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Streszczenie

Rozwdj nasion jest procesem szczegdlnie waznym dla rosliny ze wzgledu na trwanie
gatunku, ale takze dla populacji ludzkiej ze wzgledow zywieniowych oraz ekonomicznych.
Kontrola tego procesu wymaga Scistej koordynacji wielu czynnikow, na réznych poziomach
organizacji komorkowej i1 zlozono$ci mechanizmow regulacji @ do najwazniejszych zalicza
si¢ aktywnos$¢ transkrypcyjng genow oraz homeostaz¢ hormonalng. Z punktu widzenia
zywieniowego kluczowymi w rozwoju nasion sg mozliwosci zgromadzenia w nich duzych
ilosci biatek o roznej strukturze i wiasciwosciach. Deficyt zywnosci na §wiecie dotyczy
gléwnie niedoboréw biatka. Biorgc pod uwage takze perspektywy zmian §rodowiskowych
zachodzacych na Ziemi, konieczne staje si¢ poszukiwanie mozliwosci pozyskiwania duzych
ilosci biatka pochodzenia roslinnego, przy zachowaniu réznorodnosci jego pochodzenia.
Jednym z rodzimych gatunkéw roslin gromadzacych w nasionach duze ilosci tego sktadnika
jest tubin zo6tty. Wykorzystujac nowoczesne techniki biologii molekularnej, w tym RNA-seq,
techniki chromatograficzne oraz analizy z wykorzystaniem ilo$ciowego PCR ustalono
kluczowe zmiany zachodzace w rozwijajacych si¢ nasionach tubinu zo6ttego odmiany Taper.

Celem niniejszej pracy bylo: zidentyfikowanie oraz oznaczenie ekspresji genow
zaangazowanych w proces gromadzenia bialek zapasowych, zbadanie wpltywu aplikacji
egzogennych fitohormonow oraz suszy na aktywnos$¢ transkrypcyjng wytypowanych genow,
ilos¢ akumulowanych biatek oraz endogenny poziom fitohormonéw W rdéznych etapach
rozwoju nasionach tubinu zoéttego odmiany Taper.

Przeprowadzone badania wykazaty funkcjonowanie w procesie dojrzewania nasion
hubinu zottego gendéw takich jak: LIPKL, LILEC2, LIABI3, LIFUS3, LIVAL1. Zidentyfikowane
geny wykazuja wysoki stopien podobienstwa do swoich odpowiednikow wystepujacych
u innych gatunkow ro$lin stragczkowych, w tym L. angustifolius, L. albus, Glycine max.
W wyniku ich aktywno$ci dochodzi do akumulacji bialek zapasowych (konglutyn),
co determinowane jest takze spadkiem ilosci endogennego ABA a takze bioaktywnych GA;
I GA3 w kolejnych dniach rozwoju nasion oraz wzrostem poziomu akumulacji GA; i GA;.
Na podstawie tych do$wiadczen mozna zasugerowaé¢ odmienng funkcje tych dwodch klas
giberelin w regulacji proceséw zwigzanych z rozwojem nasion. Egzogenna aplikacja
fitohormonow GA3 oraz ABA w warunkach naturalnych nie przynosi oczekiwanych zmian
poziomu transkrypcji czy akumulacji biatek zapasowych, za wyjatkiem stosowania
GA; 1 poziomem ekspresji konglutyn w nasionach najstarszych. Wykazano takze, ze

przedluzajacy si¢ okres suszy wywoluje spadek poziomu ekspresji wszystkich badanych
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gendw w poréwnaniu do wariantow kontrolnych. W kontek$cie zmieniajacych si¢ warunkow
klimatycznych oraz poglebiajacego si¢ deficytu zywieniowego, szczegdlnie istotne jest, ze
spadek ten dotyczy biatek zapasowych. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem
zroznicowanej metodyki badawczej pozwolity po raz pierwszy u tubinu zottego zbadad
zarowno ekspresje gendéw, endogenny poziom fitohormondéw jak i wplyw na nie suszy
I egzogennej aplikacji ABA i GA w rozwijajacych si¢ nasionach. Pokazujg one takze jak
wiele czynnikéw 1 zmiennych warunkuje prawidlowy przebieg proceséw dojrzewania nasion,
wskazujac jednoczesnie na konieczno$¢ kontynuacji badan 1 uszczegdlowienia wielu

aspektow poruszonych w niniejszej pracy.
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Abstract

The development of seeds is a process of particular importance both for the plant itself
— it assures the survival of the species, and for the human population — for nutritional
and economic reasons. Controlling this process requires a strict coordination of many factors
at different levels of cellular organization and complexity of regulatory mechanisms, the most
important of which are gene transcriptional activity and hormonal homeostasis. From the
nutritional point of view, the key to seed development is the ability of seeds to accumulate
large amounts of proteins with different structures and properties. The world's food deficit
is mainly related to shortages of protein and taking into consideration the environmental
changes occurring on Earth, it is becoming necessary to search for a way to obtain large
amounts of plant-derived protein, while maintaining the diversity of its origin. Yellow lupine
is one of the native plant species that accumulate large amounts of this nutrient in their seeds.
Using modern molecular biology techniques, including RNA-seq, chromatographic
techniques and quantitative PCR analysis, key changes in developing yellow lupine seeds
of the Taper variety were determined.

The aim of this study was to identify and determine the expression of genes involved
in the process of accumulating storage proteins, to investigate the effect of the application
of exogenous phytohormones and drought on the transcriptional activity of selected genes,
the amount of accumulated proteins and the endogenous level of phytohormones at various
stages of development of yellow lupine seeds of the Taper variety.

The conducted research showed the functioning of the following genes in the process
of yellow lupine seed maturation: LIPKL, LILEC2, LIABI3, LIFUS3, LIVALL. The identified
genes show a high degree of similarity to their counterparts found in other legume species,
including L. angustifolius, L. albus, Glycine max. As a result of their activity, there is
an accumulation of reserve proteins (conglutins), which is also determined by a decrease in
the amount of endogenous ABA as well as bioactive GA; and GAj in the following days
of seed development, and an increase in the level of GA, and GA; accumulation. It can be
suggested that these two classes of gibberellins play a different role in regulating
the processes related to seed development. Exogenous application of GA; and ABA
phytohormones in natural conditions does not bring the expected changes in the level
of transcription or accumulation of storage proteins, except for the use of GA3 and the level
of conglutin expression in the oldest seeds. It was also shown that a prolonged period

of drought causes a decrease in the expression level of all tested genes in comparison to
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the control variants. In the context of changing climatic conditions and the increasing
nutritional deficit, the fact that this decrease applies to reserve proteins is particularly
concerning. The research carried out with the use of various research methodologies allowed,
for the first time, to study the expression of genes, endogenous levels of phytohormones and
the influence of drought and exogenous application of ABA and GA in developing seeds
of yellow lupine. The study also shows many factors and variables which determine the
correct course of seed maturation processes, and at the same time indicates the need

to continue the research and cover many aspects discussed in this paper in more detail.
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Wykaz skrotow

20DD - dioksygenaza zalezna od 2-oksoglutaranu (ang. 2-oxoglutarate dependent oxygenases)
20DDs — dioksygenazy zalezne od 2-oksoglutaranu (ang. 2-oxoglutarate dependent dioxygensases)
4-CI-1AA — kwas 4-chloroindolo-3-octowy (ang. 4-chloroindole-3-acetic acid)

AAO - oksydaza aldehydu abscysynowego (ang. abscisic aldehyde oxidase)

ABA — kwas abscysynowy

ABC — transportery kasetowe wigzace ATP (ang. ATP-binding cassette transporter)

ABFs — ABRE binding factors

ABI1/ABI2 — ABA-INSENSITIVE 1/ ABA-INSENSITIVE 2

ABI3 — ABA INSENSITIV3

ABI4 — ABA INSENSITIVE 4

ABI5 — ABCISIC ACID INSENSITIVE 5

ABP1 — AUXIN BINDING PROTEIN 1

ABRE — ABSCISIC ACID RESPONSIVE ELEMENT

AG - AGAMOUS

AHG3 - ABA-HYPERSENSITIVE GERMINATION3

AREB1 — ABF2/ABA-RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN1

ARF — Auxin Response Factor

AUX1 — AUXIN1

AUXRE — Auxin Response Element

BR — brasinosteroidy

BZR1 - BRASSINAZOLE RESISTANT1

C20GA20x — oksydaza GA2 hydroksylujaca gibereliny dwudziestoweglowe

CDP-ME — 4-difosfo-cytydylo-2-metylerytritol (ang. 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol)

CDP-MEP — 2-fosforan 4-difosfo-cytydylo-2-metylerytritolu  (ang.  4-diphosphocytidyl-2C
methylerythritol 2-phosphate)
CK — cytokininy

CLE25 - CLAVATA3/EMBRYO-SURROUNDING REGION-RELATED 25
CLV1, CLV2, CLV3-CLAVATA 1/2/3

CPS - syntaza ent-kopalilodifosforanu (ang. ent-copalyl diphosphate synthase)
CYP714D1/ CYP707A — monooksygenaza cytochromu P450

DAA — Day After Anthesis

DAO - dioxygenase for auxin oxidation

DBD — DNA-binding domain

DCL1 - DICER-LIKE 1
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DMAPP — pirofosforan dimetyloallilu (ang. dimethylallyl dipho-sphate)

DXP — 5-fosforan 1-D-oksyksylulozy (ang. 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate)
DXR — reduktoizomeraza DXP (ang. DXP reductoisomerase)

DXS — syntaza DXP (ang. DXP synthase)

EEL - ENHANCED EM LEVEL

ent-CPD - ent-kopalil (ang. ent-copalil)

EUIl - ELONGATED UPPERMOST INTERNODE

F — wartos$¢ testu ANOVA

FAO — Organizacja Narodow Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (ang. Food and Agriculture
Organization)

FASP — przygotowanie probek wspomagane filtrami

FUS3 — FUSCA3

G3P — aldehyd 3-fosfoglicerynowy (ang. glyceraldehyde 3-phosphate)
GA200x — 20-oksydaza GA

GA3ox — 3-oksydaza GA

GAMT1, GAMT2 — metylotransferaza GA 1/2 (ang. GA methyl transferase 1, 2)
GD1 - GERMINATION DEFECTIVE 1

GGPP — pirofosforan geranylo-geranylu (ang. geranylgeranylo pyrophosphate)
GH3 — GRETCHEN HAGEN 3

GID1 - GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1

GID2 — GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2

H3K27me3 — trimetylacja histonu H3 lizyny 27

HMBPP — 4-pirofosforan hydroksymetylbutenylu (ang. hydroxymethylbutenyl 4 diphosphate)
HSFA9 — HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A9

HSI2 — HIGH-LEVEL EXPRESSION OF SUGAR-INDUCIBLE GENE 2
HSL1 - HSI2-LIKE1

IAA — kwas indolilo-3-octowy (indole-3-acetic acid)

IAM — indolo-3-acetamid (indole-3-acetamide)

IAOX — indolo-3-acetaldoksym (indole-3-acetaldoxime)

IBA — kwas indolo-3-mastowy (ang. Indole-3-butyric acid)

IGF-I, IGF-II — insulin-like growth factor

IPP — pirofosforan izopentenylu (ang. isopenthenyl pyrophosphate)

IPyA — kwas indolo-3-pirogronowy (indole-3-pyruvic acid)

JA — kwas jasmonowy

JA-Ille — koniugat kwasu jasmonowego z izoleucyng

KAO - oksydaza kwasu ent-kaurenowego (ang. ent-kaurenoic acid oxidase)

KO - oksydaza ent-kaurenowa (ang. ent-kaurene oxidase)
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KS — syntaza ent-kaurenu (ang. ent-kaurene synthase)

L1L — LECl1like

LAX — LIKE AUXIN1

LC — chromatografia cieczowa

LD — Long Day

LEC2 — LEAFY COTYLEDON2

LFY — LEAFY

ME-cPP — 2,4-cyklodifosforan metylerytritolu (ang. ME 2,4-cyclodiphosphate)
MEP — fosforan metyloerytrolu (ang. methylerythritiol phosphate)

Met — metionina

MS — spektrometria mas

MS/MS - tandemowa spektrometria mas

MVA — kwas mewalonowy (ang. mevalonic acid)

MWCO - odcigcie przy okreslonej masie czasteczkowej (Mass Weight Cut-Off)
nanoLC — chromatografia cieczowa w przeptywach nanolitrowych

NCED - dioksygenaza 9-cis-epoksykarotenoidowej (ang. 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenases)
NPF — nitrate transporter 1/peptide transporter family

OPDA - kwas 12-oksofitodienowy (ang. 12-oxo phytodienoic acid)

p — istotno$¢ statystyczna testu

P450s — monooksygenazy cytochromu P450

PAA — kwas fenylooctowy (ang. Phenylacetic acid)

PCA — analiza gtéwnych sktadowych (ang. Principal Component Analysis)
PDS — desaturaza fitoenu (ang. phytoene desaturase)

PIF — PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR

PIN — PIN-FORMED

PKL - PICKLE

PP2C — fosfataza biatkowa typu 2C (ang. Protein phosphatase 2C)

PSY - syntaza fitoenu (ang. phytoene synthase)

Ref — probka referencyjna / probka odniesienia

ROM1 — Repressor Of Maturation genel

ROS — reaktywne formy tlenu

SCF — Skp1-Cullin-F-box

SDRA — short-chain dehydrogenase/reductase

SL — strigolaktony

SLY1 - SLEEPY1

SnRK2s — SUCROSE NONFERMENTING 1-RELATED PROTEIN KINASE 2s
SWEET - Sugars Will Eventually be Exported Transporter
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TAA - TRYPTOFAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS

TAM - tryptamina

TAXI-1 — Triticum aestivum Xylanase Inhibitor

TE — Transposable element

TIR1/AFB — TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX

TMT — Tandem Mass Tag

TPS — syntaza terpenowa (ang. Terpene synthase)

Trp — tryptofan

VAL1 - VP1/ABI3-like

VAS1 — aminotransferaza zalezna od fosforylacji pirydoksalu (ang. pyridoxal-phosphate-dependent
aminotransferase)

WAT1 - WALLS ARE THIN1

WUS - WUSCHEL

XEGIP — biatka inhibitoréw endoglukanazy specyficzne dla ksyloglukanu (ang. Xyloglucan-specific
endoglucanase inhibitor proteins)

YUC - YUCCA

ZEP — epoksydaza zeaksantyny (ang. zeaxanthin epoxidase)

N2 — procent wyjasnionej wariancji przez czynniki wprowadzone do modelu
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1. Wstep

1.1. Rozwdj generatywny roslin

Na przestrzeni tysiecy lat rosliny wspotczesne wyksztalcity wiele sposobow
rozmnazania piciowego. Poczawszy od prostych ruchliwych zarodnikow u roslin
niekwitnacych, po najrézniejsze formy kwitnace 1 wydajace niezwykle zréznicowane nasiona
u roslin telomowych. Warunkiem koniecznym do wejscia rosliny w fazg rozwoju
generatywnego jest osiggnigcie gotowosci do wytwarzania, jak 1 percepcji sygnatow
indukujacych kwitnienie. Roélina, odbierajagc fale S$wietlne determinowane zmianami
fotoperiodu a takze w odpowiedzi na temperature otoczenia, swdj wiek czy zmiany poziomu
fitohormonoéw, wybiera najkorzystniejszy czas inicjacji rozwoju generatywnego. Wowczas
w merystemie wierzchotkowym pedu nastepuje szereg molekularnych zmian prowadzacych
do jego przeksztalcenia w merystem kwiatostanowy, ktory dalej przechodzi w merystem
kwiatowy, wytwarzajac pak kwiatowy. Proces ten wymaga aktywacji genow tozsamosci
merystemu kwiatowego m.in. AGAMOUS (AG), LEAFY (LFY), WUSCHEL (WUS)
i CLAVATA (CLV1, CLV2 i CLV3), ktorych ekspresja ogranicza tworzenie komorek
merystemu wegetatywnego, determinujagc w ten sposob architekture i wzorzec rozwojowy
organow kwiatowych. Merystemy generatywne (kwiatostanowe) nie r6znig si¢ zasadniczo od
merystemoéw wegetatywnych pod wzgledem organizacji strukturalnej 1 ogolnej funkcji
organogenicznej, ale wytwarzaja inne rodzaje organow bocznych. W przeciwienstwie do
wegetatywnego, merystem kwiatowy jest odpowiedzialny za determinacje wzrostu kwiatu
o okreslonym ksztalcie 1 wielkoSci, wytwarzajac cztery rodzaje organow bocznych — dziatki
kielicha, ptatki, preciki 1 stlupki o mniej lub bardziej zlozonej strukturze. Rozwdj paka
kwiatowego wyczerpuje potencjat komorek macierzystych merystemu wierzchotkowego tak,
ze dalszy rozwdj pedu nie jest mozliwy. Nowe pedy i liscie moga si¢ tworzy¢ jedynie
z pakéw bocznych (Brukhin i Morozova, 2011; Srikanth i Schmid, 2011).

Kiedy dojdzie do zapylenia 1 =zaptodnienia, rozpoczyna si¢ rozwd@j nasion.
Dowiedziono, Zze tworzenie gamet i wezesny rozwdj nasion u ro$lin jednoliSciennych, jak
i dwuliSciennych znajduja si¢ pod kontrolg epigenetyczng. Najwigksze znaczenie maja
zmiany kowalencyjne podstawowych sktadnikow chromatyny, tzn. DNA oraz biatek

histonowych. Zapewniajag one trwato§¢ 1 uniwersalno$¢ dziedziczenia mechanizmu
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epigenetycznej regulacji ekspresji genow, ktory jest niezbedny dla funkcjonowania
I przetrwania gatunku. Chromatyna moze wystgpowaé w czterech rdéznych stanach
charakterystycznych dla: rejonéw aktywnych lub represjonowanych gendéw, elementoéw
transpozycyjnych (TE) i1 regionéw miedzygenowych. Ro6znig si¢ one od siebie rodzajem
modyfikacji histondw, metylacji DNA oraz wspotdzialaniem bialek o roéznej aktywnosci,
co powoduje odmienng struktur¢ oraz aktywno$¢ wymienionych regionéw chromatyny
(Roudier i in., 2011; Bleckmann i in., 2014).

Dojrzaty i funkcjonalny zarodek, z ktérego po wykietkowaniu wyro$nie niezalezna
roslina, powstaje podczas embriogenezy. Proces ten mozna podzieli¢ na trzy gléwne fazy.
We wczesnej fazie nastgpuja asymetryczne podzialty komorek, ktére maja na celu
ustanowienie biegunowosci wierzchotkowo — podstawnej. W fazie posredniej dochodzi do
inicjacji gléwnych organdéw i primordidow, ktére podczas ostatniej fazy rozwijaja si¢
w dojrzaty embrion (Quint i in., 2012; Han i in., 2019). W trakcie przej$cia od wczesnej
embriogenezy do dojrzewania, nasiona przechodza zasadnicze zmiany. Obejmujg one
aktywnos$¢ komorkowa oraz metaboliczng, poczawszy od podzialdow i réznicowania komorek,
przez metabolizm pierwotnych 1 wtornych metabolitow, wytwarzanie czynnikow
regulatorowych, na syntezie materialow zapasowych skonczywszy (An i in. 2017). Etap ten
jest kluczowy dla otrzymania nasion o dobrej jakosci, co z perspektywy roslin uprawnych
przektada si¢ takze na wydajnosc¢ i jakos¢ plonowania (Han i in., 2019). Szczegdétowy opis
molekularnych przemian zachodzacych podczas rozwoju nasion roslin okrytozalazkowych

zostat przedstawiony w kolejnych rozdziatach.
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1.2. Rozwdj nasion okrytozalazkowych

Rozwdj nasion jest jednym z kluczowych procesow podczas ontogenezy roslin
okrytozalgzkowych. Zazwyczaj dzielony jest na trzy nastgpujace po sobie fazy. Poczatek
stanowi etap wczesne] embriogenezy, podczas ktérej nastepuja intensywne podzialy
komorkowe i roznicowanie tkanek w zarodku oraz otaczajacych go strukturach. Ustalana jest
struktura zarodka: determinowane zostaja liScienie, o$ apikalno—bazalna, tworzone sg ostonki
nasiona oraz bielmo (Srivastava, 2002).

Wczesna embriogeneza charakteryzuje si¢ tworzeniem  struktury zarodka,
tzn. okreSleniem liscieni, osi apikalno — bazalnej, wierzchotkow korzenia i pedu oraz
wyodrebnieniem tkanek pierwotnych: protodermy, merystemu nadziemnego i tkanek
okotonaczyniowych lub prokambium. Charakteryzuje si¢ takze podziatami jadrowymi
1 tworzeniem $ciany w tym, co bylo komoérka centralng woreczka zarodkowego, prowadzac
do wyksztatcenia bielma. Wyjatkiem sg rosliny bezbielmowe, u ktérych zarodek rozwija si¢
w gametoficie zenskim, bedacym tkankg macierzysta (Srivastava, 2002).

W drugiej fazie, najczesciej zwanej wypelnianiem nasion, podzialy komorkowe
zmniejszaja swoja czestotliwo$¢ 1 w koncu ustaja. Jednakze zarodek nadal ros$nie przez
powiekszanie si¢ komorek 1 gromadzenie materiatow zapasowych w tkankach spichrzowych.
Nastepuje wowczas duzy wzrost suchej masy nasion. Kiedy procesy magazynowania
substancji odzywczych spowalniaja az do catkowitego zaniku, woOwczas rozpoczyna si¢
ostatni etap, w ktorym nasiona osiagaja swoja dojrzalg form¢. Okrywa nasienna twardnieje,
a jej zewnetrzne warstwy pokrywaja si¢ kutyna, ktora u niektérych gatunkoéw moze byc
impregnowana woskami. W celu ochrony przed patogenami i roslinozercami, niektore
nasiona mogg gromadzi¢ w swoich komorkach takze fenole i substancje toksyczne. W tej
fazie potaczenia naczyniowe poprzez funiculus (sznureczek) pomiedzy nasionami a rosling
macierzysta staja si¢ niefunkcjonalne lub zostaja przerwane. W rezultacie nasiona tracg wode
1 nabywaja tolerancji na wysychanie. Proces ten moze zachodzi¢ zar6wno, gdy nasiona s3
jeszcze na roslinie macierzystej, jak i po ich zrzuceniu. Wejscie nasion w stan spoczynku
charakteryzuje si¢ zahamowaniem aktywnosci metabolicznej oraz syntezy RNA 1 biatek.
Dzigki temu nasiona nie tylko mogg zachowaé dluzsza zywotnos$¢, nawet w ekstremalnych
warunkach srodowiskowych, ale takze sg chronione przed atakiem bakterii i grzybow.
Nasiona, ktore przechodza faz¢ desykacji oraz spoczynku nazywane sg ,,ortodoksyjnymi”.

Istnieje jednak wiele gatunkéw, ktorych nasiona sa ,,nieortodoksyjne”, pozostaja uwodnione
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po osiagnigciu dojrzatosci 1 nie wyksztalcajg tolerancji na wysychanie (Bewley i Nonogaki,
2017; Liu i Hou, 2018).

Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze etapy te nie sg wyraznie rozgraniczone,
a czg¢sciowo zazebiajg sie | powinny by¢ raczej postrzegane jako kontinuum z nast¢pujgcymi
po sobie gtownymi aktywnosciami (Srivastava, 2002). Sekwencje zdarzen prowadzacych do
dojrzewania i rozwoju nasion sg przez to niezwykle ztozone. Niejednokrotnie wymagaja one
wielu tygodni lub miesiecy przemian, czy tez wystgpienia okreslonych warunkow
srodowiskowych. Z tego powodu ich skoordynowana regulacja i kontrola odbywa si¢ na kilku

poziomach (Bewley i Nonogaki, 2017).
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1.3. Poziomy kontroli rozwoju nasion
1.3.1. Hormonalna kontrola rozwoju nasion

Organizacja 1 integracja rozmieszczenia komoérek o specyficznych wzorcach
proliferacji 1 réznicowania w tkankach lub narzadach rozwijajacych si¢ nasion wymaga
precyzyjnej koordynacji przestrzennej i czasowej. Komorki sg zdolne do kontrolowania tych
dziatan poprzez wytwarzanie i percepcj¢ sygnatéw. Ciagla wymiana tych sygnatow jest
wazna nie tylko pomiedzy przedziatami nasion z i do tkanek macierzystych oraz pomigdzy
zarodkiem 1 bielmem, ale takze w obregbie tego samego przedzialu, aby kontrolowac postep
procesu rozwojowego. Jednym z kluczowych sygnalow sa fitohormony, bedace endogennymi
czasteczkami wystepujacymi naturalnie w roslinach w bardzo niskich stezeniach. Nie petnig
one funkcji odzywczej, natomiast dziataja jako zwigzki sygnalizacyjne, promujac wzrost
1 regulujac rozwdj oraz fizjologi¢ roslin. Do tej pory scharakteryzowano fitohormony, takie
jak: auksyny, cytokininy, kwas abscysynowy, gibereliny, brasinosteroidy, etylen, kwas
salicylowy, jasmoniany oraz strigolaktony. Podczas rozwoju nasion niezwykle wazna jest nie
tylko ich bezwzgledna ilo§¢ na danym etapie rozwoju nasion, ale przede wszystkim
wspotdziatanie i wzajemna rownowaga (Sauer i in., 2013; Locascio i in., 2014).

W odroznieniu od zwierzat, rosliny nie maja specyficznych organdéw (gruczotow)
produkujacych 1 wydzielajacych hormony. Auksyny, cytokininy i1 gibereliny uwazane sg za
najbardziej stymulujgce wzrost 1 rozw0j, z kolei kwas abscysynowy 1 etylen pelnig role

inhibitorow lub supresorow wzrostu (Brukhin i Morozova, 2011).
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1.3.1.1. Kwas abscycynowy (ABA)

Kwas abscysynowy (ABA) bierze udziat w procesach rozwojowych, w tym
w dojrzewaniu nasion, ich spoczynku i kietkowaniu, wzro$cie korzeni pierwotnych i kontroli
czasu kwitnienia, a takze w odpowiedzi na niekorzystne czynniki $rodowiskowe.
Transportowany jest albo z rosliny macierzystej przez tyko, albo syntetyzowany jest de novo
w zarodku i okrywie nasiennej podczas embriogenezy, przez co gromadzony jest
we wszystkich tkankach nasion. Zwiekszong ilo$¢ tego hormonu obserwowano takze podczas
ich dojrzewania, co zwigzane jest z péznymi procesami tej fazy, synteza biatek zapasowych,
zapobieganiu aborcji nasion i indukowaniu pierwotnego uspienia (Nambara i Marion-Poll,
2003; Smykal i in., 2014; Ali i in., 2022). Kontrola tych procesow uzalezniona jest
od poziomu aktywnego ABA, ktéry podlega modulacji przez tempo syntezy z prekursorow,
reakcje kataboliczne lub jego translokacje pod wptywem pH z lub do innych miejsc (Nambara
i Marion-Poll, 2003).

1.3.1.1.1. Biosynteza ABA

Bezposrednie prekursory syntezy ABA moga powstawa¢ w wyniku aktywnosci dwoch
niezaleznych szlakéw. Pierwszy z nich okre$lany mianem MEP (ang. methylerythritiol
phosphate pathway) opisany zostat u roslin nizszych i bakterii. Istotg jego dziatania jest
w szeregu przemian doprowadzi¢ do biosyntezy pirofosforanu izopentenylu
(IPP — isopenthenyl pyrophosphate). Drugi ze szlakéw biosyntezy kwasu abscysynowego,
MVA (kwas mewalonowy ang. mevalonic acid), funkcjonuje rownolegle z powyzej
wspomnianym u roslin telomowych. W obu przypadkach elementy odpowiedzialne za
syntez¢ kolejnych intermediatow zostaty doktadnie zidentyfikowane i udokumentowane
(Zhao i in., 2013), jednakze ze wzgledu na jej znaczenie w pracy opisana zostanie druga ze
wspomnianych drog.

Szlak MEP rozpoczyna si¢ od biosyntezy 5-fosforanu 1-D-oksyksylulozy (DXP, ang.
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate), ktory powstaje w wyniku kondensacji pirogronianu
i aldehydu 3-fosfoglicerynowego (G3P, ang. glyceraldehyde 3-phosphate) przy udziale
syntazy DXP (DXS, ang. DXP synthase). W kolejnym etapie, DXP jest przeksztatcany
w 4-fosforan 2-metylerytritolu (MEP, ang. 2-methylerythritol 4-phosphate) przez enzym
reduktoizomeraze DXP (DXR, ang. DXP reductoisomerase). Nastgpnie w trzech kolejnych
etapach, obejmujacych  fosforylacje 1 cyklizacie, MEP  jest przeksztalcany
w 2,4-cyklodifosforan metylerytritolu (ME-cPP, ang. ME 2,4-cyclodiphosphate) przez
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4-difosfo-cytydylo-2-metylerytritol  (CDP-ME) i 2-fosforan  4-difosfo-cytydylo-2-
metylerytritolu (CDP-MEP). Otwarcie pierscienia ME-cPP  powoduje  powstanie
4-pirofosforan hydroksymetylbutenylu (HMBPP, ang. hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate),
ktory moze zostaé przeksztalcony w pirofosforan izopentenylu (IPP) lub jego izomer,
pirofosforan dimetyloallilu (DMAPP, ang. dimethylallyl dipho-sphate). Potaczenie czasteczki
DMAPP z trzema czasteczkami IPP prowadzi do powstania pirofosforanu geranylo-geranylu
(GGPP, ang. geranylgeranylo pyrophosphate). Potgczenie dwoch czgsteczek GGPP w reakcji
katalizowanej przez syntaze fitoenu (PSY, ang. phytoene synthase) prowadzi do powstania
40-weglowego zwigzku (C40) fitoenu. Nastepnie fitoen w obecnoéci desaturazy fitoenu (PDS,
ang. phytoene desaturase) tworzy (-karoten, ktory w dalszych etapach jest przeksztalcany
odpowiednio w likopen, B-karoten i zeaksantyng, bedaca bezposrednim prekursorem ABA
(Ruiz-Sola i Rodriguez-Concepcion, 2012; Marciniak i in., 2014; Wilmowicz i in., 2016;
Wang i in., 2019).

Biosynteza kwasu abscysynowego rozpoczyna si¢ w chloroplastach, gdzie
zeaksantyna przeksztalcana jest dzigki aktywnos$ci katalitycznej epoksydazy zeaksantyny
(ZEP) do cis-izomeréw wiolaksantyny i neoksantyny. Zwigzki te sg nast¢pnie przeksztatcane
przy udziale dioksygenazy 9-cis-epoksykarotenoidowej (NCED, ang. 9-cis-epoxycarotenoid
dioxygenases) w cis-ksantoksyng, ktora transportowana jest do cytoplazmy i tam ulega
konwersji do aldehydu abscysynowego. Intermediat ten utleniany jest do bioaktywnego ABA
przez dehydrogenaze/reduktaze alkoholowa (SDRA, ang. short-chain
dehydrogenase/reductase) oraz oksydaze aldehydu abscysynowego (AAO, ang. abscisic
aldehyde oxidase). Z kolei dezaktywacja ABA zachodzi przy udziale enzymow nalezacych do
nadrodziny monooksygenazy cytochromu P450 (CYP707A) (Cutler i in., 2010; Hu i in.,
2017; Aliiin., 2022).

1.3.1.1.2. Regulacja poziomu ABA

Cho¢ badania nad mechanizmami dziatania kawasu abscysynowego trwaja od
dziesiagtek lat 1 przez wiele nie udato si¢ opisa¢ ich szczegétowo na poziomie molekularnym,
to ostatecznie zaproponowano model funkcjonowania, ktory sukcesywnie uzupetniano go
0 kolejne elementy. Dzigki tym odkryciom wiadomo, ze kwas abscysynowy dziata poprzez
ztozong sie¢ sygnalizacyjng. Docelowo poprzez szereg elementéw posrednich aktywujac geny
sygnatowe inicjuje odpowiedz komorki. Do receptoréw ABA, ktore funkcjonujg w nasionach
naleza biatka z rodziny PYR/PYL/RCAR. W obecnosci ABA wigza si¢ one zarowno z ABA,
jak i biatkami, takimi jak SUCROSE NONFERMENTING 1-RELATED PROTEIN KINASE
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2s (SnRK2s) oraz PP2C jak np. ABA-INSENSITIVE 1/2 (ABI1/2)
I ABA-HYPERSENSITIVE GERMINATION3 (AHG3), aby zatrzymac aktywnos¢ fosfatazy
biatkowej typu 2C (PP2C). W rezultacie uwolnione zostajg biatka SnRK2s oraz dalsze
czynniki transkrypcyjne, jak np. ABI3 (ABA INSENSITIV3) (Ali i in., 2022). Na podstawie
badan prowadzonych na A. thaliana, trzy geny SnRK2s (SnRK2.2, SnRK2.3 i SnRK2.6)
uznano za pozytywne regulatory sieci sygnalizacyjnej ABA. Sa one zaangazowane m.in.
w proces zazieleniania nasion, akumulacji materiatdéw zapasowych, czy nabywania tolerancji
na susz¢ oraz kietkowanie (Ali 1 in., 2022). Wykazano, ze docelowymi dla aktywnosci
SnRK2s sg biatka z rodziny czynnikéw transkrypcyjnych ABFs (ABRE binding factors),
wigzagce elementy regulatorowe ABRE (ABSCISIC ACID RESPONSIVE ELEMENT).
W jej sktad wchodzi dziewi¢¢ czionkéw ABF1, ABF2/ABA-RESPONSIVE ELEMENT
BINDING PROTEIN1 (AREB1), ABF3, ABF4/AREB2, AREB3, ABI5, bZIP15, bZIP67, oraz
EEL (ENHANCED EM LEVEL) z podrodziny bZIP, ktérych gtowng funkcjg jest regulacja
transkrypcji z udziatem ABA. Dobrze opisanym w literaturze jest mechanizm aktywacji
transkrypcji ABI5 przez SnRK2s. Biatko regulatorowe wigze si¢ z elementem typu cis ABRE
w promotorze ABI5, co prowadzi w pdznej fazie dojrzewania i podczas imbibicji nasion
Arabidopsis do inicjacji aktywnosci transkrypcyjnej stymulowanej przez ABA (Ali i in.,
2022).

Jednym z lepiej poznanych mechanizméw determinujacych aktywno$¢ i trwatosé
ABA w komorce jest jego udzial w odpowiedzi na stres abiotyczny. Rosliny poddane
dzialaniu stresu abiotycznego szybko uruchamiajg kaskade sygnalizacyjng ABA, co prowadzi
do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych reagujacych na ten hormon i indukcji gendéw
odpowiedzi na ABA. Jednak po osiagnigciu tolerancji na stres konieczne jest przerwanie lub
wylaczenie szlaku transdukcji sygnatu ABA. Odbywa si¢ to wyznakowanie odpowiednich
biatek tego szlaku ubikwityna, przez kompleks ligazy E3. Nastepnie takie biatko
degradowane jest w proteasomie 26S. Alternatywnym sposobem regulacji ilosci biatek szlaku
transdukcji sygnalu ABA jest proces autofagii (degradacji w autofagosomach). Polega on na
specyficznym wyksztatceniu dwublonowych pecherzykéw otaczajacych biatko, ktore ulegaé
ma degradacji. W taki sposob jest ono transportowane do wakuoli. Dzigki fuzji zewngtrznej
btony autofagosomu z tonoplastem, przenoszona czasteczka przedostaje si¢ do wakuoli.
Kontrola identyfikacji biatek, czy calych komplekséw biatkowych odbywa si¢ dzigki
obecnosci swoistych receptorow zlokalizowanych na powierzchni autofagosomow (Ali i in.,

2022; Sirko i in., 2021).
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1.3.1.1.3. Udzial ABA w rozwoju nasion

W badaniach prowadzonych na Arabidopsis thaliana zaobserwowano dwa wyrazne
szczyty akumulacji ABA w nasionach, ktore odpowiadajg poczatkowi oraz koncowi fazy
dojrzewania (Nonogaki, 2019). Pierwszy szczyt pokrywa si¢ z ekspresja genow
ograniczajacych tempo biosyntezy ABA — NCED6 i NCED9 w potowie okresu rozwoju
nasion. Natomiast geny NCED2 i NCED3 ulegaja ekspresji w okolicach drugiego
ze szczytow. Badania na mutantach tych genéw wykazaly, Zze nasiona z podwojng mutacja
nced6 1 nced9 cechujg si¢ uposledzeniem zdolnosci do wejscia w faze spoczynku. Sugeruje
to, ze ich ekspresja i obecnos¢ funkcjonalnych biatek jest krytyczna dla mechanizmow
kontrolujacych ten proces. Podobny efekt w postaci utraty zdolnosci nasion do spoczynku
wystepowat u potréjnych mutantdw nced5, nced6 1 nced9, co §wiadczy o jeszcze bardziej
skomplikowanych zalezno$ciach 1 wspolnym dziataniu wymienionych genow NCED
w kontroli tego etapu rozwoju (Nonogaki, 2019).

Wspomniany powyzej ABIS oddziatuje takze z innym kluczowym dla rozwoju nasion
czynnikiem — ABA INSENSITIV3 (ABI3), promujac transkrypcje pozostaltych genow
zaleznych od ABA, zaangazowanych w rozwoj nasion. Naleza do nich LEAFY COTYLEDON
(LEC1/2) oraz FUSCA3 (FUS3). Jak wykazaty szczegétowe badania nie jest to jedyna rola
wspomnianych genéw zwigzana z funkcjonowaniem ABA w tych waznych dla rozwoju
generatywnego procesach. ABI3 wraz z LEC1, LEC2 i FUS3 posredniczy w biosyntezie
ABA w tkankach rozwijajacych si¢ nasion. Badania prowadzone na mutantach abi3, lecl,
lec2 i fus3 wykazaty, ze defekty w ktorymkolwiek z wymienionych genéw powodowaty silne
zaburzenia w dojrzewajacych nasionach, ujawniajgc takze pewne wspdlne fenotypy,
jak np. ograniczenie zdolnosci do wejscia w stan spoczynku, czy redukcja ekspresji genow
kodujacych biatka zapasowe. Jednakze obserwowano rowniez specyficzne fenotypy, takie jak
brak degradacji chlorofilu w suchych nasionach (abi3), zmniejszona wrazliwo$¢ na ABA
(@abi3 i w mniejszym stopniu lecl), akumulacja antocyjanow (fus3, lecl i w mniejszym
stopniu lec2), nietolerancja na wysychanie (abi3, fus3 i lecl) czy defekty w tozsamoSci
liscieni (lecl, fus3 i lec2) (Holdsworth i in., 2008). Doniesienia te potwierdzajg istnienie
pozytywnej korelacji pomigdzy omawianymi czynnikami transkrypcyjnymi a zawarto$cia
ABA i transdukcjg sygnalow inicjowanych obecnoscig tego waznego fitohormonu (Gazzarrini
i in., 2004).

Sposoby regulacji biosyntezy oraz dzialania ABA zmieniajg si¢ zaleznie od procesu

i przemian, w ktoérych uczestniczy ten hormon. Przedstawione powyzej zaleznosci
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najdobitniej pokazuja, jaki udziat w dojrzewaniu i wypetnianiu nasion moga mie¢ kolejne

sktadowe sieci zaleznej od ABA.

1.3.1.2. Kwas giberelinowy (GA)

Mimo, ze do tej pory zidentyfikowano u roslin ponad 130 réznych giberelin
(http://www.plant-hormones.info/gibberellins.html), tylko niektére z nich sa bioaktywne.
Pozostale natomiast pozostaja biologicznie nieaktywne i1 funkcjonuja jako poOtprodukty
i prekursory w biosyntezie lub degradacji tych pierwszych. Tylko kilka giberelin, jak GA;,
GAs3, GA; i GA; wykazuje aktywnos$¢ biologiczng w réznych etapach wzrostu i rozwoju
podczas catej ontogenezy roslin. W przemianach takich, jak kietkowanie nasion, wydtuzanie
todyg 1 rozwdj lisci, indukcja kwitnienia, dojrzewanie pytkéw, rozwodj owocoOw 1 nasion
pelnig one swoiste funkcje i kontrolujg caty szereg proceséw wzrostu i rozwoju (Ogawa i in.,
2003; Daviere i Achard, 2013; Gao i in., 2017).

Zwazywszy na duzg liczbe giberelin i wiele 6l pelnionych przez ten rodzaj hormonow
w rozwoju roslin, regulacja ich poziomu jest dos¢ skomplikowana. Wiele etapow szlaku
metabolizmu GA podlega kontroli przez enzymy nalezace do matych wielogenowych rodzin,

gdzie kazdy cztonek posiada specyficzny wzor ekspresji (Achard i Genschik, 2009).

1.3.1.2.1. Biosynteza GA

Biosynteza GA wymaga udziatu zestawu kilkunastu klas enzymow, w tym syntaz
terpenowych (TPS), monooksygenaz cytochromu P450 (P450s) i dioksygenaz zaleznych
od 2-oksoglutaranu (20DDs). Zarowno reakcje enzymatyczne, jak i produkcja bioaktywnych
giberelin podlegaja precyzyjnej kontroli ze wzgledu na czas oraz subkomoérkowa lokalizacje
na poziomie tkanek i organow. Biosynteze tego fitohormonu mozna zatem podzieli¢ na trzy
etapy, funkcjonujace w trzech przedziatach subkomorkowych: plastydach, retikulum
endoplazmatycznym i cytozolu (Gao i in., 2017).

Synteza zwiazkoéw prekursorowych giberelin rozpoczyna si¢ od przeksztalcen
difosforanu geranylo-geranylu (GGDP) i powstania difosforanu izopentenylu (IPP). Zwiazek
ten wytwarzany jest w tkankach zielonych wigkszos$ci roslin przez dwie drogi: szlak kwasu
mewalonowego (MVA) w cytoplazmie oraz w plastydach przez szlak fosforanu
metyloerytrolu (MEP) (Salazar-Cerezo i in., 2018).

U roslin wyzszych GA powstaja gtdwnie na drodze MEP, gdzie GGDP za pomoca
enzymu syntazy ent-kopalilodifosforanu (CPS) ulega konwersji do ent-kopalilu (ent-CPD).
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Nastepnie przy udziale syntazy kaurenu (KS) ent-CPD zostaje przeksztatcany w ent-kauren,
ktory w etapie drugim ulega przemianie jest do GAj,, uwazanego za wspolny bezposredni
prekursor wszystkich giberelin w roslinach. Proces ten wymaga szes$ciu etapow utleniania,
ktore katalizowane sa przez dwie monooksygenazy: oksydaze ent-kaurenowag (KO)
I oksydaze kwasu ent-kaurenowego (KAO). Enzymy te zlokalizowane sg w retikulum
endoplazmatyczym i w otoczce plastydow. Utlenianie kwasu ent-kaurenowego do GA;
katalizowane przez KAO zachodzi w trzech etapach, w ktérych jako produkty posrednie
powstajg kwas ent-7a-hydroksykaurenowy i aldehyd GA1. U roslin wyzszych GAj, stanowi
punkt rozgatezienia szlaku biosyntezy tego hormonu. W kolejnym etapie biosyntezy aldehyd
GA12 przeksztatcany jest do czasteczki kwasu giberelinowego, w ktorej do wegla trzynastego
(C13) nie jest przytaczona grupa hydroksylowa (-OH). Natomiast w wyniku przylaczenia
grupy -OH do trzynastego atomu wegla, GAj2 zostaje przeksztalcony do GAss. GA12 | GAss
sg prekursorami odpowiednio dla szlakéw giberelin niehydroksylowanych w pozycji C13
oraz grupy giberelin z przylaczona grupa hydroksylowa w pozycji 13. Dalsze reakcje
utleniania GA1, i GAss prowadza do powstania GAg i GAy. Reakcje te katalizowane sg przez
20-oksydaze¢ GA (GA200x) i 3-oksydaze GA (GA3ox). Ostatnim etapem powstawania
bioaktywnych GA w roslinach jest 3p-hydroksylacja GAg i GAz, w wyniku ktdrej powstaja
odpowiednio GA; i GA; (Salazar-Cerezo i in., 2018).

Precyzyjne okreSlenie miejsca syntezy i przestrzennej organizacji szlaku biosyntezy
giberelin jest utrudnione z uwagi na zlozono$¢ i wieloetapowos¢ tego procesu. Badania
z wykorzystaniem genu reporterowego GUS dla roznych enzymow biosyntezy GA ujawnity
kilka spostrzezen. Po pierwsze, ekspresja gendOw biosyntezy giberelin jest zréznicowana
w zaleznosci od rodzaju tkanki, typu komorek czy stadium rozwoju. Po drugie, kilka
enzymow rodziny GA3ox katalizujacych ostatni etap syntezy bioaktywnych GA ulega
ekspresji w rosngcych i wydtuzajacych si¢ pedach oraz narzadach korzeni. Po trzecie,
pomimo, ze wyroznia si¢ kilka rodzajow tkanek o wspolnej lokalizacji ekspresji gendow
zarO6wno biosyntezy, jak 1 percepcji GA (przyktadem jest merystem kwiatostanu i rozwijajace
si¢ liscie), to istnieja takze miejsca, w ktorych te dwie grupy nie naktadaja si¢ (np. w
komorkach aleuronowych bielma, geny sygnalizacji GA sa wyraznie eksprymowane, ale geny
biosyntezy GA juz nie). Zrdéznicowane rozmieszczenie przestrzenne migdzy genami
zaangazowanymi w biosyntez¢ 1 percepcje giberelin wymaga wigc przemieszczania Si¢
czasteczek aktywnych lub intermediow. Wydaje si¢ t0 w pelni zasadne, wzigwszy pod uwage

jak wiele procesow i przemian kontrolowanych jest przez te hormony oraz w jak niewielkich
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zakresach ilosciowych 1 wrazliwosci komodrkowej na ich obecno$¢ one reaguja
(Binenbaum i in., 2018).

Transport giberelin odbywa si¢ zarowno w kierunku akro- jak i bazypetalnym, chociaz
w przypadku tego pierwszego zachodzi efektywniej. Wiele badan potwierdzito hipoteze
mowiacg o mobilnosci tego hormonu, a takze o konieczno$ci jego przemieszczania si¢ ze
wzgledu na pelnienie nadrzednej roli w procesach niezbgednych do wzrostu i rozwoju roslin
(Binenbaum i in., 2018). Wydaje si¢, ze przemieszczanie si¢ GA na duze odleglosci jest
w wigkszosci ograniczone do jego nieaktywnych prekursorow, a nie jak podejrzewano
wczesniej do funkcjonalnych form aktywnych. Gibereliny podobnie do auksyn podlegaja
mechanizmowi pufapki jonowej, co ogranicza ich zdolno§¢ do wychodzenia z komorek.
Przypuszcza si¢, ze istnieja transportery, a jednocze$nie kontrolery wyplywu GA, aby
czasteczki tego hormonu mogty skutecznie przemieszcza¢ si¢ lokalnie w obrgbie tkanek
i komorek. Jednakze, jak dotad, nie zostaty one odkryte i jednoznacznie opisane. Kilka lat
temu u Arabidopsis zidentyfikowano natomiast pewna liczbe transporteréw naplywu GA,
ktore odpowiedzialne sg m.in. za transport GA in planta. Sg to biatka z rodzin NPF (nitrate
transporter 1/peptide transporter family) oraz SWEET (Sugars Will Eventually be Exported
Transporter) (Tal i in., 2016; Binenbaum i in., 2018).

1.3.1.2.2. Regulacja poziomu GA

Dla prawidtowego wzrostu 1 rozwoju rosliny niezbedne jest precyzyjne regulowanie
poziomu bioaktywnych hormonow 1 mozliwo$¢ szybkiej zmiany ich ilosci w odpowiedzi na
bodzce srodowiskowe, czy endogenne. Mechanizm inaktywacji giberelin pozwala roslinom
utrzymywa¢ homeostaze¢ 1 w razie potrzeby szybko obniza¢ st¢zenie aktywnych GA.
Najczgscie] badang Sciezka dezaktywacji tego fitohormonu jest 2p-hydroksylacja, ktoérg
katalizujg enzymy 2-oksydazy GA (GA20x) =zalezne od 2-oksoglutaranu (20DDs).
Na podstawie zaleznosci filogenetycznych rodzing GA2ox podzielono na trzy klasy. Enzymy
nalezace do klasy I i II katabolizuja gibereliny dziewigtnastowgglowe (C19 GA), natomiast
enzymy zaliczane do klasy III mogg jedynie hydrolizowa¢ gibereliny 0 dwudziestu atomach
wegla (C20). Enzym C19GA20x moze hydroksylowa¢ wegiel w pozycji drugiej
bioaktywnych C19-GA (GA; i GAy), jak réwniez prekursory C19-GA, jak GAg i GAy,
aby wytworzy¢ katabolity, odpowiednio GAg, GAszs, GAz 1 GAsi. Podgrupa enzymow
oksydazy GA2 hydroksylujaca gibereliny dwudziestoweglowe (C20GA20x) dziata wytacznie
na prekursory C20-GA, takie jak GAp, i GAss, tworzac GAi1p | GAg;, ale nie na

dziewietnastoweglowe GA. Enzymy C20GA2ox zawierajg trzy unikatowe konserwowane
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ewolucyjnie motywy, ktére sa wazne dla aktywnosci tej klasy GA2ox, ale sa nieobecne
w klasie C19GA20x. Oksydacja dziewigtnastowgglowych GA20X ogranicza ilo$¢
bioaktywnych giberelin, co przektada si¢ na regulacje rozwoju roslin podczas calej
ontogenezy. Enzymy te uczestniczg rowniez w gléwnym szlaku inaktywacji giberelin, ktory
ogranicza zawarto$¢ bioaktywnych form tego fitohormonu oraz reguluje wzrost i rozwoj
ro$lin. Jak wykazaty szczegétowe badania zapobiegaja one kietkowaniu nasion, op6zniaja
przemiany faz wegetatywnych 1 generatywnych, ograniczajag liczebnos¢ kwiatow
wytwarzanych w kwiatostanie a takze hamuja wydtuzanie stupka przed zaptodnieniem
(Yamaguchi, 2008; Hedden i Thomas, 2012; Gao i in., 2017).

Prowadzone przez wiele lat badania wykazaly, ze istnieje takze inny mechanizm
dezaktywacji GA. W doswiadczeniach prowadzonych na ryzu wykazano, ze monooksygenaza
cytochromu P450 (CYP714D1) kodowana przez ELONGATED UPPERMOST INTERNODE
(EUl) przeksztalca in vitro GA w 16a,17-epoksy-GA. Enzymy te Kkatalizuja
16a,17-epoksydacje GA jedynie w szlaku swoistym dla giberelin bez grupy -OH przy
trzynastym atomie wegla (GAp,, GAg i GAy). Nie wykazano podobnych zalezno$ci
w przypadku giberelin powstajacych w drugim z opisanych wcze$niej szlakéw syntezy, czyli
dla GA (GAs3, GA i1 GA;). Mutanty eui w ryzu wykazywaty ekstremalnie wysoki poziom
akumulacji GA4, z kolei ektopowa ekspresja EUI pod kontrolg promotora 35S Iub
promotorow gendw biosyntezy GA OsGA30x2 i OsGA200x2 wyraznie obnizata poziom GA
oraz powodowatla skrajng kartowato$¢ roslin. Wyniki te wskazuja na rolg EUI jako gldwnego
enzymu dezaktywujacego gibereliny u ryzu, a 16a,17-epoksydacja GA moze by¢ ogdlnym
mechanizmem dezaktywacji tego fitohormonu (Gao i in., 2017). U Arabidopsis wykazano
takze obecno$¢ specyficznych dla giberelin dwoch metylotransferaz grupy SABATH,
nazywanych GAMT1 i GAMT2 (GA methyl transferase). Enzymy te poprzez metylacje
grupy 6-karboksylowej C19-GA =znosily aktywnos$¢ biologiczna, dlatego tez ektopowa
nadekspresja GAMTL1 lub GAMT2 powodowata kartowato$¢ roslin i niedobér GA. Nasiona
pozbawione funkcji tych genéw kumulowaty GA, co wskazuje na pelienie przez nie roli
regulatorow zawartosci giberelin w rozwijajacych si¢ nasionach (Varbanova i in., 2007).

Metylacja giberelin jest wigc cze$cig mechanizmu regulujacego poziom aktywnych
GA w roslinach. Szlak metabolizmu GA, ktory obejmuje biosynteze 1 katabolizm GA,
jest ztozonym procesem regulowanym przez wiele genéw w calym cyklu zyciowym wzrostu
I rozwoju roslin. Za utrzymanie homeostazy giberelin odpowiedzialne sg zarowno procesy ich
syntezy, jak i rozktadu a takze transport. Poziom bioaktywnych GA jest utrzymywany przez

mechanizm sprzezenia zwrotnego metabolizmu GA oraz jego regulacje. Odbywa si¢ to
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glownie na poziomie kontroli transkrypcji. Badania prowadzone na mutantach biosyntezy
1 odpowiedzi na GA u kilku gatunkow roslin wykazaty, ze regulacja poziomu GA poprzez
mechanizm syntezy mRNA dotyczy specyficznych ODD (dioksygenaz zaleznych od
2-oksoglutaranu: GA200x, GA30x, GA20x) (Hedden i Thomas, 2012). U mutantéw
z niedoborem produkcji bioaktywnych GA lub uposledzong sygnalizacja GA, poziomy
transkrypcji genow biosyntezy tego hormonu (GA200x i GA30xX) byly wysokie, podczas gdy
ekspresja genow katabolicznych (GA20x) byta obnizona. Odwrotng sytuacj¢ odnotowano
z kolei u mutantéw z podwyzszonymi poziomami GA lub wzmocniong sygnalizacja GA
(Zentella i in., 2007).

Dodatkowy sposob utrzymania i regulacji homeostazy GA obejmuje sprz¢zenie
zwrotne odnotowane w kontroli ekspresji genéw GA20x. Wykazano, ze wielu cztonkéw
genow GA20x zarowno klasy C19, jak i C20 podlega regulacji na poziomie transkrypcji
w odpowiedzi na zwigkszong sygnalizacje GA. Efektem zmian transkrypcyjnych genéw ODD
wywotanych przez GA s3 zmiany na poziomie kodowanych przez nie enzymow
metabolicznych, co w konsekwencji przektada si¢ na zmiany poziomu bioaktywnych
giberelin (Hedden i Thomas, 2012).

W regulacji homeostazy giberelin wazng rol¢ odgrywaja takze centralne komponenty
szlaku przekazywania sygnatu tego hormonu: receptor GIDI1, biatka DELLA oraz biatka
F-box SLY1 (SLEEPY1). Biatka DELLA sg kluczowymi regulatorami szlaku transdukcji
sygnatu GA, zlokalizowanymi w jadrze, gdzie petnia funkcje represoréw wzrostu. Zadaniem
GA jest zatem przezwyci¢zenie hamujacego dzialania bialek DELLA i promowanie wzrostu
oraz rozwoju roslin. Wzrost ilosci aktywnych GA odbierany jest przez rozpuszczalne biatko
receptorowe GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1). Receptor po zwigzaniu
giberelin ulega zmianie konformacyjnej, umozliwiajac w ten sposdb tworzenie kompleksu
GA-GID-DELLA i bezposrednie oddziatywanie z ubikwityno-zaleznym kompleksem ligazy
E3 Skpl-Cullin-F-box (SCF). Do wigzania dochodzi za posrednictwem biatka F-box (SLY1)
u rzodkiewnika pospolitego i GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2 (GID2) u ryzu.
Dzigki takiej interakcji, DELLA s3 znakowane przez reszty ubikwitynowe i kierowane
do proteasomu 268, gdzie ulegaja degradacji (Gao i in., 2017).

W badaniach nad regulacjg ogoélnej puli giberelin wykazano, ze zmiany w poziomie
biatek DELLA wywotywaly zmiany ekspresji gendw regulowanych przez sprz¢zenie zwrotne
GA200x2 i GA3ox1 (Zentella i in., 2007). U mutantow pozbawionych podstawowych
sktadnikéw szlaku transdukcji sygnatu GA, w tym GID1, GID2/SLY1 odnotowano wysoki

poziom ekspresji gendw biosyntezy GA, ktore regulowane sa poprzez funkcjonowanie
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mechanizmu sprz¢zenia zwrotnego. Podwyzszona ilo$¢ transkryptow utrzymywata si¢ nawet
pomimo egzogennej aplikacji GA, przez co rosliny te gromadzity bardzo wysokie poziomy
bioaktywnych giberelin (Hedden i Thomas, 2012). Funkcja biatek DELLA w kontrolowaniu
odpowiedzi zwrotnej okazala si¢ takze niezb¢dna u mutantéw z utratg funkcji tych bialek jak
i u tych z wzmocniong funkcjag DELLA, w ktorych biatka te sag odporne na degradacje¢ zalezna
od GA. Wykazano, ze regulacja transkrypcji na zasadzie sprzezenia zwrotnego byla
zaburzona w obu klasach mutantow DELLA, przy czym poziom transkrypcji byt bardzo niski
u roslin pozbawionych DELLA, a bardzo wysoki u tych, ktore zawieraty stabilizowane formy
tych biatek (Hedden i Thomas, 2012).

W kolejnych doswiadczeniach potwierdzono opisany schemat kontroli DELLA.
Jednoczesnie oznaczone poziomy transkrypcji okazaly si¢ by¢ niskie u tych, w ktorych brak
DELLA, ale bardzo podwyzszone u tych zawierajacych stabilizowane formy. Wigkszo$¢
z tych badan skupiala si¢ na roli DELLA w regulacji sprzezenia zwrotnego GA200x i GA3ox.
Jednak ostatnie badanie mutanta utraty funkcji DELLA u grochu (la cry) wykazato,
ze regulacja PsGA20x1 1 PsGA20x2 za posrednictwem GA jest rowniez kontrolowana przez
biatka nalezace do rodziny DELLA (Weston i in., 2008).

Metabolizm giberelin regulowany jest rowniez przez sygnaty srodowiskowe takie jak
swiatlo, temperatura, czy dostgpnos¢ wody i sktadnikéw pokarmowych, ale takze przez
bodzce stresowe zardéwno abiotyczne, jak i1 biotyczne. Na podstawie wielu badan wykazano,
ze zmiany w zawartoSci GA powodowane sg gltoéwnie przez Swiatlo 1 stres abiotyczny.
Zmiany w ilo$ci oraz jako$ci $wiatta lub dtugosci trwania fazy jasnej (fotoperiodu) moga
skutkowa¢ zwiekszong lub zmniejszong iloscig giberelin w komodrkach. Przyktadem sg siewki
we wczesnym etapie rozwoju, kiedy aktywnos¢ GA hamuje fotomorfogeneze, a ekspozycja
na $wiatlo siewek rosngcych w ciemnosci (deetiolacja) powoduje szybkie zmniejszenie
zawartosci GA. W procesie tym uczestnicza receptory $wiatta: fitochromy oraz
kryptochromy. Aktywacja fitochromow swoista dlugoscig fali $wietlnej powoduje wzrost
ekspresji genow GA20x, za$ dziatanie $wiatla niebieskiego, odbieranego przez drugi
z wspomnianych fotoreceptoréw, wywoluje spadek ekspresji genow GA200x i GA3ox
(Reid i in., 2002; Zhao i in., 2007).

Roéwniez zegar okotodobowy bezposrednio wplywa na biosyntezg 1 sygnalizacje GA.
Gibereliny promuja kwitnienie u gatunkow dnia dlugiego (Long Day — LD), u ktorych
ekspozycja na dlugi dzien zwigksza produkcje GA, gldwnie przez regulacje genow GA200x.
W zwiazku z tym wydluzanie todyg w warunkach dnia dlugiego jest efektem zwigkszone;j

ekspresji GA200ox w odpowiedzi na odpowiedni fotoperiod. Z kolei u roslin dnia krotkiego
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przy braku aktywno$ci szlaku zaleznego od CONSTANS, gibereliny moga catkowicie przejac
role czynnikow indukujacych kwitnienie (Hedden i Thomas, 2012; Gao i in., 2017).

Poziom giberelin zmienia si¢ takze pod wpltywem zimna. W procesie tym uczestniczg
enzymy szlaku biosyntezy oraz dezaktywacji GA. W badaniach prowadzonych
na Arabidopsis wykazano, ze niska temperatura aktywuje biosyntez¢ GA podczas imbibicji
nasion, wowczas dochodzi do indukcji genow AtGA30x1 i AtGA200x2, a w konsekwencji do
zwickszenia stezenia GA. Z kolei mutacja genu AtGA30x1 powodowata zaburzenia
w gromadzeniu GA, oraz anomalie w przebiegu kietkowania nasion (Yamauchi i in., 2004).

Rosliny w odpowiedzi na stres wyksztalcity wiele strategii obronnych. Jednag z nich
jest ograniczanie wzrostu, ktore pozwala skoncentrowa¢ zasoby w celu adaptacji do
niekorzystnych warunkéw. W tym czasie dochodzi do gromadzenia si¢ biatek DELLA
w odpowiedzi na zmniejszajacy si¢ poziom aktywnych giberelin w komorce. Proces ten
wywolany jest rosnacg ekspresja genu GA20x. Przyktadem funkcjonowania takiego
mechanizmu obronnego jest akumulacja bialek DDF1 (DWARF AND DELAYED
FLOWERING 1) w odpowiedzi na stres solny. Biatka te wigzac si¢ do promotora genu
AtGA20x7 aktywujac jego ekspresj¢ co w konsekwencji prowadzi do obnizenia zawartosci

GA (Magome i in., 2008).

1.3.1.2.3. Udzial GA w rozwoju nasion

Podobne sposoby regulacji poziomoéw aktywnych giberelin  funkcjonuja
w mechanizmach i procesach zwigzanych z wypetnianiem nasion 1 gromadzeniem materiatow
zapasowych. Takze 1 w tych przemianach wykazano jednoznacznie udziat czynnikow
transkrypcyjnych nalezacych do LEAFY COTYLEDON2 (LEC2) i FUSCA3 (FUS3)
w kontrolowaniu poziomu ekspresji genu GA3o0x2. Funkcja wspomnianych powyzej
czynnikéw transkrypcyjnych jest niezwykle istotna a wzajemne zalezno$ci pomigdzy nimi
a poziomem endogenncyh GA sa kluczowe w przemianach warunkujacych optymalny rozwoj
I przebieg embriogenezy nasion (Curaba i in., 2004).

Szczegotowe badania wykazaty, ze w wyniku aktywacji biatka FUS3 nastepuje szybki
spadek aktywnosci transkrypcyjnej AtGA3ox1. Dochodzi do tego dzigki oddziatywaniu
czynnika transkrypcyjnego z elementami RY (CATGCATG) zlokalizowanymi w promotorze
genu AtGA30x2. Efektem wigzania jest spadek ekspresji genu w epidermie rozwijajacego si¢
zarodka (Gazzarrini i in., 2004).

Warto nadmieni¢, ze zwickszona ilos¢ biatka FUS3 wigze si¢ takze ze wzrostem

zawartosci ABA w komorce. To w konsekwencji przeklada si¢ na hamowanie ekspres;ji
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dwoch gendéw biosyntezy giberelin AtGA30x1 1 AtGA200x1. Z tego powodu FUS3 pelni
zarazem funkcje pozytywnego, jak i negatywnego regulatora zawartosci odpowiednio ABA
i GA (Curaba i in., 2004; Gazzarrini i in., 2004). Jednakze w badaniach prowadzonych na
mutancie fus3 wykazano, ze negatywny wplyw na poziom giberelin poprzez wzrost
aktywno$ci GA30x2 moze nie wynika¢ bezposrednio z funkcji FUS3, a moze by¢ zwigzany
ze szczegodlng rola giberelin na wezesnych etapach rozwoju zarodka (YYamamoto i in., 2010).
Reasumujac, aktywno$¢ giberelin przejawia si¢ w regulacji catego szeregu procesow
1 przemian zachodzacych w czasie calej ontogenezy roslin. W znacznej wigkszosci tych
procesow gibereliny pelnig rol¢ nadrz¢dng. Dla tak krytycznie waznego czynnika musi istnie¢
wiele poziomdéw regulacji, konieczne jest takze funkcjonowanie skomplikowanej sieci
zaleznosci kontrolujacej homeostaze giberelin na wielu poziomach, zarowno biosyntezy,
degradacji, transportu, jak i akumulacji. W dalszym ciggu odkrywane sg nowe zalezno$ci,
opisywane sa szczegdtowe przypadki regulacji funkcjonowania giberelin przez réznego
rodzaju bialka bedace czynnikami transkrypcyjnymi, biatkami receptorowymi, czy tez
biatkami regulatorowymi. Sg one zaangazowane w przebieg wielu procesow metabolicznych

oraz przemian wzrostowych i rozwojowych u roslin wyzszych.
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1.3.1.3. Auksyny (1AA)

Auksyny sag czgsteczkami wystepujacymi u wielu gatunkéw organizmow, od bakterii
po eukarionty. Definiowane sa jako kwasy organiczne o malej masie czasteczkowej, ktore
zawieraja pierscien aromatyczny i grupg karboksylowa. Auksyny sa wszechobecne w czasie
catej ontogenezy roslin. Na poziomie komorkowym zaangazowane sg w kontrolg podzialow
komoérkowych np. regulujg tworzenie merystemow, dajac poczatek nowym organom takim
jak korzenie boczne 1 przybyszowe. Zmieniajagc plastyczno$¢ S$ciany komodrkowej
odpowiadaja takze za wzrost komorek. Co wigcej, auksyny promuja ustanowienie
I utrzymanie polaryzacji, dominacji wierzchotkowej oraz reakcji na foto- i grawitropizm.
Posrednicza takze w kontroli starzenia, odpowiedzi na patogeny czy stres abiotyczny,

reguluja tworzenie owocow i odcinanie lisci (Sauer i in., 2013).

1.3.1.3.1. Biosynteza IAA

Endogenng auksyng wystepujaca w najwigkszej ilosci w komorkach roslin jest kwas
indolilo-3-octowy (IAA). Podobng aktywno$¢ wykazujg takze trzy inne naturalnie
wystepujace zwigzki: kwas indolo-3-mastowy (IBA), kwas 4-chloroindolo-3-octowy
(4-CI-1AA) oraz kwas fenylooctowy (PAA) (Sauer i in., 2013). Jak dowiodty szczegbtowe
badania nad dziataniem tej grupy regulatorow, mimo ze IBA strukturg i funkcja podczas
wzrostu 1 rozwoju ro§lin przypomina [AA, to jest jednak tylko jego prekursorem. Efekty
fizjologiczne, sygnalizacje¢ 1 odpowiedz auksynowa moze wywotywa¢ dopiero po
przeksztalceniu w IAA (Cao i in., 2019). Synteza IAA u Arabidopsis thaliana moze
zachodzi¢ w sposob zalezny jak i1 niezalezny od tryptofanu (Trp). Do tej pory nie opisano
szczegdtowo molekularnych sktadnikow szlaku niezaleznego od tego aminokwasu. Za$ szlak
zalezny od niego obejmuje cztery Sciezki, wykorzystujace rozne substraty pochodzace
z metabolizmu tryptofanu, a mianowicie: indolo-3-acetaldoksym (IAOx), indolo-3-acetamid
(IAM), kwas indolo-3-pirogronowy (IPyA) i tryptaming (TAM). Jak dotad, szczegdtowo
poznany i opisany zostal jedynie szlak IPyA. Dochodzi w nim do dwuetapowej reakcji
przeksztalcenia Trp w IAA. Najpierw, podczas odwracalnej reakcji przeniesienia
aminokwasOw za pomoca aminotransferazy tryptofanu (TAA, ang. TRYPTOFAN
AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS) TAA przeksztalcany jest w IPyA. Poniewaz
IPyA moze by¢ przeksztalcany z powrotem do Trp przez aminotransferaze zalezna
od fosforylacji pirydoksalu (VAS1) przy uzyciu metioniny (Met) jako donora aminowego,

stezenie  IPyA  utrzymywane jest w Sposob ciggly na statym  poziomie.
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Nastepnie monooksygenazy flawinowe (FMO) typu YUCCA (YUC) katalizujg reakcje
dekaboksylacji oksydacyjnej IPyA, w wyniku ktorej powstaje IAA. Utworzony IAA moze
zosta¢ potaczony z aminokwasami przez rodzine syntaz amidowych (GH3, ang, GRETCHEN
HAGEN 3) lub ulega¢ nicodwracalnemu utlenieniu przez dioksygenaze (DAO) w celu
degradacji (Cao i in., 2019).

Do wytworzenia i utrzymania lokalnego stezenia auksyny niezbedny jest jej
miedzykomérkowy transport, ktoéry regulowany jest przez rdzne transportery,
m.in. transportery PIN-FORMED (PIN), transportery kasetowe wigzace ATP (ABC), a takze
importery AUXIN1 (AUX1)/LIKE AUXINI (LAX). Niektore z transporterow auksyn majg
wewnatrzkomorkowa lokalizacje, jak np. zlokalizowane w retikulum endoplazmatycznym
PIN-LIKES (PILS), czy zwiazane z tonoplastem WALLS ARE THIN1 (WATI), ktoére
prawdopodobnie uczestnicza w subkomoérkowej kompartmentalizacji tego hormonu
(Taniin., 2021).

1.3.1.3.2. Regulacja poziomu I1AA

Noséniki wyptywu PIN sg kluczowe do utrzymania homeostazy auksyn, a w warunkach
regulacji procesow morfogenetycznych takze odpowiedniego gradientu tych hormonodw.
Odgrywaja one rowniez istotng funkcje¢ w zjawiskach tropizmu i réZznicowania si¢ organow.
Biosynteza biatek PIN regulowana jest na réznych poziomach organizacji komorkowej czy
tkankowej, zaleznej od stadium rozwoju 1 miejsca ich wystepowania. Czesto ich aktywnos¢
podlega potranslacyjnym regulacjom, przez wiele hormondéw, w tym cytokininy, gibereliny,
kwas jasmonowy, kwas salicylowy, kwas abscysynowy, brasinosteroidy, strigolaktony,
a takze same auksyny. Pozwala to twierdzi¢, ze kierunkowy transport auksyny zalezny od
PIN funkcjonuje jako gléwny wezel skupiajacy i1 integrujacy wiele sygnaldw, zaréwno
endogennych, jak i srodowiskowych (Tan i in., 2021).

Liczne przemiany zachodzace w roslinach pod wptywem auksyn wynikaja ze zmian
ekspresji gendw reagujacych na ten hormon. Jako kanoniczny szlak sygnatowy auksyn
uznawany jest szlak, w obregbie ktorego funkcjonujg takie bialtka jak TRANSPORT
INHIBITOR RESPONSEL/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB). W S$ciezce tej,
odpowiedZ na IAA kontrolowana jest przez czynniki transkrypcyjne odpowiedzi na auksyne
Auxin Response Factor (ARF). Istotng role odgrywaja takze bialka Aux/IAA, ktore
sa centralnymi represorami tego szlaku. Oddziatuja one nie tylko z TIR1/AFB, ale takze
z czynnikami ARF oraz ich aktywatorami. Aktywatory ARF indukujg transkrypcje gendéw
reagujacych na auksyne poprzez domen¢ wigzaca DNA (DBD) zlokalizowang na koncu
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aminowym, ktora wigze si¢ z elementami odpowiedzi na auksyng AuxRE (Auxin Response
Element) w promotorach genéw docelowych. Kiedy stezenie auksyn jest niskie, biatka
Aux/IAA hamujg aktywnos$¢ czynnikow transkrypcyjnych ARF. Gdy dochodzi do wzrostu
poziomu IAA w komorce, biatka F-box TIR1/AFB oraz Aux/IAA 1acza si¢, tworzac rdzen
receptora auksyny i bezposrednio wigza ten hormon. Wspomniane biatko F-box TIR1/AFB
wchodzac w sklad kompleksu ligazy ubikwitynowej E3 Skpl-Cullin-F-box (SCF)
poliubikwityluje biatko represorowe Aux/IAA. W ten sposob ostatni z wymienionych
czynnikéw kierowany jest do degradacji przez proteasom 26S. W konsekwencji ARF zostaja
uwolnione i mozliwa jest transkrypcja genéw reagujacego na auksyne. Dzigki takiej interakcji
receptor-ligand, tancuch transdukcji sygnatu jest bardzo krotki co utatwia szybkie odpowiedzi
transkrypcyjne na auksyne (Enders i Strader, 2015; Wu i in., 2021; Li i in., 2017a).
scharakteryzowanych reakcji na ten hormon, jednakze niektére aspekty odpowiedzi
na auksyn¢ wcigz nie sg poznane. Jak wida¢ odpowiedz komoérkowa na poziomie
mechanizméw  molekularnych  dwéch  podstawowych dla  funkcjonowania roslin
fitohormonoéw angazuje podobne przemiany zwigzane z funkcja receptoréw, transmiterow
1 czynnikow efektorowych.

Mimo funkcjonowania wspomnianego krotkiego tancucha transdukcji sygnatu,
odpowiedz transkrypcyjna uwazana jest za stosunkowo powolng. Przez stabo poznane szlaki
brak jest precyzyjnych wynikow dokumentujacych przekazywanie sygnatu auksynowego
w mechanizmach szybszych odpowiedzi hormonalnych (Tan i in., 2021). Przyktadem moze
by¢ AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABPI), ktory jak nazwa wskazuje, jest zdolny
do wigzania auksyny. Wigkszo$¢ tych biatek znajduje si¢ w retikulum endoplazmatycznym,
a tylko niewielki ich procent zlokalizowany jest poza komoérka, stanowigc aktywna pule.
Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaly, ze ABP1 dziala jako koreceptor hormonéw
w kompleksie ABP1-TMK1, regulujac dynamike GTPazy ROP i cytoszkieletu w komoérkach
naskodrka. Jednakze mimo wielu biologicznych reakcji komorek, ktore uznano za zalezne od
ABP1, nie zbadano szczegdétowo powigzanych z nimi fenotypéw na poziomie calej rosliny.
Obserwowano jedynie niewielkie zmiany pomimo silnych efektow odnotowanych
na poziomie komorkowym (Leyser, 2018; Tan i in., 2021).

Wszystkie procesy zachodzace podczas biosyntezy, transportu, transdukcji sygnatlu
czy metabolizmu auksyn reguluja przestrzenno — czasowy rozktad aktywnej puli tego
hormonu. Jest to niezbedne do utrzymania optymalnego poziomu IAA podczas rozwoju catej

ro$liny, takze etapow szczegodlnie traktowanych w ramach niniejszej pracy.
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1.3.1.3.3. Udzial IAA w rozwoju nasion

Auksyna jest jedna z najwazniejszych czastek sygnatowych biorgcych udziat
w komunikacji mi¢gdzy tkankami nasiona, gtdwnie zarodkiem i bielmem. Odgrywa kluczowsg
role w pierwszych etapach rozwoju nasion oraz okreslaniu struktury i wielkosci zarodka.
Wspotdziatajac z innymi hormonami, bierze takze udzial w spoczynku oraz kietkowaniu.
Jej akumulacja i dystrybucja zmienia si¢ w trakcie rozwoju nasion. Badania prowadzone na
A. thaliana wykazaty, ze najwieksza ilos¢ IAA gromadzona jest w zarodkach, a doktadniej
w wierzchotku korzenia, na koncach liscieni i w hipofizie. Z kolei u kukurydzy, poziom
auksyny jest najwyzszy na poczatku endoreduplikacji i utrzymywany jest na wysokim
poziomie przez caly okres rozwoju (Locascio i in., 2014).

Z kolei badania z udzialem mutantow z uposledzonym szlakiem biosyntezy
lub sygnalizacji auksyny u ré6znych gatunkow roslin wykazaty, ze obnizenie poziomu auksyny
ma znaczacy wplyw na tempo proliferacji czy endoreduplikacje bielma. Obserwacje
te potwierdzily role IAA jako czynnika determinujacego regulacj¢ rozwoju bielma, nawet
pomimo jego roéznej funkcji u roznych gatunkéw roslin. Przypuszeza si¢ takze, ze sygnatami
inicjacji tworzenia okrywy nasiennej moga by¢ czasteczki hormonow, a w szczegolnosci
auksyny. Potwierdzity to badania, w ktérych zainicjowanie autonomicznego rozwoju okrywy
nasiennej nastgpowalo po egzogennym podaniu auksyny lub jej ektopowej produkcji
w komorkach centralnych niezaptodnionych zalazkow Arabidodpsis. Ograniczenie biosyntezy
IAA w bielmie znaczaco wplywa takze na rozwoj okrywy nasiennej, co potwierdza niezbedna
rolg auksyny w wyksztalcaniu tej struktury (Figueiredo 1 Kohler, 2018). Coraz wigksza uwage
poswieca si¢ takze badaniu roli bialek PIN  podczas rozwoju  nasion.
Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity, ze polarny transport auksyny jest powigzany
z rb6znicowaniem zarodkow. Rownocze$nie za rozwdj nasion odpowiada zalezny
od funkcjonowania biatek PIN wyplyw IAA, co potwierdzity nie tylko wyniki wzorcow
ekspresji, ale takze analiz morfologicznych. Zastosowanie syntetycznego promotora
reagujacego na auksyne DRS ujawnito takze, ze podczas rozwoju zarodkéw dziatajg
podstawowe elementy $ciezki transdukcji sygnatu auksyny. Akumulacja i odpowiedz auksyny
staje si¢ wykrywalna bezposrednio po podziale zygot w komorce wierzchotkowej, a nastepnie
wzrasta w rozwijajagcym sie¢ przedzarodku, przy stabym sygnale w suspensorze (Cao i in.,
2020). Niektore sktadniki sygnalizacji auksyn badz geny podlegajace regulacji przez ten szlak

moga zmienia¢ wielko§¢ 1 mas¢ nasion. Przykladem sa ARF6 i1 ARFS8, czg$ciowo
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kontrolowane przez miRNA167, wydaja si¢ niezbgdne dla wielkosci nasion u Camielina (Cao
i in., 2020).

1.3.1.4. Pozostale fitohormony

Cho¢ gléwne hormonalne regulatory rozwoju nasion zostaty juz opisane, warto takze
wspomnie¢ o niebagatelnej roli pozostatych fitohormondéw w kontroli przemian
fizjologicznych i morfologicznych w rozwijajacych si¢ nasionach.

Gltéwnag rola cytokinin (CK) u ros$lin jest regulacja proliferacji i réznicowania
komorek. We wcezesnych stadiach rozwoju bielma i réznicowania zarodkéw odnotowano
w nasionach wzglednie wysoki poziom tego hormonu. Badania poziomu transkrypcji genow
kodujacych enzymy zaangazowane w syntez¢ cytokinin wykazaty, ze do ich ekspresji
dochodzi gtéwnie w bielmie, szyputce i zarodku krétko po zapyleniu (Locascio i in., 2014).

Z kolei brasinosteroidy (BR) reguluja liczbe zalazkéw oraz wielkos¢ i ksztatt nasion,
uzupetniajac funkcje cytokininy i auksyny. Kontrolujg rozwdj zarodka i bielma, a nast¢pnie
nasiona poprzez regulacje ekspresji genow zaangazowanych w rozwoj bielma poprzez
bezposrednie lub posrednie dzialanie biatka BRASSINAZOLE RESISTANT1 (BZRI1).
Uczestnicza réwniez w regulacji kietkowania nasion, wspoéldziatajac z giberelinami,
przeciwstawnie do ABA (Locascio i in., 2014).

Etylen natomiast, uczestniczy gtéwnie w regulacji kietkowania 1 regulacji stanu
spoczynku nasion wielu gatunkoéw roslin poprzez ztozong sie¢ sygnalizacji hormonalnej
i wspoétdziatania z innymi hormonami. W zasadniczych aspektach, dziatanie to jest na
poziomie molekularnym podobne do tych opisanych w wielu innych procesach rozwojowych.
Egzogenne podanie tego hormonu, lub etefonu - zwigzku uwalniajacego etylen, stymuluje
kietkowanie nieu$pionych nasion, inkubowanych w nieoptymalnych warunkach
srodowiskowych. Moze takze przerwac¢ pierwotny 1 wtorny stan uspienia. Etylen oddziatluje
takze z ABA 1 GA, a hormony te sg takze niezbednymi regulatorami kietkowania i spoczynku
nasion (Corbineau i in., 2014).

Rola kwasu jasmonowego w rozwoju nasion, jak dotad, zostala stabo opisana.
Istnieja doniesienia mowigce o gromadzeniu si¢ kwasu jasmonowego (JA) w tkankach
podczas rozwoju kwiatow 1 nasion. Jego akumulacji towarzyszy takze ekspresja gendéw
indukowanych przez jasmoniany. Profil zwigzkow jasmonianowych w kwiatach i nasionach
obejmuje aktywne czasteczki sygnalizacyjne, takie jak JA, jego prekursor kwas
12-oksofitodienowy (OPDA), ktoéry u pomidora bierze udziat w rozwoju zarodka. W duzej

ilosci znajdowano takze koniugaty aminokwaséw JA, jak np. JA-lle (koniugat kwasu
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jasmonowego z izoleucyng), czy czasteczki sygnalizacyjne jak 12-hydroksy-JA oraz jego
siarczanowa pochodna (Wasternack i in., 2013).

Ostatnie z fitohormonow, strigolaktony (SL), zostaly odkryte jako zwigzki szkodliwe
dla roslin ze wzgledu na ich rolg jako stymulatorow kieltkowania nasion pasozytniczych.
Jednakze pdzniej odkryto ich bardziej korzystne znaczenie we wzroScie i rozwoju roslin
(Pandey i in., 2016). Do chwili obecnej jest mato doniesienn opisujacych role SL podczas
rozwoju nasion. Cze¢sciej spotka¢ mozna ogolne stwierdzenia o ich udziale w kietkowaniu
np. u Arabidopsis thaliana (Mishra i in., 2017) lub rozwoju nasion u ryzu (Yamada i in.,
2019).

1.3.1.5. Wspéldzialanie hormon6w podczas rozwoju nasion

Liczne badania wykazaly oddzialywania pomiedzy réznymi fitohormonami
o charakterze antagonistycznym i/lub synergistycznym, tworzace skomplikowane sieci
w regulacji rozwoju nasion. Przykladem takiego dziatania sg kwas giberelinowy i kwas
abscysynowy, ktore w wigkszosci odgrywaja antagonistyczne role w procesach rozwojowych
i reakcjach na bodzce srodowiskowe. Rozmaite sygnaty, tak wewnetrzne jak 1 zewnetrzne,
reguluja w odwrotny sposdb biosynteze i katabolizm tych hormondw, co bezposrednio
i posrednio przektada si¢ na ich szlaki sygnatowe i pézniejsze odpowiedzi (Liu i Hou, 2018).

Z tego powodu rownowaga miedzy katabolizmem a syntezg ABA/GA, na ktorg
wptywaja szlaki sygnatowe, stabilizuje rownowage migdzy kietkowaniem a spoczynkiem
nasion, np. podczas fotoodwracalnego kietkowania nasion Arabidopsis. Wowczas, kiedy
szlak fitochromowy pozytywnie reguluje biosynteze GA za posrednictwem $wiatla,
aktywowana zostaje transkrypcja gendéw biosyntezy GA3o0x1 i GA3ox2, a zahamowaniu
podlega transkrypcja genu biosyntezy GA20x2 odpowiedzialnej za dezaktywacje giberelin.
W konsekwencji prowadzi to do gromadzenie si¢ aktywnego GA niezbednego W procesie
kietkowania. W tym samym czasie, biosynteza i1 dezaktywacja ABA roéwniez podlega
regulacji przez fitochrom, poprzez hamowanie aktywnos$ci genu biosyntezy ABA NCEDG6
i aktywacje¢ genu dezaktywacji tego hormonu CYP707A2, co powoduje odwrotny skutek dla
przebiegu metabolizmu i dzialania, jak wskazano to w przypadku GA. Obserwowano takze
wysoki poziom giberelin w mutantach z niedoborem ABA. Pozwala to twierdzi¢, ze ABA
bierze udzial w supresji genéow metabolizmu GA (GA30x1/2 i GA30x1/2/3) w czasie

kietkowania nasion. Z kolei w nasionach mutantéw z niedoborem GA, synteza ABA
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jest zwigkszona na skutek promowania genoéw biosyntezy tego hormonu (ABA1, NCEDG6
I NCED?9) i represj¢ genu katabolizmu ABA (CYP707A2) (Liu i Hou, 2018).

Oprocz kietkowania nasion pod wptywem $wiatta, ekspresja genow metabolizmu
ABA 1 GA podczas spoczynku nasion, regulowana jest przez temperatur¢. Wykazano,
ze podczas wydhuzonego okresu spoczynku nasion A. thaliana, ktory spowodowany byt niska
temperaturg w zimie, nastepuje wzrost ekspresji genow syntezy ABA (NCEDG) i katabolizmu
GA (GA20x2). Odwrotne zalezno$ci wystepujg wiosng i latem, kiedy pod wptywem wysokiej
temperatury nasiona wychodza ze stanu spoczynku, a wzrasta aktywnos¢ gendéw katabolizmu
ABA (CYP707A2) i syntezy GA (GA3ox1) (Footitt i in., 2011). Potencjalnym mediatorem
pomigdzy ABA i genami metabolizmu GA jest czynnik transkrypcyjny ABA-INSENSITIVE
4 (ABI4). Dzialajac jako bezposredni inhibitor gendéw inaktywacji ABA (CYP707A
i CYP707A2) oraz gendéw metabolizmu GA, promuje spoczynek nasion Arabidopsis.
Wykazano ponadto, ze regulacja stanu spoczynku poprzez ABA i metabolizm GA zachodzi
z udzialem MYB96. Ten czynnik transkrypcyjny w sposob bezposredni aktywuje geny
biosyntezy ABA (NCED2 i NCEDG6), a hamuje aktywno$¢ gendéw biosyntezy giberelin
GA3ox1 i GA200x1 (Liu i Hou, 2018).

Innym przyktadem przeciwstawnej roli ABA i GA jest regulacja wczesnej
embriogenezy oraz jej pozniejsze fazy, ktore sa kontrolowane m.in. przez czynniki
transkrypcyjne takie jak: LEAFY COTYLEDON2 (LEC2) i FUSCA3 (FUS3). W procesie
tym, dochodzi do hamowania aktywnosci genu syntezy GA (GA30x2) i promowania syntezy
ABA poprzez zalezng od $wiatla stymulacj¢ biatlek DELLA i aktywno$¢ ABI3 (Curaba i in.,
2004; Gazzarrini i in., 2004). W badaniach prowadzonych na ryzu wykazano, ze inny czynnik
transkrypcyjny GERMINATION DEFECTIVE 1 (GD1) bezposrednio lub posrednio
przyczynia si¢ do utrzymania homeostazy GA poprzez hamowanie genow podobnych
do LEC2/FUS3, a nastepnie reguluje ekspresje genéw metabolizmu GA zaangazowanych
w dojrzewanie nasion, kietkowanie i rozwo6j siewek (Guo i in., 2013; Liu i Hou, 2018).
Zatem to czy nasiona pozostang w stanie uspienia, czy rozpoczng kietkowanie,
determinowane jest gltownie wzgledng zawartoscia ABA 1 GA oraz ich wzajemnymi
stosunkami ilo$ciowymi.

Do podobnych interakcji dochodzi pomiedzy ABA i auksyng. Do$wiadczenia
prowadzone na mutantach z defektem transportu auksyny wykazaty, ze niedobory w $ciezce
sygnatowe]j auksyny powoduja zmodyfikowang wrazliwo$§¢ na ABA podczas kietkowania
nasion. Potwierdzono takze, ze w nasionach po okresie dojrzewania maleje ich wrazliwo$¢ na

auksyne. Co wiecej, szlak sygnalizacji tego hormonu jest aktywowany réwnolegle z wejsciem
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nasion w stan spoczynku. Istnieja takze dowody sugerujace udziat auksyn w utrzymaniu stanu
uspienia, jednak molekularny mechanizm, za pomoca ktérego hormony te kontrolowatyby
uspienie nasion nie zostal jeszcze wyjasniony. Wiadomo natomiast, ze hamowanie
kietkowania nasion za po$rednictwem ABA wymaga niezakloconej biosyntezy, transportu
I sygnalizacji auksyny. Hormon ten aktywuje ABI3, ktory jest niezbedny do wejscia w stan
spoczynku, podobnie jak ABI4 i ABIS5. Badania na nasionach mutantow abi4 i abi5
u rzodkiewnika pospolitego wykazaty brak ich wrazliwosci na dziatanie auksyny podczas
kietkowania, co wskazuje ze ABI4 oraz ABI5 s3 waznymi regulatorami hamowania
kietkowania za posrednictwem [AA. W mechanizmach, ktéore hamuja kietkowanie nasion
uczestniczg IAA i ABA, ktore dziataja synergistycznie w tym procesie i wzajemnie kontroluja
swoja wilasng aktywnos¢. Oznacza to, ze u Arabidopsis istnieje potaczenie molekularne, przez
ktore auksyna aktywuje sygnalizacic ABA w celu zahamowania kietkowania nasion.
W regulacje sprzezenia IAA-ABA zaangazowany jest takze miR160. Ten rodzaj matego RNA
regulatorowego negatywnie wplywa na biosyntez¢ ARF10 i ARF16. Kiedy poziom auksyny
wzrasta, transkrypty bedace celem miR160, kodujace ARF10 i ARF16, sa degradowane
1 w ten sposOb posrednio promujg transkrypcje ABI3. W konsekwencji prowadzi
to do utrzymania stanu spoczynku i hamowania kietkowania (Matilla, 2020).

Wydaje si¢ takze, ze oba fitohormony reguluja ekspresje wielu gendow
zaangazowanych w biosyntez¢ skrobi w bielmie kukurydzy oraz akumulacje biatek
w liscieniach Arabidopsis. Moze to wskazywaé, ze dziatajg one na wszystkich etapach
rozwoju nasion, poczawszy od embriogenezy po dojrzewanie, a ich dziatania sg zbiezne
(Locascio i in., 2014).

W badaniach przeprowadzonych na rzodkiewniku pospolitym wykazano istnienie
dodatnich korelacji pomiedzy ABA a zeatyng i GA. Wynika¢ to moze jednak
z antagonistycznego dziatania dwodch ostatnich wspomnianych hormonéw na aktywnos$é
kwasu abscysynowego. Wedlug teorii hormonalnej regulacji kietkowania, cytokinina znosi
negatywny efekt ABA na ten proces, odblokowujgc biosynteze GA. Wcze$niejsze analizy
wykazaly, ze ABA 1 GA na poziomie molekularnym kontroluja swdj wlasny metabolizm,
co zostato juz opisane w poprzednich rozdziatach. W tych samych badaniach wykazano,
ze podwyzszony poziom zeatyny hamuje dziatanie IAA przez co zablokowaniu ulegaja
reakcje zalezne od ABA a to prowadzi do odblokowania biosyntezy i dziatania GA (Ge i in.,
2020).

Jak pokazuja wyniki badan przeprowadzonych w ostatnich trzech dziesigcioleciach,

pomiedzy wszystkimi opisanymi u roslin hormonami zachodza bardzo Sciste zaleznosci.

41



Dotycza one nie tylko wzajemnych regulacji metabolizmu, ale takze synergistycznych,
addytywnych badz antagonistycznych =zaleznosci w kontroli molekularnych przemian

lezgcych u podstaw nie tylko rozwoju nasion, ale i calej ontogenezy roslin telomowych.
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1.3.2. Molekularna kontrola dojrzewania nasion

Faza dojrzewania nasion u roslin uprawnych, w tym zb6z, roslin straczkowych czy
oleistych ma kluczowe znaczenie z punktu widzenia ekonomii i produkcji zywno$ci na
swiecie. Dojrzewanie nasion rozpoczyna si¢ od zwigkszenia liczby chloroplastow
i akumulacji chlorofilu, a nastepnie syntetyzowane sg i gromadzone materialy zapasowe.
W poézniejszych etapach dojrzewania, zarodek zaczyna traci¢ wode i chlorofil jednoczes$nie
nabywajac tolerancje na przesuszenie, po czym przechodzi w stan uspienia. U rosliny
modelowej A. thaliana, jak i u wielu innych gatunkéw, proces dojrzewania nasion
kontrolowany jest przez czynniki transkrypcyjne, hormony, czy st¢zenie metabolitéw
(Verdier i Thompson, 2008; Verma i in., 2022).

Organizmy eukariotyczne wykorzystuja zréznicowane mechanizmy regulacji ekspres;ji
1 aktywnosci genéw, takie jak kondensacja 1 dekondensacja chromatyny, zmiany
epigenetyczne DNA i histondw, regulacja transkrypcji, alternatywne sktadanie RNA,
stabilnos¢ mRNA, kontrola translacji, modyfikacje potranslacyjne, czy degradacja biatek.
Regulacja aktywnos$ci transkrypcyjnej genow u ro$lin na poziomie syntezy mRNA ma
fundamentalne znaczenie w przebiegu wszystkich procesow rozwojowych, regulacji cyklu
komorkowego, utrzymaniu homeostazy hormonalnej, czy odpowiedzi na stres. Czynniki
transkrypcyjne kodowane sa przez ok. 6% wszystkich genéw w genomie Arabidopsis
thaliana, chociaz tylko 10% z nich scharakteryzowano genetycznie i funkcjonalnie
(Verdier i Thompson, 2008). Sa to kluczowe biatka regulatorowe, ktore dziatajg z innymi
w sposob kombinatoryczny, aby kontrolowac transkrypcje swoistych genow. Ich dziatanie
oparte jest na wigzaniu si¢ ze specyficznymi sekwencjami DNA (sekwencjami
regulatorowymi typu cis), ktore zlokalizowane sa w promotorach genow docelowych.
Bialka regulatorowe podlegaja takze regulacji przez inne czynniki transkrypcyjne, miRNA,
czy hormony, przez co tworzona jest wielowarstwowa, wieloskladnikowa, skomplikowana
sie¢ regulacyjna, ktorej celem jest kontrola danego aspektu rozwojowego (Vermai in., 2022).

W nasionach Arabidopsis wyrdzniono co najmniej osiem glownych czynnikow
transkrypcyjnych zaangazowanych w ich rozwoj: LEC1, LEC2, ABI3 i FUS3, a ponadto
EEL, ABI5, PEI1 i HSFA9 (HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A9)
(Verdier i Thompson, 2008).
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1.3.2.1. Molekularna kontrola procesu gromadzenia bialek zapasowych

Istnieje tacznie kilkaset gendéw, ktore podczas roznych faz rozwoju nasion,
tj. embriogenezy, dojrzewania, nabywania tolerancji na desykacj¢ oraz spoczynku,
charakteryzujg si¢ wzmozong aktywnoS$cig transkrypcyjng. Prowadzi to w konsekwencji
do wilasciwego formowania si¢ nasion. Geny LAFL, a mianowicie wspomniane juz LEC1,
ABI3, FUS3 i LEC2, koduja gtowne regulatory transkrypcji, ktore inicjuja i determinuja
wymienione fazy rozwoju nasion, regulujg gromadzenie materialow zapasowych a takze
hamujg przedwczesne kietkowanie i wzrost wegetatywny (Jia i in., 2014; Lepiniec i in.,
2018).

LEC2, ABI3 i FUS3 nalezag do rodziny czynnikow transkrypcyjnych B3-AFL,
dla ktoérej charakterystyczna cechg jest obecno$¢ czterech zachowywanych ewolucyjnie
domen oznaczanych jako A, B1, B2 i B3. Pierwsza z nich, domena A, jest funkcjonalng
domeng aktywacyjng o charakterze kwasowym znajdujaca si¢ na N-koncu. W sktad
B1 wchodzi okoto 30 aminokwasow, ktore biorg udziat w fizycznej interakcji z czynnikami
typu b-ZIP, jak np. ABI5S (ABCISIC ACID INSENSITIVE 5). Domen¢ B2 buduje
ok. 15 aminokwasow i jest ona niezb¢dna w interakcji z elementami odpowiedzi na kwas
abscysynowy (ABRE). Ostatnia, domena B3 zlozona jest z okolo 100 aminokwaséw
i zaangazowana jest w wigzanie si¢ do elementow typu cis DNA (CATG), ktory nazywany
jest motywem RY. Motyw ten moze mie¢ zmienne sekwencje flankujace, takie jak
CGCATGCG dla FUS3 1 GCATGC dla LEC2 i ABI3. Wykazano, ze ABI3 zawiera cztery
domeny rodziny AFL, z kolei FUS3 domene A, B2 i B3, a LEC2 jedynie dwie (B2 i B3)
(Haniin., 2017; Boulard i in., 2018).

LECI jest czlonkiem rodziny biatek NF-YB, ktore oddzialujac z podjednostkami
NF-YC i NF-YA, tworza czynnik transkrypcyjny NF-Y. Dzigki temu moze wigza¢ sekwencje
DNA, tworzac kompleks wigzacy element cis (CCAAT) uczestniczacy w inicjacji
transkrypcji (Boulard i in., 2018). LEC1 oraz jego najblizszy paralog LECllike (L1L),
posiadaja specyficzne reszty aminokwasowe, poprzez ktore moga oddziatywaé¢ z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi, np. typu bZIP. W ten sposdb moga one modyfikowaé
dostepno$¢ chromatyny i wprowadzaé aktywujace modyfikacje histonow (Boulard i in., 2018;
Vermai in., 2022).

Bialko kodowane przez LEC1 jest kluczowym czynnikiem kontrolujagcym rozwdj
zarodkowy. Podczas pdznej embriogenezy dochodzi do hamowania jego ekspresji przez

aktywno$¢ PICKLE (PKL) (Ryc.1. A). Peptyd ten nalezy do rodziny czynnikow CHD3
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odpowiedzialnych za remodelowanie chromatyny. W wielu procesach rozwojowych biorg one
udzial w koaktywacji transkrypcji u Arabidopsis, jednakze PKL wykazuje aktywno$¢
remodelujgcg nukleosom, prowadzac do trimetylacji histonu H3 lizyny 27 (H3K27me3)
(Verdier i Thompson, 2008; Yang i in., 2019).

W tym czasie nie dochodzi do gromadzenia si¢ biatek zapasowych.
Jest to spowodowane zahamowaniem ekspresji kodujacych je gendéw przez czynnik
transkrypcyjny typu bZIP ROMI (Repressor Of Maturation genel). Wiaze si¢ on
do elementéw regulatorowych RY w G-box zlokalizowanych w promotorach genéw
kodujacych biatka zapasowe (Ryc. 1. A). Efektem takich interakcji jest uniemozliwienie
oddziatywania z  promotorami tych genéw innym bialkom regulatorowym
(Verdier i Thompson, 2008). Sposrod kilku czynnikow inicjujacych faze wypetniania nasion,
kluczowa role odgrywaja: wzrost ilosci cukrow, dostepno$¢ metabolitow oraz stosunek
sacharozy do heksoz. To migdzy innymi one powoduja inicjacje mechanizmow
odblokowujacych ekspresje LEC1 (Ryc. 1. B). Najwazniejszym zdarzeniem na tym etapie jest
spadek ilosci biatka PKL, wynikajacy z zahamowania transkrypcji genu kodujacego ten
peptyd. Brak czynnika remodelujacego chromatyn¢ w obrebie locus LEC1 powoduje, Ze staje
si¢ on aktywny transkrypcyjnie. Pojawienie si¢ funkcjonalnego bialka LECI1 umozliwia
aktywacj¢ pozostatych trzech, waznych dla prawidlowego przebiegu tego etapu rozwoju
nasienia, genow LEC2, FUS3 oraz ABI3. Pomigdzy genami LEC1 i LEC2 istnieje petla
pozytywnego sprzgzenia zwrotnego, dzieki czemu, jesli tylko nie ma w komorce biatka PKL
ulegaja one ciagtej ekspresji. ABI3, FUS3 1 LEC2 za posrednictwem domeny B3 wigza si¢
do motywow RY w promotorach gendéw kodujacych biatka zapasowe, co prowadzi do
aktywacji ich ekspresji (Ryc. 1. B) (Verdier i Thompson, 2008).

Wszystkie wspomniane czynniki transkrypcyjne sa niezwykle istotne dla
prawidlowego przebiegu dojrzewania nasion, a tym samym wypelniania ich materiatami
zapasowymi. Pomi¢dzy nimi a innymi regulatorami tego procesu zachodzi caly szereg
istotnych zaleznosci. Kluczowa 1 nadrzgdng wzgledem nich role wydaje si¢ pelni¢ kwas
abscysynowy. Dowodem na to sg do$wiadczenia pokazujace wptyw wysokiego endogennego
poziomu tego hormonu na aktywnos¢ transkrypcyjng ABI3 i FUS3. Ekspresja ostatniego
z wymienionych gendéw regulowana jest takze pozytywnie przez auksyny. Co wazne, jego
biatkowy produkt jest z kolei negatywnym regulatorem szlakéw biosyntezy giberelin.
W innych prowadzonych do$wiadczeniach wykazano, Ze poziom enzymdéw biosyntezy
auksyn oraz aktywnos$¢ transkrypcyjna genow odpowiedzi na ten hormon regulowana jest

przez LEC2. Jednocze$nie wspomniany czynnik transkrypcyjny powoduje obnizenie
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aktywnosci genow wrazliwych na cytokininy. Opisane oddzialywania wskazuja
jednoznacznie na istnienie skomplikowanej sieci zaleznosci pomiedzy fitohormonami
a genami kluczowymi dla wzrostu i rozwoju nasion w tym oczywiscie dla gromadzenia
w nich materialow zapasowych (Finkelstein i Gibson, 2002; Gazzarrini i in., 2004; Verdier
I Thompson, 2008).

Koniec fazy wypelniania nasion charakteryzuje si¢ obnizeniem ilo§ci mRNA genow
charakterystycznych dla wczesniejszych przemian. Dotyczy to zwlaszcza opisywanych
powyzej czynnikdéw transkrypceyjnych. Przypuszcza si¢, ze przyczyniajg si¢ do tego gtdéwne
dwa mechanizmy negatywnej regulacji transkrypcji. W pierwszym, opisanym u Phaseolus,
udzial biorg czynniki bezposrednio hamujace okreslone geny dojrzewania. Podstawg tego
mechanizmu jest wigzanie si¢ czynnika transkrypcyjnego ROM2 do elementu regulatorowego
RY w G-box w promotorze faseoliny, biatka zapasowego wystgpujacego u tego gatunku.
Wymieniony czynnik transkrypcyjny nalezy do rodziny bialek bZIP, a wigzac si¢ do elementu
regulatorowego typu cis powoduje zahamowanie transkrypcji genu docelowego.
Roéwnoczes$nie wzrost aktywnosci ROM2 w wigzaniu si¢ do DNA jest skorelowany z represja
specyficznych gendéw dojrzalosci w czasie fazy odwadniania nasion (Ryc. 1. C).
U podstaw funkcjonowania drugiego z mechanizméw lezy funkcja biatka VALI
(VP1/ABI3-like). Peptyd ten jest identyczny z HSI2 (HIGH-LEVEL EXPRESSION OF
SUGAR-INDUCIBLE GENE 2) i HSL1 (HSI2-LIKE1), ktore wspotdziatajac z sygnalizacja
cukrowa, hamuja ektopowa ekspresje¢ genow dojrzewania nasion oraz sa niezbedne do
przejScia od dojrzewania nasion do wzrostu wegetatywnego. Zarowno VALI jaki 1 HSI2
1 HSL1 zawierajag domeng B3 co daje im zdolnos$¢ wigzania si¢ do regulatorowych elementow
Sph oraz powtorzen RY zlokalizowanych w promotorach gendéw kodujacych biatka kluczowe
W procesie rozwoju nasion. Podobienstwo strukturalne domeny wigzacej DNA do wczesniej
opisanych w biatkach ABI3/FUS3/LEC2 powoduje, ze biatka VAL konkuruja o miejsce
wigzania, a tym samym ograniczaja aktywnos¢ gendéw efektorowych swoistych dla tej fazy
rozwoju nasion (Chern i in., 1996; Tsukagoshi i in., 2005, 2007; Suzuki i in., 2007).

W wyniku dziatania opisanych powyzej mechanizméw dochodzi do inicjacji
ostatniego z etapow rozwoju nasion. Zakonczenie fazy wypetniania nasion wiaze si¢
ze spadkiem aktywnosci transkrypcyjnej genéw LEC1 i LEC2 do czego przyczynia si¢
czeSciowo obecnos¢ biatka VAL1 1 wigzanie si¢ go do tych samych elementow
regulatorowych co inne biatka regulatorowe. Rownoczesnie dochodzi do ponownego wzrostu
ilosci PKL (Ryc. 1. C). Jego obecno$¢ powoduje ponowne zmiany struktury chromatyny,

a jej remodelowanie skutkuje zahamowaniem transkrypcji LEC1. Wspomniany juz wczesniej
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mechanizm wzajemnej kontroli transkrypcji opisywanych gendw prowadzi ostatecznie

do obnizenia ilo$ci biatek regulatorowych grupy LAFL, a co za tym idzie braku mozliwosci
dalszej syntezy biatek zapasowych (Suzuki i in., 2007; Verdier i Thompson, 2008)
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Rycina 1. Schemat oddziatywan zachodzacych podczas regulacji syntezy bialek zapasowych. Rozwoj
nasion podzielony zostal na trzy fazy: A) pézna embriogeneza, B) wypetnianie nasion, C) desykacja.
Strzatki i T-bars oznaczaja odpowiednio pozytywny i negatywny efekt. Kluczowe geny regulatorowe
(LEC1, LEC2, ABI3, FUS3) zostaly oznaczone szarym kolorem, kiedy sg nieaktywne w wyniku
remodelowania chromatyny LEC1 przez PKL. W niebieskich i fioletowych ramkach wskazano
stosunek ilosci metabolitow charakterystycznych dla kazdej fazy. Niebieskie strzatki oznaczaja
pozytywny efekt a pomaranczowe T-bars oznaczaja negatywny efekt. Kazda rodzina czynnikow
transkrypcyjnych zostata oznaczona kolorem: zotty — CBF, zielony — domena B3, pomaranczowy —
typ bZIP i fioletowy — czynniki VP1/ABI3. W promotorach bialek zapasowych (SSP) wskazano
elementy regulatorowe DNA typu cis: B-box, RY/G z motywem RY (CATGCA) i G-box
(CACGTG). A) Podczas embriogenezy ekspresja LEC1 jest hamowana przez PKL, a ekspresja SSP
jest hamowana przez ROMI, ktory wigze motywy G—boX. Stezenie heksozy jest wyzsze niz stgzenie
sacharozy. B) Podczas wypetniania nasion stezenie sacharozy staje si¢ wyzsze niz stezenie heksozy.
LEC1 nie jest hamowany przez PKL, co pozwala na aktywacje czterech gtownych genéw rozwoju
nasion i transkrypcje genéw SSP. C) Podczas desykacji gtowne geny regulatorowe sa hamowane przez
PKL i trzy geny VAL, wzrasta stezenie GA. Transkrypcja SSP jest hamowana przez ROM2, ktory
wigze motyw G—box. Skroty: ABRE — element odpowiedzi ABA; RNA pol — polimeraza RNA; SSP —
biatko zapasowe nasion; SSP ORF — otwarta ramka odczytu biatka zapasowego; Geny VAL — geny
VP1/ABI3-LIKE (na podstawie Verdier i Thompson, 2008, zmienione).
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1.4. Czynniki srodowiskowe wplywajace na rozwoj nasion

Juz ponad sto lat temu dowiedziono, ze na wilasciwosci nasion jak np. wielkos$¢,
spoczynek czy kietkowanie znaczacy wptyw ma roslina macierzysta. Czynniki takie jak wiek
ro$liny, polozenie nasion w owocu, kwiatostanie lub baldachimie maja istotne znaczenie
u wielu gatunkow. Zazwyczaj w przesztosci efekty srodowiskowe okreslane byty jako wptyw
“$rodowiska matecznego” na wiasciwosci nasion, co odnosito si¢ ogoélnie do warunkow
srodowiskowych podczas produkcji nasion. Jednakze mozliwosci dzisiejszej biologii
molekularnej pozwalaja nam precyzyjniej okresli¢, ktore efekty pochodza od rosliny
macierzystej, a ktore sg po prostu bezposrednim wplywem zmienno$ci Srodowiska na
rozwijajaca sie zygote. ,.Srodowisko mateczne”, jest wiec definiowane jako wplyw
srodowiska odbierany bezposrednio przez tkanki ros§liny matecznej i za posrednictwem
genomu lub epigenomu matki wplywa na rozwdj nasion. Zazwyczaj obejmuje to modyfikacje
tkanek owocu i/lub okrywy nasiennej, wytwarzanie sygnatow od matki do dojrzewajacej
zygoty lub dziedziczenie stanow epigenetycznych po matce poprzez mejoze do zarodka lub
bielma (Roach i Wulff, 1987; Penfield i MacGregor, 2017).

Natomiast ,,$rodowisko zygotyczne” odnosi si¢ do efektow srodowiskowych
polegajacych na bezposredniej percepcji sygnatow Srodowiskowych przez tkanki zygoty
podczas rozwoju 1 dojrzewania nasion, a genetycznie pozostajace pod wplywem genomu lub
epigenomu zarodka i/lub bielma (Roach i Wulff, 1987; Penfield i MacGregor, 2017).

Okreslenie wplywu warunkéw $rodowiskowych na rdézne aspekty zwigzane
Z rozwojem nasion ma istotne znaczenie dla uzyskania nasion dobrej jakosci. Na dobra jako$¢
sktada si¢ masa nasion, mozliwo$¢ ich przechowywania, a takze wigor 1 zdolnos¢
kietkowania. Cechy te bezposrednio determinujg ich przydatnos¢ w aspektach praktycznych,
ekonomicznych, rolniczych czy gospodarczych. Wsrdd czynnikow wptywajacych na rozwoj
nasion wyroznia si¢ temperaturg, dtugos¢ dnia oraz jako$¢ 1 ilos¢ $wiatta, wiatr oraz
nawodnienie (Li i in., 2017Db).

W sytuacji powszechnie zachodzacych zmian klimatycznych wydaje sie, zZe
decydujace dla produktywno$ci upraw rolniczych beda warunki termiczne oraz wodne
nastgpujace w wyniku globalnego ocieplenia. Mimo préb odwrdcenia niekorzystnych
tendencji, jakiekolwiek pozytywne zmiany wymagajg wielu lat dziatan. Dlatego tak wazne
jest, aby w miare¢ mozliwosci dostosowac¢ warunki uprawy catego szeregu roslin o znaczeniu
gospodarczym tak, aby mogly one zachowaé¢ swoj potencjal i jeszcze w kolejnych latach

mogly postuzy¢ cztowiekowi.
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1.4.1. Susza — wplyw na gospodarke hormonalng i rozwaéj nasion

Globalne zmiany klimatu powoduja m.in. wzrost temperatury na $wiecie i zmiang
rozktadu opadoéw, a w konsekwencji susz¢. Susza definiowana jest jako dlugotrwaty niedobor
wody, zarowno w warunkach atmosferycznych (ponizej $redniej wielko$ci opadow),
rolniczych (ponizej $redniej wielkosci nawadniania), glebowych (niedobér wody
powierzchniowej i gruntowej), jak i fizjologicznych (transpiracja jest wicksza niz pobor
wody) (Wilhite i Glantz, 1985). Jak podaje Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa,
w samym 2021 roku susza w uprawach ro$lin straczkowych dotyczyta 10,42% gmin
w Polsce, a punkt procentowy zwigkszyl si¢ o 0,6 w stosunku do poprzedniego okresu
raportowania (Doroszewski i in., 2021). Nastgpstwem tych zmian bedzie zmniejszenie
wydajno$ci upraw nie tylko na terenie Polski, ale i catego $wiata.

Okresowe niedobory wody w réznych fazach wzrostu roslin zaktocajg ich prawidtowe
funkcjonowanie, przez co zmniejsza si¢ ich koncowy plon. Aby sprosta¢ tym niekorzystnym
warunkom, ro$liny przyjmuja rézne fizjologiczne, biochemiczne oraz molekularne strategie,
jednakze nie zawsze sg one wystarczajace. Skala skutkow, jakie powoduje susza rézni sig¢
w zalezno$ci od rodzaju uprawy, stadium w ktorym wystepuje, czy lokalnych warunkow
srodowiskowych, ale takze czestotliwosci jej wystgpowania i czasu trwania (Saha i in., 2022).
W reakcji na stres suszy rosliny wytwarzaja reaktywne formy tlenu (ROS), produkuja
hormony stresu, jak etylen i ABA, zmieniaja takze morfologi¢ korzeni i pedéw. Dzigki tym
mechanizmom, mozliwe jest wywotanie u roslin krotko- i dlugoterminowych reakcji. Gdy
okres stresu trwa bardzo krdtko, ro$liny ograniczajg utrate wody przez np. zmniejszenie
asymilacji wegla, zamykanie aparatow szparkowych, regulacje osmotyczng, zahamowanie
wzrostu, zmiany turgoru, transdukcje sygnatu wewnatrzkomdérkowego zwigzanego
Z percepcja i odpowiedzig na susz¢. Reakcje te zwykle nie powoduja wiekszych szkod
w roslinach, pod warunkiem, ze wkrétce warunki powrdca do normy. Diugie okresy stresu
moga prowadzi¢ do bardziej niebezpiecznych 1 trwalych uszkodzen, a nawet $mierci roslin.
Wowczas nastepuje zahamowanie wzrostu pedoéw, przystosowanie metabolizmu, ograniczenie
powierzchni transpiracji, a takze obumieranie nasion i starzenie si¢ (Ahluwalia i in., 2021).

Rosliny w przeciwienstwie do zwierzat, nie posiadaja osrodkowego uktadu
nerwowego. Ich uklad naczyniowy taczy korzenie 1 pedy, dzigki czemu mozliwa jest
integracja bodzcow stresowych zaréwno z cze$ci podziemnych jak 1 nadziemnych.
Wspomniany kwas abscysynowy ze wzgledu na swoj udziat w takich mechanizmach jak

regulacja ekspresji gendw reagujacych na stres oraz zamykanie aparatdéw szparkowych
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jest kluczowym fitohormonem posredniczacym w odpowiedzi na stres i odpornosci na susze.
Zmiany zawarto$ci wody w glebie sa odpowiednio rozpoznawane przez rosling. Bodziec ten
jest nastepnie przekazywany z korzeni do lisci, aby przystosowac si¢ do warunkoéw stresu
suszy poprzez akumulacjc ABA. Hormon te gromadzi si¢ glownie w tkankach
przewodzacych lisci, ze wzgledu na aktywno$¢ transkrypcyjna gendéw kodujacych enzymy
jego biosyntezy. Dlatego moze przemieszczaé si¢ z komodrek naczyniowych do sasiednich,
w tym komorek aparatow szparkowych (Takahashi i in., 2020).

Istniejg takze systemy regulacyjne niezalezne od ABA. Ws$rdd nich wyrdznia si¢
sygnaly wodne (zmiany turgoru), prady elektryczne, fale wapniowe, reaktywne formy tlenu,
mRNA i ruchy fitohormonéw. Ostatnie badania wykazaty, ze w odpowiedzi na stres suszy
jako czasteczki sygnalowe uczestniczg takze nowe peptydy podobne do hormonédw, jak np.
CLAVATA3/EMBRYO-SURROUNDING REGION-RELATED 25 (CLE25). Peptydy
sygnatowe odpowiedzialne sg za przenoszenie informacji i przekazywanie jej na duze
odlegtosci do czgséci efektorowej, dzieki czemu moga pehi¢ role tacznikdéw integrujacych
sygnaty stresu z odpowiedzig na poziomie catej ro§liny (Takahashi i in., 2018, 2020).

Kluczowym czynnikiem kontrolujagcym rozwoj nasion, ich wypelnienie oraz
aktywno$¢ metaboliczng jest wilgotnos¢. Od stanu nawodnienia komorek spichrzowych
w duzym stopniu uzaleznione s3 procesy zwigzane z syntezg i akumulacja réznych
materialdw zapasowych. Wystepowanie niedoboréw wody oslabia takze przyswajanie
mineratlow oraz drastycznie zmniejsza wigzanie azotu, przez co produkcja asymilatow
I mobilizacja do rozwoju nasion jest zmniejszona (Awasthi i in., 2014).

Ros$liny w trakcie rozwoju generatywnego sg znacznie bardziej wrazliwe na susz¢ niz
podczas fazy wegetatywnej. Skutkuje to na tym etapie mniejsza liczba kwiatow, stabym
zawigzywaniem strgkd0w 1 owocdéw, a co za tym idzie zmniejszong liczbg nasion.
Powszechnym objawem wystepowania deficytu wody w fazie reprodukcji jest sterylno$é
pylku, co ogranicza jego kielkowanie a takze hamuje wzrost tagiewki pylkowej. Wowczas
proces zaptodnienia jest utrudniony, a konsekwencja tych zdarzen jest zmniejszony plon.
Stres zwigzany z ograniczonym dostepem do wody powoduje takze niedobor weglowodanow,
podwyzszony poziom endogennego ABA oraz zmniejszong zdolno$¢ komor rozrodczych
do wykorzystania sacharozy i1 skrobi. Metabolizm tych cukré$w w lisciach 1 nasionach ma
kluczowe znaczenie dla etapu wypelniania nasion, gtdwnie przez utrzymywanie rOwnowagi
heksozy i sacharozy, ktora jest niezbedna do regulacji tej fazy rozwoju. Niedobor wody
w tkankach zmniejsza takze aktywnos¢ inwertazy kwasnej w nasionach, czego skutkiem jest

zahamowanie importu cukru (Awasthi i in., 2014; Sehgal i in., 2018).
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Stres suszy uposledza rowniez wigzanie azotu atmosferycznego przez bakterie
symbiotyczne poprzez wzrost odpornosci na dyfuzj¢ tlenu do korzeni. Skutkuje to
zmniejszong aktywnos$cig nitrogenazy, ktora obniza dostepnos¢ azotu do biosyntezy biatka,
stanowigcego podstawowa rezerwe w nasionach roslin stragczkowych, a tym samym zmniejsza
plon nasion. Jako$¢ biatka nasion w duzej mierze zalezy od genotypu, ale nie bez znaczenia
pozostaja stresy $rodowiskowe. Wykazano, ze zmiany w skladzie frakcji biatkowej
spowodowane suszg i stresem cieplnym wynikajg przede wszystkim ze zmian ilosci azotu
catkowitego zgromadzonego podczas wypelniania nasion. Badania prowadzone na roslinach
straczkowych wykazaly takze, ze deficyt wody ogranicza gromadzenie si¢ skladnikoéw
mineralnych (Sehgal i in., 2018). Np. u fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) stres suszy
spowodowat obnizenie stezenia Fe, Zn, P i N, co przelozylo si¢ na spadek zawartosci biatka
ogolnego (Ghanbari i in., 2013). U ciecierzycy na skutek utraty dostgpu do wody podczas
wypelniania nasion obserwowano wyrazne zmniejszenie zawartosci skrobi, biatka
i aminokwasoéw (Nayyar i in., 2006). Z kolei w nasionach wspiggi wezowatej (Vigna
unguiculata L.) narazonych na susz¢, pula wolnych aminokwasow wzrosta, ale frakcja
biatkowo-aminokwasowa zmniejszyta si¢, a wlaczanie aminokwaséw do lancucha

biatkowego zostato zahamowane (Labanauskas i in., 1981).
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1.5. Lubin — charakterystyka badanej rosliny

Rozwoj spoteczny, rosnaca liczba ludnosci, a takze $wiadomo$¢ konsekwencji
globalnego ocieplenia przyczynia si¢ do wzrostu zapotrzebowania na biatko pokarmowe,
ktore nie moze by¢ dluzej zaspokajane gtownie przez produkty zwierzgce. Koniecznym stato
si¢ poszukiwanie alternatywnych zrédet biatka, ktore w krajach Europejskich w wigkszo$ci
zaspokajane jest przez import soi. Znakomitg alternatywg¢ dla soi stanowig rodzime
europejskie gatunki roslin straczkowych takie jak tubin zotty (Lupinus luteus L.), waskolistny
(L. angustifolius L.) oraz biaty (L. albus L.) (Lucas i in., 2015).

Lubiny wystepuja w Europie, Afryce i obu Amerykach, gdzie tatwo przystosowaty si¢
do panujgcych tam klimatow. Ze wzgledu na wystgpowanie rodzaju Lupinus w tak szerokim
zakresie klimatycznym, podzielono go na gatunki §rodziemnomorskie i pétnocnoafrykanskie
.Starego Swiata” oraz gatunki amerykanskie ,Nowego Swiata”. Sposréd 400 znanych
gatunkow, jedynie 12 stanowig fubiny Starego Swiata. Dodatkowo zostaty one podzielone na
dwie grupy, ze wzgledu na struktur¢ okrywy nasiennej: Scabrispermae — 0 nasionach
szorstkich oraz Malacospermae — o nasionach gladkich. Grupa Scabrispermae obejmuje
siedem gatunkéw: L. pilosus, L. cosentinii, L. digitatus, L. princei, L. palaestinus,L. atlanticus
i L. somaliensis, ktore glownie wystepuja w Afryce Pdinocnej i wschodniej czesci basenu
Morza Srédziemnego, a ich liczba chromosoméw waha sie od 2n = 32 do 42.
Natomiast u grupy Malacospermae liczba ta jest takze zmienna od 2n = 40 do 52.
W jej sktad wchodzi pieé¢ gatunkow, ktore rozmieszczone sa w rejonie Morza Srodziemnego:
L. angustifolius, L. albus, L. luteus, L. hispanicus i L. micranthus (Naganowska i in., 2003;
Wolko i in., 2011).

Pierwsze doniesienia o udomowionych nasionach tubinu pochodza z egipskich
grobowcow z XXII w. p.n.e., natomiast dowody na wystepowanie tej rosliny w Nowym
Swiecie datowane byty na VI lub VII w. p.n.e. (Knecht i in., 2020). W Polsce znaczenie
gospodarcze, oprocz tubinu zottego majg takze: tubin biaty (L. albus L.) oraz tubin
waskolistny (L. angustifolius L.) (Krawczyk i in., 2012).

Lubin z6lty reprezentuja tylko odmiany stodkie — tradycyjne (rozgaleziajace si¢)
1 samokonczace (nierozgaleziajace sig, syn. epigonalne). Przykladem odmiany epigonalnej
jest Taper, bedacy przedmiotem badan opisanych w niniejszej rozprawie. Rosliny o takiej
formie wzrostu czesto nie tworzg rozgalezien bocznych, ograniczajac si¢ do pojedynczego

pedu gltownego. Zaleta tej odmiany jest bardzo réwnomierne dojrzewanie, dobre
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wyksztalcenie nasion, ktére znajdujg si¢ tylko na pedzie gltéwnym, co ulatwia zbior
(Gacek i in., 2012).

Cechg wyrdzniajaca nasiona tubinu sposrod nasion innych roslin strgczkowych jest
ilo§¢ biatka siggajaca do 44% (Lucas i in., 2015). Dodatkowo ich sktad aminokwasowy
jest wyjatkowo korzystny ze wzgledu na wystgpowanie argininy, lizyny, leucyny
1 fenyloalaniny oraz niskg zawarto$¢ metioniny i cysteiny. Kolejng zaleta jest niewielka ilo$¢
szkodliwych, antyzywieniowych substancji jak np. alkaloidy, inhibitory proteaz, a takze niska
zawarto$¢ skrobi (Van Barneveld, 1999). Waznym sktadnikiem odzywczym nasion tubinu
jest takze btonnik. Posiada on niezwykle wysoka zdolno$¢ wigzania wody i lepkos¢
w porOéwnaniu z innymi btonnikami nierozpuszczalnymi. Wlasciwosci te wskazuja na
mozliwo$¢ wywotywania efektow fizjologicznych charakterystycznych dla btonnikow
rozpuszczalnych, takich jak np. obnizanie glikemii. Dzigki tym cechom, nasiona lubinu
stosowane sa gtownie jako sktadnik pasz dla zwierzat, jednakze od czasdéw starozytnych byt
on réowniez wykorzystywany jako pokarm dla ludzi. Rozwoj nauk zywieniowych oraz
przemystu spozywczego spowodowat rozpowszechnienie dodawania tlubinu do réznych
produktow spozywczych (Islam i Ma, 2016). Coraz czgs$ciej wykorzystuje sie sktadniki
pochodzenia ro$linnego w zamiennikach produktéw mlecznych i migsnych. Dodatek maki
z tubinu w ilosci do 10% poprawia wigzanie wody, teksture, trwalo$¢, aromat,
a co najwazniejsze warto$¢ odzywcza. Z tego powodu tubin wzbudza coraz wigksze
zainteresowanie na calym S$wiecie jako potencjalny wysokobiatkowy skladnik Zywnosci
nadajacy si¢ do spozycia przez ludzi (Martinez-Villaluenga i in., 2006).

Inng istotng cechg tubinu zo6ttego jest silnie rozwinigty system korzeniowy, dzigki
ktéremu roslina moze pobiera¢ wodg¢ i skladniki mineralne z glebszych warstw gleby,
ale co wazne, poprawia przy tym strukture gleby oraz jej stosunki wodno - powierzchniowe.
Z tego wzgledu gatunek ten ma niskie wymagania glebowe i moze by¢ uprawiany nawet
w glebach ubogich (Dymerska i Grabowska, 2014). Jednym z najwazniejszych czynnikow
wptywajacych na wzrost 1 plonowanie omawianej rosliny sg bakterie symbiotyczne z grupy
Rhizobium, ktore indukuja  powstawanie  brodawek  korzeniowych.  Struktury
te odpowiedzialne sg za proces redukcji azotu atmosferycznego do formy amonowej, ktora
jest tatwo przyswajalna dla roslin (Fernandez-Pascual i in., 2007). Nie wymagajg wigc
dodatkowego nawozenia azotem, a dodatkowo zostawiajg jego duza ilos¢ w glebie dla roslin
nastepczych (Gacek i in., 2012; Podlesny i Brzoska, 2010). Wobec tych witasciwosci tubin
bardzo dobrze sprawdza si¢ w zmianowaniu pol uprawnych, przerywajac czeste nastepstwo

zb0z. Stanowi takze doskonaty przedplon dla gatunkéw ozimych pozostawiajac po zbiorach
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w glebie, oprocz azotu, substancje organiczne w postaci resztek pozniwnych bogatych
w makro- i mikroelementy. Moze wigc z powodzeniem by¢ stosowany jako zielony nawoz
(Dymerska i Grabowska, 2014).

Warto takze zaznaczy¢, ze kolejng cechg na korzys¢ tubinu sg wymagania uprawy,
ktoére w pordwnaniu do soi sg znacznie mniejsze. Soja jest wrazliwa na przymrozki, wymaga
takze gleb zyznych o wysokiej kulturze, zaliczanych do kompleksu pszennego. Lubin
natomiast dobrze znosi spadki temperatury nawet ponizej —9°C i moze by¢ uprawiany na
glebach ubogich, najlepiej kompleksu zytniego. Jednakze u obu tych gatunkow obserwuje si¢
wrazliwos¢ na niedobor wody podczas kietkowania, kwitnienia i zawigzywania strakow
(Augustynska i Bebenista, 2019). Czynniki te bezposrednio wptywaja na niskie plonowanie,
a to z kolei przeklada si¢ na niewielkie zainteresowanie rolnikow uprawg roslin stragczkowych.

Areal upraw tubinu w Polsce jest wcigz na niskim poziomie. Produkcja nasion odmian
lubinu zo6ltego w ostatnich kilku latach spada. W 2020 roku nasiona kwalifikowane
wyprodukowano na areale si¢gajacym zaledwie 632 ha. Natomiast jeszcze kilka lat temu,
w 2015 roku, kwalifikowany materiat siewny tubinu zottego pozyskano z powierzchni 3,5 tys.
ha, co wskazuje, ze obecny areat jest niemal szeSciokrotnie mniejszy (Binkowski i in., 2021).
Lubin wykazuje duza wrazliwos¢ na warunki atmosferyczne w okresie wegetacji.
Powoduje to niestabilno$¢ plonowania, przez co zmniejsza si¢ zainteresowanie jego uprawa
oraz maleje popyt tego surowca na rynku paszowym. W warunkach produkcyjnych znaczaco
utrudnia to mozliwo$¢ oferowania na rynku jednorodnych pod wzgledem jako$ci partii
surowca (Bojarszczuk 1 Ksigzak, 2014). Niezwykle wazne s3 takze czynniki zwigzane
z produkcja 1 dostepnoscig innych komponentdw paszowych takich jak rodzima produkcja
np. rzepaku lub dostepno$¢ na rynku importowanej $ruty sojowej. Rdwnie istotne, biorac pod
uwage plonowanie, jest niedostateczne wypelnienie nasion materialami zapasowymi
gromadzonymi w owocach. Zalezy ono od wielu czynnikow uprawy, takich jak nawodnienie,
dostepno$¢ substancji odzywczych, prawidlowa ontogeneza ze szczegdlnym uwzglednieniem
homeostazy hormonalnej. Ilosci gromadzonych biatek zalezag w sposob bezposredni lub
posredni od wszystkich tych czynnikéw. Komplet czynnikéw niekorzystnie wptywajacych na

plonowanie tubinu powoduje spadek zainteresowania uprawa tego gatunku.
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1.5.1. Bialka zapasowe u lubinu zoltego

Gatunki tubinu o stodkich nasionach (jak tubin z6tty, waskolistny czy biaty) coraz
czesciej wykorzystywane sg w przemysle spozywczym, jako zrddto biatka roslinnego.
Liczne badania nad sktadem ich nasion wykazaty, ze oprocz wysokiej zawartosci biatka, majg
one takze liczne wlasciwosci nutraceutyczne, a takze niska zawarto$¢ skladnikow
antyodzywczych. Zywno$¢é uzupeliona nasionami tubinu zapewnia korzysci zdrowotne,
jak np. zwigkszone uczucie sytosci przy zmniejszonym sSpozyciu energii, obnizanie cisnienia
krwi 1 poziomu glukozy, a takze poziomu cholesterolu i trojglicerydow oraz w zwalczaniu
chorob uktadu sercowo—naczyniowego (Jimenez-Lopez, 2020).

Gléwnymi frakcjami bialek zapasowych nasion lubinu sa albuminy i1 globuliny.
Nazwano je konglutynami i podzielono na cztery grupy: o, B, y i 6. Pierwszy rodzaj,
a-konglutyny naleza do rodziny 11S globulin (biatka podobne do legumin,
ang. legumin-like), ich masa miesci si¢ w przedziale 330-430 kDa. Wystgpuja one glownie
w  wakuolach komorek magazynujacych liscieni. Podczas kietkowania nasion
sg proteolitycznie degradowane, co potwierdza ich role. Druga klasa biatek zapasowych sa
B-konglutyny, zaklasyfikowane do 7S globulin (inna nazwa to biatka wicyliny), o masie
143-260 kDa. Stanowig one glowna sktadowa biatek u tubinu waskolistnego. W badaniach
prowadzonych na fasoli wykazano, ze jego homolog (fazeolina) jest rozktadany podczas
kietkowania w sposob zalezny od fosforylacji. f-konglutyny wystepuja w ciatach biatkowych
liScieni 1 podobnie jak a-konglutyny, réwniez ulegaja calkowitej proteolizie w czasie
kietkowania. Struktura p-konglutyn wykazuje podobienstwo do alergenéw innych roslin
straczkowych, jak orzeszek ziemny lub soczewica, przez co uwaza si¢ ja za potencjalny
czynnik alergizujacy. Do 7S globulin zalicza si¢ takze y-konglutyny, ktore gromadzone sg w
cialach bialkowych dojrzewajacych nasion oraz zewnatrzkomodrkowej czeSci apoplastu
kietkujacych liscieni, a ich masa wynosi 200 kDa (Duranti i in., 2008; Foley i in., 2011,
2015). Wykazano, ze vy-konglutyna jest strukturalnie podobna do biatek inhibitorow
endoglukanazy specyficznych dla ksyloglukanu (XEGIP) oraz inhibitora ksylanazy Triticum
aestivum (TAXI-1) i jest zdolna do wigzania hormonu insuliny i insulinopodobnego czynnika
wzrostu, IGF-1 i IGF-II. Dzigki temu wywieraja one dziatanie hipoglikemizujace oraz
pozytywnie modyfikujace biatka biorgce udziat w homeostazie glukozy. Potencjalnie moga
znalez¢ zastosowanie w leczeniu pacjentow z uposledzonym metabolizmem glukozy,
jednakze muszg zosta¢ doktadniej przebadane (Foley i in., 2011; Gonzalez-Santiago i in.,
2017).
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Ostania z klas konglutyn, 6—konglutyny to male biatka 0 masie ok. 13 kDa, bogate
w siarke, nalezace do 2S albumin. Ich lokalizacja i biologiczne znaczenie nie zostato jak
dotad doktadnie poznane, ale przypisuje si¢ im funkcje zapasowe. Wszystkie te rodziny
konglutyn przyczyniaja si¢ do korzysci odzywczych nasion tubinu. W badaniach
przeprowadzonych z wykorzystaniem tubinu waskolistnego wykazano, ze wymienione biatka
kodowane s3 przez niewielkie rodziny genow odpowiednio: ALPHA1-3, BETAl-7,
GAMMA1-2 i DELTA1-4 (Duranti i in., 2008; Foley i in., 2011, 2015).

Analizy RNA-seq prowadzone na osmiu gatunkach tubinu (Foley i in., 2015)
umozliwily poréwnanie tacznej ekspresji gendw kodujacych konglutyny. Wykazano,
ze u tubinu zo6ttego odmiany Pootalong najwyzszy poziom ekspresji wykazuje 6-konglutyna,
stanowiagc ponad 60% calkowitej puli transkryptow genow kodujacych ten rodzaj peptydow.
Koncowa ilo$¢ biatek gromadzonych w nasionach jest wypadkowa regulacji i przebiegu wielu
przemian prowadzacych do jego powstania (transkrypcja, translacja, obrobka potranslacyjna).
Biorgc pod uwage wplyw wielu czynnikéw, konieczne bylo zbadanie korelacji pomigdzy
iloscig transkryptow konglutyn, a catkowita zawarto$cig zgromadzonych biatek zapasowych.
Wiyniki badah potwierdzily istnienie pozytywnej zalezno$ci u tubinu biatego, waskolistnego
oraz odmiany Pootalong *tubinu zbltego. Na podstawie przeprowadzonych badan,
dowiedziono takze organowo specyficznej ekspresji wszystkich badanych rodzin konglutyn.
Aktywnos¢ transkrypcyjng gendw kodujacych te rodzaje biatek zapasowych zidentyfikowano
jedynie w nasionach (Foley i in., 2015).
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2. Cel pracy

Znajac ogbdlny model gromadzenia materialdéw zapasowych w nasionach, ktory zostat
opisany glownie u rosliny modelowej Arabidopsis thaliana, mozna wyodrebni¢ kilka
kluczowych czynnikéw, bez ktérych proces ten nie moglby zachodzi¢. Majac takze
swiadomos$¢ problemoéw wynikajacych ze zmian klimatycznych, ktore posrednio oddziatuja
na kazdego z nas, a w szczegdlnosci na rolnictwo, niezwykle wazne jest poznanie
molekularnych przemian lezacych u podstaw procesu gromadzenia biatek zapasowych
w nasionach tubinu zéltego. Niemniej istotne jest takze opisanie mechanizméw wzajemnych
zalezno$ci pomiedzy poszczegélnymi sktadnikami procesu wypelniania nasion oraz
sprawdzenie ich wydajnosci, kiedy na danym etapie rozwoju nasion wystgpuje susza oraz
mozliwos$ci regulowania tego procesu poprzez aplikacje fitohormonow.

Dlatego pierwszy celem prowadzonych badan byta identyfikacja homologdéw genow
wystepujacych u tubinu zoéttego, ktore w rozwoju nasion petnig funkcje regulatorowe oraz
genow kodujacych konglutyny — biatka zapasowe badanego gatunku, bedace efektorami
w tym procesie. Drugim celem byto okreslenie poziomu ekspresji zidentyfikowanych genow
w kolejnych dniach rozwoju nasion tubinu zo6itego.

Z uwagi na kluczowe znaczenie ABA i GA podczas rozwoju nasion, jako trzeci cel,
postanowiono zbada¢ zmiany ekspresji zard6wno gendw regulatorowych oraz gendéw
kodujacych konglutyny w trakcie rozwoju nasion, pod wptywem egzogennej aplikacji tych
fitohormonow.

Problem globalnie wystgpujacych zmian klimatycznych byt powodem podjecia
kolejnych badan, majacych na celu ustalenie w jaki sposob okresowe niedobory wody moga
w danym stadium rozwoju nasion wpltyna¢ na poziom ekspresji genéw regulatorowych oraz
genéw kodujacych biatka zapasowe. Rozpatrywane zagadnienie jest takze pochodng danych
dotyczacych wrazliwosci tlubinu na niedobory wody, zwlaszcza na etapie rozwoju
generatywnego od zawigzania kwiatow, na wypetnianiu nasion skonczywszy.

Zakres badan poszerzono takze o dane odpowiadajace dwom kolejnym postawionym
celom. Pierwszym bylo ustalenie czy pod wptywem aplikowanych ABA i GA zmienily si¢
takze endogenne poziomy fitohormonow kontrolujacych rozwdj nasion. Drugim 1 ostatnim
z postawionych celéw, bylo wyznaczenie zmian akumulacji biatek w trakcie rozwoju nasion
hubinu zoéttego oraz ustalenie czy podanie fitohormondéw znaczaco wpltywa na poziom

gromadzonych biatek zapasowych, a takze bialek regulatorowych.
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3. Materialy

3.1. Odczynniki chemiczne i zestawy do izolacji RNA

Quick-RNA MiniPrep (Zymo Research)
E.Z.N.A.® Plant RNA Kit (Omega Bio-tek)
B-merkaptoetanol (ICN Biomedicals)

3.2. Bufory i zestawy do izolacji bialek

E.Z.N.A.® Plant RNA Kit (Omega Bio-tek, USA)
Bufor HEPES (bufor kwasu 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowego), (pH 8,5)
(Thermo Fisher Scientific)

3.3. Odczynniki chemiczne, bufory do oceny jakosciowej RNA, separacji kwasow
nukleinowych i bialek

AgarozaBlO STANDARD (Prona)

HyperLadder™ 100 bp (Bioline)

Perfect™ 100 bp DNA ladder (EURX)

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
Lambda DNA/Eco1301 Marker (Thermo Fisher Scientific)
6X LoadingDye R0611 (Thermo Fisher Scientific)

TBE 5X GPB-Tris-Borate-EDTA buffer 5X (GenoPlast Biochemicals)
Midori Green Advance (NIPPON Genetics Europe)

Bufor TE (Tris-EDTA) pH 8,0 (GenoPlast Biochemicals)
Etylowy alkohol bezwodny 99,8% (POCH)

Bufor Tris (Thermo Fisher Scientific)

Bioanalyzer RNA kits (Agilent)
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3.4. Zestawy odczynnikow do reakcji PCR, RT-PCR, RT-qPCR

SensiMix™ II Probe Kit (Bioline)

NG dART RT kit (EURX)

Sondy UPL do Real Time PCR (Roche)
startery specyficzne do sond UPL (Genomed)
startery flankujace (Genomed)

3.5. Odczynniki chemiczne, bufory i zestawy do chromatografii nanoLC-MS/MS

TMTsixplex™ Isobaric Label Reagent Set (Thermo Fisher Scientific)

1M wodoroweglan trietyloaminy (TEAB) (Thermo Fisher Scientific)
Hydroksyloamina 50% (Thermo Fisher Scientific)

Trypsyna z trzustki wotowej, traktowana TPCK, liofilizat (Sigma-Aldrich)
Jodoacetamid, czysto$¢ > 98% (HPLC) (Sigma-Aldrich)

Tris (2-carboksyetylo)fosfiny chlorowodorek (TCEP), czysto$¢ > 98% (Sigma-Aldrich)
Filtry MWCO 3kDa, (VWR)

membrana PES (VWR)

3.6. Odczynniki chemiczne, bufory do izolacji fitohormonéw i chromatografii LC-
MS/MS

MeOH (LCMS grade) (Sigma-Aldrich)

BHT (butylowany hydroksytoluen) (Sigma-Aldrich)

Znakowane wzorce fitohormonow: d,GA{, d,GAs3; d.GAs, dGA;, deABA, dolAA
(OIChemIm)

Octan etylu (Sigma-Aldrich)

Kolumienki ekstrakcyjne C18-SPE Bakerbond (Baker)

Bufor octanowy (1mM pH 7-8) (Sigma-Aldrich)

Kwas mrowkowy (LCMS grade) (Sigma-Aldrich)
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3.7. Srodki chemiczne do uprawy roslin oraz hormony roslinne

Giberelina GA3; Tokyo Chemical Industry (TCI) CO., LTD.

Kwas abscysynowy (Fluorochem Ltd)

Nitragina szczepionka bakteryjna dla ubinu (Zaktad Przetwoérczo —
Ustugowo Handlowy ,,BIOFOOD s.c.”)

VITAVAX200FS (Chemtura Netherlands B.V.)

Tween ® 20 (SERVA Electrophoresis GmbH)

3.8. Specjalistyczne oprogramowanie komputerowe

Xcalibur 2.1

Protein Scape 3.1

Proteome Discoverer 2.3

Sequest HT

Mascot Server 2.5

LabSolutions 5.93

The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), BLASTN, BLASTP
ClustalX

LightCycler® 480 Software (Roche)
MAFFT version 7

Primer3 (v. 0.4.0)

TranslateTool

Probe Finder (Roche)

QuantityOne (Bio-Rad)

EdgeR 3.12.1

Samtools idxstats 1.3.1

IBM SPSS Statistics 27

Agilent Expert Software 2100 (Agilent)
Bowtie2

SwissProt

Trinity 2.5.1
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3.9. Material badawczy
3.9.1. Material badawczy wykorzystywany w doSwiadczeniach RNA-seq

Uprawe tubinu zo6ttego odmiany Taper prowadzono w warunkach polowych na
poletkach na poletkach doswiadczalnych Centrum Astronomii UMK w Piwnicach k. Torunia
(53°05'42.0 "N 18°33'24.6 "E) zgodnie z zaleceniami producenta nasion (Poznanska Hodowla
Roslin Sp. z 0.0. Informacje o tubinie z6itym odmiany Taper. Dostgp online: http://phr.pl/wp-
content/uploads/2017/07/Taper.pdf). Nasiona pochodzily z Poznanskiej Hodowli Roslin
sp. z o0.0. oddziat Wiatrowo. Przed wysiewem mechanicznym zaprawiano preparatem
VITAVAX 200 FS oraz inokulowano je kulturami Bradyrhizobium lupine obecnymi
w zaprawie nasiennej Nitragina (Zaktad Przetworczo — Ustugowo — Handlowy "BIOFOOD
s.c.") zgodnie z zaleceniami producenta nasion. Uprawy prowadzono w latach 2017 — 2021.

Material badawczy wykorzystywany do badan stanowily nasiona tubinu zoéttego
odmiany Taper zbierane w kolejnych dniach ich rozwoju. Dla doswiadczen RNA-seq byty to
10, 20 i 30 DAA (Day After Anthesis - dzien po wyksztatceniu kwiatu). Material ten zbierany
byt w roku 2017. Dla kazdego etapu rozwoju z réznych stanowisk poletka zbierano nasiona

z co najmniej 20 roslin.

3.9.2. Material badawczy wykorzystywany w doswiadczeniach wplywu aplikacji
ABA i GA

Dla zbadania wptywu aplikacji fitohormonéw (ABA 1 GA3) na ekspresje
zidentyfikowanych gendw, stopien akumulacji wybranych biatek oraz endogenny poziom
fitohormonoéw, w kolejnym sezonach wegetacyjnych (2018 — 2020) wprowadzono
nastepujagce warianty: K — kontrola, ABA — rosliny po aplikacji kwasu abscysynowego,
GA — rosliny po podaniu GAz. W tym celu wyznaczono dziewigé poletek, tak aby zapewnié

mozliwo$¢ pobrania materiatu z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych (Ryc. 2).
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K GA ABA
ABA K GA

GA ABA K

Rycina 2. Schemat rozmieszczenia poletek uprawowych badanych wariantdw. Zastosowano skrocone
nazwy aplikowanych fitohormonow: GA — kwas giberelinowy (GA;), ABA — kwas abscysynowy, K —

wariant kontrolny.

Kazde z wydzielonych poletek opryskano okreslonym roztworem fitohormonu
(ABA/GA3) o stezeniu 0,1 mM z dodatkiem 0.05% Tween20. Na poletka z roslinami
kontrolnymi aplikowano 0.05% roztwér Tween20. Na jeden oprysk zuzywano ok 2,5L
przygotowanego roztworu. Aplikacje fitohormondéw przeprowadzano w 15 dniu po
wyksztatceniu kwiatu (15 DAA) w godzinie zerowej (Oh,). Nasiona zbierano tuz przed
opryskami (Oh, okoto godziny 8:00), aby stanowily proby kontrolne dla préb traktowanych
fitohormonami. Kolejne zbiory prowadzono po uptywie czterech (4h, okoto godziny 12:00)
i o$miu godzin (8h, okoto godziny 16:00) od podania fitohormonu. Nasiona zbierano takze
w kolejnych dniach ich rozwoju: 20 i 30 dni po wytworzeniu kwiatu w tych samych
godzinach. Bezposrednio po zbiorach, nasiona zamrazano w ciektym azocie i przechowywano
w —80°C do czasu izolacji catkowitego RNA. Przykladowe zdj¢cia strakow oraz zbieranych

nasion przedstawiono na Rycinie 3.
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Rycina 3. Przyktadowe zdjecia strgkow i nasion tubinu zoltego odmiany Taper, uprawianego

w warunkach naturalnych, przedstawiajace badane etapy rozwoju nasion: 10, 15, 20, 30 DAA — dzien
po wyksztalceniu kwiatu.

3.9.3. Material badawczy wykorzystywany w do§wiadczeniach wplywu suszy

Aby zbada¢ wpltyw suszy na rozwdj nasion tubinu zottego odmiany Taper zatozono
uprawe w warunkach fitotronowych. Gleba do upraw pochodzita z pola uprawnego
w miejscowosci Szewa w gminie Kowalewo Pomorskie w powiecie golubsko-dobrzynskim.
Materiat siewny stanowily kwalifikowane nasiona tubinu zoéltego odmiany Taper, jak dla
upraw polowych. Przed wysiewem nasiona zaprawiano Srodkiem przeciwgrzybicznym
VITAVAX 200 FS (Chemtura Netherlands B.V.) i pozostawiano do napegcznienia przez
ok. 6 godzin. Po tym czasie dodawano Nitraging (Zaklad Przetworczo - Ushugowo -
Handlowy "BIOFOOD s.c.") i kontynuowano inkubacj¢ przez ok. 30 min. Tak przygotowane
nasiona wyktadano do doniczek o pojemnosci 2L (o wymiarach 11x11x21,5 cm), po 4 sztuki
na glebokos¢ 3 cm. Rosliny uprawiano w warunkach dnia dtugiego, preferowanych przez ten
gatunek (16h $wiatla i 8h ciemnosci) w temperaturze okoto 23°C. W celu zbadania réznych

okresow niedoboru wody na rézne etapy rozwoju nasion zaplanowano kilka wariantow
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doswiadczalnych (Tabela 1.). Kontrola w prowadzonych do$wiadczeniach stanowily rosliny

podlewane regularnie woda w trakcie catej ontogenezy, do momentu naturalnego zasychania

strgkow. Bezposrednio po zbiorze, nasiona zamrazano w ciektym azocie 1 przechowywano

w zamrazarce niskotemperaturowej do czasu izolacji RNA.

Tabela 1. Opis wariantéw eksperymentalnych w doswiadczeniu badajacym wplyw suszy na rozwoj

nasion tubinu zéttego odmiany Taper.

Nr Wariant
wariantu
1 K
2. Susza
0-10d
3 Susza
' 0-20d
Susza 0-30
4, )
dni
5 Susza
' 20-30 dni

Opis wariantu

Kontrola, rosliny podlewane przez cata
ontogeneze

Rosliny poddane suszy od momentu
wytworzenia kwiatow do 10 dnia od
zakwitnigcia

Rosliny nie podlewane od zakwitnigcia do 20
dnia po wytworzeniu kwiatow

Rosliny nie podlewane od zakwitnigcia do 30
dnia po wytworzeniu kwiatow

Rosliny poddane suszy od 20 dnia po
wyksztatceniu kwiatu do dnia 30

Czas zbioru

zbior w 10 DAA

zbior w 15 DAA

zbior w 20 DAA

zbior w 30 DAA

zbior w 10 DAA

zbior w 20 DAA

zbior w 30 DAA

zbior w 15 DAA

zbior w 20 DAA

zbior w 30 DAA

zbior w 30 DAA

zbior w 30 DAA
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4. Metody

4.1. Identyfikacja oraz ekspresja wybranych genoéw w nasionach hubinu zéltego
4.1.1. Izolacja calkowitego RNA

Do przygotowania bibliotek transkryptomowych wykorzystywano calkowity RNA
izolowany z nasion tubinu zéttego odmiany Taper, zbieranych w 10, 20 1 30 DAA (w okresie
czerwiec — lipiec 2017 roku). Jak opisano w poprzednim rozdziale, po zebraniu materiatu
roslinnego zamrazano go w cieklym azocie 1 przechowywano w zamrazarce
niskotemperaturowej —80°C do momentu ekstrakcji RNA. Zebrane nasiona homogenizowano
w cieklym azocie w porcelanowych mozdzierzach. Rozdrobnione organy ro$linne
porcjowano, odwazajac po ok. 100 mg tkanki do probowki typu Eppendorff. Z uzyskanych
w ten sposob nawazek prowadzono izolacj¢ catkowitego RNA z uzyciem zestawu Quick-
RNA MiniPrep (Zymo Research) wedlug instrukcji producenta. Elucje wyizolowanego RNA
prowadzono z uzyciem 40 pl wody wolnej od RNaz, dotagczonej do zestawu.

W analogiczny sposob postepowano izolujgc catkowity RNA, ktory nastepnie postuzyt
do przeprowadzenia reakcji odwrotnych transkrypcji. Materiat roslinny stanowity wowczas
nasiona tubinu zottego odmiany Taper zbierane w 15, 20 i 30 DAA (w latach 2018 — 2020).
W przypadku tych izolacji catkowity RNA izolowano z uzyciem zestawu E.Z.N.A.® Plant
RNA Kit (Omega Bio-tek) zgodnie z procedurg zatagczong przez producenta.

4.1.2. Walidacja calkowitego RNA
4.1.2.1. Analiza spektrofotometryczna

Analize 1ilosci oraz jakosci uzyskanego RNA wykonywano z uzyciem
spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). W celu okreslenia czystosci RNA
wyznaczano stosunek absorbancji fal §wietlnych o dlugosci 260/280 nm, ktérego wartos¢ dla
czystego RNA wynosi ok. 2,0 oraz 260/230 nm, ktéry powinien miesci¢ si¢ w granicach
1,8 — 2,2. Wartosci ponizej wskazanych §wiadcza o zanieczyszczeniu prob biatkami,

polifenolami lub polisacharydami.
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4.1.2.2. Okreslenie wspélczynnika integralnosci RNA

Aby potwierdzi¢ dobra jako$¢, ilo§¢ oraz brak degradacji kwasu rybonukleinowego,
przeprowadzono zautomatyzowang analiz¢ iloSciowa 1 jakoS$ciowa oparta na rozdziale
kapilarnym 1 pomiarze fluorescencyjnym wyznaczajagcym ilo$¢ 1 stopien integralnosci
rozdzielanego RNA w urzadzeniu BioAnalyzer 2100 (Agilent) i programu Agilent Expert
Software 2100 (Agilent) przy uzyciu zestawu Bioanalyzer RNA (Agilent).

4.1.2.3. Elektroforeza horyzontalna w zelu agarozowym

Rozdzial elektroforetyczny stosowano w kilku etapach prowadzonych badan.
Przeprowadzany byl zard6wno do oceny ilosci oraz jakoSci wyizolowanego RNA, ale takze
do analizy produktow reakcji PCR. Elektroforez¢ prowadzono w 1,4% zelu agarozowym
w buforze 0,5x TBE przy napigciu 40V dla RNA i. Do studzienek zelu naktadano ok. 400 ng
wyizolowanego RNA z dodatkiem buforu obcigzajgcego 6x DNA Loading Dye. Do oceny
wielkosci rozdzielanego kwasu nukleinowego stosowano markery wielkosci: GeneRuler
100bp Ladder, GeneRuler 100 bp Ladder Plus lub HyperLader 100bp Plus (Thermo Fisher
Scientific Inc). Do zelu dodawano takze Midori Green DNA Stain - zwigzek interkalujacy
kwasy nukleinowe, ktory po wzbudzeniu $wiattem UV umozliwia ich wizualizacje.
Okreslenie jakosci RNA przeprowadzano pordwnujac intensywnos¢ fluorescencji frakcji 28S
1 18S rybosomalnego RNA. Wyraznie wyrdznione frakcje wysokoczasteczkowego rRNA
(w stosunku co najmniej 2:1) oraz brak ,,smuzenia” w $ciezce z rozdzielanym kwasem
nukleinowym, a takze mala ilosci szybko migrujacych niewielkich fragmentow RNA,
Swiadczy o braku degradacji. W probach nie zaobserwowano takze DNA genomowego.

Do wizualizacji kwasoéw nukleinowych wykorzystywano transiluminator firmy
Biorad, natomiast do archiwizacji oraz analizy elektroforegramow stosowano

oprogramowanie QuantityOne.
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4.1.3. Sekwencjonowanie NGS transkryptomow

Na matrycy zwalidowanego RNA zostala skonstruowana biblioteka cDNA
z wykorzystaniem zestawu TruSeq Stranded Total RNA Ribo—Zero Plant depletion.
Zastosowanie na koncach 5’ 1 3 uzyskanych fragmentéw odpowiednich znacznikow
nukleotydowych pozwolito na namnozenie i sekwencjonowanie tak utworzonej biblioteki.
Nastepnie w calym szeregu reakcji sekwencjonowania przeprowadzonych na platformie
HiSeq 4000 (Illumina Inc.), odczytano sekwencje otrzymanych wcze$niej fragmentow cDNA.
Dla kazdego wariantu badawczego (Nasiona 10 DAA, 20 DAA i 30 DAA) wykonano
sekwencjonowanie dla trzech powtdrzen biologicznych.

Do utworzenia genomu referencyjnego uzyto 197917268 odczytow (okoto 9% procent
odczytow z kazdej probki), z ktorych odfiltrowano fragmenty o niskiej jakosci (narzedzie
Trimmomatic). Sktadanie przygotowanych odczytow w genom referencyjny przeprowadzono
przy uzyciu narzg¢dzia Trinity 2.5.1. Otrzymano 319392 transkrypty, ktére zannotowano przy
pomocy narzgdzia BLAST bialkami z bazy SwissProt, oraz transkryptami z bazy danych
BLAST - Nucleotide collection - zawierajacej sekwencje GenBank + EMBL + DDBJ + PDB
+ RefSeq. Kazdej adnotacji dokonano dwukrotnie: raz na biatkach/transkryptach wszystkich
organizmow, drugi raz na biatkach/transkryptach przefiltrowanych dla Lupinus luteus.
Zraportowane zostaly tylko najlepsze dopasowania, z uwzglednieniem aby warto$¢ e-value
bytla nie mniejsza niz le-20. Zebrane odczyty uliniowiono do utworzonego genomu
referencyjnego przy pomocy narz¢dzia Bowtie2. Dla kazdego powtorzenia biologicznego

wykonano analiz¢ w ten sam sposob.

4.1.3.1. Identyfikacja wybranych genow

Identyfikacja genow LIBETA, LIDELTAZ2, LILEC2, LIPKL, LIABI3, LIFUS3, LIVAL1
zostala przeprowadzona na podstawie skladania 1 poréwnania odczytow z transkryptomu
zidentyfikowanych jako fragmenty wymienionych gendéw wystepujacych u gatunkow
pokrewnych, gtownie Lupinus angustifolius, dla ktorego znana jest niemal petna sekwencja

genomu (Singh i in., 2020; Mousavi-Derazmahalleh i in., 2018; Hane i in., 2017).
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4.1.3.2. Okreslenie poziomu ekspresji wybranych genow

Poziom ekspresji badanych genow zostal oszacowany zarowno dla kazdego
pojedynczego genu, jak i izoformy i opisany za pomocg RPKM (Reads Per Kilobase Million).
Bezposrednie porownanie pomigdzy badanymi wariantami pozwolito ustali¢ log,FC
w nasionach zebranych w kolejnych dniach rozwoju. Przy zastosowaniu narzedzia Samtools
idxstats (wersja 1.3.1) okre$lono poziom ekspresji w wybranych transkryptach z nasion
tubinu zo6ttego odmiany Taper w 10, 20 oraz 30 dniu po wyksztalceniu kwiatu. Analizg réznic
w poziomach ekspresji transkryptow przeprowadzono przy pomocy narzedzia edgeR (wersja

3.12.1) (exactTest).

4.2. Okreslenie ekspresji wybranych genéw pod wplywem aplikacji fitohormonow oraz
suszy

4.2.1. Reakcja odwrotnej transkrypcji (QPCR)

Wyizolowane i zwalidowane RNA stanowilo takze matryce do syntezy
komplementarnego DNA (cDNA). Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzano uzywajac
zestawu NG dART RT kit (EURx) zgodnie z zaleceniami producenta. Do kazdej reakcji
uzywano lpg lub 2 pg RNA.

4.2.2. Reakcja Real Time PCR (RT-gPCR)

Aby zweryfikowaé¢ wyniki uzyskane z RNA-seq oraz zbada¢ wptyw aplikowanych
hormonoéw na aktywno$¢ transkrypcyjna zidentyfikowanych gendéw, przeprowadzono reakcje
Real Time PCR (RT-gPCR). Jako matryce wykorzystywano uzyskane w reakcji odwrotnej
transkrypcji cDNA, ktore rozcienczano pigciokrotnie. Do przeprowadzenia reakcji uzywano
zestawu SensiMix™ II Probe Kit (Bioline). Reakcje prowadzono zgodnie z procedurg
producenta z temperaturg przytaczania starterow 57°C w termocyklerze Light Cycler 480
Real-Time PCR System (Roche). Mieszaniny reakcyjne przygotowywano w 96. dotkowych
ptytkach a sktad mieszaniny zestawiono w Tabeli 2. Dla kazdego z zestawu (kazdej kolejne;j
reakcji w multiptytkach) prowadzonych reakcji qPCR kazdorazowo powtarzano przynajmniej
dwa punkty krzywej kalibracyjnej dla potwierdzenia efektywnosci reakcji. Dla kazdego

badanego wariantu wykonano reakcje dla trzech powtérzen biologicznych w czterech
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powtdrzeniach technicznych. W badaniach stosowano sondy molekularne Universal
ProbeLibrary (UPL) (Roche) oraz specyficzne startery (Tabela 3.), ktore zostaly
zaprojektowane w  programie  ProbeFinder (Roche) na podstawie sekwencji
zidentyfikowanych w doswiadczeniu RNA-seq. Jako gen referencyjny wykorzystywano
LIACTIN (LIACT), zidentyfikowany wczesniej dla tubinu z6itego. Stanowit on odniesienie dla
ekspresji badanych genéw: LIBETA, LIDELTA2, LIPKL, LILEC2, LIABI3, LIFUS3, LIVALL.

Dla kazdego z badanych genow wyznaczono wydajnos¢ reakcji. W tym celu
wykonano krzywe Kkalibracyjne w czterech punktach pomiarowych (1 ng/ul; 0,1 ng/ul;
0,01 ng/ul i 0,001 ng/ul). Matryce do przeprowadzenia reakcji z wyznaczeniem efektywnos$ci
gPCR wyznaczono przez startery flankujace oddalone od startera wiasciwego amplikonu
uzywanego w reakcji qPCR o 200 — 300 nt (Tabela 4.). W analogiczny sposdb postgpowano
badajgc wptyw suszy na ekspresje genow LIBETA, LIDELTA2, LIPKL oraz LIABI3.

Wyniki analizowano w programie LightCycler 480 Software dedykowanym do
programowania warunkow reakcji, deponowania danych oraz analizy otrzymanych wynikow.
Uzyskane wyniki zestawiono w formie wykreséw z uwzglednieniem $redniego bledu oraz

istotnos$ci statystyczne;.

Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcji RT-qPCR.

Nazwa odczynnika Objetosé [ul]
cDNA 5x rozcieficzone 5
Starter prawy (10 uM) 0,2
Starter lewy (10 uM) 0,2
sonda UPL 0,1
SensiMix 5
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Tabela 3. Wykaz specyficznych starterow oraz rodzajow sond UPL uzywanych w reakcji RT-qPCR.

Badany gen

LIBETA

LIDELTA2

LIPKL

LIFUS3

LIABI3

LILEC2

LIVAL1

LIACT

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

Sekwencja 5°—3’°

TGGATTTGGCATAAATGCTG
ACATTGTCTTCAGAACCTGCAA
AAGATGATTCAGCAGGAGCAA
TTCCTGCTATGTCCAACAACA
TCAACCACATCTTGACGATACA
TCCAACAATTGCAACTTACCC
CCACCACCTCCACCATTT
TTTCACGAGCCGGAGATG
CTATGGCACAGGTGGTTCCT
CTGGGTTTGCATGGCAGT
GCCGGATTATTATCCCAAAGA
TTCCTTTTTGCAAAGGGTTG
GACTTACATGGGAAGAAGCACA
TGTTACAACATTTGGCTTGACA
TGGACGTACTACAGGTATTGTGC

ATGGGCACTGTATGGCTCAC

Dlugosé
(nt)

20

22

21

21

22

21

18

18

20

18

21

20

22

22

23

20

Temperatura
topnienia (°C)

47.7

511

50.5

50.5

511

50.5

50.3

50.3

53.8

50.3

50.5

47.7

53.0

49.2

59.0

60.0

Numer

Sondy

UPL

69

67

69

138

30

138
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Tabela 4. Zestawienie starterow flankujacych

Badany gen

LIBETA

LIDELTA2

LIPKL

LIFUS3

LIABI3

LILEC2

LIVAL1

LIACT

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

FP

RP

Sekwencja 5°—3’

AAAGGCAAACCCTCTGAATCTGGC
GATAGGACCCCTTATTCCACGCCT
ATGCACATGCATTCTTCAGCCTTTAC
GAATATCTGCTGCAATGCACGACAC
CGTGTTGAGTTAAGCAGCAAGCAGA
TGCCCAAGTCGATGAGCTCTAGC
CTGTGATTTAAGGGCAGGTGTTGGAG
GCCATGAGTGTTAACGAAGTCTCCAG
GATTAGGACCATCTGCGACAA
TGTATTCTGGGTTTGCATGGTGGT
AATCAGCCTAGTCTTGGTGGTTATCCC
TTGCTCTTTGTTGGCAGAAACATACAG
GGCATCTCAACGGAGGAAACTGTC
GGCTCATGTTCTTCAATTGACTCGC
GGTTGCAGAAGATGGCTGATGCT

ATGGGCACTGTATGGCTCACACCA

Dhugosé
(nt)

24
21
26
25
25
23
26
26
21
24
27
27

24

23

24

Tempe'rat'u ra
topnienia
O
57.4
59.1
56.4
57.7
57.7
58.8
59.5
59.5
52.4
55.7
59.7
56.7
59.1
57.7
62

64.8

Numer

Sondy

UPL

69

67

69

162

30

138
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4.3. Profilowanie bialek w nasionach lubinu zoltego

W celu sprawdzenia ilosci bialek zapasowych gromadzonych w nasionach tlubinu
zottego odmiany Taper oraz zbadania wptywu aplikowanych fitohormondéw na stopien ich
akumulacji, przeprowadzono izolacj¢ biatek oraz pomiar ich ilosci metoda chromatografii
cieczowe] w nanoskali potaczonej z tandemowa spektrometria mas (nanoLC-MS/MS).
Badania te zostaly przeprowadzone we wspotpracy z Laboratorium Spektrometrii Mas
I Chromatografii (MS-LAB) Polskiego Osrodka Rozwoju Technologii we Wroctawiu.

4.3.1. Izolacja oraz oznaczenia ilosci biatek

Izolacje biatek prowadzono z wykorzystaniem nasion zbieranych w takich samych
wariantach jak dla izolacji RNA. Ekstrakcje biatek prowadzono takze z uzyciem zestawu
E.ZN.A.® Plant RNA Kit (Omega Bio-tek), ktéry umozliwia izolacj¢ zardéwno RNA,
jak 1 biatek z jednej probki. Wyizolowane biatka zawieszano w 200 mM buforze HEPES
o pH 8.,5. Stezenia catkowite biatek w probkach zostaty okreslone poprzez pomiar absorpcji
przy dlugosci fali 280 nm uzywajac spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (Thermo
Scientific). Po izolacji proby przechowywano w temperaturze -80°C. Przed przystapieniem do

analiz nanoLC-MS/MS przeprowadzono ponowny pomiar stezenia biatek.

4.3.2.Przygotowanie probek do analizy nanoLC-MS/MS

Wigkszos¢ probek wyizolowanych bialek zawierata nierozpuszczalny osad, ktory
zwirowano (2500 x g, 5 min, RT room temp.), a do pomiaréw pobierano obj¢tos¢
supernatantu zawierajaca 80 pg biatka. Jako probe odniesienia, ktora dodawano do kazdego
pomiaru, wykorzystano zmieszane izolaty z dziewigciu prob (stanowigcych mieszaning
wszystkich badanych wariantoéw) potaczonych réwnowagowo 1 rozcienczonych do stezenia
320 pg/ml. Izolaty bialek przygotowywano do analizy spektrometrii masowej wedtug strategii
bottom-up zgodnie z procedurg FASP (Filter Assisted Sample Preparation) (Wisniewski i in.,
2009), polegajacej na wykorzystaniu filtrow MWCO (Mass Weight Cut-Off) 10 kDa.
Proby izolatow biatka (80 ug) poddano denaturacji, redukcji mostkow disulfidowych, alkilacji
reszt cysteiny i trawieniu na filtrach wirowkowych z odcigciem masy czgsteczkowej 10 kDa
(VWR). Filtry kondycjonowano przez ptukanie 500 pul wody MiliQ i 100 pul 100mM buforu

TEAB (wodoroweglan trietyloamoniowy, Thermo Scientific) przez wirowanie, kazdorazowo
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po nalozeniu roztworu (30 minut, 10 000 x g, 4°C). Probki redukowano 10 mM TCEP
(tris (2-karboksyetylo) fosfina, Thermo Scientific) przez 1 h w 55°C, a nastgpnie alkilowano
17 mM jodoacetamidem (Thermo Scientific) w 100 mM TEAB przez 30 min. w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji probki odwirowano (30 minut, 10 000 x g, 4°C) i trawiono
roztworem trypsyny (biatko:enzym, 40:1) w 50 mM TEAB (Promega) w 37°C przez
18 godzin. Peptydy znakowano zestawem TMTsixplex Label Reagent Set (Thermo Scientific)
zgodnie z instrukcja producenta. Analiza z wykorzystaniem TMT 6plex umozliwia
jednoczesny pomiar szeSciu probek 1 okreslenie wzglednych relacji pomiedzy
intensywnos$ciami pochodzacymi od tych samych peptydéw wystepujacych w tych probkach,
w ramach jednego przebiegu LC-MS/MS. Wszystkie odczynniki i rozpuszczalniki byly
dedykowane do analiz typu LC-MS.

W niniejszym doswiadczeniu przeprowadzono 13 pomiarow. W kazdym z nich kanat
126 odpowiadat probce odniesienia (Ref) a kolejne kanaty przypisano probkom (Tabela 5).
Pomiarom poddawano 63 proby biatkowe, stanowigce 21 wariantow doswiadczalnych, kazdy

w trzech powtorzeniach biologicznych.
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Tabela 5. Szczegdtowa rozpiska prob wraz z przypisanymi kanatami w poszczegodlnych przebiegach
LC-MS/MS. Skroty: Ref - proba odniesienia, 15/20/30 DAA — 15/20/30 dzien po wyksztatceniu
kwiatu, K — wariant kontrolny, ABA — rosliny traktowane ABA, GA — rosliny po aplikacji GAj,

0/4/8h — godzina zbioru proby, cyfra na koncu nazwy oznacza numer powtorzenia biologicznego

Nr znakowania
(pliku)

10

11

12

13

126

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

Ref

127

Nasiona
15DAAKO0h3

Nasiona
15DAAKO0Oh 6

Nasiona
15DAAK 4h 8

Nasiona
15DAAK 8h7

Nasiona
20DAA K 0h 8

Nasiona
20DAA K 0Oh
12

Nasiona
20DAAK 4h
11

Nasiona
20DAA K 8h9

Nasiona
30DAA K 0Oh 4

Nasiona
30DAAKOh9

Nasiona
30DAAK 4h
10

Nasiona
30DAAK 8h
12

Nasiona
15DAA K 0h 2

Kanaly znakowania TMT

128

Nasiona 15DAA
K 4h 2

Nasiona 15DAA
K 4h 4

Nasiona 15DAA
ABA 4h 5

Nasiona 15DAA
ABA 8h 4

Nasiona 20DAA
K4h1

Nasiona 20DAA
K 4h 6

Nasiona 20DAA
ABA 4h 7

Nasiona 20DAA
ABA 8h 6

Nasiona 30DAA
K 4h 8

Nasiona 30DAA
K 4h9

Nasiona 30DAA
ABA 4h 7

Nasiona 30DAA
ABA 8h 6

Nasiona 20DAA
KOh4

129

Nasiona 15DAA
K8h1

Nasiona 15DAA
K8h6

Nasiona 15DAA
ABA 4h 6

Nasiona 15DAA
ABA 8h 6

Nasiona 20DAA
K 8h2

Nasiona 20DAA
K 8h 8

Nasiona 20DAA
ABA 4h 9

Nasiona 20DAA
ABA 8h 7

Nasiona 30DAA
K8h5

Nasiona 30DAA
K8h7

Nasiona 30DAA
ABA 4h 10

Nasiona 30DAA
ABA8h7

Nasiona 30DAA
K 0h 3
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Nasiona 15DAA
ABA 4h 2

Nasiona 15DAA
GA4h 4

Nasiona 15DAA
GA 4h5

Nasiona 15DAA
GA8h4

Nasiona 20DAA
ABA 4h 6

Nasiona 20DAA
GA4h1

Nasiona 20DAA
GA4h7

Nasiona 20DAA
GA8h6

Nasiona 30DAA
ABA 4h 5

Nasiona 30DAA
GA4h1

Nasiona 30DAA
GA4h4

Nasiona 30DAA
GA8h3

pusty kanat
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Nasiona 15DAA
ABA 8h 3

Nasiona 15DAA
GAS8h1

Nasiona 15DAA
GA 4h 6

Nasiona 15DAA
GA8h8

Nasiona 20DAA
ABA 8h 5

Nasiona 20DAA
GA8h3

Nasiona 20DAA
GA 4h 10

Nasiona 20DAA
GAB8h1

Nasiona 30DAA
ABA 8h 2

Nasiona 30DAA
GA8h2

Nasiona 30DAA
GA4h5

Nasiona 30DAA
GA8h4

pusty kanat
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4.3.3. Rozdzial chromatograficzny bialek metoda nanoL.C-MS/MS

Pomiary nanoLC-MS/MS przeprowadzono w urzadzeniu LTQ Elite Orbitrap ETD
(Thermo) potagczonym z chromatografem Easy nLC 1000 (Thermo Scientific).
Peptydy zostalty wychwycone przy uzyciu 2 cm kolumny putapkowej Acclaim PepMap C18
(Thermo Scientific), a nast¢pnie rozdzielano je na kolumnie Acclaim PepMap C18, 100A,
500 mm x 0,075 mm x 3 pm (Thermo Scientific) w temperaturze otoczenia.
Faza ruchoma A byl 0,1% wodny roztwor kwasu mréwkowego, natomiast faze B stanowit
roztwor 0,1% kwasu mrowkowego w acetonitrylu z woda 90:10 (v/v). Przeplyw
chromatograficzny ustawiono na 300 nl/min z gradientem 2-55% fazy B w ciagu 150 min.
Objetos¢ nastrzyku ustalono na 5 ul. Zastosowano zewngtrzng kalibracje¢ spektrometru mas za
pomocg standardu kalibracyjnego LTQ Velos Positive, uzyskujac SD < 1 ppm. Pomiary
wykonywano w trybie jonow dodatnich w sposob zalezny od danych w zakresie MS
110-2000 m/z. Napigcie kapilary ustawiono na 3 kV. Zastosowano fragmentacje HCD
10 najlepszych pikéw, przy znormalizowanej energii zderzenia ustawionej na 35 eV w oknie
izolacji 1 m/z z minimalnym stanem ladunku 2+ jonu macierzystego i wykluczeniem
dynamicznym przez 30 s po dwoch widmach.

Otrzymane dane poddano kilkustopniowej obrobce i analizie. Surowe dane
zaimportowano do oprogramowania Proteome Discoverer 2.3, w ktorym przeprowadzono

identyfikacje¢ biatek.

4.3.4. Identyfikacja i kwantyfikacja bialek

Widma masowe przetwarzano za pomoca programu Proteome Discoverer 2.4.
Wyodrebnienie i opisanie widm MS/MS wykonano uzywajac wyszukiwarki Sequest HT
1 Mascot. Do przeszukiwania Mascot uzyto bazy danych SwissProt (09.2019) z taksonomig
Viridiplantae, enzymem trypsyna (2 pomini¢te cig¢cia), maksymalnym btgdem prekursora 20
ppm, maksymalnym btedem fragmentu 0,1 Da i TMT 6plex oraz modyfikacjami statycznymi
karbamidometylu, a takze N-koncowa oksydacja acetylu i metioniny, jako modyfikacjami
dynamicznymi. Wyszukiwanie Sequest HT przeprowadzono na niestandardowej bazie danych
(sekwencje SwissProt i TTEMBL dla taksonomii Lupinus wraz z podtaksonomiami) pobranej
z UniprotKB w dniu 30.09.2019 r. Modyfikacje zostalty wprowadzone w taki sam sposob, jak
w przypadku wyszukiwania Mascot. Oznaczenia iloSciowe (kwantyfikacje) jonow

reporterowych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Proteome Discoverer 2.4.
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Widma normalizowano do catkowitej ilosci peptydow w probee i skalowano do kanatu probki
referencyjnej (TMT 126). Do oceny ilosciowej uzyto peptydéw unikalnych i typu ,,razor”,
z co najmniej dwoma dopasowanymi peptydami na biatko. Wspotczynnik fatszywego
odkrycia byt ustawiony na 0,01 (strict) i 0,05 (relaxed). Z wynikow kwantyfikacji nie
wykluczano peptydow wspdlnych, poniewaz wykorzystano je podzniej do szacowania

catkowitej ilosci okreslonych grup bialek, np. konglutyn.

4.4. Okreslenie ilosci wybranych fitohormonow w nasionach lubinu zéltego

W celu okreslenia ilosci endogennych fitohormonéw w kolejnych fazach rozwoju
nasion tubinu zéttego odmiany Taper a takze zmian ich akumulacji pod wplywem egzogennie
aplikowanych ABA 1 GA, przeprowadzono izolacj¢ wybranych fitohormondéw, a nast¢pnie
pomiar ich ilosci metoda LC-MS/MS. Do badan wykorzystano nasiona tubinu zoéttego
odmiany Taper, zbierane w tych samych wariantach, jak opisano powyzej dla izolacji RNA
(w 15,20130 DAA, poddane dziataniu ABA i GA oraz kontrolne).

4.4.1. I1zolacja wybranych fitohormonow z nasion tubinu zéltego

Zamrozone nasiona ucierano w cieklym azocie w porcelanowym mozdzierzu
i odwazano 100-150 mg tkanki w probowce typu Eppendorf. Wszystkie odczynniki
1 rozpuszczalniki byly dedykowane do analiz typu LC-MS. Do kazdej proby homogenatu
dodawano 1500 ul zimnego 80% MeOH (Sigma-Aldrich) i kilkanascie krysztatkow BHT
(butylowany hydroksytoluen) (Sigma-Aldrich-Aldrich). Do tak przygotowanych prob
dodawano mieszaning znakowanych standardow: d,GA;, d;GAs3, d2,GA4 d.GA7, deABA,
d2IAA (OIChemIm). Do kazdej proby dodawano po 20ng kazdego ze znakowanych
standardow 1 wytrzasano w 4°C przez 1h. Nastgpnie proby wirowano (10 min, 12000xg, 4°C),
zbierano supernatant, ktory 0suszano w strumieniu azotu. Sucha pozostato§¢ rozpuszczano
w 1 ml octanu etylu, po czym proby wytrzasano z uzyciem wytrzasarki typu vortex
i wirowano (2 min, 12000xg, temperatura pokojowa). W kolejnym kroku octan etylu
odparowywano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 45°C, a pozostatosé
rozpuszczano w 1 ml buforu octanowego 1 mM o pH 7-8 (Sigma-Aldrich). Nastgpnie
kolumienki ekstrakcyjne C18-SPE 100 mg (Baker) aktywowano i kondycjonowano przez
dwukrotne przeptukanie 1ml MeOH (Sigma-Aldrich). W kolejnym etapie wykonano
dwukrotne ptukanie 0,5 ml buforu octanowego (ImM o pH 7-8). Na tak przygotowane
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kolumienki nanoszono proby, po czym dwukrotnie przeptukiwano je Iml 1M FA
(Sigma-Aldrich) i pozostawiano do osuszenia na 20 min. Po tym czasie, prowadzono elucje¢
prob z uzyciem 0,5 ml 80% MeOH. W ostatnim etapie wszystkie proby zostaly zageszczone
w warunkach prézniowych do objetosci ok. 100ul w koncentratorze proézniowym typu

SpeedVac.

4.4.2. Analiza LC-MS/MS

Rozdziat chromatograficzny prowadzono wykorzystujac technike chromatografii
cieczowej z tandemowa spektrometrig mas (Liquid Chromatography (LC) Mass Spectometry
(MS)) przy uzyciu zintegrowanych systeméw Nexera UHPLC i LCMS-8045 (Shimadzu
Corporation). Parametry zrodta jonow optymalizowano w trybie dodatnim ESI. Jako fazy
ruchomej A uzywano 100% MeOH, a jako faz¢ B wykorzystywano 10 mM roztwor kwasu
mrowkowego (Sigma-Aldrich). Rozdzial prowadzono z uzyciem kolumny Ascentis® Express
C18 2.7um (10cm x 2.1mm) (Supelco, Merck). Elucje prowadzono w gradiencie binarnym
(program w Tabeli 6.) z szybkoscig przeptywu 0.35 ml/min. Na koniec kolumne
rownowazono do warunkow poczatkowych (30:70 A:B, v/v) przez 3 min. Temperatura
kolumny wynosita 40°C, natomiast probek 4°C. Objeto$¢ nastrzyku préby wynosita 2pul.
Catkowity czas rozdziatu pojedynczej proby wyznaczono na 7 min. Po kazdej serii prob,
kolumn¢ przemywano 100% MeOH. Ustalone czasy zbierania danych specyficznych dla
hormonu przedstawiono w Tabeli 7. Poszczegolne fitohormony identyfikowano dzigki
$ledzeniu reakcji rozpadu wybranych jonéw (MRM) w pozytywnej (+) lub negatywnej (-)
jonizacji, wartosci przedstawiono w Tabeli 8. Wszystkie analizy wykonano w trzech
powtorzeniach biologicznych oraz trzech powtoérzeniach technicznych (dla kazdego
powtorzenia biologicznego). Wszystkie dane zostaly przetworzone przez oprogramowanie
LabSolutions dla LCMS-8045 (wersja 5.93). Stezenia zwigzkéw endogennych w probce
wyliczano na podstawie stosunku nieznakowanego (endogennego) zwiazku do znakowanego

wzorca wewnetrznego w przeliczeniu na jednostke masy.
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Tabela 6. Dane gradientu binarnego stosowanego w rozdziale fitohormonow metoda LC-MS/MS.

Czas (min)
0.01
6.00
6.10
6.11

Faza ruchoma A (%)

30
60
60
30

Faza fruchoma B (%0)
70
40
40
70

Tabela 7. Ustalone czasy zbierania danych dla rozdzielanych fitohormonow w nasionach tubinu

76ttego odmiany Taper.
Hormon
IAA/D, IAA
ABA/ds ABA
GA./d, GA,
GAs/d, GA;
GA,/d, GA,
GA;/d, GA;

Czas zbierania danych (min)
08-22
08-2.2
05-1.9
05-22
1.2-27
1.2-27

Tabela 8. Wartosci MRM oraz typ jonizacji dla rozdzielanych fitohormonéw w nasionach tubinu

z61tego odmiany Taper.
Hormon
IAA
d2lAA
ABA
dsABA
GA;
d,GA,
GA;
d,GA;
GA,
d,GA,
GA,
d,GA;

Typ jonizacji
(+)

Wartosci MRM
176>130
178>132
263>153
269>159
347>259
349>261
345>239
347>241
331>287
333>259
329>223
331>225

79



4.5. Analiza statystyczna
45.1. Analiza statystyczna danych RNA-seq

Analiz¢ roznic w poziomach ekspresji transkryptéw przeprowadzono przy uzyciu
narzedzia edgeR v 3.12.1 (exactTest). Dla kazdego typu nasion dokonywano pordéwnan

grupowych. Wszystkie grupy poréwnano ze sobg i otrzymano wyniki analizy.

4.5.2. Analiza statystyczna dla wynikéw z RT-qPCR

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu IBM SPSS Statistics 27.
W celu weryfikacji roznic w zmianach ekspresji genéw przeprowadzono analiz¢ wariancji
w modelu mieszanym (3x3x3) (3-ANOVA). Kolejne godziny pobierania probek
biologicznych (Oh vs 4h vs 8h) stanowily zmienng wewnatrzgrupowa, natomiast zmiennymi
miedzygrupowymi byly podawany hormon (GA vs ABA vs Kontrola) oraz faza rozwoju
nasion (15 DAA vs 20 DAA vs 30 DAA). Prog istotnosci statystycznej przyjety w tych
badaniach wynosit a = 0,05.

W przypadku wynikow dotyczacych badania wptywu suszy na ekspresj¢ wybranych
gendw zastosowano test t Studenta dla prob zaleznych oraz jednoczynnikowa analize
wariancji przy porownaniach wielokrotnych, gdzie dodatkowo zastosowano poprawke
Bonferroniego na prog istotnosci. Za wyjsciowy prog istotnosci statystycznej przyjeto
a=0,05.

4.5.3. Analiza statystyczna dla wynikéw z nanoLC-MS/MS

W celu okreslenia istotno$ci zmian poziomu biatek zapasowych - i d-konglutyn
w nasionach tubinu zoéittego w kolejnych fazach ich rozwoju, pod wplywem egzogennie
podawanych fitohormonéw oraz w wybranych godzinach cyklu dobowego, wykonano seri¢
testow H Kruskala-Wallisa i Friedmana ANOVA w programie statystycznym IBM SPSS 27.
Jako wigzacy dla interpretacji wynikow istotnych statystycznie przyjeto prog a = 0,05.
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4.5.4. Analiza statystyczna dla wynikow z LC-MS/MS

Aby zweryfikowaé roznice pomigdzy badanymi dniami rozwoju nasion, wykonano
analiz¢ wariancji w modelu mieszanym (3x3x3) (3-ANOVA) w programie statystycznym
IBM SPSS 27. Zmienng wewnatrzgrupowg byl czas okolodobowy pomiaru hormonu
(Oh vs. 4h vs. 8h), natomiast zmienne mi¢dzyobiektowe stanowily odpowiednio: podany
hormon (GA vs. ABA vs. Kontrola) oraz stadium rozwoju nasion (dzien 15 vs. 20 vs. 30).

Za poziom istotno$ci przyjeto prog o = 0,05.
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5. Wyniki

5.1. Sekwencjonowanie bibliotek cDNA

5.1.1. Walidacja RNA

Do przygotowania bibliotek cDNA wykorzystano RNA bardzo wysokiej jakosci, ktore
w analizach z wykorzystaniem rozdziatlu kapilarnego w urzadzeniu BioAnalyzer 2100
przyjmowaty wartos$ci powyzej 9. Przykladowe wykresy obrazujace jako$¢ oraz ilos¢ kwasu

rybonukleinowego zaprezentowano na Rycinie 4.

10 DAA 20 DAA 30 DAA
N10d.2
|
Ll i
|
| ] (R ATR
: R s \ 2
b B | W b N et = b [ 1o s L b 4 T b S5 0 | = Aerrmasnti i Nl S [ Lo
2 5 X s @ 0 5 & » 9 s I » 2 M [
Stezenie RNA: 196,6864 ng/ul Stezenie RNA : 249,2016 ng/ul Stezenie RNA : 183,6563 ng/pl
Stosunek rRNA [25s / 185]: 2,647266 Stosunek rRNA [25s/ 18s]: 2,620137 Stosunek rRNA [25s / 18s]: 4,179735
RNA Integrity Number (RIN): 10 RNA Integrity Number (RIN): 9.8 RNA Integrity Number (RIN): 9

Rycina 4. Przyktadowe elektroforegramy rozdziatu kapilarnego przy uzyciu BioAnalyzer 2100
stanowigce obraz rozdzialu czasteczek RNA dla prob nasion w wariantach 10, 20,30 DAA
wraz z uzyskanymi stezeniami RNA [ng/ul], warto$ciami stosunku powierzchni pikow dla frakcji 25s
i 18s rRNA oraz otrzymana warto$¢ integralnosci RNA (RIN).

5.1.2. Identyfikacja homologéw genéw zwiazanych z rozwojem nasion
i gromadzeniem bialek zapasowych

Identyfikacje sekwencji homologicznych do wybranych gendéw zwigzanych
z rozwojem nasion 1 gromadzeniem bialek zapasowych wykonano na podstawie
sekwencjonowania RNA-seq. Zestawiajac ze sobg zsekwencjonowane fragmenty
przyporzadkowano zidentyfikowane sekwencje do gendw wystepujacych u wielu gatunkow
roslin, zwlaszcza ro$lin straczkowych. Wszystkie zidentyfikowane sekwencje wykazatly
homologi¢ wynoszacg ok. 90% identycznosci wzgledem gendéw wystepujacych u Lupinus
angustifolius. Dla wszystkich zidentyfikowanych genéw stwierdzono wystepowanie domen

charakterystycznych dla ich odpowiednikow np. domena B3 u LIABI3, LIFUSS3, LILEC2.
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Wszystkie dane zostaly zdeponowane w Banku Genow (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)

pod numerem akcesyjnym: GSE207091.

5.1.3. Aktywno$¢ transkrypcyjna wybranych genéw

Zastosowanie sekwencjonowania RNA wysokiej przepustowosci pozwolito okresli¢
zmiany poziomu ekspresji genéw zwigzanych z rozwojem nasion i gromadzeniem biatek
zapasowych w nasionach tubinu z6ttego odmiany Taper. Ekspresj¢ oznaczono
z zastosowaniem wielokrotnego testowania i wyznaczenia log,FC. Dla wszystkich
uzyskanych wynikow okreslono istotno$¢ statystyczng i tylko w przypadku LIPKL byta ona
nieznacznie wigksza niz 0,01. W przypadku pozostatych genow kazdorazowo uzyskano
wynik znacznie nizszy od p = 0,01. Wyniki dla zidentyfikowanych genéw zaprezentowano

ponize;j.
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5.1.3.1. Aktywnos¢ transkrypceyjna LIPKL (LIPICKLE)

W odniesieniu do wartosci obserwowanej w dziesigtym dniu po wyksztatceniu kwiatu
(10 DAA), oznaczono spadek aktywnosci transkrypcyjnej dla genu LIPKL w dwudziestym
dniu (20 DAA) do wartosci 0,73 (p = 0,01). Po kolejnych dziesigciu dniach, wzglgdna ilos¢
transkryptow badanego genu spadta do poziomu 0,48 (p = 0,0169) w poroéwnaniu do warto$ci

poczatkowej. Wyniki zaprezentowano na Wykresie 1.

Ekspresja genu LIPKL

1,2

0,8
0,6

04

Wzgledny poziom ekspresji

0,2

10 DAA 20 DAA 30DAA

Wykres 1. Poréownanie zmian poziomu ekspresji genu LIPKL pomigdzy przeanalizowanymi
bibliotekami cDNA; DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis)
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5.1.3.2. Aktywnos¢ transkrypceyjna LILEC2 (LILEAFY COTYLEDON?2)

W przypadku genu LILEC2 zidentyfikowany wzorzec ekspresji wskazuje na wzrost
aktywnos$ci transkrypcyjnej migdzy dziesigtym a dwudziestym dniem po wyksztalceniu
kwiatu (4,79E%%). W ostatnim badanym etapie rozwoju nasion (30 DAA) odnotowano niemal
20 - krotny spadek ekspresji genu LIPKL w poréwnaniu do poprzedniego dnia rozwoju
(p = 0,00041). Wyniki przedstawiono na Wykresie 2.

Ekspresja genu LILEC2
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0 [ ]

10 DAA 20DAA 30DAA
Wykres 2. Poroéwnanie zmian poziomu ekspresji genu LILEC2 pomig¢dzy przeanalizowanymi
bibliotekami cDNA; DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis)
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5.1.3.3. Aktywnos¢ transkrypcyjna LIABI3 (LIABA INSENSITIV3)

Porownujgc poziom ekspresji genu LIABI3 pomigdzy trzema skonstruowanymi
bibliotekami cDNA wykazano wzrost ilosci transkryptow badanego genu w kolejnych dniach
rozwoju nasion. Aktywno$¢ transkrypcyjna genu LIABI3 w 20 DAA wzrosta niemal
200-krotnie w poréwnaniu do wartosci poczatkowej (p = 5,65E™%). Z kolei w 30 dniu

wZ ny poziom ekspresji genu rzyjmowal warto$¢ okoto pie¢ razy wieksz
gledny pozi kspresji g LIABI3 przyj ! koto pig y wigksza

-150

w porownaniu do wariantu 20 DAA (p = 4,86E"). Wyniki zaprezentowano na Wykresie 3.

Ekspresja genu LIABI3
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400
300
200

0

10 DAA 20 DAA 30 DAA

Wzgledny poziom ekspresji

Wykres 3. Porownanie zmian poziomu ekspresji genu LIABI3 pomiedzy przeanalizowanymi

bibliotekami cDNA; DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis)
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5.1.3.4. Aktywnos¢ transkrypceyjna LIFUS3 (LIFUSCA3)

Okreslona w doswiadczeniu RNA-seq aktywno$¢ transkrypcyjna genu LIFUS3
wskazuje na wzrost ilosci mRNA badanego genu w dwudziestym dniu po wyksztatceniu
kwiatu (20 DAA) w poréwnaniu do wartoéci z dnia dziesiatego (p = 3,38E®). Natomiast po
uplywie kolejnych dziesieciu dni, odnotowano spadek wzglednego poziomu ekspresji genu
LIFUS3 w pordwnaniu do warto$ci wariantu poprzedniego (20 DAA) (p = 7,56667E ).
Wyniki przedstawiono na Wykresie 4.

Ekspresja genu LIFUS3
450
400
350
300
250
200
150
100

Wzgledny poziom ekspresji

50

10 DAA 20 DAA 30 DAA

Wykres 4. Poroéwnanie zmian poziomu ekspresji genu LIFUS3 pomiedzy przeanalizowanymi

bibliotekami cDNA; DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis)
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5.1.3.5. Aktywnos¢ transkrypcyjna LIVALL (LIVP1/ABI3-like)

Wzorzec aktywnosci transkrypcyjnej genu LIVAL1 wykazuje liniowy wzrost
pomi¢dzy badanymi etapami rozwoju nasion. Odnotowano niemal trzykrotny
wzrost wzglednego poziomu ekspresji genu LIVALL pomigdzy dziesigtym a dwudziestym
dniem po wyksztatceniu kwiatu (p = 0,001). Wzrost ilosci transkryptoéw opisywanego genu
zaobserwowano takze w ostatnim z badanych etapéw rozwoju nasion, w pordwnaniu

do wariantu 20 DAA (p = 0,001). Wyniki przedstawiono na Wykresie 5.

Ekspresja genu LIVALI

4,5

4
35
3
2,5
1,5
1
e
0

10 DAA 20 DAA 30 DAA

Wzgledny poziom ekspresji
(3=

Wykres 5. Poréownanie zmian poziomu ekspresji genu LIVAL1 pomigdzy przeanalizowanymi

bibliotekami cDNA; DAA — dzien po wyksztalceniu kwiatu (Day After Anthesis)
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5.1.3.6. Aktywnos¢ transkrypcyjna LIBETA

W przypadku gendéw kodujacych B-konglutyny zidentyfikowany wzorzec ekspresji
wskazuje na wzrost aktywnos$ci transkrypcyjnej w ostatnim z badanych etapow rozwoju
nasion (30 DAA). W 20 DAA wzgledny poziom ekspresji genéw LIBETA osiaggnat wartosé
trzykrotnie wyzsza (3,10) w poréownaniu do wariantu 10 DAA (p = 0,005).
Natomiast w 30 dniu odnotowano niemal 18-tysieczny wzrost ilo$ci transkryptow gendw

kodujacych B-konglutyny (5,17E%%). Wyniki zaprezentowano na Wykresie 6.

Ekspresja genu LIBETA
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Wzgledny poziom ekspresji

1000

10 DAA 20 DAA 30 DAA

Wykres 6. Porownanie zmian poziomu ekspresji genu LIBETA pomig¢dzy przeanalizowanymi

bibliotekami cDNA; DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis)
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5.1.3.7. Aktywnos¢ transkrypcyjna LIDELTAZ2

Podobnie jak w przypadku genow LIBETA, takze gen kodujacy o-konglutyne
wykazywal najwyzszy wzgledny poziom ekspresji w 30 dniu po wyksztalceniu kwiatu.
W 20 DAA ilo§¢ mRNA badanego genu przyjmowala warto$¢ niemal pigciokrotnie wyzsza
(4,8) w poréwnaniu do poprzedniego etapu rozwoju nasion (p = 1,55E°%°). Natomiast po
kolejnych ~ dziesicciu dniach wzrosta niemal 700-krotnie (p = 9,7283E'%).

Wyniki zobrazowano na Wykresie 7.
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Wykres 7. Porownanie zmian poziomu ekspresji genu LIDELTA2 pomigdzy przeanalizowanymi

bibliotekami cDNA; DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis)
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5.2. Aktywnos$¢ transkrypcyjna wybranych genow uzyskana metoda Real-Time PCR
pod wplywem aplikacji ABA i GA

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen RT-QPCR ustalono wzorzec ekspresji
zidentyfikowanych genéw w nasionach tubinu z6ttego odmiany Taper w kolejnych dniach ich
rozwoju (15, 20, 30 DAA) w warunkach kontrolnych oraz pod wptywem aplikacji ABA lub
GA, w wyznaczonych godzinach zbioru materiatu (Oh, 4h, 8h).

We wszystkich wariantach oznaczany poziom ekspresji wszystkich badanych genow
odnoszono do ilosci mRNA genu referencyjnego. Dla kazdego z wariantow przeprowadzono
trzy niezalezne powtorzenia biologiczne. W przypadku wszystkich wariantow 1 powtorzen
biologicznych wykonano po cztery powtorzenia techniczne.

Aby zweryfikowac istotnos$¢ statystyczng wynikow przeprowadzonych doswiadczen
RT-gPCR, wykonano analize wariancji w modelu mieszanym (3x3x3). Zmienng
wewnatrzgrupowa byla godzina zbioru materiatu (Oh vs. 4h vs. 8h), natomiast zmienne
miedzyobiektowe stanowity odpowiednio: podawany fitohormon (GA vs. ABA vs. Kontrola)

oraz etap rozwoju nasion (dzien 15 vs. 20 vs. 30).
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5.2.1. Aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIPKL

Analiza roznic aktywnosci transkrypcyjnej genu LIPKL (Wykres 8.) wykazala istotny
statystycznie efekt interakcji pomigdzy wszystkimi badanymi czynnikami, F(8,24) = 8,04;
p <0,001; M2 =0,73 (F — warto$¢ testy ANOVA, p - istotnos¢ statystyczna testu, n2 — procent

wyjasnionej wariancji przez czynniki wprowadzone do modelu).

Ekspresja genu LIPKL

0,12 £
#
1
0,10 ! L 1
, c R 1 .
[

b~ 1 # 1 o #
g c ;
I o8 2 L #
— 2 a
nx_ 2 a 2 &
.:_ a * a 2
=, .
g 0,06 111 # # E [: = Kontrola
1) a a a 1 1 1 4 W ABA
v 44 4 11y b
E von bb g, 4 HGA
- 4 ##
o
o
>
=
k)
L o002
&
=

0,00

Oh Oh 4h 8h
15DAA 20DAA 30DAA

Wykres 8. Wzgledna aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIPKL w nasionach tubinu zoéttego odmiany
Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju po zastosowaniu
ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia: DAA — dzien po wyksztalceniu kwiatu (Day After
Anthesis), ABA — nasiona po aplikacji kwasu abscysynowego, GA — nasiona po aplikacji gibereliny
(GA;). Btedy pomiaru stanowig 95% przedziaty ufnosci dla zebranych danych. Oznaczenia istotnosci
statystycznej:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic miedzy stadiami dla poszczegdlnych godzin pomiaru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic miedzy godzinami zbioru wewnatrz danego stadium

*, M # — efekty proste dla réznic miedzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.2.1.1. Roznice ekspresji LIPKL w kolejnych dniach rozwoju nasion
w wariantach K/ABA/GA

Analiza réznic w zakresie zmian aktywnosci transkrypcyjnej genu LIPKL pomiedzy
kolejnymi dniami rozwoju nasion, dla poszczegdlnych godzin zbioru wsérod nasion z grupy
kontrolnej oraz traktowanej ABA lub GA, wykazata istotne statystycznie efekty, ktore byty
identyczne w kazdej badanej probie. Niezaleznie od rodzaju podawanego hormonu oraz
godziny zbioru, nastgpowat istotny statystycznie spadek genu LIPKL migdzy 15 a 20 dniem
po wyksztatceniu kwiatu, na poziomach istotnosci, co najmniej p < 0,05. Natomiast
w 30 DAA nastgpowal wzrost ekspresji badanego genu, ktory byt istotnie statystycznie
wyzszy niz w 20 DAA, na poziomie p < 0,01 oraz wyzszy od dnia pigtnastego (p < 0,05).
Wyniki przedstawiono na Wykresie 8.

5.2.1.2. Roznice ekspresji LIPKL w godzinach 0h/4h/8h w analizowanych
wariantach

Analizujac zmiany poziomu mRNA genu LIPKL w grupie kontrolnej, potwierdzono
wystepowanie istotnych réznic w 15 1 30 DAA. Oznacza to, ze w 20 DAA nie wystapity
istotne zmiany ekspresji badanego genu pomigdzy poszczegdlnymi godzinami zbioru.
Odnotowano istotny statystycznie wzrost aktywnosci transkrypcyjnej genu LIPKL w 15 DAA
pomiedzy godzing zero oraz 6sma (p = 0,009). W 30 dniu po wyksztatceniu kwiatu (30 DAA)
stwierdzono wzrost ekspresji genu LIPKL pomigdzy godzing zero a czwartg (p = 0,027),
a nastepnie istotny spadek do wartosci poczatkowej miedzy godzing czwartg i Osmg
(p = 0,009) (Wykres 8.).

W przypadku nasion roslin, ktérym aplikowano ABA, wykazano istotne statystycznie
zmiany w 15 DAA. Stwierdzono wzrost aktywnosci transkrypcyjnej genu LIPKL w godzinie
czwarte] (p = 0,003) oraz w godzinie 6smej (p = 0,009) w poréwnaniu do godziny zerowe;.
W 20 dniu (20 DAA) w nasionach roslin traktowanych ABA, obserwowano wzrost poziomu
MRNA genu LIPKL jedynie w okresie migdzy godzing zero a czwarta, charakteryzujacy si¢
istotnoscig statystyczng (p = 0,007). Natomiast w 30 DAA, nie stwierdzono zadnych istotnych
statystycznie zmian w aktywnos$ci transkrypcyjnej genu LIPKL ws$réd nasion roslin
poddanych dziataniu ABA (Wykres 8.).

Badajac wplyw aplikacji GA, stwierdzono niemal identyczne zalezno$ci jak
w przypadku nasion roslin traktowanych ABA. W dniu 15. nastapit istotny wzrost ekspresji

genu LIPKL w godzinie czwartej (p < 0,001), utrzymujacy si¢ rowniez w godzinie 6smej
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(p < 0,001) w porownaniu do godziny zero. W 20 DAA zaobserwowano jedynie istotny
wzrost ilosci transkryptu opisywanego genu migdzy godzing zero a czwartg, ktoéry utrzymat
si¢ takze w godzinie 6smej, wykazujgc istotno$¢ statystyczng odpowiednio (p = 0,005),
(p = 0,032). Nie stwierdzono natomiast istotnych zmian w ostatnim badanym dniu rozwoju
(30 DAA). Wyniki przedstawiono na Wykresie 8.

5.2.1.3. Roznice ekspresji LIPKL w warunkach kontrolnych oraz pod
wplywem dzialania hormonow

Analiza r6znic migdzy grupami nasion w 15 dniu wykazata, ze w godzinie czwartej
nasiona poddawane dziataniu egzogennej aplikacji GA mialy istotnie wyzszy poziom
ekspresji genu LIPKL w poréwnaniu do nasion kontrolnych (p = 0,021). Natomiast w 6smej
godzinie potwierdzono istotnie wyzszy poziom aktywno$ci transkrypcyjnej badanego genu w
nasionach roslin traktowanych GA w poréwnaniu do nasion ro$lin, ktéorym podawano ABA
(p = 0,031) oraz kontrolnych (p = 0,012) (Wykres 8.).

W 20 dniu po wyksztatceniu kwiatow nie stwierdzono istotnych réznic w poziomach
ekspresji migdzy badanymi wariantami w godzinie zerowej oraz 6smej. Potwierdzono
natomiast, ze w czwartej godzinie nasiona kontrolne miaty istotnie nizszy poziom aktywnosci
transkrypcyjnej genu LIPKL w poréwnaniu do nasion roslin poddanych dziataniu ABA i GA,
wykazujacy istotnosc¢ statystyczng odpowiednio (p = 0,017) oraz (p = 0,004).

W 30 DAA zaobserwowano jedyna roznice w godzinie zerowej, w ktorej to nasiona
roslin po aplikacji GA mialy istotnie Statystycznie wyzszy poziom ekspresji badanego genu
w porownaniu do nasion kontrolnych (p = 0,029). Wyniki przedstawiono na Wykresie 8.
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5.2.2. Aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LILEC2

Analiza réznic w poziomie ekspresji genu LILEC2 (Wykres 9.), wykazata istotny
statystycznie efekt gléwny stadium rozwoju: F(2,12) = 1644,97; p < 0,001; n2 = 0,99.
Oznacza to, ze obnizenie aktywnos$ci transkrypcyjnej genu LILEC2 bylo niezalezne od
zastosowanych fitohormondéw oraz od godziny, w ktorej zbierano material. Natomiast sam
etap rozwoju nasion wykazywat, ze w kolejnych badanych okresach nastepowal istotny
spadek ekspresji genu LILEC2. W kazdym z opisywanych przypadkéw poziom istotnosci byt
nizszy od wartosci p = 0,05.
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Wykres 9. Wzgledna aktywnos¢ transkrypcyjna genu LILEC2 w nasionach tubinu zottego odmiany
Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju po zastosowaniu
ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia: DAA — dzien po wyksztalceniu kwiatu (Day After
Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego, GA — nasiona roslin po aplikacji
gibereliny (GAg). Btedy pomiaru stanowia 95% przedziaty ufnosci dla zebranych danych. Oznaczenia
istotnos$ci statystycznej:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 —efekty proste dla r6znic miedzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # - efekty proste dla roznic migedzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.2.3. Aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIABI3

Analiza r6éznic w poziomie aktywnos$ci transkrypcyjnej genu LIABI3 (Wykres 10.),
wykazata istotny statystycznie efekt interakcji pomiedzy wszystkimi czynnikami,
F(8,24)=3,30; p=0,011;n2 =0,52.
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Wykres 10. Wzgledna aktywno$¢ transkrypcyjna genu LIABI3 w nasionach tubinu zottego odmiany
Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju po zastosowaniu
ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia: DAA — dzien po wyksztalceniu kwiatu (Day After
Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego, GA — nasiona ro$lin po aplikacji
gibereliny (GA;). Bledy pomiaru stanowia 95% przedziaty ufnos$ci dla zebranych danych. Oznaczenia
istotnosci statystyczne;j:

a, b, ¢ — efekty proste dla réznic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla réznic miedzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # - efekty proste dla roznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okre$lonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.2.3.1. Roznice ekspresji LIABI3 w kolejnych dniach rozwoju nasion
w wariantach K/ABA/GA

Poziom ekspresji genu LIABI3 wykazywatl istotne roznice o charakterze liniowym
w kazdym kolejnym dniu rozwoju nasion. Wykazano, ze jest on niezalezny od godziny oraz
podawanego fitohormonu. W kazdej grupie nasion i kazdej godzinie zbioru, stwierdzono
wyzszy poziom aktywnosci transkrypcyjnej genu LIABI3, a zaleznosci te byly istotne
statystycznie, przybierajac warto$¢ co najmniej p < 0,05. Wyniki przedstawiono na
Wykresie 10.

5.2.3.2. Roznice ekspresji LIABI3 w godzinach 0h/4h/8h w analizowanych
wariantach

Analiza réznic aktywno$ci transkrypcyjnej badanego genu w nasionach kontrolnych
wykazata istotny statystycznie wzrost ekspresji genu LIABI3 w 15 DAA w czwartej
(p < 0,001) oraz 6smej godzinie zbioru (p < 0,001) w poréwnaniu do warto$ci poczatkowe;.
Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w 20 DAA, w ktérym poziom mRNA genu LIABI3 byt
wyzszy w czwartej (p < 0,001) i 6smej godzinie (p = 0,001) w poréwnaniu do wartosci
z godziny zero. W 30 dniu od wyksztalcenia funkcjonalnego kwiatu, nie stwierdzono
istotnych zmian migdzy czwartg i zerowa godzing. Jednakze uzyskano istotnie wyzszy
poziom aktywnos$ci transkrypcyjnej badanego genu w godzinie 6smej w porownaniu do
godziny zerowej (p = 0,001) i czwartej (p = 0,026) (Wykres 10.).

Wsrdéd nasion ro$lin - poddanych dzialaniu egzogennego ABA, w 15 DAA
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ekspresji genu LIABI3 miedzy godzing zerowsa
a czwarta (p = 0,001) oraz zerowa a 6sma (p = 0,005). Podobny efekt uzyskano w 20 DAA,
w ktérym poziom transkryptow badanego genu z godziny czwartej (p = 0,002) i 6smej
(p = 0,005) byt wyzszy niz w godzinie zerowej. Z kolei w 30 DAA zaobserwowano
czesciowo odwrotng zalezno$é, ktora wskazywata na istotny spadek ekspresji genu LIABI3
w Osmej godzinie (p = 0,034) w poréwnaniu do godziny zerowej. Natomiast w godzinie
czwartej nie odnotowano istotnych statystycznie zmian (Wykres 10.).

W nasionach w poczatkowym etapie rozwoju (15 DAA), poddanych dziataniu GA,
zauwazono istotnie wyzszy poziom ekspresji genu LIABI3 po czterech godzinach od podania
fitohormonu (p < 0,001) oraz o$miu godzinach (p = 0,001) w poréwnaniu do godziny
zerowej, przed aplikacja GA. W 20 DAA odnotowano liniowy efekt wzrostu aktywnos$ci
transkrypcyjnej badanego genu. Stwierdzono istotnie wyzszy poziom mRNA genu LIABI3

w godzinie czwartej (p = 0,007) oraz 6smej (p < 0,001) w poréwnaniu do wartosci z godziny
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zero. Potwierdzono takze wyzszy poziom ekspresji genu LIABI3 w o6smej godzinie
w porownaniu do czwartej (p = 0,002). W 30 DAA odnotowano istotny wzrost ilosci
transkryptow badanego genu w ésmej godzinie w porownaniu do godziny zerowej (p = 0,023)

i czwartej (p = 0,046). Wyniki przedstawiono na Wykresie 10.

5.2.3.3. Roznice ekspresji LIABI3 w warunkach kontrolnych oraz pod
wplywem dzialania hormonow

Analizujgc Roznice miedzy badanymi wariantami nasion w 15 DAA (Wykres 10.),
stwierdzono jedynie istotny statystycznie spadek ekspresji genu LIABI3 po o$miu godzinach
od podania ABA w poréwnaniu do nasion z grupy kontrolnej (p = 0,017).

W 20 DAA w godzinie zerowej stwierdzono istotny statystycznie wzrost ekspresji
genu LIABI3 pomigdzy nasionami ro$lin poddanych dzialaniu egzogennego GA
a kontrolnymi (p = 0,017) (Wykres 10.). Dodatkowo, zaobserwowano istotnie wyzszy poziom
aktywnos$ci transkrypcyjnej badanego genu wsrdd nasion z grupy GA w d6smej godzinie
zbioru w porownaniu do nasion ro$lin traktowanych ABA (p = 0,011) i kontrolnych
(p = 0,029).

W nasionach z dnia 30. w godzinie zero, zaobserwowano istotnie wyzszy poziom
ekspresji genu LIABI3 po podaniu GA w poréwnaniu do nasion roslin po aplikacji ABA
(p = 0,038) oraz kontrolnych (p = 0,002). W czwartej godzinie zbioru, zaobserwowano istotny
statystycznie, wyzszy poziom transkryptu genu LIABI3 jedynie w nasionach roslin po
aplikacji GA w poréwnaniu do nasion roslin traktowanych ABA (p = 0,040). Podobny efekt
odnotowano w o6smej godziny, w ktorej wyzszy poziom ekspresji genu LIABI3
charakteryzowat nasiona roslin po podaniu GA niz po aplikacji ABA (p = 0,001). Co wigcej,
nasiona z grupy ABA mialy rowniez nizszy poziom mRNA genu LIABI3 od nasion
kontrolnych (p = 0,009). Wyniki przedstawiono na Wykresie 10.
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5.2.4. Aktywnos$¢ transkrypceyjna genu LIFUS3

Analiza réznic pozioméw aktywnosci transkrypcyjnej genu LIFUS3 (Wykres 11.),
wykazata istotny statystycznie efekt interakcji pomigdzy wszystkimi czynnikami,
F(8,24)=3,23; p=0,012; 12 =0,52.
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Wykres 11. Wzgledna aktywno$¢ transkrypeyjna genu LIFUS3 w nasionach tubinu zoéttego odmiany
Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju po zastosowaniu
ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia: DAA — dzien po wyksztalceniu kwiatu (Day After
Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego, GA — nasiona roslin po aplikacji
gibereliny (GAg). Btedy pomiaru stanowia 95% przedziaty ufnosci dla zebranych danych. Oznaczenia
istotnosci statystyczne;j:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 —efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.2.4.1. Roznice ekspresji LIFUS3 w kolejnych dniach rozwoju nasion
w wariantach K/ABA/GA

Wsréd nasion kontrolnych w godzinie zerowej, stwierdzono istotny statystycznie
wzrost ekspresji genu LIFUS3 miedzy 15 DAA a 20 DAA (p < 0,001), a takze w godzinie
czwartej (p = 0,003) (Wykres 11.). Natomiast w godzinie Osmej nasiona kontrolne
wykazywaty liniowy wzrost, wraz z kolejnymi dniami rozwoju, gdyz aktywno$¢
transkrypcyjna genu LIFUS3 byta wyzsza w 30 DAA niz w 20 DAA (p = 0,013) i 15 DAA
(p = 0,009). Nasiona w 20 DAA takze wykazywaly wyzszy poziom mRNA badanego genu
niz w poczgtkowym etapie ich rozwoju (15 DAA) (p = 0,004).

Nasiona ro$lin, ktorym aplikowano ABA, w zerowej godzinie pomiaru wykazywaty
istotny statystycznie wzrost ilosci mMRNA genu LIFUS3 miedzy 15 DAA a 20 DAA
(p < 0,001) (Wykres 11.). W czwartej oraz Osmej godzinie, zaobserwowano niemal
identyczne liniowe efekty wzrostu genu LIFUS3 pomiedzy badanymi dniami rozwoju,
wskazujace na wyzszy poziom ekspresji opisywanego genu w 20 DAA w porownaniu
do 15 DAA (p < 0,01). Podobnie wsérdd nasion roslin traktowanych ABA, aktywno$¢
transkrypcyjna genu LIFUS3 byla wyzsza w 30 dniu w czwartej i 6smej godzinie
w porownaniu do 15 DAA (p <0,01) oraz 20 DAA (p <0,05).

Wsrod nasion roslin poddanych dziataniu GA, zaobserwowano identyczne efekty
liniowej zalezno$ci dodatniej w zerowej i czwartej godzinie. Poziom ekspresji LIFUS3 byt
wyzszy w wariancie 30 DAA w poréwnaniu do odnotowanego w dniu 20. (p < 0,05)
i 15. (p < 0,01). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku dwoch ostatnich z
wymienionych wariantoéw, w ktérych w pierwszym ilos¢ mRNA badanego genu byla wyzsza
z warto$cig istotnos$ci statystycznej na poziomie (p < 0,01). W oOsmej godzinie
zaobserwowano jedynie wzrost mRNA badanego genu miedzy 15 DAA a 20 DAA
(p < 0,001). Wyniki przedstawiono na Wykresie 11.
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5.2.4.2. Roznice ekspresji LIFUS3 w godzinach 0h/4h/8h w analizowanych
wariantach

W grupie kontrolnej, w wariancie 15 DAA zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej genu LIFUS3 w godzinie czwartej (p = 0,009) oraz 6smej (p = 0,001)
w porownaniu do godziny zerowej. Z kolei w 20 DAA zaobserwowano odwrocony efekt,
w ktorym poziom ekspresji genu LIFUS3 byt wyzszy w godzinie zerowej, niz czwartej
(p = 0,033) 1 6smej (p = 0,001). Natomiast w 30 DAA w nasionach z grupy kontrolnej nie
stwierdzono istotnych roznic ilosci mRNA badanego genu w poszczegolnych godzinach
prowadzanego badania (Wykres 11.).

W przypadku nasion roslin poddanych dziataniu egzogennego ABA potwierdzono,
ze w 15 DAA w godzinie zerowej poziom ekspresji genu LIFUS3 byt istotnie nizszy
w poroéwnaniu do godziny czwartej (p = 0,001) i 6smej (p = 0,010). Co wigcej, pomigdzy
godzing czwartg i 6smg nastgpit istotny spadek aktywnosci transkrypcyjnej genu LIFUS3
(p = 0,003). W 20 dniu zaobserwowano istotny spadek ekspresji genu LIFUS3 miedzy
godzing czwartg a 6sma w nasionach ro$lin poddanych dziataniu ABA (p = 0,026).
W 30 DAA nie odnotowano zadnych istotnych statystycznie roznic (Wykres 11.).

Wsrdd nasion roslin po aplikacji GA, analizujac pomiary z wariantu 15 DAA, rowniez
odnotowano istotne statystycznie roéznice. Poziom ekspresji genu LIFUS3 wzrést w godzinie
czwartej (p = 0,001) i 6smej (p < 0,001) w poréwnaniu do pomiaru poczatkowego (Oh).
Dodatkowo, potwierdzono istotny spadek aktywnosci transkrypcyjnej genu LIFUS3 migdzy
godzing czwartg a 6sma (p = 0,006). Natomiast w nasionach w 20 dniu potwierdzono jedynie
istotny spadek mMRNA LIFUS3 migdzy 6smg godzing w porownaniu do poczatkowej wartosci
w godzinie zero (p = 0,043). Identyczny efekt uzyskano w wariancie 30 DAA, ktoéry
wskazywat na istotny spadek ilosci transkryptow LIFUS3 w godzinie 6smej w poréwnaniu do

poczatkowego pomiaru (p = 0,047). Wyniki przedstawiono na Wykresie 11.
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5.2.4.3 Roznice ekspresji LIFUS3 w warunkach kontrolnych oraz pod
wplywem dzialania hormonow

Analiza r6znic miedzy wariantami nasion wykazata, ze nie wystgpity istotne rdznice
w aktywnosci transkrypcyjnej genu LIFUS3 w 15 DAA oraz w 30 DAA. Zaohserwowano
natomiast statystycznie istotne efekty w 20 DAA. W czwartej godzinie stwierdzono wyzszy
poziom ekspresji genu LIFUS3 wérod nasion roslin poddanych dziataniu ABA w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (p = 0,004). W pozostatych przypadkach nie uzyskano istotnych réznic
miedzy grupami. Wyniki przedstawiono na Wykresie 11.

5.2.5. Aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIVAL1

Analiza r6znic wzglgdnych poziomow ekspresji genu LIVALL (Wykres 12.), wykazata
istotny statystycznie efekt interakcji pomigdzy wszystkimi czynnikami, F(8,24) = 3,59; p =
0,007; n2 =0,55.
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Wykres 12. Wzgledna aktywnos¢ transkrypcyjna genu LIVALL w nasionach tubinu zéttego odmiany
Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju po zastosowaniu
ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia: DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After
Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego, GA — nasiona ro$lin po aplikacji
gibereliny (GA;). Bledy pomiaru stanowia 95% przedziaty ufnosci dla zebranych danych. Oznaczenia
istotnosci statystyczne;j:

a, b, ¢ — efekty proste dla réznic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju
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*, N # — efekty proste dla réznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju

5.2.5.1. Roznice ekspresji LIVAL1 w kolejnych dniach rozwoju nasion
w wariantach K/ABA/GA

Wsréd nasion kontrolnych w zerowej godzinie, zaobserwowano jedynie istotny
statystycznie spadek aktywnosci transkrypcyjnej genu LIVALL pomigdzy 15 DAA a 20 DAA
(p < 0,001) (Wykres 12.). Odnotowano istotnie wyzszy poziom ekspresji badanego genu
w czwartej godzinie w 30 dniu w porownaniu do wariantow 20 (p = 0,039) i 15 DAA
(p = 0,029). Podobnie w 6smej godzinie, wsrod nasion z grupy kontrolnej, poziom mRNA
genu LIVAL1 w czwartej godzinie byl wyzszy w probie 30 DAA w poréwnaniu
do 20 (p =0,007) i 15 DAA (p = 0,008).

W nasionach roslin poddanych traktowaniu egzogennego ABA w godzinie zerowej
stwierdzono spadek ekspresji badanego genu miedzy 15 a 20 dniem i oznaczono dla niego
warto$¢ istotnosci statystycznej wynoszaca (p < 0,001) (Wykres 12.). Byt to jedyny,
odnotowany, istotny statystycznie efekt w tej godzinie zbioru. W wariancie 4h, potwierdzono
istotny statystycznie wzrost ilosci transkryptow genu LIVALL w 30 DAA w poréwnaniu
do 15 (p = 0,001) i 20 DAA (p = 0,001). Z kolei w 6smej godzinie, zaobserwowano liniowy
I systematyczny wzrost aktywnoS$ci transkrypcyjnej genu LIVAL1 w nasionach roslin po
aplikacji ABA. Wowczas wyzszy poziom ekspresji badanego genu wystepuje w dniu 20.
w poréwnaniu do 15 DAA (p = 0,012) oraz w dniu 30. w poréwnaniu do 15 DAA (p = 0,004)
i 20 DAA (p = 0,005).

W wariacie obejmujgcym nasiona zebrane z ro$lin poddanych dzialaniu GA,
w godzinie zerowej potwierdzono krzywoliniowy efekt migdzy kolejnymi dniami rozwoju.
Wykazano spadek ekspresji genu LIVAL1 migdzy 15 DAA a 20 DAA (p = 0,001), a nastepnie
istotny statystycznie wzrost w 30 DAA w poréwnaniu do 15 DAA (p = 0,021) i 20 DAA
(p = 0,017). Z kolei w czwartej godzinie zbioru, odnotowano wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej badanego genu jedynie w 30 DAA. Poziom ekspresji genu LIVAL1 byt
woweczas istotnie wyzszy niz w 15 (p = 0,002) i 20 DAA (p = 0,003). W 6smej godzinie
zbioru nasion roslin traktowanych GA, nie zaobserwowano zadnych istotnych statystycznie

zmian ilo$ci transkryptow genu LIVAL1 migdzy kolejnymi dniami ich rozwoju (Wykres 12.).
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5.2.5.2. Roznice ekspresji LIVAL1 w godzinach 0h/4h/8h w analizowanych
wariantach

Analiza zmian aktywnos$ci transkrypcyjnej genu LIVAL1 wewnatrz badanych
wariantOw nasion, w poszczegolnych godzinach, wykazata istotne réznice wsrdéd nasion
kontrolnych w zaleznos$ci od godziny zbioru oraz etapu rozwoju. W 15 DAA zaobserwowano
spadek ekspresji genu LIVAL1 w godzinie czwartej (p < 0,001) oraz 6smej (p = 0,009)
poréwnaniu do wartoéci poczatkowej. Z kolei w 20 DAA odnotowano odwrotny efekt,
w ktorym poziom transkryptow genu LIVALL byt wyzszy w godzinie czwartej (p = 0,006)
1 6smej (p = 0,006) w poréwnaniu do godziny zerowej. W 30 DAA nie zaobserwowano
istotnych zmian w grupie kontrolnej (Wykres 12.).

W przypadku nasion roslin po aplikacji ABA, w poréwnaniu do godziny zerowej,
stwierdzono istotny statystycznie spadek ilosci mRNA genu LIVAL1 w 15 DAA po czterech
(p < 0,001) oraz o$miu godzinach od aplikacji fitohormonu (p = 0,002). W 20 dniu
zaobserwowano wzrost aktywno$ci transkrypcyjnej badanego genu w godzinie Osmej
w porownaniu do wartosci z godziny zerowej (p = 0,003). Natomiast w 30 DAA nie
stwierdzono istotnych zmian w poziomie ekspresji genu LIVALL (Wykres 12.).

Wsrod nasion ro$lin poddanych dzialaniu GA, wykazano istotne roznice w 15 DAA.
Wskazywalty one na wyzszy poziom transkrypcji badanego genu w godzinie zerowej
w poréwnaniu do godziny czwartej (p = 0,002) i 6smej (p = 0,013). Natomiast w 20 dniu
zaobserwowano odwrotng zalezno$¢: aktywnos¢ transkrypcyjna genu LIVALL w zerowej
godzinie zbiordw byla istotnie nizsza niz w czwartej (p = 0,001) 1 6smej (p = 0,021).
W 30 DAA nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic. Wyniki przedstawiono na

Wykresie 12.
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5.2.5.3 Roznice ekspresji LIVAL1 w warunkach kontrolnych oraz pod
wplywem dzialania hormonow

Analiza zmian poziomu ekspresji genu LIVAL1 pomiedzy badanymi wariantami
nasion, wykazata istotne statystycznie réznice w poszczegélnych godzinach i etapach ich
rozwoju. W przypadku wariantu 15 DAA, uzyskano zaledwie jedng istotng roznic¢ po
czterech godzinach od aplikacji GA, ktéra wskazywata na wyzszy poziom ekspresji genu
LIVAL1 w tej grupie nasion w poréwnaniu do nasion kontrolnych (p = 0,008).
W probach 20 DAA jedynie w godzinie zerowej potwierdzono istotnie wyzszy poziom
aktywnos$ci transkrypcyjnej genu LIVALL takze ws$rdd nasion roslin po podaniu GA
w porownaniu do grupy kontrolnej (p = 0,025). Z kolei w 30 DAA, nie stwierdzono istotnych

roéznic pomiedzy poszczegdlnymi wariantami nasion. Wyniki przedstawiono na Wykresie 12.
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5.2.6. Aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIBETA

Analiza réznic poziomow ekspresji genu LIBETA (Wykres 13.), wykazala istotny
statystycznie efekt interakcji pomigedzy wszystkimi czynnikami, F(8,24) = 4,73; p = 0,001;
n2 =0,61.
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Wykres 13. Wzgledna aktywnos¢ transkrypcyjna genu LIBETA w nasionach tubinu zéttego odmiany
Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju po zastosowaniu
ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia: DAA — dzien po wyksztatceniu kwiatu (Day After
Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego, GA — nasiona ro$lin po aplikacji
gibereliny (GAg). Btedy pomiaru stanowia 95% przedziaty ufnosci dla zebranych danych. Oznaczenia
istotnosci statystyczne;j:

a, b, ¢ — efekty proste dla réznic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic miedzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.2.6.1. Roznice ekspresji LIBETA w kolejnych dniach rozwoju nasion
w wariantach K/ABA/GA

Poziom aktywnosci transkrypcyjnej genu LIBETA wykazywal istotny statystycznie
liniowy efekt w trakcie rozwoju nasion, ktory byl niezalezny od podawanego fitohormonu
oraz godziny zbioru (Wykres 13.). Wszystkie poziomy ekspresji badanego genu w kolejnych
dniach rozwoju nasion byty istotnie statystycznie wyzsze, CO najmniej na poziomie p < 0,01.
Wraz z kolejnymi dniami, ilos¢ transkryptéw genu LIBETA rosta w poszczegoélnych zbiorach
godzinowych oraz badanych wariantach (GA, ABA, K). Wyniki przedstawiono na
Wykresie 13.

5.2.6.2. Roznice ekspresji LIBETA w godzinach 0h/4h/8h w analizowanych
wariantach

Analiza r6znic zmian iloSci mRNA LIBETA dla nasion z grupy kontrolnej w 15 DAA
wykazata brak istotnych statystycznie réznic migdzy poszczegdlnymi godzinami zbiorow
(Wykres 13.). W 20 DAA w czwartej godzinie, odnotowano wzrost ekspresji genu
kodujacego konglutyny beta w nasionach z grupy kontrolnej w poréwnaniu do wartosci
z godziny zerowej (p < 0,001). Podobnie w wariancie 30 DAA potwierdzono, ze poziom
transkryptow genu LIBETA wsrod nasion kontrolnych w godzinie czwartej byt istotnie
wyzszy niz w godzinie zero (p = 0,027).

W przypadku nasion roslin traktowanych ABA nie zaobserwowano zadnych istotnych
zmian w poszczegolnych dniach rozwoju, co oznacza, ze poziom ekspresji genu LIBETA byt
zblizony we wszystkich godzinach zbiorow (Wykres 13.).

Natomiast w nasionach roslin po aplikacji GA, zaobserwowano wzrost aktywnosci
transkrypcyjnej badanego genu w 15 DAA po czterech godzinach od aplikacji fitohormonu
(p = 0,005). Taka samg tendencj¢ zaobserwowano porownujac wartosci ekspresji
w wariantach 20 DAA (p = 0,002), dla prob zbieranych po 4h. Z kolei w 30 DAA
potwierdzono krzywoliniowa zaleznos$¢, ktora wskazywata na wzrost ekspresji genu LIBETA
migdzy godzing zero a czwarta (p = 0,005), a nastepnie spadek w godzinie Osmej

w porownaniu do godziny czwartej (p = 0,007). Wyniki przedstawiono na Wykresie 13.
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5.2.6.3. Roznice ekspresji LIBETA w warunkach kontrolnych oraz pod
wplywem dzialania hormonow

W wariancie 15 DAA w czwartej godzinie zbioréw stwierdzono, ze nasiona roslin po
podaniu GA mialy istotnie wyzszy poziom transkryptow genu LIBETA w porownaniu
do nasion kontrolnych (p = 0,002) oraz traktowanych ABA (p = 0,001). Nie stwierdzono
natomiast roznic miedzy nasionami z réznych grup w 6smej godzinic w 15 DAA (Wykres
13)).

Natomiast w kolejnym z badanych etapow (20 DAA), nasiona roslin poddawanych
dziataniu GA mialy istotnie nizszy poziom ekspresji genu LIBETA w zerowej godzinie,
w poroéwnaniu do nasion ro$lin z grupy ABA (p = 0,001) oraz kontrolnych (p = 0,007).
W czwartej godzinie zbioréw w 20 DAA potwierdzono, ze nasiona kontrolne miaty istotnie
wyzszy poziom mRNA badanego genu niz nasiona roslin po aplikacji GA (p = 0,007) i ABA
(p = 0,008). Nie stwierdzono natomiast réznic mi¢dzy wariantami w Osmej godzinie
w probach z 20. dnia po wyksztatceniu kwiatu (Wykres 13.).

Z kolei w 30 DAA w nasionach z grupy kontrolnej, zaobserwowano istotny
statystycznie, nizszy poziom aktywnosci transkrypcyjnej badanego genu W porownaniu do
nasion roslin po podaniu ABA (p = 0,003) i GA (p = 0,002). W czwartej godzinie zbioréw
odnotowano wzrost ekspresji badanego genu jedynie w grupie nasion roslin traktowanych GA
w poréwnaniu do nasion kontrolnych (p = 0,037). Natomiast w 6ésmej godzinie
nie stwierdzono istotnych réznic miedzy badanymi wariantami. Wyniki przedstawiono na

Wykresie 13.
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5.2.7. Aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIDELTA2

Analiza r6znic wzglednego poziomu aktywnosci transkrypcyjnej genu LIDELTAZ2

(Wykres 14.), wykazala istotny statystycznie efekt interakcji pomiedzy wszystkimi
czynnikami, F(8,24) =3,18; p=0,013; 12 =0,51.

800,00
700,00
—
2
S 600,00
3
[
@ 500,00
Q
-~
=
3 400,00
o
3
-
(]
£ 300,00
o
=
[=]
o
- 200,00
[=
o
@
oo
s MW —F—a Tr—y
a a a a a a
# o8 # PR
0,00 -
oh ah
15DAA

Ekspresja genu LIDELTA2

2 12 12

— b 22 by b

12 12 1 b b b . !; l; e

T # # # # i i

o s e

rer man NEE o
8h oh ah 8h

20DAA

m Kontrola
mABA

mGA

o
il
=0 e

e

N

o

8h

Wykres 14. Wzgledna aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIDELTA2 w nasionach tubinu zoltego
odmiany Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju po
zastosowaniu ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia: DAA — dziefh po wyksztatceniu kwiatu
(Day After Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego, GA — nasiona roslin
po aplikacji gibereliny (GAs). Btedy pomiaru stanowig 95% przedziaty ufnosci dla zebranych danych.
Oznaczenia istotnos$ci statystyczne;:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru
1, 2, 3 —efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju
*, N # — efekty proste dla r6znic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.2.7.1. Roznice ekspresji LIDELTA2 w kolejnych dniach rozwoju nasion
w wariantach K/ABA/GA

Podobnie jak w przypadku genu LIBETA, rowniez gen LIDELTA2 w trakcie rozwoju
nasion wykazywal istotny statystycznie liniowy wzrost eksperesji, niezaleznie od
podawanego fitohormonu oraz godziny zbioru, a istotno$¢ statystyczna mig¢dzy badanymi
dniami przybierata warto$¢ na poziomie co najmniej p < 0,01. W kolejnych dniach rozwoju
nasion, poziom ekspresji genu LIDELTAZ2 byt istotnie statystycznie wyzszy. Odnotowany
wzorzec aktywnosci transkrypcyjnej opisywanego genu byl niezalezny od godziny zbioru

oraz podawanego hormonu. Wyniki przedstawiono na Wykresie 14.

5.2.7.2. Roznice ekspresji LIDELTA2 w godzinach Oh/4h/8h
w analizowanych wariantach

Wsrdd nasion grupy kontrolnej w 15 DAA, potwierdzono istotny statystycznie wzrost
aktywnosci transkrypcyjnej genu LIDELTA2 pomiedzy godzing zerowg a czwartg (p = 0,006).
Podobng ro6znice odnotowano w 20 DAA, gdzie ilos¢ mRNA genu LIDELTA2 byta wyzsza
w czwartej godzinie niz zerowej (p < 0,001). Z kolei w 30 DAA nie stwierdzono istotnych
roéznic migdzy ilo$cig transkryptow badanego genu w poszczegolnych godzinach zbiorow dla
grupy kontrolnej (Wykres 14.).

W przypadku nasion ro$lin traktowanych ABA zaobserwowano dwie istotne
statystycznie zmiany ekspresji genu LIDELTA2. W obu przypadkach dotyczyly one prob
z godziny zerowej i czwartej. W tych godzinach stwierdzono wzrost ekspresji badanego genu,
zarowno w 15 (p = 0,036) jak i 20 DAA (p = 0,045). W 30 DAA nie stwierdzono réznic
wsrod nasion roslin, ktorym aplikowano ABA (Wykres 14.).

Natomiast podanie GA spowodowato w 15 dniu wzrost aktywnosci transkrypcyjne;j
genu LIDELTA2 migdzy wariantami z godziny zerowej a czwartej (p < 0,001), a nastepnie w
godzinie 6smej, spadek do wartosci bliskiej poczatkowej (p = 0,030). W 20 DAA,
stwierdzono jedynie istotny wzrost ilosci mRNA genu LIDELTA2 miedzy godzing czwartg
a zerowa (p = 0,005). Natomiast w 30 DAA takze zaobserwowano wzrost ekspresji badanego
genu miedzy godzing zero a czwartg (p = 0,008), a nastepnie spadek w godzinie dsmej
w poréwnaniu do wartosci z godziny czwartej (p = 0,012). Wyniki przedstawiono na
Wykresie 14.

110



5.2.7.3. Roznice ekspresji LIDELTA2 w warunkach kontrolnych oraz pod
wplywem dzialania hormonow

Analiza r6znic mi¢dzy poszczegdlnymi wariantami nasion w 15 DAA wykazala, ze
nasion ro$lin traktowanych GA mialy istotnie wyzszy poziom genu LIDELTA2 w czwartej
godzinie zbioru w porownaniu do nasion z grupy kontrolnej (p = 0,003) oraz nasion roslin,
ktorym podawano egzogennie ABA (p = 0,001). W 6smej godzinie zbiorow w 15 DAA nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic pomi¢dzy grupami nasion (Wykres 14.).

W wariancie 20 DAA, nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy badanymi prébami
zbieranymi w godzinie zerowej oraz Osmej, potwierdzono natomiast istotne rdznice
w godzinie czwartej. Nasiona kontrolne w czwartej godzinie mialy istotnie wyzszy poziom
ekspresji genu LIDELTA2 w poréwnaniu do nasion roslin traktowanych ABA (p = 0,001)
I GA (p = 0,002).

Z w 30 DAA potwierdzono istotne roznice jedynie w przypadku zerowej godziny,
w ktorej nasiona ro$lin po aplikacji ABA mialy nizszy poziom transkryptow LIDELTA2
w poréwnaniu do nasion kontrolnych (p = 0,007) i traktowanych GA (p = 0,023).
Wyniki przedstawiono na Wykresie 14.
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5.3. Aktywnos¢ transkrypcyjna wybranych genéw w warunkach suszy

5.3.1. Wplyw suszy na ekspresje wybranych genow

Przeprowadzone reakcje RT-qPCR pozwolily okreslic wzorzec aktywnos$ci
transkrypcyjnej genow kodujacych konglutyny beta i delta (LIBETA oraz LIDELTA2) oraz
dwoch genow regulujacych proces akumulacji bialek zapasowych (LIPKL i LIABI3)
w nasionach lubinu zo6ttego odmiany Taper, pod wplywem okresowych niedoboréw wody.
W doswiadczeniu tym zbadano jak dlugi okres niedoboru wody zmienia ekspresje
wytypowanych genéw w danym etapie rozwoju nasion (10, 15, 20, 30 DAA). Badane
warianty szczegotowo opisano w Tabeli 1. w Rozdziale 3. ,,Materiaty”, 3.9.3. , Materiat
badawczy wykorzystywany w doswiadczeniach wplywu suszy”.

Aby zweryfikowa¢ istotno$¢ statystyczng uzyskanych wynikoéw, wykonano analizy
roznic z wykorzystaniem testu t Studenta dla prob zaleznych oraz jednoczynnikowej analizy
wariancji. Analizy testem t przeprowadzono w obrebie nasion z 10 DAA i 15 DAA, natomiast

analizy wariancji wykonano dla 20 DAA i 30 DAA z uwagi na wielokrotne pomiary w tych

okresach.
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Wykres 15. Wzgledna aktywnos$¢ transkrypeyjna genu LIABI3 w nasionach tubinu zottego odmiany
Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju w warunkach
okresowych niedoboréw wody. Oznaczenia: K — Kontrola, DAA — dzien po wyksztalceniu kwiatu
(Day After Anthesis), n/s — brak istotnosci statystycznej, * - istotno$¢ statystyczna
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W przypadku zmian aktywnoS$ci transkrypcyjnej genu LIABI3 nie odnotowano
istotnych statystycznie r6znic w 10 DAA mig¢dzy nasionami z grupy kontrolnej, a nasionami
zebranymi w okresie suszy trwajacej od zakwitni¢cia rosliny do 10 DAA (p = 0,341)
(Wykres 15.). W 15 DAA zaobserwowano obnizenie ekspresji genu LIABI3 pod wplywem
niedoboru wody w okresie od zakwitnigcia do 15 dni po wytworzeniu kwiatu w poréwnaniu
do nasion podlewanych regularnie (p = 0,037). W 20 DAA potwierdzono istotny statystycznie
efekt wptywu dlugosci trwania suszy (od zakwitnigcia do 20 DAA), F(3,6) = 144,49;
p = 0,003; n2 = 0,99. Analiza poréwnan parami wykazata, ze jedynie nasiona poddawane
suszy przez okres 0-20 dni wykazywaly istotnie nizszy poziom ekspresji genu LIABI3
w porownaniu do nasion kontrolnych (p = 0,022). Analiza wariancji dla nasion w 30 DAA
wykazata nieistotny statystycznie wpltyw dzialania suszy F(5,10) = 3,53; p = 0,185; 12 = 0,64.
Oznacza to, ze w 30 dniu po wyksztalceniu kwiatu nie bylo réznic w poziomach ekspresji
badanego genu pomigdzy nasionami z grupy kontrolnej a nasionami, ktére bylty poddawane
réznym okresom niedoboru wody (Wykres 15.).

Analiza zmian ilosci transkryptow pozostalych gendéw w poréwnaniach migdzy
nasionami z grupy kontrolnej a nasionami poddanymi suszy w roéznych przedzialach
czasowych, wykazata nieistotny statystycznie wptyw okresowych niedoboréw wody na
ekspresj¢ LIPKL (Wykres 16.), LIBETA (Wykres 17.) oraz LIDELTA2 (Wykres 18.). Oznacza
to, ze dlugo$¢ trwania suszy nie miala istotnego wplywu na poziom aktywnoS$ci
transkrypcyjnej wymienionych genéw w pordwnaniu do poziomu ich ekspresji w nasionach

kontrolnych.
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Wykres 16. Wplyw suszy na aktywnos$¢ transkrypcyjna genu LIPKL w nasionach tubinu zottego
odmiany Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju
w warunkach okresowych niedoborow wody. Oznaczenia: K — Kontrola, DAA — dzien po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), n/s — brak istotnosci statystycznej, * — istotnos¢
statystyczna
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Wykres 17. Wptyw suszy na aktywnos¢ transkrypcyjng genu LIBETA w nasionach tubinu zoéitego
odmiany Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w Kkolejnych dniach rozwoju
w warunkach okresowych niedoboréw wody. Oznaczenia: K — Kontrola, DAA — dzien po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), n/s — brak istotno$ci statystycznej, * — istotnosé¢
statystyczna
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Wykres 18. Wptyw suszy na aktywnos¢ transkrypcyjna genu LIDELTA2 w nasionach tubinu zottego
odmiany Taper w odniesieniu do genu referencyjnego LIACT w kolejnych dniach rozwoju
w warunkach okresowych niedoboréw wody. Oznaczenia: K — Kontrola, DAA — dzien po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), n/s — brak istotno$ci statystycznej, * — istotnosé
statystyczna
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5.4. Wzorzec akumulacji bialek w nasionach lubinu zoltego odmiany Taper

We wszystkich zbadanych probach wyizolowanych z nasion tubinu w réznych etapach
rozwoju, zidentyfikowano 52 biatka nadajace si¢ do oznaczenia ilo$ciowego. Wszystkie
52 bialka zostaty zidentyfikowane w grupie prob referencyjnych, stanowigcej mieszaning
9 probek poddanych analizie. Swiadczy to o doborze odpowiedniej proby odniesienia.

Przedstawione ponizej Ryciny 5. 1 6. przedstawiaja wyniki klastrowania
hierarchicznego przeprowadzonego na zbiorze zidentyfikowanych biatek. Ponizej
przedstawiono wyniki grupowania przeprowadzonego metodami kompletng (complete) oraz
Warda. W obu przypadkach cechg zbioru probek powodujaca najscislejsze grupowanie jest
etap rozwoju nasion (15 DAA / 20 DAA / 30 DAA). Czas prowadzenia eksperymentu
(Oh, 4h, 8h) wydaje si¢ dobrym predyktorem wewnatrz wyzej wymienionych grup
(z wylaczeniem grupy 15 DAA). Zebrane dane wskazuja jednoznacznie, ze podany
fitohormon (GA lub ABA) nie wplywa znaczaco na klastrowanie probek, przeprowadzone na
bazie zawarto$ci kwantyfikowanych biatek. Klastrowanie grup 15 DAA, 20 DAA, 30 DAA
z wykorzystaniem dwoch zastosowanych metod daje odmienne pokrewienstwo (w przypadku
metody kompletnej najbardziej oddzielona jest grupa 15 DAA, w przypadku metody Warda
20 DAA).
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Data Source: Proteins : Abundances (Grouped)
Distance Function: Euclidean
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Scaling: Scale After Clustering
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Rycina 5. Wyniki klastrowania hierarchicznego przeprowadzonego dla grupy badanych probek
(metoda mieszana). Oznaczenia: Culture time — etap rozwoju nasion, Treatment — rodzaj aplikowanej
substancji, Time — godzina zbioru prob, mix — proba referencyjna, DAA — dzien po wyksztalceniu
kwiatu (Day After Anthesis), Control — Kontrola, Sample — proba badana
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Data Source: Proteins - Abundances (Grouped)
Distance Function: Euclidean
Linkage Method: Ward
Scaling: Scale After Clustering
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Rycina 6. Wyniki klastrowania hierarchicznego przeprowadzonego dla grupy badanych probek
(metoda Warda). Oznaczenia: Culture time — etap rozwoju nasion, Treatment — rodzaj aplikowanej
substancji, Time — godzina zbioru prob, mix — proba referencyjna, DAA — dzien po wyksztalceniu
kwiatu (Day After Anthesis), Control — Kontrola, Sample — proba badana
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Dla otrzymanych danych przeprowadzono analiz¢ gtownych sktadnikow (PCA, ang.
Principal Component Analysis). Jeden z wynikéw analizy zaprezentowano na Rycinie 7.
Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdzaja dobre rozroznienie migdzy grupami 15 DAA,
20 DAA oraz 30 DAA, natomiast nie wykazano innych znaczacych statystycznie korelacji.

Co wazne, powtdrzenia biologiczne takze nie wWykazujg wyraznego grupowania (Rycina 7.).
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Rycina. 7. Wyniki analizy glownych sktadowych. Grupy probek oznaczono kolorami
odpowiadajacymi odmiennym stanom biologicznym. Na czerwono zaznaczono grupg¢ probek

referencyjnych. Oznaczenia: mix — proba referencyjna, DAA — dzien po wyksztalceniu kwiatu (Day After
Anthesis)
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5.5. Poziom akumulacji wybranych bialek

Analizy  nanoLC-MS/MS  pozwolily takze okresli¢ poziom akumulacji
zidentyfikowanych biatek w nasionach tubinu zottego odmiany Taper w kolejnych fazach ich
rozwoju (15, 20, 30 DAA). Aby zweryfikowa¢ rdznice pomigdzy poziomami bialek
w poszczegolnych wariantach, wykonano szereg testow H Kruskala-Wallisa oraz ANOVA
Friedmana z uwagi na braki danych, co przektadato si¢ na obnizenie liczebnosci prob.
Przyjeto prog a = 0,05 jako wigzacy dla interpretacji statystycznie istotnych réznic pomiedzy

pomiarami.

5.5.1. Akumulacja konglutyn
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Wykres 19. Poziom akumulacji biatek zapasowych (konglutyn) zidentyfikowanych w nasionach
tubinu zo6ttego odmiany Taper w kolejnych dniach ich rozwoju po zastosowaniu ABA lub GA
w godzinie: 0, 4, i 8. Oznaczenia istotno$ci statystycznej dla pordwnan parami:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic migdzy godzinami dla poszczegolnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy dniami rozwoju wewnatrz danego etapu rozwoju

* N # — efekty proste dla rdznic miedzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okre$lonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.5.1.1. Roznice w ilosci konglutyn w kolejnych dniach rozwoju nasion
w wariantach K/ABA/GA

Analiza r6éznic wewnatrzgrupowych w zalezno$ci od etapu rozwoju nasion
(Wykres 19.) wykazata, ze ilos¢ konglutyn systematycznie wzrastala w kolejnych dniach
rozwoju nasion. W 30 DAA, w godzinie zero odnotowany wzrost poziomu biatek
zapasowych byt istotnie wyzszy w poréwnaniu do analogicznych wariantow z 15 DAA
(p < 0,01) oraz 20 DAA (p < 0,05). Poréwnujac dni rozwoju nasion w godzinie czwartej,
stwierdzono wyzszy poziom bialek zapasowych takze w 30 DAA w poréwnaniu do 15 DAA,
zarowno w nasionach roslin po aplikacji ABA (p = 0,043) jak i kontrolnych (p = 0,014).
Natomiast pordwnanie poziomu konglutyn w 6smej godzinie w poszczegdlnych etapach
rozwoju pozwolito stwierdzi¢, ze niezaleznie od aplikacji fitohormonow, poziom bialek

zapasowych byt zawsze wyzszy w 30 DAA w poréwnaniu do 15 DAA (p <0,05).

5.5.1.2. Roznice w ilosciach konglutyn w godzinach Oh/4h/8h
w analizowanych wariantach

Analiza réznic w ilo$ci zgromadzonych konglutyn nie wykazata istotnych
statystycznie roznic w 15 DAA pomigdzy wyznaczonymi godzinami zbioréw (0, 4 i 8h).
W 20 DAA odnotowano jedna istotng statystycznie roznice w ilo$ci bialek zapasowych
pomiedzy godzing zerowa a czwartag w nasionach z grupy kontrolnej (p = 0,002). Natomiast
w 30 DAA zaobserwowano istotne réznice we wszystkich badanych wariantach. Istotnie
wyzszy poziom zgromadzonych bialek wykazywaty nasiona w godzinie 6smej w poréwnaniu
do zerowej, zarbwno w grupie kontrolnej (p = 0,002), jak i traktowane ABA (p = 0,002) oraz
GA (p =0,042) (Wykres 19.).

5.5.1.3. Réznice w ilosciach konglutyn w warunkach kontrolnych oraz pod
wplywem dzialania hormonow

Analiza roznic w ilosci zgromadzonych biatek zapasowych w nasionach lubinu
z60ltego pomiedzy badanymi wariantami (Wykres 19.), wykazata istotne statystycznie
obnizenie poziomu konglutyn w godzinie czwartej w 30 DAA w nasionach roslin poddanych
dziataniu GA (p = 0,015) w poréwnaniu do nasion z wariantu kontrolnego. W pozostatych

wariantach nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic.
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5.5.2. Akumulacja p-konglutyn

Analiza porownan pomiedzy poszczegdlnymi godzinami w ramach kazdego
z wariantow w grupie nasion z 15 1 20 DAA nie wykazala istotnych statystycznie rdznic
(Wykres 20.). Natomiast w 30 DAA potwierdzono, ze poziom B-konglutyn byl wyzszy
W godzinie 6smej w poréwnaniu do godziny zerowej, a efekt ten wystgpit zard6wno
w nasionach roslin kontrolnych, jak i traktowanych GA i ABA (p < 0,05). Podwyzszong
akumulacje tego biatka odnotowano takze w godzinie czwartej w nasionach z grupy
kontrolnej oraz po aplikacji GA w poréwnaniu do grupy danych zebranych w godzinie
zerowej W najstarszych nasionach, jednak wyniki te nie wykazaly istotnosci statystycznej.
Porownanie pomiedzy nasionami wskazuje na wyzszy poziom tego rodzaju biatek
zapasowych w nasionach kontrolnych niz w nasionach roslin traktowanych ABA (p = 0,039).
Nie stwierdzono innych istotnych statystycznie réznic w zalezno$ci od godziny, stadium

rozwoju lub aplikowanego fitohormonu.
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Wykres 20. Poziom akumulacji B-konglutyn zidentyfikowanych w nasionach tubinu z6ttego odmiany
Taper w kolejnych dniach ich rozwoju po zastosowaniu ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8.
Oznaczenia istotnosci statystycznej dla poréwnan parami:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic miedzy godzinami dla poszczegolnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy dniami rozwoju wewnatrz danego etapu rozwoju

* N # — efekty proste dla rdznic miedzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okre$lonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.5.3. Akumulacja 8-konglutyn

Testy H Kruskala-Wallisa oraz analiza z wykorzystaniem analizy wariancji ANOVA
Friedmana dla okre$lenia istotnosci wynikow akumulacji 8-konglutyny w nasionach tubinu
zottego (Wykres 21.), nie wykazaty zadnych istotnych statystycznie réznic migdzy badanymi
wariantami, niezaleznie czy testowano efekt godziny, czy tez aplikacji fitohormonu.
Obserwujac srednie ilosci d-konglutyny zauwazono, ze jego akumulacja w 30 DAA byta
wyzsza w probach z godziny zerowej 1 Osmej, niezaleznie od aplikacji fitohormonu.
Natomiast w czwartej godzinie nie wystapita znaczaca zmiana poziomu J-konglutyny

w nasionach roslin traktowanych GA.

llosé 6-konglutyn

200,00
© —
& 180,00 i
< 160,00 [oa
= #
S 140,00
3 !
2
= 120,00
= 100,00 m Kontrola
e ’
N 80,00 = ABA
2 1 T o
8 60,00 111 1 2 1 =GA
= I . #31 aad g a
'g 40,00 a-a-a——ad-a-a a-a-a HHH #@ By #
o R e — B . '
& 20,00 : _ w § | . :
TEB [ Bl
O!OO | L3 W | e |
Oh 4h 8h Oh 4h 8h Oh 4h 8h
15 DAA 20 DAA 30DAA

Wykres 21. Poziom akumulacji 6-konglutyn zidentyfikowanych w nasionach tubinu zéttego odmiany
Taper w Kkolejnych dniach ich rozwoju po zastosowaniu ABA lub GA w godzinie: 0, 4, i 8.
Oznaczenia istotnos$ci statystycznej dla porownan parami:

a, b, ¢ — efekty proste dla réznic miedzy godzinami dla poszczegodlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy dniami rozwoju wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okre$lonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.6. Analiza endogennego poziomu wybranych fitohormonow

Wykonane rozdziaty LC-MSMS i analizy ich wynikoéw pozwolily okresli¢ endogenna
ilos¢ fitohormondéw w nasionach tubinu zottego odmiany Taper w kolejnych dniach ich
rozwoju (15, 20, 30 DAA) zarowno w warunkach kontrolnych, jak i po aplikacji
fitohormonoéw. Badano zawarto§¢ ABA, czterech bioaktywnych giberelin: GA;, GA3, GA4
I GA;7 oraz IAA.

W celu weryfikacji r6znic pomigdzy badanymi wariantami, przeprowadzono analize
wariancji w modelu mieszanym (3x3x3). Zmienng wewnatrzgrupowa byt czas
,okotodobowy” pomiaru hormonu (Oh vs. 4h vs. 8h), natomiast zmienne mi¢dzyobiektowe
stanowity odpowiednio: podany hormon (GA vs. ABA vs. Kontrola) oraz stadium rozwoju
nasion (15 DAA vs. 20 DAA vs. 30 DAA).
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5.6.1. Endogenny poziom ABA

Analiza r6znic w endogennym poziomie ABA w nasionach (Wykres 22.), wykazala
istotny statystycznie efekt interakcji pomiedzy wszystkimi czynnikami, F(8,36) = 3,12;
p=0,009; 2 =0,41.

Srednia ilos¢ ABA

3000,00
1
b
= 2500,00 i *
= 1
od 1
£ b8 b
— a
= # #
S 2000,00 2 1 1 #
= d -3
£ # -
Z # |
o0 1500,00 . = Kontrola
5 o ke 2  ABA
ke Y
S b .' ¢ HGA
E  1000,00 i #
3 .
= soo00 | i
o | |
0 "
0,00 i i
8h oh

15DAA 20DAA 30DAA

WyKkres 22. Srednia iloé¢ endogennego ABA w nasionach tubinu zétego odmiany Taper w kolejnych
dniach ich rozwoju oraz pod wpltywem aplikacji ABA Iub GA. Oznaczenia: DAA — dzien po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), ABA — nasiona po aplikacji kwasu abscysynowego, GA —
nasiona po aplikacji gibereliny (GAj3). Btedy pomiaru stanowig 95% przedziatu ufnosci dla zebranych
danych. Oznaczenia istotnos$ci statystyczne;j:

a, b, ¢ — efekty proste dla réznic migdzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 —efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju

5.6.1.1. Roznice w ilosci endogennego ABA w kolejnych dniach rozwoju
nasion w wariantach K/ABA/GA

W przypadku nasion roslin po aplikacji ABA, zaobserwowano, krzywoliniowy efekt
w przypadku kazdej godziny zbioru. Pomiedzy 15 DAA a 20 DAA, w kazdej godzinie
nastepowal wzrost ilosci ABA na poziomie istotnosci (p < 0,001), a nastepnie spadek
w 30 DAA (p <0,001) w poréwnaniu do 20 DAA (Wykres 22.). Co wigcej, zaobserwowano
takze, ze endogenna ilos¢ ABA w nasionach roslin poddawanych dziataniu tego fitohormonu

w 30 DAA byta zawsze nizsza w poréwnaniu do wariantu 15 DAA (p < 0,05). Oznacza to, ze
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najwyzszy poziom hormonu ABA wystepowatl zawsze w 20 DAA wsrdd nasion roslin
traktowanych ABA.

Niemal identyczne efekty stwierdzono w nasion roslin traktowanych GA, gdzie ilos¢
ABA byta istotnie nizsza w 15 DAA w godzinie zerowej (p < 0,001) oraz 6smej (p < 0,001)
w poréwnaniu do 20 DAA. Ponadto w 30 DAA w kazdej godzinie poziom hormonu ABA
w nasionach roslin, ktéorym aplikowano GA byt istotnie nizszy niz w 15 DAA (p < 0,001) i 20
DAA (p < 0,001). Istotnej statystycznie zmiany nie stwierdzono jedynie w godzinie czwartej,
pomiedzy wariantami 15 a 20 DAA (p = 0,132).

Wsrdd nasion kontrolnych, potwierdzono identyczne wzorce zalezno$ci jak wsrod
nasion roslin traktowanych GA, gdzie tylko warto$¢ uzyskana w godzinie czwartej w 15 i 20

DAA nie roznity sig istotnie statystycznie (p = 0,116). Wyniki przedstawiono na Wykresie 22.

5.6.1.2. Roznice w ilosci endogennego ABA w godzinach 0h/4h/8h
w analizowanych wariantach

W nasionach ro$lin, ktorym aplikowano ABA w 15 DAA stwierdzono istotny
statystycznie wzrost ilosci ABA po czterech godzinach od podania fitohormonu (p < 0,001),
a nastepnie jego spadek w godzinie o6smej (p = 0,010) (Wykres 22.). Podobny efekt
zaobserwowano takze w przypadku nasion roslin traktowanych GA, u ktorych poziom ABA
takze istotnie wzrdst po czterech godzinach od aplikacji GA (p < 0,001), a po o$Smiu
godzinach obnizyt si¢ (p = 0,004) w poroéwnaniu do godziny czwartej. Natomiast wsrod
nasion kontrolnych, potwierdzono jedynie wzrost ilosci ABA w godzinie czwartej (p < 0,001)
1 6smej (p = 0,020) w porownaniu do godziny zerowe;.

W 20 DAA w nasionach roélin poddanych dziataniu egzogennego ABA,
zaobserwowano istotny statystycznie spadek endogennego poziomu tego hormonu w 6smej
godzinie zbioru w poréwnaniu do godziny zerowej (p < 0,001) i czwartej (p = 0,001)
(Wykres 22.).

Jednakze w nasionach roslin po aplikacji GA odnotowano odwrotny efekt
w akumulacji ABA. Ilo$¢ tego fitohormonu byla istotnie wyzsza w godzinie Osmej
w porownaniu do godziny zerowej (p = 0,041) i czwartej (p = 0,024). W przypadku grupy
kontrolnej nie zaobserwowano istotnych zmian w endogennej ilosci ABA w kolejnych
godzinach zbioréw na tym etapie rozwoju (Wykres 22.).

Z kolei w wariancie 30 DAA potwierdzono, ze nasiona roslin po aplikacji ABA

wykazywaly jedynie istotny statystycznie wzrost endogennego poziomu tego fitohormonu
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w 6smej godzinie w poréwnaniu do godziny zerowej (p = 0,016). W przypadku nasion ro$lin
traktowanych GA, zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ilosci ABA w godzinie
czwartej (p = 0,004) i 6smej (p = 0,001) w porownaniu do godziny zerowej. Identyczny efekt
wystagpit w przypadku nasion z grupy kontrolnej, gdzie endogenny poziom oOmawianego
fitohormonu byt wyzszy w godzinie czwartej (p = 0,024) i 6smej (p = 0,001) w poréwnaniu
do godziny zerowej. Wyniki przedstawiono na Wykresie 22.

5.6.1.3. Roznice w ilosci endogennego ABA w warunkach kontrolnych oraz
pod wplywem dzialania hormonéw

Analiza r6éznic miedzy poszczegdlnymi wariantami nasion, wykazata brak istotnych
statystycznie réznic w 15 DAA, niezaleznie od godziny zbioru. Oznacza to, ze endogenny
poziom ABA byt zblizony we wszystkich badanych wariantach (ABA, GA, K)
W poczatkowym etapie rozwoju nasion (Wykres 22.).

W nasionach zebranych w 20 dniu po wyksztatceniu kwiatow zaobserwowano, ze po
aplikacji ABA wykazuja one istotnie statystycznie wyzszy poziom akumulacji tego
fitohormonu w zerowej oraz czwarte] godzinie w poroéwnaniu do nasion kontrolnych
(p < 0,001) oraz nasion roslin traktowanych GA (p < 0,001). W 6smej godzinie odnotowano
z kolei wyrownanie ilosci hormonu ABA w poszczegélnych wariantach, a w efekcie nie
stwierdzono istotnych roznic (Wykres 22.).

W ostatnim etapie rozwoju (30 DAA) zaobserwowano istotne statystycznie roznice
w kazdej godzinie zbioru, co najmniej na poziomie p < 0,05, pomi¢dzy nasionami roslin
traktowanych ABA w poréwnaniu do nasion roslin, ktorym aplikowano GA oraz do nasion
kontrolnych. Nasiona roslin poddawane dziataniu ABA wykazywatly istotnie wyzsza ilo$¢
hormonu ABA w kazdej godzinie zbioru w poréwnaniu do pozostalych wariantow. Wyniki

przedstawiono na Wykresie 22.
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5.6.2. Endogenny poziom GA;

Analiza roznic endogennych poziomow GA; (Wykres 23.), wykazala istotny
statystycznie efekt interakcji pomiedzy wszystkimi czynnikami, F(8,36) = 13,11; p < 0,001;
n2=0,75.
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Wykres 23. Srednia ilos¢ endogennego GA; w nasionach hubinu zottego odmiany Taper w kolejnych
dniach ich rozwoju oraz pod wplywem aplikacji ABA lub GA. Oznaczenia: DAA — dzien po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego,
GA — nasiona roslin po aplikacji gibereliny (GA3). Btedy pomiaru stanowig 95% przedziatu ufnosci
dla zebranych danych. Oznaczenia istotnosci statystycznej:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic miedzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju

5.6.2.1. Roznice w ilosci endogennego GA; w kolejnych dniach rozwoju
nasion w wariantach K/ABA/GA

W nasionach, ktére byly poddawane dziataniu ABA wykazano istotny statystycznie
spadek ilosci hormonu GA; w 20 DAA i 30 DAA w poréwnaniu do 15 DAA (p < 0,001),
niezaleznie od godziny zbioru. Ilo$¢ badanego fitohormonu nie zmieniata si¢ w 20 1 30 DAA,
niezaleznie od godziny (Wykres 23.).

W nasionach roslin traktowanych GA, rowniez stwierdzono istotnie wyzszy poziom
hormonu GA; w 15 DAA w poréwnaniu do 20 DAA i 30 DAA (p < 0,001), niezaleznie od

godziny. W przypadku godziny zerowej i czwartej nie stwierdzono istotnych rdznic
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w 20 DAA 1 30 DAA, natomiast w 0smej godzinie pomiaru potwierdzono wyzszy poziom
hormonu GA; w 30 DAA w poréwnaniu do 20 DAA (p = 0,035).

Z kolei nasiona z grupy kontrolnej wykazywaty identyczne efekty jak nasiona roslin
po aplikacji GA. Istotne roznice rowniez odnotowano w 15 DAA w poréwnaniu do 20 DAA
1 30 DAA (p < 0,001). Wyzszy poziom badanego fitohormonu zaobserwowano takze w dsmej
godzinie w 30 DAA w poréwnaniu do 20 DAA (p = 0,001). Wyniki przedstawiono na
Wykresie 23.

5.6.2.2. Roznice w ilosci endogennego GA; konglutyn w godzinach
0h/4h/8h w analizowanych wariantach

W przypadku nasion roslin traktowanych ABA w 15 DAA zaobserwowano istotny
statystycznie spadek ilosci GA; po czterech godzinach od aplikacji ABA (p < 0,001),
a nastepnie wzrost w godzinie 6ésmej w poréownaniu do godziny czwartej (p < 0,001).
Dodatkowo, poziom GA; w dsmej godzinie byt wyzszy niz w godzinie zerowej (p = 0,010)
(Wykres 23.). Podobny efekt zaobserwowano takze wsrdd nasion ro$lin, ktorym aplikowano
GA, u ktorych ilos¢ GA; byla nizsza po czterech godzinach od podania fitohormonu
(p <0,001) i 6smej (p < 0,001). Jednakze w tym przypadku, poziom GA; byt nizszy takze w
O0smej godzinie w poréwnaniu do zerowej (p = 0,035). W nasionach z wariantu kontrolnego
wykazano identyczng zalezno$¢ pomiedzy akumulacjg badanego hormonu w poszczegdinych
godzinach, jak w przypadku nasion roslin, ktorym podawano ABA (p < 0,001).

W nasionach 20 DAA w Zzadnym z badanych wariantow nie zaobserwowano istotnych
statystycznie roznic miedzy endogennym poziomem GA; w poszczegolnych godzinach.

Natomiast w 30 DAA, potwierdzono brak istotnych zmian jedynie wérod nasion roslin
traktowanych ABA. Nasiona roslin, ktorym podawano GA wykazywaly istotny statystycznie
wzrost ilosci GA; pomiedzy godzing zerowa a czwarta (p = 0,038). Z kolei nasiona z grupy
kontrolnej wykazywaly istotny statystycznie, wyzszy poziomu hormonu GA; w godzinie

6smej w poréwnaniu do godziny zerowej (p = 0,011). Wyniki przedstawiono na Wykresie 23.
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5.6.2.3. Roznice w ilosci endogennego GA; w warunkach kontrolnych oraz
pod wplywem dzialania hormonow

Obserwujac roéznice pomiedzy badanymi wariantami w poszczegdlnych godzinach
w poczagtkowym etapie rozwoju nasion potwierdzono, ze nasiona ro$lin traktowanych ABA
miaty istotnie wyzszy poziom hormonu GA; w czwartej godzinie w poréwnaniu do kontroli
(p = 0,007) oraz wariantu GA (p = 0,004). Natomiast w 6smej godzinie nasiona z grupy
kontrolnej wykazywaty wyzszy poziom hormonu GA; niz nasiona roslin po aplikacji ABA
i GA (p <0,001).

W kolejnych etapach rozwoju nasion (20 1 30 DAA) nie zaobserwowano zadnych

istotnych réznic migdzy badanymi wariantami. Wyniki przedstawiono na WyKkresie 23.
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5.6.3. Endogenny poziom GA;

Analiza roznic endogennej ilosci hormonu GA; (Wykres 24.) w nasionach tubinu
z0tego, wykazala istotny statystycznie efekt interakcji pomigdzy wszystkimi czynnikami,
F(8,36) = 228,70; p <0,001; n2 = 0,98.
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Wykres 24. Srednia ilos¢ endogennego GA; w nasionach tubinu zottego odmiany Taper w kolejnych
dniach ich rozwoju oraz pod wplywem aplikacji ABA lub GA. Oznaczenia: DAA — dzieh po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), ABA — nasiona po aplikacji kwasu abscysynowego, GA —
nasiona po aplikacji gibereliny (GA3). Btedy pomiaru stanowia 95% przedziatu ufnosci dla zebranych
danych. Oznaczenia istotnos$ci statystyczne;j:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla roznic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic miedzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej

godziny zbioru i etapu rozwoju

5.6.3.1. Roznice w ilosci endogennego GA3; w kolejnych dniach rozwoju
nasion w wariantach K/ABA/GA

Niezaleznie od badanego wariantu, zaobserwowano istotny statystycznie spadek ilosci
GA; pomiedzy 15 DAA a 20 DAA i 30 DAA w kazdej godzinie pomiaru na poziomach
istotnosci p < 0,01. Nie potwierdzono natomiast istotnych réznic miedzy poziomem hormonu
GA; w 20 DAA i 30 DAA. Oznacza to, ze w we wszystkich wariantach i1 kazdej godzinie
zbioru, endogenna ilo$§¢ badanego hormonu byla wyzsze w poczatkowym etapie rozwoju

nasion (15 DAA) niz kolejnych dniach. Wyniki przedstawiono na Wykresie 24.
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5.6.3.2. Roznice w ilosci endogennego GA; w godzinach 0h/4h/8h
w analizowanych wariantach

W 15 DAA w nasionach roslin poddawanych dziataniu GA zaobserwowano
prostoliniowy, istotny statystycznie wzrost ilosci GAz po czterech i o$miu godzinach
od aplikacji fitohormonu (p < 0,001) (Wykres 24). Natomiast w nasionach roslin
traktowanych ABA odnotowano spadek ilosci badanego hormonu miedzy godzing czwarta
a zerowa (p = 0,004), a nastepnie ponowy wzrost w godzinie 6smej (p = 0,006). Z kolei
w nasionach z wariantu kontrolnego nie wystapity istotne statystycznie zmiany ilosci GA3
w badanych przedziatach godzinowych.

Analizujac zmiany endogennych poziomow GAz w 20 DAA i 30 DAA, potwierdzono
brak istotnych statystycznie roéznic we wszystkich badanych wariantach. Oznacza to, ze ilo$¢
hormonu GAg3 nie zmienila si¢ w zadnym z wariantdéw w poszczeg6lnych godzinach zbioru.

Wyniki przedstawiono na Wykresie 24.

5.6.3.3. Roznice w ilosci endogennego GA3; w warunkach kontrolnych oraz
pod wplywem dzialania hormonow

W poczatkowym etapie rozwoju nasion (15 DAA), zarbwno w czwartej jak 1 0smej
godzinie zbiordw, zaobserwowano istotny statystycznie wyzszy poziom hormonu GA3
w nasionach roslin po aplikacji GA w poréwnaniu do nasion kontrolnych oraz traktowanych
ABA, wszystkie rdznice byty na poziomie p < 0,001. W 20 dniu od wyksztatcenia kwiatow,
stwierdzono istotne rdznice jedynie w godzinie zerowej, gdzie nasiona roslin po podaniu GA
miaty istotnie wyzszy poziom hormonu GAz w poréwnaniu do nasion kontrolnych (p = 0,004)
I nasion ros$lin z wariantu ABA (p = 0,009). W najstarszych nasionach nie zaobserwowano
zadnych istotnych statystycznie roéznic migdzy badanymi wariantami. Wyniki przedstawiono

na Wykresie 24.
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5.6.4. Endogenny poziom GA,

Analiza roznic w iloSci GA4 (Wykres 25.) w rozwijajacych si¢ nasionach tubinu
zottego, wykazata istotny statystycznie efekt interakcji pomiedzy wszystkimi czynnikami,
F(8,36) = 8,57; p <0,001; 12 = 0,66.
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Wykres 25. Srednia ilo$é¢ endogennego GA, w nasionach tubinu z6ttego odmiany Taper w kolejnych
dniach ich rozwoju oraz pod wplywem aplikacji ABA lub GA. Oznaczenia: DAA — dzieh po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego,
GA — nasiona roslin po aplikacji gibereliny (GA3). Btedy pomiaru stanowia 95% przedziatu ufnosci
dla zebranych danych. Oznaczenia istotnosci statystycznej:

a, b, ¢ — efekty proste dla réznic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju

5.6.4.1. Roznice w ilosci endogennego GA, w kolejnych dniach rozwoju
nasion w wariantach K/ABA/GA

W przypadku nasion ro$lin traktowanych GA i ABA, zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost ilo$ci hormonu GA; w 30 DAA w poréwnaniu do 15 DAA i 20 DAA
(p < 0,001) w kazdej godzinie zbioru. Nie odnotowano jednak istotnych réznic migdzy
15 DAA a 20 DAA, zaréwno dla nasion ro$lin, ktorym aplikowano GA jak i ABA.
W przypadku nasion kontrolnych, zaobserwowano dodatkowy efekt, ktory wskazywal na
nizszy poziom hormonu GA; w 15 DAA w poréwnaniu do 20 DAA w godzinie zerowej

(p = 0,012). Nie stwierdzono natomiast roznic w tych etapach rozwoju dla godziny czwartej
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1 6smej. W koncowym etapie rozwoju nasion (30 DAA) wyzszy poziom akumulacji badanego
fitohoromonu, w poréwnaniu do poprzednich dni, wykazywaty zarowno nasiona z wariantu

kontrolnego, jak i traktowane ABA lub GA. Wyniki przedstawiono na Wykresie 25.

5.6.4.2. Roznice w ilosci endogennego GA,w godzinach 0h/4h/8h
w analizowanych wariantach

W poczatkowym etapie rozwoju nasion, nie zaobserwowano istotnych statystycznie
zmian w poziomach hormonu GA; w zadnym z badanych wariantéw, co oznacza, ze w kazdej
godzinie zbioru ilo$¢ hormonu byta podobna (Wykres 25.).

W 20 DAA, wsérdéd nasion roslin traktowanych ABA zaobserwowano istotny
statystycznie spadek ilo$ci hormonu GA4 w godzinie czwartej (p = 0,017) i 6smej (p = 0,032)
w porownaniu do godziny zerowej. W przypadku nasion ros$lin, ktérym aplikowano GA,
stwierdzono jedynie istotny spadek ilosci GA4 miedzy godzing zero a czwartg (p = 0,002).
Z kolei wérdd nasion kontrolnych, odnotowano efekt identyczny jak wsrdd nasion roslin po
aplikacji ABA, ktory wykazal, ze poziom hormonu GA; byl nizszy w godzinie czwartej
(p <0,001) i 6smej (p = 0,010) w poréwnaniu do warto$ci w godzinie zero (WyKkres 25.).

W 30 DAA nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian mi¢dzy godzinami zbioru
w przypadku nasion roslin traktowanych ABA. W nasionach roslin poddawanych dziataniu
GA, poczatkowo odnotowano spadek ilosci hormonu GA4 migdzy godzing zerowa a czwartg
(p < 0,001), a nastgpnie wzrost do wartosci bliskiej poczatkowe; w godzinie Osmej
(p < 0,001). W przypadku nasion z grupy kontrolnej, stwierdzono liniowy negatywny efekt,
ktory potwierdzil Zze poziom hormonu GA, w Osmej godzinie byt istotnie nizszy niz
w zerowej (p = 0,008) oraz czwartej godzinie zbioru (p = 0,005). Wyniki przedstawiono na
Wykresie 25.

5.6.4.3. Roznice w ilosci endogennego GA, w warunkach kontrolnych oraz
pod wplywem dzialania hormonéw

Analiza réznic w ilosci endogennego poziomu GA4 pomigdzy badanymi wariantami,
wykazata brak istotnych statystycznie efektow w przypadku 15 DAA i 20 DAA (Wykres 24).
Oznacza to, ze do 20 DAA ilos¢ hormonu GA4 nie réznita si¢ pomigdzy wariantami
w poszczegdlnych godzinach zbioru. W 30 DAA stwierdzono istotne roznice migdzy
poszczegdlnymi wariantami. W kazdej godzinie zbioru, nasiona z grupy kontrolnej miaty

istotny statystycznie wyzszy poziom hormonu GAs; w pordownaniu do nasion roslin
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traktowanych GA (p < 0,001) oraz ABA (p < 0,001). Ponadto potwierdzono, ze ilo$¢
hormonu GA4 byla wyzsza w czwartej godzinie zbioru w przypadku nasion roslin po aplikacji
ABA w poréwnaniu do nasion roslin poddanych dzialaniu GA (p < 0,001). Wyniki

przedstawiono na Wykresie 25.

5.6.5. Endogenny poziom GA;

Analiza r6znic w ilosciach hormonu GA; w rozwijajacych si¢ nasionach (Wykres 26.),
wykazata istotny statystycznie efekt interakcji pomigdzy wszystkimi czynnikami,

F(8,36) = 135,53; p < 0,001; 12 = 0,97.
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Wykres 26. Srednia ilo$é¢ endogennego GA; w nasionach tubinu zottego odmiany Taper w kolejnych
dniach ich rozwoju oraz pod wpltywem aplikacji ABA Iub GA. Oznaczenia: DAA — dzien po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego,
GA — nasiona roslin po aplikacji gibereliny (GA3). Btedy pomiaru stanowia 95% przedziatu ufnosci
dla zebranych danych. Oznaczenia istotnosci statystycznej:

a, b, ¢ — efekty proste dla réznic miedzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 —efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.6.5.1. Roznice w ilosci endogennego GA; w kolejnych dniach rozwoju
nasion w wariantach K/ABA/GA

W nasionach roslin, ktorym podawano ABA, w godzinie zerowej nie zaobserwowano
istotnych statystycznie réznic w poziomie endogennego GA; miedzy kolejnymi etapami
rozwoju (Wykres 26.). W czwartej godzinie zbioru, ilo$¢ hormonu GA; w nasionach roslin
traktowanych ABA byla istotnie wyzsza w 30 DAA, niz w 15 DAA (p < 0,001) i 20 DAA
(p < 0,001). Z kolei w 6smej godzinie zbioru, zaobserwowano spadek ilosci hormonu GA;
w nasionach roslin, ktorym podawano ABA w wariancie 30 DAA w porownaniu do 15 DAA
(p = 0,008).

W nasionach roslin poddawanych dziataniu GA, nie stwierdzono zadnych istotnych
réznic migdzy poziomem hormonu GA; w 15 DAA i 20 DAA we wszystkich godzinach
zbioré6w. Natomiast ilos¢ endogennego hormonu GA7 w nasionach ro$lin po aplikacji GA
byta wyzsza w 30 DAA w porownaniu do tego odnotowanego w probach 20 (p < 0,05)
115 DAA (p <0,01) w kazdej badanej godzinie (Wykres 26.).

W wariancie nasion kontrolnych nie wykazano zadnych istotnych statystycznie roznic
w wariantach 15 DAA i 20 DAA w godzinie zerowej i czwartej, a takze w 6smej godzinie
pomiedzy poczatkowa (15 DAA) a koncowa (30 DAA) faza rozwoju nasion. Zaobserwowano
takze, ze ilo$¢ hormonu GA; w nasionach w wariancie kontrolnym byt wyzszy w 30 DAA
w godzinie czwartej i zerowej w poréwnaniu do wariantow 15 (p < 0,001) i 20 DAA
(p < 0,001). Natomiast w 6Osmej godzinie zbiorow, wykazano istotnie nizszy poziom
badanego fitohormonu w 20 DAA w poréwnaniu do poczatkowej (p < 0,001) i koncowe;j fazy

rozwoju nasion (p < 0,001) (Wykres 26.).

5.6.5.2. Roznice w ilosci endogennego GA; w godzinach 0h/4h/8h
w analizowanych wariantach

Analiza zmian endogennej ilosci GA7 wewnatrz poszczegélnych wariantow nasion
wykazala, ze w 15 DAA wystapily istotne zmiany jedynie w przypadku nasion roslin
traktowanych GA. Zaobserwowano istotny spadek poziomu oznaczanego hormonu pomigdzy
godzing zerowg a 6smg (p < 0,001). W pozostatych pordownywanych probach nie stwierdzono
roéznic (Wykres 26.).

W 20 DAA nie zaobserwowano istotnych zmian ilosciowych oznaczanego

fitohormonu w nasionach roslin, ktérym aplikowano ABA. Natomiast W probach po aplikacji
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GA oraz kontrolnych, nastgpil istotny statystycznie spadek ilosci hormonu GA; w godzinie
6smej w poréwnaniu do wartosci z godziny zero (p < 0,05) (Wykres 26.).

Najwigksze zrdznicowanie zaobserwowano dopiero w koncowym etapie rozwoju
nasion (30 DAA) (Wykres 26.). Wsrod nasion ro$lin, ktorym aplikowano ABA wystgpit
krzywoliniowy efekt, wskazujacy na wzrost ilo§ci hormonu GA; pomigdzy godzing zerowsa
a czwartg (p < 0,001), a nastgpnie spadek w godzinie 6smej (p < 0,001). Co wigcej poziom
badanego hormonu byt nieco nizszy w 6smej godzinie w porownaniu do zerowej (p = 0,036).
Podobne zalezno$ci odnotowano takze w przypadku wariantu, w ktérym nasiona roslin
poddawano dzialaniu egzogennego GA. Co wigcej, rdznice te przybieraly wartosci istotnosci
statystycznej p < 0,001 i byly jeszcze wyrazniejsze niz po zastosowaniu ABA. 11o$¢ badanego
fitohormonu w godzinie 6smej spadta ponizej wartosci w godzinie zero. Z kolei w nasionach
z wariantu kontrolnego, stwierdzono istotny statystycznie wzrost ilosci hormonu GA;
pomiedzy godzing zerowa a czwartg (p = 0,028), a nastepnie znaczny jej spadek w godzinie
6smej, w ktorej to poziom GA; byt istotnie nizszy niz w godzinie zerowej (p < 0,001)

i czwartej (p < 0,001). Wyniki przedstawiono na Wykresie 26.

5.6.5.3. Roznice w ilosci endogennego GA; w warunkach kontrolnych oraz
pod wplywem dzialania hormonow

Analizujac réznice pomiedzy badanymi wariantami nasion stwierdzono, ze w 15 DAA
po czterech godzinach od aplikacji fitohormonoéw nie wystapity istotne rdznice
w endogennym poziomie hormonu GA; (Wykres 26.). Jednakze po uplywie o$miu godzin
zaobserwowano istotny spadek ilosci badanego fitohormonu po aplikacji GA w poréwnaniu
do nasion kontrolnych (p < 0,001) oraz traktowanych ABA (p = 0,001).

W kolejnym etapie rozwoju nasion (20 DAA) zaobserwowano jedynie istotnie wyzszy
poziom hormonu GA; w d0smej godzinie zbiorow w nasionach roslin traktowanych ABA
w porownaniu do grupy kontrolnej (p = 0,035).

Najbardziej zroznicowane efekty pojawity si¢ w przypadku ostatniego z badanych dni
rozwoju nasion (30 DAA). W zerowej godzinie nasiona roslin poddawanych dziataniu ABA
mialy istotnie nizszy poziom GA7 w poréwnaniu do nasion roslin po aplikacji GA (p < 0,001)
I kontrolnych (p < 0,001). Co wigcej, nasiona z wariantu kontrolnego miaty wyzszy poziom
badanego fitohormonu w godzinie zerowej w poréwnaniu do nasion ro$lin traktowanych GA
(p < 0,001). W czwartej godzinie, nasiona roslin po podaniu ABA miaty rowniez najnizszy

poziom hormonu GA; w poréwnaniu do nasion z grupy kontrolnej (p < 0,001) oraz nasion
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ro$lin poddawanych dziataniu GA (p < 0,001). Wykazano takze, ze nasiona roslin, ktérym
aplikowano GA miaty istotnie wyzszy poziom badanego hormonu w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p < 0,001). W 6smej godzinie zbioréw, ponownie potwierdzono spadek ilosci
GA; w nasionach roslin po aplikacji ABA, ktore istotnie roznily si¢ od wariantu GA (p =
0,021) i kontrolnego (p = 0,002). Wyniki przedstawiono na Wykresie 26.

5.6.6. Endogenny poziom IAA

Analiza r6znic zmian endogennej ilosci hormonu IAA (Wykres 27.) w trakcie rozwoju
nasion lubinu zottego, wykazata istotny statystycznie efekt interakcji pomigdzy wszystkimi

czynnikami, F(8,36) = 10,54; p < 0,001; 12 = 0,70.
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Wykres 27. Srednia ilo$é¢ endogennego IAA w nasionach tubinu zottego odmiany Taper w kolejnych
dniach ich rozwoju oraz pod wplywem aplikacji ABA lub GA. Oznaczenia: DAA — dzieh po
wyksztatceniu kwiatu (Day After Anthesis), ABA — nasiona roslin po aplikacji kwasu abscysynowego,
GA — nasiona roslin po aplikacji gibereliny (GA3). Btgdy pomiaru stanowia 95% przedziatu ufnosci
dla zebranych danych. Oznaczenia istotnosci statystyczne;j:

a, b, ¢ — efekty proste dla r6znic migdzy etapami rozwoju dla poszczegdlnych godzin zbioru

1, 2, 3 — efekty proste dla r6znic migdzy godzinami zbioru wewnatrz danego etapu rozwoju

*, N # — efekty proste dla réznic migdzy wariantami nasion (K/ABA/GA) w ramach okreslonej
godziny zbioru i etapu rozwoju
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5.6.6.1. Roznice w ilosci endogennego IAA w kolejnych dniach rozwoju
nasion w wariantach K/ABA/GA

Analizujgc rdéznice wewnatrz badanych dni rozwoju w godzinie zerowej dla
poszczegbdlnych wariantow nasion zaobserwowano, ze po aplikacji ABA nie wystepuja
istotne statystycznie roznice pomigdzy poziomem IAA w kolejnych dniach rozwoju
(Wykres 27.). W czwartej godzinie zbiorow, nasiona roslin traktowanych ABA mialy istotnie
nizszy poziom hormonu IAA w 20 (p = 0,001) i 30 DAA (p < 0,001) w pordwnaniu
do 15 DAA. Podobny efekt zaobserwowano w d6smej godzinie, gdzie poziom badanego
hormonu w nasionach roslin poddawanych dziataniu ABA byl wyzszy w poczatkowym etapie
rozwoju (15 DAA), niz w kolejnych (20 DAA) (p < 0,001) oraz koncowym (30 DAA)
(p <0,001).

Nasiona roslin po podaniu GA wykazywaty wyzszy poziom IAA w godzinie zerowej
w wariancie 20 DAA w poréwnaniu do 15 (p = 0,004) i 30 DAA (p = 0,008) (Wykres 27.).
Zaobserwowano takze wzrost ilo$ci badanego fitohormonu po czterech godzinach od aplikacji
GA w 15 DAA w porownaniu do analogicznej pory zbioru w Kkolejnych dniach rozwoju
nasion: 20 (p = 0,040) i 30 DAA (p = 0,003). Odnotowano rowniez, ze w 6smej godzinie
w nasionach roslin traktowanych GA, poziom IAA byt istotnie nizszy w 30 DAA
w porownaniu do wczesniejszych dni rozwoju: 15 (p =0,047) 120 DAA (p = 0,004).

W nasionach roslin kontrolnych nie stwierdzono istotnych r6éznic migdzy kolejnymi
dniami rozwoju w czwartej godzinie zbiorow. Odnotowano natomiast istotnie nizszy poziom
badanego fitohormonu w godzinie zerowej wariantu 15 DAA niz w probach 20 (p < 0,001)
i 30 DAA (p = 0,008). Jednak w osmej godzinie wykazano odwrotny efekt: ilos¢ IAA
w nasionach z grupy kontrolnej byta wyzsza w poczatkowych dniach ich rozwoju (15 DAA),
niz w kolejnych: 20 DAA (p < 0,001) i 30 DAA (p < 0,001). Wyniki przedstawiono na
Wykresie 27.
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5.6.6.2. Roznice w ilosci endogennego IAA w godzinach Oh/4h/8h
w analizowanych wariantach

W nasionach roslin, ktére byly poddawane dziataniu ABA w 15 DAA, w badanych
godzin zbioru zaobserwowano liniowy wzrost ilosci IAA (p < 0,01) (Wykres 27.). Oznacza
to, ze w kazdej kolejnej godzinie, w nasionach tego wariantu, wzrastal poziom endogennego
kwasu indolilo-3-octowego. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku nasion kontrolnych
(p < 0,01). Natomiast w nasionach roslin po aplikacji GA, stwierdzono istotny statystycznie
wzrost ilo$ci badanego fitohormonu jedynie miedzy godzing zerowa a czwartg (p = 0,010).

W 20 DAA nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian w ilosci badanego hormonu
w nasionach ro$lin traktowanych ABA oraz w nasionach kontrolnych w poszczegdlnych
godzinach zbioru (Wykres 27.). W nasionach roslin, ktorym podawano GA, poczatkowo
stwierdzono spadek ilosci IAA mig¢dzy godzing zerowa a czwartg (p = 0,012), a nastepnie
wzrost poziomu badanego fitohormonu do poczatkowej wartosci w godzinie Osmej
(p = 0,008).

W ostatnim badanym dniu rozwoju (30 DAA), nie stwierdzono istotnych statystycznie
zmian w iloéci endogennego IAA w nasionach roslin poddawanych dziataniu ABA oraz GA,
porownujac poszczegdlne godziny zbioru. Natomiast w przypadku nasion kontrolnych,
potwierdzono istotny statystycznie spadek poziomu [AA w godzinie 6smej w porownaniu do
godziny zerowej (p = 0,023) oraz czwartej (p = 0,001). Wyniki przedstawiono na Wykresie
217.

5.6.6.3. Roznice w ilosci endogennego |AA w warunkach kontrolnych oraz
pod wplywem dzialania hormonéw

Analiza r6znic pomiedzy poszczegdlnymi wariantami nasion w okreslonych
godzinach zbioru w zaleznosci od etapu rozwoju nasion wykazata, ze nie byto istotnych
roznic w iloéci IAA po czterech godzinach od aplikacji fitohormonéw w 15 DAA (Wykres
27.). Jednakze w tym samym dniu rozwoju, po osmiu godzinach potwierdzono istotnie nizsza
ilos¢ badanego fitohormonu w nasionach roslin, ktérym podawano GA w pordéwnaniu
do nasion roslin traktowanych ABA (p = 0,001) oraz kontrolnych (p < 0,001). Ponadto,
istotnie wyzszy poziom IAA zaobserwowano w nasionach kontrolnych w poréwnaniu do
nasion roslin po aplikacji ABA (p = 0,002).

W wariancie 20 DAA nie stwierdzono istotnych réznic migdzy badanymi prébami
W godzinie zerowej. W czwartej godzinie zbiorow, odnotowano wyzszy poziom IAA

w poréwnaniu do nasion ros$lin, ktorym podawano GA (p = 0,004) oraz ABA (p = 0,001).
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W o6smej godzinie zaobserwowano jedynie wyzszy poziom kwasu indolilo-3-octowego
w nasionach roslin po aplikacji GA w poréownaniu do nasion roslin traktowanych ABA (p =
0,036) (Wykres 27.).

W ostatnim z badanych etapéw rozwoju (30 DAA) zaobserwowano istotng réznice
pomiedzy nasionami z wariantu kontrolnego a nasionami roslin po podaniu GA (p = 0,017)
oraz ABA (p = 0,012). Wykazano w ten sposob, ze nasiona kontrolne mialy wyzszy poziom
IAA w 30 DAA w zerowej godzinie zbioréw. Dodatkowo, potwierdzono wyzsza ilo$¢
badanego fitohormonu w nasionach kontrolnych zbieranych w godzinie czwartej, niz
w nasionach roslin po aplikacji GA (p < 0,001) i ABA (p < 0,001). Wyniki przedstawiono na
Wykresie 27.
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6. Dyskusja

Proces wypehiania nasion materialami zapasowymi jest, przynajmniej z kilku
powodow, niezwykle interesujgcym etapem rozwoju generatywnego. Jest to koncowe stadium
wegetacji roslin okrytozalagzkowych, w ktorym z zalazni powstaje owoc a w nim dochodzi do
licznych przemian biochemicznych, molekularnych i hormonalnych, pozwalajacych na
synteze i gromadzenie we¢glowodandw, lipidow lub biatek. Pierwszym z tych powoddéw jest
oczywiscie aspekt zwigzany z zaopatrzeniem zarodka w niezbedne substancje utatwiajace mu
samodzielng egzystencje. Dostgpnos¢ materiatow zapasowych, regulatorow wzrostu czy
niezbednych biatek enzymatycznych decyduje o skutecznos$ci przebiegu pierwszych etapow
rozwoju poczawszy od kielkowania, az po zakonczenie fazy juwenilnej siewki.
Te poczatkowe przemiany sg niezwykle wazne takze z punktu widzenia trwalosci gatunku
i przekazania cech rodzicielskich nastepnym pokoleniom (Emes i in., 2003; Paula i in., 2016).
Prawidlowy ich przebieg umozliwia wiasciwe wejscie w fazg rozwoju generatywnego
I wydanie kolejnego pokolenia. Drugim aspektem sg mechanizmy jakie kierujg tym etapem
rozwoju generatywnego. Na przestrzeni kilkudziesieciu lat opisano szereg reakcji, przemian
1 zalezno$ci kontrolujacych gromadzenie materiatow zapasowych. Jak si¢ okazuje jest to
niezwykle dynamiczny proces o bardzo charakterystycznym przebiegu, angazujacy wiele
genow, biatek, fitohormonoéw czy metabolitow (Verdier i Thompson, 2008). Niezwykle
interesujace jest opisanie zalezno$ci pomiedzy tymi wszystkimi czynnikami i wynikajace
z nich konsekwencje, takie jak wielko$¢ nasion oraz ich wartos¢ odzywcza. Z jednej strony
ma to znaczenie czysto poznawcze i zawiera si¢ w zakresie badan podstawowych. Z drugiej
za$, ma okreslone implikacje praktyczne. Z catg pewnos$cig warto$¢ odzywcza ma decydujace
znaczenie dla zarodka 1 z tego tez powodu cecha ta zostala ewolucyjnie wyksztatcona
I utrwalona. Jednakze z punku widzenia cztowieka i jego potrzeb ma znaczenie ekonomiczne
i zywieniowe. Wsrod wielu roslin uprawnych, jako podstawowa wlasciwos¢ agronomiczng
wymienia si¢ wielko$¢ nasion, ich mase i ostateczny plon. Cechy te zalezg bezposrednio od
prawidlowego przebiegu procesu wypelniania nasion i1 gromadzenia w nich materiatéw
zapasowych (Sadras i Egli, 2008; Eichenberger i in., 2015). Sam proces wypetniania nasion,
poza czynnikami endogennymi, zalezny jest od catego szeregu czynnikow zewnetrznych.
Na szczegbdlng uwage zashuguja coraz czgstsze niekorzystne zjawiska klimatyczne jakimi sg
susze czy nadmierna temperatura. Jak wykazaty liczne badania, wplywaé one moga na wiele
etapoOw ontogenezy, warunkujac m. in. kietkowanie, rozwoj wegetatywny, dojrzewanie

organow plciowych czy jako§¢ pyltku a takze sam proces zapylenia i zaplodnienia. Te same
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czynniki wptywaja niekorzystnie na procesy dojrzewania 1 wypelniania nasion,
co w konsekwencji przektada si¢ na jako$¢ plonu oraz jego ilo$¢, a takze mozliwosci jego
wykorzystania (Britz i in., 2007; Prasad i in., 2011; Muthayya i in., 2014; Sehgal i in., 2017).
Mechanizmy gromadzenia materialdow zapasowych badane sg juz od kilku dziesigcioleci.
Z kazdym rokiem przybywa danych szczegoétowych uzupetniajacych wiedze na temat tego
procesu. Wynikaja one nie tylko z poszerzonej wiedzy dotyczacej funkcjonowania
poszczegolnych sktadnikow szlakow kontroli i efektorow, ale przede wszystkim wzajemnych
zalezno$ci pomiedzy nimi (Curaba i in., 2004; Gazzarrini i in., 2004; Yamamoto i in., 2010).

Dotychczas opisano co najmniej kilkadziesiat genow oraz kodowanych przez nie
bialek, wykazujacych aktywno§¢ w procesach rozwoju i dojrzewania zarodka, a takze
gromadzenia materiatdw zapasowych. Poczatkowo zatozono, ze kolejne elementy dziatajg
w swoistej kaskadzie zdarzen, prowadzacej do przemian, ktorych skutkiem jest wyksztatcenie
dojrzatych nasion oraz doprowadzenie ich do stanu spoczynku. Poézniejsze badania
uzupetniaty pierwotny obraz o kolejne elementy, jak np. fitohormony ze szczegdlnym
uwzglednieniem GA, ABA i IAA. W kolejnych latach coraz wigcej doniesien wskazywato na
bezposredni zwigzek hormonalnych regulatorow z konkretnymi biatkami oraz genami.
Poznawszy mechanizmy dziatania a takze szlaki biosyntezy czy degradacji fitohormondw,
mozliwe stato si¢ doktadniejsze uporzadkowanie wskazanych elementow. Wykazano, cO
zaprezentowano juz we wstepie niniejszej pracy, zaleznosci pomigdzy ABA, FUS3 oraz GA
(Curaba i in., 2004; Gazzarrini i in., 2004). Oznaczono takze wptyw kwasu indolilo-3-
octowego zaréwno na wspomniane powyzej hormony, jak 1 na niektore biatka regulatorowe
(Gray D. i Thomas T.H., 1982). Cho¢ poczatkowo wydawato si¢ mato prawdopodobne,
ze i ten fitohormon reguluje etap wypelniania nasion, to jednak zaawansowane techniki
badawcze potwierdzity zaleznos$ci jakich si¢ poczatkowo tylko domys$lano, analizujac np.
mutanty biosyntezy czy odpowiedzi na okreslone biatko lub hormon. Sam postep metodyczny
I metodologiczny badan biologicznych pokazat jak wiele jest zaleznosci i jak skomplikowane
sg to zaleznos$ci. Jeszcze pod koniec ubieglego wieku zaktadano udziat zupelnie innych form
giberelin w procesach rozwoju i dojrzewania nasion. Jako gibereliny aktywne typowano
zwiazki, o ktérych w tej chwili wiemy, ze stanowig jedynie bezposrednie prekursory lub
inaktywowang posta¢ formy aktywnej. Opierajac wnioskowanie jedynie na mutantach
wskazywano takze na inne mechanizmy, €O z czasem okazato si¢ do$¢ dalekie od
rzeczywistosci (Barendse i in., 1991; Zeevaart i in., 1991). Wyniki kolejnych badan ujawnity
zaangazowanie w procesy akumulacji materiatéw zapasowych takze kilku grup zwigzkow,

w tym np. cukréw czy innych substancji aktywnych gromadzonych w rozwijajacych sie¢
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nasionach. Wiele danych dotyczacych wspotdziatania biatek, hormonow, substancji
sygnatowych, zapozyczano czgsto z mechanizméw opisywanych w innych zjawiskach, takich
jak np. kwitnienie czy kietkowanie. Analizujac sposoby dziatania hormonow, regulacji
ekspresji licznych gendéw oraz funkcje kodowanych przez nie biatek, probowano podobne
zdarzenia przypisa¢ przemianom zwigzanym z wyksztalceniem nasion, w tym takze
gromadzeniu materiatdéw zapasowych (Verdier i Thompson, 2008). Nie wszystkie z nich
okazaly si¢ by¢ wilasciwe, m.in. z powodu zaangazowania innych genéw czy kombinacji
hormondw. Zasadniczy model szlaku kontroli i regulacji gromadzenia substancji zapasowych
zostal juz opisany w podrozdziale wstepu niniejszej pracy: 1.3.2.1. ,,Molekularna kontrola
procesu gromadzenia bialek zapasowych”.

Badania opisane w niniejszej rozprawie dotyczyly wptywu ABA i GA a takze
warunkow deficytu wody na zmiany przebiegu procesu wypelniania nasion u tubinu zo6ttego
odmiany Taper. Rodzina Leguminosae liczy okoto 650 rodzajow i ponad 18 000 gatunkow.
Pod wzgledem znaczenia rolniczego 1 gospodarczego ustgpuje jedynie zbozom
(Garcia i in., 2006). Poza mozliwo$ciami wykorzystywania gatunkow uprawnych w produkcji
paszy czy zywieniu czlowieka, kolosalne znaczenie ma mozliwo$¢ wigzania azotu
atmosferycznego dzigki symbiozie z bakteriami brodawkowymi (Allen i Young, 2013; Voisin
Iin., 2013; Yu i in., 2014). Wiazanie azotu pozwala nie tylko ograniczy¢ nawozenie, ale takze
przyczynia si¢ do zmniejszenia zuzycia energii czy emisji gazéw cieplarnianych. Chociazby
z tego powodu uprawa tubinu ma znaczenie dla zmian ekologicznych czy socjologicznych,
ktore obecnie stajg si¢ koniecznos$cig a nie tylko modnym trendem. Proces katalizowany przez
bakterie nie tylko umozliwia uprawe tubinu zoéltego w glebach bardzo stabej jakosci,
ale znaczaco przyczynia si¢ do poprawy ich wtasciwos$ci np. poprzez poprawe retencji wody,
zaopatrzenie w sktadniki pokarmowe czy pozostawienie duzej ilo$ci materii organicznej
(Atif i in., 2013; Voisin i in., 2013; Branca i in., 2013). Badania prowadzone na ryzu oraz
dwoch gatunkach roslin bobowatych, bobie (Vicia faba L.) i wyce (Astragalus sinicus L.)
wykazaty, ze w plodozmianie poprawiajg one zaréwno gospodarke azotowa, zmniejszajac
ilo$¢ stosowanych nawozéw a ponadto bardzo korzystnie wplywaja na mikroflorg strefy
korzeniowej oraz pobieranie wody i sktadnikow odzywczych (Gianinazzi-Pearson, 1996;
Brancai in., 2013; Yu i in., 2014). Stopien zagospodarowania obszarow uprawnych w Polsce
ro$linami o wymienionych wiasciwo$ciach jest wcigz niewystarczajgcy. Coraz czeSciej tez
sigga si¢ po uprawe soi zamiast korzysta¢ z dobrodziejstw rodzimych gatunkow. Mimo
niedoskonatos$ci, tubin z6ity w dalszym ciggu powinien by¢ traktowany jako ro$lina o duzym

potencjale i wskazane jest, aby ponownie wprowadzony zostal do regularnego stosowania
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w rolnictwie. Znaczenie tego gatunku w bardzo duzym stopniu ogranicza zasieg i wrazliwos¢
na warunki $rodowiskowe. Dlatego tez, tak w badaniach podstawowych, jak i praktyce
rolniczej zostal on zastgpiony i wyparty przez soj¢, tubin waskolistny, lucerne czy groch.
Ilo§¢ danych badawczych zgromadzonych dla wspomnianych gatunkéw stragczkowych jest
nieporownywalnie wigksza z tymi dotyczacymi tubinu zoéttego. Niemniej, w Swietle wynikow
prezentowanych w niniejszej pracy wydaja si¢ one by¢ rownie cickawe.

Do przygotowania i zebrania prezentowanych wynikéw wykorzystano Kkilka
nowoczesnych technik biologii molekularnej pozwalajacych identyfikowaé funkcjonujace
w komorkach roslin kwasy nukleinowe, biatka czy hormony (RNA-Seq, RT-gPCR, nanoLC-
MS/MS, LC-MS/MS).

6.1. Identyfikacja homologow genéw zwiazanych z rozwojem nasion
| gromadzeniem materialow zapasowych

Z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania (NGS), bibliotek cDNA
utworzonych na matrycach wystepujacych w komoérkach tubinu zéttego czasteczek mRNA,
zidentyfikowano transkryptomy oraz oznaczono ekspresj¢ wielu gendw aktywnych
w nasionach L. luteus w 10, 20 oraz 30 dniu po wyksztalceniu kwiatow (GSE207091).
Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity wystepowanie niemal identycznych genow
opisanych wczesniej u innych gatunkéw bobowatych (Foley i in., 2011, 2015; Jones i Vodkin,
2013; Chen i in., 2021). Szczegotowej analizie poddano sekwencje kodujace genow
zaangazowanyCh w mechanizmy regulatorowe zwigzane z wypelnianiem nasion oraz genéw
kodujacych biatka zapasowe wystepujace w tubinach. Zidentyfikowano transkrypty, niemal
wszystkich kluczowych elementow, funkcjonujace w ogdélnym schemacie kontroli
gromadzenia materiatbw  zapasowych  opisanych u innych gatunkow  roslin.
Wyselekcjonowano takie geny jak LIPKL, LILEC2, LIABI3, LIFUS3, LIVAL1, LIBETA,
LIDELTA2. Wszystkie one znajduja swoje odpowiedniki a najwi¢kszy stopien homologii dla
kazdego z nich wykazano wobec genow zidentyfikowanych u tubinu waskolistnego. Jest to
gatunek najbardziej zblizony siedliskowo oraz najblizej spokrewniony, stad obserwowane
podobienstwa sg najwicksze (Foley i in., 2011). Dla wspomnianych powyzej genow stopien
homologii wynosit okoto 95%. Nieznacznie nizsze podobienstwo uzyskiwano dla Medicago
truncatula L., Phaseolus L. czy Vicia L., w kazdym przypadku siggato ono jednak okoto
90%. W analizowanych transkryptomach nie opisano LEC1 i y-konglutyny oraz nie wykazano

obecnosci dwoch form B-konglutyny zidentyfikowanych u L. anfustifolius. Wystepowanie
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w postaci czagsteczek eksprymowanych wiekszosci gendow, zwigzanych z mechanizmami
regulacji oraz samym procesem gromadzenia bialek zapasowych, wskazuje jednoznacznie na
uniwersalnos$¢ tych przemian takze u tubinu zottego. Niewielkie réznice moga wynikac ze
specyficznos¢ gatunku, a takze z nieco odmiennego schematu koncowej struktury bialek
zapasowych akumulowanych w nasionach. Jest to jednak raczej pochodng samej ekspresji czy

wzorca ekspresji jaki zidentyfikowano w badanych transkryptomach.

6.2. Analiza ekspresji wybranych genow zwigzanych z rozwojem nasion
| gromadzeniem materialow zapasowych

6.2.1. LIPKL (LIPICKLE)

Poréwnanie zmian ilosciowych w przypadku genu LIPKL wykazato wyrazny
I systematyczny spadek ekspresji w kolejnych dniach wzrostu nasion (Wykres 1.).
Zestawienie danych pomiedzy 10 a 20 DAA oraz 10 i 30 DAA wykazato ograniczenie
transkrypcji tego genu. Wykazuje on wysoka aktywno$¢ we wczesnych etapach rozwoju
nasion, po czym nastepuje wyrazny spadek, by pod koniec wypekiania nasion ponownie
rosng¢ (Verdier i Thompson, 2008). Spadek ekspresji badanego genu w nasionach
najmlodszych w poréwnaniu z nasionami zbieranymi w 20 dniu po wyksztalceniu kwiatow
obserwowano takze w badaniach przeprowadzonych technika RT-gPCR (Wykres 8.).
Jednak w tym przypadku, w nasionach roslin najstarszych (30 DAA) zaobserwowano wzrost
ekspresji badanego genu w poréwnaniu do poziomu z 15 dnia. Roéznica ta wynika
prawdopodobnie ze zmiennos$ci warunkoOw uprawy, jakie miaty miejsce w kolejnych latach,
kiedy zbierano material do doswiadczen RNA-seq oraz analiz przeprowadzanych technikg
ilosciowego PCR. Przyczyna takiego stanu rzeczy moga by¢ wzajemne zaleznosci pomigdzy
aktywnos$cig opisywanego genu a aplikowang gibereling. Wydaje si¢, ze obydwa czynniki
wspotdzialajg ze sobg bezposrednio w kontroli licznych przemian fizjologicznych. Juz ponad
20 lat temu obserwowano zaleznosci pomi¢dzy mutacja w genie PICKLE i efektami
stosowania egzogennych GA (Ogas i in., 1997; Park i in., 2017). Wiadomo z licznych
doniesien, ze synteza i aktywnos$¢ giberelin w bezposredni sposob zalezy zaréwno od
warunkoéw fotoperiodycznych, jak i temperaturowych czy wilgotno$ci. Dlatego tez, proste
przyréwnanie wynikow z kolejnych lat badan nie moze by¢ przeprowadzone. Bardziej
jednoznaczne z calg pewnos$cig bylyby badania w uktadzie upraw w warunkach sztucznych,
jednakze nie pokazatyby one tego, co mozna zaobserwowa¢ w wynikach prezentowanych w

niniejszej pracy, dzigki uprawom polowym. Wyniki uzyskane w latach 2018 — 20 moga
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wskazywaé, ze panujace wowczas warunki atmosferyczne przyczynity si¢ do wczesniejszego
zakonczenia fazy wypelniania nasion oraz wejScia w etap desykacji, ktéry to charakteryzuje
si¢ ponownym wzrostem ilo$ci biatka PKL (Verdier i Thompson, 2008). Moze by¢ to bardzo
cenna informacja, zwtaszcza w kontekScie zastosowan praktycznych. Wynika to wprost
z funkcji, jakie petni PICKLE w procesie aktywacji i inaktywacji genéw bezposrednio
zaangazowanych w kontrole gromadzenia substancji zapasowych. Jest to biatko
odpowiedzialne za remodelowanie chromatyny i poprzez takie dziatanie, spadek jego ilosci
w komoérkach uwalnia ekspresje gendow regulatorowych, takich jak LEC1 czy LEC2, ktore
inicjuja kolejne przemiany (Zhang i in., 2012). Taki wzorzec ekspresji genu kodujacego
czynnik nalezacy do rodziny bialek CHD3 oraz zachowawczo$¢ ewolucyjna wynika
najprawdopodobniej ze znaczenia, jakie PIKLE odgrywa w kontrolowaniu wielu przemian
i odpowiedzi na warunki srodowiskowe, w tym rozwgj embrionalny, aktywnos$¢ merystemow
korzeniowych, fotomorfogeneza i termomorfogeneza. Wykazano, ze poza gromadzeniem
materiatdw zapasowych, kontroluje on takze takie procesy jak spoczynek nasion, elongacje
hypokotyla, tworzenie korzeni bocznych czy promowanie kwitnienia (Jing i Lin, 2013; Jing i
in., 2019; Zha i in.,, 2020; Otvés i in., 2021). Rola, jaka pelni omawiany czynnik
remodelujacy chromatyng jest nadrzedna wobec catego szeregu gendéw odpowiedzialnych za
kluczowe w ontogenezie zmiany. Wobec tego spodziewane jest, ze takze w procesie
wypehiania nasion lubinu zottego, gen ten bedzie przybiera¢ podobny wzorzec ekspresji
I bedzie petni¢ podobne funkcje. Homolog PICKLE zostat po raz pierwszy zidentyfikowany
u tubinu zottego, podobnie jak pozostate opisane w niniejszej pracy geny, za wyjatkiem
konglutyn.

6.2.2. LILEC2 (LILEAFY COTYLEDONZ2) oraz LIFUS3 (LIFUSCA3)

Kiedy spada aktywnos$¢ genu PKL, wowczas dochodzi do aktywacji gendow
regulatorowych grupy LAFL dzialajacych w swoistej petli sprzezen, prowadzacych do
kontroli rozwoju nasion (Stone i in. 2001). Naleza do niej zidentyfikowane LILEC2 oraz
LIFUS3. W do$wiadczeniach RNA-seq wykazano, ze ekspresja LILEC2 zmienia si¢ pomigdzy
poszczegolnymi wariantami badawczymi (Wykres 2.). W najmtodszych nasionach, 10 dni po
wyksztatceniu kwiatu, ilos¢ jego transkryptu byta niemal niewykrywalna by w 20 dniu
osiggna¢ najwyzszy poziom i ponownie zmniejszy¢ si¢, blisko 100-krotnie w nasionach
z 30 DAA. Nieco inny przebieg obserwowany byl w kolejnych doswiadczeniach

z wykorzystaniem techniki ilosciowego PCR. Wyniki zaprezentowane na Wykresie 9.
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pokazuja systematyczny spadek ilosci LILEC2 do poziomu niemal niewykrywalnego
w nasionach zbieranych 30 dnia. Roéznice te wynika¢ moga ze wspominanych zmian
warunkéw $rodowiskowych upraw polowych w latach 2018 — 2020 i nieco innego wzorca
ekspresji genu PKL. Z danych literaturowych wynika, ze mutacja w genic pkl powoduje
wzrost ekspresji m.in. genu LEC2 (Dean Rider i in., 2003). Brak jest jednak danych
dotyczacych aktywnosci tego ostatniego u tubinow. Na podstawie dostepnej literatury,
spodziewa¢ by si¢ mozna, ze wysoki poziom ekspresji genu LIPKL bedzie powodowat
zahamowanie ekspresji LILEC2. Taki rezultat uzyskano w nasionach zbieranych w 10 DAA.
W tym czasie, najwyzszy poziom ekspresji genu kodujacego biatko remodelujgce chromatyne
przektadat si¢ na niemal zerowg aktywno$¢ transkrypcyjng zaleznego od niego genu LILEC2.
Wydaje si¢ jednak, ze w kolejnych dniach zaleznosci te odbiegaja nieco od teorii. Co prawda
spadek ekspresji LIPKL w 20 dniu powoduje wzrost ekspresji LILEC2, jednakze dalsze
obnizanie ilo$ci transkryptu LIPKL powoduje ograniczenie syntezy mRNA LILEC2
w 30 dniu. Zaleznosci te trudno wyjasni¢ dla tubinow, jednakze z danych literaturowych
wynika, ze w pewnych specyficznych warunkach lub u niektérych mutantow, wzajemne
zaleznosci pomiedzy wspomnianymi czynnikami sg bardziej skomplikowane (Lepiniec i in.,
2018). Od poczatku prowadzenia analiz transkryptoméw opisywanych w niniejszej pracy,
zastanawiajgcym byt brak homologa genu LEC1 w bibliotekach cDNA uzyskanych z nasion
tubinu zoéttego. Okazuje si¢, ze dysfunkcja genu DCL1, kodujacego enzym zaangazowany
w dojrzewanie miRNA, u A. thaliana powoduje zahamowanie ekspresji LEC1, a w zamian za
to podwyzszona jest ilo$¢ transkryptow m.in. LEC2 czy FUS3 (Nodine i Bartel, 2010;
Willmann i in., 2011). W prezentowanych wynikach obserwowano takze bardzo podobny do
LILEC2 wzorzec ekspresji homologa FUS3 (Wykres 4.). Oczywiscie nie 0znacza to
bezposrednio, ze badana odmiana tubinu wykazuje jaki§ uszczerbek w biogenezie matych
regulatorowych RNA. Moze to jednak wskazywac, ze zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe
takze wplywaja na funkcjonowanie szlakow zaleznych od dziatania tego rodzaju kwasu
nukleinowego. Innymi czynnikami moggcymi modulowa¢ poziom aktywnosci genow LILEC2
czy LIFUS3 moga by¢ hormony. W przypadku obu genéw kluczowe wydaja si¢ by¢ auksyny,
ktore promuja ich ekspresje. Nie bez znaczenia pozostaja jednak pozostate hormony w tym
ABA i GA (Finkelstein i Gibson, 2002; Gazzarrini i in., 2004; Slater i in., 2013). Kontrola
ekspresji gendéw syntezy i degradacji GA przez FUS3 wplywa na homeostaz¢ hormonalna,
co moze przektada¢ si¢ na wzorzec ekspresji LEC2 i FUS3. Nalezy pamigtac, ze wszystkie
wspomniane powyzej geny i hormony dziataja w swoistych pozytywnych i negatywnych

petlach sprzezen zwrotnych. Mozna w zwiagzku z tym przypuszczaé, ze spadek ekspresji
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LIPKL w 30 dniu (Wykres 1.) oraz obserwowany spadek ekspresji LILEC2 (Wykres 2.)
I LIFUS3 (Wykres 4.) moze wynika¢ z innych przyczyn niz bezposrednie zaleznoS$ci
pomiedzy nimi. By¢ moze przyczynami relatywnie krotkotrwatego wzrostu ekspresji
homologéw LEC2 i FUS3 mogg by¢: brak aktywnosci LEC1 u tubinu zéttego, zmiany
w gospodarce hormonalnej lub zmiany aktywnos$ci metabolizmu miRNA u badanej odmiany.

Odmienne wyniki uzyskano w przypadku doswiadczen prowadzonych technika
RT-gPCR. Wzorce ekspresji LILEC2 (Wykres 9.) oraz LIFUS3 (Wykres 11.) byly
przeciwstawne i nie odpowiadaly wprost aktywnosci transkrypcyjnej LIPKL (Wykres 8.).
Brak jest danych poréwnawczych, mogacych postuzy¢ jako odniesienie obserwowanych
tendencji. Nalezy jednak zatozy¢, co opisano powyzej, ze badane zaleznosci i wzorce
ekspresji podlegaja duzo wigkszemu stopniowi komplikacji. Ustalona u innych gatunkéw
chronologia zmian ekspresji PKL, LEC2 i FUS3 ma oczywiscie olbrzymie znaczenie takze
w przypadku zmian ekspresji ich homologéw u tubinu zéttego.

Nalezy jednak wzig¢ pod uwage takze mozliwos$¢ istnienia czynnikow lub zaleznosci
dodatkowych, dotychczas nieopisanych. Z taka sytuacja mieliSmy juz do czynienia
w badaniach opisujacych funkcje IAA czy cukrow (sacharoza) w procesie dojrzewania nasion
i gromadzenia materiatow zapasowych u innych gatunkéw roslin. Dopiero zmiana podejécia
oraz zastosowanie nowych technik pozwolito odkry¢ odmienne mechanizmy kontrolne czy
zaangazowanie dodatkowych elementow. W wynikach badan publikowanych w ostatnich

latach wida¢ coraz wigcej takich sktadowych (Horstman i in., 2017; Liu i in., 2021).

6.2.3. LIABI3 (LIABA INSENSITIV3)

Innym elementem sieci zalezno$ci i kontroli gromadzenia materiatow zapasowych
w nasionach tubinu zéttego jest LIABI3 nalezacy do rodziny czynnikow transkrypcyjnych B3.
Szczegotowe badania prowadzone nad mechanizmami dojrzewania nasion wykazuja, ze peni
on swoistg i bardzo charakterystyczng funkcje (Santos-Mendoza i in., 2008). ABI3 ulega
ekspresji na pozniejszych etapach rozwoju nasion. Efekty jego dziatania sa znaczaco
odmienne od tych obserwowanych w wyniku aktywnosci LEC1, LEC2 czy FUSS,
niezbednych na wczesniejszych etapach rozwoju (Lopez-Molina i in., 2002; Finkelstein i in.,
2008; Jia i in., 2014). Roznice dotycza takze przestrzennego rozkladu ekspresji genow
nalezagcych do sieci LAFL. Sposrod wspomnianych genow jedynie ABI3 ulega ekspresji
w catym zarodku a kodowane przez niego biatko, jako jedyne wyposazone jest we wszystkie

cztery, charakterystyczne dla tego rodzaju czynnikéw transkrypcyjnych, motywy
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regulatorowe i wigzace DNA (Giraudat i in., 1992; To i in., 2006; Santos-Mendoza i in.,
2008). Dzigki temu, moze on funkcjonowa¢ w zmiennych uktadach i wspoétdziata¢ z innymi
biatkami w kontroli ekspresji genéw nalezgcych do odmiennych rodzin. Coraz cze¢sciej
pojawiaja si¢ informacje o wystepowaniu réznych wariantéw transkrypcyjnych tego genu,
np. u grochu siewnego czy pomidora (Gagete i in., 2009; Gao i in., 2013). Badania
przeprowadzone na lucernie wykazaly, ze kazda z trzech form transkrypcyjnych rézni si¢ od
siebie strukturalnie. W zaleznosci od sktadu kompleksu biatkowego, taka kompozycja moze
wykazywa¢ odmienny sposob dzialania a przez to kontrolowaé ekspresj¢ roznych genow
(Lalanne i in., 2021). Potwierdzono takze, ze to wlasnie czynnik transkrypcyjny ABI3 ma
najwigkszy udzial w kontroli gromadzenia bialek zapasowych. Przeprowadzone badania
wskazaty, ze u Arabidopsis aktywno$¢ FUS3 wazniejsza jest dla procesu gromadzenia
lipidow (Roscoe i in., 2015). Nie oznacza to, ze ABI3 jest samodzielnym aktywatorem genow
kodujacych biatka zapasowe, poniewaz jest on pozytywnie kontrolowany zaréwno przez
LEC2, jak i FUS3. Dodatkowo komplikacje w zrozumieniu zaleznosci pomiedzy ABI3
i innymi regulatorami wypetniania nasion wprowadzaja wyniki badan struktury elementéw
regulatorowych. Analiza zidentyfikowanych sekwencji promotorow genéw kodujacych biatka
zapasowe u roslin z roznych grup systematycznych wykazata, ze poza powszechnie
spotykanymi, podobnymi do RY i do ACGT, wystepuja takze elementy typu cis unikatowe
i charakterystyczne tylko dla Fabaceae (motyw E2Fb) (Fauteux i Stromvik, 2009). Pokazuje
to, jak skomplikowane i trudne do zinterpretowania moga by¢ zaleznosci oraz jak ktopotliwe,
bez pelni wiedzy, moze by¢ wnioskowanie o funkcji homologa ABI3 w konkretnych
zdarzeniach w rozwoju nasion.

W badaniach opisanych w niniejszej pracy, obserwowana w nasionach tubinu zottego
ekspresja LIABI3 wykazywala taka sama tendencje zarowno w wynikach uzyskanych
w doswiadczeniu RNA-seq (Wykres 3.), jak i ilosciowych reakcjach PCR (Wykres 10.).
W otrzymanych wynikach obserwowano stopniowy i systematyczny wzrost aktywnoS$ci
transkrypcyjnej badanego genu w kolejnych fazach wzrostu nasion. Porownujgc otrzymane
wyniki ekspresji tego genu do aktywnosci transkrypcyjnej genow nalezacych do LILAFL,
opisanych powyzej u tubinu zéttego odmiany Taper, mozna zauwazy¢ wyrazne przesunigcie
w czasie (Wykres3.). Taki schemat potwierdza udziat LIABI3 w procesach zwigzanych
z wypelnianiem nasion na koncowych etapach ich rozwoju po aktywacji przez wczesniejsze
elementy takie, jak LILEC2 czy LIFUS3. Ta wzmozona aktywnos$¢ ma takze swoje znaczenie
z powodoéw innych przemian, jakie moga by¢ kontrolowane przez LIABI3. Naleza do nich

niewatpliwie ustanowienie tolerancji na odwodnienie i trwatos$¢ nasion.
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6.2.4. LIVALL (LIVP1/ABI3-like)

Strukturalnie podobnym do opisywanej powyzej rodziny czynnikow transkrypcyjnych
AFL-B3, jest LIVALL. Jednakze VALL wraz z innymi biatkami VAL tworzy odmienng
funkcjonalnie rodzing VAL-B3 (Suzuki i in., 2007). Rolg tych biatek jest hamowanie
ekspresji genow nalezacych do centralnych regulatoréw wypeliania nasion. VALL jest
odpowiedzialny za stymulacj¢ procesow zwigzanych z remodelowaniem chromatyny.
Kluczowa jest w tym przypadku trimetylacja lizyny 27 histonu H3. Wyniki badan
przeprowadzonych na A. thaliana wskazuja, ze kompleksy katalizujgce bezposrednio taka
reakcje rekrutowane sa do chromatyny w okre§lonych miejscach, wtasnie dzigki aktywnosci
biatek nalezacych do VAL-B3 (Yuan i in., 2021). Zaréwno doswiadczenia RNA-seq,
jak 1 analizy z wykorzystaniem iloSciowej reakcji PCR potwierdzilty najwyzszy stopien
akumulacji mRNA genu LIVAL1 w nasionach tubinu zoéttego zbieranych po 30 dniach po
wyksztatceniu kwiatow (Wykres 5. i 12.). Zestawienie wynikow ekspresji LILEC2
(Wykres 2. 1 9.), LIFUS3 (Wykres 4. i 11.) oraz LIPKL (Wykres 1. i 8.) pozwala
przypuszczaé, ze to wlasnie na tym etapie rozpoczyna si¢ wilasciwa faza desykacji
1 nabywania odpornosci na susze oraz determinowanie dtugowiecznos$ci nasion.

Podobienstwo strukturalne czynnikow transkrypcyjnych AFL-B3 do VAL-B3 moze
mie¢ takze inne znaczenie (Luerfen 1 in., 1998; Stone 1 in., 2001; Jia i in., 2014; Carbonero i
in., 2017). Filogenetycznie ABI3 i VALI sg starsze ewolucyjnie niz LEC2 i FUS3. Wiazg si¢
do tych samych elementow regulatorowych typu cis, ale powoduja odmienne odpowiedzi.
LEC2 i FUS3 odpowiadajg za inicjacje transkrypcji genow zwigzanych z dojrzewaniem
nasion, w tym za proces akumulacji materialow zapasowych (Han i in., 2017).
ABI3 jest swoistym lacznikiem pomiedzy ukladem hormonalnym a eksprymowanymi
wczesniej genami LAFL. Zapewnia to jego odmienna struktura i mozliwo$¢ odzialywania
z wiekszg iloscig biatek. VALI to bialko wigzace element RY, inicjujagce remodelowanie
chromatyny i blokujace mozliwosci transkrypcji genéw LEC2, ABI3 i FUS3. Nie ma
jednoznacznych dowodow na bezposrednie oddzialywanie 1 wspodtdzialanie w tych
przemianach VALL i PKL u tubinéw. W przypadku A. thaliana mutacje zestawu genow val
(1, 2, 3) oraz genu pkl wywotuja bardzo czesto identyczne cechy fenotypowe. Wskazuje to, ze
VALL1 pelni podobng funkcje w kontroli analogicznych zdarzen w tej samej lub w kolejnych
fazach rozwoju nasion. Moze to takze sugerowacé, ze dla petnej kontroli stanu fizjologicznego,
koniecznie jest wspoétdziatanie tych dwoch elementow (Suzuki i in. 2007). Poréownanie
wzorcow ekspresji LIVALL (Wykres 5. i 12.), LIPKL (Wykres 1. i 8.) oraz genéw LILAFL
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(Wykresy: 2., 3., 4. oraz 9., 10., 11.) potwierdza, ze LIVALL bierze udzial w procesach
hamujacych ekspresje genoéw kontrolujacych akumulacje biatek.

6.2.5. Geny kodujace konglutyny

Zwienczeniem omawianych w niniejszej pracy przemian jest zgromadzenie
w nasionach odpowiednej ilo$¢ bialek zapasowych. W pierwszej kolejnosci dochodzi do
wzrostu ekspresji  genow kodujacych biatka zapasowe. Niewiele jest jednak danych
literaturowych dotyczacych zmian ekspresji genow konglutyn u tubinu zéttego. Wigkszo$¢
badan wykonanych zostala na tubinie waskolistnym i biatym. U L. angustifolius
zidentyfikowano 16 genéw kodujgcych cztery podstawowe klasy konglutyn, natomiast
z danych dostgpnych w bankach gendéw wynika, ze u L. albus takich genow jest dziewieé
(Foley i in., 2011). Wykonane analizy sekwencjonowania bibliotek ¢cDNA z nasion tubinu
z6ttego, prezentowane w niniejszej pracy, wykazaty istnienie pigciu genow kodujacych
konglutyny klasy B oraz jednego kodujacego o-konglutyne. Nie do konca mozna jednak
przyrownac te wyniki z badaniami prowadzonymi na innych gatunkach tubinu, w ktorych
identyfikowano biatka zapasowe gromadzone w nasionach roslin uprawianych w warunkach
sztucznych (Foley i in., 2011). Wzorce ekspresji genow LIBETA i LIDELTA2 wskazuja na
najwyzszg ich aktywno$¢ w nasionach najstarszych (Wykres 6. i 7.). W wariancie 30 DAA,
ilo§¢ mRNA wszystkich zidentyfikowanych konglutyn byla wielokrotnie wyzsza niz
W pozostatych wariantach. W przeprowadzonych do$wiadczeniach RNA-seq wykazano, ze
wczesniejszej aktywacji, w porownaniu do LIDELTA2, ulegaja geny LIBETA. Ich niewielki
wzrost ekspresji obserwowano w nasionach zbieranych w 20 dniu (Wykres 6.), podczas gdy
niewidoczna byla jeszcze aktywnos¢ gendow kodujgcych &-konglutyny (Wykres 7.).
W kolejnych latach, przy zastosowaniu techniki RT-gPCR obserwowano u tubinu zottego
wzrost aktywnos$ci transkrypcyjnej obu zidentyfikowanych genow w tym samym wariancie
(Wykres 13. i 14.). Najwyzsza ilos¢ mRNA genow oznaczanych zaré6wno technika RNA-seq,
jak i RT-qPCR obserwowana byta w nasionach najstarszych (30 DAA). Co ciekawe, u tubinu
zOltego wigkszg czg$¢ bialek zapasowych stanowig d-konglutyny. Stosujac technike
ilosciowego PCR wykazano, ze ten podwyzszony poziom wystepuje juz w nasionach
20 DAA. Podobng obserwacje poczyniono w badaniach Foley i in. 2015, w ktorych
wykazano, ze nasiona tubinu zoéttego, zbierane 20 — 26 dni po wyksztalceniu kwiatow,
charakteryzuja si¢ wyzszym poziomem ekspresji genow konglutyn klasy & niz B. U innych

gatunkow tubindw zaleznos$ci te s3 odmienne 1 dla przyktadu u tubinu waskolistnego czy L.
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mutabilis, przewaza klasa f (Foley i in., 2015). Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze ogdlny
wzorzec ekspresji genoOw kodujacych biatka zapasowe uzyskany dla nasion tubinu zoltego
odmiany Taper jest zgodny z danymi literaturowymi, wskazujacymi na stopniowy wzrost
ilosci biatek zapasowych 1 najwyzszy ich poziom w nasionach najstarszych.

Potwierdzeniem danych transkryptomicznych oraz uzyskanych technika ilosciowego
PCR byly doswiadczenia z zastosowaniem rozdziatu chromatograficznego peptydow
identyfikowanych jako konglutyny. W doswiadczeniach tych, potwierdzono najwyzszy
stopien akumulacji biatek zapasowych w najstarszych nasionach (Wykres 19.). Szczegétowa
analiza potwierdzita takze wigkszy udziat formy & w tacznej puli biatek zapasowych
(Wykres 21.). Do oznaczen poziomu akumulacji bialek zapasowych w nasionach tubinu
z6ttego odmiany Taper zastosowano techniki nanoLC-MS/MS. Tego rodzaju analizy
chromatograficzne nie byty jak dotad wykonywane dla biatek zapasowych tubinu zottego.
Dzigki zastosowaniu roznych technik analitycznych, uzyskane wyniki stajg si¢ bardziej

wiarygodne.

6.3. Rola GA i ABA w kontroli proceséw wypelniania nasion

Z badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich kilku dziesig¢cioleci wynika,
ze w kontroli procesow wypelniania nasion, poza swoistymi biatkami regulatorowymi, takimi
jak LAFL oraz PKL czy VALL, niezwykle istotny jest takze udzial fitohormonow.
Najwazniejsza rolg przypisuje si¢ wzajemnym zalezno$ciom pomi¢dzy GA i ABA. Jednakze,
jak wykazaly liczne badania, zwlaszcza ABA moze wspotdziata¢ réwniez z etylenem,
kwasem jasmonowym czy brasinosteroidami (Finkelstein i in., 2008; Wilson i in., 2014;
Wang i in., 2020; Ali i in., 2022). U wielu gatunkoéw roslin wykazano, ze fitohormony
wpltywaja na ekspresje genow zwigzanych z regulacja procesu gromadzenia biatek
zapasowych, dotyczy to zwtaszcza FUS3 i ABI3 (DeLisle i Crouch, 1989). Jednak ostatnie
badania pokazaly, Zze takze biatka regulatorowe LAFL moga przyczynia¢ si¢ do wzrostu lub
spadku ekspresji genow zwigzanych z biosynteza lub degradacja fitohormonow
(Holdsworth i in., 2008). Wykazano m.in. istnienie pozytywnej korelacji pomigdzy
aktywnos$cig FUS3 i poziomem ABA oraz negatywnej pomiedzy aktywno$cig FUS3
I poziomem GA (Gazzarrini i in., 2004). Wymienione hormony dziataja przeciwstawnie
podczas dojrzewania nasion. Moze wynika¢ to z faktu synergistycznego dziatania GA oraz
PKL w hamowaniu aktywnosci genow regulatorowych i pozytywnych korelacji pomigdzy

tymi wtasnie czynnikami, a obecnosciag ABA (Henderson i in., 2004). Wykazano, ze jedynie
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w obecnosci ABA mozliwa jest aktywacja genéw LAFL. Dochodzi do tego w wyniku
hamowania aktywnosci fosfatazy PP2C 1 odblokowania m.in. takich czynnikow

transkrypcyjnych, jak ABI3, dzieki ich fosforylacji (Ali i in., 2022).

6.3.1. Wplyw GA; na ekspresje zidentyfikowanych genow

W prezentowanych badaniach, tubin zéity odmiany Taper poddawano dziataniu
GA; i ABA na poczatkowych etapach rozwoju nasion. Aplikacja fitohormonéw w zadnym
z wariantow nie zmienita w sposéb diametralny wzorca ekspresji badanych genow
obserwowanego w wariancie kontrolnym. Tym nie mniej, odnotowano kilka
charakterystycznych zmian pozioméw aktywno$ci transkrypcyjnej. Na uwage zashuguje
np. pozytywny wptyw GA na ilo§¢ mRNA genu LIPKL. Szczegdlnie wyrazne zmiany
zaobserwowano w nasionach zbieranych w czwartej i 6smej godzinie od rozpocze¢cia zbioru
prob, zwlaszcza w 15 1 20 DAA (Wykres 8.). Wzrost ekspresji LIPKL po aplikacji GA3 moze
wynika¢ rowniez z faktu regulacji ekspresji gendOw biosyntezy i szlakow transdukcji sygnatu
zaleznych od GA przez warunki $wietlne i termiczne (Cagnola i in., 2018; Park i in., 2020).
W nasionach roslin najstarszych (30 DAA) zaleznosci te nie sg juz tak klarowne, co moze by¢
skutkiem zakonczenia procesu wypelniania nasion i konieczno$cig ograniczenia dziatania GA
przed wejsciem nasion w stan spoczynku (Kozaki i Aoyanagi, 2022). Jak juz wspomniano,
wczesniejsze doniesienia wskazywaly takze na podobne efekty dziatania PKL oraz giberelin
w konteks$cie wypetniania i regulacji rozwoju nasion. Uzyskane wyniki mogg potwierdzaé
takze u tubinu zottego, swoisty, rownolegly wptyw GA na te przemiany, jednakze wymagaja
one dalszych analiz.

W przypadku genu LIABI3 najczesciej obserwowanym efektem podania GAjz byt
wzrost aktywnos$ci transkrypcyjnej (Wykres 10.). Z danych literaturowych wynika, ze
zarowno LEC2, jak i ABI3 czy FUS3 sg zaangazowane w hamowanie ekspresji gendéw
zwigzanych z biosynteza GA (Curaba i in., 2004; Gazzarrini i in., 2004). Podanie dodatkowej
puli GA3 moze wplywac niekorzystnie na catos¢ przemian zachodzacych w nasionach. Moze
réwniez skutkowaé¢ wzmozong ekspresjg genow kodujacych czynniki hamujgce sam proces
biosyntezy fitohormonu. Taki mechanizm opisano dla ABI3. Jednak w przypadku FUS3
wydaje si¢, ze jego istotg jest stabilizowanie tego biatka w obecnosci ABA (Gazzarrini i in.,
2004). Jak wykazaly najnowsze badania, podobny mechanizm stabilizowania biatka przez
hormon, a w zasadzie hamowania inaktywacji, opisano takze dla ABI3 (Ali i in., 2022).

Wzorce ekspresji oznaczone dla genu LIVAL1 wykazujg jedynie w nielicznych przypadkach
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wzrost ekspresji tego genu pod wptywem GA. W literaturze brak jest danych opisujacych
dziatanie VAL1 czy GA poprzez wspdlne mechanizmy lub na podobnych etapach rozwoju
nasion. Dlatego tez, nie mozna w sposob jednoznaczny wskazaé przyczyny obserwowanych
zmian. Znanym jest jednak fakt szerokiego udziatu giberelin w regulacji proceséw wzrostu
I rozwoju. Wykazano takze, ze gibereliny sa zwigzane posrednio z regulacjag procesOw
remodelowania chromatyny za posrednictwem grupy receptorow wrazliwych na ten hormon
oraz biatek DELLA, ktorych stabilno$¢ kontrolujg (Sarnowska i in., 2016).

Podobne funkcjonalnie do GA sg brasinosteroidy. Prowadzone na A. thaliana
doswiadczenia wykazaty, ze ten stymulator wzrostu komérkowego dziata antagonistycznie
w stosunku do ABA, promujac kietkowanie nasion (Xue i in., 2009; Kim i in., 2019).
Aktywowane przez brasinosteroidy czynniki transkrypcyjne BZR1/BES1 indukuja ekspresje
genow Dbiosyntezy giberelin (Unterholzner i in., 2015), co najwazniejsze jednak, efekt
dziatania BR jest synergistyczny z tym wywotywanym aktywnoscig VALL. To za$ powoduje
zahamowanie przemian zwigzanych z dojrzewaniem nasion i zainicjowanie stanu spoczynku
(Ruan i in., 2021). Co prawda, nie jest to bezposredni dowod na wspotdziatanie GA
w promowaniu LIVAL1 w okreslonych warunkach, to jednak istnieje taka mozliwos¢ i wyniki
poczynionych obserwacji nalezy powaznie wzig¢ pod uwage, rozpatrujac catos¢ przemian
zwigzanych z rozwojem nasion tubinu z6itego.

Aplikacja GA; nie spowodowata stymulacji ekspresji genéw kodujacych konglutyny,
zwlaszcza na wezesniejszych etapach rozwoju nasion. W wigkszosci badanych wariantow
lubinu zéitego odmiany Taper, podanie GA wigzalo si¢ ze zmniejszeniem ekspresji genow
konglutyn. Jedyny pozytywny efekt obserwowano w przypadku nasion najstarszych.
W godzinie czwartej odnotowywano wyraznie wyzszy poziom ilosci mMRNA obu konglutyn
a w godzinie zerowej, zidentyfikowano wyzsza ekspresje konglutyn klasy
(Wykres 13. i 14.). Bez doktadniejszych badan oraz doswiadczen wykonanych
w kontrolowanych warunkach bardzo trudno jest jednak odpowiedzie¢ na pytanie czy
faktycznie obserwowany wzrost ilosci konglutyn jest skutkiem podania giberelin.
Dane literaturowe, ktore przytaczano juz powyzej (Ruan i in., 2021; Unterholzner i in., 2015;
Verdier i Thompson, 2008; Foley i in., 2015) wskazuja, ze w znakomitej wickszosci
przypadkow giberelina wptywa negatywnie na funkcjonowanie sieci genow kontrolujgcych
wypetniania nasion, €O posrednio prowadzi do gromadzenia mniejszych ilo$¢ bialek
zapasowych. Negatywny efekt dziatania egzogennie podawanych GA obserwowano takze
w do$wiadczeniach prowadzonych na rzepaku (Huang i in., 2014). W dos$wiadczeniach tych,

co prawda, wzrastata sucha masa nasion, zawarto$¢ cukrow czy zawarto$¢ biatek w nasionach
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najstarszych, ale spadata jednak masa tysigca nasion, Czy najwazniejsza z punktu widzenia
wykorzystania tego gatunku, zawarto$¢ tluszczow. W tych samych doswiadczeniach
wykazano takze negatywne dziatanie giberelin na ekspresj¢ ABI3 czy LEC2, co potwierdza
sposob dziatania tego hormonu w procesie wypelniania nasion. W do$wiadczeniach
przeprowadzonych na tubinie zottym, ktorych wyniki zaprezentowano w niniejszej pracy,
obserwowany wzrost ekspresji genow kodujacych konglutyny w okreslonych wariantach
moze wynika¢ takze z zaleznos$ci, jakim podlegaja inicjacja ostatnich etapéw rozwoju nasion
oraz wzajemne zalezno$ci pomiedzy hormonami, tak jak opisano to dla innych gatunkow
roslin.

Nie od dzi$ wiadomo, ze fitohormony dziatajg w uktadach sprzezen zwrotnych, czgsto
0 charakterze negatywnym. Dodatkowymi czynnikami koordynujacymi te zalezno$ci sg
fotoperiod lub jednoczesnie jakos$¢ i ilo$¢ $wiatta. Wiadomo, ze biosynteza giberelin w duzej
mierze zalezy od dlugosci dnia i funkcjonowania szlaku fotoperiodycznego. Jednakze
z drugiej strony wykazano, ze aktywno$¢ GIGANTEA, jednego z kluczowych genow
w kontroli zegara okotodobowego, jest czynnikiem negatywnie wplywajacym na
przekazywanie sygnatow zaleznych od gibereliny. Wywotane jest to poprzez bezposrednie
wspotdziatanie tego biatka z inhibitorami dziatania GA — biatkami DELLA (Park i in., 2020).

Nalezy takze rozwazy¢ kwesti¢ czy wezeséniejsze zmiany, spowodowane np. aplikacja
egzogennych fitohormondéw, wprowadzone w ustanowiong w komorkach homeostaze
hormonalng, nie przektadaja si¢ na pozniejsze obserwowane efekty. Cho¢ podnoszony moze
by¢ argument, ze od podania hormonu do opisywanych zmian mija kilkanascie dni, to jednak
w wielu doswiadczeniach wykazywano, ze nawet sam poziom aplikowanych hormonow
moze ulega¢ zmianie i by¢ utrzymywany w komorkach przez okres nawet kilkudziesigeiu dni.
Zalezne jest to m.in. od warunkow srodowiskowych w jakich prowadzone sa badania oraz od
samego stanu metabolicznego komorek. Zwlaszcza w tym konteks$cie znaczenie maja badania
prowadzone na réznych gatunkach ro$lin, rosngcych w warunkach naturalnych (Yang i in.,
2006; Kondhare i in., 2014; Ito i in., 2016). Wzigwszy to pod uwage oraz wyniki opisane
w dalszej czesci dyskusji mozna wnioskowac, ze obserwowane efekty sa skutkiem dziatania
aplikowanego hormonu na wczesnym etapie rozwoju nasion. Mozliwym bowiem jest, ze
podawana wtedy giberelina zaburza zar6wno homeostazg hormonalng, jak roéwniez dziatanie
sieci gendOw LAFL oraz innych czynnikow modulujacych proces wypelniania nasion. Moze to
wynika¢ ze zmienionej aktywno$ci wspomnianych juz biatek DELLA, np. RGL3 czy
elementow zwigzanych z funkcjonowaniem np. auksyn, takich jak YUCCA-like (Lur i Setter,

1993; Matilla, 2020; Hu i in., 2021). Cho¢ w nasionach najstarszych, w wybranych
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wariantach, obserwowano wyrazne zmiany poziomu mRNA konglutyn, nie przektadato si¢ to
bezposrednio na wzrost ilosci biatek. Moze to by¢ spowodowane opdznieniem pomig¢dzy
procesami transkrypcji 1 translacji, ale moze wynika¢ takze z innych powodow np. braku
mozliwosci syntezy biatek zapasowych na tym etapie rozwoju nasion lub inicjacjg procesow

degradacji transkryptow i rozpoczecia desykacji.

6.3.2. Wplyw ABA na ekspresje zidentyfikowanych genéw

Nie udalo si¢ w zadnym z przeprowadzonych badan, prezentowanych w niniejszej
rozprawie, zaobserwowaé pozytywnych, istotnych statystycznie oraz w petni wiarygodnych
zaleznosci pomigdzy aplikacjg egzogennego ABA a ekspresja genéw LILAFL. Pomimo, ze
wiele danych literaturowych wskazuje na promowanie przez ABA aktywnoSci
transkrypcyjnej genow LEC2, ABI3, czy FUS3 (Ali i in., 2022), nie obserwowano takich
zalezno$ci w nasionach tubinu zoéttego. Odnotowano jedynie incydentalne wzrosty ilosci
MRNA LIFUS3 (Wykres 11.) i LIABI3 (Wykres 10.) w nasionach zbieranych w godzinie
zerowej i czwartej w 20 dniu po wyksztatceniu kwiatu. Nie wykazywaly one jednak
jakiejkolwiek tendencji i mimo pewnej powtarzalnoéci nie mozna powiedzie¢, ze byly to
zmiany utrwalone a wynika¢ moga raczej z losowych wahan warunkéw $rodowiskowych
1 odpowiedzi roslin na te warunki.

Jako$¢ 1 ilos¢ $wiatla ma wpltyw takze na dzialanie i biosyntez¢ ABA. Wykazano, ze
swiatto dalekiej czerwieni promuje akumulacje kwasu abscysynowego. Podobne efekty moze
wywotywa¢ rowniez temperatura, cho¢ nie jest to dziatanie bezposrednie. Zaro6wno
w jednym, jak i drugim mechanizmie uczestnicza biatka, nalezace do klasy czynnikéw
transkrypcyjnych PIF (PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR) (De Wit i in., 2016;
Yan i Chen, 2020). W przypadku badan opisanych w niniejszej pracy, dotyczacych tubinu
zottego, Ograniczenie wplywu egzogennie stosowanego ABA moze wynika¢ z funkcji
stabilizatora, jakim moze by¢ ABA w kontekscie funkcjonowania, np. biatka LIFUS3.
W takim przypadku kwas abscysynowy wplywa na trwato§¢ i aktywnos¢ czynnika
transkrypcyjnego, a nie na ekspresje genu kodujacego to biatko. Wyniki licznych badan
sugeruja takze, ze sama obecnos$¢ fitohormonu nie jest wystarczajagca do zmian, jakim moga
podlega¢ elementy odpowiedzi na obecnos¢ ABA. W takich przypadkach konieczna staje si¢
obecnos$¢ dodatkowych elementow w postaci aktywnosci swoistych biatek (Parcy i in., 1994,

Gazzarrini i in., 2004).
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6.4. Endogenny poziom fitohormonéw

Dziatanie hormonoéw roslinnych w duzej mierze uzaleznione jest od ich transportu.
W wielu do$wiadczeniach wykazano, ze nie synteza de novo a wlasnie przemieszczanie
hormondw albo ich bezposrednich prekursorow determinuje okreslone zmiany. Interesujgce
sg zwlaszcza dane dotyczace roli GA. Jak wiadomo, zwigzki klasyfikowane jako gibereliny
tworza duzg grupe, w ktorej jedynie nieliczne formy sa aktywne. Do syntezy tych aktywnych
form GA bardzo czg¢sto dochodzi w komorkach czy tkankach sasiednich a obserwowany
wzrost w miejscach docelowych jest wynikiem transportu. Opisywane sa takze przypadki,
w ktorych transportowane sg zwigzki posrednie i dopiero one podlegajg ostatecznej konwersji
do postaci aktywnych. Natomiast w takim przypadku, bezposrednim regulatorem iloSci
fitohormonu jest efektywno$¢ transportu i Synteza prekursora a nie biosynteza formy
aktywnej (Binenbaum i in., 2018).

Dla lepszego zrozumienia przemian, jakim moze podlegaé etap gromadzenia
materiatdw zapasowych u tubinu zottego, w prezentowanych badaniach oznaczono takze
endogenne ilosci wybranych fitohormonow. Wsréd badanych byty IAA, ABA oraz cztery
aktywne formy giberelin: GA;, GAs, GA; i GA7. Analiza ilosci akumulowanego kwasu
idolilo-3-octowego pokazuje, ze poziom tego hormonu zmienia si¢ jedynie w nasionach
najmiodszych (15 DAA). Istotne statystycznie roznice w stezeniu IAA w poroéwnaniu do
kontroli z godziny zerowej odnotowywano w nasionach zbieranych zaréwno w godzinie
czwartej, jak i 6smej (Wykres 27.). W kazdym z badanych wariantow, w ktorych aplikowano
egzogenng gibereling lub kwas abscysynowy obserwowano obnizenie ilosci IAA lub nie
odnotowywano zadnych istotnych zmian. W przeprowadzonych do$wiadczeniach poziom
auksyny byt wysoki i nie zmienial si¢ tak wyraznie, jak wskazywatyby na to dane
literaturowe opisujace inne procesy, w ktore zaangazowany jest ten hormon. Wyrazny wzrost
akumulacji IAA obserwowano m.in. w nasionach kukurydzy od 8 dnia po zapyleniu,
natomiast od 20 dnia poziom ten si¢ obnizal (Lur i Setter, 1993; Bernardi i in., 2012; Locascio
i in., 2014). Wykazano szczegdlowo, ze W rozwoju bielma, po poczatkowo niskich ilo$ciach
IAA, jego poziom wzrasta miedzy 9 a 11 dniem po zapyleniu i utrzymuje si¢ az do dnia
20. (Bernardi i in., 2012). Wobec tego mozliwe jest, ze w przypadku nasion tubinu zoéttego,
wybrane warianty poczgawszy od 15 dnia po wyksztalceniu kwiatu, sg juz relatywnie
dojrzatymi 1 ewentualne zmiany mogg nie by¢ zauwazalne. Zastanawiajacy pozostaje skrajnie
wysoki poziom oznaczanego hormonu w tych nasionach. W dostepne;j literaturze opisujace;j

inne przemiany, w ktoérych mierzono poziom IAA, jego ilos¢ bywata nawet o dwa rzedy
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wielko$ci nizsza. Trudno przypuszcza¢ zeby tak znaczne ilo$ci auksyny byty gromadzone
w nasionach, cho¢ komorki nasion zwlaszcza w tych wczeéniejszych fazach podlegaja
nieustannemu wzrostowi. Jednak w intensywnie rosngcych komorkach korzeni stezenie
auksyny mozna wyraza¢ nawet w mikrogramach na gram $wiezej masy (Xia i in., 2022).
By¢ moze w przypadku nasion tubinu taka obserwacja ma réwniez Swoje uzasadnienie.
Uzyskane wyniki oznaczen ilosci endogennego ABA wykazaty, ze w nasionach tubinu
zottego zbieranych w 30 dniu po wyksztalceniu kwiatu poziom tego hormonu drastycznie
spada. Zaobserwowano takze wzrost ilosci ABA po jego egzogennej aplikacji, zarowno
w nasionach najstarszych, jak i tych po 20 dniach od wyksztalcenia kwiatéw zbieranych
w godzinie zerowej i czwartej (Wykres 22.). Poczatkowo wysoki poziom akumulacji kwasu
abscysynowego na wczesnych etapach rozwoju nasion jest zapewne potrzebny do
stymulowania ekspresji genow kodujacych czynniki transkrypcyjne nalezace do sieci LAFL
(Ali i in.,, 2022). Wykazano, ze egzogennie podawany ABA promuje ekspresj¢ FUS3
w nasionach Arabidopsis thaliana a syntetyzowane biatko stymuluje biosynteze tego
fitohormonu (Kagaya i in., 2005). Oznacza to, ze zarbwno ABA jak i FUS3 znajdujg si¢
w sieci pozytywnego sprz¢zenia zwrotnego (Braybrook i Harada, 2008). Jednak
z zaprezentowanych w niniejszej pracy badan wynika, ze w 30 DAA rosngcemu poziomowi
ekspresji LIFUS3 przeciwstawiany jest malejacy poziom ABA. Moze to by¢ spowodowane
warunkami srodowiskowymi (temperatura, nastonecznienie), o ktorych wspominano
w poprzednim podrozdziale lub wynika¢ z inicjacji kolejnych faz rozwoju nasion
(Xiong i Zhu, 2003). Nalezy pamietac i podkresli¢, ze zaleznosci przyczynowo — skutkowe
pomigdzy wzrostem ekspresji gendw, biosynteza bialek czy regulacja poziomu fitohormonow
wymagaja czasu. Niektore trwajg minuty, dla innych wymagany jest czas nawet kilku dni.
Istotne znaczenie, w przypadku badan opisywanych w niniejszej pracy moze mie¢ fakt, ze
nadmiar hormonu przyczynia si¢ do zahamowania szlakow jego biosyntezy, czyli dziata
w negatywnych petlach sprzezen zwrotnych (Cutler i Krochko, 1999). Te poczatkowe
obserwacje zostaty jednak w wyniku kolejnych badan zakwestionowane i1 zasugerowano
raczej przyspieszenie degradacji, niz zahamowanie biosyntezy (luchi i in., 2000; Thompson
I in., 2000). By¢ moze w poczatkowych etapach rozwoju nasion lubinu zottego, Kiedy
endogenny poziom opisywanego hormonu jest wysoki, dodatkowa porcja hormonu
aplikowana w postaci oprysku roztworem zawierajgcym 0,1 mM ABA powoduje efekt
przeciwstawny do zaktadanego. Wobec tego, w poréwnaniu do wariantow kontrolnych,
nieznaczne podniesienie poziomu kwasu abscysynowego kilka dni po aplikacji (20 DAA)

byto catkowicie uzasadnione. Przypuszczalnie, takze stagd wynikaja najwigksze rdznice
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w ilosci ABA w nasionach najstarszych (30 DAA) pomigdzy wariantem kontrolnym
a poddanym dziataniu egzogennego hormonu. Nie zaobserwowano natomiast istotnych zmian
ilosci endogennego poziomu ABA pod wplywem stosowania egzogennej GAs.
Cho¢ w niektorych procesach st¢zenia obu hormonow podlegajg wzajemnej kontroli, takiej
zaleznosci nie odnotowywano w przypadku badanych procesow w rozwoju nasion tubinu
z6ltego. W doswiadczeniach prowadzonych na ziarniakach zbdéz wykazywano, ze juz
pieciokrotnie mniejsza ilo§¢ hormonu, niz ta aplikowana w opisywanych doswiadczeniach
przeprowadzonych na tubinie zottym, powodowata kilkukrotny wzrostu ilosci ABA, ktory
utrzymywat si¢ przez kilkanascie kolejnych dni (Yang i in., 2004). Podobne wyniki uzyskano
takze w badaniach prowadzonych na ryzu (Yang i in., 2006). Odmienne rezultaty moga
wynika¢ z kilku faktow, m.in. przynalezno$ci badanych roélin do roéznych grup
taksonomicznych, wrazliwo$ci na hormon, etapu zastosowania ABA i jego endogennego
poziomu a takze z odmiennej metodyki badawczej. Na przyktad w badaniach
przeprowadzonych przez Yang i wspotautorow (2004 i 2006), do oznaczen fitohormonow
wykorzystano techniki immunoenzymatyczne (ELISA). Pokazuje to, jak wazne jest
metodyczne podej$cie do oznaczen hormondéw oraz ich egzogennych aplikacji a takze, jak
wielu zmiennym czynnikom rezultaty tych badan moga podlega¢. Wobec tego wydaje si¢
konieczne wypracowanie wspolnej metodyki, poczawszy od sposobu aplikacji, poprzez
ekstrakcje, az na oznaczeniach ilosciowych skonczywszy.

Zastosowanie techniki LC-MS/MS pozwolito skutecznie oznaczy¢ stgzenia takze
aktywnych giberelin tj. GA;, GAs;, GA4;, 1 GA;. Najwyzsze stezenia pierwszej
z wymienionych, obserwowano w nasionach najmlodszych (15 DAA) (Wykres 23.),
w ktorych moze jeszcze dochodzi¢ do wcezesnych przemian zwigzanych z rozwojem, na co
wskazuje wysoki poziom ekspresji LIPKL (Wykres 1. i 8.). W kolejnych dniach rozwoju
nasion, ilo§¢ tej formy gibereliny spadata kilkukrotnie i utrzymywata si¢ na zblizonym
poziomie w nasionach w 20 i 30 DAA (Wykres 23.). W badaniach prowadzonych na
rzodkiewniku pospolitym wykazano, ze GA; akumulowana jest zwlaszcza we wczesnych
etapach rozwoju nasion, po czym jej poziom drastycznie spada w pozniejszych fazach
(Hu i in., 2008; Kanno i in., 2010; Hu i in., 2018). Bardzo wysoki jednostkowy poziom ilosci
GA: w nasionach jest trudny do wytlumaczenia. Wydaje si¢ jednak, ze moze to by¢
czeSciowo wyjasnione przez analogie i potwierdzone opisanym powyzej poziomem IAA, jaki
odnotowywano w opisywanych w niniejszej pracy doswiadczeniach. Generalnie, w roslinach
gibereliny wystepuja w relatywnie niskich st¢zeniach wyrazanych iloscig od 0,1 do 100 ng
na gram $wiezej masy tkanki (Hedden i Phillips, 2000). Jednak w intensywnie rosngcych,
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powigkszajacych si¢ organach i tkankach ich ilo§¢ moze si¢ zwigkszac¢ (Silverstone i in.,
1997; Zhu i in., 2006; Hu i in., 2008; Zhang i in., 2008, 2011). Jak przedstawiono to juz m.in.
w podrozdziale 6.2.2. lub 6.3., GA dziataja jako negatywne regulatory sieci LILAFL oraz
ograniczajg gromadzenie si¢ biatek zapasowych. Dlatego tez, efekt obserwowany w starszych
nasionach wydaje si¢ w pelni uzasadniony. Nizsza ilo§¢ GA; umozliwia wlasciwy przebieg
i Aoyanagi, 2022). Dodatkowo, wytlumaczeniem obserwowanego wzorca akumulacji GA;
w trakcie rozwoju nasion tubinu zottego moze by¢ fakt aktywnosci gendéw LILAFL,
negatywnie regulujacych ekspresje genow biosyntezy giberelin i dziatania szlakow zaleznych
od GA oraz pozytywnie stymulujacych degradacj¢ form aktywnych (patrz Gazzarrini i in.,
2004).

Podobnie, jak w przypadku GA; rowniez dla GAs zaobserwowano spadek ilosci
hormonu w ciggu kolejnych dni rozwoju nasion. Nie byt on jednak az tak wysoki, jak GA;.
Pomiar wewnatrzkomoérkowego poziomu GAj; udowodnit jednoznacznie, ze egzogenna
aplikacja takiej samej gibereliny jest skuteczng forma podawania hormonu mogacego petnic
specyficzne funkcje w komoérkach. W wariantach, w ktorych rosliny poddawano dziataniu
egzogennego fitohormonu, wewnatrzkomorkowa ilos¢ jego endogennego odpowiednika
stopniowo rosnie w probach zbieranych po czterech i o$miu godzinach od aplikacji GA3
(Wykres 24.). Wida¢ takze doktadnie czas, w jakim od oprysku giberelina dostaje si¢ do
wnetrza tkanek, jednakze efekt ten nie jest utrzymywany w dhluzszej perspektywie.
W badaniach prowadzonych na gruszy wykazywano, ze aplikacja GAz moze powodowac
wzrost 1los¢ endogennej formy nawet przez okres do kilku czy kilkudziesigciu dni od
aplikacji. Obserwowany przez autoréw wzrost stezenia hormondéw nie jest efektem prostego
sumowania ilosci endogennych i egzogennych fitohormonéw lecz wynikiem dziatania
skomplikowanej sieci zalezno$ci, jakie indukowane sg obecno$cig nadmiarowej puli GA3
i GA4. Dochodzi wtedy m.in. do aktywacji zaleznej od 2B-hydroksylacji degradacji form
aktywnych oraz zahamowania ekspresji genéw kodujacych enzymy biosyntezy giberelin
(Ito i in., 2016). Mozliwe, ze stad wynika ekstremalnie niski poziom endogennej GAs
w nasionach tubinu zoéttego, po zastosowaniu egzogennej formy tego hormonu.

Zgota odmienne zalezno$ci obserwowano dla GA; i GA;. W przypadku GA,4
w kolejnych dniach rozwoju nasion odnotowywano coraz wyzszy stopien akumulacji tego
hormonu. Najwyzszy poziom tej gibereliny obserwowano w nasionach najstarszych
(30 DAA). Wydaje si¢ takze, ze przypadku tej gibereliny zaznacza si¢ takze wyrazny spadek

jej ilosci w probach zbieranych w godzinie czwartej i 6smej w poréwnaniu do godziny
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zerowej. Dotyczy to zwlaszcza nasion z 15 i 20 po wyksztatceniu kwiatow (Wykres 25.).
Podwyzszona akumulacja aktywnych giberelin w nasionach zbieranych w 30 DAA nie
znajduje uzasadnienia w danych literaturowych. Mozna jednak sprobowaé wyjasni¢ to
z punku widzenia wzajemnych zalezno$ci pomiedzy GA 1 ABA. W prezentowanych
W niniejszej pracy badaniach wykazano, ze endogenny poziom ABA w nasionach zbieranych
30 dni po wyksztalceniu kwiatdw jest najnizszy. Stad moze wynika¢ wzrost aktywnoSci
gendw biosyntezy giberelin i to wlasnie form GA; i GA; (Wykres 25. i 26.) a nie GA; i GA3
(Wykres 23. i 24.). Nalezy podkresli¢, ze przeciwstawione sobie aktywne formy hormonow
nalezag do dwoch réznych grup, hydroksylowanych i niehydroksylowanych w pozycji C13
(MacMillan, 1984; Takahashi i in., 1986). Mozna tez rozwazy¢ sytuacje, w ktorej ABA
kontroluje jedynie czg$¢ przemian zwigzanych z biosynteza oraz stabilno$cig i degradacja
giberelin. Czy do takiej regulacji dochodzi przypadku wypekiania nasion tubinu zoéttego
pozostaje kwestig dalszych, bardziej szczegélowych badan. Nalezy pamictaé, ze gibereliny to
bardzo duza grupa zwigzkéw. W Dbiosyntez¢ form aktywnych 1 nieaktywnych
zaangazowanych jest kilkanascie enzymow. Podobnie jest z inaktywacja i przechodzeniem
form aktywnych w nieaktywne. Dodatkowa komplikacja jest fakt, ze niemal w kazdym
z opisywanych w literaturze proceséw, homeostaza hormonalna wykazuje nieco odmienny
wzorzec. Stwierdzono na przyktad, ze w dojrzatych nasionach rzodkiewnika pospolitego
stosunek stezenia GA; do GA4 wynosi 10 do 1. Natomiast w czasie rozwoju wegetatywnego
a takze w czasie kietkowania proporcje te sa doktadnie odwrotne (Curaba i in., 2004). Wzrost
ilosci GA4 w nasionach tubinu zéttego moze wynikaé z jeszcze jednej zaleznosci. Jak juz
podkreslono kilkukrotnie, 30 dni po wyksztatceniu kwiatu to etap rozwoju nasion, w ktérym
inicjowana jest desykacja i spoczynek. Jak wiadomo, w kolejnym etapie, zachodzacym
najczesciej juz poza ro$ling macierzysta, dochodzi do kietkowania 1 zapoczatkowania
autonomicznego rozwoju wegetatywnego. Prace nawet sprzed kilku dziesiecioleci
wskazywaly, ze proces kietkowania, w tym np. inicjacja enzyméw zwiagzanych z hydroliza
materiatow zapasowych i kolejnymi przemianami, kontrolowany jest przez gibereliny.
Sadzono poczatkowo, ze kluczowe znaczenie w ich kontroli ma GA;. Jednak doktadniejsze
badania pokazuja, ze decydujaca rolg pelni w tym przypadku GA, (Ogawa i in., 2003).
Dlatego tez wzrost ilosci GA4 w p6znych etapach embriogenezy moze by¢ konieczny jako
swoiste zabezpieczenie kolejnych etapow rozwoju nasion i zapewnienie zarodkowi
niezbednych ilosci tego hormonu w czasie, kiedy nie wykazuje on wzmozonej aktywnosci
metabolicznej. Na podstawie wynikéw badan prowadzonych u innych gatunkéow roslin

sugeruje si¢ podobienstwo funkcjonalne pomiedzy GA4 i GA;7 (Ito i in., 2016). Stad tez
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obserwowane u tubinu zéltego zmiany akumulacji GA7 moga by¢ efektem uczestniczenia obu

tych form GA w tych samych przemianach fizjologicznych.

6.5. Wplyw suszy na ekspresje wybranych genow

Susza jest jednym z najpowazniejszych problemow jakie obecnie przyczyniaja si¢ do
spadku plonowania i zmniejszania si¢ arealow upraw na Ziemi. Tematyka tych zagadnien
poruszana jest juz od kilku lat przez rozne jednostki organizacyjne ONZ (Howitt i in., 2015).
Prognozuje si¢, ze spadek plonowania na terenach naturalnie nawadnianych w najblizszych
latach moze spas¢ nawet od 40 do 60% (The State of Food and Agriculture, 2020). Stad
konieczne jest podjecie wszelkich mozliwych dziatan, aby ograniczy¢ spadek produktywnos$ci
oraz zmniejszy¢ zuzycie wody, gtownie w rolnictwie. Niemal kazdy gatunek uprawny
wykazuje wigksza lub mniejsza wrazliwos$¢ na okresowe niedobory wody na réznych etapach
wzrostu. U tubinu taka nadwrazliwo$¢ wystepuje juz w fazie kietkowania. Wtedy to materialy
zgromadzone w nasionach mogg zwigza¢ ilos¢ wody odpowiadajaca 170% swojej masy
(Dymerska i Grabowska, 2014). W kolejnych etapach wzrostu rosliny dostgp wody
determinuje rozwdj korzeni, zawigzywanie brodawek czy rozwdj czeSci nadziemne;.
Jednak z punktu widzenia plonowania najwazniejsze jest to, co dzieje si¢ na etapie rozwoju
generatywnego. Wowczas deficyt wody powoduje zmniejszenie ilosci strakdw 1 nasion,
odpadanie organéw generatywnych, brak mozliwosci gromadzenia materiatéw zapasowych
czy zamieranie zarodka (Dymerska i Grabowska, 2014).

W niniejszej pracy opisano wyniki przeprowadzonych badan wptywu niedoborow
wody na ekspresje wybranych gendéw zwigzanych z gromadzeniem bialek zapasowych
w nasionach tubinu zottego odmiany Taper. W nasionach zbieranych 30 dni po wyksztatceniu
kwiatow wykazano charakterystyczny wzorzec ekspresji badanych gendéw. Zalezny byt on od
dtugosci wezesniejszego etapu suszy, jakim poddawano uprawiane rosliny. Bez wzgledu na to
czy byly to geny kodujace konglutyny (Wykres 17. 1 18.), czy nalezacy do rodziny B3 gen
kodujacy czynnik transkrypcyjny LIABI3 (Wykres 15.), czy gen LIPKL kodujacy biatko
zaangazowane w remodelowanie chromatyny (Wykres 16.), wszystkie one wykazywaty
niewielki wzrost ekspresji po 10 dniach ograniczenia dostgpnosci wody. Podobng obserwacje,
dla roslin poddanych takim samym warunkom suszy, odnotowywano w nasionach zbieranych
po 30 dniach od wyksztalcenia kwiatow. We wszystkich pozostalych wariantach,
w najstarszych nasionach (30 DAA) stwierdzono spadek aktywnosci transkrypcyjnej

badanych genow. Wyjatek stanowit gen LIPKL, ktory to wykazywal podwyzszong ekspresje
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po 10 dniach suszy w poréwnaniu do proby kontrolnej, a w nasionach 15 DAA nie
wykazywal negatywnej odpowiedzi (Wykres 16.).

Dane literaturowe wskazujg na udziat kwasu abscysynowego w odpowiedzi na
warunki stresowe, w tym susze. Jak pokazujg badania prowadzone gtdéwnie na ryzu, to
wlasnie ABA odpowiedzialny jest za kontrol¢ ekspresji licznych gendéw zwigzanych
z funkcjonowaniem szlaku transdukcji sygnatu wiasnie tego hormonu. Jako jeden z genow
najczesciej pojawiajacych sie¢ w tym kontekscie jest ABIS, kodujacy czynnik transkrypcyjny
odpowiedzi na ABA (Zou i in., 2008; Li i in., 2022). Jak pokazaly badania prowadzone na
pszenicy, odmiany tolerujace susz¢ akumuluja w nasionach mniejsze ilosci Kkwasu
abscysynowego (Ji i in., 2011). Zmierzono w nich takze wyzszg aktywno$¢ enzymow
odpowiedzialnych za biodegradacje tego hormonu (8’-hydroksylaz ABA) oraz nizszg
zwigzang z biosyntezg. Wydaje si¢, ze mimo licznych danych, rola ABA w odpowiedzi ro$lin
na susze wcigz pozostaje nierozstrzygnieta. Mozna jednak przypuszczaé, ze zmiany ilosciowe
kwasu abscysynowego oraz funkcjonalnos¢ szlakow transdukcji sygnatow moze miec takze
pozytywny wptyw na przebieg wielu procesdéw wzrostowych czy rozwojowych, np. poprzez
indukcje wczedniejszego spoczynku nasion czy przyspieszenie procesow starzenia
(Gietler i in., 2020). Obserwowane w nasionach tubinu zoéttego zmiany ekspresji wybranych
gendw moga by¢ pochodng wilasnie takiego dziatania. Dochodzi do tego zwlaszcza
w przypadku suszy trwajacej co najmniej kilkanascie dni. W przypadku dziesigciodniowego
niedoboru wody wydaje si¢, ze nastgpuje swoista mobilizacja transkrypcji takze genoéw
kodujacych konglutyny (Wykres 17. i 18.). Nie udalo si¢ niestety okres§lic doktadnych
zaleznosci oraz plonu powstatego pod wplywem dziatania okresow suszy. W tym przypadku
prowadzenie doswiadczen w ukladzie kontrolowanych warunkéw sztucznych spowodowato

liczne ograniczenia, uniemozliwiajace petniejsze poznanie opisywanych przemian.

Podsumowanie

Podsumowujac powyzsze rozwazania mozna stwierdzi¢, ze zalezno$ci 1 efekty
obserwowane u tubinu zéltego, mimo swej skomplikowanej natury sg jednak tylko niewielka
czescig catosci przemian jakim podlega kontrola i gromadzenie materiatdéw zapasowych m.in.
w nasionach ro$lin stragczkowych. Na przestrzeni kilku ostatnich lat zidentyfikowano catly
szereg nowych elementow tej skomplikowanej sieci zaleznos$ci funkcjonujacych na réznych
etapach rozwoju nasion (Verma i in., 2022). Opisano szczegdtowo geny kontrolowane przez

sie¢ LAFL, okreslono ich znaczenie w procesie rozwoju nasion oraz wykazano wspotudziat
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hormonow w kontroli tych przemian (Jia i in., 2014). W niniejszej dyskusji wielokrotnie
przytaczano dane literaturowe wskazujace na kluczowe znaczenie w kontroli rozwoju nasion
ABA, GA oraz TAA. Dzi$ z calg pewnoscig mozna stwierdzi¢, ze uczestnicza w tym takze
pozostate hormony (Yamamoto i in., 2010; Stone i in., 2008; Lumba i in., 2012; Ali i in.,
2022). W analizach transkryptomow nasion Fagopyrum tararicum zidentyfikowano 633 geny
o roznicowej ekspresji, zwigzane z biosynteza i metabolizmem fitohormonow, tj. 149 genéw
dla ABA, 132 dla auksyn, 130 dla etylenu, 67 dla kwasu salicylowego,
59 dla brasinosteroidow, 33 dla cytokinin, 33 dla kwasu jasmonowego oraz 30 gendéw
zwigzanych z GA (Huang i in., 2017). Z innych zrédet literaturowych wiadomo, ze w bardziej
lub mniej bezposredni sposéb zaangazowane w procesy zwigzane z rozwojem nasion sg takze
MiRNA. Oczywiscie niezwykle wazna jest rowniez funkcja metabolizmu podstawowego
1 zdolno$¢ rosliny do produkcji i gromadzenia weglowodanow, mogacych takze petnic
funkcj¢ sygnatowe (Verdier i Thompson, 2008). Jes$li dodamy do tego udziat w przemianach
zwigzanych z gromadzeniem materialow zapasowych w roslinach straczkowych, takze ilosci
dostarczanego azotu, powstaje wielka sie¢ zalezno$ci (Foley i in., 2011). Aktualnie opisanie
jej szczegotowo, nawet w badaniach opartych na najnowszych i najczulszych metodach, jest
nadal niewykonalne. Optymistyczne jest jednak to, jak dluga droga zostata juz pokonana
a petne poznanie mechanizméw determinujacych rozwoéj nasion, w tym takze gromadzenie

biatek zapasowych, wydaje si¢ juz tylko ,,na wyciagnigcie... mysli”.
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7. Wnioski

1. W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano homologi genow kodujacych
biatka regulatorowe oraz biatka zapasowe. Biatka (LIPKL, LILEC2, LIABI3, LIFUS3,
LIVALL, LIBETA, LIDELTA2) kodowane przez wyselekcjonowane geny zawieraja

domeny wystepujace w homologach opisanych u gatunkéw pokrewnych.

2. Badania ekspresji zidentyfikowanych genéw wskazuja na funkcjonowanie w procesie
dojrzewania nasion tubinu zéttego odmiany Taper, Sieci czynnikéw transkrypcyjnych
nalezacych do rodziny LILAFL (LILEC2, LIABI3, LIFUS3) i regulujacych ich
aktywno$¢ bialek zaangazowanych w procesy remodelowania chromatyny, LIPKL
i LIVALL.

3. Efektywne gromadzenie konglutyn u lubinu zoéltego jest skutkiem funkcjonowania

sieci czynnikow transkrypcyjnych LILAFL.

4. Egzogenna aplikacja ABA i GAj; nie jest kluczowym czynnikiem warunkujacym

zmiany ekspresji genow LILAFL w warunkach naturalnej uprawy tubinu zéitego.

5. Egzogennie podana GAs; w poczatkowych etapach wypelniania nasion, wptywa
pozytywnie jedynie na ekspresj¢ genéw kodujacych konglutyny w 30 dniu od
wyksztalcenia kwiatow, nie wykazujagc zmian poziomu akumulacji bialek

zapasowych.

6. Ogolny wzorzec ekspresji gendOw kodujgcych biatka zapasowe, uzyskany dla nasion
tubinu z6éitego odmiany Taper, jest zgodny z danymi literaturowymi, wskazujacymi na
stopniowy wzrost ilosci biatek zapasowych i najwyzszy ich poziom w nasionach

najstarszych.

7. Wplyw suszy na ekspresje zidentyfikowanych u tubinu zottego genow zalezny jest od
czasu jej trwania. Przedtuzajacy si¢ okres suszy prowadzi do zahamowania ekspresji
genoéw kodujacych biatka zapasowe, z kolei krotkotrwata susza powoduje wzrost

ekspresji genow zwigzanych z gromadzeniem materiatow zapasowych w nasionach.

8. Podawany egzogennie ABA wywotuje wzrost ilosci endogennego ABA tylko
w najstarszych nasionach tubinu zoéttego. Natomiast egzogennie podana GAs znaczaco

zwicksza ilo§¢ endogennej GA3z w nasionach, juz kilka godzin po podaniu.

9. Wykazano, ze bioaktywne gibereliny GA;, GA3z oraz GA; i GA7 pelnig w nasionach

hubinu zo6ttego odmienne, zalezne od etapu rozwoju i stanu fizjologicznego funkcje.
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