PB1 typu I/l i byly to wytacznie aktywatory transkrypcji, a pie¢ zawierato PB
typu | 1 byty to represory. ARF zawierajace PB1 typu I beda wykazywaly stabszg interakcje
ARF-ARF [219]. Wszystkie pozostate ARF byly pozbawione PB1 (Rycina 28, Tabela 20),
co W wigkszosci przypadkéw wigze si¢ z niewrazliwoscig na auksyne. Wyjatkiem jest tu
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homolog ARF3/ETTIN, ktory bezposrednio odbiera sygnat tego fitohormonu, bez udziatu
TAAR/Aux/TAA. Obecno$¢ takich form ARF nie jest niczym niezwyklym, wystepuja one
w kazdej dotychczas poznanej roslinie wyzszej (Tabela 3).

Zidentyfikowane biatko LIARF3, tak jak jego homologi w innych roslinach, zawiera
konserwowang C-terminalng domene ES (ETT-Specific) [93] (Rycina 29), co potwierdza, ze
jest on zdolny do odbioru sygnalu auksyn drogg niekanoniczng, tzn. poprzez bezposrednie
zwigzanie fitohormonu, co prowadzi do dysocjacji kompleksu TPL/TPR-HDAL9 i derepresje
regulowanych przez niego genow [230]. Podobnie pozbawiony PB1 homolog ARF2
u Arabidopsis prawdopodobnie dziata niezaleznie od Aux/IAA poprzez obecny w jego
sekwencji motyw EAR (LXLXL) w obrebie MD i rekrutacj¢ TPL/TPR [62]. Obecne w kwiatach
hubinu LIARF2c,d,e zawierajg EAR, sugerujac podobny sposob funkcjonowania.

Na szczeg6lng uwage zastuguje obecnos¢ zaskakujaco wielu C-terminalnie skréconych biatek
AREF, zawierajacych wytacznie domen¢ DBD (Tabela 20). Wiele przestanek wskazuje na to, ze
takie biatka mogg by¢ funkcjonalne. (i) Wykazano, ze domeny konstytuujagce ARF: DBD, MD
i PB1 moga funkcjonowac¢ samodzielnie [90,109], i niewykluczone, Ze jest mozliwe wigzanie
pojedynczego elementu AuxRE, z zastrzezeniem, ze obecnos¢ pozostatych domen w petnych
ARF moga wptywa¢ na powinowactwo do AuxRE [109]. (ii) W procesie ewolucji biatka ARF
powstalty z Charofitow, z potgczenia samodzielnie funkcjonujacych domen DBD, MD i PB1
[60,231]. (iii) U melonowca wiasciwego (Carica papaya) gen CpARF6, kodujacy biatko
zawierajace wylacznie domeng DBD, ulega podwyzszonej ekspresji podczas pdznego rozwoju
kwiatu i utrzymuje si¢ na wysokim poziomie podczas zawigzywania owocu oraz w pierwszych
etapach jego rozwoju [95]. U Medicago truncatula skrocony w ten sam sposob MtARF29 ulega
umiarkowanej ekspresji w roznych trankach tej rosliny, w tym w kwiatach [78]. Powyzsze fakty
sugeruja, ze takie formy ARF réwniez moga by¢ funkcjonalne i dziatajg albo poprzez
stabilizacje zwigzanego pojedynczo ARF pelnej dlugosci, albo maskujac miejsca AuxRE
w promotorach i w ten sposdb negatywnie regulujac ekspresj¢ genow kontrolowanych przez
auksyne.

Przeprowadzone analizy filogenetyczne, obejmujace sekwencje aminokwasowe homologow
LIARF z Arabidopsis thaliana, Glycine max i Lupinus angustifolius, potwierdzity ich
podobienstwo do reprezentantdéw odpowiednich podrodzin ARF. Zgodnie z oczekiwaniami,
sekwencje grupowaty sie w trzy gtowne klady: A, B i C [60]: klad A zawierat aktywatory
transkrypcji ARF5/6/8/19, klad B wigkszo$¢ represoréw transkrypcji ARF1/2/3/4/18, a klad C
LIARF17 (Rycina 30).

Identyfikacja biatek TOPLESS w kwiatach tubinu zéttego

Biatko TOPLESS nie jest elementem szlaku transdukcji sygnatu auksyn, jednakze jego
obecnos¢ jest niezbedna do wyjsciowej represji biatek ARF przez Aux/IAA przy niskim
stezeniu auksyn [55,232]. U tubinu zéttego zidentyfikowano 3 transkrypty, kodujace 3 biatka
LITPLa-c i potwierdzono in silico ich funkcjonalnos¢. LITPLC nie zawiera ani jednej domeny
WD40, ale dane literaturowe dowodza, Zze nie sg one istotne w transdukcji sygnatu
auksynowego [233], stad zaklasyfikowano to biatko jako funkcjonalne (Rycina 31).
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Identyfikacja miRNA regulujgcych elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn
w kwiatach tubinu zéttego

W celu identyfikacji modutow miRNA/TAAR/Aux/IAA/ARF, zostala przeprowadzona
zintegrowana analiza wynikéw sekwencjonowania degradomu, sRNA i transkryptomoéw
kwiatow tubinu zottego, rozwijajacych si¢ na skrajnych okotkach kwiatostanu. Na tej podstawie
udato sie¢ ustali¢, ze w kwiatach aktywne sg nastepujace moduty regulacyjne: miR393/TIR1,
IAFB3, miR167/ARF6, miR167/ARF8, miR160/ARF18 oraz nowy miRNA LI-miR475/AFB2
(Rycina 32). Na uwagg zastuguje fakt, ze podrodzina LIARF18 jest najliczniej reprezentowana
w przedstawionej analizie, a ponadto wszystkie transkrypty kodujgce funkcjonalne biatka
LIARF18 sg regulowane przez miRNA =z rodziny MIR160 (Rycina 37). Pary
miRNA/sekwencja docelowa zostaly wyodrebnione przy uzyciu dedykowanego dla danych
degradomowych programu CleavelLand4, ktorego dziatanie opiera si¢ na zalozeniu,
ze kierowane przez miRNA cigcie nastepuje miedzy 10 1 11 nukleotydem regionu najwyzszej
komplementarno$ci migdzy miRNA i transkryptem docelowym, liczac w kierunku 5°->3’
na miRNA [195]. Manualna analiza komplementarnosci sekwencji docelowych i miRNA
z calej rodziny czasteczki wskazanej przez omawiany program pozwala stwierdzi¢, ze tak
naprawdg wigkszo$¢ z nich moze kierowac cigciem danego transkryptu (Rycina 32).

CleaveLand4 jest niezwykle pomocnym narzgdziem w wysokoprzepustowym poszukiwaniu
modutow regulatorowych sRNA/MRNA, na podstawie przytlaczajacej ilosci danych, jaka
generuje sekwencjonowanie nowej generacji. Jednak wyniki, jakie si¢ dzigki niemu uzyskuje,
wymagaja dalszej, manualnej weryfikacji.

Zintegrowana analiza wynikow sekwencjonowan transkryptomow, sRNA i degradomu daje
najpewniejsze rezultaty dotyczace potranskrypcyjnej regulacji przez mikro RNA. Poniewaz
jednak: (i) dane degradomowe zostaly uzyskane wylacznie dla kwiatow znajdujacych sig
na 3. etapie rozwoju, (ii) efektem rozpoznania sekwencji docelowej przez miRNA nie musi by¢
koniecznie cigcie transkryptu, a na przyklad inhibicja translacji lub remodelowanie
chromatyny, istnieje mozliwo$é, ze nie wszystkie pary miRNA-docelowe mRNA zostaty
zidentyfikowane w analizie degradomu. Dlatego, aby dopetni¢ krajobraz potranskrypcyjnej
regulacji przez miRNA, postanowiono wykona¢ predykcje in silico za pomocg programu
psRNATarget [177]. Zgodnie z oczekiwaniami, otrzymano o wiele wigcej przewidywanych par
miRNA-mRNA (Rycina 33). Analiza ta, mimo ze nie daje tak pewnych wynikow, jak analiza
degradomu, pozwala na poszerzenie gamy potencjalnych elementow, wchodzacych w sktad
skomplikowanej sieci regulacyjnej i wyznacza kierunek dalszych badan. Na przyktad, warto by
zweryfikowa¢ mozliwos¢ potranskrypeyjnej regulacji transkryptow kodujacych biatka
z rodziny Aux/1AA przez miRNA z rodzin MIR390, MIR172 i MIR156 zwtaszcza, ze nieliczne
doniesienia literaturowe wskazuja na mozliwo$¢ regulacji tych genéw przez miRNA [154].

Ekspresja elementdw szlaku transdukcji sygnatu auksyn w warunkach kontrolnych oraz
ich regulacja przez miRNA

Na podstawie oméwionych juz wynikoéw badan mozemy migdzy innymi stwierdzi¢, ze podczas
rozwoju kwiatu tubinu zottego maja miejsce dynamiczne zmiany lokalizacji IAA, oraz sa
obecne elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn. Dalsza czg$¢ zaplanowanych w pracy
eksperymentow polegata na zbadaniu ekspresji genéw kodujacych omawiane elementy.
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Przed zsekwencjonowaniem transkryptoméw reakcje gPCR planowano w oparciu o sekwencje
uzyskane za pomocg amplifikacji za pomoca zdegenerowanych starterow i sekwencjonowania
produktu PCR oraz RACE-PCR. Po uzyskaniu danych pochodzacych z sekwencjonowania
transkryptomow zweryfikowano, jakim rekordom w transkryptomie odpowiadajg badane
dotego czasu mRNA i porownano wyniki dotyczace ekspresji. W kilku przypadkach
(na przyktad LIARF3) zaobserwowano roznice miedzy wynikami uzyskanymi za pomoca
gPCR i sekwencjonowania transkryptomoéw (Rycina 34, Rycina 35, Rycina 36, Rycina 37),
€0 moze mie¢ dwie przyczyny. Po pierwsze, analizowane proby pochodzity z r6znych sezondéw
i miejsc (odpowiednio: pole w Grubnie w 2015 i Piwnicach k. Torunia w 2017). Po drugie,
wyniki gPCR sg normalizowane do ekspresji genu referencyjnego (LIACT4), a analizy RNA-
Seq do dtugos$ci badanego transkryptu i miliona odczytow w danej bibliotece.

Sposrod wszystkich petnej dlugosci biatek z rodziny TAAR, LIAFB3 jest dominujacym
receptorem w kwiatach, ze wzgledu na to, ze wykazuje on najwyzsza ekspresje wzgledem
innych gendéw z tej rodziny (Rycina 35). Ekspresja LIAFB3 zalezy zaréwno od etapu
rozwojowego kwiatow, jak i pozycji kwiatu na kwiatostanie (Rycina 34). Przej$ciowy spadek
akumulacji transkryptu kodujacego LIAFB3 w kwiatach lubinu zo6ttego na drugim etapie
rozwoju, pociagga za sobg przejsciowe obnizenie wrazliwosci na auksyne. Mozliwe, ze taka
dynamika ekspresji podczas rozwoju kwiatu jest niezbgdna do synchronizacji procesu rozwoju
pylnika z rozwojem stupka. W pakach kwiatowych etapu 101 11, A. thaliana, odpowiadajacych
etapom 1 i 2 w tubinie z6ttym, AtAFB3 ulega ekspresji w pylnikach, gdzie bierze udziat
w regulacji rozwoju pytku. Nastepnie, gdy kwiat jest catkowicie otwarty (odpowiednik etapu
3), gen ten jest indukowany rowniez w platkach i szyjce stupka. Co ciekawe, AtAFB3 jest
rowniez aktywny w ziarnach pytku, ktére zostaly wysypane na stupek. Moze to stanowié
element mechanizmu synchronizujacego dojrzewanie pytku, wydhuzanie nitek pylnikow, oraz
otwieranie pylnikow z dojrzewaniem znamienia [209], zapewniajace sukces wsobnego
zapylenia. U tubinu kwiaty wariantow D3 wykazuja istotnie nizsza ekspresj¢ LIAFB3
w poréwnaniu do G3 (Rycina 34), co sugeruje, ze jednym z elementow determinacji losu
kwiatu jest zmiana wrazliwosci na auksyne po zapyleniu.

Jak wykazaly nasze analizy zwigzane z sekwencjonowaniem degradomu, wszystkie
transkrypty, kodujace funkcjonalne receptory auksyny z rodziny TAAR, sg celami dla miRNA,
jednak nie mozna jednoznacznie okresli¢, ktory miRNA z rodziny MIR393 kieruje
potranskrypcyjng regulacja danego genu. Wyodrgbnione przez program CleaveLand4 pary
MIRNA/TAAR nie wykazujg negatywnej korelacji (PCC > 0), co spowodowane jest albo tym,
ze regulacja ta jest lokalna, albo faktem, Ze nie jest to jedyny sposob, w jaki aktywnos¢ TAAR
moze by¢ regulowana. Dodatkowo, miRNA dziataja zwykle wielokierunkowo, regulujac
ekspresje wielu roznych genow.

Biatka Aux/IAA odpowiadaja za kopercepcje IAA 1 represj¢ czynnikow ARF. Zmniejszona
ekspresja kodujacych je genow skutkuje nizsza represja ARF, a w konsekwencji wyzsza
aktywnoscia genéw regulowanych przez auksyne. Przyktadowo mutant A. thaliana iaal6-1
wykazuje fenotyp rosliny o znacznie obnizonej wrazliwosci na auksyne, dotykajacy wszystkie
organy ro$liny, w tym kwiaty [234].

Wsrod czionkow tej rodziny gendw najwyzsza ekspresje w kwiatach wykazuje transkrypt
kodujacy LIIAA16a, ktora osigga wartos¢ maksymalng w etapie 3 (Rycina 36). U lilii wodnej
bierze on udzial w otwieraniu kwiatu [235], a w kwiatach rozy (Rosa chinensis) obnizenie
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poziomu ekspresji 1AA16 w strefie odcinania po otwarciu kwiatow prowadzi do odcigcia
ptatkow [18]. Prawdopodobnie zatem rolg LIIAAL6 jest najpierw regulacja otwarcia kwiatu,
a nastgpnie indukcja albo odcinania ptatkow w kwiatach dolnych, albo odcinania catych
kwiatow gérnych.

Innym waznym genem z omawianej rodziny, biorgcym udziat w rozwoju 1 funkcjonowaniu
kwiatu, jest 1AA14. U rozy (Rosa hybrida) RhlAA14 jest jednym z kluczowych elementow
regulacji ekspansji komoérek ptatkow, i ulega represji pod wptywem etylenu. Towarzyszacy
otwarciu pgka wzrost stezenia etylenu, bedzie powodowat jednoczesnie represje IAAl4
i zahamowanie elongacji ptatkow [236]. Transkrypt kodujagcy LIIAA14 w kwiatach tubinu
wykazuje podobny trend w ekspresji. Zardéwno w kwiatach okotkéw gornych, jak i dolnych,
do etapu 3, gdy caly organ intensywnie ro$nie, obserwowany jest wzrost poziomu akumulacji
tego mRNA, a spadek w etapie 4, gdy kwiaty osiagnely juz swoja wielkos¢ docelowa.
Dodatkowo, u lilit wodnej 1AA14 jest jednym z genéw zaangazowanych w otwieranie paku
I osigga on szczytowa ekspresje w kwiatach catkowicie otwartych [235], co jest zgodne
z naszymi obserwacjami (Rycina 34). Kwiaty gorne nie r6znig si¢ od dolnych dtugoscig, jednak
obserwowane sa istotne statystycznie roznice w ekspresji LIIAA14 migdzy tymi wariantami
(Rycina 34). Zatem te réznice wynikaja raczej z procesOw nie zwigzanych ze wzrostem
organow kwiatowych, ale raczej z dojrzewaniem i funkcjonowaniem kwiatu. Na przyktad,
w etapach 2 i 3 rozwoju kwiatu znamig jest prawdopodobnie receptywne, aby umozliwic¢
zarOwno wsobne, jak i niewsobne zapylenie. Proces ten u gozdzika jest zwigzany ze wzrostem
stezenia etylenu [237]. Jesli podobnie jest u tubinu, wyzsza ekspresja w wariantach D2
wzgledem G2 i w G3 wzgledem D3 moze §wiadczy¢ o tym, ze w dolnych kwiatach znamig
staje si¢ receptywne juz w zamknigtym paku, natomiast w gdérnych dopiero w otwartym
kwiecie. Jesli tak jest, to oznaczaloby, ze dolne paki sg zapylane gldwnie wsobnie, zapewniajac
roslinie bezpieczenstwo w przypadku braku dostgpu do owadoéw zapylajacych, a gorne,
W momencie gotowos$ci stupka zapewniaja rowny dostep pytkowi swojemu i obcemu. Jest
to niezwykle interesujaca wskazowka do przeprowadzenia dalszych badan, na przyktad testu
kietkowania obcego 1 swojego pytku na znamieniu. Jednakze zaprojektowanie tego
doswiadczenia w warunkach najbardziej zblizonych do warunkoéw naturalnych jest praktycznie
niemozliwe, jako ze emaskulacja pylnikéw musiataby si¢ odby¢ najpdzniej w pakach etapu 1.
Wigzaloby si¢ to nie tylko z powaznym uszkodzeniem kwiatu, ale takze z pozbawieniem kwiatu
niezwykle waznego zrddta hormondéw, jakim sg pylniki. Dos§wiadczenie to musialoby si¢ zatem
odby¢ w kulturach in vitro stupkéw. Jednak takze w tym przypadku bylibySmy uprawnieni
do wysunigcia jedynie fragmentarycznych wnioskéw, poniewaz w takich kulturach odcinamy
mozliwos¢ roznicowe] regulacji badanej czesci kwiatu przez inne organy kwiatowe.

Na podstawie danych degradomowych mozna przypuszczac, ze LIIAA prawdopodobnie nie sg
regulowane przez miRNA. Jednak wyniki analizy in silico za pomoca programu psRNATarget
[177] sugeruja, Ze, istnieje mozliwos¢ wyciszania ekspresji AUX/IAA, gdzie szczegdlny udziat
moga mie¢ miRNA z rodziny MIR390 (Rycina 33). By¢ moze regulacja LIIAA nie polega
na potranskrypcyjnym cigciu, ale na przyklad na hamowaniu translacji lub remodelowaniu
chromatyny. Potwierdzenie tych interesujacych wynikow wymaga dalszych badan.

Gen LIARF4 ulega bardzo niskiej ekspresji w analizowanych wariantach (Rycina 37),
CO oznacza, ze albo ma marginalne znaczenie w pdznych etapach rozwoju i funkcjonowania
kwiatu, albo jego ekspresja jest ograniczona do matych, ale kluczowych obszardéw. Za tg druga
hipotezg przemawia fakt, ze podczas pdznego rozwoju kwiatow A. thaliana, homolog tego genu
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ulega ekspresji w synergidach i wieszadetku zalgzka [238]. W kwiatach tubinu transkrypt
kodujacy LIARF4 wykazuje istotnie wyzsza akumulacj¢ po otwarciu kwiatu zaréwno
w kwiatach gornych, jak i dolnych (Rycina 34). Moze mie¢ to zwigzek na przyktad
Z gotowoscia woreczka zalagzkowego do zaptodnienia, badz tez procesami zachodzacymi
bezposrednio po zaplodnieniu.

Najlepiej poznanymi biatkami z rodziny ARF, biorgcymi udziat w pdznym rozwoju kwiatu, sg
zdecydowanie ARF6 i jego paralog ARF8. U Arabidopsis thaliana geny te reguluja dojrzewanie
zarowno stupkow, jak i precikow. Kwiaty podwojnego mutanta arf6 arf8 sa niezdolne
do otwarcia i cechujg si¢ krotkimi ptatkami, skréconymi nitkami pylnikow, nieotwartymi
pylnikami i niedojrzatymi zalgzniami [239], aberracjami w ukladzie wigzek przewodzacych
i niezréznicowanymi komoérkami ptatkow [116]. Co wazne, natezenie tych cech byto zalezne
od kumulatywnej ilosci funkcjonalnych genéw ARF6/8, a pojedyncze mutanty arf6 i arf8
wykazywaty podobne fenotypy [239]. Swiadczy to o tym, ze u rzodkiewnika ARF6 i ARF8
pelnig te same funkcje i sg przez siebie zastepowalne, 1 prawdopodobnie sg w stanie wigzac si¢
do tych samych elementéw AuxRE. Wniosek ten jest niezwykle wazny w $wietle rezultatow
analizy przypuszczalnych bialek ARF8 u tubinu zoéttego, zawierajacych wylacznie domeng
DBD (Tabela 20). Jesli rowniez w tej roslinie domeny DBD LIARF6 i LIARF8 wiaza si¢
do tych samych par AuxRE, funkcjag LIARF8 moze by¢ hamowanie aktywnos$ci LIARF6
poprzez maskowanie jego docelowych miejsc wigzania.

Transkrypt kodujacy LIARF6a wykazuje duzg dynamike podczas rozwoju kwiatu, co zapewne
ma zwigzek z jego wielofunkcyjnoscia. W kwiatach bedacych na etapie 1 biatko to
przypuszczalnie bierze udzial w koordynacji wydluzania nitek pylnikéw 1 wzrostu
elongacyjnego ptatkéw, a spadek jego ekspresji w kolejnym etapie moze by¢ zwigzany
ze spadkiem intensywnosci tego wzrostu. W 3. etapie ekspresja LIARF6 osiaga wyj$ciowa
warto$¢ | utrzymuje si¢ W ostatnim etapie na tym samym poziomie (Rycina 34). W tych
ostatnich etapach LIARF6 prawdopodobnie peini taka samg role, jak ARF8 u rzodkiewnika
I pomidora, hamujac zawigzywanie owocu az do momentu zaptodnienia [156]. Za taka rola
przemawia fakt, ze w dolnych kwiatach, ktore sg utrzymywane na kwiatostanie i rozwijaja si¢
w straki, ekspresja LIARF6 jest istotnie nizsza, niz w gornych, ktore sg kierowane na droge
odcinania (Rycina 34). Niezwykle interesujacy jest fakt, ze ekspresja LIARF8 jest najwyzsza
w najmtodszych analizowanych kwiatach oraz najstarszych, rosngcych na dolnych okdtkach
(Rycina 37). Poniewaz jednak gen ten wykazuje znacznie nizszg ekspresj¢ w porownaniu
do LIARF6, prawdopodobnie miejsca akumulacji badanych transkryptow nie beda sig¢
catkowicie pokrywac. W $cisle okreslonych, bardzo ograniczonych miejscach ARF8 by¢ moze
kompetycyjnie hamuje dzialanie ARF6, dodajac kolejng warstwe regulacji.

Catos¢ komplikuje dodatkowo fakt, ze ekspresja zarowno LIARFG6 jak i LIARF8 jest negatywnie
regulowana przez miRNA z rodziny MIR167. Za pomoca analizy degradomu przy uzyciu
programu CleaveLand4 wyodrebniono 8 par miR167/ARF6/8, a wzorce ich ekspresji byty
w wigkszosci  przypadkow negatywnie skorelowane. Wysoko eksprymowane Ll-
miR284/miR167 i LI-miR285/miR 167 wykazywaty najwyzsza akumulacj¢ w kwiatach D3, D4
1 G4. Mozliwe, ze kierowane przez L1-miR284/miR167 cigcie
FTRINITY DN57891 c1 gl 110 w wariancie D3 ma bardzo lokalny charakter 1 ogranicza si¢
na przyktad do zalazni i pylnikow, jak ma to miejsce u Arabidopsis thaliana [131,240].
W pylnikach rzodkiewnika mediowane przez miR167 ciecie ARF6 i ARF8 jest wymagane
do zatrzymania wzrostu pylnika i jego otwarcia [241]. Poniewaz jednak u tubinu nie obserwuje
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si¢ zauwazalnych r6znic morfologicznych migdzy prgcikami kwiatow z gérnych i dolnych
okotkow kwiatostanu, a pylniki otwierajg si¢ w tym samym czasie, r6znice w ekspresji miR167
dotycza raczej zalazni. W stupkach Arabidopsis miR167 kontroluje przestrzenny wzorzec
ekspresji ARF6 i ARF8, zapobiegajac ektopowej ekspresji tych gendow. Wprowadzenie
do rosliny genow ARF6 i ARF8 o tak zmutowanym miejscu docelowym dla miR167, aby byly
niewrazliwe na regulacj¢ tego miRNA, powoduje zatrzymanie rozwoju zalgzka [131]. Jednak
zalazki izolowane z kwiatow dolnych i gérnych tubinu maja podobng wielko$¢ i morfologig.
Inng mozliwoscig jest regulacja ekspresji LIARF6 i LIARF8 w obrebie szlaku transmisyjnego,
tak jak u rzodkiewnika [131]. Jedli tak jest, oznaczatoby to, ze szlak ten bylby dtuzej aktywny
w kwiatach goérnych, pozwalajac na przyklad na wzrost tagiewek pylkowych obcego,
przyniesionego przez owady zapylajgce pytku w otwartym kwiecie.

Innym wysoko eksprymowanym transkryptem w kwiatach ‘tubinu zZottego, jest
FTRINITY DN53647 c0 g2 i3, kodujacy LIARF9e. Wykazuje on najwyzsza ekspresje
w kwiatach najstarszych: G3-4 i D3-4 (Rycina 37). W badaniach nad pomidorem wykazano,
ze SIARF9 jest negatywnym regulatorem podziatdw komorkowych we wezesnym rozwoju
owocu [242]. Mozliwe, ze poczatkowa niska ekspresja LIARF9 w kwiatach tubinu jest
zwigzana z intensywnymi podziatami komdrkowymi podczas rozwoju kwiatu. Gdy wszystkie
czesci kwiatu osiaggaja wielkos¢ docelowa, ekspresja tego genu wzrasta, nie pozwalajac
na dalsze powigkszanie zalazni, dopdoki nie nastapi zaptodnienie i zawigzanie owocu.
W kolejnych, nie badanych w pracy etapach, gdy zalgznie kwiatow na dolnych okoétkach
zaczynaja si¢ powigkszaé, prawdopodobnie ekspresja LIARF9 ulega ponownemu obnizeniu.

Na uwage zastugujg takze transkrypty kodujace biatka z podrodziny ARF18. Mimo Ze s3 one
akumulowane w bardzo matej ilo$ci w kwiatach badanego organizmu, wszystkie sa regulowane
przez miRNA z rodziny MIR160. LI-miR333/miR160 ulega najsilniejszej akumulacji w dwu
ostatnich etapach rozwojowych kwiatow gornych i wykazuje negatywna korelacje
z transkryptami docelowymi (Rycina 37). W ostatnich latach pojawilo si¢ wiele doniesien
natemat miR160/ARF18 w regulacji rozwoju organéw generatywnych roslin wskazujac
na konserwatywny charakter tego modutu. W sos$nie nadmorskiej (Pinus pinaster) i swierku
pospolitym (P. abies) modul miR160/ARF18 jest aktywnym regulatorem somatycznej
embriogenezy, podczas ktorej akumulacja miR160 ro$nie wraz z dojrzewaniem embrionu,
a ekspresja jego genu docelowego ARF18 ulega obnizeniu [243]. W ryzu OsARF18 takze jest
negatywnie regulowany przez miR160, a podczas rozwoju kwiatostanu jego ekspresja ulega
zwigkszeniu. Transgeniczny ryz z wprowadzonym genem MOSARF18, w ktérym zmieniono
miejsce docelowe dla miR160, wykazuje szereg nieprawidlowos$ci, miedzy innymi mniejsze
ptatki kwiatow i mniejsze nasiona o nieregularnym ksztatcie [244]. Mozliwe, ze w kwiatach
gbérnych tubinu procesy te ulegly rozregulowaniu poprzez nadmierng aktywno$¢ miR160.

Aby uzyska¢ globalny obraz zaleznego od auksyny reprogramowania transkrypcji podczas
rozwoju kwiatow tubinu zéttego, wykonano analize¢ sumarycznej ekspresji LIARF (Rycina 38),
oraz LISAUR (Rycina 39), bedacych ,,papierkiem lakmusowym” dziatania szlaku transdukcji
sygnatu auksyn.

Sumaryczna ekspresja LISAUR zwigkszata si¢ wraz z rozwojem kwiatu, przy czym w wariancie
G4 byta ona znacznie wyzsza niz w D4 (Rycina 39). Te wartosci nie koreluja z sumaryczng
ekspresjg aktywatoroéw i represorow transkrypcj ARF, co moze wynikaé z kilku faktow:
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e Ekspresja genow, ktore zawierajag w promotorach wielokrotnie powtoérzone AuxRE nie
jest prosta wypadkowa dziatania przylagczonych do tych elementow represorow
| aktywatoréw. Trudno przewidzie¢ ostateczny wynik przytaczenia rdéznych ARF
peliacych odmienne role do jednego promotora.

e Ekspresja genow SAUR u innych roslin jest regulowana tez przez hormony inne niz
auksyna [102,245-249], czynnik transkrypcyjny PIF3 (PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 3) i PIF4 [247,250], czynnik odpowiedzi na brazinazol
BZR1 (BRASSINAZOLE RESISTANT 1) [247] oraz czynnik transkrypcyjny FUL
(FRUITFUL) [250].

e Kwiaty sg skomplikowanymi organami, zbudowanymi z wielu tkanek, a regulacja
transkrypcji przez ARF moze wyglada¢ odmiennie w r6znych jego czesciach.

Rola modutéw regulacyjnych miRNA/TAAR/ARF w determinacji losu kwiatu oraz reakcji
na stres suszy

Wykonano dalsze eksperymenty w celu zbadania roli wybranych modutow regulacyjnych
miRNA/TAAR/ARF zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zottego w determinacji losu kwiatu
I reakcji na stres suszy. Wyniki podsumowuje Rycina 50.
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Rycina 50. Podsumowanie badan dotyczacych roli modutow regulacyjnych miRNA/TAAR/ARF w determinacji
losu kwiatu oraz reakcji na stres suszy. Jasniej zacieniowane kota oznaczajg sytuacje, gdy para miRNA/transkrypt
wykazujg odwrotng korelacj¢, jednak ich dziatanie nie zostato potwierdzone w analizie degradomu, a jedynie
za pomocg psRNATarget.
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Rola modutéw regulacyjnych miRNA/TAAR/ARF w determinacji losu kwiatu

Determinacja kwiatu tubinu zéttego do odcigcia lub rozwoju w stragk zalezy od jego wertykalnej
pozycji na kwiatostanie. Kwiaty rosnace na najnizszych okoétkach prawie zawsze zawiazuja
straki, a te rozwijajace si¢ na szczytowym okotku niemalze zawsze sg zrzucane. Determinacje
kwiatow goérnych mozna jednak odwrdci¢ poprzez usunigcie wszystkich kwiatéw,
znajdujacych si¢ na nizszych pigtrach [136]. Kolejnym etapem realizacji pracy doktorskiej byta
weryfikacja hipotezy, ze odwrdceniu losu kwiatdw po usunigciu wszystkich nizszych okotkow
(pozostawione kwiaty gorne okreSlono jako nowe dolne, ND), bedzie zwigzana
z dostosowaniem ekspresji elementdw szlaku transdukcji sygnalu auksyn do tych
obserwowanych w kwiatach dolnych oraz ze zmiany te sg regulowane przez miRNA. Do tego
eksperymentu  wybrano  moduly  regulatorowe  LI-miR224/miR393/LITIR1, LI-
miR333/miR160/LIARF18 oraz LI-miR281/miR167/LIARF6/8.

W przypadku modutu LI-miR224/miR393/LITIR1, w kwiatach etapu 4 nowe dolne kwiaty
wykazuja podobny poziom ekspresji LITIR1, jak kwiaty dolne, co sugeruje, ze utrzymanie
kwiatu wymaga obnizenia jego wrazliwosci na auksyne. To obnizenie wydaje si¢ nie by¢
spowodowane aktywno$cig miR393 (Rycina 40).

W kwiatach etapu 3 obserwowana jest catkowicie odmienna od oczekiwanej zalezno$¢ migdzy
ekspresja genu kodujacego LIARF18d i losem kwiatu: w nowych okotkach dolnych akumulacja
omawianego transkryptu jest jeszcze wyzsza, niz w goérnych i ta réznica wydaje si¢ by¢
powodowana przez aktywno$¢ miR333/miR160. Ekspresja omawianych RNA w kwiatach
etapu 4 wykazuje podobny trend, jak w przypadku modutu LI-miR224/miR393/LITIR1 w tych
samych wariantach (Rycina 41). Jesli, jak omowiono w poprzednim podrozdziale, LIARF18
reguluje procesy embriogenezy i wzrostu nasion na objetos¢, obnizony poziom ekspresji tego
genu w kwiatach etapu 4 moze by¢ zwigzany z rozwojem embrionu. Nie jest jasne, jaka role
mogltby pelié ten modul w kwiatach etapu 3.

Rowniez modut LI-miR281/miR167/LIARF6/8 odgrywa wazng rol¢ w determinacji losu
kwiatu. W przypadku LIARF6 w kwiatach etapu 1 zaobserwowano spadek ekspresji w kwiatach
nowych dolnych, co moze mie¢ jaki§ zwigzek ze wzrostem elongacyjnym nitek pylnikow,
lub dojrzewaniem pytku. Natomiast kwiaty dolne i nowe dolne etapu 4 wykazywaty obnizong
ekspresje omawianego transkryptu wzgledem kwiatow gornych 1 nie byt to wynik aktywnosci
miR167. Co zaskakujace, to ekspresja LIARF8 w etapie 4 wydaje si¢ by¢ potranskrypcyjnie
regulowana przez omawiany miR167. Obnizenie akumulacji miRNA w wariantach dolnym
i nowym dolnym pocigga za soba wzrost poziomu akumulacji transkryptu kodujacego
LIARF8a (Rycina 47). Jak spekulowano w poprzednim podrozdziale, rolag LIARF6 w ostatnich
etapach rozwoju kwiatu jest prawdopodobnie hamowanie rozwoju owocu, a obnizenie poziomu
ekspresji kodujacego go genu po zaptodnieniu jest waznym elementem procesu zawigzywania
owocu 1 indukcji wzrostu zalazni. Natomiast LIARF8 moze funkcjonowa¢ jako inhibitor
kompetytywny dla LIARF6, a wigksza jego ilos¢ w wariantach dolnym i nowym dolnym etapu
4 (Rycina 47) bedzie powodowata hamowanie jego aktywnos$ci na poziomie biatkowym.

Rola modutéw regulacyjnych miRNA/TAAR/ARF w odpowiedzi na stres suszy

Prolina, oprocz bycia aminokwasem biogennym, petni niezwykle wazng role w adaptacji roslin
do roéznego rodzaju stresow, miedzy innymi w odpowiedzi na stres suszy [251,252].
W warunkach niedoboru wody, aminokwas ten pelni funkcje osmolitu, czyli
niskoczgsteczkowej substancji, ktora zapewnia prawidlowa objetos¢ komorki 1 integralnosé
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bton komoérkowych [253]. Rosliny akumulujg proling w czasie suszy (np. [251,252]), jednak
nadmierne jej gromadzenie moze prowadzi¢ do znacznego zahamowania wzrostu [254].

Dwa tygodnie po zakonczeniu podlewania rosngcego w komorze hodowlanej tubinu zottego,
kwiaty tej rosliny wykazywaly w wigkszo$ci wariantow podwyzszony poziom proliny
wzgledem wariantu kontrolnego, przy czym tylko w przypadku kwiatow dolnych ostatniego
badanego etapu rozwoju roznica ta byla istotna statystycznie (Rycina 43B). Moze by¢
to zwigzane z tym, ze mtodsze organy cechuje niezwykle dynamiczny rozwoj i wzrost, stad
w wariantach mtodszych wolna prolina jest prawdopodobnie bardziej wydajnie zuzywana
do syntezy biatek, niz jest to w kwiatach starszych. Zatem to starsze kwiaty majg nadwyzki
proliny, ktére moga wykorzysta¢ do obrony przed stresem. Jest to dos¢ prosty mechanizm,
prowadzacy do ochrony starszych kwiatéw, w ktore roslina niejako ,,zainwestowata” juz duza
cze$¢ swoich zasobdw, w zwigzku z czym to mtodsze kwiaty w pierwszej kolejnosci zostang
skierowane na droge odcigcia. Uwage zwraca rowniez fakt, ze kwiaty GI w warunkach
kontrolnych akumulujg wiecej proliny, niz D1 (Rycina 43B). Prolina petni rowniez wazne
funkcje w rozwoju kwiatu. Jej synteza w rozwijajacych si¢ mikrosporach jest niezbedna
do wytworzenia ptodnego pytku [255]. Najprawdopodobniej petni ona role osmolitu podczas
desykacji pytku, a nastepnie zuzywana jest w procesie wzrostu tagiewki pytkowej. Dodatkowo
sugeruje si¢, ze moze stanowi¢ rodzaj nagrody dla owadow, jako ze tylko matla czgsé
przenoszonego przez nie pylku trafia na znamig¢ innej ro$liny [256]. Warto zauwazyc¢,
ze podwyzszony poziom proliny w G1 wzgledem D1 (Rycina 43B) koreluje z nieznacznie
wyzsza silg kietkowania pytku w kwiatach gornych (Rycina 15).

W celu weryfikacji, czy rosliny doswiadczaja stresu niedoboru wody, wykonano ich analize
termograficzng. Jest to metoda powszechnie stosowana w celu badania uwodnienia roslin [257].
Woda posiada wysoka pojemnos¢ cieplng, co oznacza, ze pochtaniajac t¢ samg ilos¢ energii,
bardziej uwodnione tkanki beda si¢ nagrzewaly wolniej, niz tkanki z mniejsza zawartoscia
wody. Zatem rosliny doswiadczajace stresu niedoboru wody beda cieplejsze, niz rosliny
kontrolne (Rycina 43C). Z dalszej analizy wykluczono ro$liny, ktéore nie wykazywaty
widocznych réznic w temperaturze wzgledem kontroli.

Jako markery genetyczne stresu suszy wybrano pig¢ genow: Eceriferum 1 (LICER1), Laccase
2 (LILAC2), Nuclear Factor YA 5 (LINF-YAS), Transporter proliny 2 (ProT2) i VOZ1.
Wigkszo$¢ z nich najwyzsza dynamike podczas suszy wykazywata w kwiatach zebranych
ze szczytowych okotkow (G1-4) (Rycina 44).

Rodzina gendéw CER koduje biatka zaangazowane w elongacje niezwykle dhugich tancuchow
kwasow tluszczowych, ktore wchodza w sktad epikutykularnych woskow. Gen CER1 zostat
wybrany jako marker niedoboru wody ze wzgledu na to, ze u Arabidopsis thaliana petni
niezwykle wazng funkcje w biosyntezie alkanow o bardzo dlugich tancuchach wchodzacych
w sktad kutykuli 1 wudowodniono jego wudziat w adaptacji do stresu suszy.
W szesciotygodniowych roslinach (w fazie generatywnej), ekspresja AtCER1 byla
obserwowana glownie w epidermie todygi kwiatowej, oraz dzialkach kielicha i1 stupkach
mtodych pakéw. W starszych kwiatach akumulacja omawianego transkryptu skupiata sig¢
gtownie w wydluzajacych sie nitkach pylnikow 1 ptatkach. Rosliny transgeniczne,
0 podwyzszonym poziomie tego genu, wykazuja si¢ nizszg przepuszczalnoscig kutykuli dla
wody i1 wiekszg odpornoscig na stres suszy [258]. Obecny u tubinu zdéltego homolog
omawianego genu, LICER1, ulega preferencyjnej ekspresji w najmtodszych z badanych
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kwiatow, przy czym w kwiatach gérnych jego ekspresja jest istotnie wyzsza. Co niezwykle
zaskakujace, jego aktywnos¢ podczas suszy spadla zarowno w kwiatach gornych, jak i dolnych
(Rycina 44). Nalezy tu jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze literatura dotyczaca podwyzszenia
ekspresji genu CER1 w odpowiedzi na stres suszy dotyczy lisci, a nie organow generatywnych,
mimo ze to wlasnie tam ulega ilo$ciowo najwyzszej ckspresji [258,259]. W organach
kwiatowych obnizenie syntezy woskow wchodzacych w sklad kutykuli moze mieé
fundamentalne znaczenie dla utrzymania ptodnosci w czasie suszy. Obserwowana zmiana moze
na przyktad dotyczy¢ obnizenia poziomu syntezy sktadnikow woskéw wcehodzacych w sktad
Sciany ziarna pyltku, przez co pytek ulega szybszej rehydracji na znamieniu i bardziej
efektywnie kietkuje.

Drugim z analizowanych genow markerowych suszy byt LILAC2, kodujgcy lakazg,
wielomiedziowg oksydaze katalizujaca utlenianie zwigzkow fenolowych. U roslin gtowna rola
tych enzymoéw jest udzial w syntezie dlugich polimeréw fenolowych, na przyktad ligniny
podczas tworzenia wigzek przewodzacych [260]. Nadekspresja genu PeuLAC2 z topoli
eufrackiej (Populus euphratica) u A. thaliana skutkuje zwigkszong odpornos$cig na stres suszy,
a w roslinach tych obserwowano wzgledem ro$lin dzikich grubsze wtérne $ciany ksylemu,
€O znacznie poprawia wydajno$¢ dtugodystansowego transportu wody [261]. Interesujace jest
to, ze w kwiatach bedacych na 2. etapie rozwoju, rosngcych na okotku géornym kwiatostanu
L. luteus, obserwowana jest wyzsza ekspresja LILAC2, ktora ulega znacznemu zwigkszeniu
podczas suszy, a w nastgpnym etapic duzemu obnizeniu (Rycina 44). Swiadczy
to prawdopodobnie o niezwykle dynamicznych zmianach w budowie $cian komoérkowych
podczas suszy w wariantach G2 i G3. Mimo Ze u cytrusow obserwuje si¢ pozytywna korelacje
miedzy akumulacjg ligniny i aktywacja strefy odcinania [262], obserwowany w kwiatach
hubinu wzrost aktywnosci LILAC2 nie ma bezposredniego zwigzku z odcinaniem catego kwiatu,
jako ze w sktad badanych prob nie wchodzita cz¢$¢ szypultki zawierajaca AZ.

Kolejnym wytypowanym markerem suszy byt gen Nuclear factor YA 5 (LINF-YA5), kodujacy
czynnik transkrypcyjny, indukowany za posrednictwiem ABA podczas suszy. Jego homolog
u A. thaliana ulega ekspresji w komoérkach wigzek przewodzacych i aparatow szparkowych,
ajej poziom podwyzsza si¢ podczas adaptacji do stresu suszy [263]. U tubinu zottego,
rosngcego w warunkach kontrolnych, obserwuje si¢ zwigzany z rozwojem kwiatu wzrost
akumulacji transkryptu LINF-YAS. Natomiast podczas suszy wzrost ten jest wyraznie wigkszy
w kwiatach rozwijajacych si¢ na szczytowych okoétkach (Rycina 44). Gdy kwiaty
ze szczytowych okotkéw osiagaja etap 3 1 4 rozwoju, na okotkach dolnych zawigzane sg juz
owoce. Opisywany wzrost aktywnosci LINF-YA5 w kwiatach gornych w czasie suszy bedzie
prawdopodobnie skutkowa¢ wigkszym rozwarciem aparatéw szparkowych w czesciach tych
kwiatow (stupku 1 dziatkach kielicha), a co za tym idzie, szybszg utrata wody w omawianych
wariantach. Dzieki temu prostemu mechanizmowi woda moze by¢ nadal pobierana, mtode
straki sg chronione przed jej niedoborem i moga si¢ dalej rozwijac.

Kolejny badany marker suszy Proline transporter 2 (ProT2) koduje eksprymowany
we wigzkach przewodzacych transporter proliny, ktory u pomidora podczas stresu suszy
zwigksza aktywnos¢ transkrypcyjng [264]. W kwiatach tubinu zottego LIProT2 zdaje si¢ miec¢
funkcje bardziej zwigzang z rozwojem tego organu niz niedoborem wody, co jest zaskakujace,
zZwazywszy na to, ze obserwowano roznice w zawarto$ci proliny w kwiatach. Prawdopodobnie
ilo$¢ tego aminokwasu jest w omawianych organach warunkowana raczej przez jego synteze,
a nie transport.
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Ostatnim analizowanym genem markerowym suszy byt Vascular Plant One-Zinc Finger 1
(VOZ1), kodujacy czynnik transkrypcyjny o udowodnionej roli w rozwoju kwiatow
I odpowiedzi na stres u soi [265] i pomidora [266]. U pomidora podczas suszy ABA indukuje
fosforylacje SIVOZI1, co znacznie podwyzsza jego stabilno$¢ i wzmacnia aktywacje genow
docelowych, odpowiedzialnych migdzy innymi za kwitnienie [266]. Homolog tego genu
U tubinu zo6ttego wydaje si¢ mie¢ rolg w adaptacji do suszy dopiero w ostatnim etapie rozwoju
kwiatow gornych (Rycina 44).

W celu scharakteryzowania potranskrypcyjnej regulacji elementéw szlaku transdukcji sygnatu
auksyn w odpowiedzi na stres suszy, do analizy qPCR wybrano nastepujace modutly
regulacyjne: LI-miR224/miR393/LIAFB3, LI-miR333/miR160/LIARF18c-e, LI-
miR281/miR167/LIARF6a-b.

Zmniejszenie wrazliwo$ci na auksyng poprzez obnizenie poziomu ekspresji receptorow tego
fitohormonu w wyniku dzialania miR393 jest konserwowanym mechanizmen, regulujacym
odpowiedz roslin na stres suszy. W korzeniach bocznych A. thaliana ABA i induktor stresu
suszy PEG (glikol polietylenowy) powoduja zwigkszenie akumulacji miR393 i wyciszanie
AtTIR1 oraz AtAFB2, co w konsekwencji prowadzi do zmiany architektury korzenia [142].
Roéwniez w catych dwutygodniowych siewkach rzodkiewnika miR393 ulega intensywniejszej
akumulacji [267,268]. Transgeniczny ryz z nadekspresja MIR393 wykazuje obnizony poziom
miRNA, kodujacego OsTIR1 i OsAFB2, co z jednej strony skutkuje jego szybszym kwitnieniem
1 bardziej rozgatezionym pokrojem, ale z drugiej strony nizszg tolerancjg na stresy suszy i solny
[269]. Tolerancja jeczmienia na stres suszy moze by¢é podwyzszona poprzez wyciszenie genu
MIR393, natomiast transgeniczny jeczmien nadmiernie akumulujagcy miR393, ma gegsciej
rozmieszczone aparaty szparkowe i wykazuje nizszg tolerancje na suszg [270]. Zatem obnizenie
poziomu miR393 w czesciach nadziemnych roéliny jest prawdopodobnie konserwowanym
ewolucyjnie mechanizmem adaptacji do stresu suszy.

Podczas suszy w kwiatach tubinu zoéttego, rosngcych na szczytowych okétkach kwiatostanu,
zaobserwowano istotny wzrost ekspresji LIAFB3. Tylko w przypadku wariantu G3 mozna
zaobserwowa¢ wyrazng negatywng korelacje ilosci transkryptu tego genu z akumulacja
miR224/miR393 (Rycina 45). Kwiaty z okotkow gornych bedg podczas suszy prawdopodobnie
bardziej wrazliwe na auksyne, co bedzie miato swoje odbicie w ekspresji genéw, majacych
w promotorach funkcjonalne elementy AuxRE. Takim genem moze by¢ na przyktad homolog
AtSAUR32, ktory u A. thaliana ulega ekspresji w korzeniu i petni kluczowsa rolg¢ w adaptacji
na stres niedoboru wody, poprzez zwigkszenie wrazliwosci na ABA [271].

Jednym z najczesciej eksplorowanych modutléw miRNA-mRNA w konteks$cie suszy u pszenicy
durum jest miR160/ARF8/18 [272]. W odmianach wykazujacych wysoka tolerancje na stres
deficytu wody, podczas suszy w lisciach flagowych obserwowano obnizenie poziomu
akumulacji miR160a, a u odmian wrazliwych nieznaczne podwyzszenie [272]. Genami
docelowymi dla miR160 w pszenicy sg ARF8 i ARF18. W ro$linach o wysokiej tolerancji
na susz¢ nastgpowata indukcja ARF8, a w odmianach podatnych redukcja [273] i wydaje sig,
ze ta niekanoniczna para odgrywa wazng role w adaptacji do suszy. Wiecha natomiast nie
wykazuje odwrotnego trendu w ekspresji miR160 i ARF18 [273]. Tak jak wiecha pszenicy,
kwiaty tubinu zottego nie wykazujg globalnego odwrotnego trendu w ekspresji miR160
i ARF18 pod wpltywem stresu. Wida¢ go jedynie w dwoch przypadkach: Ll-
miR333/miR160/ARF18e w wariancie D3 i LI-miR333/miR160/ARF18d w wariancie G1.
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W pierwszym przypadku w czasie suszy obnizeniu poziomu akumulacji miR160 towarzyszy
podwyzszenie ekspresji ARF18, w drugim trend ten jest odwrotny (Rycina 46). Jest to wzorzec
zmian ekspresji obserwowany u odmian pszenicy odpornej na suszg, prawdopodobnie zatem
U tubinu zottego jest to cze$s¢ mechanizmu chronigcego przed stresem kwiaty znajdujace si¢
na dolnych okotkach.

Udowodniong role w regulacji odpowiedzi na stres suszy majg rowniez miRNA z rodziny
MIR167, a kierunek zmiany ich ekspresji zalezy od gatunku i organu. W warunkach niedoboru
wody w catych dwutygodniowych siewkach A. thaliana [267] i jednotygodniowych siewkach
O. sativa [274] miR167 ulega wyzszej akumulacji. Podobnie w liSciach flagowych odpornych
na susz¢ odmian pszenicy durum, miR167 wykazywal podwyzszony poziom akumulacji,
a U odmian wrazliwych obnizony [272]. Co ciekawe, w odmianach o wysokiej tolerancji
na susz¢ nastegpowata indukcja jego genu docelowego ARF8, a w odmianach podatnych
redukcja, jednakze, jak juz wspomniano wczesniej, gen ten jest dodatkowo regulowany w tej
ro§linie przez miR160 i to wilasnie ten modul wydaje si¢ by¢é w pszenicy funkcjonalny
w omawianym stresie [273]. Odwrotny trend obserwowany jest w korzeniu ryzu, gdzie rolg
omawianego miRNA jest modyfikacja architektury korzenia. Podczas suszy akumulacja Os-
miR167 jest w tym organie hamowana, co prowadzi do zwigkszenia ilosci mRNA jego genu
docelowego ARFS8, ktory z kolei pozytywnie reguluje ekspresje¢ GH3 [275]. Ten ciag zdarzen
prowadzi do zmniejszenia ilosci aktywnej formy IAA i modyfikacji architektury korzenia
[276]. Rowniez u Arabidopsis geny docelowe miR167 (ARF6 i ARF8) promuja tworzenie
korzeni przybyszowych [277].

W kwiatach tubinu zo6ltego rozwijajacych si¢ na okotkach szczytowych kwiatostanu, bedacych
na dwoch ostatnich etapach rozwoju (G3 1 G4), podczas stresu niedoboru wody zaobserwowano
wzmozong akumulacje dwoch transkryptow kodujacych ARF6a i ARF6b (Rycina 47). Jedynie
w przypadku wariantu G3 podwyzszona ilo§¢ FTRINITY_DN57891 c1 gl i10 moze by¢
wyjasniona obnizonym poziomem akumulacji LI-miR281/miR167. By¢ moze w pozostatych
wariantach inna izoforma miR167 reguluje ekspresj¢ ARF6, albo wzrost ekspresji tego genu
jest spowodowany innymi czynnikami, na przyktad ABA.

Brak wyraznej, globalnej korelacji migdzy ekspresja miRNA i jego genu docelowego
niekoniecznie musi wynika¢ z braku interakcji miedzy nimi. Sie¢ regulacji ekspresji obu
czasteczek ma niezwykle skomplikowany charakter, a jej elementami moga by¢ na przyktad
szlaki sygnatowe innych hormonow. To zjawisko mozna wytlumaczy¢ wielokierunkowos$cia
regulacji gendw przez mate regulatorowe RNA, co oznacza, ze dany miRNA moze wyciszac
ekspresje innych genow docelowych. Dodatkowo, czasie suszy badane geny moga by¢ réwniez
regulowane na innym poziomie, na przyktad transkrypcyjnym przez szlak transdukcji sygnatu
ABA.
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Podsumowanie

Na podstawie przedstawionych w niniejszej pracy wynikow badan, mozna wysung¢ wnioski,
pozwalajace na pelniejsze zrozumienie roli auksyny w rozwoju i odcinaniu kwiatoéw tubinu
z6ltego.

Determinacja kwiatéw do odciecia w okédtkach goérnych kwiatostanu nie jest
spowodowana ani aberracjami w budowie kwiatu, ani obnizeniem funkcjonalno$ci
pyltku.

Podczas rozwoju kwiatow auksyna wykazuje niezwykta dynamike i dotyczy to zaréwno
jej tkankowej lokalizacji, jak i dost¢pnosci jej aktywnej formy. W kwiatach gornych
etapu 2B, gdy przestaje by¢ mozliwa zmiana ich determinacji do odciecia, nast¢puje
ekspansja IAA na szerszy obszar wokol woreczka zalazkowego. Procesy stojace
u podstaw opisanych réznic sa prawdopodobnie jednymi z wazniejszych ogniw
prowadzacych do odciecia kwiatu.

Kwiaty tubinu zoéttego sg wyposazone w pelny zestaw funkcjonalnych elementow
szlaku transdukcji sygnatu auksyn, umozliwiajacy reprogramowanie transkrypcyjne
pod wptywem obecnej w jadrze komérkowym auksyny. Bialka bedace czionkami
rodzin TAAR, Aux/IAA i ARF wykazuja zroznicowanie, pozwalajace na modyfikacje
szybkosci i specyficzno$ci dziatania omawianego szlaku. Ponadto istnieje mozliwos¢
dodatkowego poziomu regulacji badanego szlaku, poprzez maskowanie elementow
AUXRE przez zwiazane z nimi biatka ARFPEP, To spostrzezenie wskazuje interesujacy
kierunek dla dalszych badan.

W kwiatach tubinu zottego akumulowane s3 mikro RNA, ktoérych czasteczkami
docelowymi sg miedzy innymi transkrypty kodujace biatka z rodzin TAAR i ARF.
Analizy in silico wskazuja rowniez na mozliwo$¢ tego typu regulacji genow Aux/IAA.
W przysztosci warto zweryfikowa¢ doswiadczalnie ten wynik.

Kwiaty rozwijajace si¢ na réznych okdtkach kwiatostanu, a tym samym o odmiennie
zdeterminowanym przeznaczeniu, wykazuja roznice w ekspresji genow kodujacych
elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn, w tym LITIR1, LIAFB3, LIIAALl4,
LIARF6A, LIARF8, LIARF9, LIARF18A-C. Transkrypty wigkszosci z wymienionych
genow podlegaja regulacji przez konserwowane moduty miRNA/mRNA.

Odwroceniu determinacji kwiatow do odcigcia (pochodzacych z gornych okotkow)
towarzysza zmiany w poziomie akumulacji wielu z badanych transkryptow.
W wigkszosci przypadkow prowadza one do upodobnienia wzorca ekspresji do wzorca
obserwowanego w kwiatach zdeterminowanych do zawigzania strakéw (pochodzacych
z dolnych okotkow). Niektore z tych zmian sg prawdopodobnie zwigzane z dziataniem
modutow LI-miR333/miR160/LIARF18B oraz LI-miR281/miR167/ARFS.

Badane elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn odgrywaja rowniez role w reakcji
ro$liny na stres suszy. Podczas badanego stresu istotnym zmianom ulega ekspresja
wszystkich zbadanych gendw, a rdoznice sg najczeSciej obserwowane w kwiatach
pochodzacych z gérnych okotkow. Niektore z tych zmian sg prawdopodobnie zwigzane
z dziataniem modutow: L1-miR224/miR393/LIAFB3, LI-miR333/miR160/LIARF18B
oraz LI-miR281/miR167/ARFS8.

Uzyskane rezultaty dotyczg globalnej ekspresji genow kodujgcych elementy szlaku
transdukcji sygnatu auksyn. Kwiat jest niezwykle ztozonym organem, zbudowanym

Strona | 124



zroznych tkanek petnigcych odmienne funkcje. Uzyskane wyniki nie pozwalaja
na bardziej szczegétowe wnioski, jednak wskazujg na zaangazowanie omoéwionych
moduléw regulatorowych w rozwoj, determinacj¢ kwiatu do odciecia lub zawigzania
strgku oraz reakcje na stres suszy. Z calg pewnoscig niezwykle owocnym kierunkiem
badan bytaby lokalizacja in situ badanych transkryptéw i miRNA w czg¢$ciach kwiatu.
W  przysztoSci nalezatoby réwniez eksperymentalnie zweryfikowa¢ wnioski
wyciagnigtych na podstawie analiz in silico przewidywanych biatek z rodzin TAAR,
Aux/IAA i ARF. Mozna by na przyktad wykonaé¢ analiz¢ EMSA w celu ustalenia
spektrum ligandow dla receptorow auksyn. Inny eksperyment z zastosowaniem
dwuhybrydowego systemu drozdzowego pozwolilaby zbadac¢ interakcje TAAR-
Aux/1AA, 1 Aux/IAA-ARF.

Uzyskane rezultaty moga by¢ podstawa do stworzenia nowych linii tubinu zottego,
cechujacych si¢ ograniczonym procesem odcinania kwiatow zarowno w warunkach
kontrolnych, jak i w stresie suszy.
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reprezentatywne zdjecia obrazow mikroskopowych dla kazdego z wariantéw eksperymentalnych.
Gwiazdkami zaznaczono widoczne tagiewki pytkowe. Kontrole negatywng stanowit termicznie zabity
pyftek. 60

Rycina 16. Akumulacja transkryptow kodujgcych biatka zaangazowane w homeostaze auksyny w kwiatach
tubinu zoftego zebranych z okdtkow dolnych (D1-4) i gornych (G1-4). A. Schemat przedstawiajgce
uproszczone procesy utrzymujgce ilos¢ aktywnego IAA na odpowiednim poziomie. B. Wzorzec
ekspresji 20 najsilniej eksprymowanych gendw kodujgcych biatka z rodziny YUCCA. C. Wzorzec
ekspresji 20 najsilniej eksprymowanych gendw kodujgcych biatka z rodziny GH3. D. Wzorzec ekspresji
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20 najsilniej eksprymowanych gendw kodujgcych transmembranowe transportery wyptywowe
auksyny z rodziny PIN. E. Wzorzec ekspresji 20 najsilniej eksprymowanych genow kodujgcych
transmembranowe transportery wypfywowe auksyny z rodzin PILS. F. Wzorzec ekspresji 20 najsilniej
eksprymowanych gendw kodujgcych transmembranowe transportery wpfywowe auksyny z rodziny

Aux/LAX. 61
Rycina 17. Lokalizacja IAA w catych precikach rozwijajqcych sie kwiatdw fubinu zéftego. Brqzowy kolor swiadczy
o akumulacji IAA. Czarny pasek na zdjeciach wskazuje dtugos¢ 2 mm. 62

Rycina 18. Lokalizacja IAA w stupkach rozwijajgcych sie kwiatéw tubinu zéftego. Brqzowy kolor swiadczy o
akumulacji IAA. Czarne paski oznaczajq rzeczywiste dfugosci: 2 mm w przypadku catych stupkéw, 1
mm w przypadku znamion stupkdw oraz zalgzni, 0,3 mm w przypadku zalgzkow. 64

Rycina 19. Lokalizacja IAA w skrawkach parafinowych zatopionych zalgzkdéw izolowanych z rozwijajgcych sie
kwiatéw tubinu zdttego. Gdrne zdjecia przedstawiajg wyniki dotyczqce kwiatéw rosngcych na
najwyzszym okdtku, dolne dotyczq kwiatdw rosngcych na najnizszych okdtkach kwiatostanu. Brqzowy
kolor swiadczy o akumulacji IAA. Czarny pasek odpowiada dtugosci 0,2 mm. 65

Rycina 20. Analiza struktury pierwszo- i trzeciorzedowej biatek z rodziny TAAR zidentyfikowanych w kwiatach

tubinu Zdftego. A) Struktura AtTIR1 u Arabidopsis thaliana i prawdopodobna pozycja jego ligandow:
kwasu fitowego i kwasu indolilooctowego (IAA), zobrazowana na podstawie danych uzyskanych z
bazy PDB (2P1P [191]) za pomocq wbudowanego narzedzia NGL viewer [192]. B) Kieszen wigzqgca IAA
u AtTIR1 zwizualizowana za pomocq NGL viewer [192]. C) Modele strukturalne biatek z rodziny
TIR1/AFB zidentyfikowanych u tubinu zéttego uzyskane przy uzyciu I-TASSER i zwizualizowane za
pomocq programu Chimera 1.15. D) Analiza msa sekwencji aminokwasowych biatek z rodziny
TIR1/AFB zidentyfikowanych u tubinu zéftego oraz ich homologéw u A. thaliana (At). Sekwencje
receptora kwasu jasmonowego (COI1) stanowily grupe zewnetrzng dla wykonanych analiz.
Aminokwasy wypisane nad poréwnaniem tworzq kieszeri wiqzqcq IAA, w tym zaznaczone na
czerwono sq krytyczne dla selektywnosci AtTIR1. 67
Rycina 21. Wynik dokowania in silico potencjalnych ligandow receptoréw auksyn: IAA, NAA i pikloramu.
Tryptofan (Trp) i kwas jasmonowy (JA) stanowity kontrole negatywne. Na szaro zacieniowano
przypadki, w ktorych przytqczony ligand stanowi przeszkode przestrzenng lub elektrostatyczng,
uniemozliwiajqgcq przytgczenie siq biatka Aux/IAA i transdukcje sygnatu. 68
Rycina 22. Drzewo filogenetyczne zbudowane na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek z rodziny TAAR
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zéttego oraz ich homologdéw u Arabidopsis thaliana (At),
Lupinus angustifolius (La), Arachis hypogaea (Ah), Glycine max (Gm), Medicago truncatula (Mt),
Mucuna pruriens (Mp) Vigna angularis (Va), Cajanus cajan (Cc), Spatholobus suberectus (Ss). Grupe
zewnetrzng stanowitfa sekwencja AtCOI1, umozliwiajgc zakorzenienie drzewa. Identyfikatory z bazy
NCBI sq podane w etykietach lisci 69
Rycina 23. Analiza sekwencji N-terminalnych domen I i Il w biatkach Aux/IAA zidentyfikowanych w kwiatach
tubinu zoftego. Motywy wypisane powyzej porownan sekwencji aminokwasowych to najwazniejsze
elementy biatek Aux/IAA, a wieksze litery oznaczajq aminokwasy kluczowe dla funkcjonowania danej
domeny. 71
Rycina 24. Analiza C-terminalnych domen PB1 w przewidywanych biatkach z rodziny Aux/IAA zidentyfikowanych
u tubinu Zéftego. Gora: wizualizacja tréjwymiarowego modelu domeny PB1 LIIAA14a; gdra lewo i
Srodek: na czerwono zaznaczono konserwowangq lizyne w domenie Ill, na niebiesko motyw OPCA
(DxD/ExD); géra prawo: kolorami czerwonym i niebieskim zaznaczono powierzchniowe tadunki,
odpowiednio dodatnie i ujemne. Na podstawie widocznego ponizej porownania sekwencji okreslono,
ktore biatka IAA zawierajg motywy kluczowe dla czesci lll i IV i na tej podstawie zakwalifikowano je
do okreslonego typu I/ll. Widoczne nad poréwnaniem ksztatty okreslajq przewidywangq strukture
drugorzedowgq biatka LIIAA14a. Na Zétto zaznaczono alfa helisy, na zielono beta harmonijki. 72
Rycina 25. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek Aux/IAA
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zéttego i biatek homologicznych u Arabidopsis thaliana (At),
Lupinus angustifolius (La), Glycine max (Gm) i Medicago truncatula (Mt). Identyfikatory z bazy NCBI
sq podane w etykietach lisci. 73
Rycina 26. Analiza sekwencji N-terminalnej domeny DBD w biatkach ARF zidentyfikowanych w kwiatach tubinu
Z0ftego. Sekwencje wypisane powyzej porownari sekwencji aminokwasowych to motywy kluczowe
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dla ich funkcjonowania, przy czym na czerwono zaznaczono reszty aminokwasowe, ktore ulegajq
interakcji ze szkieletem DNA, a na niebiesko te, ktore sq odpowiedzialne za rozpoznawanie sekwencji

AuxRE TGTCNN. Na podstawie [109]. 78
Rycina 27. Analiza sktadu aminokwasowego domen srodkowych biatek LIARF zidentyfikowanych w kwiatach
tubinu zéftego. 79

Rycina 28. Analiza C-terminalnych domen PB1 w przewidywanych biatkach z rodziny ARF zidentyfikowanych u
tubinu zottego. Gora: wizualizacja trojwymiarowego modelu domeny PB1 LIIARF6a; gora lewo i
Srodek: na czerwono zaznaczono konserwowangq lizyne w domenie I, na niebiesko motyw OPCA
(DxD/ExD); géra prawo: kolorami czerwonym i niebieskim zaznaczono powierzchniowe tadunki,
odpowiednio dodatnie i ujemne. Na podstawie widocznego ponizej porownania sekwencji okreslono,
ktore biatka IAA zawierajg motywy kluczowe dla czesci lll i 1V i na tej podstawie zakwalifikowano je
do okreslonego typu I/Il. Widoczne nad poréwnaniem ksztafty okreslajg przewidywang strukture
drugorzedowq biatka LIIARF6a. Na Zdtto zaznaczono a-helisy, na zielono 8-harmonijki. 80
Rycina 29. Analiza konserwowanych motywow w obrebie domeny ES biatek ARF3. NLS jest sygnatem lokalizacji
jgdrowej; tatka serynowa to miejsce, w ktédrym moze nastqpic przeniesienie grupy fosforanowej przez
kinaze; motywy 1a, 1b i 2 pefniq nieznanq funkcje. Motywy zostaty zidentyfikowane na podstawie
[93]. 81
Rycina 30. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie sekwencji aminokwasowych biatek ARF
zidentyfikowanych w kwiatach tubinu zéftego i biatek homologicznych zidentyfikowanych u
Arabidopsis thaliana (At), Lupinus angustifolius (La), Glycine max (Gm) i Medicago truncatula (Mt).
Identyfikatory z bazy NCBI sq podane w etykietach lisci. 82
Rycina 31. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych biatek TOPLESS u A. thaliana i u tubinu zéftego. 86
Rycina 32. Poréwnanie sekwencji docelowych i odwrdconych komplementarnych sekwencji miRNA
zidentyfikowanych na podstawie sekwencjonowania degradomu w kwiatach fubinu zéftego.
Cieniowanie kot po prawej stronie porownan wskazujq, ktore miRNA zostato uznane za czgsteczke
regulatorowq dla biatek z rodziny TAAR lub ARF na podstawie analizy degradomu za pomocg
programu Cleaveland4 [195]. 87
Rycina 33. Wielokierunkowosc¢ potencjalnych interakcji miedzy miRNA i transkryptami z rodziny TAAR, Aux/IAA
oraz ARF w kwiatach tubinu zétftego. Analize potencjalnych celow dla miRNA wykonano za pomocq
psRNATarget i zwizualizowano przy uzyciu paczki R circos. 88
Rycina 34. Ekspresja gendw kodujgcych elementy szlaku transdukcji sygnatu auksyn w kwiatach zebranych z
okétkow dolnych (D1-4) i gérnych (G1-4). Rézne litery nad stupkami btedu oznaczajq réznice istotne
statystycznie na poziomie p < 0,05 (testy ANOVA i post-hoc Tukeya). 89
Rycina 35. Ekspresja gendw kodujgcych receptory auksyny z rodziny TAAR w kwiatach tubinu zéftego zebranych
z okotkow dolnych (D1-4) i gérnych (G1-4), oraz akumulacja sRNA, ktorych udziat w reqgulacji
potranskrypcyjnej tych genow zostat udowodniony w sekwencjonowaniu degradomu. PCC (ang.
Pearson Correlation Coefficient) jest miarq korelacji miedzy dwoma parametrami. Im jej wartosc jest
blizsza 0, tym nizsza korelacja; jej dodatnia wartosc¢ wskazuje na pozytywngq korelacje, a ujemna na

negatywng. 90
Rycina 36. Ekspresja genéw kodujgcych biatka z rodziny Aux/IAA w kwiatach tubinu zéttego zebranych z
okétkow dolnych (D1-4) i gérnych (G1-4). 91

Rycina 37. Ekspresja gendw kodujgcych czynniki transkrypcyjne z rodziny ARF w kwiatach tubinu zdftego
zebranych z okétkow dolnych (D1-4) i gérnych (G1-4), oraz akumulacja sSRNA, ktorych udziat w
regulacji potranskrypcyjnej tych genéw zostata udowodniona w sekwencjonowaniu degradomu. PCC
(ang. Pearson Correlation Coefficient) jest miarg korelacji miedzy dwoma parametrami. Im jej
wartosc jest blizsza 0, tym nizsza korelacja; jej dodatnia wartos¢ wskazuje na pozytywnq korelacje, a
ujemna na negatywngq. 92

Rycina 38. Sumaryczna ekspresja gendow, kodujgcych biatka ARF z podziatem na ich aktywnosc¢ jako czynniki
transkrypcyjne w kwiatach tubinu zoftego zebranych z okétkow dolnych (D1-4) i gérnych (G1-4). __ 93

Rycina 39. Ekspresja gendw kodujgcych czynniki transkrypcyjne z rodziny SAUR w kwiatach tubinu Zottego

zebranych z okdtkéw dolnych (D1-4) i gornych (G1-4). 94
Rycina 40. Ekspresja LITIR1, bedgcego jednym z gendw docelowych dla LI-miR224/miR393 w kwiatach tubinu
z0ftego po usunieciu nizszych okotkéw. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya. 95
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Rycina 41. Ekspresja LIARF18, bedgcego jednym z gendw docelowych dla LI-miR333/miR160 w kwiatach tubinu

Z0ftego po usunieciu nizszych okotkéw. Analiza statystyczna: ANOVA i test post-hoc Tukeya. 95
Rycina 42. Ekspresja LIARF6 i LIARFS8, bedqcych genami docelowymi dla LI-miR281/miR167 w kwiatach tubinu
Z6ftego po usunieciu nizszych okdtkéw. Analiza statystyczna: ANOVA | test post-hoc Tukeya. 96

Rycina 43. Kontrola stresu suszy u roslin tubinu zotftego. A i B. Oznaczenie ilosci proliny w kwiatach metodg
kolorymetrycznq z kwasnq ninhydryngq. A. Krzywa kalibracyjna. B. llos¢ proliny w kwiatach.
Wykonano test t dla prob o réznych wariancjach: * p<0,05, . p<0,1. C. Termogramy wykonane dla
roslin doswiadczajgcych suszy i kontrolnych. Dwa pierwsze zdjecia od lewej strony — przyktadowe
termogramy scietych roslin w stresie suszy i kontrolnych, uwzglednionych w analizie; rosliny zawsze
byty parami uktadane w dwdch pozycjach, aby wykluczyé wptyw temperatury odbitej na temperature
roslin. Zdjecie po prawej stronie - przyktadowy termogram scietych roslin w stresie suszy i
kontrolnych, odrzuconych z analizy z powodu niedostatecznego odwodnienia czesci nadziemnej. __ 97
Rycina 44. Ekspresja potencjalnych markerdw genetycznych stresu suszy w kwiatach tubinu zéttego. Analiza
statystyczna: ANOVA | test post-hoc Tukeya . Gwiazdki na skraju wariantéw kontrolnego i suszy
oznaczajq istotnos¢ statystyczng: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005. 98
Rycina 45. Ekspresja wybranych elementéw modutu miRNA/TAAR w kwiatach tubinu Zéttego podczas stresu
suszy. Analiza statystyczna: ANOVA j test post-hoc Tukeya . Gwiazdki na skraju wariantéw
kontrolnego i suszy oznaczajq istotnosc statystyczng: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005. __ 99
Rycina 46. Ekspresja wybranych elementéw modutu ARF18/miR160 w kwiatach tubinu zéftego podczas stresu
suszy. Analiza statystyczna: ANOVA j test post-hoc Tukeya. Gwiazdki na skraju wariantow
kontrolnego i suszy oznaczajq istotnosc statystyczng: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005. _100
Rycina 47. Ekspresja wybranych elementéw modutu ARF6/miR167 w kwiatach tubinu zéftego podczas stresu
suszy. Analiza statystyczna: ANOVA j test post-hoc Tukeya. Gwiazdki na skraju wariantow
kontrolnego i suszy oznaczajq istotnosc statystyczng: . p<0,1, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005. _101
Rycina 48. Wyniki analizy zdolnosci do kietkowania pytku pobranego ze skrajnych okdtkéw w warunkach
fitotronowych i podczas suszy. W wariancie z suszq pytek byt pobrany wytqcznie z kwiatow

zlokalizowanych na najnizszych okétkach. 102
Rycina 49. Podsumowanie analizy biatek z rodzin TAAR, Aux/IAA i ARF zidentyfikowanych w kwiatach tubinu
Zofttego. 106

Rycina 50. Podsumowanie badar dotyczgcych roli modutéw regulacyjnych miRNA/TAAR/ARF w determinacji
losu kwiatu oraz reakcji na stres suszy. Jasniej zacieniowane kota oznaczajq sytuacje, gdy para
miRNA/transkrypt wykazujg odwrotngq korelacje, jednak ich dziatanie nie zostato potwierdzone w
analizie degradomu, a jedynie za pomocq psRNATarget. 118
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Wykaz tabel

Tabela 1. Poréwnanie uprawianych w Polsce odmian tubinu zéftego pod wzgledem wybranych cech wg.
COBORU [5]. Szarym kolorem oznaczono zacieniowano dane dotyczqce odmian samokoriczgcych. *

Odmiana Dukat nie byta badana w latach 2017-2021. 15
Tabela 2. Podsumowanie analizy ilosci genéw nalezgcych do rodzin: TIR1/AFB, Aux/IAA, ARF w wybranych
genomach roslin. B.d. brak danych;* Podana w nawiasie wartos¢ dotyczy P. heterocycla. 25

Tabela 3 Podsumowanie gtebokiej analizy genéw nalezqcych do rodziny ARF w wybranych genomach roslin. * W
catkowitq ilos¢ aktywatorow i receptorow nie sq wliczone formy pomocnicze; ** jako formy
kanoniczne uznaje ARF posiadajgce domeny DBD i MD; *** jako niekanoniczne uznaje ARF skrocone
o domene PB1; **** jako formy pomocnicze uznaje ARF zawierajgce wytgcznie domene DBD; *****
funkcja pozostatych biatek ARF jest niejednoznaczna (nieokreslona przez autoréw). 28

Tabela 4. Podsumowanie warunkdw upraw roslin wykorzystanych do poszczegdlnych eksperymentow
wykonanych w ramach niniejszej pracy. * eksperyment wykonany w ramach projektu SONATA
2015/19/D/NZ9/03601, uzyskane dane zostaty zdeponowane w bazie LuluDB i opublikowane w

[136,174] oraz w realizowanej rdwnolegle pracy doktorskiej mgr Wojciecha Glinkowskiego. 40
Tabela 5. Charakterystyka etapow rozwoju kwiatow tubinu zéftego badanych w pracy. 41
Tabela 6. Zestawienie zestawdw uzywanych do izolacji RNA, syntezy cDNA i gPCR. 49
Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu do odwrotnej transkrypcji TRANSCRIPTME RNA Kit (Blirt, Gdansk,
Polskay). 50
Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu do odwrotnej transkrypcji NG dART RT kit (EurX, Gdarisk, Polska).
50
Tabela 9. Lista starterdw typu stem-loop uzytych do reakcji odwrotnej transkrypcji, przeprowadzonej w celu
analizy akumulacji mikro RNA. 50
Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do syntezy cDNA na matrycy miRNA. * Uzyty starter byt
projektowany indywidualnie dla kazdego miRNA. 51
Tabela 11. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji zastosowane do syntezy cDNA na matrycy miRNA. 52

Tabela 12. Dane dotyczqce projektowania reakcji gPCR wykonywanych przed zsekwencjonowaniem
transkryptomow. W podZniejszym czasie zweryfikowano, ktére transkrypty byty namnazane w

przeprowadzonych reakcjach i przypisano im ID z bazy LuluDB. 53
Tabela 13. Dane dotyczqce projektowania reakcji gPCR wykonywanych po zsekwencjonowaniu

transkryptomow. 54
Tabela 14. Lista starterow uzytych do reakcji gPCR, przeprowadzonej w celu analizy akumulacji mikro RNA. W

kazdej z tego typu reakcji uzyto sondy UPL #9. 56
Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix. 56
Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej zestawu LightCycler 480 Probes Master (ROCHE) i SensiFAST Probe No-

ROX Kit (Bioline). 56
Tabela 17. Warunki reakcji real-time qPCR. 57
Tabela 18. Lista gendw i transkryptdw kodujgcych biatka nalezgce do rodziny TIR1/AFB. zidentyfikowanych w

kwiatach tubinu zéttego. 70

Tabela 19. Lista gendw i transkryptéw kodujgcych geny nalezgce do rodziny Aux/IAA zidentyfikowanych w
kwiatach tubinu Zéftego. Nazwy gendw ustalono na podstawie anotacji w bazie LuluDB i analizy
filogenetycznej sekwencji aminokwasowych. Szarym kolorem zacieniowano informacje dotyczgce
biatek, ktore sq prawdopodobnie niefunkcjonalne. * oznaczono obecnos¢ motywéw GWPPI i GWPPL;
** w pole wpisano typ PB1, o ile domena ta jest obecna; *** obecnos¢ motywu ztoZonego w obrebie
domeny Il/obecnos¢ motywu prostego w obrebie domeny IV; **** obecnos¢ motywu KR tuz przed

motywem GWPPI. 74
Tabela 20. Lista gendw i transkryptow kodujgcych geny nalezqce do rodziny ARF zidentyfikowanych w kwiatach
tubinu zéttego. 83
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