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Streszczenie

Lubin z6tty (Lupinus luteus L.) nalezacy do bobowatych (Fabaceae L.), podobnie
jak pozostali przedstawiciele tej rodziny ma ogromne znaczenie gospodarcze. Stanowi
on bogate zrodlo biatka obecnego w nasionach, a dzigki symbiozie z bakteriami
brodawkowymi wykorzystuje azot atmosferyczny i znajduje zastosowanie jako naturalny
srodek wzbogacajacy glebe w azot. Pomimo swojego wielkiego potencjalu, wydajnosé
plonowania tubinu jest jednak ograniczona ze wzgledu na zjawisko nadmiernego odcinania
organdéw generatywnych, co dyskwalifikuje tubin jako gospodarczo uzyteczng rosling. Stad
tak wazne jest poznanie molekularnego mechanizmu tego procesu. U tubinu zéttego wzorzec
odcinania strgkoéw jest przewidywalny, z im mtodszego kwiatu powstaje owoc, tym wigksze
prawdopodobienstwo jego odcigcia, co stanowi istotna zalet¢ umozliwiajacag badanie
podstaw molekularnych tego zjawiska.

Mikro RNA (miRNA) to nieckodujace, krotkie, jednoniciowe czgsteczki sygnatowe,
biorace udzial w procesie wyciszania genow, polegajacym na inaktywacji ich ekspresji.
Roslinne miRNA uczestniczag w regulacji szerokiego wachlarza procesow
morfogenetycznych, wliczajagc w to rozwoj, dojrzewanie oraz odcinanie owocow, W wielu
przypadkach z udzialem fitohormonow, wyciszajac geny kodujace biatka zwigzane
z percepcja lub interpretacja sygnatow hormonalnych.

Celem niniejszej pracy byta weryfikacja hipotezy zaktadajacej, iz zmiany akumulacji
wybranych miRNA i mRNA ich genéw docelowych majg istotny wptyw na okreslenie tego,
czy owoce lubinu zoltego beda rozwija¢ sie w sposob prawidlowy, czy tez zostang
predeterminowane do odcigcia.

Dla zrealizowania tego celu wykonano identyfikacje mikro RNA oraz transkryptow
ich gendw docelowych zwigzanych z rozwojem strgkow oraz nasion lubinu zoéitego.
Ponadto, zbadano zalezno$¢ pomiedzy ekspresja wybranych modutow miRNA - gen
docelowy oraz poziom wybranych fitohormonéw w warunkach optymalnych 1 podczas
stresu suszy.

Na podstawie uzyskanych danych z sekwencjonowania bibliotek MRNA, sRNA oraz
degradomu zidentyfikowano miRNA oraz geny zaangazowane w rozwdj oraz procesy
odcinania stragkéw. Wyniki badan porownawczych z ekspresji genow oraz pomiarow stezen
fitohormonoéw ze strgkow roslin rozwijajacych si¢ w warunkach optymalnych oraz
warunkach stresowych, pozwolito wskaza¢ zaleznosci pomiedzy modutami miRNA - gen
docelowy oraz fitohormonami. Kluczowymi czynnikami dla prawidtowego rozwoju strgkow
okazaly si¢ by¢ zarowno odpowiednie poziomy miRNA, w szczegolnosci miR167, miR169
oraz miR396, transkryptow genow ARF6, NF-AY5 oraz GRF9, bgdace sekwencjami
docelowymi ww. miRNA, oraz fitohormonow: auksyn, giberelin i kwasu abscysynowego.

Uzyskane w toku eksperymentéw wyniki rzucaja nowe $wiatto na procesy zwigzane
z regulacjg wzrostu 1 rozwoju strakéw tubinu Zo6ttego, jak rowniez odpowiadajg na pytanie
w jaki sposob stres abiotyczny moze wpltywac na te procesy. Wyniki pozwolity wykazac,
ze pary miRNA-gen docelowy z powodzeniem moga by¢ wykorzystane jako markery
zarowno prawidlowego wzrostu, jak i markery wskazujace na odpadanie organoéw
generatywnych tubinu z6éltego, a w przysztosci Stanowic¢ podstawe do stworzenia linii tubinu
z6ltego bardziej odpornej na odpadanie strakow.



Abstract

Yellow lupine (Lupinus luteus L.) belongs to the legume family (Fabaceae L.) and
like other representatives of this family, has a great economic importance. Thanks to the
symbiosis with nitrogen-fixing bacteria, this plant can use atmospheric nitrogen, and
therefore can be used as a source of valuable protein present in its seeds or as a natural
nitrogen enrichment for the soil. Despite its high potential, the efficiency of crop yield from
this plant is limited, because of the generative organ abscission phenomenon, which renders
it economically unfavorable. Thereby, it is important to understand the molecular
mechanisms underlying this process. In yellow lupine the abscission pattern is very
predictable: the younger the flower, the higher the chance of its abscission, which
is an important trait the enables the exploration of molecular mechanisms responsible for
this process.

MicroRNAs (miRNAs) are non-coding, short, single-stranded signaling molecules
involved in the mechanism of gene silencing based on the transcriptional inactivation of their
target genes. Plant miRNAs participate in regulation of wide array of morphogenetic
processes, including development, fruit ripening and abscission, in many cases in tandem
with phytohormones, silencing the genes encoding proteins which perceive or rendition
hormonal cues.

This study was aiming to verify the assumptive hypothesis, that changes
in accumulation of selected miRNAs and mRNAs of their respective target genes plays
a major role in the determination of either normal fruit development, or induced fruit
abscission in yellow lupine.

In order to verify this hypothesis, identification of micro RNAs and transcripts
of their target genes involved in pods and seeds development present in yellow lupine was
carried out. Additionally, the relationship between miRNA-target gene expression patterns
and levels of selected phytohormones in optimal growth conditions, as well as during the
drought was investigated.

Based on the collected data from mRNA and sRNA library sequencing, as well
as degradome analysis, miRNAs involved in pod development and abscission were
identified. The results of comparative studies of gene expression and phytohormone
accumulation, in optimal and drought conditions, allowed to specify the relationship between
miRNA-target gene modules and phytohormones. The key factors for optimal fruit growth
were proved to be specific levels of miRNAs, especially miR167, miR169 and miR396,
as well as their target genes, ARF6, NF-YA5 and GRF, respectively, along with auxin,
gibberellin and abscisic acid phytohormone levels.

The data gathered from these experiments is shedding a new light on the processes
involved in growth regulation and development of yellow lupine's pods, but also reveal the
impact of abiotic stress on these processes. Insights from these studies lead to a conclusion,
that pairs of miRNA-target genes can be used as markers of both regular development,
as well as fruit abscission. This knowledge might be useful in the future, and form the
foundation in creation of yellow lupine transgenic lines more resistant to pod abscission.



Cel pracy

Celem nadrzgdnym byto okreslenie zaangazowania miRNA i ich genow docelowych
w kluczowe procesy zwigzane ze wzrostem i rozwojem strgkow tubinu zottego (Lupinus

luteus L.). Badania obejmowaty:

e Identyfikacje mikro RNA oraz ich genéw docelowych uczestniczacych we wzroscie
i rozwoju stragkdw oraz okre$lenie ich potencjalnego wplywu na regulacje procesu
ich odcinania;

e Okreslenie wptywu pozycji stragkow w obrgbie kwiatostanu na profil ekspresji
wybranych miRNA i ich genéw docelowych;

e Zbadanie poziomu ekspresji wybranych miRNA oraz ich genéw docelowych
w warunkach stresu suszy;

e Zbadanie poziomu wybranych fitohormondéw zaréwno w warunkach optymalnego
wzrostu i rozwoju, jak i w warunkach stresu abiotycznego, w celu okreslenia, czy
istniejg korelacje pomedzy modutami regulacyjnymi miRNA/mRNA i homeostazg

fitohormonow.
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Wykaz skrotow

1-MCP - 1-metylocyklopropen

2n — liczba chromosomow

ABA — kwas abscysynowy

ABI3 - ang., ABSCISSIC ACID INSENSITIVE 3
ABRE - ang., ABA-responsive element

AFB —ang., Auxin Signaling F-Box

AGO1 - ang., ARGONAUTE 1

ARE - ang., AUXIN RESPONSE ELEMENTS
AREB - ang., ABA-responsive Transcription Factors
ARF - ang., Auxin Response Factor

AUX/IAA — wczesne geny reagujace na auksng
AuxRE - ang., auxin response DNA elements

CDPK - ang., Calcium-Dependent Protein Kinases
COI1 - ang.,, CORONATINE INSENSITIVE 1

CPS - syntaza difosforanu ent-kopalilu

CUC1/CUC2 —ang., Cup-shaped Cotyledon

DAA - ang. Days After Anthesis

DAB - ang., Days After Blooming

DCL1 - ang., DICER-LIKE 1

Degradom — biblioteka transkryptow podlegajacych degradacji
DELLA - rodzina bialek regulatorowych

DNA - kwas deoskryrybonukleinowy

GA — giberelina

GAMYB —rodzina czynnikow transkrypcyjnych
Genom — kompletna informacja genetyczna danego organizmu
geny MIR - gen kodujace miRNA

GGDP - difosforan geranylogeranylu

GID1 - ang., GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF 1
Gpz - giga par zasad, miliard nukleotydow

GRF - ang., Growth Response Factor

hairpin - ang., "szpilka do wtosow"

HEN1 - ang., HUA ENHANCER 1

HSL - ang., Hormone-Sensitive Lipase

HYL1 - ang., HYPNOSTATIC LEAVES 1

IAA - kwas indolilo-3-octowy, auksyna

JA - kwas jasmonowy

JA-Me — jasmonian metylu

KS — syntaza ent-kaurenu

IncRNA - ang., long non-coding RNA

LOX2 — enzym bioracy udziat w syntezie kwasu jasmonowego
miRNA - ang., micro RNA

Mpz - mega par zasad, milion nukleotydow

MRNA - ang., messenger RNA

MYB — ang., myeloblastosis viral oncogene homolog
NAC — akronim od ang., NAM, ATAF1/2, CUC2
NF-YA - ang., NUCLEAR FACTOR-Y subunit A
NGS - ang., New Generation Sequencing
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OREL - ang., ORESARA1

PIN1 —ang., PINFORMED1

PPRP — ang., Pentatricopeptide repeat protein

pre-miRNA ang., precursor miRNA

pri-miRNA - ang., primary RNA

PYL — biatko wewnatrzkomérkowego receptora ABA

PYR —receptor ABA

RISC - ang., RNA-Induced Silencing Complex

RNA - kwas rybonukleinowy

RNA-seq - ang., RNA Sequencing

SE —ang., SERRATE

siRNA - ang., small interfering RNA

SIAP2 - ang., AP2-like ethylene-responsive transcription factor
SPB - ang., SQUAMOSA Promotor Binding

SPL - ang., SQUAMOSA Promotor Binding-Like

SRNA - ang., small RNA

TAAR —ang., transport inhibitor responsel/auxin signaling f-box1 auxin receptor
TAS — geny prekursorowe dla ta-siRNA

tasiARF — ta-siRNA regulujace aktywno$¢ ARF

ta-siRNA — ang., trans-acting small interfering RNA

TCP — rodzina czynnikéw transkrypcyjnych

TIR/TIR1 — receptor Auksyny

Transkryptom — zbior wszystkich transkrybowanych gendéw z danego organizmu lub
organu

WRKY — Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych

YUC —ang., YUCCA
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1. Wstep
1.1. Charakterystyka lubinu zé6ltego

Lubin z6Mtty, nalezy do rodziny (Fabaceae Lindl.,, Papilionaceae Giseke)
bobowatych zwanej tez motylkowymi. Rodzina ta, pomimo ogromnego zréznicowania
zarbwno gatunkowego, morfologicznego 1 siedliskowego, obejmujacego 730 rodzajow
i ponad 19 400 gatunkow, wykazuje kilka charakterystycznych cech wspolnych. Wszystkie
sg zdolne do symbiozy z bakteriami brodawkowymi, ktére zapewniaja mozliwo$é
wigzania azotu atmosferycznego, jednym typem wytwarzanych owocow - strakow, oraz
zblizong anatomicznie budowa kwiatow. Badania molekularne potwierdzajg, ze Fabaceae
stanowig monofiletyczng rodzing, ktora jest blisko spokrewniona z rodzinami takimi jak
mydtodrzewowate (Quillajaceae), krzyzownicowate (Polygalaceae) i zabt¢dowate

(Surianaceae) wspdlnie nalezacymi do rzedu bobowcow (Fabales) (Rahman i in., 2014).

Lubin nalezy réwniez do jednego z najbardziej zrdéznicowanych
I rozpowszechnionych rodzajow roslin kwitngcych. Dzikie gatunki tubindw wystepuja
naturalnie w Ameryce Potnocnej i Potudniowej, regionie Morza Srédziemnego i Afryce
Potnocnej. W rejonie Morza Srodziemnego mozna obecnie spotkaé naturalnie wystepujace
gatunki najwazniejszych z rolniczego punktu widzenia gatunkow tubinu, takie jak Lupinus
albus L., Lupinus angustifolius L. oraz Lupinus luteus L. Na tubiny w regioniec Morza
Srédziemnego gleboki wplyw miata dziatalnoéé cztowieka, ktorej §lady mozna znalezé
przynajmniej od czaséw neolitycznych. Lubin zotty (Lupinus luteus L.) w swoim naturalnym
habitacie wystepuje gltéwnie na Potwyspie Iberyjskim. Starozytni Egipcjanie, Grecy
I Rzymianie uzywali L. albus do ulepszania gleby i poprzedzania zboz w ptodozmianie,
a nasiona przed spozyciem moczono w solance w celu usunigcia z nich alkaloidow
odpowiedzialnych za ich gorzki smak. Pozostaje do ustalenia, czy wspotczesne typy
wschodnio- i zachodnio$rédziemnomorskich tubinéw sg ich bezposrednimi potomkami.
Wplyw cztowieka mogt zagrozi¢ istnieniu niektdrych dzikich gatunkow tubindéw i wzmocnic¢
rozprzestrzenianie si¢ innych, dzikich lub czg¢$ciowo udomowionych gatunkéw tych roslin
(Cowling, 2001; Wolko i in., 2011).

Najstarsze dane o uprawie tubinu zéltego, jako rosliny ozdobnej w niektorych
krajach Europy Potudniowej, pochodza z XVI wieku, natomiast juz w polowie XIX

w. zyskal on popularno$¢ jako roslina uprawna, za$ szczegolny wktad w rozpowszechnienie
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tego trendu mieli rolnicy Pruscy. Wstgpne udomowienie obj¢to dzikie populacje o wielu
prymitywnych cechach, takich jak: wysoka zawarto$¢ alkaloidéw, pekanie strakdéw, twarda
okrywa nasion. Najwickszg zaletg lubinéw byla wowczas ich wysoka zdolno$é
do wigzania azotu (200 kg/ha) na glebach ubogich i piaszczystych. Pierwszymi osrodkami
uprawy tubinu zo6ttego byty Niemcy, a nastgpnie Polska, Bialoru$ i Rosja na przetomie XIX
I XX wieku. Ze wzgledu na intensywne prace hodowlane w tym okresie wyselekcjonowano
liczne, spontaniczne mutanty o pozadanych cechach roslin uprawnych, m.in. znacznie
ograniczonym st¢zeniu alkaloidow. W zwigzku z tym w Niemczech, Polsce i Rosji uzyskano
wiele odmian "stodkich" charakteryzujacych si¢ niskg zawartoscig tych zwigzkow
(Swiecicki i in., 2000; Musco i in., 2017).

1.2. Warunki uprawne lubinu zéltego

Dawniej, ro$liny tubinu zoéttego wymagaty wernalizacji we wczesnej fazie wzrostu
(niskie temperatury, 2-4°C przez okoto dwa tygodnie), aby osiggna¢ stadium generatywne
1 wytworzy¢ wysoki plon nasion. Bez wernalizacji poczatkowy wzrost byt dtugi, rosliny
dojrzewaty p6zno, a wiele okazow ulegata zakazeniu wirusem zo6ttej mozaiki fasoli
(Swiecicki i in., 2000). Z drugiej strony zbyt wczesny wysiew niost za soba ryzyko porazenia
ro$lin w wyniku przymrozkow. Z tego powodu jednym z kamieni milowych w procesie
ulepszania cech uprawnych tubinow, oprocz redukcji poziomu alkaloidéw, byto otrzymanie
termoneutralnych odmian tubinu zéttego (Podlesny i in., 2008), ktore praktycznie wyparty
uprawy swoich nietermoneutralnych (wymagajacych wernalizacji) odpowiednikow.
W warunkach polowych wschod roslin nastepuje w okresie od czterech do dwunastu dni
od momentu wysiania, w zaleznosci od warunkow temperaturowych. Pelny okres
wegetacyjny tubinu jest stosunkowo dlugi i w zalezno$ci od warunkéw atmosferycznych
wynosi okoto 120 dni. Okres wzrostu mozna podzieli¢ na faz¢ wegetatywng oraz
generatywng, ktora wypada na okres okoto 50-75 dnia uprawy i charakteryzuje si¢
zawigzywaniem kwiatdow oraz owocoéw, zakonczong naturalnym etapem desykacji
(wysychania). Proces desykacji w przypadku ro$lin dziko rosngcych zakonczony jest
pekaniem strgkow 1 uwolnieniem nasion, cecha ta jednak zostala wyeliminowana
z odmian uprawnych, gdyz stanowila jeden z glownych problemow zwigzanych
z plonowaniem i zbiorami. Ze wzgledu na zdolnos$¢ asymilacji azotu, tubiny majg skromne

wymagania glebowe niezbedne do efektywnego wzrostu. Rosliny te z powodzeniem mozna
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uprawia¢ nawet na glebach typu V, uznawanych za stabo urodzajne, suche i ubogie
w substancje organiczne. Lubiny cechujg si¢ roéwniez dobrg tolerancja na niedostgpnos¢
wody, bedac w stanie rosng¢ przy sumarycznej ilosci opadéw wystepujacych w okresie

wegetacyjnym na poziomie okoto 100-200 mm (Faligowska i in., 2013).

1.3. Rola ekonomiczna lubinow

Lubin zo6lty doskonale petni funkcje ekologicznego nawozu jako roslina
poprzedzajaca inne uprawy. Dzigki symbiozie z bakteriami brodawkowymi potrafi wigzac
zardbwno zwiazki azotu zawarte w glebie, jak réwniez azot atmosferyczny (Lucinski
i in., 2002). Wykorzystanie tubinu jako przedplonu wzbogaca glebe w tatwo dostepny dla
innych ro$lin azot, nie zubozajac jej dodatkowo w inne pierwiastki, ktore wracaja do gleby
wraz z materig organiczna.

Rosliny straczkowe, w tym miedzy innymi soja (Glycine max) oraz tubin maja
réwniez ogromne znaczenie praktyczne. Nasiona tubindéw zawierajg wysoki poziom biatka
zapasowego, ktore stanowi $rednio do 40% ich suchej masy, dlatego sa czgsto
wykorzystywane jako surowiec do produkcji pasz wysokobiatkowych lub Zrodto biatka dla
ludzi (Boukid i in., 2022). Nasiona tubinu zottego wykazujg ponadto najwigksze stg¢zenie
biatka (ok. 465g/kg) w stosunku do pozostatych dwoch odmian tubinéw uprawianych
w Polsce, tubinu biatego (ok. 360g/kg) oraz tubinu waskolistnego (330g/kg) (Sujak
i in., 2006).

Oprocz ogdlnej zawartosci biatka, warto$¢ odzywcza nasion ro$lin straczkowych,
w tym tubniu zoéltego, jest wypadkowa kilku dodatkowych czynnikéw, takich jak profil
aminokwasowy czy zawarto$¢ sktadnikow antyodzywczych (glownie z grupy alkaloidoéw).
Jednym z gléwnych niedoboréw warto$ci zywieniowych w przypadku tych roélin jest niska
zawarto$¢ aminokwasow siarkowych (metioniny i cysteiny) oraz tryptofanu.

Nasiona ros$lin strgczkowych zawierajg gtownie dwa rodzaje biatek: globuliny
i albuminy, przy czym biatka z frakcji albumin posiadajg znacznie bardziej pozadang
kompozycje aminokwasowa z wyzszg zawarto$cig aminokwasow egzogennych, przede
wszystkim metioniny i tryptofanu (Kaczmarek i in., 2016). Stwierdzono, ze odmiany tubinu
zOltego sa rowniez dobrym zrodtem lizyny i argininy, a obecne w odmianach
L. luteus alkaloidy wykazujg niewiclkie stezenie i majg znikomy wplyw na strawnos¢

sktadnikéw odzywczych (Gatel, 1994).
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1.4. Lubin zolty w badaniach naukowych

Chociaz tubin zo6tty nie stanowi standardowej rosliny modelowej, przejawia
on duzy potencjal do badania kilku proceséw takich jak: nodulacja zwigzana z symbioza
z bakteriami brodawkowymi, odcinanie kwiatow 1 strgkdéw czy jego potencjalnego
wykorzystania w procesach remediacji gleb (Prusinski, 2007; Wilmowicz i in., 2016;
Glazinska i in., 2017; Pietrzykowski i in., 2017; Marciniak i in., 2020). Dtugi okres rozwoju
1 specyficzny typ kwiatostanow umozliwia wykorzystanie tubinu jako idealnego modelu
do badania wielu procesow fizjologicznych czy mechanizméw molekularnych, zarowno
we wzroscie i rozwoju, jak i odcinaniu organéw generatywnych (Byszewski 1969).
W przypadku tubinu zéttego kwiatostany (grona) , jak rowniez przyszte straki zlokalizowane
sa w okotkach (pigtrach kwiatostanu) zorganizowanych w uporzadkowany 1 przewidywalny

WZOT.

Prawdopodobienstwo aborcji (odpadania) zarowno kwiatow jak i strgkow rosnie
proporcjonalnie do lokalizacji organu na kwiatostanie, poczynajac od najnizszego
(pierwszego) okotka, prawdopodobienstwo odpadania stragkow osigga niemal 100% dla
stragkow powyzej okotka czwartego (Byszewski 1969). W praktyce na ro$linie pojawia si¢
wiec maksymalnie 10-15 w petni wyksztalconych stragkow, przy pierwotnej liczbie kwiatow
wynoszacej niejednokrotnie 25-35. Problem odcinania kwiatow jak i owocow stanowi jeden
z gtownych czynnikow zniechgcajacych rolnikéw do uprawy tubinéw w celach innych, niz

wykorzystanie ich jako wspomnianego wczesniej przedplonu.

Badania genetyczne i1 cytologiczne pozwolily na okreslenie organizacji genomu
hubinu zo6ttego. [lo$¢ chromosomow wynosi 2n=52 i jest to warto§¢ umiarkowanie wysoka
w poréwnaniu z innymi cztonkami rodziny, w ktorych to waha si¢ od 2n=32 dla L. cosentinii
(Naganowska i in., 2003) do 2n=96 dla L. paniculatus i L. pubescens, ktore normalnie
posiadaja 2n=48, jednak mieszance wsrod gatunkéw alaskanskich moga posiada¢ 2n=96
chromosomow (Turner, 1994). Niestety, do tej pory nie jest dostgpny w peini poznany
genom L. luteus, a jedyng odmiang dla ktorej genom udato si¢ w pelni zsekwencjonowaé
jest blisko spokrewniony Lupinus angustifolius. Wielko$¢ tego genomu szacuje si¢
na ok. 1.15 Gpz (Giga par zasad), przy jednoczesnej organizacji w 2n=40 chromosomow.
Biorac pod uwage te liczby, mozna zatozy¢, ze genom L. luteus jest o niemal 20% wigkszy

od genomu L. angustifolius, a co za tym idzie w analizach sekwencjonowan genomowych
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I RNA-seq (ang. RNA Sequencing), genom tubinu waskolistnego nie nadaje si¢ jako genom
referencyjny dla analiz dla tubinu zo6ttego. Dla porownania genom najbardziej popularnej
ro$liny modelowej, rzodkiewnika pospolitego (Arabidopis thaliana) wynosi w poréwnaniu
z wyzej wymienionym tubinem waskolistnym zaledwie 134.6 Mpz (Mega par zasad)
co stanowi okoto jedng dziesigtag genomu tubindéw (Swarbreck i in., 2008; Wolko, 2011).

@
s
L

Rycina 1. Zdjecie kwiatostanu oraz strakow tubinu zottego. Bar = lem
Zroédlo: zdjecie i edycja: Wojciech Glinkowski

Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat udato si¢ dokona¢ wielu badan z zakresu
biologii molekularnej na tej roslinie. Duzy wktad w badania nad odmianami tubinu, w tym
réwniez tubinu z6ttego, maja polscy badacze m.in.: dr hab. (np. Ksiazek, 1962), prof. Janusz
Prusinski (np. Prusinski, 2007), dr hab. Emilia Wilmowicz (np. Wilmowicz i in., 2017),

17



dr Paulina Glazinska (np. Glazinska i in. 2019) czy dr Katarzyna Marciniak (np. Marciniak
I in., 2020).

Posrod badan molekularnych wykonanych przez polskich i zagranicznych badaczy
moézna wymieni¢: zsekwencjonowanie genomu chloroplastowego tubinu zoéttego (Martin
I in., 2014), sekwencjonowanie transkryptomow i degradomow (Parra-Gonzalez i in., 2012,
Glazinska i in., 2017; Glazinska i in., 2019), stworzonie bibliotek matych RNA (Glazinska
i in., 2019; Glazinska i in., 2020). Udato si¢ réwniez opracowaé pilotazowe metody
regeneracji tubinu zo6ttego w warunkach in vitro oraz jego transgenizacji (Li i in., 2000;
Pniewski 1 in., 2006). Ponadto, przeprowadzone zostaly liczne badania na poziomie
morfogenezy oraz zbadano profil biochemiczny i sktad aminokwasowy biatek obecnych
w nasionach (Byszewski, 1969; Prusinski, 2007; Kaczmarek i in., 2016). W ciggu ostatnich
Kilkunastu lat znaczenie roslin strgczkowych, w szczegdlnosci soi (G. max), grochu
(Pisum sativum), tubinu oraz nikli indyjskiej (Cajanus cajan) znaczgco wzrosto,
w kontekscie rolniczo-ekonomicznym, jak réwniez naukowo-badawczym. W wyniku upraw
selektywnych stworzono nowe, bardziej korzystne, z ekonomicznego i biologicznego
punktu widzenia, odmiany tych roslin, jak rowniez wiele transgenicznych odmian, glownie
soi (Wilcox 2001; De Ronde i in., 2004). Znaczenie ekonomiczne oraz poznawcze roslin
straczkowych wciagz rosnie. Dowodem na to, ze trend ten nie stabnie sg liczne publikacje

naukowe, ktore ujrzaty Swiatto dzienne na przestrzeni ostatnich lat (Kamphuis i in., 2021).

1.5. Rola matych RNA w rozwoju roslin

Postep w badaniach molekularnych na przestrzeni kilku ostatnich dekad pozwolit
na odkrycie i sklasyfikowanie wielu regulatorowych RNA. Pierwotnie uznawane
za czasteczki zbedne 1 niewiele znaczace, z czasem ukazaly swoja istotng role w regulacji
wielu procesow komodrkowych (Silva i in., 2014). Powszechnie stosowany jest podziat
regulatorowych RNA na diugie niekodujace RNA (IncRNA, ang., long non-coding RNA)
o dtugosci wigkszej niz 200 nukleotydow, oraz mate RNA (sRNA, ang., small-RNA), ktore
stanowig réznorodng grupe niskoczasteczkowych, niekodujagcych RNA biorgcych udziat
w szeroko pojetej regulacji procesOw transkrypcyjnych w obrgbie komorek, w tym rowniez
komorek roslinnych.

Najbardziej powszechne sRNA to male interferujace RNA (SiRNA) wytwarzane

z dwuniciowych prekursorow RNA, ktore w zaleznosci od ich biogenezy mogg podlegaé
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dalszej klasyfikacji, oraz mikro RNA (miRNA) bedace liczng i wszechobecng klasa matych
RNA, ktore pochodza z jednoniciowych prekursorow RNA tworzacych struktury
przypominajgce szpilki do wlosow (ang., hairpin). Mikro RNA maja swoj poczatek
w dwuniciowym RNA, ktoére ulega odpowiedniej obrébee przez skomplikowang maszyneri¢
wewnatrzkomoérkows. Biogeneza miRNA jest wieloetapowym procesem, obejmujagcym
transkrypcje, modyfikacje post-transkrypcyjne, oraz wycinanie dojrzalych miRNA
o dhugosci 21-24 nukleotydow z ich prekursoréw.

Chociaz w ciggu ostatnich dwoch dekad zidentyfikowano setki sRNA, czesto
bedacych wysoce konserwowanymi ewolucyjnie na przestrzeni wielu gatunkow roslin
przedstawicielami dobrze sklasyfikowanych rodzin, dokladna mechanika ich dzialania
w wielu aspektach rozwojowych wciaz pozostaje niedostatecznie dobrze zbadana.

U ro$lin miRNA biorg udzial w post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji genow
majacych wptyw na roézne aspekty wzrostu i rozwoju (Achard i in., 2004; Wu i in., 2009;
Silva i in., 2014), a takze tolerancji na stres (Macoveii in., 2012; Liang i in., 2012;
Du i in., 2014). Dzigki niemal idealnemu dopasowaniu sekwencji miRNA do ich genow
docelowych mozliwe jest doktadne okreslenie dzialania zwigzanego z represja genow
bedacych czesto kluczowymi czynnikami transkrypcyjnymi. Wiele z wyciszanych
za pomocg miRNA czynnikow stanowi elementy szlakow regulacyjnych petnigcych wazng
role w rozwoju generatywnym, W tym w rozwoju owocow u roslin straczkowych
(Shamimuzzaman i in., 2012).

Liczba ros$linnych miRNA zdeponowanych w publicznych bazach danych takich jak
np. miRBase (Kozomara i in., 2014; Kozomara i in., 2019), gwaltownie wzrosta w ciaggu
ostatnich dwoch dekad. Wérod roslin okrytozalazkowych mozna wyrézni¢ ponad 20 rodzin
wysoce konserwowanych genetycznie miRNA, z duza liczbg genow docelowych
kodujacych czynniki transkrypcyjne, z ktorych wiele reguluje wazne aspekty wzrostu
i rozwoju roslin (Zhang i in., 2006). U ro$lin wickszos¢ docelowych mRNA zawiera tylko
jedno miejsce komplementarne do danego miRNA, ktére wykazuje z nim niemal absolutng
homologig, co prowadzi nastgpnie do post-transkrypcyjnego wyciszania danego mRNA.
Dzigki tak $cistemu dopasowaniu mozliwe jest okreslenie z duzym prawdopodobienstwem,
rowniez metodami bioinformatycznymi genow, ktére moga podlegaé regulacji przez
miRNA a co za tym idzie procesoOw, ktore moga by¢ regulowane juz na poziomie

post-transkrypcyjnym (Palatnik i in., 2007).
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1.6. Biogeneza miRNA i mechanizm ich dzialania

Podobnie jak w przypadku gendéw kodujacych biatka, geneza miRNA rozpoczyna si¢
od transkrypcji genow MIR przez polimeraz¢ 11 RNA, w wyniku czego generowane
sa pierwotne transkrypty miRNA (ang., primary miRNA, pri-miRNA), ktore posiadaja
czapeczke (ang., cap) na koncu 5' oraz tancuch poli-A na koncu 3' (Xie i in., 2005). Obecno$¢
sekwencji TATA-box w promotorach genow MIR sugeruje ich podobienstwo
do gendow kodujacych funkcjonalne biatka. Pri-miRNA ulega nastgpnie modyfikacji
do charakterystycznej struktury spinki do wloséw (ang., hairpin) przez kompleks biatek
w sktad ktorego wchodza DCL1 (ang. DICER-LIKE 1) HYL1 (ang., HYPONASTIC
LEAVES 1) oraz SE (ang., SERRATE). W wyniku dziatania tego kompleksu powstaje
pre-miRNA (ang., precursor miRNA), a nastepnie duplex miRNA-miRNA* (Vazquez
I in., 2004). Badania in vitro wykazaty, ze HYL1 i DCL1 sa niezbgdne do doktadnego
wycinania pre-miRNA z prekursorow pri-miRNA, a mutacje w obrebie tych genow

drastycznie obnizaly ilo§¢ dojrzatych miRNA (Vazquez i in., 2004; Yang i in., 2006).

Kolejnym etapem jest metylacja dupleksu miRNA-miRNA* na 2'OH grupie konca
3' przez biatko HEN1 (ang., HUA ENHANCER 1), bedace metylotransferaza miRNA, ktora
dziata w oparciu o specyficznos¢ sekwencji oraz specyficzno$¢ strukturalng (Yu i in., 2005).
Finalnym etapem w dojrzewaniu miRNA jest inkorporacja pojedynczego juz miRNA,
powstatego w wyniku rozpadu dupleks miRNA-mMiRNA* do kompleksu biatkowego AGO1
(ang., ARGONAUTE 1), co powoduje jego jednoczesng aktywacje. Aktywny AGO1 taczy
si¢ nastgpnie z kolejnymi biatkami, tworzac kompleks tzw. RISC (ang., RNA-Induced
Silencing Complex). Kompleks ten posiada wtasciwosci endonukleolityczne, umozliwiajace
ciecie dupleksow mRNA-miRNA niemal w ich centrum (Baumberger i in., 2005;
Qi i in., 2005). Powyzszy proces ilustruje rycina 2, za$ miejsce cigcia transkryptow
kanonicznie wypada na odcinek pomigedzy 10 a 11 nukleotydem miRNA w rejonie
komplementarnym z mRNA. Dodatkowo, roslinne miRNA biorg réwniez udziat
w zahamowaniu translacji, a najnowsze dane sugeruja, ze represja translacyjna jest
pierwszym mechanizmem indukowanej przez miRNA represji gendéw, jak roéwniez
dedenylacja mRNA i ostatecznie jego degradacja (Bazzini i in., 2012; Djuranovic
i in., 2012).
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Rycina 2. Uproszczony schemat poszczegolnych etapdw biogenezy oraz dziatania miRNA u roélin.
Zrédlo: Opracowanie wlasne na podstawie Xie i in 2005 oraz Baumberger i in., 2005.

Mutacje w obrgbie gendéw kodujacych istotne elementy szlaku biogenezy sRNA
prowadza do plejotropowych defektow rozwojowych roslin, co podkresla funkcjonalne
znaczenie SRNA, w tym réwniez miRNA, w ksztaltowaniu réznych aspektow rozwoju
roslin. Elementy szlaku biogenezy sRNA 1 ich funkcja sa w znacznym stopniu
konserwowane ws$rod roznych, czgsto niespokrewnionych ze soba gatunkoéw ro$lin,
co potwierdza ewolucyjne znaczenie tego mechanizmu regulacji ekspresji genow (Gao
i in., 2021).
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Z jednej strony kompleks DCL1 i pozostaltych biatek jest niezbgdny
do rozpoznawania i przetwarzania pri-miRNA. Z drugiej strony aktywnos¢ genéw DCL1,
HYL1 i SE jest jednocze$nie regulowana na poziomie transkrypcyjnym, potranskrypcyjnym
i potranslacyjnym. Do tych elementow regulacyjnych zaliczy¢é mozna rowniez miRNA.
U soi (Glycine max) ekspresja DCL2 jest regulowana przez miR1515 (Li i in., 2010),
a u Medicago truncatula przez miR1507 (Zhai i in., 2011). Przeprowadzone analizy
wskazuja, ze w przypadku tubinu zéttego dla zadnego z tych miRNA transkrypt kodujacy
DCL2 nie jest docelowy. W tubinie zottym zidentyfikowany zostat natomiast nowy regulator
DCL2 - nowy miRNA o nazwie LI-miRn30, zdeponowany w bazie LuluDB pod numerem
ID486 (Glazinska i in., 2019). Ponadto, analizy danych dla miR162 obecnego u L. luteus
wskazuja, ze reguluje on ekspresj¢ DCL1 tak jak w innych roslinach takich jak Arabidopsis
thaliana, kukurydza (Zea mays) oraz ziemniak (Solanum tuberosum) (Xie i in., 2003; Liu
i in., 2014; Szajko i in., 2019).

W ostatnich dwoch dziesiecioleciach  zidentyfikowano wiele czynnikow
modulujagcych biogeneze miRNA. Analizy biatek i odpowiednie mutanty roslinne
doprowadzilty do lepszego zrozumienia procesu generowania miRNA. Jednak pelne
zrozumienie biogenezy miRNA pozostaje ogromnym wyzwaniem. Funkcje biochemiczne
wielu czynnikow biatkowych oraz niebiatkowych oraz ich wzajemne interakcje sa wcigz

nieznane (Gao i in., 2021).

1.7. Zaangazowanie mikro RNA w regulacje procesow wzrostu i rozwoju oraz
odpowiedzi na czynniki stresowe

Wiele dobrze zbadanych i konserwowanych ewolucyjnie pomiedzy réznymi
gatunkami roslin miRNA pelni istotng funkcje w regulacji naturalnych proceséw
rozwojowych, jak rowniez modulacji tych proceséw w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne.
W ponizszych podrozdziatach szczegdétowo scharakteryzowano te, ktore odgrywaja
szczegoblnie istotng role w procesach zwigzanych z kwitnieniem, rozwojem zarodkowym,

rozwojem i dojrzewaniem owocoéw oraz regulacjg odpowiedzi roslin na stres.
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1.7.1. Mikro RNA 156

Mikro RNA 156 (miR156) nalezy do dobrze konserwowanej rodziny genow
MIR156, ktora obejmuje obecnie ponad 300 sekwencji zidentyfikowanych w obrgbie
kilkunastu gatunkéw roslin, zar6wno jedno- jak i dwuliSciennych, na podstawie danych
z miRBase (Kozomara i in., 2019). Liczne badania wskazuja, ze genami docelowymi dla
miR156 sg sekwencje czynnikéw transkrypcyjnych z grupy SPB (ang., SQUAMOSA
Promotor Binding), ktore biorg udzial w morfogenezie i rozwoju roslin, w szczegolnosci
w rozwoju lisci, liscieni i nasion (Wu i in., 2009). Badania wskazuja rowniez, ze miR156
oddziatuje na geny SPL (ang., SQUAMOSA Promotor Binding-Like), ktore wykazuja
wysokie podobienstwo do genéw SPB. Udowodniono, ze regulacja transkryptow SPL
za posrednictwem miR156 odgrywa kluczowa role w regulacji rozwoju zarodka

u Arabidopsis thaliana (Nodine i in., 2010).

MiIiRNA156 wraz z innymi miRNA (miR157 i miR172) moduluje w owocach
pomidora (Solanum lycopersicum) czynnik odpowiedzi na auksyn¢ ARF (ang., Auxin
Response Factor) i inne regulatory dojrzewania, takie jak SIAP2 (ang., AP2-like ethylene-
responsive transcription factor) czy czynniki transkrypcyjne z rodziny SPL (Karlova
I in., 2013). W przypadku pomidora zarowno miR156, jak i miR172 moduluja poziomy
MRNA swoich genow docelowych podczas dojrzewania owocu, bez catkowitego ich
wyciszenia. Obejmujg one o$miu cztonkéw rodziny czynnikéw transkrypcyjnych SPL
(SPL2, SPL3, SPL4, SPL6, SPL10, SPL11, SPL13, SPL15) ulegajacych ekspresji podczas
rozwoju lisci, kwiatow 1 owocow. Wykazano, Ze cele miR156 i miR172 odgrywaja rowniez
kluczowg role w kontroli czasu kwitnienia i réznych aspektow rozwoju wegetatywnego
u Arabidopsis (Wu i in., 2009). Nadekspresja prekursora AtMIR156b natomiast generowata
nieprawidlowa morfologi¢ kwiatow i owocow u pomidora poprzez wyciszanie genow SBP

(Silvaiin., 2014).

W przypadku Arabidopsis, nadekspresja MIR156 prowadzita do kartowato$ci roslin,
skutkujac fenotypem z dtugimi lisémi oraz wydluzong faza wegetatywna (Xie i in., 2006).
Przeprowadzono roéwniez badania, ktére wykazaty zmiany w poziomie ekspresji kilku
rodzin genow MIR, skutkujace zmianami w pozomie akumulacji miR156, miR162, miR171,
miR393 i miR172 podczas egzogennej aplikacji etylenu i jego antagonisty u bananowca
(Musa acuminata). Geny te wykazywaty zwiekszong ekspresje po traktowaniu etylenem

i inhibicj¢ po traktowaniu 1-MCP (1-metylocyklopropen, inhibitor receptoréw etylenu).
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Efekty te wskazuja na wazng role¢ tych rodzin miRNA podczas procesu dojrzewania owocoOw

(Biiin., 2015).

1.7.2. Mikro RNA 159

Mikro RNA 159 (miR159) jest wysoce konserwowanym miRNA z potwierdzong
rola w procesie kwitnienia, rozwoju pylnikow oraz rozwoju i kietkowaniu nasion, represujac
geny czynnikow transkrypcyjnych MYB znanych réwniez jako GAMYB (Alonso-Peral
iin., 2010). Rodzina genéw MIR159 obejmuje obecnie ponad 100 sekwencji na podstawie

danych z miRBase (Kozomara i in., 2019).

Liczne badania wykazaty, ze miR159 ujemnie reguluje ekspresj¢ genow GAMYB
na poziomie potranskrypcyjnym. GAMYB zostat po raz pierwszy zidentyfikowany jako cel
sygnalizacyjny GA w komorkach aleuronowych jeczmienia (Hordeum vulgare L.).
Stwierdzono roéwniez, ze czlonkowie rodziny MYB odgrywaja wazng role¢ w odpowiedzi
na kwas abscysynowy podczas rozwoju nasion ryzu (Oryza sativa L.) i owocow orzecha
ziemnego (Arachis hypogaea L.) (Ma i in., 2018). Zmiany ekspresji genow docelowych

miR 159 maja rowniez istotne znaczenie w rozwoju owocOw pomidora (Buxdorf'i in., 2010).

U Arabidopsis czynniki transkrypcyjne MYB33 i MYB101 dziatajg jako pozytywne
regulatory odpowiedzi na kwas abscysynowy (ABA) podczas kietkowania nasion. Jednak
w kietkujacych nasionach ABA indukuje akumulacje miR159 poprzez aktywnos¢ czynnika
transkrypcyjnego ABI3 (ang., ABSCISSIC ACID INSENSITIVE 3). Stwierdzono,
ze transkrypty MYB33 i MYB101 ulegaja degradacji w procesie post-transkrypcyjnego
wyciszania genéw za posrednictwem kompleksu RISC i miR159. Obserwacje te zostaly
réwniez poparte nadwrazliwoscig na ABA w liniach podwdjnych mutantow myb33 i myb101

oraz roslinach transgenicznych z nadekspresja MIR159 (Reyes i in., 2007).

Wykazano takze, ze miR159 reguluje rozwoj pylnikow i owocdéw poprzez cigcie
transkryptu MYB33. Podwdjne mutanty A. thaliana miR159a;159b lub posiadajace mutacje
miejsca wigzania miR159 w mMRNA MYB33 wykazywaly defekty plejotropowe,
w tym powaznie uposledzong ptodnos$¢, kartowate pylniki, mate tuszczyny i male nasiona.
Co ciekawe, akumulacja miR159 byla podwyzszona po traktowaniu gibereling
(GA), a mutanty z niedoborem GA wykazywaly niska akumulacje miR159. Traktowanie

mutantow GA wystarczyto, aby zwigkszy¢ akumulacje miR159 powyzej poziomu
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obserwowanego w roslinach typu dzikiego (Achard i in., 2004), co jest kolejnym przyktadem

wzajemnego oddziatywania miRNA i hormonéw w rozwoju roslin.

U granatu (Punica granatum L.) wykazano, ze geny MIR159A, MIR159B i MIR319B
przejawiaty podwyzszony poziom ekspresji podczas pozniejszych etapow rozwoju owocoOw
(Saminathan i in., 2016). Rodzina MIR159 jest bardzo blisko spokrewniona w rodzing
MIR319. Podczas gdy miR319 ma ograniczong zdolnos¢ do regulowania celow miR159,
to miR159 nie sg specyficznie ukierunkowane na miejsca wigzania dla miR319. Rodziny
miRNA o wysokiej ekspresji (PgmiR156, PgmiR157, PgmiR159, PgmiR160, PgmiR172
i PgmiR319) oraz ich warianty (PgmiR156a, PgmiR156g, PgmiR157b, PgmiR157c
I PgmiR159Db) zidentyfikowano w lisciach, réznych stadiach rozwoju meskich i zenskich
kwiatow oraz owocow granatu. MiRNA PgmiR156, PgmiR156a, PgmiR159a, PgmiR159b,
PgmiR160b i mPgiR319b byly silnie akumulowane podczas péznych etapéw rozwoju
owocow. Genami docelowymi dla wymienionych miRNA sa transkrypty MYB regulujace

rozw0j roslin i sygnalizacje fitohormonow.

1.7.3. Mikro RNA 160

Kolejnym z mikro RNA, ktory pelni kluczowa role zarowno w rozwoju, jak
1 regulacji hormonalnej u roslin jest miR160. Gtéwnymi genami docelowymi dla miR160
sg geny kodujace czynnnki transkrypcyjne odpowiedzi na auksyny, ARF (ang., Auxin
Response Factor). Geny z rodziny ARF uczestniczg W procesie kietkowania nasion
i programéw rozwojowych zarodkow, korzeni, lisci i organéw kwiatowych. Czynniki
transkrypcyjne ARF wraz z biatkami AUX/IAA odpowiedzialne sa za regulacj¢ ekspresji
gendéw posiadajacych w sekwencjach promotorowych motyw AuxRE (ang., auxin response
DNA elements) (Ulmasov i in., 1997; Li i in., 2016). Wykazano, ze interakcje pomi¢dzy
MRNA ARF16 i miR160a, a doktadniej zmniejszona ekspresja MIR160a i wynikacjacy
z tego wzrost poziomu akumulacji transkryptu ARF16 wptywaty na zwigkszenie wrazliwo$¢
nasion na auksyn¢ (IAA) (Mai in., 2018).

Z badan prowadzonych na daktylowcu (Phoenix dactylifera L.) wynika, ze miR160
jest w stanie bra¢ udzial w wyciszaniu ekspresji pigciu czynnikow odpowiedzi na auksyne

ARF 1 chociaz eksprymowany jest na szczegoOlnie niskim poziomie podczas rozwoju
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owocow, jest to Scisle zwigzane z wysokg aktywnoscig transkrypcyjng jego genow

docelowych (Xin i in., 2015).

Wykazano takze wudzial miR160 w rozwoju systemu korzeniowego
u Arabidopsis w warunkach niedoboru azotu w glebie. Dane z sekwencjonowania bibliotek
matych RNA (Liang i in., 2012) wskazaly 6-krotnie podwyzszony poziom miR160
w takich warunkach. Zaobserwowano rowniez dodatnig korelacje akumulacji miR160a
i mRNA gendéw docelowych, ARF16 i ARF17. Badania sugerowaty, ze miR160 kontroluje
tworzenie korzeni bocznych poprzez posredniczenie w regulacji ARF16. Aby zweryfikowad
t¢ hipotezg skonstruowano rosliny transgeniczne z nadekspresja MIR160a (35S::miR160a).
Wszystkie rosliny z podwyzszong akumulacja miR160a wytwarzaly wigcej korzeni
bocznych niz roéliny typu dzikiego. Wyniki te wykazaly, ze niedobor azotu indukuje
ekspresje MIR160, ktory promuje produkcje korzeni bocznych u A. thaliana poprzez
dezaktywacje ARF16 (Liang i in., 2012).

W badaniach prowadzonych na soi zidentyfikowano transkrypt genu SBP ulegajacy
ekspresji we wczesnej fazie rozwoju nasion odmiany Heinong44, jako gen docelowy dla
gma-miR160. Wyniki te sugeruja, ze cztonkowie rodziny MIR160 w okreslonych warunkach
mogg bra¢ udziat w regulacji poziomu ekspresji czynnikow transkrypcyjnych innych niz

ARF (Shamimuzzaman i in., 2012).

1.7.4. Mikro RNA 164

U A. thaliana rodzina MIR164 sktada si¢ z trzech cztonkow, miR164a, miR164b
1 miR164c, ktore ujemnie reguluja aktywnos$¢ kilku gendéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne typu NAC, biorgce udzial w kontroli réznicowania tkanek (Rhoades
i in., 2002; Laufs i in., 2004). Wykazano, ze transkrypt ORE1 (ang., ORESARAL), ktory
jest zaangazowany w regulacje Smierci komorek indukowanej starzeniem, podlega rowniez

regulacji za posrednictwem miR164 (Kim i in., 2009).

Podczas rozwoju owocoéw opuncji figowej (Opuntia ficus-indica) akumulacje
miR164 obserwowano w strefach merystematycznych pakow kwiatowych, w kwiatach
(podstawa stupka i preciki) oraz roéwnomiernie w calym owocu na etapie dojrzewania

(Rosas-Cardenas i in., 2015). Wysoka akumulacja miR 164 w catym owocu i zwigzana z tym
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represja jego genow docelowych sugeruje udziat w procesie dojrzewania oraz regulacji

procesu indukowanej starzeniem si¢ $mierci komorek.

W badaniu Macovei i in., (2012) zidentyfikowano u ryzu osa-MIR164e, oraz jego
gen docelowy, helikaze¢ DEAD-box. Geny z rodziny DEAD-box sa zaangazowane
w regulacje¢ aktywnosci ATPazy i helikazy. Helikazy biorg udziat w procesach rekombinacji,
inicjacji replikacji i translacji, naprawie peknie¢ dwuniciowych, utrzymywaniu dhugosci
telomerow, naprawie wycinania nukleotydow czy podziatach i proliferacji komorek (Tuteja,
2003). ATPazy stanowig natomiast grupe enzymoéw charakteryzyjacych si¢ zdolno$cig
do hydrolizy adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) i wykorzystywaniu uwolnionej energii

do przeprowadzania innych reakcji energetyczno-zalznych (Palmgren, 2001).

1.7.5. Mikro RNA 167

Podobnie jak w przypadku miR160, miR167 jest zwigzany gtéwnie
z regulacjg ekspresji gené6w ARF. Nadekspresja MIR167 w pomidorach typu dzikiego
powoduje defekt w rozwoju kwiatow i sterylnosci zenskiej poprzez ttumienie ekspresji
ARF6 i ARF8 (Liu i in., 2014). Wykazano, ze wptywa on takze na regulacje genu PPRP
(ang., Pentatricopeptide Repeat Protein), ktory odgrywa wazng rolg w pierwszym podziale
mitotycznym podczas gametogenezy oraz proliferacji komoérek podczas embriogenezy
(Luiin., 2011).

Doktadne analizy ekspresji MIR167, jak i ARF6/ARF8 u Arabidopsis pokazuja,
ze zardbwno w zalazku, jak i pylniku, wzory ekspresji MIR167 i ARF6/ARF8 wzajemnie sig
wykluczaja (Wu 1 in., 2006). Zatem miR167 ma kluczowe znaczenie dla zdefiniowania
prawidtowych domen ekspresji przestrzennej ARF6 i ARF8 w precikach i zalgzkach, aby

zapewni¢ prawidtowy rozwoj zalazkéw 1 pylnikow.

Wiele miRNA moze dzialaé synergistycznie poprzez wspolng regulacje
powigzanych funkcjonalnie genow lub szlakow, np.: miR160, miR167, miR390 i miR156
wspotreguluja réozne czynniki odpowiedzi na auksyne (ARF). MIR167 jest jednym
z najsilniej ekspymowanych podczas rozwoju nasion rzepaku (Brassica napus), szczegdlnie
w okrywie nasion i bielmie. Istnieja dwa maksima akumulacji miR167, w 25 i 40 DAA
(ang., Days After Anthesis, dni po zapyleniu), a ekspresja MIR167 byla ujemnie
skorelowana z ekspresja jego docelowych ARF6 i ARF8. Wysoka i specyficzna akumulacja
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miR165/166, miR167, miR160 i miR164 wskazuja, ze te miRNA odgrywaja wazng role
w utrzymaniu prawidlowej sygnalizacji i homeostazy auksyny w rozwoju nasion (Huang
iin., 2013).

1.7.6. Mikro RNA 169

Rodzina genéw MIR169 kodujacych miR169 jest wysoce konserwowana wsrod
ro$lin. Mikro RNA z tej rodziny reguluja ekspresje genow kodujacych podjednostke
uniwersalnego czynnika transkrypcyjnego NF-YA (ang., NUCLEAR FACTOR-Y subunit
A) poprzez mechanizm wyciszania potranskrypcyjnego. Czynnik NF-Y stanowi trimer
ztozony z trzech podjednostek: NF-YA, NF-YB i NF-YC, ktore wigza si¢ do sekwencji
CCAAT w rejonie promotorowym genow. Uniwersalnosci tego kompleksu dowodzi fakt,
iz obecno$¢ motywu wigzacego g0 mozna wykry¢ w niemal 30% promotorow

eukariotycznych (Luan i in., 2015).

Modut regulacyjny miR169/NF-YA odgrywa szczegoélnie istotng role w wielu
procesach rozwojowych jak np: kwitnienie, odpowiedz na stres abiotyczny, w szczegdlnosci
stres suszy i wysokiego zasolenia oraz reakcji roslin na zmienne st¢zenie ABA. Dynamiczne
1 skomplikowane wzorce zmian ekspresji zarowno miR169 jak 1 NF-YA mozna obserwowac
w warunkach dlugiej 1 krotkiej suszy, co zostalo potwierdzone badaniami

przeprowadzonymi na siewkach ryzu (Luan i in., 2015).

Ze wzgledu na znaczng ilo$¢ przedstawicieli zarowno rodziny MIR169 jak
1 czynnikdw NF-YA, mozliwe jest osigganie wysokiej specyficznosci w regulacji tego
modutu. Przyktadowo, w ryzu zma-miR169a/b wycisza szes$ciu przedstawicieli ZMNF-YA,
podczas gdy zma-miR1690 jedynie czterech, przy czym roznice w sekwencji zarowno
mMIRNA jak i wspomnianych genow docelowych wynosza zaledwie kilka nukleotydow
(Luan i in., 2014). Roznice te moga wynikac z koniecznosci precyzyjnej regulacji ekspres;ji
gendw kontrolowanej przez miR169/NF-YA zarowno w odmiennych tkankach, jak i podczas

roéznych stadiow rozwojowych (Ni i i in., 2013).
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1.7.7. Mikro RNA 319

MiR319 reguluje wzrost i rozwdj lisci poprzez regulacje ekspresji genow z rodziny
TCP, stanowigcych grupe czynnikéw transkrypcyjnych (Palatnik i in., 2003). TCP
bezposrednio reguluja gen kodujacy LOX2, ktory z kolei bierze udziat w pierwszym etapie
syntezy kwasu jasmonowego (JA), miR319 ma réowniez zdolno$¢ do regulowania szlaku
sygnatowego zaleznego od JA poprzez regulacje ekspresji wielu genow odpowiedzialnych
za tolerancj¢ na stres. Potwierdzono, ze miR319 odgrywa wazng rol¢ w reakcjach roslin
na stresy biotyczne i abiotyczne, gdzie przyktadowo byt zaangazowany w reakcje roslin
odpowiednio na gronowca szarego (Botrytis cinerea) i stres wywotany niska temperaturg
(Cheniin., 2015).

MIR319 wystepujacy w granacie (Punica granatum L., mPgiR319b) byt silnie
eksprymowany podczas poznych etapdw rozwoju owocOw i zaangazowany w regulacje
czynnikow transkrypeyjnych MYB (Saminathan i in., 2016). Istotng funkcje miR319 podczas
rozwoju generatywnego wykazano rowniez u Arabidopsis, poprzez wykorzystanie allelu
tcp4, ktory zawiera mutacje w miejscu wigzania miR319a. Allel ten, ktory wystepuje
w mutantach roslin A. thaliana, powodujac utrate funkcji miR319a, przyczynia si¢

do powstawania aberracji w rozwoju kwiatow (Nag i in., 2009).

Interesujace jest, ze u Arabidopsis rodzina MIR319 jest bardzo blisko spokrewniona
z rodzing MIR159. Obie rodziny posiadaja identycznos¢ sekwencji w 17 z 21 nukleotydow
dojrzatego miRNA. Pomimo Ze miR319 ma zdolno$¢ do regulowania genéw docelowych
miR159: MYB33, MYB65 i MYB101, ograniczona domena jego ekspresji i niski poziom
akumulacji zapobiegaja regulacji genow MYB przez miR319 w znaczacy sposob.
W przeciwienstwie do tego, miR159a i miR159b nie sg wydajnie ukierunkowane na TCP2,
TCP3, TCP4, TCP10 i TCP24 ze wzglgdu na r6znice sekwencji miedzy miejscami wigzania
miR159 i miRNA w genach TCP. Podsumowujac, rodzina miR319 ma zdolnos¢
regulowania ekspresji zarowno TCP, jak i MYB, chociaz w warunkach in vivo obserowane
jest to zazwyczaj tylko w przypadku TCP. Natomiast, pomimo podobienstw, rodzina
miR159 oddziatuje tylko z genami MYB (Palatnik i in., 2007).
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1.7.8. Mikro RNA 390

Dotychczasowe badania potwierdzajg, ze gtdéwna funkcjg miR390 jest modulacja
procesu tworzenia ta-siRNA z transkryptow genu niekodujgcego biatka TAS3.
W Arabidopsis miR390 nakierowany jest na pojedynczy transkrypt TAS3 i indukuje
wieloetapowa produkcje ta-SIRNA z tego prekursora, zaczynajac 0d rozszczepionego
miejsca docelowego dla miRNA od strony 3' . Wykazano, ze dwa dominujace produkty
SiRNA z tego prekursora sa komplementarne do mRNA genéw kodujacych ARF3 i ARF4
(Allen i in., 2005). Ponadto, homologiczne transkrypty TAS3, z przewidywanym miejscem
docelowym dla miR390, zostaty znalezione w roznych gatunkach roslin dwuli$ciennych
1 jednolisciennych, co sugeruje, ze TAS3 jest wysoce konserwowany w roslinach wyzszych

(Cabrerai in., 2016)

Mikro RNA 390 moze kontrolowaé indukcje somatycznej embriogenezy poprzez
udzial w produkcji tasi-ARF, ktore tlumig transkrypty ARF2, ARF3 i ARFA4.
Obserwowano wyrazny spadek poziomu transkryptow ARF2 oraz ARF3 we wczesnej
i zaawansowanej hodowli embriogenicznej w potaczeniu ze znaczng akumulacjag miR390
podczas somatycznej embriogenezy. Z kolei ARF moga kontrolowaé ekspresje MIR160,
MIR167 i MIR390 poprzez elementy Aux RE (ang., AUXIN RESPONSE ELEMENTS), ktore
wykryto w promotorach tych genow (Gutierrez i in., 2009).

1.7.9. Mikro RNA 393

MiR393 reguluje ekspresje roznych zestawow genow z rodziny TAAR kodujacych
receptory auksyny, TIR1 i AFB2, podczas zakazenia roslin patogenami, lub traktowaniu
azotanami. Bierze on rowniez udzial w regulacji rozwoju, wspolgrajac z auksyna.
Wykazano, ze mutanty niezdolne do produkcji miR393 wykazywaly nieprawidtowosci
rozwojowe lisci 1 liScieni, przypominajace zmiany wywotane przez zwigkszong percepcje

auksyny zwigzang ze zwigkszong aktywnoscig genow TAAR (Si-Ammour i in., 2011).

W badaniach nad Arabidopsis potwierdzono rowniez, ze miR393 przyczynia sig¢
do przejscia z fazy wegetatywnej do generatywnej, poprzez regulacje ekspresji genow
kodujacych receptory auksyny, TIR1 i AFB2 oraz modulowanie wrazliwosci tkanek

na poziom auksyny (Wojcik i in., 2016). Dane te pozwalaja na umieszczenie miR390
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w grupie miRNA zwigzanych z sygnalizacja hormonalng oraz regulacja rozwoju, takich jak.

miR159, miR160, miR164, miR319 czy miR396.

Modut regulacyjny miR393/AFB3 zostal ponadto zidentyfikowany jako element,
ktory kontroluje architektur¢ systemu korzeniowego w odpowiedzi na zewnetrzng
1 wewngetrzng dostepnos¢ azotu (Vidal i in., 2010), gdzie poziom ekspresji miR393 byt

wyraznie podwyzszony w warunkach niedostatecznej dostepnosci azotu.

Inne badania wskazuja tez na potencjalng role genéw z rodziny MIR393a
w odpornosci na infekcje bakteryjne. Ekspresja MIR393 i MIR444 zmniejszyta si¢
po zakazeniu wirusem MCMV, natomiast miR393 podlegat indukcji w odpowiedzi
na infekcje bakteryja (Navarro i in., 2006). Ponadto, podwyzszona akumulacja miR393
przyczynia si¢ do zmniejszenia tolerancji na susz¢ u ryzu (Xia i in., 2012). Wszystkie wyzej
wymienione oddziatywania wskazuja na wszechstronne oddziatywanie miR393 na wiele

kluczowych proceséw rozwojowych i adaptacyjnych.

1.7.10. Mikro RNA 396

Sekwencjami docelowymi dla miR396 sg w gltownie czynniki transkrypcyjne GRF
(ang., Growth Response Factor) odpowiedzialne za wiele procesow zwigzanych
ze wzrostem i rozwojem, poprzez regulacje procesu mitotycznego podziatu komorek.
Ponadto, miR396 uczestniczy w procesach odpowiedzi roslin na stres wysokiego zasolenia,
suszy i niskiej temperatury. Zaobserwowano, ze poziom miR396a w A. thaliana ulegat
wzrostowi, gdy rosliny traktowano wyzej wymienionymi czynnikami (Liu i in., 2008).
Autorzy sugeruja rowniez, ze nadekspresja Ath-miR396a i Ath-miR396b i wynikajaca z tego
powodu regulacja gendéw docelowych tych miRNA moze przyczynia¢ si¢ od ograniczenia

rozwoju pasozytniczych nicieni u Arabidopsis (Hewezi i in., 2012).

Podczas badan nad rozwojem owocow pomidora (S. lycopersicum) odkryto rowniez,
ze oprocz czynnikow transkrypcyjnych z rodziny GRF, miR396 posiada zdolno$é
do wigzania z transkryptami homologow genow typu MADS-box i DNA (cytozyno-5-)-
metylotransferazy. Funkcja tych nowo zidentyfikowanych genow docelowych jak i ich
regulacja przez miRNA w rozwoju owocOw pomidra nie jest wyjasniona, autorzy sugeruja
jednak iz moze mie¢ ona posredni wptyw na regulacje procesu metylacji DNA (Karlova
iin., 2013).
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1.8. Fitohormony w rozwoju, wzroscie i odpowiedzi roslin na stres

Rosliny opracowaty zlozone mechanizmy odbierania sygnatéw zewnetrznych
i odpowiedniej reakcji na nie, zmieniajac ekspresje licznych genéw oraz poziom obronnych
czasteczek sygnalowych. Najczgstsze reakcje ros§lin na stres to opdznienie wzrostu
1 zmniejszony metabolizm, aby zmaksymalizowa¢ przezywalno$¢ w niekorzystnych
warunkach srodowiskowych. Dziatania te wptywaja na szeroki zakres procesow, takich jak
modyfikacja fotosyntezy, zwigkszona aktywnos$¢ antyoksydacyjna, akumulacja metabolitow

wtornych, zmiany w ekspresji genow i wiele innych (Krasensky i in., 2012).

Fitohormony maja kluczowe znaczenie dla zdolnosci roslin do adaptacji
na niekorzystne zmiany srodowiskowe poprzez posredniczenie W szerokim zakresie reakcji
adaptacyjnych, takich jak wzrost, rozwdj czy alokacja sktadnikow odzywczych. Wszystkie
wymienione wczesniej procesy, ktore sa zaangazowane we wzrost i1 plastyczno$é
rozwojows, kontrolowane sg przez rownowage hormonow i ich wzajemne interakcje (Kohli
i in., 2013). Pojawiajace si¢ w ostatnich latach dowody sugeruja, ze auksyna funkcjonuje
jako gtowny regulator w wigkszo$¢ interakcji hormonalnych w warunkach stresowych.
Pozostale hormony roslinne, cytokininy, brassinosteroidy, etylen, kwas abscysynowy,
gibereliny, kwas jasmonowy 1 strigolaktony oddziatuja albo synergistycznie lub
antagonistycznie z auksyna, aby wywota¢ kaskade zdarzen prowadzacych do reakcji

odpowiedzi na warunki stresowe (Rahman, 2013).

Wahania w obrebie poziomu poszczegdlnych fitohormonow oddziatuja nie tylko
na geny kontrolujace odpowiedz roslin na stres oraz czy regulacj¢ procesOw rozwojowych,
lecz rowniez posrednio, zmieniajg poziom ekspresji licznych miRNA, ktore regulujg wiele

hormono-zaleznych czynnikow transkrypcyjnych.

1.8.1. Auksyny

Auksyna to jeden z najbardziej wszechobecnych i wszechstronnych hormonow
roslinnych, ktory odgrywa role w licznych procesach wzrostu i rozwoju roslin (Cooke
I in., 2002). Auksyna jest obecna we wszystkich gatunkach roslin, a takze u alg. Obecnos¢
auksyny 1 mechanizméw jej sygnalizacji nawet w jednokomoérkowych algach wskazuje,

ze auksyna mogle odgrywa¢ kluczowa role podczas ewolucyjnej adaptacji roslin
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do zroznicowanych srodowisk (De Smet i in., 2010). Opracowanie precyzyjnych metody
ilosciowych, dobrych systeméw modelowych do analiz in vivo oraz wykorzystanie
mutantow pozwolito na znaczny postep w poznaniu funkcji auksyn (gtownie kwasu indolo-

3-octowego, IAA), ich metabolizmu i sposobu dziatania.

IAA jest najobficiej wystepujaca i najlepiej zbadang auksyna, cho¢ w warunkach
fizjologicznych wystepuje obok pochodnych, takich jak kwas indol-3-mastowy (IBA), kwas
4-chloroindolo-3-octowy (4-CI-IAA) czy tez kwas fenylooctowy (PAA). Pula auksyn sktada
si¢ z mieszaniny wolnej auksyny, koniugatow i pochodnych auksyn, nieaktywnych
prekursorow oraz nieaktywnej forma estru metylowego IAA, IAA-Me. Wolna auksyna
stanowi ok. 25% catkowitej puli auksyn w zaleznosci od rodzaju tkanki oraz gatunku ro$liny.
Koniugaty IAA to zwigzki w ktorych IAA zostaje polaczona np.: z aminokwasami,
przyktadem tego moze by¢ np.: koniugat IAA i alaniny (IAA-ala) (Novak i in. 2012)
(rycina 3).

Biosynteza auksyny odbywa si¢ za posrednictwem wielu szlakow obejmujacych
monooksygenazy zawierajace flawing (biatkka YUCCA), aminotransferazy tryptofanu
(TAA) i dekarboksylazy, oksydazy aldehydowe, czy nitrylazy. Biosynteza de novo auksyny
1uwalnianie jej z koniugatéw auksyn to czynniki przyczyniajace si¢ do pozytywnej regulacji

stezenia auksyn w roslinach.

Do procesu tego mozna zaliczy¢ rowniez aktywny transport tego hormonu w obrebie
rosliny (Tivendale i in., 2014). Auksyna jest transportowana dwoma drogami: szybszym
bezkierunkowym transportem na dlugie dystanse przez floem oraz wolniejszym,
kierunkowym transportem na krotkie dystanse przez nosniki naptywu i wyptywu na btonie
komorkowej (Prasad i in., 2013). Kierunkowy transport z komoérki do komorki i gradienty
auksyny wraz z roznicowa dystrybucja szlakow sygnatowych auksyn pozwalaja
na prawidtowa regulacj¢ rozwoju w warunkach optymalnych oraz w odpowiedzi na silnie

zmieniajace si¢ sSrodowisko (Simon i in., 2011; Korasick i in., 2013).
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Synteza auksyny degradacja
de novo Wysoki poziom auksyny ‘{iugatéw
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IAA do IBA IBAdoIAA | 1AA degradacja Jsamusaly
T l nieodwracalne
degradacja
Niski poziom auksyny koniugatow

Rycina 3. Uproszczony schemat homeostazy auksyny. Do procesow podwyzszajacych poziom IAA u ro$lin
naleza synteza de novo, transport oraz konwersja IBA do IAA jak roéwniez konwersja odwracalnych
koniugatow. Procesami obnizajagcymi poziom auksyn jest ich bezposrednia degradacja, koniugacja w sposob
nieodwracalny, konwrsja do IBA a takze aktywny transport.

Zrédlo: Opracowanie whasne na podstawie Novék i in. 2012.

W przypadku topoli (Populus L.) stwierdzono, ze zawarto$¢ wolnej auksyny spada
podczas zasolenia i suszy (Popko i in., 2010) (rycina 4), a liczba koniugatow auksyn byta
zwickszona. W badaniach nad homeostazg auksyn w warunkach stresu abiotycznego,
transgeniczna linia Arabidopsis DR5::GUS okazala si¢ szczegdlnie przydatnym narzedziem
do monitorowania zmian w akumulacjii dystrybucji auksyny. Eksperymenty przy uzyciu
tych ro$lin transgenicznych potwierdzity znaczng supresj¢ odpowiedzi auksyn podczas

suszy (Shiiin., 2014).
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Stres abiotyczny Homeostaza [AA

- susza - Biosynteza
- zasolenie - koniugacja/dekoniugacja
- Zimno I - transport
- niedobory mikroelementow - degradacja
Sygnalowanie IAA < Pula biooaktywnej
TIR1, ABP1, AFB IAA
Percepcja sygnatu auksyn Interakcje z innymi hormonami
ARF, Expansyny, ATPazy H" (Etylen, ABA, SA, JA)
1 inne

}

Odpowiedz na stres/
Zmiany w rozwoju

Rycina 4. Schematyczne przedstawienie wptywu stresu abiotycznego na homeostaze IAA. Zmiany poziomu
IAA wywotuja transdukcje sygnatu, ktora z kolei wptywa na regulacj¢ poziomu innych hormonéw oraz
moduluje ekspresje innych genoéw i czynnikéw transkrypcyjnych co w rezultacie powoduje efekt w postaci
reakcji na warunki stresu.

Zrédlo: Opracowanie wlasne na podstawie Popko i in., 2010.

Osiagnigcie lepszego zrozumienia roli auksyn w stresie abiotycznym mozliwe bylo
réwniez dzigki eksperymentom z wykorzystaniem zmutowanych linii nadeksprymujacych

kluczowe enzymy w szlakach metabolizmu auksyn (Sharma i in., 2015).

1.8.2. Gibereliny

Gibereliny obok auksyn to kolejny fitohormon promujacy wzrost, ktory niedawno
stal si¢ rowniez rozpoznawalny jako kluczowy element w tolerancji ro$lin na stres
abiotyczny. Jego podstawowa rola we wzroscie 1 rozwoju roslin obejmuje kietkowanie
nasion, wzrost wegetatywny, promowanie kwitnienia, a takze regulacja rozwoju kwiatow,

owocow i nasion (Sun, 2010).

GA s3g syntetyzowane z kluczowego izoprenoidu, difosforanu geranylogeranylu

(GGDP), poprzez szereg etapow konwersji, ktore poczatkowo prowadza do powstania GA12
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1 zakonczone sg produkcja bioaktywnych giberelin takich jak GAl, GA3, GA4 i GA7.
Konwersja GGDP do GA12 wymaga o$miu reakcji realizowanych za posrednictwem
czterech enzymow, dwa z nich, syntaza difosforanu ent-kopalilu (CPS) i syntaza ent-kaurenu
(KS), naleza do klasy enzyméw cyklaz terpenowych i katalizuje konwersje GGDP
do ent-kaurenu poprzez difosforan ent-kopalilu (CDP). Synteza ent-kaurenu jest kluczowym
etapem szlaku biosyntezy GA, poniewaz okre$la poziom endogennych GA (Moore
iin., 1991). Ogolnie uwaza si¢, ze aktywna biosynteza GA zachodzi w ich miejscu/miejscach
dziatania. W oparciu o wzorce ekspresji genow KO i GA30X, przewiduje si¢, ze synteza
bioaktywne] GA podczas kietkowania nasion Arabidopsis zachodzi w szybkim tempie
w komorkach korowych zarodka, promujac w ten sposdb wzrost zarodka i1 utatwienie
wyrastania korzonkow. Co ciekawe geny kodujace CPS wystepuja w typach komorek
innych niz te, ktore wykazuja ekspresje KO i GA30x, wskazujac, ze biosynteza GA wymaga
mig¢dzykomoérkowej translokacji zwigzkow posrednich, przypuszczalnie ent-kaurenu

(Yamaguchi i in., 2001; Yamaguchi 2008).

W przeciwienstwie do biosyntezy GA, ktora jest dobrze scharakteryzowana,
do niedawna niewiele byto wiadomo 0 podstawowym mechanizmie molekularnym percepcji
1 sygnalizacji GA. Bazujac na hydrofobowym charakterze GA, uwazano, ze ro$liny
posiadaja btonowe oraz rozpuszczalne receptory do wigzania GA (Hooley i in., 1992).
Poszukiwania tych receptoréw rozpoczetly si¢ okoto dwie dekady temu, kiedy pierwszy
rozpuszczalny receptor GA GID1 (ang. GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF 1) zostat
zidentyfikowany w ryzu (Ueguchi-Tanaka i in., 2005). GID1 koduje biatko, ktore
ma homologi¢ do rodziny biatek z grupy lipaz wrazliwych na hormony (HSL,
ang., Hormone-Sensitive Lipase). Sugeruje to, ze wigzanie GID1 z bioaktywnym
GA umozliwia interakcje z inhibitorami GA, promujac w ten sposob sygnalizacje GA. Przed
identyfikacjag GID1, supresor sygnalizacji GA, zwany biatkami DELLA, byl juz znany
(Silverstone i in., 1997). DELLA nalezy do podrodziny bialek regulatorowych GRAS,
powszechnych w catym krolestwie roslin, ktore dzialaja na ograniczenie wzrostu roslin
poprzez negatywng regulacje sygnalizacji GA. DELLA jest kodowana przez gen SLENDER
RICE 1 (SLR1) w ryzu (Ikeda i in., 2001) oraz GIBBERELLIN INSENSITIVE1 (GAI1),
REPRESSOR OF GAl (RGA) i RGA-like 1-3 (RGL1-3) u Arabidopsis (Silverstone
i in., 1998).

Po degradacji biatka DELLA nastepuje transkrypcyjne przeprogramowanie genow

reagujacych na GA. Te domniemane dalsze cele obejmuja geny kodujace enzymy
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biosyntezy GA (GA3oxl i GA200x2), receptory GA (GIDla, GID1b) i czynniki
transkrypcyjne (MYB, bHLH137, bHLH154, WRKY27), ktore rowniez wykazuja wczesne
odpowiedzi na biatka DELLA (Zentella i in., 2007) (rycina 5). Schemat tych interakcji

ilustruje ponizsza rycina.

GA200x
GA3ox

'
Receptory GA (GID1a, GID1b)

Biosynteza GA l

Biatka DELLA

J_GAl lGAT

Geny regulowane przez DELLA

.I_

Zmiany ekspresji genow zalezne od poziomu GA

Rycina 5. Uproszczony schemat interakcji gibereliny z biatkami DELLA wptywajacy na zmiany ekspresji
genoéw podlegajacych represji przez to biatko.
Zrédlo: Opracowanie wiasne na podstawie Zentella i in. 2007.

Obecnie wiadomo, ze w optymalnych warunkach GA stymuluje wzrost i rozwoj
poprzez szlak degradacji DELLA indukowany przez GID1 (Colebrook i in., 2014). Wiec
jaka jest rola GA podczas ekspozycji roslin na niekorzystne warunki Srodowiskowe?
We wstepnych badaniach Achard i in., (2006) stwierdzili, Zze poczwérne mutanty DELLA
Arabidopsis wykazywaly si¢ lepsza tolerancja przy ekspozycji na wysoka zawarto$¢ soli
w porownaniu z sadzonkami typu dzikiego. Innymi stowy, rosliny moduluja poziom
GA 1 DELLA zwigkszajac przezywalno$¢ w niesprzyjajacych warunkach, ale kosztem

zahamowania wzrostu i rozwoju.

Dowody, ktore jasno wskazywaty na role GA w odpowiedzi na stres abiotyczny
uzyskano w eksperymentach na Arabidopsis, ktore pokazaty, iz niektore czynniki stresowe
takie jak zacienienie (Franklin, 2008) oraz podtopienie wplywajace na poziom
GA za posrednictwem zmian w poziomie etylenu (rycina 6), zbadane rowniez w przypadku
ryzu (Bailey-Serres i in., 2010), prowadza do zwickszonego wzrostu jako strategii
,ucieczki”. Natomiast w przypadku stresu suszy GA przyczynia si¢ do zmniejszenie tempa
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wzrostu 1 szeregu innych reakcji majacych na celu zwigkszenie odpornosci roslin

na niedobor wody (Skirycz i in., 2010).

1.8.3. Kwas abscysynowy

ABA to wszechobecny hormon roslinny i czagsteczka sygnatowa, ktéra odgrywa
kluczowa rolg w procesach fizjologicznych takich jak zamykanie aparatow szparkowych,
morfogeneza zarodkow, rozwdj nasion, synteza biatek zapasowych i lipidéw, kietkowanie,
starzenie si¢ lisci, czy tez mechanizmach obrony przed patogenami (Finkelstein, 2013).
Wysokie zasolenie, susza i warunki niskotemperaturowe s3 uwazane za gldwne czynniki

indukujace zwigkszong syntez¢ ABA.

Ekspresja genéw w reakcji na stres jest regulowana na $ciezkach zaleznych
i niezaleznych od ABA (Yamaguchi-Shinozaki i in., 2006). Istnieja cztery gtowne elementy
kaskady sygnalizacyjnej ABA w warunkach stresowych: receptor ABA PYL (PYR1, ang.,
Pyrabactine Resistance 1; PYL, PYR1-like; RCAR1, ang., Regulatory Component of ABA
Receptor ABA 1), regulator ujemny PP2C (Protein Phosphatase type 2C) -, pozytywny
regulator SnRK2 (Sucrose non-fermenting kinase 2) oraz czynnik transkrypcyjny AREB
(ABA-responsive Transcription Factors) (Cutler i in., 2010; Raghavendra i in., 2010; Zhang
iin., 2015). Sciezki te tacza sie rowniez z kanatami jonowymi, czynnikami transkrypcyjnymi
1 innymi komponentami regulatorowymi, zapewniajac w ten sposOb bezposrednie

polaczenie migedzy fitohormonem a odpowiedziami indukowanymi przez ABA.

Elementy reagujace na ABA (ABRE - ang., ABA-responsive element) bedace
sekwencjami DNA w promotorach genoéw reagujacych na ABA oraz grupa czynnikoéw
transkrypcyjnych wiagzacych AREB, (AREB/ABF) odgrywaja wazng role w zaleznej od ABA
regulacji ekspresji genow. AREB s3 indukowane gltéwnie w tkankach wegetatywnych

w odpowiedzi na znaczng utrate wody, wysokie zasolenie i traktowanie ABA, (Kim
i in., 2004, Fujita i in., 2005).

Sygnaly ABA pod wptywem stresu abiotycznego sa rozpoznawane i przekazywane
do kolejnych elementéw uktadu percepcyjnego, w ktorych kluczowymi sktadnikami
sg kinazy biatkowe i fosfatazy. Specyficzne dla roslin kinazy stresu abiotycznego to zalezne
od wapnia kinazy biatkowe CDPK (ang., Calcium-Dependent Protein Kinases lub CPK,

ang., Calcium Proteins Kinases) (Zuoi in., 2013).
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CDPK stanowia jednen z gtownych receptorow sygnatu Ca?* u roslin (Sanders
1 in., 2002) petniac jednoczesnie wiele funkcji, wliczajac w to regulacje wzrostu, rozwoju,

czy odpowiedzi na stresy zarowno iotyczne jak i abiotyczne (Shulz i in., 2013, Romeis i in.,
2014).

U Arabidopsis thaliana CPK10 uczestniczy w procesie zamykania aparatow
szparkowych w odpowiedzi na stres suszy, a reakcja ta jest modulowana przez Ca®* oraz
ABA (Zou i in., 2010). Dwa homologi AtCPK4 i AtCPKI11 dzialajg jako pozytywne
regulatory w szlakach sygnatowych ABA, gdzie biorg udzial w procesach kietkowania
nasion, wzrostu siewek, ruchach aparatow szparkowych i odpowiedzi na stres wysokiego
zasolenia (Zhu i in., 2007). AtCPK12 zostal natomiast zidentyfikowany jako negatywny
regulator odpowiedzi na ABA (Zhao i in., 2011). Zakrojone na szerokg skal¢ badania
genomow roslin ryzu (O. sativa), kukurydzy (Zea mays), topoli (Populus trichocarpa) czy
rzepaku (Brassica napus) wskazuja, ze wzorce ekspresji genow kodujacych CDPK petnig
wazng funkcje w regulacji prawidtowego rozwoju, oraz regulacji odpowiedzi na czynniki
stresowe oraz poziomu fitohormonéw (Ray i in., 2007; Kong i in., 2013; Zuo i in., 2013;

Zhang i in., 2014).

1.8.4. Kwas jasmonowy

Jasmoniany to grupa bardzo zrdéznicowanych substancji, ktore powstaja podczas
procesu utleniania  wielonienasyconych  kwasoéw  tluszczowych  (ang. PUFA,
Poly-unsaturated Fatty Acids). Pochodne JA obejmujg migedzy innymi ester metylowy
JA (JA-Me), pochodng jasmonyl izoleucyny (JA-lle), cis-jasmon oraz jasmonyl ACC
(JA-ACCQC).

Wszystkie wymienione powyzej zwigzki sg naturalnie wystepujacymi regulatorami
wzrostu ro$lin, ktéore modulujg wzrost i rozwoj roslin wyzszych w odpowiedzi na bodzce
zewngtrzne poprzez regulacje komorkowych odpowiedzi metabolicznych i ekspresje genow

jadrowych (Creelman i in., 1995).

JA jako czasteczka sygnalizacyjna bieze udziat w regulacje ekspresji réznych genow
zaangazowanych w wzrost 1 rozw0j oraz reakcje roslin na stres. Rdzne czynniki
transkrypcyjne, takie jak MYC2, MYC3 i MY C4 s3 pozytywnymi regulatorami odpowiedzi
naJA (Wuiin., 2019).
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Biatko COI1 (ang., CORONATINE INSENSITIVE 1) w Arabidopsis zostato
zidentyfikowane jako sktadnik kompleksu koreceptorow jasmonianow (Xie i in., 1998;
Browse 2009; Yan i in., 2009), ktéry nalezy do rodziny biatek F-box i dziata jako receptor
JA inicjujacy jego sygnalizacje (Thines i in., 2007; Katsir i in., 2008).

Biatka domeny Jasmonate-ZIM (JAZ) zostaly odkryte i zidentyfikowane jako
represory ekspresji genéw indukowanej przez JA i do tej pory zidentyfikowano okoto
12 biatek JAZ u Arabidopsis thaliana (Chini i in., 2007; Thines i in., 2007; Yan i in., 2007;
Chung i in., 2009; Pauwels i in., 2011; Wager i in., 2012). JA promuje wigzanie JAZ
do z biatkiem SCF°", w celu utworzenia kompleksu recepcyjnego wywotujac degradacije
represorow JAZ, w wyniku ktorej dochodzi do regulacji ekspresji genow zaangazowanych

w r6zne funkcje roslin.

Jasmoniany biorg rowniez udzial w odpowiedzi na stres abiotyczny (Wang
I in.,, 2001). Potencjal antystresowy wolnego kwasu jasmonowego i jego roznych
koniugatow zostal zbadany w warunkach stresu zasolenia w jeczmieniu (Hordeum vulgare)
(Tsonev i wsp., 1998), ekspozycji na swiatto UV w A. thaliana (Mackerness i in., 1999) czy
niskich temperatur m. in. w kukurydzy (Zea mays) (Wilen i in., 1994). Egzogenne
stosowanie JA indukowato tolerancje miedzi w sadzonkach Cajanus cajan poprzez
wzmocnienie ekspresji genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne i wigksza akumulacje
pigmentow fotosyntetycznych, co uczynito ro$liny bardziej tolerancyjnymi na stres
Cu (Poonam i in., 2013). W ryzu susza i stres zasolenia zwigkszyly poziom jasmonianu
w lisciach i korzeniach, a takze zwigkszyt indukcje genow odpowiedzialnych za biosynteze
JA (Moons i in., 1997; Tani i in., 2008). Stres solny wywolywatal ponadto przejSciowe
podwyzszenie poziomu ekspresji genow bioracych udziat w biosyntezie JA w roslinach
cytrusowych, ktory osiggnal swodj maksymalny poziom po 6 godzinach oddziatywania
wspomnianego powyzej czynnika stresowego (Mahouachi i in., 2007; Arbona i in., 2008;
Arbonai in., 2010).

1.8.5. Kwas salicylowy

Kwas salicylowy (SA) to zwigzek o charakterze fenolowym wytwarzany przez

szeroka game¢ zarOwno prokariotycznych jak 1 eukariotycznych organizmow.
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Zsyntetyzowany wolny SA mozne zosta¢ przeksztalcony w kilka form koniugatow.
W roslinach proces ten zachodzi na drogach glukozylacji, metylacji i koniugacji
aminokwasow. Zarowno salicylan metylu (MeSA) i metyl-SAG (MeSAG) sg biologicznie
nieaktywne, ale zwigkszaja przepuszczalno$¢ bton, aby skuteczniej transportowac sygnaty

obronne na duze odlegtosci (Seskar i in., 1998).

Badania z ostatnich dwoch dekad wykazaty, ze SA odgrywa wazng rolg
w regulacja wzrostu i rozwoju ro$lin poprzez np. zamykanie plazmodesm, regulacje
kietkowania nasion, kwitnienie i termogeneze, interakcje z innymi organizmami, reakcje
na stresy srodowiskowe, a takze fakt, ze indukuje odpornos¢ roslin na choroby (Fragniere
I in., 2011). W roslinach SA bierze udzial w ogdlnoustrojowej opornosci nabytej (SAR,
ang., Systemic Acquired Resistance) i miejscowej odpornosci nabytej (LAR, ang., Localized
Acquired Resistance) w odpowiedzi na rozne ataki patogeow (VIot i in., 2009). Najbardziej
konserwatywnie ustalona rola SA polega na pelnieniu funkcji czasteczki sygnatowej
w odpowiedziach obronnych roslin (Shah, 2003). SA zostat uznany za sygnat modulujacy
odpowiedz ro$lin na szeroki zakres stresow abiotycznych, takich jak ekspozycja
na promieniowanie UV lub reaktywne formy tlenu, susze, zasolenie, wychtodzenie, wysokie
temperatury, oraz tolerancj¢ metali cigzkich (Yuan i in., 2008). SA wspotdziatajac z innymi
fitohormonami, takimi jak kwas jasmonowy, etylen (ET), auksyna, kwas giberelinowy, kwas
abscysynowy oraz cytokinina. SA jest czg$cig sieci sygnalizacyjnej wykorzystujacej
wspoétdziatanie i synergie (Dempsey i in., 2011; Pieterse i in., 2012).

Poziom SA w lisciach Phillyrea angustifolia w czasie suszy wzrastal nawet
5-krotnie (Munne-Bosch i in., 2003), za§ w korzeniach jeczmienia okoto dwukrotnie
(Bandurska i in., 2005). Mutanty Arabidopsis: adrl (czynnik transkrypcyjny), myb96-1d
(czynnik transkrypcyjny), sizl (ligaza SUMO), acd6 (biatko transbtonowe) i cpr5 (czynnik
transkrypcyjny) gromadzace endogennie SA wykazaly tolerancje na susz¢ oraz zalezng
od SA odporno$¢ na choroby (Bowling i in. 1997; Chini i in. 2004; Seo i in., 2010). Ponadto
podczas suszy zanotowano zalezng od SA ekspresje genow bialek obronnych PR1 i PR2
(Miura i in., 2013). Egzogenna aplikacja SA powodowala wyzszg zawarto$¢ wody
w tkankach, wzrost aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, spadek poziomu peroksydacji
lipidow 1 uszkodzen bton, a takze chronita aktywnos$¢ reduktazy azotanowej w warunkach
suszy (Hayat i in. 2010). SA indukowal takze wzrost zawarto$ci reaktywnych formy tlenu
(ROS, ang., Reactive Oxygen Species) w tkankach fotosyntetyzujgcych, co sklania
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do wniosku, iz SA mogg powodowaé wysoki poziom stresu oksydacyjnego, zmniejszajac

w ten sposob tolerancje na stres abiotyczny (Borsani i in., 2001).

1.9. Interakcje fitohormonow

Zdolno$¢ roslin do reagowania na zmieniajace si¢ sSrodowisko jest bardzo elastyczna
i kontrolowana przez zmiany roéwnowagi w jakiej znajdujg si¢ hormony roslinne
(Kohli i in., 2013) oraz ich wzajemne interakcje. W ostatnich kilkudziesieciu latach jednym
z gtownych trendow badawczych w dziedzinie fizjologii roslin byto badanie profili
hormonalnych w r6znych warunkach stresu srodowiskowego. Pomimo wielu badan w tej
materii, skomplikowana i zmienna sie¢ wzajemnych interakcji wydaje si¢ wcigz by¢
niedostatecznie zbadana, szczegdlnie ze wzgledu na jej znaczng zmiennosé

1 niejednorodno$¢ w obrebie réznych gatunkéw roslin.

Rola auksyny jako glownego mediatora wzrostu i rozwoju roslin krzyzuje si¢
ze szlakami sygnalizowania innych hormonow, takich jak kwas abscysynowy (ABA), kwas
jasmonowy (JA) gibereliny (GA), kwas salicylowy (SA) i etylen. W kwestii tolerancji
na stres abiotyczny, kwas abscysynowy odgrywa kluczowg role w regulacji reakcji na ten
stres w roznych stadiach rozwojowych oraz warunkach $rodowiskowych (Saab i in., 1990).
Wspolna koordynacja wzrostu przez IAA 1 ABA ukazuje jeden z mechanizmow
przystosowawczych roslin do zmiennego Srodowiska, w sytuacjach gdzie zwigkszony
poziom ABA moze mie¢ dziatanie hamujace wzrost (rycina 6). W jednym z do$wiadczen
Salopek-Sondi i in., (2013) wykazali, ze egzogenne traktowanie ABA powodowato
zahamowanie wzrostu korzeni u siewek Brassica rapa, bez znaczacego wptywu na poziom
auksyny. Dodatkowo, opdznienie wzrostu we wczesnym etapie rozwojowym siewek
Arabidopsis rowniez byto stymulowane przez ABA za posrednictwem wzmacniania szlaku
sygnatowego auksyny przez AXR2/IAA7. Ekspresja genu AXR2/IAA7 w optymalnych
warunkach $rodowiskowych jest zlokalizowana w strefie wydtuzenia osi embrionalne;j
lindukowana auksyna oraz wyciszana przez traktowanie ABA. Mutacja w genie axr2
przyczynia si¢ do niewrazliwosci siewek A. thaliana na traktowanie auksyna, etylenem oraz
ABA i skutkuje brakiem hamowania wzrostu korzeni (Wilson i in., 1990). Staje si¢ wigc
jasne, ze ABA powodowal represje AXR2/IAA7 podczas wzrostu po kietkowaniu,

co przedstawia zwigzek miedzy ABA a regulacja wzrostu za ktora odpowiada [AA.
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Zaangazowanie ABA w szlakach auksynowych wykazano rowniez za pomoca analiz
obejmujgcych transkryptom Arabidopsis (Yang i in., 2014). Zmieniona ekspresja genow
szlaku transdukcji sygnatu auksyn w odpowiedzi na zaréwno kroétkie, jak i dtugotrwate
traktowanie roslin ABA wskazuje na zalezno$¢ ABA-IAA jako sposob na utrzymanie

wzrostu rowniez w warunkach stresu.

Oprocz  ABA, interakcje auksyn z kwasem jasmonowym wplywaja
na wzrost roslin podczas stresu. Role JA w koordynowaniu reakcji na stres wykazano
w badaniu tolerancji na stres Brassica oleracea (Wu i in., 2012) gdzie traktowanie Me-JA
zwigkszylo tolerancje sadzonek na stres suszy. Podczas gdy poziom JA i ekspresja genow
odpowiedzialnych za indukcj¢ szlakow JA ulegaly podwyzszeniu w przypadku stresu zimna
1 suszy, odwrotna sytuacja miala miejsce podczas stresu wysokich temperatur, co sugeruje
inng regulacje biosyntezy i sygnalizacji JA oraz IAA w przypadku réznych stresow
abiotycznych (Du i in. 2013). Wptyw stresu abiotycznego na homeostazg auksyn poprzez
promowanie lub tlumienie enzymdéw zaangazowanych w odwracalng koniugacje
[AA/hydroliz¢ koniugatéw stanowi mozliwe ogniwo taczace IAA z innymi hormonami
odpowiedzi na stres. Wykazano, ze zwigkszenie ekspresji 1AR3, enzymu niezbgdnego
do ciecia koniugatow auksynowych do wolnej IAA razem z podwyzszeniem poziomu [AA

nastgpuje, gdy siewki Brassica rapa poddaje si¢ traktowaniu JA.

SA indukuje tolerancje na stresy abiotyczne u roslin (Horvath i in., 2007), wptywa
réwniez na termotolerancj¢ u niektorych gatunkow roslin, np.: gorczycy (Sinapsis alba)
(Dat i in., 1998), Arabidopsis (Clarke i in., 2004; Larkindale i in., 2008) oraz grochu (Pisum
sativum) (Pan i in. 2006). Podczas stresu oksydacyjnego SA zwigksza zdolno$é
antyoksydacyjng i w ten sposob zmniejsza stopien peroksydacji lipidow (Strobel i in., 1995;
Ananieva i in., 2002). Badania proteoméw (bibliotek biatek) wykazaty, ze SA indukuje
wyzsze poziomy dwoch dysmutaz ponadtlenkowych, poprawiajacych kietkowanie nasion
w warunkach stresu solnego oraz zwicksza rowniez zdolno$¢ antyoksydacyjng siewek

Arabidopsis (Rajjou i in., 2006).

43



Podtopienie Zasolenie 1 Susza
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Wzrost indukowany JA

Rycina 6. Schemat odpowiedzi roslin na stres za posrednictwem Gibereliny. Akumulacja etylenu w przypadku
podtopienia powoduje zwickszenie poziomu SNORKEL1 i SNORKEL2, co z kolei prowadzi do zwigkszonego
poziomy bioaktywnych GA, powodujac szybkie wydluzenie miedzywezli w celu uniknigcia zanurzenia.
Wzrost poziomu ABA w ros$linach w odpowiedzi na stres solny i susze, obniza poziom GA i powoduje
zahamowanie wzrostu. XERICO (czynnik palca cynkowego RING-H2), bedacy docelowym celem
transkrypcyjnym biatek DELLA, reguluje biosynteza ABA 1 tolerancja na susz¢ oraz pehi funkcja wezta
abiotycznych reakcji stresowych u roélin i taczy szlaki sygnatowe GA i ABA. Zastosowanie GA3 egzogennie
lub nadekspresja GASA odwraca hamujace dziatanie stresow abiotycznych poprzez modulowanie biosyntezy
SA przez gen GASA, jako domniemany posrednik miedzy GA i SA. Wysokie zasolenie i susza zwigkszaja
poziom JA w ro$linach. JA indukuje biatko DELLA (RGL3), ktére oddziatuje z biatkami JAZ tlumigc jego
aktywnos$¢, a to z kolei wzmaga ekspresj¢ genow reagujacych na JA w celu przezwyci¢zenia stresu.
Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie Wigoda i in., 2006 oraz Ko i in,. 2007,

Wecezesne dowody sugerujace role GA w termotolerancji pojawily si¢ w wyniku
traktowania roslin odmiany Kentucky bluegrass inhibitorem GA (Heckman i in., 2002),
co sprawilo, ze byly bardziej podatne na wysokie temperatury niz rosliny niepoddane
traktowaniu. Geny GASA, rodzina indukowanych przez GA genow, s3 zaangazowane
w odpowiedzi roslin na stresy abiotyczne (Wigoda i in., 2006; Ko i in,. 2007). Transgeniczne
linie Arabidopsis FSGASA4 sa bardziej odporne na wysokie zasolenie, utlenianie i stres
cieplny podczas kietkowania nasion (Alonso-Ramirez i in., 2009). Transgeniczne nasiona
FSGASA4 wykazujg zwigkszong koncentracje SA w poréwnaniu z nasionami typu dzikiego,
natomiast sadzonki podczas wzrostu na pozywce z dodatkiem GA3, wykazuja zwickszong
ekspresje ICS1 1 NPR1 zaangazowanych odpowiednio w biosynteze i1 dziatanie
SA (Alonso-Ramirez i in. 2009). Sugeruje to, ze GA odgrywaja aktywng role w biosyntezie

i dziataniu SA (rycina 6). Zastosowanie GA3 egzogennie lub nadekspresja GASA odwraca
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hamujacy wptyw stresow abiotycznych na rozwoj siewek A. thaliana poprzez modulowanie

biosyntezy SA.

1.9.1. Interakcje na poziomie miRNA - fitohormony

Mikro RNA pelnig wiele istotnych funkcji koniecznych do prawidtowego rozwoju
oraz funkcjonowania roslin w zmiennym i czgsto nieprzyjaznym do rozwoju srodowisku.
Wiele z nich posredniczy réwniez w regulacji szlakow hormonalnych poprzez represje
genow kodujacych biatka, ktore zwigzane sa z percepcja lub interpretacja sygnatow
hormonalnych (rycina 7). Kompletna mapa tych interakcji jest niezwykle trudna
do stworzenia, ze wzgledu na pojawiajagce si¢ roznice w niektorych mechanizmach
pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami roslin i nieznajomoscia kompletu elementow szlakow

sygnatowych.

Najnowsze dowody jednoznacznie taczg mikro RNA i fitohormony z odpowiedzia
na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe (Sunkar i in., 2007). W przypadku auksyn
zidentyfikowanych zostato kilka miRNA, ktore w bezposredni sposob wptywaja na szlak
transdukcji sygnatu tego fitohormonu. Mikro RNA 393, to indukowane stresem
(w warunkach odwodnienia, zimna i stresu zasolenia) miRNA oddziatujace z mMRNA
receptora auksyny TIR1 oraz genéw innych receptoréw auksyny typu F-box, AFB1, AFB2
oraz AFB3. Hamowanie ich ekspresji przez miR393 prowadzi do stabilizacji genow
IAA/AUX powodujac represje genoéw zaleznych od auksyny. Nadekspresja stabilnej
(nieulegajacej regulacji przez miRNA) formy genu TIR1 (mTIR1) u Arabidopsis prowadzita
do zwigkszenia wrazliwosci rosliny na auksyng, co powoduje zmniejszenie wzrostu korzenia

glownego i korzeni bocznych (Navarro i in., 2006).

W przypadku rzodkiewnika regulacja §ciezek sygnalizacji 1 biosyntezy auksyny
moze stuzy¢ wigcej niz jednemu celowi zarowno w przypadku stresu abiotycznego jak
I biotycznego. W rozwoj korzeni zaangazowany jest rowniez MiR164 regulujacy poziom
transkryptu biatka NAC — czynnika transkrypcyjnego biorgcego udziat w kontroli
réznicowania tkanek (Rhoades i in., 2002). Rosliny Arabidopsis typu dzikiego
charakteryzujace sie ekspresjag genu NAC1l (Myc-NAC1) i rosliny transgeniczne
eksprymujace odporny na cigcie przez miR164 (Myc-NAC1m) wykazywaty kontrastujace
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fenotypy korzeni, gdzie linie Myc-NAC1m charakteryzowaty si¢ obfitym rozgatezianiem sig
korzeni w poréwnaniu z liniami Myc-NAC1 (Guo i in., 2005).

DELLA

regulacja rozwoju
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Rycina 7. Uproszczony model interakcji pomiedzy miRNA (kolor zielony) a fitohormami (kolor
pomaranczowy) w regulacji rozwoju i odpowiedzi na stres u roslin. W biatych polach znajduja si¢ skrocone
nazwy biatek (patrz: wykaz skrotow). IAA — auksyna; ABA — kwas abscysynowy; JA — kwas jasmonowy; GA
— giberelina.

Zrédloe: opracowanie wlasne na podstawie Creelman i in., 1995, Horvath i in., 2007 i Popko i in., 2010.
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Warunki wysokiego ci$nienia osmotycznego mogga doprowadzi¢ do nadprodukcji
MRNA genu IAR3 u Arabidopsis poprzez obnizenie aktywno$ci kompleksu wyciszajacego
ekspresje tego genu. JA moze indukowac¢ ekspresje 1AR3, podczas gdy miR167 poprzez
ARF6 1 8 moze wptywaé¢ na produkcje JA, powodujac tworzenie petli regulacyjnych
wplywajgcych na architekture korzeni bocznych (Kinoshita i in., 2012).

Wahania w obrebie poziomu fitohormondéw takich jak ABA, IAA, JA czy
GA oddziatuja nie tylko bezposrednio na geny kontrolujace odpowiedz roslin na stres oraz
rozw0j kwiatow 1 owocow, lecz rowniez posrednio, zmieniajgc poziom ekspresji niektorych
miRNA, ktére z kolei reguluja wiele czynnikdéw transkrypeyjnych. Przyktadami niektorych
z tych czynnikow moga by¢ WRKY (Jiang i in., 2015), YABBY (Zhang i in., 2020) czy
ARF (Tvorogova i in., 2013).

46



Wigkszo$¢ miRNA biorgcych udzial w interakcjach na szlakach transdukcji
fitohormonow taczy szlak IAA ze szlakami ABA i/lub ET. Ewolucja roslin ladowych
wymagata adaptacji do zmian srodowiskowych, w tym do zmiennosci p6r roku i licznych
czynnikéw stresowych, dla ktorych niezbedna byla komunikacja miedzy IAA (gtownym
hormonem kontrolujgcym morfogeneze¢ roslin) a ABA i ET (hormonami zwigzanymi
ze stresem), co wskazuje, ze miRNA byty czeScig Sciezki ewolucyjnej, ktora doprowadzita
do przystosowania si¢ roslin do stresu. Regulacja z udzialem miRNA nastepuje gtownie
poprzez regulacje ekspresji genow reagujacych na fitohormony, wptywajac tym samym
tylko na czg$¢ procesow rozwojowych regulowanych przez te czasteczki (Reyes

i in., 2007; Liui in., 2008; Okuma i in., 2014).

2. Materialy i metody

2.1. Pozyskiwanie materialu do badan

Nasiona tubinu zoéttego (Lupinus luteus L.) odmiany Taper, bedacego jednoroczng
rosling uprawng z rodziny bobowatych, zostaty zakupione w Poznanskiej Hodowli Ro$lin
Sp. z o.0. (PHR) z siedzibg w Tulcach koto Poznania, oddzial Wiatrowo, Wagrowiec
(woj. Wielkopolskie). Usredniona masa 1 000 nasion wynosita 118-117 g. Nasiona te zostaty
wykorzystane do wszystkich przeprowadzonych wysiewow 1 nastgpujacych po nich badan.
W okresie poprzedzajagcym wysiewy nasiona byly przechowywane w materialowych
workach w warunkach chtodniczych (w temperaturze 12-14 °C) w celu utrzymania ich
w stanie bezwzglednego spoczynku (Solberg i in., 2020). Przechowywane w ten sposob
nasiona byly wykorzystywane zar6wno do wysiewow polowych jak i tych w komorach
klimatycznych przez okres nie dluzszy niz trzy lata. Zaobserwowany prog zywotnosci

nasion nigdy nie spadt ponizej 80%, zazwyczaj wynoszac okoto 84-89%.

2.1.1. Uprawa roslin w warunkach polowych

Wszystkie eksperymentalne uprawy polowe w latach 2016-2021 zostaty
przeprowadzone na terenie Obserwatorium Astronomicznego w Piwnicach koto Torunia,
nalezacego do Centrum Astronomii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika. Wysiewy odbywaty

si¢ na przygotowanych wczesniej poletkach eksperymentalnych o powierzchni okoto
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84-90 m?, ktére podlegaty pézniejszemu podziatowi na trzy lub cztery okoto 15-20 m?siewy.
Gleba klasy IV wg klasyfikacji bonitacyjnej (kompleks zytni dobry (5), zrodlo: mapy
glebowe wojewodztwa kujawsko-pomorskiego oraz Marcinek i in., 2011), na ktorej
prowadzono uprawy nie byta nawozona w sztuczny badz naturalny sposob, za$ jedynym
zabiegiem agrotechnicznym poprzedzajacym wysiew bylo jej zaoranie. Ze wzgledu na brak
stosowania jakichkolwiek herbicydéw, poletka uprawne niejednokrotnie zostawaly
przerastane przez rosliny potocznie uznawane za chwasty, takie jak babka zwyczajna
(plantago maior), bylica pospolita (artemisia vulgaris), komosa biata (chenopodium album),
krwawnik pospolity (achillea millefolium), mlecz polny (sonchus arvensis) czy rdest ptasi
(polygonum arviculare). Aby zniwelowa¢ negatywny wplyw tych roélin na tubiny
(konkurencja o §wiatto, wodg 1 sktadniki mineralne), srednio co 2-3 tygodnie konieczne byto
ich mechaniczne usuwanie (pielenie) z zachowaniem odpowiednich §rodkéw ostroznosci

w celu nie uszkodzenia roslin eksperymentalnych.

Nasiona bezposrednio przed wysiewem traktowane byly preparatem zawierajacym
zywe bakterie brodawkowe z rodzaju Rhizobium lub Bradyrhizobium zdolne do wigzania
wolnego azotu atmosferycznego w symbiozie z roslinami motylkowymi, dedykowane dla
hubinéw (Nitragina dla nasion tubinu, firmy BIOFOOD S.C z siedzibg w Walczu). Ilo$¢
stosowanego preparatu w stosunku do masy wykorzystanych nasion byla zachowana
zgodnie z wytycznymi producenta. Wysiewy przeprowadzane byly recznie przy uzyciu
siewnika taczkowego jednorzedowego w okresie od drugiej potowy marca do poczatku
kwietnia w jedno lub dwutygodniowych odstepach czasu. Giebokos¢ wysiewu wynosita
okoto 3-4 cm, rozstaw rzgedow okolo 15-20 cm, zgodnie z zaleceniami w publikacji
Prusinski, 1997a.
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Rycina 8. Doktadna lokalizacja poletek uprawnych, dlugo$¢ i szeroko$¢ geograficzna: 53°05°42.0”N,
18°33°24.6”E.
Zrédto: Google maps.

Separacja czasowa wysiewOow miata na celu zminimalizowanie ryzyka utraty
zbiorow w zwiagzku z niekorzystnymi warunkami atmosferycznymi i zwigkszenie szansy
na wzrost ros$lin w odpowiednich warunkach (Prusinski, 1997b). Zbiér materiatu miat
miejsce po uptywie okoto 3 miesigcy, w zalezno$ci od tempa rozwoju roslin, ktore stanowito
glowny indykator konieczno$ci pobierania materiatu. W niemal wszystkich przypadkach
okres ten przypadat na czerwiec lub poczatek lipca.

Dodatkowo, kazdego roku lokalizacja poletek uprawnych ulegata zmianie, w celu
uniknigcia zubozenia gleby o cenne sktadniki mineralne takie jak np.: potas, fosfor i magnez,
co mogto by znaczaco wplynaé na kondycje roslin eksperymentalnych. W latach 2016-2017
pozyskano ro$liny wykorzystane do badan NGS (ang., New Generation Sequencing,
sekwencjonowanie nowej generacji), oraz analiz ekspresji wybranych genow
w roznych wariantach badawczych rozwoju strakow. Natomiast w latach 2018, 2020 oraz
2021 pozyskano ro$liny wykorzystane do badan rozwoju stragkow na poszczegdlnych
pietrach kwiatostanu (okotkach) w okreslonym czasie od zakwitni¢cia (ang. Days After
Blooming, DAB) oraz druga grup¢ strgkow i nasion do w/w badan 1 analiz ekspresji

wybranych genow.
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Rycina 9. Przyktadowe zdjecie poletka uprawnego w Piwnicach koto Torunia. Na zdjeciu widaé¢ rozstaw
rz¢gdow roslin w obrebie jednego siewu oraz siewy sgsiadujace, oddzielone szerszymi pasami ziemi.
Zrédlo: fotografia: Wojciech Glinkowski.

Dokumentacja fotograficzna powstata w trakcie badan wykonana zostata przy uzyciu

aparatu fotograficznego Cannon PowerShot A70 (Cannon, Tokyo, Japonia).

2.1.2. Uprawa roslin w warunkach fitotronowych

Rosliny uprawiane w komorach klimatycznych (fitotronach) znajdujacych sig¢
w budynku Wydzialu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK w Toruniu byty
utrzymywane w stalych warunkach o$wietleniowych tzw. dlugiego dnia (16 godzin $wiatta,
8 godzin ciemnosci) w temperaturze 21+1 °C w trakcie dnia oraz 18+1 °C w ciaggu nocy.
Intensywnosé naswietlenia wynosita érednio 115-130 pmol fotondw=m-2+s™/dzien, bazujac
na pracy Sikorski i in., 2015 1 byla osiggana z zastosowaniem dziesi¢ciu $wietlowek
na kazdy st6l hodowlany. Warto$ci zmierzone zostaly przy uzyciu HD2302.0 LightMeter
(DELTA OHM, Caselle di Selvazzano, PD, Witochy) z sonda do analizy fal od 400 do 700
nm na dtugosciach fali 450 1 650 nm (Matsui i in., 1974). Pod kazdym zestawem $wietlowek
w odlegtosci okoto 1,2 metra znajdowat si¢ stot, ktory byl w stanie pomiescic trzy kuwety
z doniczkami, po 18 doniczek (o pojemnosci ok. 21 1 wymiarze 10x10x20 cm) na kazda

kuwete, do ktoérej nalewana byla woda (rycina 10). W latach 2016-2019 o$wietlenie
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zapewniat zestaw Swietlowek do uprawy ro§lin FLUORA® (Osram, Monachium, Niemcy)
oraz standardowych $§wietlowek $wiatlta biatego Cool Daylight (Pila, Pila, Polska)
w stosunku 4:6. Od roku 2020 wprowadzone zostaly dodatkowo $wietlowki LED
ze $wiattem biatym LED TUBE T8 (Spectrum LED, Katowice, Polska) oraz §wietlowki
LED dedykowane do uprawy roslin LUNO PRO T8 LED TUBE G/P (rgbTechnik,
Warszawa, Polska). Zmiany te nie spowodowaty zmian stosunku ilosci typow §wietlowek
na poszczegdlnych stotach hodowlanych, intensywnosci oraz spektrum $wiatta dostgpnego
dla rosélin. W zwigzku z naturalnym procesem zuzywania $wietlowek poziom intensywno$ci
naswietlenia byt monitorowany kilka razy do roku i w przypadku zaistniatej konieczno$ci

wyeksploatowane swietlowki zostawaly wymieniane na nowe.

Rycina 10. Przyktadowe zdj¢cie tubinu uprawianego w komorze klimatycznej (fitotronie).
Zrédlo: fotografia: Wojciech Glinkowski.

Nasiona przed wysianiem w komorach klimatycznych traktowane byly zaprawa
grzybobojcza VITAVAX 200FS (Chemtura AgroSolutions, Middlebury, CT, USA)
w stezeniu 3,5 ml/kg nasion, zgodnie z zaleceniami producenta. Nastepnie, po uprzednim

optukaniu woda, nasiona traktowane byly wodnym roztworem Nitraginy (BIOFOOD S.C)
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1 recznie siane w doniczkach wypetnionych lekko ubita, komercyjnie dostepnag ziemia
ogrodowa (Podloze uniwersalne, Verve , Sheldon Square, Londyn, Anglia). [lo$¢ ziemi
w kazdej z doniczek okreslata byta na podstawie masy ustalonej na 1500+30 g. Na kazda
doniczk¢ umieszczano doktadnie 5 nasion (z ktorych cztery umieszczone w okolicy
naroznikow oraz jedno centralnie) na glebokosci okoto 2-3 cm. Po okresie kietkowania trzy
z pigciu siewek zostawato usuwanych. Usunieciu podlegaty w pierwszej kolejnosci rosliny,
ktore wizualnie odbiegaty od pozostatych rozmiarem, morfologig badz przejawiaty oznaki
opoznionego wschodu.

W przypadku upraw roslin w eksperymentach stresu suszy, traktowanie roslin
kontrolnych nie roznitlo si¢ od standardowych procedur. W przypadku lubinow
poddawanych stresowi suszy podlewanie roslin zostawato wstrzymane w okreslonym dniu
eksperymentu, tak aby ustalona eksperymentalnie wzgledna wilgotno$¢ gleby w doniczkach
osiggneta okreslony poziom w okresie kwitnienia i zawigzywania strakow (Kalandyk
i in.,, 2012). Wilgotno$¢ gleby jako wzgledny procent zawartosci wody (wilgotnosé
objetosciowa gleby (m® wody/m® gleby = % obj.) mierzona w oparciu o zasade FDR
(reflektometr w dziedzinie czgstotliwosci), mierzono przy uzyciu aparatu SM150 soil
Moisture sensor (AT delta-T devices, Cambridge, Anglia), sensor sm150, licznik HH2.
Pomiarow dokonywano w regularnych odstepach czasu celem ustalenia tempa
jej wysychania w doniczkach i zwigzanego z tym deficytu dostepnosci wody dla ro$lin.

W przypadku traktowania roslin endogennymi roztworami fitohormondw, rosliny
z danego rodzaju oprysku zostawaty oddzielone fizyczng bariera od pozostatych roslin
eksperymentalnych 1 ro$§lin  kontrolnych, a nastgpnie spryskane roztworem
0,1 mM fitohormonu (IAA, ABA, JA-Me, GA3 oraz PCIB — zwigzkiem dziatajacym
antagonistycznie do 1AA) z dodatkiem 0.05% Tween20 w objetosci 150 ml na okoto
70 roslin. Rosliny kontrolne zostaly spryskane woda z dodatkiem 0.05% Tween20. Liscie
z ro$lin poddanych opryskom byly zbierane w odstepie jednej, dwoch, czterech oraz szesciu
godzin od opryskow. Liscie z ro$lin kontrolnych zbierano w identycznych odstgpach
czasowych, oraz dodatkowo bezposrednio przed opryskiem. Wszystkie liscie, zard6wno
z kontroli jak 1 opryskow zostaly nastgpnie poddane identycznym zabiegom

przechowywania i izolacji RNA co inne typy tkanek (strgki, nasiona oraz $ciany strgkow).
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2.1.3. Zbior i przechowywanie materialu

Ro$liny z ktorych pobierano material byly usuwane z doniczek 1 wyrywkowo
fotografowane w celach dokumentacji. Nastepnie, strgki w okreslonych stadiach
rozwojowych i/lub z okreslonych w danym eksperymencie pigter kwiatostanu byly $cinane
w obrebie szyputki powyzej strefy odciecia (AZ, ang. abscission zone) przy uzyciu czystych
ostrzy skalpelowych, umieszczane w stosownie opisanych aluminiowych kopertach

1 w catosci mrozone w ciektym azocie.

Cz¢$¢ strgkow poddawana byta dysekcji polegajacej na rozcigciu owocni wzdhuz
szwu przy uzyciu skalpela 1 wyluskaniu z nich nasion. Tak podzielony material zostawat
analogicznie mrozony w ciektym azocie z podzialem na nasiona i owocnie, ktore w dalszej
czeSci pracy okreslane beda jako $ciany strakéw zgodnie z terminologia stosowang
w artykutach anglojezycznych. Etap ten wykonywany byl niezwlocznie po zebraniu
strgkow. W przypadku zbioréw materialu z pola eksperymentalnego ten etap byt
wykonywany na miejscu. W kazdym z przypadkow na poszczegélne warianty badawcze
sktadat si¢ material z minimum trzech do pigciu roslin (co odpowiada $rednio 15-25 strgkom
I 45-70 nasionom). Opisane koperty byly nastgpnie przechowywane w zamrazarce
niskotemperaturowej Ultra Low Temperature Freezer U535 (New Brunswick Scientific,
Enfield, CT, USA) w temperaturze minus 78-80 stopni Celsjusza az do dalszego
wykorzystania.

Rozw@j strakow podzielony zostal na 8 etapéw okreSlonych na podstawie
ich wielko$ci oraz morfologii. Strgki we wczesnych etapach rozwoju (stadia 1-3)
charakteryzowaly si¢ eliptycznym pokrojem, obecno$cig charakterystycznych biatych
wloskow oraz $rednig wielko$cig w przedziale 1,7 cm (s1), 2 cm (s2) i 2,8 cm (s3). Straki
w $rodkowym etapie wzrostu (stadia 4-6) zyskiwaly znaczaco zardwno na grubosci jak
1 dlugosci, ich pokroj przybierat charakterystyczny ostro zakonczony ksztalt, a ich $rednia
wielko$¢ zawierala si¢ w granicach 4cm (s4), 4,8 cm (s5), 5,5 cm (s6). Stragki w koncowych
stadiach rozwoju (stadia 7-8) ulegaty ostatecznemu wydtuzeniu, a ich powierzchnia stawala
si¢ wyraznie zebrowana, co umozliwialo okreslenie golym okiem przestrzeni w ktorych
znajdowaly si¢ nasiona. Ich wielko$¢ wahata si¢ w okolicach 6¢m (s7) do 6,8 cm (s8).
Wszystkie opisane powyzej stadia rozwojowe przedstawiono na rycinie 11. Wszystkie straki
zbierane do eksperymentéw rozwojowych oraz badan wplywu stresu suszy pochodzity

wylacznie z pierwszego okotka (potozonego najnizej na kwiatostanie).
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Straki pobrane do eksperymentéw majacych na celu sprawdzenie ich kondycji
w obrebie roznych okotkow zbierane byly w odgornie okreslonych odstgpach czasowych,
nie za$ na podstawie ich wielkosci. Proby te otrzymywaty oznaczenia oznaczajace ich
wzgledny rozmiar w stosunku do pozostatych strgkow z danego okotka (np.: ,,mate” oraz

duze”).

Dodatkowo zbierano rowniez strgki odpadajace, ktére wykazywaty kilka
charakterystycznych cech morfologicznych umozliwiajacych ich identyfikacje. Straki
te charakteryzowaty si¢ ciensza oraz jasniejsza szyputka, widocznie zmniejszong objgtoscia
nasion w stragku, wplywajac na ,,sptaszczony” wyglad strakdéw, zmniejszonym turgorem oraz
wielko$cig w stosunku do stragkow sgsiadujacych (van Steveninck, 1957). Niejednokrotnie
stragki te odpadaty od kwiatostanu pod wplywem lekkiego dotyku, co jednoznacznie
wskazywalo na aktywna strefe odciecia. W niektérych przypadkach materiat ten rowniez
podlegatl podziatowi na ,,nasiona odpadajace” oraz ,,Sciany strgkéw odpadajacych” zgodnie

z opisem zamieszczonym w drugim akapicie niniejszego rozdziatu.

Wielkos¢ nasion w obrebie strakoéw wahata si¢ w przedziale od 2 do 8mm 1 byta
liniowo skorelowana z wielkoscig strakow. Istotnym elementem selekcyjnym przy doborze
materiatu do badan byto zachowanie jednorodnej wielko$ci nasion w obrgbie strakdw, jak
réwniez prawidlowej morfologii strakéw 1 ilosci obecnych w nich nasion (wynoszacej
zazwyczaj 4-5 sztuk). Wyjatek od tej reguly stanowily stragki odpadajace, ktore wykazywaty
wiele aberracji w obrebie ilosci, pokroju oraz jednorodnos$ci nasion. W przypadku tych prob

wszystkie nasiona zostawaty wykorzystane.
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Rycina 11. Gorna czg$¢ zdjgcia: Wszystkie 8 stadiow rozwojowych strakow tubinu zottego utozone od lewej
do prawej. Dolna czg$¢ zdjecia: Stadia rozwoju 1-8 (od lewej do prawej) nasion tubinu zoltego.
Zrédlo: fotografia oraz opracowanie: Wojciech Glinkowski.

W przypadku eksperymentow stresu suszy oraz traktowania roslin egzogennymi
fitohormonami, zbiorowi podlegaly réwniez liScie, ktore ucinane byly tuz pod blaszka
lisSciowg. Analogicznie jak w przypadku strgkéw, na poszczegdlne warianty badawcze

sktadaty si¢ liscie z minimum trzech do pigciu roslin.

2.2. Homogenizacja materialu roslinnego

Zamrozony po zbiorach materiat roslinny byt ucierany recznie w ceramicznych
mozdzierzach w parach ciektego azotu az do uzyskania formy homogennego,
drobnoziarnistego pytu (Gouveia i in., 2002). Tak przygotowany proszek byt nastepnie
dzielony na nawazki po 100+5 mg w uprzednio opisanych i wymrozonych 2 ml probdéwkach
typu Eppendorf z zachowaniem mozliwie jak najwiekszej sterylnosci 1 doktadnosci. Proces
ten odbywal si¢ ze szczegdlnym naciskiem na uniknigcie rozmrozenia materiatu,
co skutkowaloby degradacja RNA. Przygotowane w ten sposdb nawazki oraz pozostaty
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nadmiar materialu w probdéwkach zbiorczych (zawierajacych miedzy 40 a 2000 mg utartego
materialu) umieszczane byly w cieklym azocie, a nastgpnie przechowywane w zamrazarce
niskotemperaturowej w temperaturze ok. minus 80 °C do momentu rozpoczecia dalszych

analiz.

W niektérych przypadkach specyfika poszczegodlnych wariantéw uniemozliwiata
uzyskanie 100 mg nawazek do dalszych badan. Sytuacje te mialy miejsce w szczegodlnosci
w przypadku nasion ze strgkdéw we wczesnych stadiach rozwoju oraz nasion w strgkach
odpadajacych. W tego typu sytuacjach nawazki niejednokrotnie wynosity
50-70 mg co zostawato stosownie uwzgledniane przy analizach, w szczegolnosci podczas

badania poziomu endogennych fitohormonow.

2.3. Izolacja calkowitego RNA

W poczatkowych etapach badan przetestowanych zostato kilka sposoboéw izolacji
catkowitego RNA zawierajacego peten zakres wielkosci czasteczek RNA (zardwno wysoko-
jak 1 niskoczasteczkowych) z tkanek pochodzacych z tubinu zottego. Wsrod wszystkich
wyprobowanych metod znajdowaty si¢ procedury ekstrakcji fenolowo-chloroformowej
(tzw. Tri-reagent) z wykorzystaniem Renozol TRl RNA Extraction Reagent (GenoPlast
Biotech S.A. Rokocin, Polska) i izolacje przy uzyciu zestawow kolumienkowych mirVVana
miRNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) i miRNeasy Mini Kit
(50) (Qiagen, Venlo, Holandia). lzolacja zestawem firmy Qiagen z zastosowaniem
dodatkowego DNAzowania okazata si¢ przynosi¢ najlepsze efekty 1 stosowana byla

z powodzeniem w catym okresie trwania badan (Glazinska i in., 2019).

Izolacje catkowitego RNA zostaly wykonane przy uzyciu zestawu miRNeasy Mini
Kit (50) (Qiagen) przy uzyciu zmodyfikowanej procedury producenta (Protocol: Purification
of Total RNA, Including Small RNAs, from Animal Tissue, Qiagen) oraz z dodatkowym
zastosowaniem trawienia DNA przy uzyciu RNase-Free DNase Set (50) (Qiagen)

na kolumnie podczas trwania izolacji. Niniejsza procedura miata nastepujacy przebieg:

1) Do zmrozonych probowek z utartym materialem roslinnym dodanych zostaje
750 pl buforu lizujacego QIAzol, probowki zostaja energicznie wytrzasniete
az do kompletnego zawieszenia materialu 1 pozostawione na okoto 5 minut w temp.

pokojowe;j.
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2) Do probowek dodanych zostaje 140 ul chloroformu, probowki zostajg energicznie

wytrzasniete i pozostawione na okoto 2-3 minut w temp. pokojowe;j.
3) Probowki zostajg zwirowane w temp. 4 °C przez 15 minut przy 12 000 x g.

4) Po odwirowaniu, gorna faza wodna zostaje ostroznie przeniesiona do nowych, czystych

probowek przy jednoczesnym zmierzeniu przeniesionej objetosci supernatantu.

5) Do proboéwek dodany zostaje alkohol absolutny (99,8% alkohol etylowy cz. d. a)
w objetosci rownej 1,5x przeniesionego uprzednio supernatantu. Catos$¢ zostaje wymieszana

poprzez wielokrotne pipetowanie.

6) Przygotowany roztwor zostaje naniesiony na kolumny RNeasy MinElute w maksymalnej
objetosci 700 pl a nastepnie zwirowany w temp. pokojowej przez 15 sekund w 12 000 x g.
Przesacz zostaje odrzucony i1 krok 6) powtarza si¢ az do wykorzystania calej objetosci

mieszaniny, zazwyczaj dwukrotnie.

7) Kolumienki zostaja przeptukane 350 pl buforu ptuczacego RWT sporzadzonego na bazie

izopropanolu (99,5% 2-Propanol, cz. d. a) i zwirowane przez 15 sekund w 12 000 x g.

8) Na membrang naniesiony zostaje przygotowany tuz przed uzyciem roztwor DNAzy
w buforze RDD (z zestawu RNase-Free DNase Set) w objetosci okoto 80ul, kolumienki

pozostawia si¢ na czas 15 minut w temp. pokojowej w celu eliminacji zanieczyszczen DNA.

9) Na kolumny nanosi si¢ ponownie 350 pl buforu RWT i wiruje przez 15 sekund

z szybkos$cig rowng 12 000 X g.

10) Wykonana zostaje tzw. re-elucja, podczas ktorej powstaly przesgcz nanosi si¢ ponownie

na kolumng i wiruje w warunkach identycznych jak w punkcie 9).

11) Kolumienki zostajg dwukrotnie przeptukane 500 pl buforu phluczacego RPE
(sporzadzonego na bazie etanolu) i zwirowane przez 15 sekund oraz 2 minuty (przy drugim
ptukaniu) w 12 000x g.

12) Kolumienki zostajg umieszczone w nowych probowkach odbierajgcych i zwirowane

na sucho przez 1 minute z maksymalng predkoscia (okoto 25 000 x g).

13) Kolumienki zostajg umieszczone w nowych, docelowych probéwkach odbierajacych,

bezposrednio na membraneg zostaje dodanych 30 ul wody wolnej od RNAz.
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14) Po uptywie 2-3 minut inkubacji probowki zostaja zwirowane przez 1 min w 12 000 X g.

Etap ten zostaje powtorzony (re-elucja) w celu odzyskania jak najwigkszej ilo§ci RNA.

15) Wyizolowany RNA jest przechowywany w minus 20 stopniach Celsjusza do dalszych

analiz.

Istotnymi wprowadzonymi w procedurze zmianami w stosunku do protokotu
producenta bylo wykorzystanie nadmiaru buforu (Qiazol), ponowna re-elucja
po DNAzowaniu (etap 10) oraz ostateczna re-elucja RNA (etap 15). Zmiany te zostaly

wprowadzone w celu maksymalizacji ilosci pozyskanego catkowitego RNA.

2.4. Walidacja wyizolowanego RNA

W celu sprawdzenia ilosci oraz czystosci catkowitego RNA uzyskanego podczas
izolacji, konieczne bylo wykonanie kilku analiz sprawdzajacych wyzej wymienione
parametry. W tym celu zastosowano trzy techniki diagnostyczne: analizg
spektrofotometryczng, elektroforeze pozioma w Zelu agarozowym, oraz w przypadku prob

przeznaczonych do sekwencjonowania, elektroforezg kapilarna.

2.4.1 Spektrofotometryczne okreslenie stezenia oraz czystosci RNA

Etapem majacym na celu sprawdzenie jakosci oraz ilo$ci wyizolowanego RNA byto
zmierzenie absorbancji izolatu w zakresie fal o dtugosci 230-320 nanometréw przy uzyciu
spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Przy zastosowaniu tej
techniki mozliwe bylo okreslenie zaréwno stezenia wyizolowanego RNA jak roéwniez
stopnia zanieczyszczen organicznych 1 nieorganicznych w preparacie (Die i in., 2012),
w niewielkiej objetosci probki, zazwyczaj 1-1,5 pl. Czysto$¢ mozna byto zweryfikowac
na podstawie stosunku A260/A280. A260/A280 >1,8 i maksymalizacja A260/A230
i A260/A320 sa zwykle uwazane za dopuszczalne wskazniki dobrej jakosci RNA.
Na potrzeby niniejszych badan zalozono jednak bardziej restrykcyjne kryteria, ktore
zakladaty, ze jakos$¢ 1 1lo§¢ RNA jest satysfakcjonujaca jezeli:

a) Stezenie RNA w probce powinno by¢ wyzsze niz 150 ng/ul;
b) A260/A280 powinien zawiera¢ si¢ w przedziale 2,0-2,2;
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c) A260/A230 powinien zawiera¢ si¢ w przedziale 2,0-2,2;

d) Wykres spektrum absorbancji nie powinien wykazywaé¢ zadnych abnormalnosci

mogacych sugerowac zanieczyszczenie probki.

Dzigki uzyskanym informacjom mozliwe byto przeprowadzenie kolejnych etapow
walidacji jak rowniez dalszych analiz w przypadku spetlienia przez proby kryteriow

jakosciowych.

2.4.2. Elektroforeza RNA

Elektroforeza RNA zostala przeprowadzona w aparacie do elektroforezy poziome;j
SUB13 Midi Submarine Gel Electrophoresis Unit (Hoefer Inc., San Francisco, CA, USA).
Ze wzgledu na rozdziat RNA zastosowano niskonapigciowy prad w zakresie
55-70 V (napigcie 55 V stosowano przez pierwsze 15 minut elektroforezy, pdzniej byto ono
zwigkszane) przy nat¢zeniu okoto 30 mA przez okres okoto 35-45 minut, co stanowito
zmodyfikowang procedur¢ (Rio i in., 2010). Aparat oraz wszystkie elementy majace
bezposredni kontakt z buforem 1 zelem przed przeprowadzeniem kazdego rozdzialu byty
sterylizowane przy uzyciu 3% roztworu nadtlenku wodoru przez minimum 12 godzin.
Jednostka dostarczajaca prad o zadanym napigciu 1 nat¢zeniu byl aparat Consort
Electrophoresis Power Supply, 800 Series (Sigma Aldritch, Darmstadt, Niemcy) oraz
PowerEase® 90W Power Supply (Thermo Fisher Scientific).

Jako medium do elektroforezy wykorzystano standardowy bufor 0,5x TBE
(Tris-Boran-EDTA) przygotowany na bazie wolnej od RNAz wody oraz buforu roboczego
5x TBE Molecular Biology Grade Nuclease Free (EURx Sp. z o.0., Gdansk, Polska).
Zel agarozowy uzyty do naniesienia prob zostal przygotowany na bazie opisanego powyzej
buforu oraz agarozy w proszku Agarose Bio Standard (ABO Sp. z 0.0., Gdansk, Polska)
w koncowym stezeniu 1,2%. W celu wizualizacji kwasow nukleinowych w zelu,
zastosowano barwnik Midori Green Advance (NIPPON Genetics Europe, Japonia)
w objetosci 2 pl na 100 ml zelu. Przed naniesieniem na zel proby zostaly rozciefnczone
do stezenia 500-1000 ng/pl i potaczone z buforem obcigzajacym 6x Loading Buffer BLUE
(EURx Sp. z o0.0., Gdansk, Polska) do koncowej objetosci 6 ul. Jako markery rozdziatu
kwasow nukleinowych wykorzystane zostaty Perfect™ 100 bp DNA Ladder (EURx
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Sp. z o.0., Gdansk, Polska) oraz DNA Marker DraMix (A&A Biotechnology, Gdynia,
Polska). Wszystkie odczynniki uzyte do powyzszych analiz byly wolne od RNAz.

Do wykonania zdj¢¢ zeli postuzyl aparat Biorad Gel Doc EQ Imaging System
(Marshall Scientific, Hampton, NH, USA) z wykorzystaniem oprogramowania QuantityOne
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Wszystkie zdjecia zostaly cyfrowo opisane oraz

zarchiwizowane.

2.4.3. Elektroforeza kapilarna

W celu okreslenia warto$ci RIN (RNA Integrity Number) okreslajacej poziom
integralnosci RNA w probkach przeznaczonych do RNA-seq, wykorzystano elektroforeze
kapilarng przy uzyciu zestawu Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) oraz aparat 2100 Bio-analyzer (Agilent Technologies) wraz
z oprogramowaniem The Agilent 2100 expert B.02.02 Software (Agilent Technologies).
Elektroforeza kapilarna na jednorazowych ptytkach mikroprzeplywowych pozwala
na doktadng oceng st¢zenia RNA, stopnia jego zdegradowania, jak rowniez obecnos$ci
zanieczyszczen (podobnie jak w przypadku analizy spektrofotometrycznej) 1 stosunku
wielkosci prazkow 18S/28S rRNA (Lightfoot, 2002). Wszystkie etapy procedury zostaty
wykonane zgodnie z instrukcjami producenta bazujac na protokole Agilent RNA 6000 Nano
Kit Quick Start Guide (Agilent Technologies), a wyniki udokumentowano w formie
cyfrowej oraz analogowej. Za minimalny prog jakosci wyizolowanego RNA uznane zostaty
parametry RIN > 8 oraz 18S/28S > 1,5, ktore charakteryzuja RNA o dobrej integralnosci

oraz czysto$ci, wymaganej do pomys$lnego i1 skutecznego sekwencjonowania.

2.5. Sekwencjonowanie RNA

Jako material do sekwencjonownaia postuzyly wyselekcjonowane proby
izolowanego catkowitego RNA pochodzace z tubinu zoéttego (L. luteus) odmiany Taper.
Biblioteki do sekwencjonowania transkryptoméw zostaly przygotowywane zestawem
NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA), sekwencjonowanie wykonano na platformie HiSeq4000 (Illumina, San
Diego, CA, USA) w trybie 100PE.
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Biblioteki do sekwencjonowania matych RNA zostaly przygotowywane zestawem
NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina (New England Biolabs),

sekwencjonowanie wykonano na platformie HiSeq4000 (Illumina) w trybie 50SE.

Biblioteki do sekwencjonowania degradoméw zostaly przygotowane wedlug
procedury obejmujacej izolacje mRNA oparta na separacji poli(A)-mRNA przy uzyciu
kulek magnetycznych optaszczonych poli(T)-oligonukleotydami, synteze cDNA wraz
z 5" adapterami, oczyszczenie produktow przez elektroforeze w zelu na bazie TAE-agarozy
oraz kilku rund amplifikacji PCR (Zhou i in., 2010). Sekwencjonowanie przeprowadzono
nastepnie na platformie HiSeq4000 w trybie S0SE. Kontrola jakosci bibliotek zostata
przeprowadzona na urzadzeniu 2100 Bio-analyzer (Agilent Technologies) oraz przy
wykorzystaniu ABI StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Powyzsze analizy zostaly wykonane jako zlecenie zewngtrzne przez firm¢ Genomed
S. A. (Polska) oraz BGI (Shenzhen, Chiny). Szczegdélowy opis znalezé mozna
w publikacji (Glazinska i in., 2019).

Surowe dane z eksperymentow RNA-Seq, small RNA-Seq oraz sekwencjonowania
degradomu zostaty zdeponowane w bazie SRA NCBI i sg dost¢pne pod nazwg BioProject
ID PRINA419564 oraz Submission ID SUB3230840. Dane dost¢pne sg online pod adresem
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/419564/.

2.5.1. Opracowanie wynikéw sekwencjonowania

Opracowanie wstepnych wynikow sekwencjonowania wymagalo wielu zabiegdéw
bioinformatycznych i r6znito si¢ w zasadniczy sposob pomiedzy kazdym typem uzyskanych
bibliotek (transkryptomow, bibliotek sRNA oraz degradomow, opisane doktadniej
w kolejnych podrozdziatach). Analizy zostaly wykonane przez firm¢ Ideas4biology
Sp. z 0.0.. Ostatecznie otrzymane wyniki zostaty zdeponowane w publicznie dostgpnej bazie

danych (Glazinska i in., 2020) dostepnej pod adresem http://luluseqdb.umk.pl/basic/web/.
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2.5.2. Skladanie transkryptomu de novo i anotacja

Sktadanie transkryptomu de novo z danych RNA-Seq zostalo wykonane przy uzyciu
oprogramowania Trinity v2.4.0 z zastosowaniem standardowych parametrow za wyjatkiem
--SS lib type RF dla odosobnionych wynikéw. Anotacja transkryptoméw zostala
wykonana przy uzyciu programu Trinotate v3.0.2 w kilkuetapowym procesie obejmujacym
ocen¢ otwartych ramek odczytu, przeszukiwanie rekordéw pod katem danych z bazy
Swiss-Prot proteins i Pfam database z wykorzystaniem BLASTN, BLASTX, BLASTP oraz
oprogramowania TransDecoder v5.0.1 (Haas i in., 2013). Wyniki zostaly nastgpnie
przeanalizowane, aby uzyskac tylko najlepsze wyniki dla danego transkryptu w oparciu

o dopasowanie i jej wartos¢ punktowa (Glazinska i in., 2017).

2.5.3. Degradomy

Sekwencjonowanie degradoméw zostato wykonane w celu identyfikacji sekwencji
docelowych dla zidentyfikowanych miRNA 1 ulegajacych przecigciu w obrebie sekwencji
wigzanej przez miRNA (Candar-Cakir i in., 2016). Degradomy zostaly wykonane przez
firme¢ zewnetrzng Genomed S. A. oraz BGI (Shenzhen, Chiny) zgodnie z procedura opisang
w podrozdziale 2.5. Jako materiat wykorzystano 200pg RNA pozyskanego ze Scian strgkow
oraz nasion w trzecim stadium rozwojowym (odpowiednio S3 i N3).

2.5.4. Identyfikacja sekwencji docelowych dla zidentyfikowanych miRNA

W celu okreslenia sekwencji docelowych dla SRNA z wykorzystaniem degradoméw,
odczyty zostaly przefiltrowane przy uzyciu fastq quality filter z pakietu Fastx-Toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) z co najmniej 95% nukleotydami wykazujacymi
jakos¢ > 20 (Phred Quality Score) z -p 95 i -g 20. Przefiltrowane dane Degradome-seq,
sekwencje dojrzalego miRNA/siRNA 1 zlozone transkryptomy zostaly przetworzone
za pomocg pakietu CleavelLLand4 (Addo-Quaye i in., 2009) w celu okreslenia miejsc cigcia
dla sSRNA przy uzyciu domyslnych ustawien programu. Ostateczne wyniki filtrowano
na podstawie wartosci p < 0,05. Degradomy zostaly przygotowane na bazie potaczonych
prob N3 i S3, dlatego w celu odnalezienia sekwencji docelowych, ktore mogly wystepowac

poza tymi probami, wykonano dodatkowe analizy in silico z wykorzystaniem narzedzia
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psRNATarget z wykorzystaniem transkryptomoéw z domy$lnym Schema V2 (wydanie 2017)

i wynikiem oczekiwania do maksymalnej wartosci 4 (Glazinska et al., 2019).

2.6. Analiza ekspresji wybranych genéw i miRNA

W celu potwierdzenia ekspresji wybranych miRNA oraz ich genow docelowych,
a takze walidacji uzyskanych wynikéw sekwencjonowania i bioinformatycznej analizy

ekspres;ji transkryptéw i miRNA przeprowadzone zostaty reakcje RT-qPCR.

WSszystkie te reakcje musialy jednak zostaé poprzedzone reakcjami odwrotnej
transkrypcji (ang., Reverse Transcription, RT), gdzie dla genéw docelowych wykorzystane
zostaty startery typu Oligo(dT)20. W przypadku sekwencji miRNA reakcje odwrotnej
transkrypcji zostaty wykonane z zastosowaniem specyficznych starterow typu SL (ang.,
Stem-Loop, petla macierzysta). Startery tego typu umozliwiaja syntez¢ cDNA w reakcji
RT dla specyficznych dojrzatych czasteczek miRNA generujac dodatkowo miejsce wigzania
dla zaprojektowanego uniwersalnego startera do qPCR oraz miejsce wigzania sondy
hydrolizujacej TagMan typu UPL (Universal Probe Library) firmy Roche (Roche Molecular
Systems, Inc. Pleasanton, CA, USA).

Tabela 1. Wykaz starteréw wykorzystanych do reakcji odwrotnej transkrypcji, w tym starteréw typu stem-
loop oraz starterow wykorzystanych do reakcji RT-qPCR. W tabeli zestawiono rowniez startery wykorzystane
do walidacji bibliotek SRNA oraz transkryptomow.

Nazwa Typ startera Sekwencja (5°-3°) nr sondy
UPL

Universal reverse CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA -
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG

LI-miR9 CACTGGTGATGACGGCGCT 9
forward CACGCAAAGCTCAGGAGGGATAGC
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG

LI-miR281 CACTGGTGATGACTCAGAT 9
forward CACGCATGAAGCTGCCAGCATGA
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG

LI-miR53 CACTGGTGATGACAATCCA 9
forward CACGCAATCATGCTATCCCTTTGGAT

L LmiR457 stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG 9

CACTGGTGATGACTAGGCA
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forward

CACACATTGCCAATTCCACCCATG

stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
LI-miR60 CACTGGTGATGACGCCAGG 9
forward CACTCAATGCACTGCCTCTTCCCT
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
LI-miR155 CACTGGTGATGACTCTCCC 9
forward CACGCAGCTCAAGAAAGCTGTGG
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
LI-miRn486 CACTGGTGATGACACAGAG 9
forward CACGCATTCGTTTGTGTGCAGACT
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
LI-siR254 CACTGGTGATGACTGCACG 9
forward CACGCATGGAGAAGCAGGGCACG
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
LI-siR2 CACTGGTGATGACGACTAC 9
forward CACACAGTCCTGACGGCTCATGTA
LI- stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
miR380/miR39 CACTGGTGATGACCTTCCCA 9
6 forward CACGCAGTTCAATAAAGCTGTG
LI- stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
miR276/miR16 CACTGGTGATGACTAGATC 9
7 forward CACGCATGAAGCTGCCAGCATGA
LI- stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
miR446/miR15 CACTGGTGATGACTAGAGC 9
9 forward CACGCATTTGGACTGAAGGGAG
LI- stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
miR329/miR16 CACTGGTGATGACTGGCAT 9
0 forward CACGCATGCCTGGCTCCCTGA
stem-loop RT | GTCATCACCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG
LI-miR428 CACTGGTGATGACAAGAGG 9
forward CAATCATTGGACTGAAGGGG
LIActing forward TGGACGTACTACAGGTATTGTGC 9
reverse ATGGGCACTGTATGGCTCAC
forward TCTTTGAGCCTTAAACTTGGACA
HIPPAZ reverse TCCAATGAGGATGAGAAGAGGT °
LIMIRL6S forward AGCTTCATGTCTATGGTACCTTATTG 145
reverse AAATTGGATTTTCCCTCTCAAAG
LIACAL3 forward GGTATACTCCAGCCGAACCA -
reverse CTCGGGCGTGTAGTTTCG
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forward GCCTATGCACTGCCCTAAAA

LIDC2.15 105
reverse GAAGCAAGCTAAGTGAGATTGGA

LIARF4 forward AATTTCGTCATATTTATAGAGGTCAGC 20
reverse GAAATAAGATTCTTTCGGCTAACAA
forward TACTGGAACTGCCACCCATT

LIARF6 9
reverse TTGGGTCAGATTCGGGATT
forward CCGGACATTTTGCTTGATG

LIMYB33 67
reverse ATGGTTTGGTTCTTGCCATT
forward GGTGGTCAGAAGCTCAGTTCA

LIYUCCAS 145
reverse AAGCTCAAAAGTTGATTTTCCAA
forward CCGGACATTTTGCTTGATG

LIGAMYB 67
reverse ATGGTTTGGTTCTTGCCATT
forward GGATGGGGATGTGGAGAAG

LIARF17 134
reverse CTTCCCGTTCCTTGAAAACC
forward CAGGTAACGGAAGTAGCCAAA

LIGRF9 21
reverse ACCGACGTTGTAGCCGATA
forward TCAAGGCCTGAGATTTGTGTC

LITCP2 103
reverse TTCTTTCTCTTTATCCTTTGTTGCT
forward GCACCATGTAGAACAACACGA

LITCP4 55
reverse AAAGGTTGAGTCTTGGTTTTGG

2.6.1. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcja odwrotnej transkrypcji miata na celu przepisanie catkowitego RNA
uzyskanego w procesie izolacji RNA na CcDNA (komplementarne DNA,
ang., complementary DNA). Reakcja ta byla przeprowadzana przy uzyciu zestawu
NG dART RT kit (EURx Sp. z 0.0.) z wykorzystaniem termostabilnej odwrotnej
transkryptazy (Stahlberg i in., 2004) oraz starterow typu Oligo(dT)20, zgodnie z procedura
producenta. Reakcje te wykorzystane zostaly do analizy ekspresji genow kodujacych
wysokoczasteczkowe RNA, jak na przykltad geny docelowe dla miRNA oraz geny

referencyjne np.: aktyng. Przebieg i profil termiczny reakcji przebiegatl nastepujaco:

- reakcja wlasciwa: 55 minut w temperaturze 55 °C
- terminacja reakcji poprzez denaturacj¢ enzmu: 5 minut w temperaturze 85 °C

- rozcienczenie cDNA do stgzenia niezbednego do przeprowadzenia reakcji RT-gPCR
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Do reakcji wykorzystywano jeden, dwa lub cztery mikrogramy RNA w koncowe;j
objetosci reakcyjnej 20 Iub 40 pl, w zaleznosci od zapotrzebowania, za§ sama reakcja

przeprowadzana byta w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio-Rad).

2.6.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem starterow stem-loop

Reakcja odwrotnej transkrypcji dla specyficznych starterow typu stem-loop (Kramer,
2011) zostala wykonana przy uzyciu SuperScript III Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific). Dodatkowo, uzyty zostat roéwniez inhibitor RNAz (EURX Sp. z 0.0.). MiRNA
maja dlugos¢ od 17 do 24 nukleotydéw. Standardowe, ilosciowe metody PCR wymagaja
matrycy, ktéra jest co najmniej dwukrotnie dtuzsza od kazdego ze swoistych starterow
o dtugosci okoto 20 nt, Zatem docelowa minimalna dtugo$¢ wynosi okoto 40 nt, co sprawia,
ze miRNA sg zbyt krotkie dla standardowych metod RT-gPCR. Starter typu SL zawiera
wysoce stabilng struktur¢ dwuniciowa, ktora wydtuza docelowy cDNA. Starter forward PCR
zapewnia dodatkowg ditugo$¢ z nukleotydami, ktore optymalizujg jego temperature
topnienia (Tm) i zwigkszaja specyficzno$¢ reakcji. Ponadto, zaprojektowanie sondy, ktéra
jest komplementarna do fragmentu sekwencji w obrgbie startera typu SL dodatkowo
zwigksza specyficzno$¢ pdzniejszej reakcji RT-qPCR. Startery zostaly zaprojektowane
na podstawie (Varkonyi-Gasic i in., 2007) z modyfikacja polegajaca na zamianie sekwencji

komplemetarnej do sondy UPL 21 na UPL 9.

Do reakcji uzyto 200-800 nanograméw RNA (w zaleznosci od ilosci
przewidywanych reakcji gPCR wykonywanych na danej matrycy cDNA) w koncowe;j
objetosci reakcyjnej 20 pl, za$ sama reakcja przeprowadzana byta w trybie pulsacyjnym
(Varkonyi-Gasic, 2017) w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio-Rad)

w nastepujacych warunkach:

- 30 minut pre-inkubacji w temperaturze 16 °C,
- 60 cykli reakcji w temperaturze 30 °C przez 30 s, 42 °C przez 30s and 50 °C przez 1 s,
- terminacja reakcji poprzez denaturacj¢ enzmu: 5 minut w temperaturze 85°C.

- rozcienczenie cDNA do st¢zenia niezbednego do przeprowadzenia reakcji RT-gPCR

Dodatkowo, w przeciwienstwie do reakcji odwrotnej transkrypcji ze standardowymi
starterami, startery typu SL wymagaly dodatkowego przygotowania przez

przeprowadzeniem ostatecznej reakcji. Procedura polegala na rozcienczeniu startera
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do stezenia 1uM oraz jego wstepnej denaturacji (podgrzaniu w temp. 65 °C przez 5 minut),
po ktoérej zostawal on poddany schtodzeniu na lodzie przez dwie minuty, a nast¢pnie
zostawal wytrzasniety 1 zwirowany przez kilka sekund. Po ww. procedurach starter
pozostawal w stanie schtodzenia (na lodzie) az do momentu dodania go do mieszaniny

reakcyjnej.

Wszystkie  startery  wykorzystane do  reakcji  odwrotnej  transkrypcji
z wykorzystaniem specyficznych starteréw typu SL (oznaczone jako stem-loop RT), jak
rowniez startery standardowe (oznaczone jako forward i reverse) wykorzystane

do reakcji RT-qPCR (rozdziat 2.6.3.) zostaly podane w tabeli 1.

2.6.3. Reakcja RT-gPCR

Reakcje RT-gPCR oraz SL-RT-gPCR (ang., Stem-Loop Reverse Transcription
quantitive Polymerase Chain Reaction) byly przygotowane w warunkach sterylnych
w komorze UVP UV PCR Workstation (Thermo Fisher Scientific) kazdorazowo
po minimum 30-minutowej sterylizacji lampami UV. Do reakcji wykorzystywano
96-dotkowe jednorazowe ptytki plastikowe (NEST Biotechnology CO., Jiangsu, Chiny)
wraz z folig zabezpieczajaca PCR Sealing Film (NEST Biotechnology CO). Mieszanina
reakcyjna zawierata: 5,2ul buforu bazowego LightCycler® 480 Probes Master (Roche
Molecular Systems, Inc. Pleasanton, CA, USA) lub SensiFAST Probe No-ROX kit (Bioline
meridian bioscience Cincinnati, OH, USA) 0,04 ul startera w stezeniu 100uM (forward
1 reverse), 0,1ul $wiattoczutych sond hydrolizujacych typu TagMan UPL (Universal Probe
Library, Roche Molecular Systems, Inc. Pleasanton, CA, USA). Ponizsza tabela (tabela 2)
ilustruje objetosci oraz stezenia poczatkowe 1 koncow wszystkich reagentow
wykorzystywanych w reakcjach odwrotnej transkrypcji oraz RT-qPCR, dla reakcji

ze standardowymi starterami oraz starterami stem-loop.

Tabela 2. Doktadne dane dotyczace sktadu wszystkich reakcji odwrotnej transkrypcji (z udziatem starteroéw
standardowych oraz starteréw typu stem-loop) oraz reakcji RT-qPCR.

RT dla genéw docelowych
Stezenia objetos¢ w stezenie/ilo§¢ w
NG dART RT Kkit: wyj$ciowe/iloéé reakcji reakcji
Oligo(dT)20 50 uM 1 ul 2,5 uM
5x bufor 5x 4 ul 1x
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NG dART RT mix 20x 1ul 1x
matryca 1/2/4 ng - 1/2/4 ug
koncowa objetos¢ reakeiji 20ul (6 pl mix + 14 pl matryca z H20)

RT dla miRNA

Stezenia objetos¢ w stezenie/ilo$¢ w

Invitrogen: wyj$ciowe/ilosé reakcji reakcji
DNTP mix 10 mM 0,25 ul 0,25 mM
5x bufor 5X 2 ul 1x
DTT 0,1M 1 pl 0,01 M
Inhibitor RNAz 50 p/pl 0,04 pl 0,2 p
Superscript 200 p/pl 0,125 pl 2,51
starter (100 uM 40x rozc.) 2,5 uM 0,5 ul 0,125 uM
matryca 100 ng - 250 ng

koncowa objetos¢ reakcji

10 pl (3,8 pl mix + 6,2 matryca z H20)

RT-gPCR
Stezenia objetosé w stezenie/ilo§¢ w
Master mix wyjsciowe/ilos¢ reakcji reakcji
SensiFAST/480 Probes Master 2x wszystkie 5,2 ul 1x
startery
forward 100 uM 0,04 ul 0,38 uM
reverse 100 uM 0,04 ul 0,38 uM
UPL 10 uM 0,1 pul 0,1 uM
5x rozc. cDNA - Sl
100ng dla genow
docelowych i 50ng dla
miRNA

koncowa objetos¢ reakcji

10,4 pl (5,4 pl mix + 5 pl matryca z H20)

Reakcja RT-qPCR wykonywana byta przy uzyciu urzadzenia LightCycler® 480

System (Roche Molecular Systems). Analizy zostaty przeprowadzone w trybie FRET (ang.,

fluorescence resonance energy transfer, fluorescencja energii transferu) przy dlugosci fali

wzbudzenia rownej 465nm i dhugosci fali detekcji rownej 510nm w trybie pojedynczej

detekcji. W przypadku kazdego z analizowanych gendéw oraz mikroRNA, stosowano krzywa

kalibracyjng bedaca potaczeniem dwoch lub czterech matryc, wykonang z prob

0 odmiennym rodowodzie. Przyktadowo, potagczeniu poddawane byly proby z nasion i $cian

strakow lub proby z strakéw w réznym wieku. Tak przygotowana ,,usredniona” matryca

rozcienczana byla nastepnie w stosunku objetosciowym 1x, 2x, 5x, 10x, 20x oraz 50x, dajac

sze$¢ punktow na krzywej kalibracyjnej o stezeniach odpowiednio 1x, 0,5x, 0,2x, 0,1x,

0,05x 1 0,02x stezenia poczatkowego. Dokladny profil termiczny reakcji obejmowat:

10 minutowga inkubacje w temperaturze 95 °C przez 10 minut, oraz 45 cykli w warunkach:

95 °C przez 10 s, 59 °C przez 30 s, oraz 72 °C przez jedna sekunde.
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Kazdy eksperyment zostal wykonany w dwoch powtorzeniach biologicznych i trzech
powtdrzeniach technicznych. Wzgledne poziomy ekspresji obliczono metoda 2—AACt,
a dane znormalizowano do wartosci CT dla genu referencyjnego aktyny (LIActin4) zgodnie
z metodyka zawartg w pracy Glazinska i in., 2017. Analizy statystyczne wykonano

w programie Excell.

2.6.4. Analizy in silico wybranych genéw oraz miRNA

Wybrane sekwencje miRNA do analiz zostalty pobrane z bazy LuluDB.
Do przettumaczenia sekwencji genéw docelowych na sekwencje biatkowe, znalezienia
sekwencji otwartych ramek odczytu (ORF), uporzadkowania sekwencji oraz porownan
sekwencji biatkowej z sekwencja nukleotydowa wykorzystano narzedzia z pakietu Vector

NTI (Thermo Fisher Scientific).

Do weryfikacji oraz wykonania innych poréwnan (przyktadowo, do sprawdzenia
dopasowani miRNA z prekursorem lub genem docelowym) wykorzystano narzedzie clustal
omega dostepny na stronie https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ z wykorzystaniem
standardowych parametrow. Konserwowane domeny biatkowe oraz sekwencje pokrewne
dla gendéw docelowych zostaly znalezione przy uzyciu programu blastp suite

z wykorzystaniem standardowych parametrow.

Struktury drugorzgdowe zostaly opracowane przy uzyciu pakietu RNAStructure
https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predictl/Predictl.html dla
prekursorow miRNA z zastosowaniem standardowych parametréw. Uzyskane w ten sposob
struktury zostaty poddane obrobce graficznej w programie Inkscape w celu uwidocznienia

miejsca zawierajacego strukturg hairpin oraz miRNA.

2.7. Badanie poziomu wybranych fitohormondow

Analiza zawarto$ci wybranych fitohormonéw zostata wykonana bazujac na metodzie
QUEChERS (akronim od quick, easy, cheap, effective, rugged and safe — szybka, tatwa,
tania, efektywna, surowa i bezpieczna) z wykorzystaniem deuterowanych standardow
wewnetrznych. Metoda ta dziata w oparciu o separacj¢ faz z wykorzystaniem acetonitrylu

oraz ekstrakcji fitohormondéw na kolumienkach ze ztozem SPE, majacym na celu selektywne
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wigzanie a nastgpnie dysocjacje pozadanych zwigzkéw (Gonzalez-Curbelo i in., 2015).
Detekcja przeprowadzona zostata zastosowaniu wysokowydajnej chromatografii cieczowej
sprz¢zonej ze spektroskopig mas (UHPLC-MS/MS) z uzyciem aparatu Shimadzu Nexera
XR UHPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japonia) z detektorem triple quadrupole mass
spectrometer (LCMS-8045, Shimadzu).

2.7.1. Przygotowanie probek do analizy

Procedura przygotowania materialu ro$linnego oparta byla na protokole

wykorzystanym w eksperymencie Pu i in., 2018 z zastosowaniem potrzebnych modyfikacji.

Do probdéwek zawierajacych utarty oraz doktadnie odwazony wcze$niej materiat
roslinny (rozdziat 2.2.) dodano mieszaning zawierajaca 80% acetonitrylu (CH3CN),
5% kwasu mrowkowego (HCOOH) oraz 1 mM roztworu BHT (butylohydroksytoluen,
2,6-di-tert-butylo-p-krezol) w ilosci 1,6 ml na prob¢ oraz mix deuterowanych standardow.
Lista oraz zastosowane ilo$¢ standardow umieszczono w tabeli 3. Przygotowane w ten

sposob proby wytrzasano w temp. 4 °C przez okres 12 h.

Po inkubacji do probek dodano 80 mg przygotowanej wczesniej mieszaniny soli
siarczanu magnezu (MgSOas) i chlorku sodu (NaCl) w stosunku wagowym 3:1, nastgpnie
probki intensywnie wytrzgsano przez 1 min i wirowano przez 8 min w 14 000 x ¢

w temperaturze pokojowej.

Po odwirowaniu goérng faza acetonitrylowa przeniesiona do nowych probowek.
Do roztworu dodano nastepniec 80 mg bezwodnego siarczanu sodu (Na2SOa)
w celu ostatecznej dehydratacji roztworu. Probowki energicznie wytrzasano przez
dwie minuty i wirowano przez 5 min w 14 000 x g w temperaturze pokojowej. Otrzymany
supernatant przeniesiono do nowych probowek i umieszczano w termobloku w temperaturze

40 °C w strumieniu azotu w celu zaggszczenia roztworu do objetosci 30-50 pl.

Do proboéwek dodano nastgpnie 1 ml 1M kwasu mroéwkowego, po czym energicznie
wytrzasano je przez jedng minute i zwirowano przez 3 min w 14 000 x g. Supernatant
poddawano nastegpnie oczyszczaniu z uzyciem jednorazowych plastikowych kolumienek
wypetionych ztozem C18 SPE Bakerbond (AVANTOR Performance Materials)
o pojemnosci 1 ml z wykorzystaniem aparatu typu putapka préozniowa Procesor kolumn
SPE-12G Bakerbond (AVANTOR Performance Materials) potaczonego z pompa
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préozniowa. Przed naniesieniem préb na kolumienki, zostaly one aktywowane przy uzyciu
Iml czystego (99,8%) metanolu oraz zrownowazone 2 ml 1M kwasu mrowkowego.
Po naniesieniu prob kolumienki przemywano dwukrotnie 1 ml 1M kwasu mréwkowego.
Elucja do 1,5 ml probowek typu eppendorfa zostata wykonana z uzyciem 0,6 ml 80%

wodnego roztworu metanolu.

Otrzymany roztwor suszon0 w wyparce prozniowej CentriVap Vacuum
Concentrator (Labconco Corporation, Kansas City, KS, USA) w temperaturze okoto 30 °C
przy cisnieniul5 hPa, do momentu kompletnego osuszenia probowek. Nastepnie
do probowek dodano 80 ul roztworu 35% metanolu z 0,1% kwasem mrowkowym,
wytrzasano przez jedng minut¢ oraz zwirowano przez 5 min w 14 000 x g. Ostatni etap
stanowito przeniesienie supernatantu do szklanych kapilar osadzonych w buteleczkach,
ktore nastepnie umieszczono w autosamplerze aparatu Shimadzu Nexera XR UHPLC

system (Shimadzu).

Tabela 3. Lista deuterowanych standardow fitohormonéw wykorzystanych podczas analizowania ilosci
wybranych endogennych fitohormonow w tkankach tubinu.

Nazwa Ilo$¢ w przeliczeniu
Nazwa hormonu grupa
standardu na prébe [ng]
d2-1AA kwas indolilo-3-octowy auksyny 5
d5-1AA-Ala kwas indolilo-3-octowy-L-Alanina auksyny 5
d5-1AA-Me kwas indolilo-3-octowy-L-Metionina auksyny 2
d2-1AA-PhE kwas indolilo-3-octowy-L-Fenyloalanina auksyny 5
d2-1AA-Leu kwas indolilo-3-octowy-L-Leucyna auksyny 5
d2-1BA kwas indolilo-3-mastowy auksyny 5
d5-JA kwas jasmonowy jasmoniany 5
d2-JA-me jasmonian metylu jasmoniany 5
d4-SA kwas salicylowy n/d 10
d5-ABA kwas abscysynowy n/d 5
d2-ACC kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy etylen 5
d2-GAl giberelina Al gibereliny 15
d2-GA3 kwas giberelinowy gibereliny 5
d2-GA4 giberelina A4 gibereliny 0,5
d2-2GA7 giberelina A7 gibereliny 0,5
ds-tZ Zeatyna cytokininy 5
ds5-2iP 2-izopentyloadenina cytokininy 5
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2.7.2. Ocena ilosciowa i jakoSciowa fitohormonéw w probach

Analizy wszystkich prob zostalty wykonane w trzech powtorzeniach biologicznych
i dwoch technicznych przy uzyciu aparatu Shimadzu Nexera XR UHPLC system
(Shimadzu) z detektorem triple quadrupole ion trap mass spectrometer (LCMS-8045,
Shimadzu). Analizy wykonano z uzyciem kolumny Ascentis ® Express C18, 10 x 2,1 mm,
2,7 um (Supelco, Sigma-Aldrich). Stosowano analize gradientowg w 30-80% metanolu
z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego. Poszczegélne fitohormony identyfikowano
W oparciu rozpadu wybranych jonéow bazujac na czutlym oraz selektywnym trybie analizy
ilosciowej - obserwowaniu wybranych reakcji fragmentacji (MRM — ang. multiple reaction
monitoring). Zapis wartosci MRM dla poszczegdlnych hormonow w pozytywnej (+) lub

negatywnej (-) jonizacji przedstawiono w tabeli numer 4.

Tabela 4. Wartosci MRM oraz jonizacja pozytywna (+) i negatywna (-) wykorzystana przy analizie
fitohormonow oraz deuterowanych standardow.

Wartosci MRM oraz jonizacja

Nazwa fitohormonu

fitohormon endogenny

deuterowany standard

kwas indolilo-3-octowy

IAA(+) 176130

d2-IAA(+) 178—132

kwas indolilo-3-octowy-L-Alanina

IA-Ala(+) 247—130

d5,15N-1A-Ala(+) 252—134

kwas indolilo-3-octowy-L-Metionina

I1A-Leu(+) 294—134

d2-1A-Leu(+) 294—134

kwas indolilo-3-octowy-L-Fenyloalanina

IA-Phe(+) 362—130

d2-1A-Phe(+) 328—134

kwas indolilo-3-octowy-L-Leucyna

IAMe(+) 190—130

d5-IAMe(+) 194—134

kwas indolilo-3-mastowy

IBA(+) 204—130

d2-IBA(+) 206131

kwas jasmonowy

JA(+) 211133

d5-JA(+) 214—134

jasmonian metylu
kwas salicylowy

JAMe(+) 225—151
SA(-) 137593

d2-JAMe(+) 227—153
d4-SA (-) 141-97

kwas abscysynowy ABA(-) 263—153 d5-ABA(-) 269—159
kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy ACC(+) 102—58 d2-ACC(+) 106—60
giberelina Al GA1(-) 347-259 d2-GAL(-) 349261
kwas giberelinowy GA3(-) 345—239 d2-GA3(-) 347—241
giberelina A4 GA4(-) 331287 d2-GA4(-) 3335259
giberelina A7 GAT(-) 329223 d2GA7(-) 331225
Zeatyna tZ(+) 220202 d5-tZ(+) 225—137

2-izopentyloadenina 2iP(+) 204—148 d5-2iP(+) 210—137

Otrzymane dane analizowano przy pomocy oprogramowania LabSolutions
software 5.8 (Shimadzu). Powierzchnia pikéw poszczegdlnych odczytow standardow

wewnetrznych oraz fitohormondéw endogennych zostata nastepnie zliczona, pordwnana
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1 wykorzystana do obliczenia zawarto$ci endogennego fitohormonu w tkance przy uzyciu

réwnania;

()

masa préobki [g]

n
masa [?g tkanki| = x ilo$¢ standardu [nglx wspotczynnik

Gdzie: endo — powierzchnia piku endogennego fitohormonu, std — powierzchnia piku deuterowanego standardu

wewnetrznego, wspdlczynnik — wspotezynnik wlasciwy dla poszezegodlnych fitohormonow.

Wspotczynniki  okre§lajace  stosunek powierzchni pikéw  deuterowanych
fitohormonoéw do ich naturalnych odpowiednikéw zostaly okre§lone poprzez wykorzystanie
ustandaryzowanych prob obu zwigzkéw z danej pary i przeprowadzenie ich rozdziatu
w warunkach identycznych z tymi, w ktorych testowane byty proby badane. Zastosowanie
tego wspotczynnika w toku obliczen pomoglo na zminimalizowanie btgdow wynikajacych

z przesuniecia widm i powierzchni ich pikow w zwigzkach deuterowanych i naturalnych.

2.7.3. Analiza statystyczna i interpretacja otrzymanych wynikow analizy poziomu
hormonéw

Wszystkie uzyskane wartosci przygotowano w sposob umozliwiajacy ich poprawng
interpretacj¢ przez skrypty stworzone w srodowisku R (Allaire, 2012) wykorzystujac
oprogramowanie RStudio v1.4.1717. Skrypty te oparte zostal na teScie Tukey’a, ktory
stanowi jednoetapowg procedure wielokrotnych poréwnan i test statystyczny. Kolejna czgsé
skryptu pozwolila na wykres§lenie wykresow stupkowych ilustrujacych poziom danego
fitohormonu w poszczegdlnych probkach oraz wyodrgbnienie grup wynikéw, ktore
statystycznie rdznig si¢ od siebie. Kolejny skrypt pozwolit na skalowanie danych
do wartos$ci w zakresie 0-100 oraz graficzng interpretacje wynikdw w postaci map goraca,

co pozwolito na fatwiejszg interpretacje graficzng uzyskanych wynikow.

2.8. Badanie tolerancji roslin na stres suszy

Badanie wptywu suszy na proces zawigzywania kwiatéw 1 strgkéw u tubinu zéltego

miato na celu sprawdzenie odpornosci i reakcji roslin na warunki stresu niedoboru wody
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oraz na efekty jakie ten proces wywiera na poziomie ekspresji wybranych gendw, jak

réwniez na zmianach jakie wywota w poziomie fitohormondw.

2.8.1. Metoda oznaczania ilesci wody w lisciach

W celu okreslenia w jakim stopniu tubin z6ity zostal dotknigty niedoborem wody
w glebie, wykorzystano metod¢ pomiaru relatywnego poziomu wody (RWC, ang. relative
water content) w lisciach. Ze wzgledu na naturalne obumieranie dolnych lisci zwigzane
ze wzrostem roslin, do pomiaréw wykorzystywano pigty a nastepnie 6smy li§¢ z kazdej
ros$liny. Zmiana nastgpowata w momencie, gdy liscie numer 5 na ro$linach kontrolnych

zaczely wykazywac drastyczne objawy utraty turgoru.

Metoda pomiaru RWC polega mierzeniu wagi $wiezo zebranych lisci, wagi liSci
przesyconych woda oraz wagi suchych lisci. Saturacje lisci woda osiggnigto poprzez
umieszczenie lisci w wodzie destylowanej w ciemno$ci przez 24 godzin, a nastgpnie
doktadne osuszenie powierzchni liSci bezposrednio przed pomiarem. Wagge sucha uzyskano
umieszczajac liscie w temperaturze okoto 80°C przez 48 godzin (Darko i in., 2015).
Relatywny poziom wody okreslono si¢ nastepnie wedtug wzoru:

(FW — DW)

RWC % =~
o= sw_ow) *

100

Gdzie: FW — waga $wiezych lisci, SW — waga lisci przesyconych woda, DW — waga suchych lisci

Rownolegle prowadzone byty pomiary wilgotnosci gleby (podrozdziat 1.2.) majace
na celu sprawdzenie zaleznosci pomiedzy zawartoscig wody w glebie a jego wpltywem

na stan roslin.

LiScie oraz straki z roslin poddanych stresowi suszy oraz roslin kontrolnych zostaty
zebrane oraz opracowane zgodnie z metodami opisanymi we wczesniejszych rozdziatach
(podrozdziat 2.1.3.) i wykorzystane do okreslenia zmian w obrgbie ekspresji genow

biorgcych potencjalny udziat w regulacji odpowiedzi na stres abiotyczny.
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3. Wyniki

3.1. Zbior materialu

Material roslinny (cate stragki, nasiona, oraz Sciany strgkéw) pozyskiwany byt
z upraw polowych w latach 2016, 2017, 2018 oraz 2020. Fala upatéw latem 2019 roku
uniemozliwita zebranie materiatu ze wzglgdu na zniszczenie catosci plonéw. Dodatkowo,
material pozyskiwany byl rowniez z upraw fitotronowych w latach 2017-2021 wg klucza
zamieszczony w rozdziale 2.1.3. Zebrany material zostal wykorzystany do wszystkich
eksperymentdéw przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej, za§ doktadny
wykaz poszczegolnych wariantow badawczych, ich nazw skréconych oraz lat zbioru i zadan
badawczych do ktéorych =zostal wykorzystany, znajduje si¢ w tabelach 5-12.
W  przypadku eksperymentéw tolerancji roslin na niedobor wody, jak roéwniez
w eksperymencie z wykorzystaniem egzogennych fitohormonéw (Tabele 10-12), zbiorowi
podlegaty rowniez liscie. Podczas eksperymentow tolerancji roslin na susze, licie zostawaty
wykorzystane wylacznie do oznaczen relatywnego poziomu wody (RWC, rozdziat 2.8.1.)

1 nie zostaty ujete w ponizszych tabelach.

Tabela 5. Materiat pozyskany z upraw polowych w roku 2016 (cate straki, N - nasiona, S - $ciany strakow).
Nazwa proby okresla typ tkanki oraz stadium rozwojowe. ODP — stragki odpadajace, NODP — straki
nieodpadajace.

Nazwa Nazwa skrocona Zadania badawcze
(ID prébowek)
Straki nieodpadajace STR NODP smallRNA-seq, RNA-seq, RT-qPCR, analizy hormonéw
Straki odpadajace STR ODP smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR, analizy hormonéw
Straki $ciana stadium 1 SS ST smallRNA-seq, RNA-seq, RT-qPCR
Straki $ciana stadium 2 SS ST2 smallRNA-seq, RNA-seqg, RT-qPCR
Straki $ciana stadium 3 SS ST3 smallRNA-seq, RNA-seq, degradome-seq, RT-qPCR
Straki $ciana stadium 4 SS ST4 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-qPCR
Straki $ciana stadium 5 SS ST5 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-qPCR
Straki $ciana stadium 6 SS ST6 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
Straki $ciana stadium 7 SS ST7 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-qPCR
Straki $ciana stadium 8 SS ST8 smallRNA-seq, RNA-seq,RT-gPCR
Nasiona stadium 1 N ST1 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
Nasiona stadium 2 N ST2 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
Nasiona stadium 3 N ST3 smallRNA-seq, RNA-seq, degradome-seq, RT-gPCR
Nasiona stadium 4 N ST4 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
Nasiona stadium 5 N ST5 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
Nasiona stadium 6 N ST6 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
Nasiona stadium 7 N ST7 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
Nasiona stadium 8 N ST8 smallRNA-seq, RNA-seq, RT-gPCR
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Tabela 6. Material pozyskany z upraw polowych w roku 2017 (cate straki). Nazwa proby okresla typ
eskperymentu (DAB — rozwoj stragkéw na poszczegdlnych okotkach — rozdziat 2.1.1.), dzien zbioru, numer

okotka (liczone od nasady kwiatostanu) oraz relatywng wielkos$¢ strakéw. ODP — straki odpadajace.

Nazwa

Nazwa skrocona

Zadania badawcze

(ID probowek)
DAB 6d okotek 1 N22 01 RT-gPCR
DAB 6d okotek 2 N22 02 RT-gPCR
DAB 14d okotek 1 N30 01 RT-gPCR
DAB 14d okotek 2 N30 02 RT-gPCR
DAB 21d okotek 1 NO07 01 RT-gPCR
DAB 21d okotek 1 NOQ7 02 RT-gPCR
DAB 28d okotek 1 mate N14 01M RT-qPCR
DAB 28d okétek 1 duze N14 01D RT-qPCR
DAB 28d okétek 1 odp N14 0172 RT-qPCR
DAB 6d okotek 1 73001 RT-qPCR
DAB 6d okotek 2 Z30 ok2 RT-qPCR
DAB 20d okotek 1 71401 RT-qPCR
DAB 6d okotek 3 DAB 6d ok3 RT-gPCR
DAB 13d okotek 1 mate Z07 01M RT-gPCR
DAB 13d okétek 1 duze Z07 01D RT-gPCR
DAB 13d okotek 2 mate Z07 02M RT-gPCR
DAB 13d okétek 2 duze Z07 02D RT-gPCR
DAB 20d okoétek 2 mate Z14 02M RT-gPCR
DAB 20d okétek 2 duze 714 02D RT-gPCR
DAB 8d okotek 3 ZZ 30 03 RT-qPCR

Tabela 7. Material pozyskany z upraw polowych w roku 2018 (cate strgki). Nazwa proby okresla typ
eskperymentu (DAB — rozwoj strgkdw na poszczegdlnych okodtkach — rozdziat 2.1.1.), dzien zbioru, numer
okotka (liczone od nasady kwiatostanu) oraz wielko$¢ strakow. ODP — straki odpadajace.

Nazwa skrocona

Nazwa Zadania badawcze
(ID proébowek)
DAB ok1 04.06 Duze 5d DAB 1 04.06 D RT-gPCR
DAB ok1 04.06 Mate 5d DAB 1 04.06 M RT-gPCR
DAB ok1 09.06 Duze 10d DAB 1 09.06 D RT-gPCR
DAB ok1 09.06 Mate 10d DAB 1 09.06 M RT-gPCR
DAB okl 09.06 Sred 10d DAB 1 09.06 S RT-gPCR
DAB okl 14.06 Duze 15d DAB 1 14.06 D RT-gPCR
DAB ok1 14.06 Odp 15d DAB 1 14.06 Odp RT-gPCR
DAB okl 14.06 Sred 15d DAB 1 14.06 S RT-gPCR
DAB okl 19.06 B.Duze 20d DAB 1 19.06 B.D RT-gPCR
DAB ok! 19.06 Duze 20d DAB 1 19.06 D RT-gPCR
DAB ok1 19.06 Odp 20d DAB 1 19.06 Odp RT-gPCR
DAB 0k2 06.06 Duze 5d DAB 2 06.06 D RT-gPCR
DAB ok2 06.06 Mate 5d DAB 2 06.06 M RT-gPCR
DAB ok2 11.06 Duze 10d DAB 2 11.06 D RT-gPCR
DAB 0k2 11.06 Mate 10d DAB 2 11.06 M RT-gPCR
DAB 0k2 16.06 Duze 15d DAB 2 16.06 D RT-gPCR
DAB o0k2 16.06 Odp 15d DAB 2 16.06 Odp RT-gPCR
DAB 0k2 16.06 Sred 15d DAB 2 16.06 S RT-gPCR
DAB ok2 21.06 Duze 20d DAB 2 21.06 D RT-gPCR
DAB ok2 21.06 Odp 20d DAB 2 21.06 Odp RT-gPCR
DAB 0k2 21.06 Sred 20d DAB221.06 S RT-gPCR
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DAB 0k3 08.06 Duze 5d DAB 3 08.06 D RT-qPCR
DAB 0k3 08.06 Mate 5d DAB 3 08.06 M RT-qPCR
DAB 0k3 08.06 Odp 5d DAB 3 08.06 Odp RT-qPCR
DAB 0k3 13.06 Odp 10d DAB 3 13.06 Odp RT-qPCR
DAB 0k4 11.06 Duze 5d DAB 4 11.06 D RT-qPCR
DAB ok4 11.06 Mate 5d DAB 411.06 M RT-qPCR
DAB o0k4 16.06 Duze 10d DAB 4 16.06 D RT-gPCR
DAB ok4 16.06 Odp 10d DAB 4 16.06 Odp RT-gPCR

Tabela 8. Material pozyskany z upraw polowych w roku 2020 (cate straki, N - nasiona, S - $ciany strgkow,
ODP - tkanki odpadajace). Nazwa proby okre$la typ tkanki oraz stadium rozwojowe.

Nazwa

Nazwa skrdocona
(ID probowek)

Zadania badawcze

Nasiona strgkoéw odpadajacych

STR ODP MIX N 23.06

RT-gPCR, analizy hormonow

Sciany strakéw odpadajacych

STR ODP MIX'S 23.06

RT-gPCR, analizy hormonow

Straki odpadajace

STR ODP MIX cale 23.06

RT-gPCR, analizy hormonow

Straki $ciana stadium 1 S119.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 2 S2 19.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 3 S319.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 4 S4 19.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 5 S5 19.06 RT-gPCR
Straki $ciana stadium 5 S5 23.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 6 S6 23.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 7 S7 23.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 7 S7 29.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Straki $ciana stadium 8 S8 29.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Nasiona stadium 1 N1 19.06 RT-qPCR
Nasiona stadium 2 N2 19.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Nasiona stadium 3 N3 19.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Nasiona stadium 4 N4 19.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Nasiona stadium 5 N5 19.06 RT-qPCR
Nasiona stadium 5 N5 23.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Nasiona stadium 6 N6 23.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Nasiona stadium 7 N7 23.06 RT-gPCR, analizy hormonow
Nasiona stadium 7 N7 29.06 RT-qPCR
Nasiona stadium 8 N8 29.06 RT-qPCR, analizy hormonow

Tabela 9. Material pozyskany z upraw polowych w roku 2020. Nazwa proby okresla typ eskperymentu (DAB
— rozwoj strakéw na poszczegdlnych okotkach — rozdziat 2.1.1.), dzien zbioru, numer okoétka (liczone od
nasady kwiatostanu) rodzaj tkanki (N —nasiona, S — §ciany strakow, ODP — tkanki odpadajace) oraz relatywna

wielko$¢ strakow.

Nazwa

Nazwa skrocona
(ID probowek)

Zadania badawcze

DAB okl N duze 15.06 4d

DAB I N duze 15.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB oK1 S duze 15.06 4d

DAB 1 S duze 15.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB okl N mate 15.06 4d DAB 1 N mate 15.06 RT-gPCR
DAB oKkl S mate 15.06 4d DAB 1 S mate 15.06 RT-gPCR, analizy hormonéw
DAB ok2 N duze 15.06 4d DAB 2 N duze 15.06 RT-gPCR
DAB 0k2 S duze 15.06 4d DAB 2 S duze 15.06 RT-qPCR, analizy hormonow
DAB 0k2 N mate 15.06 4d DAB 2 N mate 15.06 RT-qPCR
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DAB 0k2 S mate 15.06 4d

DAB 2 S mate 15.06

RT-qPCR, analizy hormonéw

DAB 0k3 N 15.06 4d

DAB 3 N 15.06

RT-qPCR, analizy hormonéw

DAB 0k3 S 15.06 4d

DAB 3 S 15.06

RT-qPCR, analizy hormonéw

DAB okl N mate 19.06 8d

DAB I N mate 19.06

RT-qPCR

DAB okl S mate 19.06 8d

DAB 1 S mate 19.06

RT-qPCR, analizy hormonéw

DAB okl N s$rednie 19.06 8d

DAB 1 N srednie 19.06

RT-qPCR

DAB okl S $rednie 19.06 8d

DAB 1 S $rednie 19.06

RT-gPCR

DAB okl N duze 19.06 8d

DAB 1 N duze 19.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB okl S duze 19.06 8d

DAB 1 S duze 19.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB 0k2 N duze 19.06 8d

DAB 2 N duze 19.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB ok2 S duze 19.06 8d

DAB 2 S duze 19.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB 0k2 N mate 19.06 8d

DAB 2 N mate 19.06

RT-gPCR

DAB 0k2 S mate 19.06 8d

DAB 2 S mate 19.06

RT-qPCR

DAB 0k3 N mate 19.06 8d

DAB 3 N mate 19.06

RT-qPCR

DAB ok3 S mate 19.06 8d

DAB3 S mate 19.06

RT-gPCR, analizy hormonow

DAB 0k3 N duze 19.06 8d

DAB 3 N duze 19.06

RT-gPCR, analizy hormonow

DAB 0k3 S duze 19.06 8d

DAB 3 S duze 19.06

RT-gPCR, analizy hormonow

DAB 0k3 N ODP 19.06 8d

DAB 3 N ODP 19.06

RT-qPCR

DAB 0k3 S ODP 19.06 8d

DAB 3 S ODP 19.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB okl N (duze) 23.06 12d

DAB 1 N (duze) 23.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB okl S (duze) 23.06 12d

DAB 1 S (duze) 23.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB 0oKk1 N $rednie 23.06 12d DAB 1 N $rednie 23.06 RT-qPCR
DAB 0k1 S érednie 23.06 12d DAB 1 S s$rednie 23.06 RT-qPCR
DAB ok1 N ODP 23.06 12d DAB 1 N ODP 23.06 RT-qPCR

DAB okl S ODP 23.06 12d

DAB 1S ODP 23.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB 0k2 N duze 23.06 12d

DAB 2 N duze 23.06

RT-gPCR, analizy hormonow

DAB 0k2 S duze 23.06 12d

DAB 2 S duze 23.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB ok2 N érednie 23.06 12d

DAB 2 N srednie 23.06

RT-gPCR

DAB ok2 S srednie 23.06 12d

DAB 2 S srednie 23.06

RT-gPCR

DAB 0k2 N mate 23.06 12d

DAB 2 N mate 23.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB 0k2 S mate 23.06 12d

DAB 2 S mate 23.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB ok2 S ODP 23.06 12d

DAB 2 S ODP 23.06

RT-gPCR, analizy hormonow

DAB ok2 N ODP 23.06 12d

DAB 2 N ODP 23.06

RT-qPCR

DAB 0k3 S ODP 23.06 12d

DAB 3 S ODP 23.06

RT-gPCR, analizy hormonow

DAB 0k3 N ODP 23.06 12d

DAB 3 N ODP 23.06

RT-qPCR

DAB 0k3 S NODP 23.06 12d

DAB 3 S NODP 23.06

RT-qPCR

DAB 0k3 N NODP 23.06 12d

DAB 3 N NODP 23.06

RT-qPCR

DAB okl N duze 29.06 18d

DAB I N duze 29.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB okl S duze 29.06 18d

DAB 1 S duze 29.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB okl N $rednie 29.06 18d

DAB 1 N srednie 29.06

RT-gPCR

DAB okl S srednie 29.06 18d

DAB 1 S srednie 29.06

RT-gPCR

DAB ok1 N ODP 29.06 18d

DAB 1 N ODP 29.06

RT-gPCR

DAB okl S ODP 29.06 18d

DAB 1 S ODP 29.06

RT-gPCR

DAB 0k2 N duze 29.06 18d

DAB 2 N duze 29.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB 0k2 S duze 29.06 18d

DAB 2 S duze 29.06

RT-gPCR, analizy hormonéw

DAB 0k2 N $rednie 29.06 18d

DAB 2 N srednie 29.06

RT-qPCR

DAB 0k2 S srednie 29.06 18d

DAB 2 S $rednie 29.06

RT-qPCR

DAB ok2 N ODP 29.06 18d

DAB 2 N ODP 29.06

RT-qPCR

DAB ok2 S ODP 29.06 18d

DAB 2 S ODP 29.06

RT-qPCR
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Tabela 10. Materiat pozyskany z upraw fitotronowych w eksperymencie krétkotrwatej suszy w roku 2020.
(N - nasiona, S - $ciany strakow, ODP — tkanki odpadajace). Nazwa proby okresla typ tkanki, stadium
rozwojowe (S1 — S4) oraz podziat prob na kontrolne (kontrola) i proby badane (susza).

Nazwa Nazwa skrécona Zadania badawcze
(ID probowek)

S1 kontrola N n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S1 kontrola S n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S2 kontrola N n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S2 kontrola S n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S1 susza N n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S1susza S n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S2 susza N n/d RT-gPCR, analizy hormonéw
S2 susza S n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S3 kontrola N n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S3 kontrola S n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S4 kontrola N n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
S4 kontrola S n/d RT-qPCR, analizy hormonéw
N ODP n/d RT-gPCR, analizy hormonow
S ODP n/d RT-gPCR, analizy hormonow
S3susza N n/d RT-gPCR, analizy hormonow
S3susza S n/d RT-gPCR, analizy hormonow
S4 susza N n/d RT-gPCR, analizy hormonow
S4 susza S n/d RT-gPCR, analizy hormonow

Tabela 11. Materiat pozyskany z upraw fitotronowych w eksperymencie dtugotrwatej suszy w roku 2020.
(N - nasiona, S - $ciany strakow). Nazwa proby okresla typ tkanki, date zbioru, stadium rozwojowe (S1 — S4)
oraz proby badane (susza) i kontrolne.

Nazwa skrocona

Nazwa Zadania badawcze
(ID probowek)
S1 Ssusza 29.03 S1 Ssusza RT-gPCR, analizy hormonéw
S1 N susza 29.03 S1 N susza RT-gPCR, analizy hormonéw
S susza 05.04 S susza RT-gPCR, analizy hormonéw
N susza 05.04 N susza RT-qPCR, analizy hormonéw

S1 S kontrola 22.03

S1 S kontrola

RT-gPCR, analizy hormonéw

S1 N kontrola 22.03

S1 N kontrola

RT-gPCR, analizy hormonéw

S2 S kontrola 22.03

S2 S kontrola

RT-gPCR, analizy hormonéw

S2 N kontrola 22.03

S2 N kontrola

RT-gPCR, analizy hormonow

S3 S kontrola 29.03

S3 S kontrola

RT-gPCR, analizy hormonow

S3 N kontrola 29.03

S3 N kontrola

RT-gPCR, analizy hormonéw

S4 S kontrola 29.03

S4 S kontrola

RT-gPCR, analizy hormonéw

S4 N kontrola 29.03

S4 N kontrola

RT-gPCR, analizy hormonéw

Tabela 12. Material pozyskany z upraw fitotronowych w roku 2021 (liscie, eksperyment

z zastosowaniem egzogennych fitohormonéw — rozdziat 2.1.2.). Nazwa proby zawiera stosowany zwigzek

oraz godzing zbioru liczong od momentu jego aplikacji.

Nazwa i czas zbioru Zadania badawcze Nazwa i czas zbioru Zadania badawcze
PCIB 1h RT-qPCR JAME 6h RT-qPCR
PCIB 2h RT-qPCR IAA 1h RT-qgPCR
PCIB 4h RT-qPCR IAA 2h RT-qgPCR
PCIB 6h RT-qPCR IAA 4h RT-qPCR
GA3 1h RT-qPCR IAA 6h RT-qPCR
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GA3 2h RT-gPCR SA 1h RT-gPCR
GA3 4h RT-gPCR SA 2h RT-gPCR
GA3 6h RT-gPCR SA 4h RT-gPCR
ABA 1h RT-gPCR SA 6h RT-gPCR
ABA 2h RT-gPCR H,0 0Oh RT-gPCR
ABA 4h RT-gPCR H,0 1h RT-gPCR
ABA 6h RT-gPCR H,0 2h RT-gPCR
JaMe 1h RT-gPCR H,0 4h RT-gPCR
JaMe 2h RT-gPCR H,0 6h RT-gPCR
JaMe 4h RT-gPCR -

3.2. lzolacja oraz walidacja RNA

Izolacje RNA zostaly przeprowadzone wedlug protokolu przedstawionego

w podrozdziale 2.3. Wyizolowene RNA poddawane bylo analizie czystosci 1 jakosci.

Do badan wybrano tylko te probki RNA, w ktorych stosunek 260/208 i 280/260 nm byt nie

mniejszy iz 1,8. Jako$¢ sprawdzano, wykonujac elektroforeze w zelu agarozowym

(podrozdziat 2.4.2). Ze wzglgdu na duzg ilo§¢ danych, jak réwniez wysoka i potwierdzong

eksperymentalnie powtarzalno$¢ metody izolacji w tabelach 13-15 przedstawione zostaty

tylko przyktadowe wyniki oraz przyktadowe zdjgcia zeli agarozowych (ryciny 12-14).

Pozostate wyniki zestawiono w suplemencie 1 (Tabele S1-S3).

Tabela 13. Przyktadowe wyniki pomiaréw stezenia i czystoéci catkowitego RNA wyizolowanego z préb
zebranych z upraw polowych z 2016 roku.

Nazwa Nazwa skrocona | - Stezenie | e 000 | 60/230 Data izolacji

(ID probowek) [ng/ul]
Straki nicodpadajace STR NODP 3446 1,85 2 19.01.2017
Straki odpadajace STR ODP 593,2 2,1 2,15 19.01.2017
Straki §ciana stadium 1 SS STI 3012,8 1,99 1,98 17.01.2017
Straki §ciana stadium 2 SS ST2 2196,8 2,09 2,03 17.01.2017
Straki §ciana stadium 3 SS ST3 1573,1 2,1 1,89 17.01.2017
Straki §ciana stadium 4 SS ST4 1343,2 2,11 2,21 18.01.2017
Straki §ciana stadium 5 SS ST5 917,1 2,12 2,23 18.01.2017
Straki §ciana stadium 6 SS ST6 725,2 2,11 2,13 18.01.2017
Straki §ciana stadium 7 SS ST7 827,5 2,14 2,16 18.01.2017
Straki $ciana stadium 8 SS ST8 434,1 2,05 2,01 19.01.2017
Nasiona stadium 1 N ST1 3508,7 1,8 1,97 19.01.2017
Nasiona stadium 2 N ST2 3365,7 1,87 2,09 19.01.2017
Nasiona stadium 3 N ST3 2772,8 2,02 2,08 17.01.2017
Nasiona stadium 4 N ST4 26425 2,04 1,96 17.01.2017
Nasiona stadium 5 N ST5 3290,5 1,92 2,06 18.01.2017
Nasiona stadium 6 N ST6 3065,5 1,98 2,17 18.01.2017
Nasiona stadium 7 N ST7 2899,3 2,02 2,11 18.01.2017
Nasiona stadium 8 N ST8 2427,6 2,08 2,14 18.01.2017
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Rycina 12. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego wyizolowanego calkowitego RNA z prob zebranych z upraw
polowych w 2016 roku. ST1 — ST8: stadia rozwojowe 1-8, SS — Straki §ciana, N — Nasiona, STR ODP/NODP
— straki odpadajace i nieodpadajace.

Tabela 14. Wyniki pomiarow st¢zenia i czystosci catkowitego RNA wyizolowanego z prob zebranych z

upraw polowych z 2018 roku.

_ Nazwa Nazwa skréoona (ID | Stezenie | »6000y | 9601230 | Data izolagi
i data zbioru probowek) [ng/ul]

DAB okl 04.06 Duze 5d DAB 1 04.06 D 3191,7 1,97 2,06 23.07.2018
DAB ok1 04.06 Mate 5d DAB 1 04.06 M 3426,1 1,86 1,95 23.07.2018
DAB ok1 09.06 Duze 10d DAB 1 09.06 D 1098,4 2,12 2,25 23.07.2018
DAB ok1 09.06 Male 10d DAB 1 09.06 M 1821,3 2,12 2,23 23.07.2018
DAB ok1 09.06 Sred 10d DAB 1 09.06 S 1338,3 2,14 2,18 23.07.2018
DAB okl 14.06 Duze 15d DAB 1 14.06 D 970,4 2,12 2,26 24.07.2018
DAB ok1 14.06 Odp 15d DAB 1 14.06 Odp 1031,8 2,13 2,19 24.07.2018
DAB okl 14.06 Sred 15d DAB 1 14.06 S 1407 2,13 2,25 25.07.2018
DAB ok1 19.06 B.Duze 20d | DAB 1 19.06 B.D 19495 2,12 2,27 24.07.2018
DAB okl 19.06 Duze 20d DAB 119.06 D 1087,1 2,13 1,84 24.07.2018
DAB ok1 19.06 Odp 20d DAB 1 19.06 Odp 119,2 2,08 1,69 24.07.2018
DAB ok2 06.06 Duze 5d DAB 2 06.06 D 3406,6 1,88 2,06 23.07.2018
DAB 0k2 06.06 Mate 5d DAB 2 06.06 M 3272,3 1,94 2,15 23.07.2018
DAB ok2 11.06 Duze 10d DAB 2 11.06 D 1670,9 2,13 2.3 24.07.2018
DAB ok2 11.06 Male 10d DAB 2 11.06 M 17177 2,13 2,33 24.07.2018
DAB 0k2 16.06 Duze 15d DAB 2 16.06 D 12371 2,13 2,22 24.07.2018
DAB o0k2 16.06 Odp 15d DAB 2 16.06 Odp 637,7 2,11 1,78 23.07.2018
DAB 0k2 16.06 Sred 15d DAB 2 16.06 S 1085 2,12 2,26 24.07.2018
DAB 0k2 21.06 Duze 20d DAB 2 21.06 D 1578,9 2,12 2,16 23.07.2018
DAB ok2 21.06 Odp 20d DAB 2 21.06 Odp 185,5 2,07 1,42 24.07.2018
DAB 0k2 21.06 Sred 20d DAB221.06 S 14426 2,13 2,26 24.07.2018
DAB 0k3 08.06 Duze 5d DAB 3 08.06 D 3258,3 1,94 2,11 23.07.2018
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DAB 0k3 08.06 Mate 5d DAB 3 08.06 M 3047,9 2,01 2,17 23.07.2018
DAB 0k3 08.06 Odp 5d DAB 3 08.06 Odp 1975,3 2,13 2,13 23.07.2018
DAB 0k3 13.06 Odp 10d DAB 3 13.06 Odp 771,1 2,12 2,11 24.07.2018
DAB 0k4 11.06 Duze 5d DAB 4 11.06 D 3376,4 1,88 2,03 23.07.2018
DAB ok4 11.06 Mate 5d DAB 411.06 M 2747,6 2,04 2,19 23.07.2018
DAB 0k4 16.06 Duze 10d DAB 4 16.06 D 1477 2,13 1,99 24.07.2018
DAB ok4 16.06 Odp 10d DAB 4 16.06 Odp 1543 2,13 2,26 24.07.2018

100 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB1 DAB2 DAB2 DAB2 DAB2

Dramix " 04.06 04.06 09.06 09.06 09.06 14.06 14.06 1406 19.06 19.06 19.06 06.06 06.06 11.06 11.06
Duze Mate Duze Mate Sred Duze Odp Sred B.Duze Duze Odp Duze Mate Duze Mate

Sl e e
— R

DAB2 DAB2 DAB2 DAB2 DAB2 DAB3 DAB3 DAB3 DAB3 DAB4 DAB4 DAB4 DAB4
Dramiz 10 16.06 16.06 21.06 21.06 21.06 08.06 08.06 08.06 13.06 11.06 11.06 16.06 16.06
1000 Odp $red Duze Odp Sred Duze Mate Odp Odp Duze Mate Duze Odp

Rycina 13. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego wyizolowanego catkowitego RNA z prob zebranych z upraw
polowych w 2018 roku.

Tabela 15. Wyniki pomiar6w stezenia i czystosci catkowitego RNA wyizolowanego z prob zebranych z
upraw fitotronowych z 2020 roku.

Nazwa Nazwa skrocona (ID | = Stezenie | 5o n00 | 9501230 | Data izolacji
probowek) [ng/ul]

S1 kontrola N n/d 3097 ,4 2,08 1,99 05.01.2021
S1 kontrola S n/d 3028,4 2,09 2,28 05.01.2021
S2 kontrola N n/d 3350,1 2,08 2,23 05.01.2021
S2 kontrola S n/d 21722 2,12 2,27 05.01.2021
S1 susza N n/d 3185,7 2,08 2,23 05.01.2021
S1susza S n/d 26426 2,1 2,06 05.01.2021
S2 susza N n/d 3186,2 2,08 1,79 05.01.2021
S2 susza S n/d 26426 2,1 2,06 05.01.2021
S3 kontrola N n/d 2647,6 2,12 2,14 05.01.2021
S3 kontrola S n/d 1493,2 2,11 2,19 05.01.2021
S4 kontrola N n/d 27448 2,13 2,22 05.01.2021
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S4 kontrola S n/d 814,2 2,08 2,2 05.01.2021
N ODP n/d 661,7 2,07 2,02 05.01.2021

S ODP n/d 282,4 2,08 1,43 05.01.2021
S3 susza N n/d 2660,9 2,11 2,25 05.01.2021
S3 susza S n/d 1537,9 2,11 2,27 05.01.2021
S4 susza N n/d 2360,5 2,11 2,19 05.01.2021
S4 susza S n/d 946,2 2,11 2,17 05.01.2021

S1S STN S N SHLS S S25S S2N S3'S S3N S4S S4N
100- Dramix SuUsza susza susza susza kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
1000 2903 2903 0504 0504 2203 2203 2203 2203 2903 2903 29.03 29.03

Rycina 14. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego wyizolowanego catkowitego RNA z prob zebranych z
upraw fitotronowych w 2021 roku, eksperyment dtugotrwatej suszy.

3.2.1. Elektroforeza kapilarna

W przypadku prob RNA wykorzystanych do sekwencjonowaia w oparciu NGS,
w celu tworzenia bibliotek (Rozdziat 2.5.) zastosowano dodatkowy etap weryfikacji jakosci
polegajacy na okresleniu parametru RIN (RNA Integrity Number) oraz 18S/28S przy
zastosowaniu elektroforezy kapilarnej (rozdziat 2.4.3.). Wyniki pomiaru RIN przedstawiono
w tabeli 19. Pierwszy etap sprawdzenia obejmowat weryfikacje wyizolowanego materiatu,
a drugi etap weryfikacje prob przygotowanych do sekwencjonowania. Wszystkie analizy

wykonano na ptytkach mikroprzeptywowych dedykowanych dla RNA.

Tabela 16. Wyniki pomiaru wspétczynnika RIN dla préb catkowitego RNA po elektroforezie kapilarne;.

Nazwa Nazwa skrocona RIN Data elektroforezy
(ID préboéwek)

Straki nicodpadajace STR NODP 10,0 01.02.2017
Straki odpadajace STR ODP 9,7 02.02.2017
Straki §ciana stadium 1 SS ST1 9,5 02.02.2017
Straki §ciana stadium 2 SS ST2 9,5 02.02.2017
Straki §ciana stadium 3 SS ST3 9,6 02.02.2017
Straki §ciana stadium 4 SS ST4 9,8 02.02.2017
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Straki $ciana stadium 5 SS ST5 9,8 02.02.2017
Straki $ciana stadium 6 SS ST6 9,7 02.02.2017
Straki $ciana stadium 7 SS ST7 9,6 02.02.2017
Straki $ciana stadium 8 SS STS 9,4 02.02.2017
Nasiona stadium 1 N ST1 10,0 06.02.2017
Nasiona stadium 2 N ST2 9,7 06.02.2017
Nasiona stadium 3 N ST3 9,8 02.02.2017
Nasiona stadium 4 N ST4 10,0 02.02.2017
Nasiona stadium 5 N ST5 10,0 06.02.2017
Nasiona stadium 6 N ST6 9,9 06.02.2017
Nasiona stadium 7 N ST7 9,6 02.02.2017
Nasiona stadium 8 N ST8 9,5 02.02.2017

W celu przygotowania materiatu potrzebnego do sekwencjonowania bibliotek RNA
potaczono warianty nasion oraz $cian strgkow w 3 grupy obejmujace stadia rozwojowe
1-3(grupa 1), 4-6 (grupa 2) oraz 7-8 (grupa 3). Uzyskane w ten sposob proby zostaly rowniez
poddane analizie RIN osiaggajac wartosci od 8.9 do 9.7, co stanowito dobry wynik, gdyz byty
wyzsze niz 7.5 dla  wspotczynnika RIN oraz >1,5 dla 18S/28S. Wystany
do sekwencjonowania materiat spetnial rowniez inne wymagania jakosciowe jak np.: brak
obecnosci soli, alkoholu lub fenolu (wartosci parametréw 260/280 >1,8 oraz 260/230 >1,8)
1 ilosciowe (Spug RNA o stezeniu co najmniej 200 ng/ul). Ostateczne wyniki przedstawiono

w tabeli ponize;.

Tabela 17. Ostateczne parametry prob uzytych do sekwencjonowania.

Petna nazwa proby Etykieta S[fngﬁl]e RIN 260/280 | 260/230 | 28S/18S
Straki odpadajace PAB 593 9,7 2,1 2,15 1,87
Straki nieodpadajace PNAB 3446 10,0 1,85 2 2,08
Nasiona stadium 1-3 PW1 2108 8,9 2,1 1,89 1,52
Nasiona stadium 4-6 PW2 933 9,5 2,11 2,13 1,7
Nasiona stadium 7-8 PW3 531 8,9 2,05 2,01 1,64
Straki $ciana stadium 1-3 PS1 3459 9,6 1,8 1,94 2,02
Straki $ciana stadium 4-6 PS2 2976 9,6 1,98 2,17 2,2
Straki $ciana stadium 4-6 PS3 2642 9,7 2,11 2,14 2,4
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Rycina 15. Przyktadowe elektroforogramy cyfrowe.

3.3. Sekwencjonowanie RNA

Sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq) z podziatem na biblioteki transkryptow
(transkryptomy), biblioteki malych RNA (sRNA) oraz biblioteki produktow ciecia
transkryptow (degradomy) zostalo wykonane przez firm¢ Genomed S. A. Na potrzeby
niniejszej pracy doktorskiej wykonano analizy o§miu transkryptomdw, 16 bibliotek matych

RNA oraz jednego degradomu.

Biblioteki RNA strgkow skonstruowano oddzielnie z nasion i $cian strgkow
zebranych w o$miu punktach czasowych, ktore nastepnie polaczono w trzy warianty,
z ktorych pierwszy obejmowal wczesne stadia rozwojowe charakteryzujace si¢
intensywnym wzrostem (PS1/PW1), drugi charakteryzowat si¢ okresem w ktorym nastgpito
wypetnienie nasion (PS2/PW2) i trzeci, w ktorym napehianie si¢ zakonczylo, a straki

zaczely dojrzewa¢ 1 wysycha¢ (PS3/PW3). Dodatkowo wykonano rowniez
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sekwencjonowanie bibliotek ze catych owocow (strakow) przejawiajacych cechy odpadania
(PAB — ang. Pods Abscissing), oraz strgkow nieodpadajacych w tym samym wieku
(PNAB - ang. Pods Non-Abscissing). Degradom zostal wykonany z potaczonego RNA

izolowanego z nasion (N) oraz $cian strakoéw (S) w 3 stadium rozwoju (N ST3/S ST3).

Sekwencjonowanie na platformie HiSeq 2000 (Ilumina) wygenerowato
od 56784288 do 46619 042 nieprzetworzonych odczytow w kazdej bibliotece,
co odpowiadato $rednio niecatym 7 Gb nieprzetworzonych danych dla kazdego
analizowanego wariantu. Okoto 98% 2z tych odczytéw bylo wysokiej jakosci,
a po przetworzeniu danych w programie Trimmomatic okoto 80% z nich zostato ostatecznie
uzytych do sktadania transkyptéw. Po przeprowadzeniu sekwencjonowania i wstepnej
analizie, dane dotyczace sekwencji zidentyfikowanych kodujacych RNA i ncRNA zostaty
w pierwsze] kolejnosci zdeponowane w postaci wstepnych danych w bazie NCBI SRA
(BioProject ID PRINA419564 oraz Submission ID SUB3230840), a nastepnie dane gotowe
do analizy zostaly umieszczone w ogolnodostepnej bazie LuluDB pod adresem

http://luluseqdb.umk.pl/basic/web/.

3.3.1. Transkryptomy

Sktadanie transkryptow de novo z danych uzyskanych metodga RNA-Seq zostato
wykonane przy uzyciu oprogramowania Trinity v 2.4.0. Referencyjne zestawienie
transkryptow uzyskano przez polaczenie poszczegdlnych odczytow w sekwencje
konsensusowe, po czym zgrupowano podobne kontigy w klastry przy uzyciu wykresow
de Bruijna (Li i in., 2012) Na ich podstawie uzyskano tzw. unigeny, czyli unikatowe
transkrypty i ich izoformy (pojedyncze lub wielokrotne). Sposrod 219 514 uzyskanych
sekwencji referencyjnych (o sredniej dtugosci 418 pz) uzyskano 166 477 unigenéw. Kazdej
izoformie nadano numer identyfikacyjny sktadajacy si¢ z numeru klastra (c), liczby genow
w danym klastrze (g) oraz numeru izoformy (i). Na przyktad c10 g3 il jest pierwsza
izoforma trzeciego genu w dziesigtym klastrze. Po ztozeniu transkryptomu de novo
uzyskano 219 514 sekwencji transkryptow o minimalnej dtugosci 201 pz, w tym 166 473
roznych unigenow. Ostateczne wyniki zostaty zindeksowane z zastosowaniem skryptow

w $rodowisku R. Statystyki tego procesu zestawiono w tabeli 18.

86



Tabela 18. Statystyki sktadania transkryptomu z nasion oraz strgkow.

Yaczna liczba unikatowych transkryptéw z Trinity 105112
Laczna liczba transkryptoéw z Trinity 258 516
Procent par GC 38,16
Statystyki z wszystkich kontigéw w transkryptomie

Kontig N10 4 445
Kontig N20 3 567
Kontig N30 3019
Kontig N40 2 587
Kontig N50 2211
Mediana dtugos$ci kontigu 903
Srednia dhugo$é kontigu 1322,48
Y.aczna liczba zlozonych par zasad 341 882 042
Statystyki bazujace tylko na najdluzszych izoformach unikatowych transkryptow

Kontig N10 4222
Kontig N20 3315
Kontig N30 2731
Kontig N40 2231
Kontig N50 1746
Mediana dtugosci kontigu 407
Srednia dhugo$c kontigu 856
Y.aczna liczba zlozonych par zasad 89 975 650

3.3.2 Biblioteki SRNA

Sekwencjonowanie oraz analizy bioinformatyczne bibliotek SRNA przeprowadzono

zgodnie z opisem zawartym w rozdziale materiaty i metody, podrozdziat 2.5. Mikro RNA

(miRNA) zostaty zidentyfikowane na podstawie podobienstwa z rekordami z baz danych

miRBase (https://www.mirbase.org), RFAM (https://rfam.xfam.org) oraz przy uzyciu

programowania ShortStack. Tabele nr 19 i 20 przedstawiaja statystyki tych analiz.
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Tabela 19. Statystyki ilosci odczytow i anotacji danych z bibliotek sSRNA ze strgkéw odpadajacych
(PAB-1/2), nicodpadajacych (PNAB-1/2) oraz §cian strakow (PW1-3 powtorzenia 1/2) i nasion (PS1-3
powtdrzenia 1/2 ) w stadiach rozwojowych 1-8 podzielonych na 3 grupy, zgodnie z opisem z rozdziatu 3.2.1.
Unikatowe — unikatowe odczyty, Powtarzalne — Powtorzone odczyty, miRBase — ilo$¢ odczytow pokrywajaca
si¢ z danymi z bazy miRBase, Hairpin — ilos¢ odczytow sekwencji tworzacych struktury ,,szpilki do wlosow”,
Rfam — ilo$¢ odczytow pokrywajayche si¢ z danymi z bazy Rfam.

Nazwa biblioteki  PAB-1 PAB-2 PNAB-1 PNAB-2 PS1-1 PS1-2 PW1-1 PW1-2
Wszystkie odczyty
Unikatowe 7056515 | 6884936 | 6822635 | 7234771 | 7055114 | 7375928 | 6964602 | 7296949
Powtarzalne 14951454| 13923379 [ 14734755|15462753| 15366182 | 15533866|15194864| 15438372
Adnotacja
Unikatowe odczyty
miRBase 567 280 502 288 380 195 471 255
Hairpin 1828 1415 1594 1634 1576 1264 1845 1459
Rfam 38200 | 35973 | 28881 | 31122 23439 25696 | 28342 28786
Niezidentyfikowane | 7015920 | 6847268 | 6791658 | 7201727 | 7029719 | 7348773 | 6933944 | 7266449
Wszystkie odczyty
miRBase 180530 | 236069 | 115463 | 366425 | 207414 | 178181 | 341983 | 353527
Hairpin 169922 | 132752 | 89453 | 166004 | 126878 | 94051 | 270784 | 216141
Rfam 521324 | 444263 | 449653 | 347575 | 254892 | 258701 | 318922 | 300902
Niezidentyfikowane |14079678| 13110295 |14080186|14582749( 14776998 [ 15002933|14263175( 14567802
Nazwa biblioteki ~ PS2-1 PS2-2 PW2-1 PW2-2 PS3-1 PS3-2 PW3-1 PW3-2
Wszystkie odczyty
Unikatowe 7593009 | 7986262 | 6499361 | 6911400 | 7164352 | 7588082 | 4250425 | 4564868
Powtarzalne 15013583 15595096 | 15069593 15357548 15363936 | 15377692|15275221| 15196078
Adnotacja
Unikatowe odczyty
miRBase 359 200 514 272 384 288 522 284
Hairpin 1442 1182 1967 1673 1571 1490 1988 1648
Rfam 16503 | 22693 | 29374 | 31994 19298 18431 | 21725 26493
Niezidentyfikowane | 7574705 | 7962187 | 6467506 | 6877461 | 7143099 | 7567873 | 4226190 | 4536443
Wszystkie odczyty
miRBase 204879 | 221137 | 500031 | 509447 | 236553 | 256683 | 462424 | 460804
Hairpin 115894 | 110191 | 380927 | 373377 | 142566 | 154260 | 359329 | 329870
Rfam 103395 | 134528 | 324511 | 314545 | 171122 | 151797 | 173144 | 201900
Niezidentyfikowane |14589415| 15129240 [ 13864124|14160179( 14813695 | 14814952|14280324| 14203504

Tabela 20. Tlo$¢ miRNA zidentyfikowanych w poszczegdlnych bibliotekach, na podstawie danych z obydwu

powtérzen.
o . Nazwa Hos¢
Nazwa probki Opis skrocona| miRNA
Pod walls stage 1 Sciany strakéw we wczesnym stadium rozwoju PW1 258
Pod walls stage 2 $ciany strakow w srodkowym stadium rozwoju PW2 291
Pod walls stage 3 $cigny strakéw w poznym stadium rozwoju PW3 301
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Pod seeds stage 1 Nasiona we wczesnym stadium rozwoju PS1 220
Pod seeds stage 2 Nasiona w $rodkowym stadium rozwoju PS2 224
Pod seeds stage 3 Nasiona w p6znym stadium rozwoju PS3 251
Pods non-abscissed Straki nieodpadajgce PNAB 257
Pods abscised Straki odpadajace PAB 268

3.3.3. Degradom

Aby doktadnie oszacowa¢ funkcje biologiczng miRNA, ich geny docelowe powinny
zosta¢ zidentyfikowane. Aby to osiagnaé, skonstruowano biblioteki przecigtych (wolny
koniec 5°) transkryptow z potaczonych probek nasion oraz strgkow w stadium 3 wzrostu
(rozdziat 3.3.). Sekwencjonujac biblioteki degradomu uzyskano 21 839 956 odczytow
(Tabela 25). Po filtrowaniu jako$ciowym dane dotyczace degradomu zostalty dopasowane
do transkryptomu referencyjnego oraz sekwencji zidentyfikowanych miRNA za pomoc
programu CleaveLand4 (Addo-Quaye i in., 2009).

Tabela 21. Statystyki sekwencjonowania degradomu.

Nazwa Dtugosé taczna ilosé odczytow taczna ilos¢ par zasad Q20(%) Q30(%)
PW3-PS3 47 21 839 956 2 052 955 864 99,06 97,08

3.4. Analizy roznicowych miRNA

Biblioteki sRNA zostaly przeszukane pod katem rdéznicowej ekspresji miRNA.
Poréwnania zostaly wykonane w parach dla strakow odpadajacych oraz nieodpadajacych,
réznych stadiow rozwojowych nasion 1 owocni, jak rOwniez par nasiona-owocnie w obrebie
tego samego stadium rozwojowego. Za prog graniczny przyjeto roéznicg wartosci 10g2FC
w obregbie dwoch porownan >2 lub <-2. Dla wszystkich porownan wartosci pvalue oraz padj

wynosity <0.05.

Sekwencje miRNA zidentyfikowane wytacznie dla tubinu zoéttego (Ssekwencje
457-488 z bazy LuluDB) oznaczono literg ,,n” w swojej nazwie, np.: LI-miRn488. Wartosci
ujemne i dodatnie parametru logoFC oznaczaja odpowiednio podwyzszong ekspresje
w jednej lub drugiej bibliotece. Przyktadowo, w poréwnaniach PAB vs PNAB wartos$¢
ujemna oznacza, ze dana sekwencja wystepuje czegsciej w bibliotece PNAB, za$ wartos¢

dodatnia oznacza, ze dana sekwencja wystepuje czesciej w bibliotece PAB. (Tabele 22-29).
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Tabela 22. Zestawienie miRNA podlegajacych réznicowej ekspresji pomi¢dzy strakami odpadajgcymi
i nieodpadajacymi (PAB vs PNAB) wraz z opisami zidentyfikowanych genéw docelowych za pomoca analizy
degradoméw lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. ND - sekwencja docelowa
niezindentyfikowana, NA — sekwencja docelowa nie anotowana.

LuluDB ID anotacja w Opis sekwencji docelowej z
miRBase logoFC | pvalue degradomu/psRNATarget
LI-miR174 mtr-miR166e-5p -6,385 | 4,16E-21 | F-box/kelch-repeat protein
Probably inactive leucine-rich repeat
LI-miR179 aly-miR166g-5p -4,149 | 1,12E-07 | receptor-like protein
LI-miRn488 ND -3,978 | 1,30E-07 |ND
LI-miR102 bra-miR390-3p -3,529 | 1,80E-08 | TAS3
LI-miR170 ata-miR166¢-5p -3,521 | 1,34E-04 |ND
LI-miRn487 ND -3,485 | 9,36E-05 | ND
LI-miRn483 ND -3,446 | 1,16E-08 | ND
LI-miR94 gma-miR171k-5p | -3,317 | 1,56E-07 | Clathrin interactor EPSIN 2
LI-miR177 aly-miR166a-5p -3,269 | 6,85E-07 | Granule-bound starch synthase 1
LI-miRn459 ND -3,150 | 1,11E-04 | Elicitor-responsive protein
LI-miR155 gma-miR396b-3p | -2,772 | 7,03E-09 | Lysine-specific demethylase IMJ25
LI-miR99 gma-miR390a-3p | -2,552 | 6,98E-03 | TAS3
LI-miR200 aly-miR396a-3p -2,480 | 7,63E-05 | growth-regulating factor 9
LI-miR198 0sa-miR396a-3p -2,459 | 2,15E-03 | NA
Probably inactive leucine-rich repeat
LI-miR178 ata-miR166d-5p -2,203 | 4,19E-03 | receptor-like protein
LI-miR9 aly-miR390a-5p -2,194 | 1,78E-05 | TAS3
LI-miR199 ata-miR396e-3p -2,116 | 3,82E-03 | NA
LI-miR119 sly-miR395a -2,105 | 5,33E-08 | ATP sulfurylase 1
LI-miR5 gma-miR396d -2,054 | 4,48E-03 | NA
LI-miR277 aly-miR167a-5p 2,090 | 3,65E-03 | Auxin response factor 8
LI-miR366 aqc-miR398b 2,145 | 1,05E-04 | Plastocyanin
LI-miR348 aly-miR164c-5p 2,244 | 1,16E-02 | NAC domain-containing protein 100
LI-miR193 gma-miR6300 2,376 | 4,81E-03 | none
LI-miR282 ata-miR167f-5p 3,587 | 2,20E-05 | Auxin response factor 6
LI-miR283 aly-miR167d-5p 4,289 | 5,20E-07 | Auxin response factor 6
LI-miR280 atr-miR167 4,643 | 1,58E-14 | Auxin response factor 6
LI-miR281 ata-miR167b-5p 4,965 | 1,22E-19 | Auxin response factor 6

Tabela 23. Zestawienie miRNA podlegajacych roznicowej ekspresji pomiedzy $Scianami strgkow w stadium
wczesnego i srodkowego rozwoju (PW2 vs PW1) wraz z opisami zidentyfikowanych genéw docelowych za
pomocg analizy degradoméw lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. ND — sekwencja docelowa
niezindentyfikowana.

anotacjaw Opis sekwencji docelowej z
LuluDB ID miRBase log2FC | pvalue degradomu/psRNATarget
LI-miRn468 | ND 4,954 | 1,15E-43 |ND
LI-miRn466 | ND 3,732 | 4,82E-75 | CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 6
LI-miR283 |aly-miR167d-5p 2,373 | 1,11E-05|ND
LI-miR53 | gma-miR393c-3p 2,094 | 754E-11 | L-ascorbate peroxidase S
LI-miR285 | mdm-miR167h -2,377| 1,91E-14 | Auxin response factor 6
LI-miR284 |ahy-miR167-5p -2,613| 5,74E-12 | Auxin response factor 6
LI-miRn483 | ND -3,648| 1,69E-29 |ND
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Tabela 24. Zestawienie miRNA podlegajacych rdznicowej ekspresji pomigedzy $cianami strgkow w stadium
srodkowego 1 pdznego rozwoju (PW3 vs PW2) wraz z opisami zidentyfikowanych genéw docelowych za
pomoca analizy degradomow lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. ND — sekwencja docelowa
niezindentyfikowana, NA — sekwencja docelowa nie anotowana.

Opis sekwencji docelowej z

LuluDB ID anotacja w miRBase log2FC | pvalue degradomu/psRNATarget
LI-miR318 | cca-miR408 3,628 | 2,11E-19 | Basic blue protein
LI-miR66 | bdi-miR397b-5p 3,318 | 1,62E-13| Laccase

CBL-interacting serine/threonine-protein
LI-miRn466 | ND 3,314 | 0,00E+00 | kinase 6
LI-miR481 |ND 3,100 | 2,75E-12 | ND
LI-miR438 | stu-miR398b-3p 2,882 | 3,69E-42 | Probable nucleoredoxin 1
LI-miR364 |aly-miR398a-3p 2,653 | 1,38E-10 | Superoxide dismutase [Cu-Zn]
LI-miR399 |ahy-miR156¢ 2,383 | 1,31E-09 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR53 | gma-miR393c-3p 2,310 | 7,07E-55 | L-ascorbate peroxidase S
LI-miR5 gma-miR396d -2,056 | 3,25E-06 | NA
LI-miR428 | gma-miR319f -2,166 | 1,89E-06 | Transcription factor TCP2, 3 and 4

Tabela 25. Zestawienie miRNA podlegajacych rdznicowej ekspresji pomiedzy nasionami w stadium
wczesnego i srodkowego rozwoju (PS2 vs PS1) wraz z opisami zidentyfikowanych genow docelowych za
pomoca analizy degradomow lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. ND — sekwencja docelowa
niezindentyfikowana.

anotacjaw Opis sekwencji docelowej z
LuluDB ID miRBase log2FC | pvalue degradomu/psRNATarget
LI-miR403 | ahy-miR156b-5p 2,776 | 3,26E-11 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR168 | stu-miR156d-3p 2,426 | 1,77E-04 | Cysteine desulfurase
LI-miR402 | hbr-miR156 2,312 | 4,14E-06 | Squamosa promoter-binding-like protein 16
LI-miRn481 | ND 2,309 | 5,02E-05|ND
LI-miR425 | cme-miR319c 2,153 | 1,90E-09 | Transcription factor TCP2
LI-miR115 | ppe-miR858 2,142 | 5,64E-05 | Transcription repressor MYB5
LI-miR445 |atr-miR319b 2,130 | 1,12E-32 | Transcription factor MYB65 and TCP4
LI-miR167 |aly-miR157d-3p 2,048 | 1,28E-03 | Membrin-11
LI-miR438 | stu-miR398b-3p -2,082| 1,16E-12 | Probable nucleoredoxin 1
LI-miRn461 | ND -2,361| 1,63E-10|ND

Tabela 26. Zestawienie miRNA podlegajacych réznicowej ekspresji pomigdzy nasionami w stadium
srodkowego i podznego rozwoju (PS3 vs PS2) wraz z opisami zidentyfikowanych genéw docelowych za
pomoca analizy degradomow lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. NA — sekwencja docelowa
nie anotowana.

LuluDB anotacja w log2FC | pvalue Opis sekwencji docelowej z
ID miRBase degradomu/psRNATarget
LI-miR73 | sly-miR164b-3p | 3,046 1,77E-13 | UDP-glucuronic acid decarboxylase 4
LI-miR399 | ahy-miR156¢ 2,692 3,28E-08 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR281 | ata-miR167b-5p | 2,282 6,47E-17 | NA
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Tabela 27. Zestawienie miRNA podlegajacych roznicowej ekspresji pomigdzy $cianami strakdéw i nasionami
we wczesnym etapie rozwoju (PS1 vs PW1) wraz z opisami zidentyfikowanych genow docelowych za pomocy
analizy degradomow lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. NA — sekwencja docelowa nie
anotowana. ND — sekwencja docelowa niezindentyfikowana.

anotacja w Opis sekwencji docelowej z
LuluDB ID miRBase log2FC | pvalue degradomu/psRNATarget
LI-miR285 mdm-miR167h 5,949 | 1,14E-145 | Auxin response factor 6
LI-miR284 ahy-miR167-5p 5,417 | 1,22E-78 | Auxin response factor 6
LI-miR445 atr-miR319b 5,025 | 1,38E-132 | Transcription factor MYB65 and TCP4
LI-
miR276/miR167 | bna-miR167d 4,718 | 1,82E-27 | Auxin response factor 6
LI-miR279 lus-miR167a 4,465 | 6,74E-10 | Auxin response factor 6
LI-miR438 stu-miR398b-3p 4,418 | 2,82E-25 | Probable nucleoredoxin 1
LI-miRn483 ND 4,095| 1,17E-26 |ND
LI-miR364 aly-miR398a-3p 4,032 | 4,15E-11 | Superoxide dismutase [Cu-Zn]
LI-miR102 bra-miR390-3p 3,485| 4,61E-32 | TAS3
LI-miRn487 ND 3,066 | 3,99E-04 |ND
LI-miR39 ahy-miR167-3p 3,056 | 1,67E-08 | ND
Endoribonuclease Dicer homolog 2 and Nucleolar

LI-miRn486 ND 3,046 | 2,59E-32 | protein
LI-miR366 aqc-miR398b 2,836 | 8,85E-28 | Plastocyanin
LI-miR456 gma-miR319p 2,557 | 1,89E-13 | Transcription factor GAMYB
LI-miR277 aly-miR167a-5p 2,522 | 4,24E-07 | Auxin response factor 8
LI-miRn470 ND 2,058 | 1,36E-03|ND
LI-miR421 pta-miR319 -2,124| 5,84E-03 | Transcription factor TCP2, 3 and 4
LI-miRn459 ND -2,240 | 3,48E-03 | Elicitor-responsive protein
LI-miR341 gma-miR319q -2,289| 1,02E-06 | Transcription factor TCP2
LI-miR9 aly-miR390a-5p -2,455| 1,58E-06 | TAS3
LI-miRn460 ND -2,465| 8,46E-03 | NA
LI-miR425 cme-miR319c -2,651| 2,42E-13 | Transcription factor TCP2
LI-miR427 gma-miR319g -2,584 | 4,10E-102 | NA
LI-miR43 gma-miR390e -2,739| 7,53E-05| TAS3
LI-miR423 mtr-miR319c¢c-3p -2,749| 3,87E-04 | Transcription factor GAMYB and TCP4
LI-miRn458 ND -3,317| 2,75E-06 | Transcription factor MYB113
LI-miR424 aau-miR319 -4,001| 6,61E-11 | Transcription factor GAMYB and TCP4
LI-miR428 gma-miR319f -4,476 | 8,77E-11 | Transcription factor TCP2, 3 and 4
LI-miR130 ppt-miR319c¢ -4,552 | 6,98E-15 | Transcription factor GAMYB and TCP4
LI-miR422 atr-miR319a -4,642 | 4,16E-30 | Transcription factor GAMYB and TCP5

Tabela 28. Zestawienie miRNA podlegajacych réznicowej ekspresji pomigdzy $cianami strakoéw i nasionami
w srodkowym etapie rozwoju (PS2 vs PW2) wraz z opisami zidentyfikowanych genow docelowych za pomoca
analizy degradomow lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. NA — sekwencja docelowa nie
anotowana. ND — sekwencja docelowa niezindentyfikowana.

anotacja w Opis sekwencji docelowej z

LulubB 1D miRBJase logoFC | palue dsgradomu/szRNATargJet
LI-miR285 mdm-miR167h 8,516 | 7,68E-267 | Auxin response factor 6
LI-miR284 ahy-miR167-5p 8,094 | 8,56E-128 | Auxin response factor 6
LI-miR279 lus-miR167a 7,111 | 1,22E-44 | Auxin response factor 6
LI-miR445 atr-miR319b 6,799 | 2,08E-267 | Transcription factor MYB65 and TCP4
LI-miRn483 ND 5,980| 2,13E-32 | ND
LI-miR39 ahy-miR167-3p 5,195| 1,71E-23 |ND
LI-miR456 gma-miR319p 4,967 | 1,07E-37 | Transcription factor GAMYB
LI-miR73 sly-miR164b-3p 3,583 | 8,19E-05 | UDP-glucuronic acid decarboxylase 4
LI-miR102 bra-miR390-3p 3,356 | 1,89E-63 | TAS3
LI-miR412 gma-miR171n 3,107 | 8,13E-04 | Scarecrow-like protein 6
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LI-miRn486 ND 2.008| 1,03E-46 Epoigirri]bonuclease Dicer homolog 2 and Nucleolar
LI-miR277 aly-miR167a-5p 2,689 | 4,38E-05 | Auxin response factor 8

LI-miR409 gma-miR171m 2,619 | 2,06E-08 | Scarecrow-like protein 6
rl;1li-R276/miR167 bna-miR167d 2,561 | 2,88E-09 | Auxin response factor 6

LI-miR403 ahy-miR156b-5p 2,317 | 7,98E-07 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR168 stu-miR156d-3p 2,089 | 1,17E-02 | Cysteine desulfurase

LI-miRn470 ND 2,037 | 4,32E-05|ND

LI-miR451 ahy-miR159 -2,006 | 2,17E-39 | Transcription factor GAMYB
LI-miR427 gma-miR319g -2,111| 2,99E-28 | NA

LI-miR53 gma-miR393c-3p -2,123| 8,18E-09 | L-ascorbate peroxidase S
rl;1li-R446/miR159 agc-miR159 -2,149| 2,61E-21 | Transcription factor GAMYB
LI-miR196 zma-miR396g-3p -2,177| 2,16E-02 | Growth-regulating factor 5

LI-miR452 lus-miR159b -2,257 | 1,90E-19 | Transcription factor GAMYB
LI-miR454 aly-miR159b-3p -2,260 | 7,91E-69 | Transcription factor GAMYB
LI-miR341 gma-miR319q -2,354 | 8,86E-27 | Transcription factor TCP2

LI-miR224 aly-miR393a-5p 2368| 7.12E-03 i’rotein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE
LI-miRn458 ND -2,385| 2,35E-03 | Transcription factor MYB113
LI-miR431 pta-miR159a -2,477| 3,47E-03 | Transcription factor GAMYB
LI-miR422 atr-miR319a -2,660 | 3,17E-24 | Transcription factor GAMYB and TCP4
LI-miR30 aly-miR172a-3p -2,743| 1,46E-03 | Floral homeotic protein APETALA 2
LI-miR44 mtr-miR4414a-5p -2,751| 3,05E-03 | ND

LI-miR283 aly-miR167d-5p -2,846 | 9,33E-05 | NA

LI-miR100 aly-miR390a-3p -2,871| 2,82E-09 | TAS3

LI-miRn466 ND -2,922 | 7,34E-50 | CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 6
LI-miR130 ppt-miR319c¢c -3,192 | 2,63E-13 | Transcription factor GAMYB and TCP4
LI-miRn460 ND -3,292 | 2,81E-04 | NA

LI-miR43 gma-miR390e -3,354 | 1,36E-05 | TAS3

LI-miR99 gma-miR390a-3p -3,748| 2,14E-06 | TAS3

LI-miRn459 ND -3,856 | 1,78E-10 | Elicitor-responsive protein

LI-miR428 gma-miR319f -4,092 | 1,82E-06 | Transcription factor TCP2, 3 and 4
LI-miRn478 ND -7,354| 3,41E-25|ND

Tabela 29. Zestawienie miRNA podlegajacych réznicowej ekspresji pomigdzy $cianami strakdéw i nasionami
w poznym etapie rozwoju (PS3 vs PW1) wraz z opisami zidentyfikowanych genow docelowych za pomoca
analizy degradomow lub analiz wykonanych przez program psRNATarget. NA — sekwencja docelowa nie
anotowana. ND — sekwencja docelowa niezindentyfikowana.

anotacjaw Opis sekwencji docelowej z
LulubB 1D miRBJase log2FC | palue dEgradomu/szRNATargJet
LI-miR73 | sly-miR164b-3p 7,597 | 9,79E-21 | UDP-glucuronic acid decarboxylase 4
LI-miR284 | ahy-miR167-5p 7,331 | 4,51E-185 | Auxin response factor 6
LI-miR285 | mdm-miR167h 7,227 1,49E-94 | Auxin response factor 6
LI-miRn483 | ND 6,511 4,25E-49 |ND
LI-miR279 |lus-miR167a 5,954 | 1,47E-39 | Auxin response factor 6
LI-miR445 |atr-miR319b 5,139 2,03E-27 | Transcription factor MYB65 and TCP4
LI-miR39 | ahy-miR167-3p 4,992 | 6,30E-138 | ND
LI-miR456 | gma-miR319p 3,775| 1,06E-48 | Transcription factor GAMYB
LI-miR305 |aly-miR157d-5p 3,390 | 1,19E-03 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR281 |ata-miR167b-5p 3,104 4 54E-66 | NA
LI-miR403 | ahy-miR156b-5p 3,090| 1,88E-31|Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR271 | gma-miR166u 2,992 | 1,24E-03|NA
LI-miR303 | hci-miR156a 2,940 | 6,06E-03 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR168 | stu-miR156d-3p 2,690 | 1,51E-06 | Cysteine desulfurase
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LI-miR412 |gma-miR171n 2,672 | 1,36E-02 | Scarecrow-like protein 6
LI-miR306 | vvi-miR156e 2,626 | 8,75E-04 | NA
LI-miR91 | aly-miR156g-5p 2,559 | 5,71E-03 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR251 |ata-miR5168-3p 2,531 | 2,00E-02 | Homeobox-leucine zipper protein REVOLUTA
LI-miR301 | gma-miR156q 2,474 | 3,48E-13 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR272 | atr-miR166b 2,443| 2,33E-10 | NA
LI-miR402 | hbr-miR156 2,388 | 6,60E-09 | Squamosa promoter-binding-like protein 16
LI-miR299 |aly-miR156a-5p 2,257 | 3,62E-89 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR300 |bna-miR156a 2,236 | 1,37E-04 | Squamosa promoter-binding-like protein
LI-miR277 |aly-miR167a-5p 2,176 | 2,09E-05 | Auxin response factor 8
LI-miRn479 | ND 2,033 | 1,34E-04 | Dicer-like protein 4
LI-miR60 | ahy-miR408-3p -2,075| 2,71E-19 | Basic blue protein
LI-miR379 | ppe-miR396a -2,095| 1,01E-05 | Growth-regulating factor
LI-miR128 | ahy-miR408-5p -2,268 | 2,14E-02 | NA
LI-miR99 | gma-miR390a-3p -2,321| 4,74E-03 | TAS3
LI-miR265 |ata-miR166¢-3p -2,440 1,18E-20 | Homeobox-leucine zipper protein ATHB
LI-miR223 |bdi-miR393a -2,507 |  1,99€-02 | Protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE
LI-miR43 | gma-miR390e -2,548| 1,09E-03 | TAS3

. . Magnesium-protoporphyrin 1X monomethyl
LI-miR227 | gma-miR396h -2,664 5,51E-03 | ester cyclase
LI-miRn462 | ND -2,740 3,30E-13 | ND
LI-miR108 | ppe-miR398b -3,069 1,02E-19 | Plastocyanin
LI-miR9 aly-miR390a-5p -3,166 | 9,18E-34 | TAS3
LI-miR30 |aly-miR172a-3p -3,470 7,15E-04 | Floral homeotic protein APETALA 2
LI-miR283 |aly-miR167d-5p -3,612| 1,42E-32|NA
LI-miR130 |ppt-miR319c -3,659 | 4,84E-15 | Transcription factor GAMYB and TCP4
LI-miR53 | gma-miR393c-3p -3,688 | 4,23E-59 | L-ascorbate peroxidase S
LI-miR393 | gma-miR396g -3,803| 1,50E-04 | NA
LI-miRn460 | ND -3,918| 8,24E-05 | NA
LI-miR366 |agc-miR398b -3,994| 2,31E-20 | Plastocyanin
LI-miR224 | aly-miR393a-5p -4,211| 2,41E-06 | Protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE
LI-miR100 |aly-miR390a-3p -4,282| 1,85E-21| TAS3
LI-miRn459 | ND -4,285| 1,49E-31 | Elicitor-responsive protein
LI-miR44 | mtr-miR4414a-5p -4,354| 7,01E-06 | ND
LI-miR318 | cca-miR408 -4,709 | 1,77E-15| Basic blue protein
LI-miRn466 | ND -5,406 | 2 28E-231 | CBL-interacting serine/threonine-protein kinase
LI-miR66 | bdi-miR397b-5p -5,703| 1,43E-10| Laccase
LI-miRn468 | ND -6,569 | 1,82E-65|ND

3.5. Analizy wybranych par miRNA- gen docelowy

Sposrod wszystkich roznicowych miRNA wybrano pig¢ par sekwencji miRNA i ich
genow docelowych charakteryzujacych si¢ potencjalnie istotnym wptywem na wzrost oraz
rozwoj strakow lubinu zo6ltego, jak réwniez prawdopodobna rola w regulacji homeostazy
hormonalnej i odpowiedzi roslin na stres. Sg to: (i) LI-miR380/miR396 i LIGRF9,
(i) LI-miR276/miR167/miR167 i LIARFG, (iii) LI-miR329/miR160/miR160 i LIARF17, (iv)
LI-miR169 i LINF-YA5, (v) LI-miR446/miR159/miR159 i LIGAMYB. Wybdr zostal
dokonany na podstawie danych literaturowych (Hewezi i in., 2012; Kinoshita i in., 2012;
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Ulmasov i in., 1997; Warpeha i in., 2007; Alonso-Peral i in., 2010) oraz stopnia
zrdznicowania ekspresji pomigdzy poszczegolnymi poréwnaniami. Kazdy z miRNA zostal
sprawdzony pod katem wystgpowaniem potwierdzonej analizami degradomu cigte;j,
okreslonej sekwencji docelowej. Zidentyfikowane docelowe transkrypty zostaty nastepnie
poddane szczegdélowym analizom, ktorych wyniki znajduja si¢ w nastgpujacych

podrozdziatach.

Nalezy nadmieni¢ tutaj, iz nazwy typu “LI-miR276/miR167/miR167” oznaczaja
sekwencje MiR276 pochodzaca z analiz przeprowadzonych na tubinie zottym (Lupinus
luteus), a miR167 korespondujacy z nim miRNA z miRBase. Podobne przyktady znalez¢
mozna W tabelach 25-32. Podobnie identyfikator sekwencji (np.: ID276) odnosi si¢
do LI-miR276/miR167. Analogiczne nazewnictwo ma zastosowanie we wszystkich

dalszych podrozdziatach.

Sekwencje nukleotydowe miRNA, jego prekursora i genu docelowego do ponizszych
analiz zostaty pobrane z bazy danych LuluDB. Do poréwnan z sekwencja docelowa,
sekwencja miRNA zostata odwrdcona, poréwnanie zostalo wykonane przy uzyciu
oprogramowania VECTOR NTI. Przy uzyciu tego oprogramowania dokonano réwniez
thumaczenia sekwencji genu docelowego na sekwencje biatkowa, w ktorej nastepnie przy
uzyciu blastp wyszukane zostaty konserwowane domeny biatkowe oraz okreslono stopien
ich podobienstwa do innch sekwencji aminokwasowych z ro$lin takich jak Lupinus
angustifolius, Lupinus albus, Cicer arietinum i Glycine max. Dane zaczerpnigte z blastp
postuzylty réwniez do identyfikacji konserwowanych domen biatkowych. Otwarte ramki
odczytu (ORF, ang. Open Reading Frame) znalezione zostaty rowniez przy uzyciu programu
Vector NTI a miejsce cigcia genu docelowego przez miRNA zidentyfikowano za pomoca
clustalOmega oraz analizy degradomu. Ponadto, graficzne reprezentacje wszystkich
sekwencji zostaty skrocone do niezbgednego minimum, za$ pelne sekwencje znajduja si¢

w suplemencie niniejszej pracy (suplement 2).

3.5.1. Analiza LI-miR380/miR396 i jego genu docelowego LIGRF9

Growth-regulating Factor 9 (GRF9) jest czynnikiem transkrypcyjnym petnigcym
glownie funkcje aktywatora tranksrypcji, i odgrywa istotng role w regulacji rozwoju lisci
oraz liScieni, pomimo iz wystepuje we wszystkich tkankach, w szczegdlnos$ci

w mitodych 1 intensywnie rozwijajacych si¢ cze$ciach roslin. Istniejg rowniez doniesienia
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o tym, iz czynniki transkrypcyjne z rodziny GRF wykazuja wrazliwo$¢ na zmiany poziomu
giberelin (Omidbakhshfard i in., 2015).

a) Sekwencja miRNA (5°—3°)
TTCCACAGCTTTCTTGAACT

b) Sekwencja prekursora miRNA (5°—3°)

TRINITY_DNA47273 _c3_g2_i3 wraz z zaznaczong (niebieski) sekwencjg dojrzatego

mIiRNA:

1
51
101
151
201

CTTTCTTAGC
GGTTCTGATT
TTCTGTCGTG
TTCTTCCACA
CATGCCATGG

CTCTCCTATT
TTTTCAGAAG
GGGCATCTTC
GCTTTCTTGA
CATCTTGCTC

CTACACATCT
TTTCATGACC
AGTTTTCTAT
ACTGCAGCAT
CAACACCTTG

TTCTCTTAGT
TTATTCTTAT
ACATCATGGC
CTAAAGGGTT
TTTTGCGGTT

TCTTGATTAG
TATTAGATGG
CCTCTTTGTA
TCTTTGCATG
CAATAAAGCT

c) Dopasowanie sekwencji prekursora oraz dojrzalego miRNA

Prekursor AGTTTTCTATACATCATGGCCCTCTTTGTATTCTTCCACAGCTTTCTTGAACTGCAGCAT
miR
R i I b b b ah Sh db dh 2 b b b b b b a4

d) Struktura spinki do wlosow w sekwencji prekursora

miR396

Rycina 16. Charakterystyczna struktura spinki do wtosow (ang. hairpin) prekursora LI-miR380/miR396 wraz
z zaznaczong lokalizacja sekwencji dojrzatego miRNA.

e) Sekwencja genu docelowego Growth-regulating factor 9 (5°—3°)
TRINITY_DN48353 c0_g4 i6 wraz z zaznaczonym poczatkiem ORF (kolor zielony) oraz
miejscem cigcia transkryptu przez miRNA (kolor czerwony). Powyzej sekwencji

nukleotydowej znajduje si¢ sekwencja aminokwasowa.

1 CCACCAAGACAAAAATAAAATAAAAAAACTCATGTGAATGTGACCATGGAAGCAAAGCCTCTTAGAAGTGTTCCCTICTTIC
*H N T I ¥ G E G S G P Y K K K K s v v v VvV G V G D D E

81 ACACAACACTATCTATGGTGAAGGAAGTGGACCCTATAAGAAGAAGAAAAGTGTTGTTGTTGTTGGTGTTGGTGATGATG
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16l

241

321

401

481

AAGAGAAAAAAAGGGTTCTTGATTTTGTGGTGAATGGTGCTATAAATAACAACACTTTGATTCAAACACCATGTTATTAC
N K ¢C ¢ L F s ET QR G Y R S Q S F D F G S M M D P E

AACAAGTGCTGTCTTTTTAGTGAGACTCAAAGGGGATACAGAAGCCAGAGTTTTGATTTCGGGAGCATGATGGATCCGGA
P R R C R R T D G K K W R C S R N V V P D Q K Y C E R

ACCTCGTAGATGCCGAAGAACTGATGGAAAGAAATGGAGGTGCAGTAGAAATGTAGTGCCTGATCAGAAGTACTGTGAAA
H M HR G CNU RS R KHV EAS Q VN S Q L T T K P

GGCACATGCATAGAGGTTGTAACCGTTCAAGA.GCATGTGGAAGCATCTCAAGTTAACTCTCAATTGACAACTAAGCCT
s s E K I ¢ T K L T S s N I E S S V s N P N L L G T Q

TCTTCCGAAAAGATACAAACCAAACTAACCTCATCAAACATAGAATCTTCGGTTTCAAATCCGAACCTTTTAGGCACTCA

f) Sekwencja biatka GRF9

1
51
101
151
201
251
301
351
401

MEAKPLRSVP
GAINNNTLIQ
GKKWRCSRNV
QTKLTSSNIE
ISSADYRGSF
GYNVGVKSGA
LESGRCRRTD
QLPCSTAATN
ITDTMNEYSY

SSHNTIYGEG
TPCYYNKCCL
VPDOKYCERH
SSVSNPNLLG
STATAKAPKA
KASINCDDNS
GKKWRCKSAV
IPKAYCSIAN
ASS

SGPYKKKKSV
FSETQRGYRS
MHRGCNRSRK
TOQPFDRSAEFT
TSESNTTLVA
ISTGIGEFSPR
VPGOKYMHRG
TNLSMPIPAS

VVVGVGDDEE
QSEDFGSMMD
HVEASQVNSQ
LSMSECVVNT
SGNGSSQONIC
SVLQVSGCNN
SKRRFAEQKP
TAPLIKCNEK

KKRVLDEVVN
PEPRRCRRTD
LTTKPSSEKI
SSANTRLKNI
KKDNQSQSCI
SYLNDRNNVD
DATDSAVTIA
SPCSSDTETT

Sekwencja wykazuje 83% podobienstwa z sekwencja GRF9 izoformy 3X z Lupinus

angustifolius (356/429 AA), 81% podobienstwa z sekwencja domniemanej sekwencji
C3H-WRC/GRF Lupinus albus (289/356 AA) oraz 50% podobienstwa z sekwencjg GRF9
z Glycine max (236/472 AA).

Domeny bialkowe:

- Domena WRC, pozycja :91-132, E-value: 4.31e-20
- Domena WRC, pozycja: 302-334, E-value: 1.24e-11
Kolor domen odpowiada ich pozycji w sekwencji biatka znajdujacej si¢ powyze;.

Domena WRC, nazwana na cze$¢ konserwatywnego motywu Trp-Arg-Cys, zawiera

dwie charakterystyczne cechy, przypuszczalny sygnat lokalizacji jadrowej i motyw palca

cynkowego (C3H). Sugeruje si¢, ze domena WRC dziata w wigzaniu DNA.
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g) Analiza miejsca cigcia transkryptu LIGRF9 przez miRNA w degradomie

T=TRINITY_DN48353_c0_g4_i6_Q=380_S=434
category=0_p=0.00297332709159226
+ .

Degradome 5' end Frequency
2
[

| | T |
0 500 1000 1500

Transcript Position

Rycina 17. Migjsce cigcia transkryptu LIGRF9 przez LI-miR380/miR396, na podstawie danych z degradomu.
Pozycja cigcia zostata zaznaczona na czerwono i wypada za 434 nukleotydem.

h) Poréwnanie sekwencji miRNA i transkryptu docelowego w miejscu ciecia
transkryptu

418 451
1d380miR396 (1) —-----—- AGTTCAAGAMBGC-TGTGGAA-—-———-
TRINITYDN48353c0g4i6 (418) TGTAACCGTTCAAGAMBGCATGTGGAAGCATCTC

3.5.2. Analiza LI-miR276/miR167 i jego genu docelowego LIARF6

Czynniki odpowiedzi na auksyn¢ (ARF, w tym ARF6) to czynniki transkrypcyjne,
ktore wigzg si¢ specyficznie z sekwencjg DNA 5'-TGTCTC-3' znajdujaca si¢ w elementach
promotora reagujacego na auksyne (AuxRE). ARF6 wydaje si¢ dziata¢ jako aktywator
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transkrypcji. Tworzy heterodimery z biatkami Aux/IAA co moze zmienia¢ ich zdolno$¢

do modulowania ekspresji gendw wczesnej odpowiedzi na auksyne (Chandler 2016).

a) Sekwencja miRNA (5°—3’)
TGAAGCTGCCAGCATGATCT

b) Sekwencja prekursora miRNA (5°—3°)

TRINITY_DNb52336_c2_g2_i3 wraz z zaznaczong (niebieski) sekwencjg dojrzatego

mIiRNA:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

GAAAAAGGAA
AAATGACAAT
CAAATGTAGC
AAACGGAACC
TCTTCCAATA
AGAGGTAGAA
ATATATATAT
GTGATCGAGG
ATATGTATAG
AGCATGATCT
GTTTCACCTG

GAGAGAAAAT
AGAAACAACA
CTGATAAATG
ATATACCTTT
ACTCTTATTC
AGTGTAGATG
ACACACCCAT
ATGTAGATTA
TCTGATTTCT
GATGTTACCT
TTGAATGGAA

GATCCATCTT
AAACTAGCCT
AAACGTACAA
ATTATGCCTT
TTATCTGTTT
TCAAGATATG
AGTCATAGCC
TAAGCTCTAG
TATCTTGCCC
TGTATTAGGG
GCATATAAAC

AGTGATATGA
TGTGAAAACC
AAGAGGGAGA
TTCTAGCTAT
GCAACGCTTA
TGTATTATAT
ATGAAGTCAA
AAGTGAGGGA
TTGAAATAGT
TAAGAATAGA
CCTAATTTGC

GACAAAAAAA
AGAGATGGTC
CCAAAAACTT
ACGTTTGCAA
CTTCAAAAGA
TATATATTAT
AGAATTAAAA
GAGAAGGCTC
TGAAGCTGCC
TCATGTGGCA
TTTCTGATCC

¢) Dopasowanie sekwencji prekursora oraz dojrzalego miRNA

Prekursor
miR

ATGAAGAGTTAAAGAGAGTACATTTGAGCCGAGGATGACTTGCTGGCAAAAGAAGAATTC

khkkhkhkhkhkhk Ak hkrkhkkhkrhkhhkrkhkxx

d) Struktura spinki do wlosow w sekwencji prekursora

Rycina 18. Charakterystyczna struktura spinki do wlosoéw (ang. hairpin) prekursora LI-miR276/miR167 wraz

miR167

z zaznaczong lokalizacja sekwencji dojrzatego miRNA.

e) Sekwencja genu docelowego Auxin Response Factor 6 (5°—3°)

TRINITY_DN50857_c0_gl i10 wraz z zaznaczonym poczatkiem ORF (kolor zielony) oraz
miejscem cigcia transkryptu przez miRNA (kolor czerwony). Powyzej sekwencji

nukleotydowej znajduje si¢ sekwencja aminokwasowa.
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1521

1601

1681

1761

1841

1921

2001

2081

2161

2241

2321

2401

2481

2561

2641

2721

2801

2881

2961

3041

3121

TCTZ—\TTTZ—\Z—\TTGCTZ—\CTGTZ—\GTATTTZ—\TGTTCTTTTTTCCTTCCTGTTAGAAGTCCTTATTTTTATCA-GGTGCCAAA
N XK ¢ T F L L R CL NL VS F Y A G QP KR HL L T T

AACAAGTGTACTTTCCTTTTACGATGCTTGAACTTGGTGTCTTTTTATGCAGGCCAGCCCAAAAGGCATCTACTTACAAC
G W s Vv F VS A KR L VA GGD S VL F I WDNE K G Q L

GGGGTGGAGTGTCTTTGTGAGTGCTAAAAGACTTGTTGCTGGTGATTCAGTGCTGTTTATCTGGAATGAAAAGGGTCAAT

L L6 I R HHANIRSOQ?P VM P S S VL S S D S M H L
TGCTTCTTGGCATTCGGCATGCTAATCGGTCACAACCTGTGATGCCTTCGTCGGTGTTGTCAAGTGATAGTATGCACTTG
G L L A A A A HAAATNS U RPF T I F Y NP R A S Q S

GGCCTTCTTGCTGCTGCAGCTCATGCAGCTGCAACAAATAGTCGTTTTACCATTTTCTACAACCCACGTGCTAGCCAATC
+E F V T P L A K Y V K A V Y H T R V S V G M R F R M L

AGAATTCGTCACACCTTTAGCAAAGTATGTTAAAGCTGTCTATCATACTCGAGTTTCAGTAGGCATGCGCTTCAGGATGT
¥F E T E E S S V R R Y M GGG T I T GG I S D L D P A R W
TGTTTGAGACAGAAGAATCTAGTGTGCGGCGATACATGGGCACAATAACAGGCATTAGTGACTTGGATCCTGCTCGGTGG
P N S H W R S V K V G WD E S I A G E R QP R V S L W

CCAAATTCACATTGGCGCTCAGTCAAGGTTGGCTGGGATGAATCCATAGCCGGTGAGAGGCAACCTCGAGTGTCTCTATG
E I E P L T T F P MY P S P F P L R L K R P W P L G L

GGAAATTGAGCCGTTAACAACGTTTCCAATGTACCCATCTCCTTTCCCCCTCAGGCTTAAAAGACCGTGGCCTCTAGGAC
p s Yy H G MR DND/F GGMNS S L L G F Q S L D F Q

TGCCTTCATACCATGGCATGAGGGATAATGATTTTGGCATGAATTCTTCACTATTGGGGTTTCAGTCTCTCGATTTTCAG

G I 6 I ~N P WM QP RLD?P S MV N F QNDMY Q S M

GGAATTGGTATTAATCCTTGGATGCAACCAAGGCTTGATCCGTCCATGGTGAATTTTCAAAATGATATGTACCAATCCAT
A A A AL QDMU RT S D ?P S K Q H P A S S L Q F Q Q P

GGCTGCTGCTGCACTTCAGGATATGAGGACTTCAGATCCTTCCAAACAGCATCCTGCTTCTTCACTTCAATTTCAGCAAC
Q N F P N T T P I L M Q T QO M L Q Q S Q P O Q V F P

CACAGAACTTCCCCAACACGACTCCCATTTTAATGCAGACACAGATGTTGCAGCAGTCTCAACCTCAGCAGGTTTTTCCG

N N QO E N Q H S S P S Q F O N Q A H L O Q H L QO H O H

AATAATCAAGAAAATCAGCATTCATCTCCATCTCAATTTCAAAACCAAGCGCATCTTCAGCAGCATCTGCAGCATCAGCA
S F NN H NHHOOQOUIR O OO OO OO OMV D H QO O T

CTCATTTAATAATCATAATCATCATCAGCAACAACGACAACAACAGCAGCAACAACAGCAAATGGTAGATCATCAGCAGA
s s s v s @ F vs I P Q S @ s S R M Q A I S S L C Q

CTTCAAGTTCTGTCTCTCAGTTTGTTTCGATACCTCAATCTCAATCATCGCGCATGCAAGCTATCTCTTCGCTGTGCCAA

Q R S ¥ s b s sS GNP AATA AT ASIRILHNMMMSG S F

CAGCGAAGTTTTTCTGATTCAAGTGGGAACCCTGCGGCTACTGCTACTGCTTCTCGCCTGCACAATATGATGGGTTCATT
P 9 Vv ET S H L VN L P R T S F WM P V Q H S T A W P

TCCCCAGGTTGAAACATCCCACCTTGTCAACCTTCCGAGAACAAGTTTTTGGATGCCTGTTCAACACTCAACTGCATGGC
P S K RV A V D P L L S Y G GG S L C Q V E O I G Q P

CTCCTTCCAAGCGTGTTGCCGTGGACCCACTCCTTTCATATGGAGGATCTCTATGTCAAGTGGAGCAGATAGGGCAGCCA
o I T M S E N AV T L P P F P G R ECA AV E G S T D P

CAAATAACCATGTCTGAAAATGCTGTTACGTTGCCACCCTTTCCTGGTAGGGAATGCGCCGTAGAAGGGAGCACTGATCC
Q N N I L F GV NI D P S S L L VN NG M S S L K G V

ACAAAACAATATTTTGTTTGGTGTTAATATAGATCCCTCTTCACTTCTAGTCAATAATGGGATGTCAAGTCTTAAAGGGG
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TCAGCGTCAATCGTCACTCATCATCCATGCCTTTTCAACATTCTAGTTACCTGAATGCCACAGGCACTGATACTTCACTA
N P G M T H S I DE S DF L HT P ENG G R G N s P I

3201

AATCCCGGAATGACACACAGCATTGATGAATCGGACTTCCTACATACTCCAGAAAATGGGGGCCGAGGAAACTCGCCAAT
K T F V X VY K §S 66 T F G R S L DI s K F T N Y H E L

3281

CAAAACCTTTGTGAAGGTTTACAAATCAGGGACCTTTGGGAGATCATTGGATATCTCAAAATTCACTAACTACCATGAGC

R s E L A RMUF G L G S E L E D PV R S G W Q L V F
TGCGCAGTGAGCTTGCTCGCATGTTTGGCCTTGGAAGTGAGTTGGAGGATCCTGTAAGATCAGGC.GCAGCTTGTATTC
v D R E N DV L L L GD G P W P D F V N S V W C I K I

3361

3441

3521 GTTGACCGAGAGAATGATGTTCTGCTCCTCGGTGATGGTCCTTGGCCGGACTTTGTAAATAGCGTATGGTGCATCAAGAT

f) Sekwencja biatka ARF6

1
51
101
151
201
251

MGAKNKCTFL
IWNEKGQLLL
TIFYNPRASQ
GTITGISDLD
MYPSPFPLRL
WMQPRLDPSM

LRCLNLVSFEY
GIRHANRSQP
SEFVTPLAKY
PARWPNSHWR
KRPWPLGLPS
VNFQNDMYQS

AGQPKRHLLT
VMPSSVLSSD
VKAVYHTRVS
SVKVGWDESI
YHGMRDNDEFEG
MAAAALQDMR

TGWSVEVSAK
SMHLGLLAAA
VGMRFRMLFE
AGERQPRVSL
MNSSLLGFQS
TSDPSKQHPA

RLVAGDSVLF
AHAAATNSRF
TEESSVRRYM
WETIEPLTTFEP
LDFQGIGINP
SSLOFQOPON

Sekwencja wykazuje 94% podobienstwa do sekwencji izofomy X3 ARF6 z Lupinus
angustifolius (307/327 AA), 89% podobienstwa do sekwencji domniemanego czynnika ARF
z Lupinus albus (635/712 AA) oraz 77% podobienstwa do izoformy X2 ARF6 z Glycine
max (550/715 AA).

Domeny bialkowe:

- Domena B3_DNA, pozycja : 22-63, E-value: 1.22e-04
- Domena Auxin_resp, pozycja : 96-173, E-value: 2.13e-41

Kolor domen odpowiada ich pozycji w sekwencji biatka znajdujacej si¢ powyzej.

Domena wigzaca DNA B3 nalezy do rodziny roslinnych czynnikow

transkrypcyjnych pelniacych rézne role w rozwoju, wystepujac réwniez w czynniku

odpowiedzi na auksyne (ARF).

Domena Auxin_resp stanowi wysoce konserwowang domene obecng wsrod

czynnikow transkrypcyjnych reagujacych na auksyne.
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g) Analiza miejsca cigcia transkryptu LIARF6 przez miRNA w degradomie

T=TRINITY_DNS50857 c0_g1_i10_Q=276_S=3507
category=0 p=0.00189314151288356
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Transcript Position

Rycina 19. Miejsce ciecia transkryptu LIARF6 przez miR276, na podstawie danych z degradomu. Pozycja
cigcia zostala zaznaczona na czerwono i wypada za 3507 nukleotydem.

h) Porownanie sekwencji miRNA i transkryptu docelowego w miejscu ciecia
transkryptu

3492 3520
id276émirle’ (L,y m===- AGATCATGCEEGCAGCTTCA--—-
TRINITYDN50857c0glil0ARF (3492) CTGTAAGATCAGGCEEGCAGCTTGTATTC

3.5.3. Analiza LI-miR329/miR160 i jego genu docelowego LIARF17

Auxin Response Factor 17 (ARF17) jest jednym z licznych przedstawicieli rodziny

czynnikéw transkrypcyjnych reagujacych na auksyng. Dziatanie to ma miejsce dzigki
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tworzeniu heterodimeréw z biatkami Aux/IAA, co zmienia ich zdolno$¢ do modulowania

ekspresji genow wcezesnej odpowiedzi na auksyne (Chandler, 2016).

a) Sekwencja miRNA (5°—3’)
TGCCTGGCTCCCTGAATGCCA

b) Sekwencja prekursora miRNA (5°—3°)

TRINITY_DN46311 c0 g1l i4 i3 wraz z zaznaczong (niebieski) sekwencja dojrzatego

mIiRNA:

1
51
101
151
201
251
301
351
401

AAAATGTGAT
GGTCGTGGGG
CACCTAAACC
AAATAACCCT
TATCTCTCCC
AGAAGAATCT
AGTGGTGAAG
GTGCTTGCCT
TCGACAACCT

GTGAAATATT
GTCACCTTTT
CAGTGAGCTT
TTTGGATTTC
CTCTCTCTAT
ACTTTCTATA
ATAGCTCGGG
GGCTCCCTGA
TTTTATTTGG

GAAAAGAGAG
CCAAGGAAAG
TGGCTCTATC
TCTTCACTTC
ATCTCCCATA
TCTATATATA
CTAATTAGTA
ATGCCATGTA
CATTAGGGGA

TTCTGAGTTG
AAAATCCAAA
TATTGCTCAC
ACCCTTCATG
CCTATTCTCT
TATATATATA
GGGCGGATAT
AGAAGCTTTT
GCCATGCAGG

GTGTAGGGTG
AAAAGACTCA
TATTGCTTAC
CTTTTTCTCT
TACCTCCAAA
AAGATTTTGG
CCGAAATGAT
GCCGTTAGGA
CTCTTCATCA

c) Dopasowanie sekwencji prekursora oraz dojrzalego miRNA

Prekursor
miR

TAGGGCGGATATCCGAAATGATGTGCTTGCCTGGCCTCCCTGAATGCCATGTAAGAAGCTT

khkkkhkkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkk*k

d) Struktura spinki do wlosow w sekwencji prekursora

Rycina 20. Charakterystyczna struktura spinki do wloséw (ang. hairpin) prekursora LI-miR329/miR160 wraz

z zaznaczong lokalizacja sekwencji dojrzatego miRNA.

miR160

e) Sekwencja genu docelowego Auxin Response Factor 17 (5°—3”)

TRINITY_DN48234 c1_g4 il wraz z zaznaczonym poczatkiem ORF (kolor zielony) oraz

miejscem ciecia transkryptu przez miRNA (kolor czerwony). Powyzej sekwencji

nukleotydowej znajduje si¢ sekwencja aminokwasowa.
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241

321

401

481

641

721

801

881

1041

1121

1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

CACTCTCTTCATTACAATTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCCAATTTCATTCATC-CGGCGTCCACCGCCGTCGGTTCC
p p P P L I P S Q P S R I DS S I W RACA A G A S V Q

TCCTCCTCCGCCGTTGATTCCGTCGCAACCGTCGCGTATCGACTCCAGCATTTGGCGTGCTTGTGCCGGAGCTTCCGTTC
- I p V VN S R VY Y F P Q G H L D QA S S P P E Q L
AAATTCCCGTTGTCAATTCTAGGGTTTACTATTTCCCTCAAGGTCACCTTGATCAAGCTTCATCACCTCCTGAACAATTG
s s N Vvy s N &P CV L CR I VDV QF L A DHIK T D E

TCTAGTAATGTTTATTCCAATCCTTGCGTTCTTTGTCGCATTGTTGATGTTCAATTTCTGGCTGATCATAAAACCGATGA
-V ¥F VvV K L v. L H P I N R N S D F Q N Y L S D T P P P T

GGTTTTCGTTAAACTCGTTCTTCACCCTATCAACCGTAACTCTGATTTTCAGAATTATCTCTCTGATACTCCTCCTCCGA
P AV A GD G G S G S S NNT S S G D G D E N A V V
CACCGGCTGTAGCCGGTGATGGTGGTAGTGGTAGTAGTAATAATACTAGTTCCGGTGACGGTGATGAAAATGCTGTGGTT
s ¥ A K I L. T P S D ANNG G G F S V P R F C A D s I

TCGTTCGCTAAGATTTTGACTCCGTCTGATGCTAATAATGGTGGTGGTTTCTCTGTTCCGAGGTTCTGTGCTGATTCGAT
¥F P P L N F N DD PP F QNL M TIAIDMUHEGNV W E Y

TTTCCCGCCGCTGAATTTCAATGATGATCCGCCGTTTCAGAATTTGATGATCGCTGATATGCATGGAAATGTGTGGGAGT
R H I Yy R G T P R R H L L T T G W S K F V N F K K I

ATCGCCACATTTACCGTGGGACGCCGCGCCGGCACTTGCTCACTACTGGCTGGAGTAAGTTCGTCAACTTCAAGAAGATC

v A G D s Vv VvV F M KNAI K G E L F S G I R R A KR T S

GTCGCCGGTGATTCGGTTGTTTTCATGAAGAACGCGAAAGGGGAGTTGTTTTCTGGAATTCGCCGAGCAAAAAGGACTTC
T R S 6 G R GV s G T D W S AT MTIL A TI G G T R K R D

CACTAGGAGTGGCGGCAGAGGAGTCAGTGGCACTGATTGGAGTGCGACGATGCTTGCTATTGGTGGTACAAGGAAGAGGG
G bv EK K K E DNV VM E G F S RN G K G K L A P
ATGGGGATGTGGAGAAGAAGAAGGAGGATAATGTTGTGATGGAGGGGTTTTCAAGGAACGGGAAGGGGAAATTGGCGCCG
E XK vaA EAV EL AAQ G M P F E AV Y Y P S A G W S

GAGAAGGTTGCTGAGGCTGTGGAACTGGCAGCGCAAGGAATGCCATTTGAGGCTGTGTATTATCCAAGTGCTGGGTGGTC
p »r VVQAE I VDS AMMI I WS P GGM R V KM AV

AGATTTTGTGGTGCAGGCAGAGATTGTGGATTCAGCGATGATGATAATTTGGAGCCCTGGAATGAGAGTGAAGATGGCTG
E T E D S S R T S W F Q G A V S A A CV P E N G L W

TGGAGACTGAGGATTCGTCTAGGACGAGCTGGTTTCAGGGCGCGGTGTCTGCTGCGTGTGTTCCTGAGAATGGGCTGTGG
R G s p W HUR I Q VA WD E P EL M Q H A K F V S P W

CGAGGTTCTCCTTGGCATAGGATTCAGGTTGCATGGGATGAACCTGAACTCATGCAGCATGCAAAGTTTGTCAGCCCTTG
Q v E P L S VT s T F H T A V P L A K R F R A A Q D s

GCAGGTTGAACCTTTATCTGTCACATCTACATTTCACACAGCAGTCCCCTTAGCCAAAAGGTTTAGAGCTGCTCAGGATT
v G L. T b GG K GG D P F F P M T GY TN S T MG Q L N

CTGTGGGTTTAACTGATGGAAAGGGGGACCCTTTCTTTCCTATGACAGGATACACTAATTCAACAATGGGACAGCTTAAT
Q T L. s s Y s T F P A G M Q G A R HNL F s T T A F V

CAAACATTGTCGAGTTATAGTACATTTCCTGCTGGCATGCA.GAGCCAGGCATAATCTATTTTCTACAACTGCTTTTGT
K F s s DMNHIL CUL GN S F GNNT A P S S K I L S

CAAATTTTCTAGTGATATGAATCATCTGTGTTTGGGTAATTCCTTTGGAAACAACACAGCACCAAGTTCGAAAATTTTGT
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f) Sekwencja bialka ARF17

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

MRRPPPSVPP
HLDQASSPPE
RNSDFONYLS

PPPLIPSQPS
QLSSNVYSNP
DTPPPTPAVA

RIDSSIWRAC
CVLCRIVDVQ
GDGGSGSSNN

RSGGRGVSGT
APEKVAEAVE
RVKMAVETED
QHAKEFVSPWQ
TGYTNSTMGQ
GNSEFGNNTAP
NSTKPVSRSI
LSLAYSKMLN

DWSATMLAIG
LAAQGMPFEA
SSRTSWEFQGA
VEPLSVTSTF
LNQTLSSYST
SSKILSTELN
QLFGTTIETK
SLDGLDDGRH

GTRKRDGDVE
VYYPSAGWSD
VSAACVPENG
HTAVPLAKREF
FPAGMQGARH
IGSSQSDNLS
QPVKSGFHLT
YL

AGASVQIPVV
FLADHKTDEV
TSSGDGDENA

KKKEDNVVME
FVVOAETIVDS
LWRGSPWHRI
RAAQDSVGLT
NLEFSTTAFVK
PDSQCSLHSF
GCIGNDSCKC

NSRVYYFPQG
FVKLVLHPIN
VVS

KRTST
GEFSRNGKGKL
AMMITIWSPGM
OQVAWDEPELM
DGKGDPFEFPM
FSSDMNHLCL
GTECVRTHNC
HDEIEGLTLE

Sekwencja posiada 81% podobienstwa do sekwencji ARF17-like z Lupinus

angustifolius (491/603 AA), 80% podobienstwa do sekwencji rodziny domniemanych

czynnikow ARF z Lupinus albus (484/604 AA) oraz 60% podobienstwa do sekwencji
ARF17 z Cicer arietinum (361/599 AA).

Domeny bialkowe:
- Domena B8_DNA, pozycja : 144-245 , E-value: 4.88e-22
- Domena Auxin_resp, pozycja : 308-391 , E-value: 1.78e-29

Kolor domen odpowiada ich pozycji w sekwencji biatka znajdujacej si¢ powyzej.

Domeny te sa identyczne w stosunku do domen dla LIARF6 opisanych

w podpunkcie g) podrozdziatu 3.5.2.
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g) Analiza miejsca cigcia transkryptu LIARF17 przez miRNA w degradomie

T=TRINITY _DN48234 c1 g4 _i1_Q=329 S=1644
category=0_p=0.000811785653663799
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Rycina 21. Miejsce cigcia transkryptu LIARF17 przez miR329, na podstawie danych z degradomu. Pozycja
ciecia zostala zaznaczona na czerwono i wypada za 1644 nukleotydem.

h) Poréwnanie sekwencji miRNA i transkryptu docelowego w miejscu ciecia
transkryptu

_1d329mirl60 (1) —======—- TGGCATTCAMBGAGCCAGGCA---——--—-
TRINITY DN48234 cl g4 il (1624) ATTTCCTGCTGGCATGCAMBGAGCCAGGCATAATCTATT

3.5.4. Analiza LI-miR169 i jego genu docelowego LINF-YA5

Czynnik transkrypcyjny NF-YAS5 (Nuclear transcription factor Y subunit A5)
stanowi sktadnik kompleksu NF-Y/HAP, ktory stymuluje transkrypcje réoznych gendéw
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poprzez rozpoznawanie i wigzanie motywu CCAAT w promotorach. Odgrywa on rolg w

regulacji embriogenezy oraz jest zaangazowany w szlak sygnatowy kwasu abscysynowego.

a) Sekwencja miRNA (5°—3°)
TGAGCCGAGGATGACTTGCTGGC
b) Sekwencja prekursora miRNA (5°—3°)

TRINITY_DN38047_c0_g1l il i3 wraz z zaznaczong (niebieski) sekwencja dojrzatego
mMiRNA:

1 CAGTTTTAGA CTGAGTTTGT TTTTGGATGT TCAATAATGT TGTTTGCTCA
51 AATGTCTTGC ATGAAGAGTT AAAGAGAGTA CATTEGAGCC GAGGATGACT
101 TGCTGGCAAA AGAAGAATTC GCTCTGAGGA TGTTGTTGGC AACGATTCCC
151 GGCTCATATT TGCTTCCTTT ACCCTCATAT GAGACATGGA AAAGAGCTTG
201 AAAGCTTCAT GTCTATGGTA CCTTATTGAA ATATGTCATA TTTGCTATTC
¢) Dopasowanie sekwencji prekursora oraz dojrzalego miRNA
Prekursor ATGAAGAGTTAAAGAGAGTACATTTGAGCCGAGGATGACTTGCTGGCAAAAGAAGAATTC
miR  mmmmmmmmmmmmmm TGAGCCGAGGATGACTTGCTGGC-—-————-—---=

KAk AXKAKNAIKAAXAKA AN A XK XX KKK

d) Struktura spinki do wlosow w sekwencji prekursora

160

}i@éﬁiﬁ@fﬁi@ﬁ

80

miR 169

Rycina 22. Charakterystyczna struktura spinki do wtosow (ang. hairpin) prekursora LI-miR169 wraz
z zaznaczong lokalizacja sekwencji dojrzatego miRNA.

e) Sekwencja genu docelowego Nuclear transcription factor Y subunit AS (5°—3°)

TRINITY_DN48523 c1_g2_i5 wraz z zaznaczonym poczatkiem ORF (kolor zielony) oraz
miejscem cigcia transkryptu przez miRNA (kolor czerwony). Powyzej sekwencji

nukleotydowej znajduje si¢ sekwencja aminokwasowa.

241 AAACCATTCTATCAGATCAAGAACTAAATAATGGATATGTGGATGGTTTATTGAAGATGTTCCTCTTGTTGAATCATACT
bp T A F NCSHVDCSHSMAY A P Y P Y D G D P S

321 GATACGGCATTCAATTGTTCACACGTCGATTGCAGTCACTCAATGGCTTATGCTCCTTATCCTTATGATGGTGATCCTTC
-¢C 6 G §S LVAY GAHATINOQSQMUF P QML G L G L

401 TTGTGGTGGTTCATTAGTTGCTTATGGAGCACATGCTATTAATCAATCCCAAATGTTTCCCCAAATGCTGGGCCTGGGAT

107



481

641

721

801

881

961
1041

A S TR I A L P P D F A E D G P I Y V N A K Q Y H G
TAGCATCCACTAGAATTGCGTTACCACCTGATTTTGCAGAAGATGGGCCCATTTATGTCAACGCAAAACAATACCATGGT
I L R R R Q S R A KL E A Q N K L I K S R K P Y L H E

ATACTGAGAAGGCGACAGTCGCGAGCAAAACTTGAGGCTCAAAACAAACTCATCAAAAGTCGTAAGCCATATCTTCACGA
S R H R HALNIRV R G TG G R F L S A K QL Q Q S H

GTCTCGGCATCGCCATGCTTTGAATCGGGTTCGGGGAACTGGCGGACGCTTTCTTAGCGCTAAACAGCTGCAACAGTCTC
A E V VS G A H SV S D PV NTL Y Q N K DA P E V E

ATGCAGAAGTTGTCTCTGGTGCTCATTCAGTATCAGACCCTGTGAACTTATATCAAAATAAAGATGCACCTGAGGTGGAA
S H S S R M G GNAE L T T L S S N s V I F R Q H E L

AGCCATTCCTCCAGAATGGGAGGAAATGCTGAACTAACAACTTTGTCCAGTAACAGTGTCATATTTCGGCAGCATGAACT
*Q F L G NS P NI GL GA S QC S R G F T F G G S G T

ACAATTCTTAGGTAACTCCCCAAATATAGGTCTAGGAGCATCACAATGCAGCAGGGGATTCACCTTCGGCGGCAGCGGAA
E R N

CGGAGCGAAATTAATCTCACCGGTCAGGCAA.CATCCTTGGCTTZ—\GTCACTAAZ—\CTTTATGTTTACZ—\GAZ—\Z—\TGTTGTCT

TTTGAGAGACTCTGCATTACCCCTCATACCTATGCCACTTCTTAGACATGTATTTTATAGTTGTTATTGTTTCCATTGGT

f) Sekwencja biatka NF-YA5

1 MFLLLNHTDT AFNCSHVDCS HSMAYAPYPY DGDPSCGGSL VAYGAHAINQ

51 SQMFPQMLGL GLASTRIALP PDFAED RRRQSRAKLE
101 AQNKLIKSRK PYLHESRHRH LSAKOLOQ SHAEVVSGAE

151 SVSDPVNLYQ NKDAPEVESH SSRMGGNAEL TTLSSNSVIF RQOHELQFLGN
201 SPNIGLGASQ CSRGFTFGGS GTERN

Sekwencja wykazuje 91% podobienstwo do sekwencji jadrowego czynnika

transkrypcyjnego Y podjednostki A-7 u Lupinus angustifolius (205/225 AA), 72%

podobienstwo do sekwencji domniemanego czynnika transkrypcyjnego Hap2/NF-YA

z Lupinus albus (160/223 AA) oraz 71% podobienstwo do sekwencji jadrowego czynnika

transkrypcyjnego Y podjednostki 12 u Glycine max (160/225 AA).

Domeny bialkowe:

- Domena EBFBLNFYA, pozycja: 77-132: , E-value: 4.00e-35

Kolor domeny odpowiada jej pozycji w sekwencji biatka znajdujacej si¢ powyzej.

Domena CBFB NFYA stanowi czynnik transkrypcyjny wiazacy sekwencje

5-CCAAT-3' znajdujacy si¢ w promotorach jego gendéw docelowych. Jest sktadnikiem

specyficznego heterotrimerycznego czynnika transkrypcyjnego (CBF-B/NF-YA).
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g) Analiza miejsca cigcia transkryptu LINF-YAS5 przez miRNA w degradomie

T=TRINITY_DN48523 c1_g2_i5_Q=h_S=997
category=0_p=0.0126425432007715
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Rycina 23. Miejsce cigcia transkryptu LINF-AY5 przez LI-miR169, na podstawie danych z degradomu.
Pozycja cigcia zostata zaznaczona na czerwono i wypada ona za 997 nukleotydem.

h) Poréwnanie sekwencji miRNA i transkryptu docelowego w miejscu ciecia

transkryptu
977 1008
_mirlé69 (1) -————- GCCAG-C CATCCTCGGCTCA--
TRINITYDN48523c1g2i5 (977) TCACCGGTCAGGC CATCCTTGGCTTAGT

3.5.5. Analiza LI-miR446/miR159 i jego genu docelowego LIGAMYB

GAMYB jest transkrypcyjnym aktywatorem ekspresji alfa-amylazy zaleznej
od gibereliny w komorkach aleuronowych. Zaangazowany w rozwo6j pytkow i1 organow

kwiatowych. Moze wigza¢ si¢ z blokiem 5'-TAACAAA-3' promotora alfa-amylazy.
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W tkankach wegetatywnych hamuje wzrost poprzez zmniejszenie proliferacji komorek.

Promuje ekspresje genow zwigzanych z aleuronem (np. CP1, CP, GASA1, BXL1 i BXL2)
w nasionach. U A. thaliana, geny podobne do GAMYB, MYB65 i MYB101 promuja

programowang $mier¢ komorki (PCD, ang., Programmed Cell Death) i wakuolizacje¢

wakuoli magazynujacych biatka (Alonso-Peral i in., 2010).

a) Sekwencja miRNA (5°—3°)
TTTGGACTGAAGGGAGCTCTA

b) Sekwencja prekursora miRNA

W analizanych transkryptomach nie zidentyfikowano prekursora dla LI-miR159.

¢) Sekwencja genu docelowego GAMYB (5°—3°)

TRINITY DN52683 cl g2 i3 wraz z zaznaczonym poczatkiem ORF (kolor zielony) oraz

miejscem cigcia transkryptu przez miRNA (kolor czerwony). Powyzej sekwencji

nukleotydowej znajduje si¢ sekwencja aminokwasowa.

321

401

481

641

721

801

881

1041

GATTTTAGCGTTGTGTCCTATTCAGAAACTGTATGATAAAAGATCGAGACGGATGAAGAACGAGATTGAAGATGAGATGCT
P NN M T E S Q L N D E GNG G S G S I VvV V L K K G P

CCCCAACAATATGACAGAATCACAGTTGAATGATGAGGGTAATGGAGGAAGTGGCAGCATAGTTGTTCTGAAGAAAGGTC

w T s A E D A I L V DY V K K H G E G N W N A V QO K
CATGGACATCTGCTGAAGATGCGATTTTGGTTGATTATGTCAAGAAGCATGGGGAGGGGAACTGGAATGCTGTTCAGAAG
H A G L S R C G K s C R L R WANUHTIL R P N L K K G A

CATGCAGGCCTGTCGCGTTGCGGAAAAAGTTGCCGATTGCGGTGGGCCAATCACCTAAGGCCAAATTTAAAGAAAGGGGC
-F T A Q E E R L I T E L H A KM G N K W A R M S A H L

GTTTACTGCACAAGAGGAGCGCTTAATTACTGAACTTCACGCAAAAATGGGAAACAAGTGGGCACGCATGTCAGCACATT
P G R T DN E I K N Y W N T R A KRR Q R A G L P L

TGCCTGGTCGCACAGATAATGAGATAAAGAACTACTGGAACACCCGAGCCAAGAGGCGTCAACGGGCTGGCTTGCCACTT

Yy s p E v C s P AV Q E S HQ s QQ s T D G V N G G N K

TATTCTCCTGAAGTGTGTTCGCCAGCAGTCCAAGAGAGCCATCAAAGCCAAAGCACTGATGGAGTTAATGGTGGCAATAA
-V H H D L L N S Y E I H DA I I DS V K DN Q G I s P

AGTGCATCATGATTTGTTGAACAGTTATGAGATACATGATGCAATAATTGACAGTGTGAAGGATAACCAGGGAATCTCAC
y v p E P P DI s DY NNMTUL K G L D S S Q Y C N F

CTTATGTTCCTGAGCCTCCTGATATTTCTGATTATAACAATATGCTGAAAGGCCTTGATTCTTCTCAGTACTGTAACTTT
T s s T s P N H K R L R E S T M P F F G S S C M S T N

ACATCATCAACATCACCTAACCATAAGCGTCTTCGAGAGTCAACAATGCCATTTTTTGGTTCCAGTTGTATGAGCACAAA
L F Y p ¥ DH I RANTS DI K I A Q S F G M Q S P L D



1121

1201

1281

1361

TTTGTTTTATCCATTTGATCATATTCGGGCTAACACCTCTGATAAGATTGCACAATCATTTGGAATGCAATCACCCCTTG
iH 66 p S L H S s M ¢C Y S H S L S N G N S S T S K P T

ATCATGGCCCCTCCTTACACAGCTCAATGTGTTACAGCCATTCACTTTCAAATGGCAATTCCTCTACTTCTAAGCCAACT
S EA V K L E L P S L QY P E I DL G S W G T S P P L

TCTGZ—\GGCTGTGAAGCTAGAGCTCC.TCACTCCAATATCCAGAAATTGATTTAGGTAGCTGGGGTACATCTCCCCCACT
P L L D Ss V DD F I K Y P T P I S T M E S D C S S P Q

TCCTTTGCTTGATTCGGTTGATGATTTCATTAAGTATCCTACACCAATTAGTACAATGGAGTCAGATTGTTCTTCCCCAC

d) Sekwencja biatkka GAMYB

1
51
101
151
201
251

MRRMKNEIED
DYVKKHGEGN
LITELHAKMG
VCSPAVQESH
YVPEPPDISD
STNLFYPEFDH

EMLPNNMTES
WNAVOKHAGL
NKWARMSAHL
QSQSTDGVNG
YNNMLKGLDS
IRANTSDKIA

QLNDEGNGGS
SRCGKSCRLR
PGRTDNEIKN
GNKVHHDLLN
SQYCNEFTSST
QSFGMQSPLD

GSIVVLKKGP
WANHLRPNLK
YWNTRAKRRQ
SYEIHDATID
SPNHKRLRES
HGPSLHSSMC

WTSAEDATILV
KGAFTAQEER
RAGLPLYSPE
SVKDNQGISP
TMPFEFGSSCM
YSHSLSNGNS

Sekwencja wykazuje podobienstwo w 91% do sekwencji czynnika transkrypcyjnego
GAMYB-like z Lupinus angustifolius (496/547 AA), 78% podobienstwo do sekwencji
czynnika transkrypcyjnego MYB-HB-like z Lupinus albus (430/551 AA) oraz 74%

podobienistwa do sekwencji czynnika transkrypcyjnego MYB33 z Cajanus cajan
(406/546 AA).

Domeny bialkowe:

- Domena SANT, pozycja : 38-87, E-value: 2.33e-13
- Domena Myb_DNA-binding, pozycja: 91-134, E-value: 8.60e-15

Kolor domen odpowiada ich pozycji w sekwencji biatka znajdujacej si¢ powyzej.

Domena Myb_DNA-binding - domena wigzagca DNA podobna do domeny MYB.

Domena SANT, obok SWI3, ADA2, N-CoR i TFIIB” stanowi jedng z domen

wiazacych DNA.
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e) Analiza miejsca ciecia transkryptu LIGAMYB przez miRNA w degradomie

T=TRINITY_DN52683_c1_g2_i3_Q=446_S=1308
category=0_p=0.000811785653663799
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Rycina 24. Miejsce cigcia transkryptu LIGAMYB przez LI-miR446/miR159, na podstawie danych
z degradomu. Pozycja cigcia zostata zaznaczona na czerwono i wypada za 1308 nukleotydem.

f) Poréwnanie sekwencji miRNA i transkryptu docelowego w miejscu ciecia
transkryptu

_1d446miR159 (1) —=====—- TAGAGCTCClITCAGTCCAAA-——————~
TRINITYDN52683clg2i3gamyb (1289) TGTGAAGCTAGAGCTCCEETCACTCCAATATCCAGAA

3.6. Wyniki reakcji RT-gPCR

W celu potwierdzenia wynikéw ekspresji miRNA 1 unigenéw otrzymanych
na drodze bioinformatycznej (sekwencjonowanie oraz opracowanie otrzymanych danych),
wykonano analizy ekspresji 12 wybranych sekwencji za pomoca techniki RT-gPCR. Wyniki

tej walidacji oraz otrzymane dane zostaly umieszczone w publikacji Glazinska i in., 2017.
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W ponizszych podrozdziatach prezentowane sa wyniki akumulacji wybranych par
miRNA-gen docelowy podczas wzrostu i rozwoju stragkéw (podrozdziat 3.6.1), rozwoju
strgkdbw w obrebie poszczegdlnych pigter kwiatostanu (podrozdziaty 3.6.2.13.6.3.), rozwoju
strgkow w warunkach stresu suszy (podrozdziaty 3.6.4 i 3.6.5.) oraz w odpowiedzi

na traktowanie roslin fitohormonami w li§ciach (podrozdziat 3.6.6.).

Osie Y kazdego z wykresOw wyrazajg relatywny poziom ekspresji ustalony

w stosunku do poziomow ekspresji genu referencyjnego, aktyny.

3.6.1. Analiza ekspresji reprezentatywnych par miRNA -gen docelowy w rozwoju
strakow

Analizy przeprowadzone zostaly na catych strgkach, nasionach oraz $cianach
strgkow tubinu zottego rozwijajacych sie¢ w warunkach polowych. Skrotami oznaczono
nastepujaco: stragki odpadajace (PAB, kolor zélty), straki nicodpadajace (PNAB, kolor
jasnozielony) (oba warianty zbierane w cato$ci), stadia rozwojowe nasion (S1-8, kolor
niebieski) oraz $cian strgkow (W1-8, kolor zielony). Straki odpadajace oraz nicodpadajace

odpowiadajg wczesnym stadiom rozwojowym strgkow (stadia 1-2).
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a) LI-miR380/miR396 i jego gen docelowy LIGRF9
L.I-miR380
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Wykres 1. Ekspresja LI-miR380/miR396 oraz jego genu docelowego, LIGRF9 w rozwoju strakow. PAB —
straki odpadajace, PNAB - straki nieodpadajace, S1-8 - stadia rozwojowe nasion, W1-8 stadia rozwojowe $cian
strakow.
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Akumulacja LI-miR380/miR396 w $cianach stragkow osiagata duzo wyzszy poziom
niz W nasionach i jest ona co najmniej 2 razy wyzsza w pozniejszych fazach rozwoju
(od W4-W8). Zaobserwowa¢ mozna rowniez do$¢ znaczng fluktuacje ilo§ci miRNA.
Zaréwno w przypadku $cian stragkdéw jak 1 nasion najwyzszy poziom zanotowano w 5 fazie
rozwoju. W przypadku strgkow odpadajacych poziom jest zawyzony zardwno

W porOwnaniu z nasionami, jak i $cianami strgkoéw na poczatkowych etapach rozwoju.

Poziom transkryptu genu LIGRF9 utrzymuje si¢ na wysokim, stalym poziome
podczas rozwoju nasion, z wyrazng tendencja zwyzkowag w koncowej fazie wzrostu,
osiggajac najwyzszy poziom w fazie S8, w ktorej jest on dwukrotnie wyzszy niz
w pozostatych fazach. W $cianach strgkow natomiast, poziom transkryptu jest na bardzo

niskim poziome z wyrazng tendencja spadkowa w trakcie jej rozwoju. Najwyzszy poziom
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wystepuje w fazach W1 1 W2 ale jest on i tak 3-krotnie nizszy od wartosci notowanych dla
nasion w analogicznym stadium rozwoju. Nie zanotowano obecnosci transkryptu w fazach
od W5-W8. Znaczne obnizenie ekspresji mozna zaobserwowaé roéwniez w strakach

odpadajacych.

Analizujac  zalezno$¢ ekspresji  LI-miR380/miR396 oraz LIGRF9 mozna
zaobserwowaé wyrazng tendencj¢ regulacji poziomu genu docelowego przez miRNA.
W przypadku $cian stragkow zaleznos¢ tg (wysoki poziom LI-miR380/miR396 skutkujacy
hamowaniem ekspresji LIGRF9) widoczna jest we wszystkich stadiach rozwojowych,
natomiast w przypadku nasion trend ten uwidocznia si¢ dopiero w pdzniejszych etapach

rozwoju.

b) LI-miR276/miR167 i jego gen docelowy LIARF6
[LI-miR276
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Wykres 2. Ekspresja LI-miR276/miR167 oraz jego genu docelowego, LIARF6 w rozwoju strakow. PAB —
straki odpadajace, PNAB - straki nicodpadajace, S1-8 - stadia rozwojowe nasion, W1-8 stadia rozwojowe $cian
stragkow.
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Akumulacja LI-miR276/miR167 praktycznie nie wystepuje w S$cianach strgkow
(wyjatek stanowig stadia 4 i 8 z minimalnym poziomem akumulacji), podczas gdy
w nasionach jest on akumulowany na wysokim poziomie, szczegdlnie w ich pierwszych
fazach wzrostu (S1-S3).

Osigga on najwyzsza akumulacje w fazie S3, po czym zaczyna nieznacznie spadac.
W strakach odpadajacych wystepuje wyraznie podwyzszony (4-krotnie) poziom akumulacji
miRNA w stosunku do strgkow nieodpadajacych.

Ekspresja genu LIARF6 utrzymuje si¢ na stosunkowo statym, niskim poziomie
w obrebie wszystkich stadidéw rozwojowych nasion. W przypadku $cian stragkéw ekspresja
jest wyzsza niz w nasionach, oraz 2-krotnie wyzsza w poczatkowych stadiach wzrostowych
(W1-W4) w stosunku do stadidéw pdzniejszych (W5-W7). Na szczegolng uwage zastuguje

rowniez niezwykle podwyzszony poziom ekspresji w strakach odpadajacych.

Powyzsze dane wskazujg na to, ze poziom LI-miR276/miR167 ma istotne znaczenie
w regulowaniu poziomu transkryptu LIARF6 w przypadku rozwoju nasion, a jego rola
w przypadku rozwoju $cian strakow jest znikoma. Wzrost poziomow zarowno miRNA 1 jego
genu docelowego w odpadajacych strgkach moze wskazywac na specyficzne dla tego
fizjologicznego stanu zmiany ekspresji gendéw w stosunku do prawidlowo rozwijajacych sie

strakow.
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c) LI-miR329/miR160 i jego gen docelowy LIARF17

[.I-miR329
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Wykres 3. Ekspresja LI-miR329/miR160 oraz jego genu docelowego, LIARF17 w rozwoju strakow. PAB —
strgki odpadajace, PNAB - stragki nicodpadajace, S1-8 - stadia rozwojowe nasion, W1-8 stadia rozwojowe $cian
strakow.

Poziom akumulacji LI-miR329/miR160 jest na wzglednie staltym poziomie
we wczesnych stadiach rozwojowych nasion (S1-S4), wykazujac tendencje do zwigkszone;j
akumulacji w drugiej fazie rozwoju, osiggajagc w fazach S5-S7 2-3 krotny wzrost.
W $cianach strgkow podwyzszony poziom miRNA obserwowaé mozna w fazie W1 i W8.
Rowniez ilos¢ tego miRNA w strakach odpadajacych jest niemal czterokrotnie wyzsza niz

w strakach nieodpadajacych.

Ekspresja genu LIARF17 wykazuje tendencj¢ rosngca w pierwszych czterech
stadiach rozwojowych nasion (S1-S4), po czym mozna zaobserwowac spadek ekspresji

w stadiach S5-S7 i maksymalne obnizenie ekspresji w ostatnim stadium, S8. Ekspresja
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w $cianch strakdéw utrzymuje si¢ na statym, 3-4 krotnie nizszym poziomie niz w nasionach.
W przypadku strgkow odpadajacych (PAB) ekspresja jest wyraznie podwyzszona i jest
dwukrotnie wyzsza niz w przypadku strgkow nieodpadajacych (PNAB).

Korelacje wspotdziatania mechanizmu regulacyjnego miRNA-gen docelowy mozna
zaobserwowa¢ gtownie w przypadku nasion gdzie wystgpuja wyrazne antagonistyczne
tendencje wzrostowo/spadkowe. Podobnie jak w przypadku LI-miR276/miR167 i LIARFG,
w strgkach odpadajacych poziom ekspresji obu tych sekwencji jest wyraznie podwyzszony,

co moze sugerowac istotne znaczenie zmian ekspresji tych genow w tym typie tkanek.

d) LI-miR446/miR159 i jego gen docelowy LIGAMYB
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Wykres 4. Ekspresja LI-miR446/miR159 oraz jego genu docelowego, LIGAMYB w rozwoju strgkoéw. PAB —
straki odpadajace, PNAB - straki nicodpadajace, S1-8 - stadia rozwojowe nasion, W1-8 stadia rozwojowe $cian
strakow.
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Wzorzec akumulacji LI-miR446/miR159 mozna podzieli¢ zasadniczo na dwa etapy,
w stadiach rozwojowych 1-4 zaréwno w nasionach jak i Scianach strgkow obserwowno
wzglednie nizsza ekspresja niz W stadiach 5-8, gdzie jest ona 2-krotne wyzsza. Straki
odpadajac rowniez charakteryzowatly si¢ podwyzszong ekspresja w stosunku do strgkow

niedpadajgcych.

Poziom ekspresji genu LIGAMYB w $cianach stragkow nie wykazuje zmian
w poziomie ekspresji i utrzymuje si¢ na stalym, niskim poziomiewe wszystkich stadiach
rozwojowych. Natomiast w nasionach wykazuje szczegdlnie wysoki poziom podczas
poczatkowych stadidéw rozwoju, po czym jego ekspresja ulega lekkiemu obnizeniu w catym
obserwowalnym okresie rozwoju. Poziom transkryptu w odpadajacych stragkach jest

4-krotnie wyzszy w stosunku do strgkoéw nieodpadajacych.

Zalezno$ci pomigdzy ekspresja LI-miR446/miR159 a LIGAMYB zaobserwowac
mozna w szczegdlnosci w nasionach, gdzie widoczna jest klasyczna odwrotna tendencja
w akumulacji miRNA wzgledem genu docelowego. W przypadku S$cian strgkow

podwyzszenie poziomu miRNA nie koreluje ze spadkiem ekspresji transkryptu LIGAMYB.

3.6.2. Analiza ekspresji wybranych par miRNA-gen docelowy w rozwoju strakow w
zaleznosci od polozenia na okétkach kwiatostanu

Lokalizacja rozwijajacych si¢ w obrebie kwiatostanu strakow jest scisle skorelowana
z prawpodopobienstwem osiggni¢cia przez nie pelnego rozwoju. Stragki zawigzane
na wyzszych (mtodszych) pigtrach kwiatostanu wykazuja czgsto cechy zahamowanego
wzrostu 1 sg bardziej podatne na odpadanie w stosunku do strakéw rosnacych na nizszych
(starszych) okotkach. Celem niniejszych analiz bylo zbadanie, czy zmiany ekspresji
wybranych par miRNA-gen docelowy roznig si¢ w strakach pomigdzy poszczegdlnymi
pietrami kwiatostanu oraz sprawdzenie, czy podwyzszone ryzyko odpadania stragkow

koreluje ze zmianami wzorcoéw tej ekspresji.

Wszystkie ponizsze analizy RT-qPCR przeprowadzone zostaly na calych strgkach
zebranych z réznych okotkow kwiatostanu, po uptywie okreslonej ilosci dni (5, 10, 15 lub
20) od rozkwitu (DAB, ang. Days After Blooming). Rosliny wyselekcjonowano

do badan tak, aby na kazdym okotku (bgdacym jednoczesnie wariantem badawczym,
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odpowiednio Okl, Ok2 1 Ok3) kwiaty znajdowaly si¢ w 3 stadium rozwojowym
charakteryzujacym si¢ otwartym kwiatem oznaczajagcym zapylenie 1 zaplodnienie
(Glazinskaiin., 2019; Glazinska i in., 2020). Nalezy tutaj zaznaczy¢, iz z kazdej grupy roslin
zbierane byly straki wylacznie z oznaczonego okotka. Dzien oznaczenia roslin byt dniem
zero, od ktorego odliczano odpowiednio 5, 10, 15 oraz 20 dni, po ktorych zbierano straki

do analiz.

Zbiorze podlegaty straki z trzech okdtkow (oznaczone na wykresach Ok1-Ok3, gdzie
okolek 1, bedacy najstarszym zaznaczono na kolor jasnozielony, okotek 2 — zielony, okotek
3 - oliwkowy) po uptywie 5, 10, 15 oraz 20 dni od zakwitnigcia (0znaczonena wykresach
odpowiednio 5d, 10d, 15d oraz 20d). Dodatkowo, ze wzgledu na pokroj strgkow przy
kazdorazowym zbiorze zostaly one sklasyfikowane jako mate, $rednie (Sred), duze lub
bardzo duze (B Duze). Dodatkowo, straki wykazujace cechy odpadania zostaty zbierane jako
odrebny wariant (Odp — straki odpadajace, zaznaczone dodatkowo liniami w obrgbie kazego
okotka). Ze wzgledu na zré6znicowane tempo rozwoju strakdw pomigdzy okotkami, warianty

wielko$ciowe mogg si¢ r6zni¢ w obrebie poszczegdlnych dni.
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Wykres 5. Ekspresja LI-miR380/miR396 oraz jego genu docelowego, LIGRF9 w rozwoju strakoéw na réznych
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odpadajace. Rozmiar strakow: B. duze (bardzo duze), Duze, Sred — $rednie, Mate. 5d, 10d, 15d, 20d — ilo$¢

okotkach kwiatostanu. Okl — okoétek pierwszy, Ok2 — okotek drugi, Ok3 — okotek trzeci, Odp — straki
dni od zakwitnigcia.

W przypadku wszystkich okotkow profil ekspresji LI-miR380/miR396 zachowuje

ten sam wzor. W niewielkich miodych strakach (5 dni) jest on niski, po czym nastepuje jego

wzrost w okresie od 10 do 15 dni, a ostatecznie akumulacja miRNA znaczyna spadac. Straki
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odpadajace nie wykazuja wyraznych tendencji, w przypadku okétka pierwszego poziom
miRNA jest wyzszy niz w prawidlowo rozwijajaych si¢ strakach, natomiast w drugim
okotku ma miejsce odwrotna sytuacja. Godnym uwagi jest to, ze w okétku trzecim tendencja
jest taka sama jak w okotku pierwszym, jednak z widocznie mniejsza réznicag w poziomie

akumulacji transkryptu.

Ekspresja LIGRF9 posiada odmienny wzorzec ekspresji, cechujacy si¢ akumulacijg
tego transkryptu gléwnie w pozniejszych fazach wzrostu strgkow (gtownie 15 oraz 20 dni).
Widoczna jest wyrazna tendencja do spadku akumulacji tego transkryptu w stragkach

odpadajacych, oraz strgkach w obrgbie trzeciego okoéika.

W przypadku okoétka pierwszego, zaobserwowal mozna wyrazne dziatanie
LI-miR380/miR396 powodujacego zmniejszenie ekspresji LIGRF9 we wczesnych stadiach
rozwoju strakéw. Trend ten jest jednak najbardziej uwidoczniony w przypadku strgkow
odpadajacych z drugiego oraz trzeciego okotka. Ponadto, w okodtku pierwszym i drugim
widoczna jest tendencja do spadku poziomu miRNA skorelowana z naglym wzrostem

poziomu LIGRF9 szczeg6lnie w duzych strgkach podczas 20 dnia eksperymentu.
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b) LI-miR276/miR167 i jego gen docelowy LIARF6
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Wykres 6. Ekspresja LI-miR276/miR167 oraz jego genu docelowego, LIARF6 w rozwoju strakow na réznych
okotkach kwiatostanu. Okl — okodtek pierwszy, Ok2 — okoétek drugi, Ok3 — okédtek trzeci, Odp — straki
odpadajace. Rozmiar strakow: B. duze (bardzo duze), Duze, Sred — $rednie, Mate. 5d, 10d, 15d, 20d — ilo$¢
dni od zakwitnigcia.

Poziom akumulacji LI-miR276/miR167 utrzymuje si¢ na niskim poziomie,
z wyjatkiem strakéw odpadajacych oraz malych strakow w obrebie drugiego oraz trzeciego
okotka. Podwyzszony poziom mozna zaobserwowacé rowniez w duzych miodych (5 dni)
strakach na pierwszym okoétku, co stanowi swoisty wyjatek od obserwowanej reguty.

W przypadku akumulacji transkryptu LIARF6, rozklad wzorca ekspresji jest

zaskakujaco podobny do miRNA, cechujac si¢ podwyzszonym poziomem przede wszystkim
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w stragkach odpadajacych, oraz matych mtodych strakach (5-10 dni) w obrebie wszystkich
okotkow.

Powyzsze obserwacje nie pozwalajg na stwierdzenie istotnych zaleznosci pomigdzy
poziomem LI- miR276/miR167 a LIARF6 w Zzadnym z okotkow. Podwyzszony poziom
ekspresji obu tych genow (a w szczegdlnosci miRNA) w strakach odpadajacych moze
natomiast sugerowaé istotne zmiany w obrebie procesOw komoérkowych zachodzacych

w tych tkankach.

¢) LI-miR329/miR160 i jego gen docelowy LIARF17
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Wykres 7. Ekspresja LI-miR329/miR160 oraz jego genu docelowego, LIARF17 w rozwoju strakéw na roznych
okotkach kwiatostanu. Okl — okodtek pierwszy, Ok2 — okodtek drugi, Ok3 — okodtek trzeci, Odp — straki
odpadajace. Rozmiar strakow: B. duze (bardzo duze), Duze, Sred — $rednie, Mate. 5d, 10d, 15d, 20d — ilo$¢
dni od zakwitnigcia.
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Akumulacja LI-miR329/miR160 ma miejsce tylko w strgkach odpadajacych oraz
matych strakach z drugiego oraz trzeciego okotka. W pozostalych prébach ekspresja jest
na bardzo niskim, niemal niewykrywalnym poziomie.

Poziom ekspresji genu LIARF17 ma dynamiczny charakter w obrg¢bie wszystkich
trzech okdétkow. Cechami wspolnymi prob z wszystkich trzech pigter kwiatostanu jest
podwyzszona ekspresja w matych strakach (10 dni) w przypadku okotka pierwszego
i drugiego oraz duzych strakach (10 dni) z okotka trzeciego, spadek poziomu ekspresji
w starszych tkankach, jak roéwniez podwyzszony poziom w strgkach odpadajacych.
W ostatnim przypadku tendencja ta nie jest jednak zachowana w obrgbie okotka trzeciego.

Ze wzgledu na obecnos$¢ transkryptow LI-miR329/miR160 niemal wylacznie
w strgkach odpadajacych, trudno jest wskazaé korelacje jego ekspresji z LIARF17, ktorego
poziom jest podwyzszony zarowno w strgkach odpadajacych, jak 1 strakach w ktérych
miRNA jest niemal nieobecny, jak np.: male oraz duze 10-dniowe straki z pierwszego

1 drugiego okotka.
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d) LI-miR446/miR159 i jego gen docelowy LIGAMYB
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Wykres 8. Ekspresja LI-miR446/miR159 oraz jego genu docelowego, LIGAMYB w rozwoju strgkow na
réznych okotkach kwiatostanu. Okl — okétek pierwszy, Ok2 — okotek drugi, Ok3 — okotek trzeci, Odp — straki
odpadajace. Rozmiar strakow: B. duze (bardzo duze), Duze, Sred — $rednie, Mate. 5d, 10d, 15d, 20d — ilo$¢
dni od zakwitnigcia.

W przypadku LI-miR446/miR159, trudno jest jednoznacznie okresli¢ specyficzny
wzorzec akumulacji zar6wno pomigdzy okotkami, jak réwniez podczas poszczegdlnych
etapdw rozwoju. Na pierwszy plan wysuwa si¢ podwyzszona ekspresja w stragkach
odpadajacych, zwlaszcza w obrgbie drugiego i trzeciego okotka, jednak réznice te sg czgsto

niewielkie w stosunku do strgkdw rozwijajacych si¢ prawidtowo.
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Ekspresja genu LIGAMYB utrzymuje si¢ na statym poziomie w obrgbie wszystkich
okotkoéw, nie zmieniajagc si¢ rowniez w istotny sposOb wraz ze wzrostem strgkow.
Podwyzszony poziom ekspresji zaobserwowac¢ mozna jedynie w strgkach odpadajacych oraz
matych strgkach (5 dni) pochodzacych z trzeciego okotka, co biorac pod uwage ich
zmniejszone szanse na ukonczenie wzrostu, moze sugerowa¢ ich potencjalng tendencje

do odpadnigcia.

Okreslenie wptywu L1-miR446/miR 159 na regulacje¢ poziomu transkrptu LIGAMYB
jest trudne ze wzgledu na fakt, iz poziom jego ekspresji jest niezwykle stabilny, pomimo
zmiennego profilu ekspresji miRNA. Warte podkreslenia jest to, ze jest to sytuacja odwrotna

w stosunku do opisanych wczesniej LI-miR329/miR160 i LIARF17.

3.6.3. Analiza ekspresji wybranych par miRNA-gen docelowy podczas rozwoju
strakow w roznych okotkach kwiatostanu z podzialem na nasiona i Sciany strakow

Wykonane analizy RT-qPCR ekspresji wybranych par miRNA — gen docelowy
pokazaty wystepowanie odmiennych tendencji w akumulacji zarowno miRNA jak i genow
docelowych w obrgbie poszczegdlnych pieter kwiatostanu tubinu zottego. Jednakze
wiedzac, ze ekspresja tych gené6w moze roéwniez znaczaco roézni¢ si¢ pomigdzy
poszczegbdlnymi tkankami, postanowiono wykona¢ dodatkowe doswiadczenie wydzielajac

ze strgkow nasiona i poddajac je osobnym analizom, réwnolegle ze Scianami strakow.

Analizy przeprowadzone zostaly na strgkach zebranych z upraw polowych
pochodzacych z 2020 roku. Rosliny z ktorych pobierano materiat wytypowano identycznie
jak w przypadku poprzedniego eksperymentu tego typu (rozdziat 3.6.2.). Jednakze, okres
pomiedzy zbiorami poszczegolnych strakow zostat skrocony z pigciodniowych
do czterodniowych odstepow pomiedzy trzema pierwszymi zbiorami i 6-dniowego odstepu
pomigdzy zbiorem trzecim i Czwartym. Zmiana ta, obok podziatu strakOw na nasiona i §ciany
strgkow, miala na celu lepsze uwidocznienie zmian zachodzacych w pierwszych etapach
rozwoju stragkdéw. Do analiz wykorzystano dwie ,pary” analizowanych poprzednio
sekwencji, LI-miR380/miR396 — LIGRF9 oraz LI-miR329/miR160 — LIARF17 oraz
LI-miR169 — LI-NF-YAS5. Poszczegélne okotki oznaczono na wykresie odpowiednimi
kolorami (analogicznie do wykresow w podrozdziale 3.6.2.): okotek 1 (jasnozielony),

okotek 2 (zielony), okotek 3 (oliwkowy). Nazwy prob zawieraja numer okoétka, typ tkanki:
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nasiona (N), $ciany strakow (S), relatywna wielko$¢ strakéw (mate, duze, $rednie). Nasiona
oraz $ciany strgkow pochodzace ze strgkow odpadajacych (ODP) zostaly dodatkowo

wyroznione liniami poprzecznymi.
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a) LI-miR380/miR396 i jego gen docelowy LIGRF9
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Wykres 9. Ekspresja LI-miR380/miR396 w $cianach strakow oraz nasionach na poszczegélnych okotkach
kwiatostanu. Ok1 — okoétek pierwszy, Ok2 — okodtek drugi, Ok3 — okotek trzeci, N — nasiona, S — $ciany strakoéw
ODP - strgki odpadajace. Rozmiar strgkow: duze, srednie, mate. 4d, 8d, 12d, 18d — iloé¢ dni od zakwitnigcia.
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LIGRF9
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Wykres 10. Ekspresja genu LIGRF9 w $cianach strgkow oraz nasionach na poszczegdlnych okotkach
kwiatostanu. Ok1 — okoétek pierwszy, Ok2 — okodtek drugi, Ok3 — okotek trzeci, N — nasiona, S — $ciany strakéw
ODP - straki odpadajace. Rozmiar stragkow: duze, §rednie, mate. 4d, 8d, 12d, 18d — ilo$¢ dni od zakwitnigcia.

130



W przypadku ekspresji LI-miR380/miR396 (wykres 9) zaobserwowaé mozna
wyrazng tendencj¢ do akumulacji tego miRNA w S$cianach strakéw, ze szczegdlnym
uwzglednieniem prob, ktore pochodzg ze stragkow odpadajacych, gdzie poziom ekspresji jest
kilkurotnie wyzszy w stosunku do strgkow rozwijajacych si¢ prawidiowo. Interesujaco,
ogolny poziom ekspresji LI-miR380 maleje wraz ze zwigkszaniem si¢ wysokosci probek
w obrebie kwiatostanu, zachowujac jednak identyczne tendencje w obrgbie kazdego

z okoOtkow.

Gen LIGRF9 wykazuje ekspresj¢ gtdéwnie w nasionach (wykres 10), szczegolnie
w duzych w obrebie zaréwno pierwszego jak 1 drugiego okotka. Ekspresja
W $cianach stragkdéw jest o wiele nizsza, ponadto wraz ze wzrostem stragkéw spada do zera.
W okotku pierwszym oraz drugim kwiatostanu poziom LIGRF9 jest wysoki w nasionach
strgkow odpadajacych nie osigga on jednak poziomu zblizonego do tego obserwowanego
w prawidlowo rozwijajacych si¢ nasionach. Natomiast odwrotna tendencja ma miejsce
w okoétku trzecim, gdzie ekspresja w nasionach strakow odpadajacych jest nizsza niz

ta obserwowana w nasionach strgkéw niecodpadajacych.

Tendencje te pokrywajg si¢ z tymi obserwowanymi w catych strakach, gdzie poziom
akumulacji zaréwno LIGRF9 jak i LI-miR380/miR396 wzrastal wraz z dojrzewaniem
strakow. W obecnych analizach wida¢ jednak, ze poziom akumulacji LI- miR380/miR396
jest zdecydowanie wigkszy w $cianach strgkow, podczas gdy jego gen docelowy jest
akumulowany gtownie w nasionach. Obserwacje te znajduja réwniez odzwierciedlenie

w wynikach badan ekspresji w rozwoju strakow.
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b) LI-miR329/miR160 i jego gen docelowy LIARF17
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Wykres 11. Ekspresja LI-miR329/miR160 w $cianach strakéw oraz nasionach na poszczegoélnych okotkach

kwiatostanu. Ok1 — okotek pierwszy, Ok2 — okotek drugi, Ok3 — okotek trzeci, N — nasiona, S — $ciany strakow
ODP - stragki odpadajace. Rozmiar stragkow: duze, §rednie, mate. 4d, 8d, 12d, 18d — ilo$¢ dni od zakwitnigcia.

132



LIARF17
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Wykres 12. Ekspresja genu LIARF17 w $cianach stragkéw oraz nasionach na poszczegdlnych okotkach
kwiatostanu. Ok1 — okotek pierwszy, Ok2 — okoétek drugi, Ok3 — okoétek trzeci, N — nasiona, S — $ciany
strakow ODP — straki odpadajgce. Rozmiar stragkow: duze, $rednie, male. 4d, 8d, 12d, 18d — ilo$¢ dni od
zakwitnigcia.
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Akumulacje LI-miR329/miR160 (wykres 11) mozna zaobserwowaé praktycznie
tylko w S$cianach strgkdw odpadajacych. Niewielkie poziom ekspresji mozna tez
zaobserwowa¢ w nasionach strgkéw odpadajacych oraz w pdzniejszych etapach rozwoju
zarowno nasion jak i Scian strgkow, sg to jednak warto$ci nieznaczne. Obserwacje
te pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi z catych strakéw, nowa informacje stanowi jednak
tutaj specyficzno$¢ tkankowa ekspresji tego miRNA.

Ekspresja transkryptu LIARF17 (wykres 12) w $cianach strgkdw jest na relatywnie
na niskim i stabilnym poziomie zaréwno pomiedzy okotkami, jak i w podczas calego
rozwoju strgkow. W przypadku nasion ekspresja wzrasta z wiekiem osiggajac maksimum
w 12 dniu, a nastgpnie, spada w najstarszych nasionach. W trzecim okétku poziom ekspresji
w nasionach stragkow odpadajacych jest wyraznie obnizony W stosunku do nasion strgkow
prawidtowo rozwijajacych sie. Nalezy zwroci¢ uwage ze, ogdlny poziom ekspresji zdaje si¢
by¢ lekko podwyzszony w okotku drugim w stosunku do okoétka pierwszego, natomiast

w okoétku trzecim obserwowac mozna wyrazny spadek ekspresji.

Identyczne zmiany we wzorcach ekspresji zaréwno LI-miR329/miR160 jak i jego
genu docelowego obserwowa¢ mozna w poprzednim eksperymencie (podrozdziat 3.6.2.,
wykres 7), jednak rozdziat probna nasiona oraz Sciany strgkow pozwolil na uzyskanie
dodatkowych informacji. pokazujacych, iz LI-miR329/miR160 ulega akumulacji gtéwnie

w tkankach owocni, natomiast LIARF17 w nasionach.
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¢) LI-miR169 oraz jego gen docelowy LINF-YAS5
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Wykres 13. Ekspresja LI-miR169 w $cianach strgkow oraz nasionach na
kwiatostanu. OK1 — okotek pierwszy, Ok2 — okodtek drugi, Ok3 — okotek trzeci, N — nasiona, S — $ciany strakoéw
ODP — straki odpadajace. Rozmiar stragkow: duze, $rednie, mate. 4d, 8d, 12d, 18d — ilo$¢ dni od zakwitnigcia.
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Wykres 14. Ekspresja genu LINF-YA5 w $cianach stragkéw oraz nasionach na poszczegdlnych okotkach
kwiatostanu. Ok1 — okoétek pierwszy, Ok2 — okodtek drugi, Ok3 — okotek trzeci, N — nasiona, S — $ciany strakow
ODP - straki odpadajace. Rozmiar stragkow: duze, §rednie, mate. 4d, 8d, 12d, 18d — ilo$¢ dni od zakwitnigcia.
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Akumulacja LI-miR169 (wykres 13) wskazuje wyraznie na jego rolg w odcinaniu
organow generatywnych, gdyz otrzymane warto$ci sg kilkudziesigciokrotnie wigksze
w tkankach strgkéw odpadajacych (gtownie $cian stragkéw) w porownaniu z prawidtowo
rozwijajacymi si¢ owocami. Poziom akumulacji jest rowniez nieznacznie podwyzszony
w obrebie matych stragkow w okoétkach drugim i trzecim, co w zestawieniu z niemal
catkowitym brakiem tego miRNA w prawidlowo rozwijajacych si¢ tkankach moze

sugerowac prawdopodobng tendencj¢ od ich odpadania.

W przypadku genu docelowego dla LI-miR169, czynnika transkrypcyjnego
LINF-YA5 wzorzec ekspresji jest zdecydowanie bardziej skomplikowany (wykres 14).
W przypadku pierwszego okotka kwiatostanu tubinu zottego ekspresja genu LINF-YAS jest
wyzsza w nasionach, zwlaszcza w nasionach mtodych (4 oraz 12 dni). W przypadku nasion
ze strakéw odpadajacych zebranych w 12 dniu po zakwitnigciu, poziom, transkryptu nie
ulega zmianie w stosunku do nasion strgkéw rozwijajacych si¢ w sposob prawidtowy,
natomiast w 18 dniu jego poziom w nasionach ze strgkow odpadajacych jest juz
zdecydowanie niski. W przypadku $cian strgkéw ekspresja utrzymuje si¢ na stabilnym
poziomie. Okotek drugi charakteryzuje si¢ podobng dynamikg ekspresji co okotek pierwszy,
natomiast w przypadku okotka trzeciego ogodlny poziom ekspresji jest juz wyraznie

zanizony, co sugeruje spadek aktywnosci transkrypcyjnej w badanych tkankach.

Nieobecnos¢ transkryptow L1-miR169 w prawidlowo rozwijajacych si¢ tkankach
moze sugerowaé jego istotng role w regulacji LI-NF-YAS5, ktory charakteryzuje sie¢
dynamiczng i zmienng ekspresja. Obserwacja ta znajduje swoje odzwiecidlenie w wyraznie
podwyzszonym poziomie tego miRNA przy jednoczesnym spadku poziomu jego genu

docelowego w stragkach ulegajacych odcinaniu.

3.6.4. Analiza ekspresji wybranych par miRNA -gen docelowy w odpowiedzi na stres
suszy krotkotrwalej

Podczas eksperymentu straki oraz nasiona do analiz zostaty zebrane 19 dnia trwania
stresu suszy (krotkotrwatej), w momencie w ktorym wzgledna wilgotnos¢ gleby wynosita
11,4 - 11,5%. Warto$¢ ta zostata wyznaczona w oparciu o metod¢ opisang w rozdziale 2.1.2.
Prog wzglednej wilgotnosci gleby konieczny dla uzyskania okreslonych efektow
fizjologicznych zwigzanych z niedoborem wody u tubinu z6éltego zostat doktadniej opisany

w rozdziatach 3.7.1. — 3.7.4. Pomimo jednego terminu siewu, rosliny rozwijaly si¢ w ré6znym
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tempie i w zwiazku z tym podczas zbioru zebrano straki w czterech pierwszych stadiach
rozwojowych (z o$miu ustalonych w pordwnaniu z analizami rozwoju podczas upraw
polowych, rozdziat 2.1.3.), tylko z pierwszego okdtka kwiatostanu. Analizy wykonano dla
nastepujacych  par miRNA-gen  docelowy: LI-miR380/miR396 i LIGRF9,
LI-miR329/miR160 i LIARF17, LI-miR169 i LINF-YAS5 oraz czterech genow bedacych
homologami genow opisywanych w literaturze, jako powigzanych ze stresem suszy
i mogacych by¢ swoistymi wskaznikami suszy w réoznych gatunkach ro$lin, a mianowicie
HEX3 (ang., Hexose Carrier 3), PYL10 (ang., Abscissic acid receptor PYL10), PROT1
I PROT2 (ang., Proline Transporter 1/2).

Sposréd tych czterech gendw, trzy z nich, HEX3, PROT1, PROTZ2Z stanowia
transblonowe transportery cukréw prostych (glukozy) oraz aminokwaséw (proliny). Funkcja
tych transporterow jest powigzana ze stresem suszy i zwigkszonego zasolenia, a ich
ekspresja w Arabidopsis jest podwyzszona w wyzej wymienionych warunkach stresowych
(Taylor 1996; Delrot i in., 2000). Natomiast PYL10 stanowi receptor kwasu abscysynowgo,
hormonu, ktory jest zwigzany ze stresem suszy i wysokiego zasolenia (Verma i in., 2019).
Wyniki analiz przedstawiono na wykresach 15 — 19, gdzie: $ciany stragkow z roslin
kontrolnych (ciemnozielony), nasiona z roslin kontronych (jasnozielony), $ciany strgkow
z ro$lin poddanych suszy (pomaranczowy). Nasiona z roslin poddanych suszy

(Jjasnopomaranczowy). Stadia rozwojowe zostaly podane na poczatku nazw probek (od S1
do S4).
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a) LI-miR380/miR396 i jego gen docelowy LIGRF9
L1-miR380

2]

RELATYWNY POZIOM EKSPRESII
) w

S1 susza S
S3 susza S
S4 susza S
S1 susza N
S2 susza N
S3 susza N
S4 susza N

S1 kontrola S l
S2 susza S

o =
S2 kontrola S -
H
L]
1
H
H
L]

S3 kontrola S
S1 kontrola N
S2 kontrola N
S3 kontrola N
S4 kontrola N

S4 kontrola S

LIGRF9

i
&
-

w

=

:

A

2

73|

2205

S I

82

21,5 I I I

L I

! :

<

305 i

ﬁO--ﬁlﬁ Bl
wn wvn wn wn 'z z zZz Zz wnn wnn wn wvn 'z z ‘z z
&= 8 s 8 e e o808 & &8 8 & o 9@&® 0
S © © @ ® © ©® © @4 @ @ @ H §H §H N
2 8 B B &5 B2 A B =2 =2 =2 2 =2 =2 = =
= E i I E B B E - a2 o B BB B
g & & & ¢ ¢ ¢ ¢ = «o on <
% 2 &2 =2 2 2 2 2 w o owun o wun w7z @ 9 3
T > - T
7 7 B 7 N S 7 B S

Wykres 15. Ekspresja LI-miR380/miR396 oraz jego genu docelowego, LIGRF9 w eksperymencie
krétkotrwatej suszy. S1-S4 — stadia rozwojowe, kontrola — roéliny kontrolne, susza — rosliny poddane stresowi
suszy, S — $ciany stragkow, N — nasiona.

Akumulacja LI-miR380/miR396 w nasionach utrzymuje si¢ na stalym, relatywnie
niskimi poziomie zaro6wno w nasionach zebranych z roslin poddanych suszy, jak i1 roslin
kontrolnych. W przypadku s$cian strgkow obserwowano wyrazna tendencje wzrostowsa
zarbwno W owocniach roslin kontrolnych jak i poddanych suszy, ze szczytem ekspresji
w stadium S4, przy czym warto§¢ w tym punkcie roslin stresowanych jest dwukrotnie

wyzsza niz korespondujacy poziom w roslinach kontrolych.
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Odwrotng tendencje zanotowano w przypadku ekspresji LIGRF9. W $cianach
stragkow poziom byt relatywnie niski i spadal wraz rozwojem w obu wariantach
doswiadczalnych. W nasionach wzorzec ekspresji byl dynamiczny z najwyzszym poziomem
ekspresji w stadium S4, zardowno w ro$linach poddanych stresowi suszy, jak i ro$linach
kontrolnych.

Wyniki ukazuja wyrazng zalezno$¢ regulacyjng LI-miR380/miR396 na ekspresj¢
genu LIGRF9 - wraz z jego wzrostem poziom genu docelowego spadat. Istotny jest rowniez
fakt, iz poziom ekspresji LI-miR380/miR396 w $cianach strgkéw oraz poziom LIGRF9 byt
wyraznie podwyzszony w stadium S4 w roslinach poddanych stresowi suszy, w poréwnaniu

do roslin kontrolnych.

b) LI-miR329/miR160 i jego gen docelowy LIARF17

2 Y
LI-miR329

oy 12

& 1

1

=

= 0,8 I

=

@)

Nose

Q 1

. I

§O'4 I

I
= I
: : N B
0,2 |

< = =— == I = )

2 g
0 %) n 0 z z z z 2] N %) n z z z z
S S < = ] < < ] < ] ] 5] < I < <
i s © 5 B = & =B & 5 B > N NN N
=] = = = = = = = = =] = = = = = =
g =} = = £ 4= = 2 Z @ @ @ @ @ ] @
S S S ) e ) ) S = o ] =t — ol o) <
= o o 4 ~4 =4 < L n @« L2 v 7 0 n 1%
— o1 N <

4

=

w)

2135

7

o 3

53]

525

o

N

g 2 I

Ay

215 ] L

& I

E i 1 I I

E

<0,5

= -
0 =a

0 n 0 0 z z z iz n 0 %) 0 z z z z
= = o= i < < < < 8 8 3 S < < < <
S © © © B B © © @& @ @& & ¥ ¥ & N
= = =1 = ¢ ¢ ¢ ¢ 4 % 2 : 2 2 2 2
g & § § £ £ £ £ @& @& @& @& 7 7§ 7§ &
<] S 1) S 3 a = ,
%= =2 =2 =2 & £ &£ £ g 9 a & g @ g B
— ol o <

Wykres 16. Ekspresja LI-miR329/miR160 oraz jego genu docelowego, LIARF17 w eksperymencie
krotkotrwatej suszy. S1-S4 — stadia rozwojowe, kontrola — rosliny kontrolne, susza — ro$liny poddane stresowi
suszy, S — $ciany stragkow, N — nasiona.
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Akumulacja LI-miR329/miR160 wykazuje tendencj¢ wzrostowg w nasionach
podczas ich rozwoju, podczas gdy pozostaje na relatywnie niskim i staltym poziomie
w S$cianach strgkow. Pomiedzy ros§linami kontrolnymi oraz roslinami badanymi nie mozna

zaobserwowac istotnych réznic.

Poziom ekspresji genu LIARF17 w $cianach strgkdw utrzymuje si¢ zarowno
w probach z roslin poddanych stresowi suszy jak 1 prob kontrolnych na relatywnie statym
1 niskim poziomie. W przypadku nasion zaobserwowa¢ mozna tendencj¢ do wzrostu
poziomu ekspresji w stadiach 1-3, ze szczytem ekspresji w stadium S3, a nastepnie delikatny
jej spadek. W przypadku roslin poddawanych suszy najwyzszy poziom réwniez wystepuje

w S3, jest jednak niemal dwukrotnie wyzszy w stosunku do ro$lin kontrolnych.

Ze wzgledu na brak wyraznych tendencji oraz zalezno$ci pomigdzy obserwowanymi
poziomami ekspresji LI-miR329/miR160 oraz jego genu docelowego nie mozna wyciggnac

jednoznacznych wnioskow dotyczacych ich roli w regulacji odpowiedzi na stres u tubinu.
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c) LI-miR169 i jego gen docelowy LINF-YA5
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Wykres 17. Ekspresja LI-miR169 oraz jego genu docelowego, LINF-YA5 w eksperymencie krotkotrwalej
suszy. S1-S4 — stadia rozwojowe, kontrola — ro$liny kontrolne, susza — ro$liny poddane stresowi suszy, S —
$ciany strgkow, N — nasiona.

Ekspresja transkryptu LINF-YA5 wykazuje tendencj¢ spadkowg zarowno
w nasionach jak i strgkach wraz z ich rozwojem, przy czym w przypadku nasion ogdlny
poziom transkryptu jest dwukrotnie wyzszy. W przypadku nasion w stadium S4 z roslin
poddanych suszy ekspresja wyraznie jest podwyzszona W stosunku do innych wariantow
badawczych.

Otrzymane wyniki wskazujg na to, ze zwigkszenie akumulacji LI-miR169 moze
nastepowa¢ w miodych strgkach w odpowiedzi na stres suszy, natomiast zwickszenie
poziomu ekspresji jego genu docelowego nastepuje gldéwnie w nasionach na pdzniejszych
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etapach rozwoju. Wskazuje to na typowy przyklad interakcji polegajacej na hamujagcym

dziataniu miRNA na ekspresj¢ jego genu docelowego.

d) LIHEX3i LIPYL10
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Wykres 18. Ekspresja genow LIHEX3 i LIPYL10 w eksperymencie krotkotrwatej suszy. S1-S4 — stadia
rozwojowe, kontrola — rosliny kontrolne, susza — ro$liny poddane stresowi suszy, S — §ciany strakow, N —
nasiona.

Poziom akumulacji transkryptu genu LIHEX3 nie rozni si¢ istotnie pomiedzy
roslinami kontrolnymi i proba badawcza. W przypadku obu parametrow (rozwdj i susza)

zaobserwowac¢ mozna spadek poziomu ekspresji wraz z rozwojem stragkow.
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Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku analiz ekspresji genu LIPYL10, nie mozna
zaobserwowac¢ tutaj wyraznych réznic poziomie w ekspresji genu, pomigdzy materiatem

z ros$lin poddawanych stresowi suszy i roslin kontrolnych.

e) LIPROT1 i LIPROT2
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Wykres 19. Ekspresja genow LIPROTL i LIPROT2 w eksperymencie krotkotrwatej suszy. S1-S4 — stadia
rozwojowe, kontrola — ro$liny kontrolne, susza — rosliny poddane stresowi suszy, S — $ciany strgkow, N —
nasiona.

Ekspresja transkryptu LIPROT1 jest wyraznie, 6-krotnie wyzsza w nasionach niz
w $cianach strgkow, zarowno w roslinach kontrolnych jak i poddanych stresowi suszy.

Specyficznos$¢ tkankowa jest jednak niemal identyczna pomigdzy prébami pochodzacymi
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z roslin poddanych suszy jak i roslin kontrolnych, gdzie jedyny wyjatek od tej reguly moga

stanowi¢ Sciany strakow ze stadium S4 z roslin poddanych stresowi.

Poziom akumulacji transkryptu LIPROT2 podobnie jak w przypadku LIPROT1 zdaje
si¢ by¢ niezalezny od warunkéw w jakich wzrastaly ro$liny, jednakze tendencje
do akumulacji w obrgbie tkanek sg odwrdcone. Transkrypt ten jest akumulowany gtéwnie
w Scianach strgkow, podczas gdy jego obecno$¢ w nasionach jest niewielka, z delikatng

tendencja wzrostowa wraz z ich rozwojem.

3.6.5. Analiza ekspresji wybranych par miRNA -gen docelowy w odpowiedzi na stres
suszy dlugotrwalej

Podczas eksperymentu dlugotrwalej suszy, stragki oraz nasiona do analiz zostaty
zebrane 23 dnia od momentu jej wystapienia, gdzie wzgledna wilgotnos$¢ gleby wynosita
zaledwie 5,5%. Aby osiagna¢ nizszy poziom wilgotnosci gleby podczas kwitnienia
1 zawigzywania strgkéw, podlewania zaprzestano o 4 dni wcze$niej niz w przypadku

poprzedniego eksperymentu (zbior w 19 dniu).

Okres dlugoterminowej suszy spowodowal, ze do analiz zebrano jedynie stadia
pierwsze (S1) i drugie (S2). Analogicznie jak w eksperymencie krotkotrwalej suszy, analizie
zostaly poddane nastgpujace pary miRNA-gen docelowy: LI-miR380/miR396 i LIGRF9, LI-
miR329/miR160 i LIARF17, LI-miR169 i LINF-YAS5 oraz transkrypty genow LIHEXS,
LIPYL10, LIPROT1 i LIPROT2. Podobnie jak w przypadku poprzedniech analiz rosliny
oznaczono odpowiednio: S - $ciany stragkow (kolor ciemnozielony w przypadku roslin
kontrolnych, kolor pomaranczowy w przypadku roslin poddanych suszy), N —nasiona (kolor
jasnozielony w przypadku roslin kontrolnych, kolor jasnopomaranczowy w przypadku roslin

poddanych suszy). Rosliny poddane stresowi suszy w stadium S2 opisane sg jako ,,S”.
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a) LI-miR380/miR396 i jego gen docelowy LIGRF9
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Wykres 20. Ekspresja LI-miR380/miR396 oraz jego genu docelowego, LIGRF9 w eksperymencie
dlugotrwatej suszy. S1-S4 — stadia rozwojowe, kontrola — rosliny kontrolne, susza — rosliny poddane stresowi
suszy, S — $ciany stragkow, N — nasiona.

Poziom akumulacji LI-miR380/miR396 w nasionach utrzymywat si¢ na statym,
relatywnie niskim poziomie zaréwno w roslinach poddanych stresowi dtugotrwatej suszy,
jak i roslinach kontrolnych. Ilos¢ miRNA w $cianach strakow jest jednak jest kilkukrotnie
wyzsza w suszy na wczesnych stadiach rozwojowych (S1 1 S) w stosunku do ro$lin
kontrolnych.

Poziom ekspresji genu LIGRF9 w $cianach strgkow jest znaczaco nizszy w roslinach
poddanych stresowi suszy w stosunku do roslin kontrolnych, natomiast w przypadku nasion
w roslinach poddanych suszy mozna zaobserwowa¢ wyrazny wzrost poziomu transkryptu

w stadium S2.

Podobnie jak w przypadku wcze$niejszych analiz, zaobserwowa¢ mozna bylo
wyrazng zalezno$¢ regulacyjng LI-miR380/miR396 na ekspresje genu LIGRF9 oraz
specyficznos¢ tkankowa ich ekspresji. Dhugotrwala susza wpltywa jednak jedynie
na zwickszenie ekspresji LIGRF9 w nasionach roslin poddanych suszy w stadium
S2 w poréwnaniu z nasionami z ros$lin kontrolnych, oraz na spadek ekspresji miRNA

w $cianach strgkow w roslinach poddanych stresowi.
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b) LI-miR329/miR160 i jego gen docelowy LIARF17
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Wykres 21. Ekspresja LI-miR329/miR160 oraz jego genu docelowego, LIARF17 w eksperymencie
dhugotrwatej suszy. S1-S4 — stadia rozwojowe, kontrola — rosliny kontrolne, susza — rosliny poddane stresowi
suszy, S — $ciany strakow, N — nasiona.

Poziom akumulacji LI-miR329/miR160 w nasionach pobranych z roslin kontrolnych
utrzymuje si¢ na relatywnie podobnym poziomie wzrastajac dopiero w S3 i ponownie
zmniejszajac si¢ w S4. W przypadku $cian strakow zaobserwowac¢ mozna rowniez stabilny
ale nizszy poziom ekspresji, z zachowaniem podobnej tendencji. Rdéznica pomig¢dzy
ros$linami kontrolnymi i poddanych stresowi suszy lezy natomiast w ogdlnym poziomie
transkryptu, ktory w przypadku stresu suszy jest niemal 2-krotnie wyzszy w kazdym
Z porOwnan.

Ekspresja genu LIARF17 w $cianach strakow pozostaje na niskim, stalym poziomie
w obu wariantach badawczych, niezaleznie od stadium wzrostu. W przypadku nasion,
mozna zaobserwowac nieznaczne podwyzszenie ekspresji w stadium S1 w przypadku suszy
oraz gwaltowny spadek w stadium S2, co odrdéznia te warianty od roslin kontrolnych,
w ktorych poziom ekspresji w nasionach utrzymuje si¢ na relatywnie stabilnym poziomie.

Z powyzszych obserwacji mozna wnioskowaé, ze dilugotrwata susza,
w przeciwienstwie do suszy krotkotrwatej, stanowita odpowiedni bodziec do zmiany

wzorcow ekspresji zarowno LI-miR329/miR160 jak i jego genu docelowego.
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c) LI-miR169 i jego gen docelowy LINF-YA5
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Wykres 22. Ekspresja miR169 oraz jego genu docelowego, LINF-YA5 w eksperymencie dtugotrwatej suszy.
S1-S4 — stadia rozwojowe, kontrola — ro$liny kontrolne, susza — rosliny poddane stresowi suszy, S — $ciany

stragkow, N — nasiona.

Poziom akumulacji LI-miR 169 jest wyraznie podwyzszony zarowno w nasionach jak
i $cianach stragkdw podczas stresu suszy w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.

W przypadku ro$lin poddanych suszy ekspresja genu LINF-YAS jest wyraznie
podwyzszona zar6wno w nasionach, jak i §cianach strakow. W przypadku roslin kontrolnych
og6lny poziom ekspresji tego transkryptu jest znikomy.

Tendencje te mogg $wiadczy¢ o istotnym wptywie modulacji ekspresji zarowno

LI-miR169 jak i jego genu docelowego jako reakcji na stres suszy u tubinu zottego.

d) LIHEX3i LIPYL10
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Wykres 23. Ekspresja genow LIHEX3 i LIPYL10 w eksperymencie dlugotrwatej suszy. S1-S4 — stadia
rozwojowe, kontrola — rosliny kontrolne, susza — ro$liny poddane stresowi suszy, S — $ciany strakow, N —

nasiona.
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Poziom ekspresji genu LIHEX3 w roslinach poddanych suszy jest wyraznie obnizony
w stosunku do roslin kontrolnych, szczegolnie w przypadku nasion. Obserwowano tendencje
spadkowa w obu analizowanych wariantach wraz rozwojem.

Poziom transkryptu LIPYL10 jest podwyzszony w ro$linach poddanych stresowi
suszy w stosunku do ro$lin kontrolnych zaréwno w $cianach strgkow jak i nasionach
w stadiach S1 1 S2. W przypadku $cian strgkéw poziom ten pozostaje duzo wyzszy nawet
w stosunku do pozniejszych okresoOw rozwojowych w roslinach kontrolnych.

W poréwnaniu z cksperymentem suszy krotkotrwalej, obserwowane tendencje
sa duzo wyrazniejsze, co moze §wiadczy¢ o tym iz jedynie odpowiednio duze nat¢zenie

czynnika stresowego moze wptywac na zmiany w ekspresji powyzszych genow.
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Wykres 24. Ekspresja genéw LIPROT1 i LIPROT2 w eksperymencie dlugotrwatej suszy. S1-S4 — stadia
rozwojowe, kontrola — rosliny kontrolne, susza — ro$liny poddane stresowi suszy, S — §ciany strakow, N —
nasiona.

W przypadku roslin kontrolnych poziom transkryptu LIPROT1 w nasionach jest
3-krotnie wyzszy W stosunku do $cian strgkow i tendencja ta jest zachowana réwniez
w przypadku ros$lin poddanych stresowi suszy, jednak z mniejszym natezeniem (réznica

2-krotna).

Ekspresja LIPROT2 w nasionach w obu wariantach do§wiadczalnych jest duzo nizsza
niz w przypadku $cian strgkow, zaobserwowa¢ mozna réwniez tendencje spadkowa

w poziomie transkryptu w §cianach strakéw roslin kontrolnych wraz z wiekiem.
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Oprocz specyficznosci tkankowej nie mozna zaobserwowaé wyraznych tendencji

w ekspresji badanego genu w odpowiedzi na stres suszy.

3.6.6. Analiza ekspresji wybranych par miRNA- gen docelowy po egzogennej
aplikacji fitohormonow

Fitohormony wptywaja na rozwoj roslin poprzez regulacj¢ i modulowanie szeregu
procesow fizjologicznych i morfologicznych. Dane literaturowe dotyczace innych gatunkow
ros$lin, wskazuja, iz wiele moduléw miRNA- gen docelowych jest §cisle powiazana
z homeostazg hormonalng (Ulmasov i in., 1997; Zhao i in., 2017; Salopek-Sondi i in., 2013),
co stanowi solidng podstawg¢ do zalozenia, iz podobne interakcje wystepuja u tubinu zottego.
W zwigzku z powyzszym postanowiono zweryfikowaé, czy zmiany poziomu wybranych
fitohormonow aplikowanych egzogennie moga wplyna¢ na zmiany poziomu ekspresji
miRNA 1 ich gendéw docelowych.

Ze wzgledu na trudno$ci w otrzymaniu wystarczajacej ilosci jednorodnego materiatu
(pod wzgledem fazy rozwojowej) ze strakow oraz ich morfologie¢ (pokrycie wloskami, ktore
moglyby istotnie utrudnia¢ wnikanie hormonu) postanowiono jako materiat do badan
wykorzysta¢ liScie z roslin poddawanych opryskom SA, IAA, JaMe, ABA GA3 oraz PCIB
(inhibitor dziatania IAA) oraz roslin kontrolnych. Badanie zostato przeprowadzone zgodnie
z jego szczegotowym opisem znajdujacym si¢ w rozdziale 2.1.3. Zaleznosci przedstawiono
na wykesach 25-29, gdzie odpowiednimi kolorami oznaczono aplikowane zwigzki: woda
(kontrola, kolor ciemnoniebieski), SA (kolor niebieski), IAA (kolor ciemnozielony), JA-Me
(kolor zielony), ABA (kolor pomaranczowy), GA3 (kolor czerwony), PCIB (kolor szary)
oraz czas ktéry uptynal od podania danego zwigzku (jedna, dwie, cztery oraz sze$¢ godzin)

oraz natychmiast po oprysku (Oh) w przypadku zastosowania wody.
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a) LI-miR380/miR396 i jego gen docelowy LIGRF9
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Wykres 25. Ekspresja LI-miR380/miR396 oraz jego genu docelowego, LIGRF9 po egzogennym podaniu
fitohormonéw. H,O — ciemnoniebieski, SA — niebieski, IAA — ciemnozielony, JaMe — zielony, ABA —
pomaranczowy, GA3 — czerwony, PCIB — szary), Oh, 1h, 2h, 4h, 6h — czas od aplikacji zwigzku.

Podwyzszony poziom ekspresji

LI-miR380/miR396 mozna zaobserwowac

po traktowaniu roslin roztworem PCIB, zwlaszca po uplywie dwoch godzin oraz

traktowaniu ABA po dwoéch i szeSciu godzinach. W pozostatych przypadkach proby nie

odbiegaja w znaczgacy sposob od kontroli.

Ekspresja transkryptu LIGRF9 nie wykazuje istotnych réznic zarowno w zadnym

z traktowan jaki w roslinach kontrolnych. Wynika to z duzych btedow jakimi obarczone

sg wyniki.
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b) LI-miR276/miR167 i jego gen docelowy LIARF6

L1-miR276 LIARF6
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Wykres 26. Ekspresja LI-miR276/miR167 oraz jego genu docelowego, LIARF6 po egzogennym podaniu
fitohormonéw. H,O — ciemnoniebieski, SA — niebieski, IAA — ciemnozielony, JaMe — zielony, ABA —
pomaranczowy, GA3 — czerwony, PCIB — szary), Oh, 1h, 2h, 4h, 6h — czas od aplikacji zwigzku.

Ogolny, podwyzszony poziom akumulacji LI-miR276/miR167 mozna
zaobserwowaé¢ W odpowiedzi na PCIB oraz GA. W pozostatych przypadkach poziom
badanego miRNA byt na nizszy za wyjatkiem pojedynczych przypadkow godzinowych.

Poziom ekspresji LIARF6 zdaje sie by¢ podwyzszony w okresie drugiej godziny
po traktowaniu ABA oraz jednej godziny po traktowaniu JA-Me. Poziom ten ulega nastepnie
unormowaniu do wartosci porownywalnych z kontrola. Nie zaobserwowano znaczacych

zmian ekspresji w przypadku pozostatych traktowan.
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c) LI-miR329/miR160 i jego gen docelowy LIARF17

L1-miR329 LIARF17
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Wykres 27. Ekspresja LI-miR329/miR160 oraz jego genu docelowego, LIARF17 po egzogennym podaniu
fitohormonéw. H,O — ciemnoniebieski, SA — niebieski, IAA — ciemnozielony, JaMe — zielony, ABA —
pomaranczowy, GA3 — czerwony, PCIB — szary), Oh, 1h, 2h, 4h, 6h — czas od aplikacji zwigzku.

Generalnie, za wyjatkiem IAA wszystkie podawane fitohormony podnosity poziom
akumulacji LI-miR329/mir160. W przypadku PCIB, ilos¢ miRNA jest zdecydowanie
wyzsza niz w przypadku hormonoéw oraz traktowania kontrolnego.

Poziom ekspresji LIARF17 jest znaczaco nizszy w stosunku do kontroli
W przypadku wszystkich hormonow. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzic,
ze fitohormony promujg dziatanie modutu LI-miR329/miR160-ARF17 powodujgc wzrost

poziomu miRNA przy jednoczesnym obnizeniu poziomu jego genu docelowego.
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d) LI-miR169 oraz jego gen docelowy LINF-YA5
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WyKkres 28. Ekspresja miR169 oraz jego genu docelowego, LINF-YA5 po egzogennym podaniu fitohormonow.
H>0 — ciemnoniebieski, SA — niebieski, IAA — ciemnozielony, JaMe — zielony, ABA —pomaraficzowy, GA3 —
czerwony, PCIB — szary), Oh, 1h, 2h, 4h, 6h — czas od aplikacji zwigzku.

Nie mozna zaobserwowac istotnych zmian ekspresji LI-miR169 dla ktoéregokolwiek

z traktowan, natomiast w przypadku transkryptu LINF-YAS5 poziom jego ekspresji ulega

znacznemu podwyzszeniu sze$¢ godzin po traktowaniu GA3, oraz dwie i sze$¢ godzin

po traktowaniu ABA. W pozostatych przypadkach poziom ekspresji nie odbiega w sposob

znaczacy od kontroli.
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e) LI-miR446/miR159 i jego gen docelowy LIGAMYB
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Wykres 29. Ekspresja LI-miR446/miR159 oraz jego genu docelowego, LIGAMYB po egzogennym podaniu
fitohormonéw. HoO — ciemnoniebieski, SA — niebieski, IAA — ciemnozielony, JaMe — zielony, ABA —
pomaranczowy, GA3 — czerwony, PCIB — szary), Oh, 1h, 2h, 4h, 6h — czas od aplikacji zwigzku.

Poziom akumulacji LI-miR446/miR159 jest obnizony w traktowaniu ro$lin

roztworem SA i IAA w stosunku do ro$lin kontrolnych.W przypadku pozostatych zwigzkow

wzorzec akumulacji miRNA nie r6zni si¢ zasadniczo od ro$lin kontrolnych.

Niestety, ze wzgledu na wysoki wspotczynnik odchylenia standardowego nie mozna

zaobserwowa¢ zadnych roznic w ekspresji genu LIGAMYB pomiedzy poszczegdlnymi

traktowaniami.
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3.7. Analiza nasycenia gleby wodg

Badanie tempa ubytku wody z gleby oraz kondycji roslin rosnacych w wysychajacej
oraz suchej glebie byty konieczne do ustalenia warunkow niezbednych dla wygenerowania
kontrolowanego i powtarzalnego $rodowiska doswiadczalnego dla *tubinu zoéttego.
Szczegbdly przeprowadzenia wszystkich eksperymentow zwigzanych z tolerancja ro$lin
na stres suszy oraz jej] wplywu na rozwoj strgkow zostaly dokltadniej omowione
w rozdziale Materialy 1 metody (rozdzial 2.1.2. oraz 2.8. 1 2.8.1.). Analizy te poprzedzaty
oraz byly prowadzone rownolegle z eksperymentami wptywu krotkotrwatej oraz
dhugotrwatej suszy (rozdziaty 3.6.4., 3.6.5.) w celu potwierdzenia, iz ro$liny tubniu zéitego

znajdowaly si¢ w stanie adekwatnego stresu suszy.

Rosliny badane charakteryzowaly si¢ wyraznymi cechami fizjologicznymi
charakterystycznymi dla odmiennych warunkéw. Byly one duzo nizsze od roslin
kontrolnych, czgsto zakwitaly szybciej lecz produkowaly ograniczonag liczbe kwiatow
1 strgkow, oraz cechowaty si¢ szybszym wigdnigciem i usychaniem lisci w dolnych pigtrach

rosliny. Cechy te ilustrujg ryciny 25 i 26.

Rycina 25. Poréwnanie pokroju ro$lin kontrolnych (lewa strona) oraz roslin poddanych stresowi suszy
(prawa strona).
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Rycina 26. Poréwnanie pokroju ro$lin kontrolnych (lewa strona) oraz ro$lin poddanych stresowi suszy
(prawa strona).

3.7.1. Pomiary wilgotnoSci gleby

Poczatkowe pomiary wilgotnosci gleby zostaty wykonane dla podtoza pobranego
wprost z workéw, w celu okreslenia jego poczatkowego poziomu nawodnienia oraz tempa

utraty wody. Badanie przeprowadzone zostato w 200 ml szklanych zlewkach. Wykorzystano
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dwa tryby pomiarowe urzadzenia SM150 soil Moisture sensor, zaktadajace dwa odrebne
typy gleby — gleb¢ bogata w substancje organiczne (tryb organic), oraz gleb¢ uboga w ww.

zwigzki (tryb mineral).

Wzgledna wilgotnosc gleby
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Wykres 30. Pomiar wilgotnosci gleby. Wytyczone linie trendu pozwalaja na estymacje $redniego tempa utraty
wody.

Wyniki tego badania wskazuja, ze podtoze w workach jest stosunkowo suche
(wzgledna zawartos¢ wody na poziomie ok 11%) 1 teoretycznie ulegatoby catkowitemu
wyschnieciu po uplywie okoto o§miu dni. Wyniki te nie byly jednak odzwierciedleniem
tego, jak gleba zachowywataby si¢ w doniczkach, charakteryzujacych si¢ wigksza objgtoscia
oraz wysokoscig. W tym celu przeprowadzono kolejne doswiadczenie, ktorego celem byto
ustalenie tempa wysychania w petni podlanych (poziom wzglednej wilgotnosci wynoszacy
okoto 35-36%) bez obecnosci roslin. Pozwolito to na ustalenie, w jakim tempie gleba traci
wilgotnos¢ w wyniku parowania, oraz umozliwito okreslenie tempa poboru wody przez

rosliny w kolejnych do§wiadczeniach.
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Wzgledna wilgotnos$¢ gleby w doniczkach
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Wykres 31. Tempo wysychania podtoza w doniczkach, tryb pomiaru ,,organic” oraz ,,mineral”. Wytyczone
linie trendu pozwalaja na estymacj¢ $redniego tempa wysychania.

Uzyskane dane pokazaty nie tylko bardziej liniowy charakter pomiarow w trybie
»organic”, lecz réwniez wigksza powtarzalno$¢ wynikéw, a co za tym idzie mniejsze
warto$ci odchylen standardowych w uzyskanych pomiarach. Ponadto, jako maksimum
poziomu wzglednej wilgotnosci gleby przyjeto wartos¢ w granicach 35-36%, zas tempo
utraty wody poprzez parowanie wynosito 1% dziennie. Ostatnim testem przeprowadzonym
przed przystapieniem do wilasciwych badan bylo okreslenie, w jakim tempie ros$liny
pobieraja wode z gleby, oraz po jakim czasie efekty suszy stang si¢ obserwowalne jako

zmiany fizjologiczne w obrebie pokroju 1 kondycji roslin.
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Wzgledna wilgotnosc¢ gleby w docznikach z roslinami
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Wykres 32. Tempo utraty wody doniczek z roslinami, tryb pomiaru ,,organic” oraz ,mineral”.

Poczynione obserwacje wskazaly, ze podtoze z ro§linami wysycha (traci wode)
szybciej niz podtoze bez roslin (1,2%/dzien vs 1%/dzien). Objawy suszy u ro$lin mozna
zaobserwowaé juz w okolicach <10% poziomu wilgotnosci gleby, czyli po okolo

15-16 dniach bez podlewania.

3.7.2. Pomiary wilgotnosci gleby podczas eksperymentu krotkotrwalej suszy

Pomiary wilgotnosci gleby wykonywane byly codziennie z wyjatkiem 10, 20 1 21
dnia trwania eksperymentu. Brak pomiaru w dniu 10 spowodowany byl przyczynami
losowymi, natomiast pomiary po dwudniowej przerwie miaty charakter inspekcyjny, gdyz
mialy one miejsce po zbiorze materiatu roslinnego. Zbidr materiatu do analiz RT-qPCR i
UHPLC-MS/MS mial miejsce 19 dnia trwania eksperymentu, gdy warto§¢ wzglednej
wilgotnosci gleby w doniczkach z ro§linami badanymi wynidst okoto 11%. Siedemnastego

oraz 19 dnia zebrane zostaly rowniez liScie w celu oznaczenia wartosci RWC (ang. Relative

Water Content).
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Wilgotnoéé gleby podczas krotkotrwalej suszy
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Wykres 33. Wykres ilustrujagcy zmiany wzglednej wilgotnosci gleby w roslinach badanych oraz kontrolnych
podczas eksperymentu krotkotrwalej suszy.
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3.7.3. Pomiary wilgotnosci gleby podczas eksperymentu dlugotrwalej suszy

Ze wzglgdu na znajomo$¢ dynamiki wysychania gleby w warunkach
doswiadczalnych, zdobyta w poprzednich do$wiadczeniach, pomiary w tym badaniu
wykonywane byly co 3-4 dni. Rosliny zebrane zostaly 23 dnia trwania eksperymentu, gdy
srednia warto$¢ wzglednej wilgotnosci gleby wynosita okoto 5,5%. Po zebraniu materiatu
pozostale rosliny poddawane stresowi suszy zostaty podlane w celu sprawdzenia, czy begda
w stanie zregenerowac si¢ po stresie abiotycznym o tak duzym nasileniu. Niestety, niemal

wszystkie rosliny nie byly w stanie zregenerowac si¢ pomimo dostarczenia wody.
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Wilgotnos¢ gleby podczas dlugotrwalej suszy
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Wykres 34. Wykres ilustrujacy zmiany wzglednej wilgotno$ci gleby w doniczkach z ro§linami kontrolnymi
oraz roslinami poddawanymi stresowi dtugotrwatej suszy.

3.7.4. Pomiary wzglednego poziomu wody w lisciach

Pomiary wzglednego poziomu wody w liSciach (RWC) zostaty wykonane w celu
zbadania korelacji miedzy iloscig wody w glebie a faktycznym fizjologicznym stanem
roslin. Z kazdej rosliny wybierano piaty oraz 6smy li$¢ i1 przeprowadzano pomiary zgodnie
z opisem zawartym w rozdziale Materialy 1 metody (rozdziat 2.8.1.). W eksperymencie
kontrolnym liscie zostaly poddawane ocenie w dniu rozpoczecia suszy oraz po uptywie
8, 15 oraz 23 dni. Liscie oznaczone jako ,,mlode” oznaczajg 8 11$¢ pojawiajacy si¢ na roslinie,
liscie te zostaly zbadane ze wzgledu na ogdlnie pogarszajaca si¢ kondycje starszych lisci

wraz z naturalnym wzrostem i rozwojem tubinu zéttego. Test ten pozwolil zaobserwowac,
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iz starsze liscie (5 1i$¢ na roslinie) zaczynaja wykazywac objawy usychania 15 dnia trwania
suszy, natomiast liScie mtodsze utrzymuja turgor znacznie dluzej, zaczynajac wykazywac
objawy usychania dopiero 23 dnia.

W przypadku krotkotrwatej suszy wykonano dwa zbiory lisci w celu oznaczenia
warto$ci RWC: pierwszy zbidr miat miejsce 17 dnia trwania eksperymentu i obejmowat
jedynie 5 li§¢, drugi zbidr miat miejsce 19 dnia trwania suszy i obejmowat zarowno 5 jak
1 8 li§¢ pojawiajacy si¢ na roslinie. Wyniki tych analiz ilustruje wykres 35.
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Wykres 35. Wartosci RWC lisci pochodzacych z roslin kontrolnych (kolor zielony) oraz ro$lin poddanych
stresowi suszy (kolor pomaranczowy). Dzien zbioru (17d i 19d) oraz rodzaj zebranch lisci (liscie 5 oraz liscie
8).

Przy zbiorze piatych lisSci z roslin w 17 dniu suszy roznice sa praktycznie
niewidoczne i wynosza 2,18%, mniej iz odchylenie standardowe. Sytuacja wyglada

podobnie przy kolejnym zbiorze gdzie réznica wynosi 3,57% (dzien 19).

Stan liSci ulega widocznej zmianie przy pordéwnaniu miodszych lisci (8 1i$¢)
z obu prob w drugim zbiorze (19 dzien). Réznice wynoszg wowczas ponad 23% i sg dane

istotne ze statystycznego punktu widzenia.

Podczas eksperymentu dtugotrwatej suszy liscie do badania parametru RWC zostaly
pobrane tylko raz, w dniu zbioru ogdtu materiatu roslinnego, czyli 23 dnia trwania suszy.
Do pomiaréw wybrano jedynie mtodsze liscie (li§¢ numer 8) z 10 roslin kontrolnych oraz 10

roslin stresowanych. Wartos¢ RWC dla roslin kontrolnych wyniosta 88,11 + 2,68%,
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natomiast dla roslin poddanych suszy 59,08 + 12,25%. Roznica w wartosci RWC wynosita

ponad 29%, o niemal 6% wigcej niz w przypadku zbiorow w suszy krotkotrwate;j.

3.8. Analizy ilosci wybranych fitohormonéw w nasionach i $cianach strakow tubinu
70ltego

Odpowiednia homeostaza fitohormonow jest istotna zwtaszcza dla rozwoju nasion
oraz strakow, a ich poziom wptywa rowniez na akumulacj¢ miRNA i poziom ekspresji ich
genow docelowych. Aby sprawdzi¢ obecnos¢ i poziom tych interakcji u tubinu zéltego,
analizy poziomu endogennych fitohormondéw zostalty wykonane na tkankach, ktore zostaty
wykorzystane rowniez w poprzednich badaniach, tzn. w rozwoju nasion oraz strakéw,
rozwoju nasion i strgkach na poszczeg6lnych pietrach kwiatostanu, oraz podczas rozwoju

ros$lin w warunkach stresu suszy.

Sposrod wszystkich 17 wykonanych analiz fitohormonéw (Tabela 3 z rozdziatu
2.7.1.) po przejéciu wstgpnego filtrowania majacego na celu odrzucenie wynikow, w ktorych
jakos$¢ zebranych odczytéw pozostawiata watpliwosci co do efektywnosci procesu izolacji,
wytypowanych zostato 6 hormondéw. Wybranymi hormonami, ktorych ilo§¢ w odczytach
sugerowala poprawny przebieg procesu izolacji byty IAA, ABA, JA, SA, GAl oraz GA3.
W przypadku pozostatych standardow, zwlaszcza aminokwasowych pochodnych kwasu
indolilo-3-octowego takich jak IAA-Ala lub 1AA-Leu zastosowana metoda izolacji
na kolumienkach typu SPE okazala si¢ nieskuteczna. Nastepstwem tego, wyniki byly
niejednoznaczne, obarczone zbyt duzymi btedami, lub tez stezenia danych fitohormonow
byly skrajnie mate, co nie pozwalalo na wyciagnigcie rzetelnych wnioskow.

Wstepne dane dane zostaly opracowane zgodnie z informacjami zawartymi
w rozdziale Materiaty i metody (rozdziat 2.7.3.). Pierwotnie otrzymane wykresy zawierajgce
pelng informacj¢ o statystycznej istotnosci uzyskanej za pomocg testu Tukeya, ze wzgledu
na swoja znaczng objetosé (facznie 24 wykresy) , sze$¢ z nich - dla fitohormonow w rozwoju
stragkow - znajduje si¢ w suplemencie (suplement 3, rycina sl) zostaly jednak wtérnie
przeskalowane do warto$ci w przedziale 0-100 i zaprezentowane w formie map goraca (ang.
heatmap) dla kazdego z eksperymentow w celu bardziej przejrzystej wizualnej interpretacji

wynikow.
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3.8.1 Fitohormony w rozwoju strakow

Analizy poziomu fitohormondéw w rozwijajacych sie¢ strakach zostaly wykonane
na probach pochodzacych z upraw polowych z 2020 rokuNiestety, w przypadku
najmlodszych nasion, jak réwniez nasion i1 owocni pochodzacych ze stragkow
nieodpadajacych, ilo$¢ tkanki jaka pozostata z catego zbioru okazala si¢ niewystarczajaca

do przeprowadzenia niniejszej analizy. Pozostate wyniki przedstawia wykres 36.
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Wykres 36. Heatmapa poziomu fitohormondw zawartych w przeliczeniu na 1g tkanki z okreslonych stadiow
rozwojowych (s1-s8) i tkanek (nasiona, $ciany strgkow oraz cale strgki — odpadajace oraz nieodpadajgce)
w obrebie rozwoju strgkow. Wartos$ci przeskalowane dla nastepujacych zakresow: ABA: 100-1200ng/g, I1AA:
20-160ng/g, SA: 50-350ng/g, JA: 0-1750 ng/g, GA1: 0-6000ng/g, GA3: 0-1800ng/g.

Poziom kwasu abscysynowego w $cianach strgkow spada wraz z ich rozwojem,
w przeciwienstwie do nasion, gdzie akumulacja ABA jest zauwazalna dopiero w koncowych
stadiach wzrostu. Strgki odpadajace cechujg si¢ abnormalnie wysokim poziomem ABA

w stosunku do ich morfologicznych odpowiednikow - stadiow rozwojowych s1-s2. Warte
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podkreslenia jest to, ze wysoki poziom ABA wynika réwniez z jego obecnosci

w odpadajacych nasionach.

Poziom akumulacji auksyny jest podwyzszony w nasionach w srodkowych etapach
wzrostu (szczegdlnie s3-S6), oraz wyraznie podwyzszony w strgkach nieodpadajgcych.
Nizszy poziom IAA w tkankach podlegajacych odcinaniu (zaréwno nasionach jak i §cianach
strgkdéw) moze stanowi¢ wazny indykator zahamowania procesow wzrostowych, biorgc pod

uwage 0goIng rolg auksyny.

Poziom kwasu salicylowego jest istotnie wyzszy w $cianach mtodych strgkow,
W podzniejszych etapach rozwoju spada i zréwnuje si¢ z relatywnie stalym poziomem
SA obserwowanym w nasionach. W przypadku strgkow odpadajacych poziom SA jest
wyraznie nizszy w stosunku do prawidtowo rozwijajacych si¢ tkanek.

Kwas jasmonowy jest praktycznie nieobecny w nasionach, za§ w przypadku $cian
strakow jego poziom spada do$¢ gwaltownie wraz z rozwojem tych tkanek. Poziom
JA w $cianach mlodych stragkoéw i $cianach stragkéw nieodpadajacych jest podobny, podczas
gdy w $cianach strakéw odpadajacych jego poziom jest znikomy.

Giberelina GAL jest obecna niemal wytacznie w nasionach, na wszystkich etapach
rozwoju, wliczajac w to nasiona ze strgkow odpadajacych. Poziom tego fitohormonu
w S$cianach stragkéw jest prawie niezauwazalny. Natomiast giberelina GA3 zaczyna si¢
pojawiac¢ dopiero w ostatnich etapach rozwoju nasion, obecna jest natomiast w zwigkszonym
stezeniu w strgkach odpadajacych. Godny uwagi jest fakt, iz GA1 oraz GA3 wydaja si¢ by¢

negatywnie skorelowane ze sobg w obrebie wszystkich analizowanych probek.

3.8.2. Fitohormony w rozwoju strakow rozwijajacych si¢ na roznych okotkach
kwiatostanu

Nastegpnym etapem w analizach poziomu endogennych fitohormonéw byto
sprawdzenie, jaki wptyw na ich akumulacj¢ ma wzrost strgkéw na poszczegdlnych okotkach
kwiatostanu. Badanie to miato rowniez na celu sprawdzenie, czy poziomy fitohormonow
w stragkach zahamowanych w rozwoju (strgki na wyzszych poziomach kwiatostanu)
odbiegaja od tych obecnych w strakach rozwijajacych si¢ prawidlowo. Uzyskane wyniki
zostaly przedstawione w formie heatmapy z podzialem na poszczegdlne okotki oraz
doktadnym opisem préob. Jako materiat do badan wykorzystane zostaly straki z upraw

polowych z 2020, jednak ze wzgledu na niezwykle duzg ilo§¢ wariantow badawczych z tego
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zbioru, do niniejszych analiz wytypowano jedynie niektore najbardziej reprezentatywne
probki z pierwszego, drugiego oraz trzeciego pietra kwiatostanu, biorac jednoczesnie pod

uwage braki materiatu z niektorych wariantow badawczych.
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Wykres 37. Heatmapa poziomu fitohormondéw zawartych w przeliczeniu na 1g tkanki z okreslonych okreséw
rozwojowych (4, 8, 12 oraz 18 dni od zapylenia kwiatéw) i tkanek (nasiona oraz $ciany strgkdw) w obrebie
rozwoju strgkoéw na poszczegdlnych okdtkach (Okl, Ok2 oraz Ok3). Na wykresie wyrézniono rowniez tkanki
odpadajace (Odpadajace S$ciany strakow) WartoSci przeskalowane dla nastepujacych zakresow: ABA:
50-1200ng/g, IAA: 10-170ng/g, SA: 30-220ng/g, JA: 200-6000ng/g, GA1: 0-5000ng/g, GA3: 10-170ng/g.

Poziomy endogennego kwasu abscysynowego wykazujg szerokie spektrum wartos$ci
w zalezno$ci od typu tkanki oraz pietra kwiatostanu, z ktorego pobrano straki. Najwyzszy
poziom ABA mozna obserwowac¢ w strgkach odpadajacych pochodzacych z 2 okotka.
W przypadku wczesnych stadiow rozwojowych strgkOw mozna zaobserwowac tendencje
do wiekszej akumulacji w $cianach strgkow niz nasionach, gdzie ABA pojawia si¢
w znacznej ilo$ci dopiero na pdzniejszych etapach rozwoju.

Poziom auksyny jest podwyzszony w $cianach mtodych stragkow, jednakze przy

$redniej zawartosci IAA w tkankach na poziomie 0-170ng/g réznice te nie sg wyraznie
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widoczne. Ponadto brakuje istotnych korelacji w obrgbie faz rozwojowych, miejsca
na okotku oraz zmienno$ci tkankowe;.

W przypadku kwasu salicylowego, obserwowana jest pewna korelacja zwigzana
ze zwigkszonym poziomem tego fitohormony w $cianach strgkéw w stosunku do nasion.
Szczegolnie duza akumulacje SA mozna zaobserwowaé w $cianach duzych, mtodych
strakéw w obrebie wszystkich trzech okotkow, jak rowniez w strgkach odpadajacych.

Kwas jasmonowy wystepuje w duzym stezeniu w S$cianach miodych strgkow,
po czym jego poziom gwattownie spada. Podwyzszenia poziomu JA nie obserwuje si¢
w tkankach odpadajacych (zar6wno nasionach jak 1 $cianach stragkow), ktore
sa odpowiednikami wczesnych stadiow rozwojowych prawidlowo rozwijajacych sie
strakow.

Giberelina GAl jest wyraznie podwyzszona w nasionach w stosunku do $cian
strakow we wszystkich trzech okoétkach i niemal we wszystkich przypadkach, gdzie
wyjatkiem s3 nasiona pochodzace z trzeciego okotka. Natomiast GA3 wykazuje
podwyzszony poziom w mlodych nasionach z okotkéw pierwszego i drugiego, oraz

w $cianach strakoéw odpadajacych.

3.8.3 Fitohormony w w odpowiedzi na stres krotkotrwalej suszy

Analizy poziomu fitohormondéw w stragkach zebranych z roslin poddanych stresowi
suszy oraz ro$lin kontrolnych zostalty wykonane na pierwszych czterech stadiach
rozwojowych strgkow ($cian stragkOw oraz nasion) tubinu zottego. Analiza ta miata na celu
sprawdzenie 1 weryfikacje hipotez zwigzanych ze specyficznymi zmianami hormondéw
roslinnych w obliczu stresu abiotycznego, oraz porownanie uzyskanych wynikoéw z danymi

pochodzacymi z eksperymentow RT-qPCR.
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Wykres 38. Heatmapa poziomu fitohormonow zawartych w przeliczeniu na 1g tkanki z okre$lonych stadiow
rozwojowych (s1-s4) i tkanek (nasiona oraz $Sciany strgkow) w obrebie rozwoju strakow podczas krotkotrwatej
suszy. Kontrola — rosliny kontrolne, susza — ro$liny poddane stresowi suszy. Warto$ci przeskalowane dla
nastepujacych zakresow: ABA: 100-2200ng/g, IAA: 25-95ng/g, SA: 50-170ng/g, JA: 50-1200ng/g, GA1: 0-
7000ng/g, GA3: 50-850ng/g.

W ogélnym ujeciu nie mozna zaobserwowaé istotnych rdznic pomigdzy
obserwowanym poziomem endogennych fitohormonéw pomiedzy ros§linami badanymi
a roslinami kontrolnymi. Ogdlny wzorzec akumulacji pozostaje niezmieniony, mozna

zaobserwowac jednak kilka interesujacych réznic.

Poziom ABA jest praktycznie identyczny (niemal niewykrywalny) w obu
wariantach, jednak w przypadku IAA mozna zaobserwowa¢ obnizenie poziomu jego
akumulacji w miodych $cianach strgkéw, ktére zostaty poddane stresowi suszy. Poziom
auksyny w mtodych nasionach jest rowniez zanizony w roslinach badanych w stosunku

do roslin kontrolnych.
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Kwas salicylowy jest wyraznie akumulowany w stadium s3 $cian strgkdéw roslin
kontrolnych, jest to tendencja ktérej nie obserwuje si¢ w roslinach poddanych stresowi,

gdzie szczyt kumulacji wypada na stadium s2 i jest o wiele nizszy.

Kwas jasmonowy wykazuje podwyzszong akumulacj¢ w mtodych §cianach stragkow,
szczegolnie podczas suszy, co wiecej, jego wysoki poziom zdaje si¢ utrzymywaé dtuzej,
rowniez w stadium s2. Z wiekiem jego poziom jednak spada zarowno w probach badanych,

jak i kontrolnych.

Poziom GALl jest wyraznie wyzszy w nasionach w stosunku do $cian strgkow,
niezaleznie od warunkéw w jakich wzrastaly rosliny, ponadto, jego poziom jest wyraznie
podwyzszony w nasionach s2 roslin poddanych stresowi suszy. Natomiast akumulacja GA3
na niskim poziomie ma miejsce we wszystkich $cianach strakow, jednak wyrazng
akumulacje mozna zaobserwowac roéwniez w nasionach stadium s4. Trend ten ponadto jest

duzo bardziej wyrazny w przypadku roslin poddanych stresowi suszy.

3.8.4. Fitohormony w odpowiedzi na stres dlugotrwalej suszy

Eksperyment dlugotrwatej suszy stanowil powtdrzenie poprzedniego eksperymentu
badajacego stres suszy (rozdziat 3.8.3.), jednak w tym przypadku poziom zastosowanego
czynnika stresowego byt znacznie wyzszy. Nasilenie to spowodowato niestety utratg czgsci
materiatu badawczego (pdzniejszych stadidow rozwojowych strgkow), pozwolito jednak

na bardziej jednoznaczne uwidocznienie rdznic pomiedzy probg badang 1 proba kontrolng.
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Wykres 39. Heatmapa poziomu fitohormondéw zawartych w przeliczeniu na 1g tkanki z okreslonych stadiow
rozwojowych (s1-s4) i tkanek (nasiona oraz $ciany strakow) w obrebie rozwoju strakow podczas krotkotrwatej
suszy. Kontrola — rosliny kontrolne, susza — ro$liny poddane stresowi suszy. Warto$ci przeskalowane dla
nastepujgcych zakresow: ABA: 50-3100ng/g, IAA: 10-80ng/g, SA: 50-320ng/g, JA: 50-620ng/g, GAL: 200-
10000ng/g, GA3: 50-2200ng/g.

Poziom kwasu abscysynowego jest wyraznie podwyzszony w roslinach poddanych
stresowi suszy w stosunku do roslin kontrolnych, w szczegdlnosci w miodych §cianach
strgkoéw (s1) oraz tarszych nasionach (s2). Zaobserwowa¢ mozna rowniez znacznie wigksze

nasilenie tej tendencji niz w przypadku suszy krétkotrwate;.

Poziom IAA jest wyraznie podwyzszony w mtodych nasionach z roslin poddanych
suszy w stosunku do nasion z roslin kontrolnych, za§ w przypadku $cian strgkéw sytuacja
jest odwrotna, gdyz wyzszy poziom akumulacji IAA obserwuje si¢ w $cianach stragkow

roslin kontrolnych.

Kwas salicylowy wykazuje tendencj¢ do zwigkszonej akumulacji w tkankach

pochodzacych z roslin poddanych stresowi suszy, zwtaszcza w mtodych nasionach.
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Kwas jasmonowy, natomiast, jest akumulowany znacznie mocniej w $cianach
strakow roslin kontrolnych, w stosunku do roslin poddanych suszy. W przypadku nasion nie

ma wyraznych r6znic pomig¢dzy poroOwnaniami.

Akumulacj¢ gibereliny GAl mozna zaobserwowac wylacznie w nasionach,
z wyraznie podwyzszonym poziomem w nasionach w fazie S1 w warunkach suszy,
w pozostatych przypadkach poziom jest niemal identyczny, bez statystycznie istotnych
roznic. W przypadku GA3 rdéznica jest tym wigksza, iz jej obecnos¢ jest wyraznie

podwyzszona tylko i wylacznie w nasionach S1 w suszy.

4. Dyskusja

W toku wszystkich badan przeprowadzonych w ramach realizacji niniejszej pracy
doktorskiej, udalo si¢ uzyska¢ wiele interesujacych wynikéw rzucajacych nowe $wiatto

na molekularne mechanizmy regulujace rozwdj stragkéw u tubinu zottego.

Podobnie jak w przypadku wielu innych roslin, procesy odpowiedzialne za wzrost
1 rozw6j, w tym modyfikacje tych proceséw pozwalajace organizmom na przetrwanie
w niekorzystnych warunkach, podlegaja skomplikowanej 1 wielopoziomowej regulacji.
Percepcja, interpretacja i odpowiednie zmiany na poziomie zaréwno fizjologicznym,
az po zmiany regulacyjne metabolizmu czy transkrypcji genéw, umozliwiaja dostosowanie
si¢ roslin do zmiennych warunkoéw $rodowiskowych (Kohli i in., 2013; Popko i in., 2010;
Fragniere i in. 2011). Wiele doniesien wskazuje, iz szlaki odpowiedzialne za kontrolg
rozwoju, w tym rowniez rozwoju owocow, bedacego kluczowym procesem w cyklu
zyciowym roslin, krzyzuja si¢ niejednokrotnie ze szlakami sygnalowania regulujagcymi
reakcje ros$lin na stresy biotyczne i abiotyczne (Alonso-Ramirez i in., 2009; Creelman
I in., 1995; Karlovai in., 2013). Sytuacja ta nie jest odosobnieniem rowniez w przypadku

tubinu zo6ttego.

Na podstawie przeprowadzonych analiz in silico ustalono, iz wiele mikroRNA
obecnych w tubinie z6itym wykazuje réznicowa ekspresje w obrebie catych owocow, Scian
strgk6w czy nasion. Ponadto spora grupa miRNA posiada geny docelowe, ktore
sa kluczowymi czynnikami transkrypcyjnymi w wielu procesach fizjologicznych roslin

(np. ARF6, ARF8, TCP4), co pozwolilo postawi¢ teze, iz zmiany w obrgbie poziomu
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akumulacji tych miRNA moga mie¢ rowniez kluczowe znaczenie dla programowanego

wzrostu 1 rozwoju owocow, co udato sie¢ potwierdzi¢ eksperymentalnie.

4.1. Interpretacja uzyskanych wynikéow

Badania obejmujgce analizy ekspresji in silico réznicowych miRNA, analizy
RT-qPCR poziomu ekspresji i akumulacji wybranych miRNA i ich genéw docelowych oraz
badania ilo$ci endogennych fitohormondéw w obrebie wielu wariantow eksperymentalnych
dostarczyly wiele cennych danych. Wszystkie zebrane dane eksperymentalne po potaczeniu
w calo$¢ pozwolily na lepsze zrozumienie mechanizméw kontrolno-regulacyjnych

w rozwoju strakéw tubinu zo6ttego.

W ujeciu ogdlnym model zaktadajacy rownolegle wspotdziatanie zmian w poziomie
fitohormonow oraz akumulacji wybranych miRNA i ich gendéw docelowych w obrebie
strakow rozwijajacych si¢ na réznych pigtrach kwiatostanu oraz w warunkach stresu suszy
okazal si¢ prawidlowy. Uzyskane dane uwidocznity réwniez specyficzne zmiany, ktore
zachodzac w strakach odpadajacych stanowia elementy ciggu przyczynowo skutkowego
prowadzacego do przedwczesnego wysychania, starzenia si¢ 1 utraty tych organow. Nalezy
tu nadmieni¢, iz zmiany te maj3 zasadniczo inny charakter w przypadku roslin, ktore

zmagaja si¢ ze stresem suszy.

4.2. Zmiany ekspresji badanych genow

Regulacja zmian ekspresji gendw na poziomie post-transkrypcyjnym stanowi jeden
z obecnie coraz lepiej zbadanych 1 niejednokrotnie kluczowych mechanizmow
regulacyjnych u ros$lin. W niniejszych badaniach, szczegdlny nacisk zostal potozony
na analizy profili ekspresji reprezentatywnych mikro RNA: miRNA159 (LI-miRNA446),
miRNA160 (LI-miRNA329), LI-miRNA169, miRNA167 (LI-miRNA276), oraz miRNA396
(LI-miRNA380) oraz ich gendéw docelowych, stanowigcych czynniki transkrypcyjne:
LIARF6, LIARF17, LIGRF9, LIGAMYB oraz LINF-YAS5.

W kazdym z rozpatrywanych przypadkow nalezy zwrdci¢ uwage na cztery korelacje

ekspresji wymienionych powyzej geno6w i miRNA, a mianowicie: (i) réznice w poziomie
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ekspresji pomiedzy $cianami strgkoéw 1 nasionami, (ii) réznice w poziomie ekspresji
w strakach na réznych pietrach kwiatostanu, (iii) roznice w poziomie ekspresji dla roslin
poddanych stresowi suszy oraz (iv) specyficzne zmiany ekspresji w obrgbie strgkéw
odpadajacych. Dodatkowo, uwzgledniono element powigzania pomigdzy poziomem
ekspresji badanych transkryptow a iloscig i reakcja na zmienne poziomy endogennych

fitohormonow.

4.2.1. LI-miR380/miR396 i LIGRF9

LI-miR380/miR396 wykazuje znacznie wyzszy poziom akumulacji w prawidlowo
rozwijajacych si¢ S$cianach strgkow, w stosunku do korespondujacych im stadiow
rozwojowych nasion. Ponadto, zaobserwowano znaczaco wyzszg akumulacj¢ tego miRNA
w strgkach odpadajacych. Te same tendencje obserwowano w strgkach rozwijajacych si¢
na roéznych pigtrach kwiatostanu, tzn. wyzszy poziom akumulacji w $cianach strgkow
w stosunku do nasion oraz podwyzszong ilos¢ w $cianach strakéw odpadajacych. Ogdlny
poziom akumulacji LI-miR380/miR396 w obrgbie poszczegdlnych okotkéw obnizal sie
jednak wraz z kolejnymi pigtrami kwiatostanu. W przypadku stresu krotkotrwalej suszy,
akumulacja jest zwigkszona dopiero w pozniejszych stadiach rozwojowych w obrgbie $cian
strakow, bez widocznych zmian w nasionach. Diugotrwata susza skutkowata jednak
obnizeniem ilosci tego MIRNA w S$cianach strakéw. Ponadto wzorzec akumulacji,
odpowiednika miR396 w tubinie zOttym pozostawal niewrazliwy

na zastosowanie egzogennych fitohormondéw, z wyjatkiem traktowan PCIB oraz ABA.

Pierwszg rzeczg, ktorg mozna zaobserwowac w profilach ekspresji LIGRF9 jest
niemal idealnie = odwrotny  stosunek  wzglednej ilosci  tego  transkryptu
do LI-miRNA380/miR396, zwlaszcza w $cianach strgkow. Sytuacja ta mozliwa jest
do zaobserwowania we wszystkich przeprowadzonych analizach, wliczajac w to stresy
krotkotrwatej oraz dtugotrwatej suszy, gdzie LIGRF9 jest bardziej eksprymowany
W nasionach ro§lin poddanych stresowi. Poziom ekspresji LIGRF9 w nasionach
ma dynamiczny charakter, z wyraznym maksimum akumulacji w po6zniejszych fazach
wzrostu 1 dojrzewania nasion, tendencja ta ulega jedynie przetamaniu w nasionach
zebranych ze stragkow pochodzacych z trzeciego pigtra kwiatostanu, gdzie poziom ekspresji

jest dysproporcjonalnie niski. Wyniki te pozwalaja stwierdzi¢, ze, LIGRF9 mozna nazwaé
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"ujemnym" markerem odpadania stragkow, gdyz poziom jego ekspresji W tego typu tkankach

jest w kazdym z analizowanych wariantoéw badawczych prawie nie wykrywalny.

Podsumowujac, w strgkach tubinu zoéitego mozna zaobserwowaé wyrazne
wyciszanie genu LIGRF9 poprzez LI-miR380/miR396 w $cianach strakow, natomiast
w nasionach, gdzie poziom ekspresji miRNA jest niski, zaobserwowaé mozna wyrazne
zmiany (wzrost ekspresji) w poziomie jego genu docelowego. Trzeci okotek wykazuje
0g6lIny spadek poziomu ekspresji zardéwno LIGRF9 jak i LI-miR380/miR396, co moze by¢
efektem ogdlnego spadku aktywnosci metabolicznej i zamierania strgkow na wyzszych
pietrach kwiatostanu. Zwigzek pomiedzy aktywnos$cia metaboliczna, regulacja transkrypcji
oraz zdolno$cig rosliny do wytworzenia owocoOw zostal dobrze zbadany w szczegdlnosci
na pomidorze (S. lycopersicum) (D’Aous i in., 1999; Carrari i in., 2006). Ponadto, reakcja
ro$lin na stres suszy jest zwigkszenie poziomu ekspresji LIGRF9 w nasionach,
a w przypadku LI-miR380/miR396 fluktuacje tego miRNA w $cianach strgkoéw zalezne
sa od nasilenia czynnika stresogennego, co moze mie¢ réwniez odzwierciedlenie w fakcie,
iz ekspresja tego miRNA jest podatna na wptyw poziomu ABA.

Zrédla literaturowe wskazuja na istotny wplyw czynnika GRF9 na regulacje
procesoéw takich jak kwitnienie, wzrost i rozwdj systemu korzeniowego (Liu i in., 2008;
Zhang i in., 2018). Podobne funkcje, jak rowniez regulacje GRF9 przez miR396 obserwuje
si¢ rowniez w przypadku tubinu zo6ltego, jak i u innych ro$lin, takich jak Arabidopsis lub
pomidor (S. lycopersicum), co moze $wiadczy¢ o istotnosci tego modutu regulacyjnego

w obrebie réznych gatunkéw (Hewezi i in., 2012; Karlova i in., 2013).

Szczegdlne znaczenie moze mie¢ fakt niemal kompletnego zahamowania ekspres;ji
LIGRF9 w strgkach odpadajacych, moga sugerowaé, iz nadekspresja LIGRF9 Ilub
zahamowanie dziatania LI-miR380/miR396 mogtyby przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia

przezywalnosci strakow predestynowanych do odpadnigcia (Zhang i in., 2018).

4.2.2. LI-miR276/miR167 i LIARF6

Akumulacja LI-miR276/miR 167 podczas prawidtowego rozwoju strgkéw jest niemal
niewykrywalna w $cianach strgkow, natomiast w przypadku nasion jej wzor jest
dynamiczny, z maksimum wypadajacym na stadium S3. Straki odpadajace, w szczegolnosci
w obrgbie roznych okotkow kwiatostanu charakteryzujg si¢ rowniez wysoka ekspresja tego
miRNA. Poziom jego ekspresji jest rowniez dos¢ silnie modyfikowany poprzez zmiany
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poziomu fitohormonow, gdzie jego wzrost nasepuje po egzogennej aplikacji PCIB, ABA,
JA-me oraz SA.

Ekspresja LIARF6 wykazuje stabilnos¢ w niemal wszystkich stadiach wzrostowych
podczas prawidlowego rozwoju strgkow tubinu zbltego, z poziomem ekspresji nieco
wyzszym w $cianach strgkéw niz w nasionach. Sytuacja ta jest poréwnywalna do wynikow
otrzymanych w przypadku rozwoju strgkéw na réznych okotkach. Gwaltowny wzrost
poziomu ekspresji LIARF6 zaobserwowa¢ mozna w strgkach odpadajgcych, co moze czynic¢
z niego swoisty "marker" odpadania strakow, a jego ekspresja ulega podwyzszeniu rowniez

w odpowiedzi na podwyzszony poziom ABA i JA-Me stosowanych egzogennie.

Podsumowujac, poziomy ekspresji zarowno LI- miR276/miR167 jak i LIARF®G,
ulegaja znacznemu podwyzszeniu w stragkach odpadajacych, co jest zwtaszcza intrygujace
w przypadku miRNA, ktory w warunkach standardowych jest praktycznie nieobecny
w $cianach strakéw. Godnym podkres$lenia spostrzezeniem jest fakt, iz ekspresja obu genow
zmienia si¢ w przypadku zastosowania egzogennego ABA oraz JA-Me, natomiast pozostaje

ona niewrazliwa na traktowanie IAA (Li i in., 2016).

Rodzina czynnikow transkrypcyjnych ARF stanowi niezwykle istotny element
regulatorowy konieczny dla prawidlowego wzrostu oraz rozwoju wielu tkanek roslinnych
oraz element biorgcy udzial w szlaku percepcji sygnatu auksyn (Ulmasov i in., 1997;
Gutierrez i in., 2009; Liu i in., 2014). Rolg ARF6 obok ARF8 jest mi¢dzy innymi
kontrolowanie rozwoju kwiatow (Wu i in., 2006). W przypadku tubinu zoéttego korelacja
ekspresji w poszczegolnych organach wskazuje gtdéwnie na akumulacjg LIARF6 w $cianach
strgkow, podczas gdy przewaga L1-miR276/miR167 obserwowana jest w nasionach. Wyniki
te nasuwaja wniosek, ze LI-miR276/miR167 moze mie¢ tez inne geny docelowe (jak
np.: ARFS), ktore w przypadku stragkow sg intensywniej wyciszane, lub tez lokalizacja obu
RNA jest bardziej specyficzna w konkretnych grupach komorek badanych organow. Aby
zwerytikowac te hipotezy, konieczne jednak byly by dodatkowe badania.

4.2.3 LI-miR329/miR160 i LIARF17

LI-miRNA329/miR160 charakteryzuje si¢ stabilng ekspresjg podczas prawidtowego
rozwoju strgkdOw, z wyraznymi wzrostami poziomu akumulacji podczas podzniejszych

stadiow rozwojowych nasion i $cian strgkéw. Rozmieszczenie strgkdw na roéznych pietrach
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kwiatostanu nie wptywa na zaobserwowang ilo$¢ tego miRNA, ale jego podwyzszenie jest
szczegolnie wysokie w przypadku stragkow odpadajacych w kazdym z eksperymentow.
Ponadto, wystepuje dodatni zwigzek pomiedzy ekspresjg LI-miR329/miR160 a egzogenng
aplikacjg fitohormonami, z wyjatkiem [AA.

LIARF17 posiada wzorzec ekspresji podobny do omawianego powyzej
LI-miR329/miR160, charakteryzujacy si¢ stabilnym wzorem pomiedzy poszczegdlnymi
pictrami kwiatostanu, charakterystycznie zwigkszonym poziomem akumulacji mRNA
w strgkach odpadajacych, oraz przewagg poziomu ekspresji w nasionach w stosunku
do $cian strgkow. W wyniku stresu suszy akumulacja transkryptu LIARF17 w nasionach jest
wyzsza W stosunku do nasion z roslin kontrolnych, choé roéznica ta ma miejsce jedynie
w przypadku krotkotrwalej suszy. W przypadku suszy dlugotrwatej natomiast zachodzi
zjawisko odwrotne, gdzie akumulacja mMRNA LIARF17 ulega obnizeniu w nasionach roslin
poddanych stresowi. Fitohormony obnizaja poziom ekspresji tego genu, zwlaszcza
w przypadku ABA i JA-Me. Oba te hormony moga mie¢ istotny zwigzek z faktem,
iz sg mediatorami stresu suszy u roslin (Popko i in., 2010; Kim i in., 2004; Wasternack
i in., 2013) w zwigzku z czym reakcja roslin na aplikacje tych fitohormonow egzogennie jak
rowniez ich endogennie podwyzszony poziom zwigzany z susza maja wptyw na ekspresje

LIARF17.

Interakcje LI-miR329/miR160 i LIARF17 mogg, podobnie jak w przypadku
omawianej wczesniej pary LI-miR276 i LIARF6 wskazywaé te geny jako potencjalne
markery odcinania organéw generatywnych u tubinu zottego. W wyniku. spowodowanej
warunkami stresu abiotycznego. zwigkszonej ekspresji miR160 i miR167, dochodzi
do obnizenia poziomu ekspresji ARF6, ARF8 ARF10 ARF16 i ARF17, ktore sg powigzane
z regulacjg wzrostu 1 rozwoju. Podwyzszony poziom miR160, a co za tym idzie obnizony
poziom ARF17 prowadzi do zwigkszenia poziomu biatka GH3, co z kolei moze obniza¢
poziom bioaktywnej IAA. Fakt ten moze stanowi¢ powigzanie regulacji miR160/ARF17

I homeostazy auksyny w warunkach stresu abiotycznego (Sunkar i in., 2012).

4.2.4. LI-miR446/miR159 i LIGAMYB

LI-miR446/miR159 podczas prawidtowego rozwoju strakow wykazuje akumulacje

glownie w Scianach strakow, ze szczegolnie wysokim poziomem w drugiej fazie rozwoju
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(stadium S5-S8). Ilos¢ tego miRNA w obrebie poszczegdlnych pigter kwiatostanu wydaje
si¢ by¢ stabilna, tzn. nie wykazuje zmian pomigdzy poszczegdlnymi okotkami,
a zaobserwowa¢ mozna jedynie wyrazne podwyzszenie akumulacji w strgkach
odpadajacych, co ma rowniez miejsce w przypadku analizy rozwoju strgkow Wplyw
zastosowania egzogennych fitohormondw przejawia si¢ obnizeniem poziomu ekspresji po

traktowaniu IAA oraz SA.

Profil ekspresji LIGAMYB w prawidlowym rozwoju strgkdw jest podobny
do analizowanych i opisywanych wczesniej genow docelowych i charakteryzuje si¢ stala,
niemal niezmienng ekspresja w S$cianach strgkéw 1 podwyzszonym poziomem
akumulacji w strgkach odpadajacych. W nasionach, jego poziom jest najwyzszy
w poczatkowych stadiach rozwoju (s1-s3). Poziom ekspresji w stragkach, obr¢bie
poszczegolnych okotkow nie wykazuje wyraznych fluktuacji, nie ulega on réwniez zmianom

w odpowiedzi na traktowanie egzogennymi fitohormonami.

Podsumowujac, scharakteryzowana powyzej para LI-miR446/miR159 — LIGAMYB
charakteryzuje si¢ specyficznie podwyzszong ekspresja w przypadku stragkow odpadajacych,
przy jednoczesnym braku zmian w profilu ekspresji zar6wno podczas prawidlowego
rozwoju strakdw, jak i ich rozwoju w obrebie réznych okotkéw. Niestety, brak danych
eksperymentalnych z badan nad stresem suszy nie pozwala na okre§lenie poziomu
akumulacji tego miRNA oraz LIGAMYB z calg pewnoscig, mozna jednak domniemac,
1z podwyzszony poziom ABA (zwlaszcza w suszy dlugotrwatej) wywoluje efekty
zahamowania wzrostu zwigzany ze zwickszong akumulacjg miR159 (L1-miR446) i spadek
aktywnosci jego gendéw docelowych. Chociaz egzogenna aplikacja ABA nie wptyn¢la
na zmiang¢ poziomu ekspresji LI-miR446/miR159 i LIGAMYB, wykazano, ze ABA indukuje
akumulacje miR159 u Arabidopsis, co ma szczegdlne znaczenie w wielu procesach
rozwojowych takich jak morfogeneza liSci oraz kwiatow czy odpowiedzi na stres suszy
(Alonso-Peral i in., 2010; Reyes i in., 2007).

4.2.5. LI-miR169 i LINF-YA5

Ze wzgledu na fakt, iz ekspresja LI-miR169 zostata przeanalizowana jedynie
w przypadku strakéw pochodzacych z roéznych picter kwiatostanu oraz w ro$linach

poddanych stresowi suszy, ciezko jest omowi¢ jego akumulacje w prawidtowym,
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niezaburzonym rozwoju strakow. Mozna jednak zatozy¢ (bazujac na wynikach otrzymanych
dla innych miRNA i ich genéw docelowych), ze ekspresja LI-miR169 i LINF-YAS5
w strgkach roslin kontrolnych podczas eksperymentéw stresu suszy jest podobna do tej,
ktora zostataby zaobserwowana podczas prawidtowego rozwoju strgkow. Akumulacja
LI-miR169 w nasionach oraz $cianach strgkéw utrzymuje si¢ na stalym, relatywnie
podobnym do siebie poziomie. Wyrazne podwyzszenie ekspresji mozna zaobserwowac
jedynie w przypadku strgkow odpadajagcych. Podobnie jak w niemal wszystkich
rozpatrywanych do tej pory przypadkach, poziom ekspresji w obrebie tkanek pochodzacych
z trzeciego okolka jest wyraznie obnizony, co moze sugerowac spadek ogolnej aktywnosci

metabolicznej (Fernandes i in., 2004)

W warunkach stresu krotkotrwatej suszy wystepuje wyrazny wzrost akumulacji
LI-miR 169 zarowno we wczesnych stadiach rozwojowych $cian strgkdéw (s1-S2) oraz nasion
(s1-s3) w roslinach stresowanych w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi, zas w przypadku
dhugotrwalej suszy réznice te sa jedynie jeszcze bardziej widoczne. Podobne tendencje
do gwaltownego wzrostu ekspresji MIR169 zaobserwowano w przypadku ekspozycji
na stres suszy korzeni ryzu (Z. mays), chociaz poziom ekspresji jego genu docelowego nie

ulegal wowczas zmianie (Luan i in., 2015)

Wzorce ekspresji LINF-YAS w obrebie roznych pigter kwiatostanu rowniez ksztattuja
si¢ podobnie, gdyz podwyzszong akumulacje MRNA LINF-YA5 obserwowaé mozna niemal
wylacznie w strgkach odpadajacych. Krotkotrwala susza nie ma istotnego wpltywu
na zwigkszenie poziomu transkrypcji tego genu, z wyjatkiem nasion w stadium s4, natomiast
w przypadku dtugotrwatej suszy ekspresja LINF-YAS jest znacznie podwyzszona, zwlaszcza

w najmtodszych nasionach i owocniach z roslin poddanych stresowi.

Podczas gdy po traktowaniu roslin roztworami fitohormonéw nie zaobserwowano
zadnych istotnych zmian w poziomie akumulacji LI-miR169, poziom ekspresji genu
LINF-YA5 ulegt podwyzszeniu po traktowaniu GA3 oraz ABA, co znajduje
odzwierciedlenie w danych literaturowych (Luan i in., 2015).

Podsumowujac, opisana powyzej para miRNA-gen docelowy moze stanowic
zarowno indykator wyznakowania strgkow do odcigcia, jak réwniez wyznacznik stopnia
stresu suszy jakiemu poddane zostaty rosliny, z ktorych zebrano straki. Wnioski te znajduja
swoje potwierdzenie w danych literaturowych, gdyz nie tylko NF-YAS5, ale rowniez inni

cztonkowie rodziny czynnikow transkrypcyjnych NFY, tacy jak -A2, -A3, -A7 czy -Al0
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sa powiazani z redukcja utraty wody poprzez li§cie 1 zwigkszanie tolerancji ro$lin na stres
u Arabidopsis (Li et al., 2008; Warpeha i in., 2007). Znajduje to potwierdzenie rowniez
w podwyzszonym poziomie akumulacji LINF-YA5 u tubinu zéttego podczas dlugotrwatej

suszy.

4.2.6. LIHEXS, LIPYL10, LIPROT1 oraz LIPROT2

Powyzsze cztery geny zostaly poddane analizie jedynie w eksperymentach
krotkotrwatej oraz dlugotrwatej suszy jako hipotetyczne markery odpowiedzi na ten rodzaj

stresu.

W przypadku LIHEX3 krotkotrwata susza nie przyniosta zadnych istotnych zmian
w profilu ekspresji, natomiast susza dlugotrwata powodowala obnizenie poziomu
transkryptu. Cigzko jest stwierdzié, czy spadek ten jest spowodowany jako bezposrednia
reakcja na stres suszy, czy raczej efekt zahamowania metabolicznego w obliczu skrajnie

niekorzystnych warunkow srodowiskowych.

W suszy krotkotrwatej ekspresja genu LIPYL10 nie rézni si¢ pomigdzy probami
pochodzacymi z roslin badanych wzgledem roslin kontrolnych, natomiast w suszy
dlugotrwatej, poziom ekspresji tego genu jest zdecydowanie podwyzszony, zaréwno
w nasionach, jak i $cianach strgkow. Dane te pozwalaja z umiarkowana pewnoscia oceni¢
gen LIPYL10 jako dobry marker dla stresu suszy u tubinu zéttego, pod warunkiem, iz stres

ten ma odpowiednio dtugi czas trwania i/lub natgzenie.

LIPROT1 wykazuje wyrazng tendencj¢ do akumulacji w nasionach w porownaniu
ze Scianami strgkow, jednak w przypadku krotkotrwalej suszy rdznice w poziomie tej
akumulacji sg znikome. Sytuacja zmienia si¢ natomiast w przypadku suszy dtugotrwate;j,
gdzie poziom ekspresji tego genu ro$nie w Scianach strgkow, podczas gdy poziom ekspresji

w obrebie nasion pozostaje niemal identyczny jak w przypadku suszy krotkotrwate;.

LIPROT2 przejawia odwrotny wzorzec specyficznosci tkankowej w stosunku
do LIPROT1, gdyz podlega akumulacji glownie w $cianach strakoéw, z nieznaczng ekspresja
w obrgbie nasion. W przypadku suszy krotkotrwatej jak 1 dlugotrwalej nie obserwuje si¢

istotnych zmian.
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Podsumowujac, sposrdd czterech opisanych powyzej transkryptow, jedynie LIPYL10
oraz LIPROT1 mogg by¢ z umiarkowang pewnoscia okre§lone jako markery stresu suszy dla
lubinu zottego. Pokrywa si¢ to rowniez z danymi literaturowymi, w ktorych geny
te odpowiedzialne sg za percepcje ABA, jednego z kluczowych fitohormondéw w odpowiedzi

na stres suszy, oraz gospodarke wodng roslin (Taylor 1996; Verma i in., 2019).

Analizy tych wskaznikéw wykazaty, ze sam pomiar wilgotnosci gleby a nawet
pomiar ilosci wody w lisciach nie jest w stanie w pelni odzwierciedli¢ tego, jak
"zestresowana" jest cata roslina. Dopiero dtugotrwata susza wyraznie wptyneta na ekspresje
genow wskaznikowych, poziom hormondéw i ekspresje pozostaltych genéw. Badanie to zdaje
si¢ wskazywac, iz tubin zo6tty bardzo chroni owoce przed stresem suszy. Wzorzec ekspresji
badanych miRNA i ich genéw docelowych wskazuj¢, ze jego strategia przetrwania

w ekstremalnej suszy jest przyspieszenie zakonczenie rozwoju nasion.

4.3. Zmiany poziomu transkryptow i fitohormonow w rozwoju strakow

Badanie ilosci endogennych fitohormonoéw w poszczeg6lnych tkankach 1 na réznych
etapach rozwojowych strgkow tubinu zoltego, jak rowniez w warunkach stresu suszy,
pozwolito na lepsze zrozumienie wzorcow ekspresji powigzanych z nimi gendw. Naturalna
akumulacja kwasu abscysynowego ma miejsce podczas koncowych stadidw rozwoju nasion,
cho¢ jego obecnos$¢ jest rowniez wykrywalna podczas wczesnych stadiow rozwojowych
w $cianach strgkéw. Podwyzszony poziom ABA jest rowniez skorelowany z odpadaniem
strgkow oraz z reakcja ro$lin na stres, w przypadku ktorej poziom ABA jest rowniez

podwyzszony.

Auksyna jako naturalny stymulator wzrostu jest silnie akumulowana w mtodych,
intensywnie rozwijajacych owocach 1 jej poziom spada wraz z wiekiem. Stres suszy nie
wplywa znaczaco na ilo§¢ endogennej auksyny, natomiast tkanki predysponowane

do odpadania wykazuja zmniejszong ilo$¢ tego hormonu.

Kwas jasmonowy ulega akumulacji zasadniczo jedynie w mtodych $cianach strakow,
gdzie jego stezenie spada w liniowy sposob wraz z wiekiem. Jego niewielka ilo§¢ obecna
jest réwniez w miodych nasionach. Kompletny brak JA wykazuja natomiast stragki

odpadajace.
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Gibereliny GA1 1 GA3 wykazuja odmienny wzorzec akumulacji, pomimo faktu,
iz ich struktura chemiczna i funkcja biologiczna sg do siebie podobne. GA1 jest obecna
glownie w nasionach, zwlaszcza w §rodkowych etapach ich wzrostu, przy czym warunki
stresu abiotycznego zwickszaja jej poziom. GA3 natomiast jest obecna gldwnie
w koncowych etapach rozwoju nasion, jak réwniez w strgkach odpadajacych

(W szczegblnosci w §cianach tych strakow).

Poréwnanie zaobserwowanych zmian akumulacji hormonéw mozna cze$ciowo
skorelowac¢ z profilem ekspresji wybranych do analiz miRNA oraz ich genow docelowych.
Ekspresja LI-miR276/miR167 wykazuj¢ podobny profil jak wzorzec akumulacji IAA oraz
GAl, co moze wskazywaé, ze jego ekspresja moze by¢ stymulowana przez auksyng
podobnie jak u ryzu (Liu i in., 2009). Dodatkowo auksyna razem z LI-miR329/miR160
moduluje akumulacje mRNA LIARF17. Inng tendencje ekspresji niz powyzsze geny
wykazuje LIGRF9. Akumulacja jego mRNA wzrasta wraz z wiekiem nasion i jest najwyzsza
w stadium S8. Z kolei poziom transkryptu tego genu jest znacznie nizszy w $cianach strakow
i spada wraz z wiekiem. Wydaje si¢, ze na taki obraz sklada si¢ stymulujacy wplyw
na ekspresje LIGRF9 hormonu ABA w nasionach oraz hamujacy wptyw L1-miR380/miR396
(Zhang i in., 2018).

Tego typu korelacji miedzy ekspresja gendéw a poziomem hormondw trudno si¢
doszukiwa¢ w probach ze stragkow odpadajagcych 1 nieodpadajacych. Jest
to najprawdopodobniej zwigzane z faktem, ze: (i) Proby to cale strgki zawierajgce zarowno
sciany jak 1 nasiona. Bioragc pod uwage na tkankowa specyficznos¢ akumulacji zaréwno
hormonéw 1 transkryptow, moze to powodowaé usrednienie wyniku analizy 1 brak
wyraznych tendencji. (ii) Spadek ogdlnego poziomu metabolizmu i poziomoéw ekspres;ji
gend6w nie pozwala na okre§lenie wiarygodnych interakcji pomiedzy poziomem
fitohormonoéw (ktory tez jest anormalny w stosunku do prawidtowo rozwijajacych sie
tkanek) a ekspresji tych genow.

W przypadku kietkujacych nasion A. thaliana poziom ekspresji miR159 wzrastat
w sadzonkach traktowanych ABA. MiR159 posredniczyt w spadku transkryptow MYB101
I MYB33 i sprawial, ze ro$liny byly mniej wrazliwe na ABA. Jednoczes$nie rosliny
transgeniczne w ktorych dochodzito do ekspresji odpornych na degradacje przez miR159
form MYB33 i MYB101 wykazywaty nadwrazliwo$¢ na ABA (Reyes i in., 2007).

Rowniez miR167 i miR413 podlegajg kontroli przez ABA w ryzu (O. sativa)

co moze sugerowac ich zaangazowanie w regulacj¢ ekspresji gendow odpowiadajacych
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za odpowiedz i adaptacje do warunkéw stresu (Liu i in., 2009a). Ekspresja miR167 ulega
obnizeniu przez ABA, podczas gdy ekspresja miR413 ulega podwyzszeniu. Obnizenie
poziomu MiR167 przyczyniato si¢ do wzrostu ilo$ci transkryptu ARF8, co z kolei moze
stanowi¢ powigzanie regulacji szlakow ABA oraz IAA (Ru i in., 2006). W przypadku
Arabidopsis, miR167 ktory kontroluje poziom ekspresji ARF6 i ARF8, jest rowniez podatny
na dziatanie auksyny (Wu i in., 2006). Badania wykazaly, ze traktowanie O. sativa IAA
powodowato podwyzszenie poziomu miR167, co w efekcie powodowato spadek ilosci
transkryptow ARF8 oraz OsGH3-2, genu kodujgcego enzym koniugujgcy aminokwasy,
ktory rowniez podlegat regulacji przez ARFS8 (Yang i in., 2006).

Proponowany szlak transdukcji sygnatu auksyny, IAA-miR167-ARF8-OsGH3-2,
moze by¢ waznym elementem okreslajacym poziom biodostepnej wolnej IAA w komoérkach
roslinnych (Yang i in., 2006). Badania wskazuja ponadto na rolg miR159 w regulacji
sygnalizacji GA w aspekcie rozwoju kwiatow (Achard i in., 2004). MiR 159 kieruje cigciem
mRNA  kodujacego biatka z rodziny GAMYB, czynnikow transkrypcyjnych
zaangazowanych w promowang przez GA aktywacj¢ genu tozsamosci merystemu
kwiatowego LEAFY oraz w regulacj¢ rozwoju pylnikow. Podwyzszony poziom miR159
wywolany przez GA moze obnizy¢ aktywno$¢ LEAFY przyczyniajaca si¢ do zaburzenia
rozwoju pylnikow (Achard i in., 2004). MiR319 natomiast bierze posredni udziat w syntezie
kwasu jasmonowego poprzez wyciszanie czynnikow transkrypcyjnych z rodziny TCP, ktore

odpowiadajg za kontrole biosyntezy JA (Schommer i in. 2008).

Na podstawie przeprowadzonych badan i danych literaturowych skonstruowany zostat
schemat wystepujacych u tubinu zottego interakcji miedzy poziomem hormondéw, miRNA
oraz ich gendéw docelowych (Rycina 27), Natomiast zestawienie wszystkich danych

uzyskanych w toku przeprowadzonych badan znajduje si¢ w tabelach 30-31.
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Tabela 30. Zestawienie danych eksperymentalnych z wszystkich wykonanych analiz RT-qPCR. Strzatka w
gore oznacza rosnacy poziom ekspresji, strzalka w dot oznacza malejacy poziom ekspresji, pozioma linia
oznacza ckspresj¢ na stalym, niezmiennym poziomie, strzatki skierowane w gor¢ i dot oznaczaja
skomplikowany wzorzec ekspresji. Wyniki oznaczone * oznaczaja dane ze stadiow rozwojowych 1-4 na

podstawie eksperymentéw suszy krotkotrwalej i dlugotrwalej, natomiast ,,x
eksperymentalnych.

2

oznacza brak danych

Podczas Wraz ze
Podczas - w w
- rozwoju W strakach wzrostem ,
rozwoju o : . krotkotrwatym | dtugotrwatym
: $cian odpadajacych picter - -
nasion . ; stresie suszy | stresie suszy
strakow kwiatostanu

LI-
mMiR380/miR396 | 1 1 t ! !
LIGRF9 1 - H A i 1

LI-
miR276/miR167 | | - i t X X
LIARF6 - - ™ " X X

LI-
mMiR320/miR160| B 1 ! - -
LIARF17 1 - " 1 - a

LI-
miR446/miR159 | i i - X X
LIGAMYB | — 1 1 X X
LINF-YAS L* L m 1l _ "
LIHEX3 | * L * X X - !

LIPYL10 1* —* X X -
LIPROT1 T* —* X X -

LIPROT2 —* n* X X - "

Tabela 31. Zestawienie danych eksperymentalnych z wszystkich wykonanych analiz iloéci endogennych
fitohormonow. Strzatka w gore oznacza rosnacy poziom akumulacji, strzatka w dot oznacza malejacy poziom
akumulacji, pozioma linia oznacza akumulacj¢ na statym, niezmiennym poziomie, strzatki skierowane w gore
i dot oznaczajg skomplikowany wzorzec akumulacji.

Podczas Podczas Wraz ze W
. rozwoju W strakach wzrostem , W diugotrwatym
rozwoju . . . krotkotrwatym ,
- $cian odpadajacych pigter . stresie suszy
nasion . ; stresie suszy
stragkow kwiatostanu
ABA 1 ! — — — 11
IAA 11 l l ! - 1
SA Al ! - 1 ! 1
JA ! ! H ! 1 !
GAL i - 1 I i 1
GA3 1 - 1 i = 1
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4.4. Podsumowanie

Rozwo6j generatywny stanowi kluczowy element cyklu rozwojowego wszystkich
roslin, w zwigzku z czym fakt, iz proces ten podlega doktadnej i skomplikowanej regulacji
nie powinien by¢ zaskoczeniem. Wytworzenie w pelni wyksztalconych 1 dobrze
zaopatrzonych w sktadniki zapasowe nasion stanowi podstaw¢ do zapewnienia trwania
gatunku. W toku niniejszej pracy udato si¢ ustali¢, iz prawidtowa ekspresja wielu czynnikow
transkrypcyjnych, stanowigcych niejednokrotnie element regulacyjny wielu szlakéw
sygnatowych zwigzanych rowniez z hormonami, jest konieczny 1 niezbgdny
do prawidlowego wzrostu strgkdéw u Lupinus luteus. Proces ten przebiega podobnie
w przypadku wielu roslin stragczkowych, w tym rowniez innych tubinow takich jak tubin
bialy czy waskolistny (DeBoer i in., 2019, Singh i in., 2020), co wynika z wysokiego

pokrewienstwa pomigdzy tymi ro§linami.

Przeprowadzone badania w sposob znaczacy poszerzyly ogolny stan wiedzy na temat
wystepujacych u tubinu zéttego interakcji pomigdzy mikro RNA i ich genami docelowymi,
a ponadto pozwolily na powiazanie tych informacji z aspektami takimi jak rozwoj strakow,
odporno$¢ na stres suszy oraz odpadanie organdw generatywnych. Lepsze poznanie
mechanizmow kontrolujagcych wzrost 1 rozwdj roslin uzytkowych, do ktérych zaliczy¢
mozna L. luteus, jest istotnym krokiem w obliczu nasilajacych si¢ zmian klimatu, w wyniku
ktérego rosngce temperatury i zmienne warunki uprawne moga w znaczacy sposob wptywac

na przezywalnos$¢ 1 plonowanie roslin.

Zjawisko odpadania strgkow jest istotnym 1 jednym z glownych problemow
zwigzanym z plonowaniem tubinu zoltego. Straki odpadajace przejawiajg szereg
specyficznych cech morfologicznych, takich jak zmniejszony rozmiar w stosunku do swoich
nieodpadajacych sgsiadow, kartowate 1 niewyksztalcone nasiona, brak turgoru i wiele
innych. Desykacja strgkdéw po ukonczeniu przez nie dojrzewania jest naturalnym
I programowanym procesem rozwojowym, jednak w przypadku strakéw odpadajacych,
proces ten zdaje si¢ by¢ wykorzystany przedwczesnie, w celu eliminacji ich nadmiaru.
Nawet w optymalnych warunkach tubin zotty wytwarza znacznie wigcej kwiatow 1 strakow,
niz bylby w stanie realnie podtrzymac i zapewni¢ im prawidtowy wzrost, za$ selekcja
ta staje si¢ jeszcze bardziej widoczna w warunkach stresow biotycznych i abiotycznych.
Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ktory z czynnikéw powoduje przedwczesne odpadanie

owocow, gdyz obserwowany w nich szereg zmian zarowno w stezeniu fitohormonow jak
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i zmianach w ekspresji niektérych gendéw moze jednoczesnie stanowic przyczyne jak i efekt
towarzyszacy omawianego zjawiska. Nie mozna rowniez zapomnie¢ o kwestii niedoboru
wody oraz potencjalnego niedostatku sktadnikow odzywczych docierajacych do tkanek,
ktore rowniez potencjalnie moga stanowi¢ wyzwalacz dla uruchomienia mechanizméw

odpadania strakow.

Badania nad tubinem zottym dostarczyly wynikow pozwalajacych stwierdzic,
ze proces dojrzewania i odpadania owocow jest wielopoziomowy i wielosktadnikowy,
Cco przedstawiono na schemacie wystepujacych u tubinu zoéltego interakcji miedzy

poziomem hormonéw, miRNA oraz ich genow docelowych, przedstawionego na rycinie 27.

obumieranie rozwo) dojrzewanie
V D —— —_— —_—

Straki odpadajace  Stadium 13 Stadium4-6  Stadium 7-8

- Tm T Mue

Toonm Tmeme Twme Tmee®
—one —006 -—o

L 2 4

Lo des lzge 1333

lleeoe 1 .
l intensywny wzrost
_ . elongacyjny i wypelnianie
obumieranie, ’ nasion
przedwczesna )
desykacja intensywne podziaty zahamowanie wzrostu,
komoérkowe i wzrost dojrzewanie, desykacja

B LI-miR380 M LImiR276 M LI-miR329 M LI-miR446 €pIAA € JA @ GAl
® LIGRF9 @ LIARF6 @ LIARFI7 @ LIGAMYB 4pABA €SA @ GA3

Rycina 27. Udzial mikro RNA, ich genéw docelowych oraz fitohormonéw w rozwoju strakow tubinu zottego
w optymalnych warunkach. Strzatki okre$lajg przyrost lub spadek akumulacji danego miRNA, genu
docelowego lub fitohormonu, natomiast linia ,,-” brak zmian pomiedzy poszczegdlnymi stadiami
rozwojowymi.
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5. Whnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wyciagngc nastepujgce wnioski:

1.

Rozwijajace si¢ strgki charakteryzuja si¢ wysoka dynamikg ekspresji
specyficznych miRNA 1 ich genéw docelowych, wskazujac na obecnosé
precyzyjnych mechanizmow regulacyjnych, ktore sg sekwencyjnie ,,wlaczane”
lub ,,wytaczane” w obrgbie poszczegdlnych tkanek dla zapewnienia ich
prawidlowego wzrostu. Lubin z6tty posiada conajmniej kilka miRNA, ktore
aktywnie biorg udziat w rozwoju owocow a ich aktywnos¢ jest $cisle powigzana

ze szlakami regulacyjnymi jednego lub wigcej fitohormonow.

Rozw6j owocoéw (stakodw) tubinu zdltego jest uwarunkowany utozeniem

w kwiatostanie.

Umiarkowany oraz dlugotrwaly stres suszy wplywaja w rdézny sposob
na strategi¢ przezyciowg owocoéw. Stres umiarkowany nie skutkuje zmiang
tempa rozwoju i ilo$¢ wytwarzanych owocow, podczas gdy skrajnie intensywna
susza, prowadzi do szybkiego wyksztalcenia strakow i dojrzewania nasion, cho¢

w mocno zredukowanej liczbie.

Przedwczesnie dpadajace, niedojrzate, straki charakteryzuja si¢ specyficznym,
swoistym wzorcem akumulacji zarowno transkryptow miRNA 1 ich genow
docelowych, jak réwniez zmiennym poziomem endogennych fitohormonow,
w porownaniu do prawidlowo rozwijajacych si¢ owocow jak i strgkow tych,

predestynowanych do odpadnigcia w wyniku dziatania stresu suszy

Pary LI-miR380/miR396 - LIGRF9 oraz LI-miR169 - LINF-YA5 moga by¢
wykorzystane jako molekularne markery zar6wno prawidtowego wzrostu, jak

1 wskazujace na odpadanie owocoéw u tubinu zéttego.
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Suplement

1. Kompletne dane dotyczace izolacji catkowitego RNA (Rozdziat 3.2.).

Tabela S1. Wyniki pomiaréw stgzenia i czystosci catkowitego RNA wyizolowanego z prob zebranych z
upraw polowych z 2017 roku.

Nazwa Stezenie
Nazwa skrdcona (ID 260/280 | 260/230 Data izolacji

probowek) [ng/pl]
DAB 6d okotek 1 N22 01 3286,8 2,11 1,92 23.08.2017
DAB 6d okolek 2 N22 02 3504,2 2,01 1,84 23.08.2017
DAB 14d okotek 1 N30 01 11144 2,13 2,14 23.08.2017
DAB 14d okotek 2 N30 02 1245,2 2,28 2,13 23.08.2017
DAB 21d okotek 1 NO7 01 1348,6 2,14 2,13 23.08.2017
DAB 21d okotek 1 NO7 02 1065,3 2,25 2,13 23.08.2017
DAB 28d okoétek 1 mate N14 01M 1102,4 2,12 2,13 23.08.2017
DAB 28d okoétek 1 duze N14 01D 1186,9 1,9 2,12 23.08.2017
DAB 28d okotek 1 odp N14 017 210,4 1,81 2,1 23.08.2017
DAB 6d okotek 1 Z3001 1558,6 2,3 2,13 23.08.2017
DAB 6d okotek 2 230 ok?2 2483,3 2,27 2,07 23.08.2017
DAB 20d okotek 1 71401 804,4 1,96 2,08 23.08.2017
DAB 6d okotek 3 DAB 6d ok3 3205,7 1,97 1,98 24.08.2017
DAB 13d okotek 1 mate Z07 01M 1768,7 2,11 2,21 24.08.2017
DAB 13d okotek 1 duze Z07 01D 1235,2 2,13 2,17 24.08.2017
DAB 13d okotek 2 mate Z07 02M 1057,9 2,13 2,1 24.08.2017
DAB 13d okotek 2 duze Z07 02D 17349 2,12 2,25 24.08.2017
DAB 20d okotek 2 mate Z14 02M 162,2 2,07 1,71 24.08.2017
DAB 20d okotek 2 duze Z14 02D 661,8 2,11 2,17 24.08.2017
DAB 8d okotek 3 ZZ 3003 24422 2,09 2,11 24.08.2017

Tabela S2. Wyniki pomiardw stgzenia i czystosci catkowitego RNA wyizolowanego z prob zebranych z
upraw polowych z 2018 roku.

Nazwa I\’Iaz’wa skf(’)cona (I_D Stezenie 260/280 | 2601230 Data__

probowek) i data zbioru [ng/pl] izolacji
Nasiona strakéw odpadajacych | STR ODP MIX N 23.06 635,6 2,07 2,07 ] 30.07.2020
Sciany strakow odpadajacych [ STR ODP MIX S 23.06 1420,2 2,07 2,18 ] 30.07.2020
Straki odpadajace STR ODP MIX cate 23.06 | 969,6 2,08 2,15 ] 30.07.2020
Straki §ciana stadium 1 S119.06 2481,7 2,03 2,26 | 30.07.2020
Straki §ciana stadium 2 S2 19.06 1296,9 2,08 2,33 | 30.07.2020
Straki §ciana stadium 3 S319.06 2585,8 2,02 2,24 | 30.07.2020
Straki §ciana stadium 4 S419.06 854.,4 2,08 2,32 | 30.07.2020
Straki §ciana stadium 5 S5 19.06 18295 2,06 2,13 | 30.07.2020
Straki $ciana stadium 5 S5 23.06 3060,5 1,95 2,17 | 30.07.2020
Straki $ciana stadium 6 S6 23.06 11423 2,07 1,92 | 30.07.2020
Straki $ciana stadium 7 S7 23.06 2822,3 2 2,21 | 30.07.2020
Straki $ciana stadium 7 S7 29.06 854,9 2,07 2,1 30.07.2020
Straki $ciana stadium 8 S8 29.06 2804,2 1,99 2,22 | 30.07.2020
Nasiona stadium 1 N1 19.06 1073,1 2,08 2,23 | 30.07.2020
Nasiona stadium 2 N2 19.06 3059,1 1,95 2,14 ] 30.07.2020
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Nasiona stadium 3 N3 19.06 975 2,07 2,14 | 30.07.2020
Nasiona stadium 4 N4 19.06 1946,9 2,07 2,27 | 30.07.2020
Nasiona stadium 5 N5 19.06 918,4 2,07 1,96 | 30.07.2020
Nasiona stadium 5 N5 23.06 2794 2 2,06 | 30.07.2020
Nasiona stadium 6 N6 23.06 608,9 2,07 2,11 | 30.07.2020
Nasiona stadium 7 N7 23.06 2183,6 2,06 2,19 | 30.07.2020
Nasiona stadium 7 N7 29.06 654 2,04 2 30.07.2020
Nasiona stadium 8 N8 29.06 1753 2,08 2,21 | 30.07.2020
DAB okl N duze 15.06 4d DAB 1 N duze 15.06 8796,3 2,1 2,3 05.01.2021
DAB okl S duze 15.06 4d DAB 1 S duze 15.06 2435,6 2,1 2,3 05.01.2021
DAB ok1 N mate 15.06 4d DAB 1 N mate 15.06 9000,1 2,1 2,2 05.01.2021
DAB okl S mate 15.06 4d DAB 1 S mate 15.06 2776,5 2,1 2,3 05.01.2021
DAB o0k2 N duze 15.06 4d DAB 2 N duze 15.06 9299,6 2,1 2,2 06.01.2021
DAB ok2 S duze 15.06 4d DAB 2 S duze 15.06 2983,4 2,1 2,1 06.01.2021
DAB ok2 N mate 15.06 4d DAB 2 N male 15.06 3709 2,1 2,2 06.01.2021
DAB ok2 S male 15.06 4d DAB 2 S mate 15.06 2840,1 2,1 2,3 06.01.2021
DAB ok3 N 15.06 4d DAB 3 N 15.06 3760,4 2 2,2 06.01.2021
DAB 0k3 S 15.06 4d DAB 3 S 15.06 3090,9 2,1 2,1 06.01.2021
DAB okl N mate 19.06 8d DAB 1 N mate 19.06 2695,2 2,1 2,3 06.01.2021
DAB okl S mate 19.06 8d DAB 1 S mate 19.06 2376,1 2,1 2,1 06.01.2021
DAB okl N $rednie 19.06 8d DAB 1 N $rednie 19.06 3272,4 2,1 2,2 06.01.2021
DAB okl S érednie 19.06 8d DAB 1 S érednie 19.06 1735,8 2,1 2,2 06.01.2021
DAB okl N duze 19.06 8d DAB I N duze 19.06 2611,3 2,1 2,2 06.01.2021
DAB okl S duze 19.06 8d DAB 1 S duze 19.06 1266,8 2,1 2,1 06.01.2021
DAB ok2 N duze 19.06 8d DAB 2 N duze 19.06 2579,1 2,1 2,2 06.01.2021
DAB ok2 S duze 19.06 8d DAB 2 S duze 19.06 1699,5 2,1 2,2 06.01.2021
DAB ok2 N mate 19.06 8d DAB 2 N mate 19.06 2990,4 2,1 2,3 06.01.2021
DAB ok2 S mate 19.06 8d DAB 2 S mate 19.06 3633,7 2,1 2 06.01.2021
DAB ok3 N mate 19.06 8d DAB 3 N mate 19.06 1710,6 2,1 2,3 06.01.2021
DAB ok3 S mate 19.06 8d DAB3 S male 19.06 1607,9 2,1 2,2 06.01.2021
DAB ok3 N duze 19.06 8d DAB 3 N duze 19.06 3225,6 2,1 2,2 06.01.2021
DAB ok3 S duze 19.06 8d DAB 3 S duze 19.06 17174 2,1 2,3 06.01.2021
DAB ok3 N ODP 19.06 8d DAB 3 N ODP 19.06 3475 2,1 1,9 07.01.2021
DAB ok3 S ODP 19.06 8d DAB 3 S ODP 19.06 811 2,1 2 07.01.2021
DAB okl N (duze) 23.06 12d DAB 1 N (duze) 23.06 2219,1 2,13 2,19 | 07.01.2021
DAB okl S (duze) 23.06 12d DAB 1 S (duze) 23.06 905,7 2,09 1,67 | 07.01.2021
DAB ok1 N $rednie 23.06 12d | DAB 1 N $rednie 23.06 24247 2,1 2,27 |07.01.2021
DAB okl S $rednie 23.06 12d | DAB 1 S $rednie 23.06 824,3 2,08 1,69 | 07.01.2021
DAB okl N ODP 23.06 12d DAB 1 N ODP 23.06 1770,8 2,09 2,15 | 07.01.2021
DAB ok1 S ODP 23.06 12d DAB 1 S ODP 23.06 1060,6 2,09 1,96 | 07.01.2021
DAB ok2 N duze 23.06 12d DAB 2 N duze 23.06 2392 2,11 2,22 |07.01.2021
DAB ok2 S duze 23.06 12d DAB 2 S duze 23.06 1040,9 2,1 1,92 | 07.01.2021
DAB ok2 N $rednie 23.06 12d [ DAB 2 N $rednie 23.06 2346,2 2,11 2,23 | 07.01.2021
DAB ok2 S $rednie 23.06 12d | DAB 2 S $rednie 23.06 745,1 2,09 2,17 |07.01.2021
DAB ok2 N mate 23.06 12d DAB 2 N male 23.06 1375,6 2,1 2,25 | 07.01.2021
DAB ok2 S male 23.06 12d DAB 2 S mate 23.06 1066 2,1 1,3 07.01.2021
DAB ok2 S ODP 23.06 12d DAB 2 S ODP 23.06 562,1 2,06 1,74 107.01.2021
DAB ok2 N ODP 23.06 12d DAB 2 N ODP 23.06 519,7 2,06 1,95 | 07.01.2021
DAB 0k3 S ODP 23.06 12d DAB 3 S ODP 23.06 798,7 2,08 2,11 | 07.01.2021
DAB ok3 N ODP 23.06 12d DAB 3 N ODP 23.06 255,7 2,07 1,79 |07.01.2021
DAB 0k3 S NODP 23.06 12d DAB 3 S NODP 23.06 - - - 07.01.2021
DAB ok3 N NODP 23.06 12d DAB 3 N NODP 23.06 1758,5 2,12 2,28 | 07.01.2021
DAB okl N duze 29.06 18d DAB 1 N duze 29.06 1789,4 2,06 1,67 | 07.01.2021
DAB okl S duze 29.06 18d DAB 1 S duze 29.06 568,5 2,07 2,12 | 07.01.2021
DAB okl N $rednie 29.06 18d | DAB 1 N $rednie 29.06 2202,5 2,09 1,91 | 07.01.2021
DAB okl S $rednie 29.06 18d | DAB 1 S $rednie 29.06 652,7 2,04 1,22 | 07.01.2021
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DAB okl N ODP 29.06 18d DAB 1 N ODP 29.06 508,8 2,07 1,15 | 08.01.2021
DAB okl S ODP 29.06 18d DAB 1 S ODP 29.06 142,4 2,03 1,61 | 08.01.2021
DAB ok2 N duze 29.06 18d DAB 2 N duze 29.06 1844,7 2,06 1,97 | 08.01.2021
DAB ok2 S duze 29.06 18d DAB 2 S duze 29.06 646,3 2,06 1,99 | 08.01.2021
DAB ok2 N $rednie 29.06 18d [ DAB 2 N s$rednie 29.06 1287,4 2,1 2,21 | 08.01.2021
DAB ok2 S $rednie 29.06 18d | DAB 2 S $rednie 29.06 326,7 2,07 1,97 | 08.01.2021
DAB ok2 N ODP 29.06 18d DAB 2 N ODP 29.06 7257 2,07 2,03 [08.01.2021
DAB ok2 S ODP 29.06 18d DAB 2 S ODP 29.06 189,4 2,05 1,61 | 08.01.2021

Tabela S3. Wyniki pomiaréw stgzenia i czystosci catkowitego RNA wyizolowanego z prob zebranych z
upraw fitotronowych z 2020 roku.

Nazwa Nazwa skrécona (ID | Stezenie | e mq | 960/30 Data izolacji
probowek) [ng/ul]

PCIB 1h n/d 484.9 2,05 1,2 12.03.2021

PCIB 2h n/d 473,6 2,02 1,06 12.03.2021

PCIB 4h n/d 724,1 2,04 1,23 12.03.2021

PCIB 6h n/d 465,5 2,08 1,79 12.03.2021

GA3 1h n/d 812 2,08 1,77 12.03.2021

GA3 2h n/d 785,6 2,08 0,83 12.03.2021

GA3 4h n/d 946 2,08 1,59 12.03.2021

GA3 6h n/d 476,8 2,08 15 12.03.2021

ABA 1h n/d 586 2,06 1,22 12.03.2021

ABA 2h n/d 552,7 2,08 2,06 12.03.2021

ABA 4h n/d 929,5 2,08 1,03 12.03.2021

ABA 6h n/d 483,6 2,08 1,02 12.03.2021

JAME 1h n/d 575,4 2,08 2,19 12.03.2021

JAME 2h n/d 978,9 2,08 2,2 12.03.2021

JAME 4h n/d 501,4 2,05 1,88 12.03.2021

JAME 6h n/d 1200,8 2,08 2,18 12.03.2021

IAA 1h n/d 1292,8 2,1 2,24 12.03.2021

IAA 2h n/d 1220,6 2,09 2,2 12.03.2021

IAA 4h n/d 1907,9 2,04 2,17 12.03.2021

IAA 6h n/d 979,4 2,08 2,09 12.03.2021

SA 1h n/d 969,6 2,07 2,03 12.03.2021

SA 2h n/d 807,7 2,07 2,07 12.03.2021

SA 4h n/d 911,8 2,07 1,99 12.03.2021

SA 6h n/d 5547 2,05 1,97 12.03.2021

H20 0Oh n/d 527 2,03 2,05 12.03.2021

H20 1h n/d 697,3 2,03 2,1 12.03.2021

H20 2h n/d 553,4 2,09 1,9 12.03.2021

H20 4h n/d 750,1 2,07 1,93 12.03.2021

H20 6h n/d 570,1 2,06 1,89 12.03.2021

S1 S susza 29.03 S1 S susza 1525,6 2,08 2,17 12.05.2021

S1 N susza 29.03 S1 N susza 2639,3 2,08 2,3 12.05.2021

S susza 05.04 S susza 753,9 2,05 2,04 12.05.2021

N susza 05.04 N susza 1040,1 2,07 2,04 12.05.2021

S1 S kontrola 22.03 S1 S kontrola 1979,1 2,06 2,16 12.05.2021

S1 N kontrola 22.03 S1 N kontrola 3214,1 2,06 2,14 12.05.2021

S2 S kontrola 22.03 S2 S kontrola 18994 2,05 2,35 12.05.2021

S2 N kontrola 22.03 S2 N kontrola 2470,3 2,08 2,27 12.05.2021

S3 S kontrola 29.03 S3 S kontrola 859,4 2,07 1,97 12.05.2021

S3 N kontrola 29.03 S3 N kontrola 25274 2,08 2,31 12.05.2021

S4 S kontrola 29.03 S4 S kontrola 793,9 2,06 2,16 12.05.2021

S4 N kontrola 29.03 S4 N kontrola 3021,2 2,07 2,23 12.05.2021
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2. Kompletne sekwencje wszystkich prekursorow miRNA oraz genéw docelowych i

biatek (Rozdziaty 3.5.1. — 3.5.5.).

(3.5.1.) Kompletna sekwencja prekursora miRNA (5°—3”)
TRINITY_DN47273 ¢3_g2_i3:

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601

CTTTCTTAGC
GGTTCTGATT
TTCTGTCGTG
TTCTTCCACA
CATGCCATGG
GTGGGAAGAT
ATTATTCTCT
CTTTCTAATT
TCGTTGACTT
AAGATTGAAC
AAGCAAATCG
TTGCAGCGGA
TTTGTCGCAC
CAGATTCGGC
AATTACTAAA
TATCTTACTT
CCTACCTGTC
GTTGGATGCA
AACAGTAGTA
TTACATCTTT
CAATTTAACT
GAACAATTTG
ACCATACTAC
TTTTAAAGCC
TATCGGAAAA
AATTATTCCA
ATACCTAATA
CTTTTTCCCA
TAGACCACCT
ATATGCAGCT
AATTTGAAAA
ACCCCACCAC
GATTCTTGCC
CACCAATGAC
TCCACTATCA
ATGAAGATTA
CAAGGTCTTT
TAAGGCAAAA
CTAATCCTAC
TTTATGGCCT
TGATTGAGCC
TTATTATATT
TGTCACACAT
GATGGTGGAT
CTTAATCTGA
GGGGGAACTT
AGTCTAAGAT
AGAAAATCCT
TACAACTATG
AGCTTATGGA
TATTAAATTT
CAGTAGCCTT
TATCTACAAT

CTCTCCTATT
TTTTCAGAAG
GGGCATCTTC
GCTTTCTTGA
CATCTTGCTC
ACAGATAGGG
AAAGTCTGGT
TTTTTGTTGT
TTGAGATAGT
TCTACAGAAT
CCTTGCCTTA
TCAAATTCAA
TAAATTCATT
GTATAAACTA
TGATTAATTA
AACACAACAA
GCTACATCAA
ATGAACCTGT
TTATATTGTG
TTATATATTT
GCGATCATAA
AGTTACAGAG
CTTTATATCT
ATTGGTTGGT
GATTAACCGT
GAGATTTACT
TCAATGCAGA
ATTAAGTTAG
GCTAGTACAA
TGAATCAGTC
CAGTAAAAGC
CAAATACTAA
TCTACTAACA
ATAATATCTA
ATAACATTCC
GATCTGACAG
CAAATGGTGC
GCCTTATGAG
TGTAACCCAC
TGTTTTAATT
TGATGTTCCT
CACTATCTTG
TGCTATGATT
GCATTGTACA
TTTAAGGGTA
AAAAGTTAGA
TGGTGAAAAA
CTCAACCTTG
AAATTAAAAA
ATTGCATTGA
TTTTTATTTT
CACATGCATG
ACTCAAAACT

CTACACATCT
TTTCATGACC
AGTTTTCTAT
ACTGCAGCAT
CAACACCTTG
TCAACCACAA
ATCCAATTAT
TGATGCTATT
ATCTGATCAG
TATGATGGCG
TGGACTGATC
ATGTCACCAT
AGTTCTTTGA
AACATCATAG
TTTGCAAGAT
AAAATTAAAG
AATATTTTAG
TTCTTAGAAT
TTTTTTGAAG
TCGCACCATT
TTTAAAACAC
ATTGCTAGAC
TGTTTTGAGC
GACCCCTAGT
ATGGATCCCC
GCTGTGATTT
GGCATGTGTG
AGACAACCAT
ATGCTTTCAT
TCCTATTTTG
ATATTTTTTT
TCCCTTTTTG
TATCATTTTG
AGACTCGGTC
AGATTGGTGT
AATGGTGAGT
ATTCACGGGC
CATGCTACTT
TGATCTAACA
TTGCCCTTGT
GCTTTTCCTT
ATTACAACCC
TGTTTTAAAT
TTGTAGTAAA
TTTCAGTAGT
TTTTCTTGTG
AGTTACACGA
CTGTCTTACC
TTAAAAATTT
TCGATCTAGT
ACATATGTAT
TAAGACTAAA
GGAACCTTAT

TTCTCTTAGT
TTATTCTTAT
ACATCATGGC
CTAAAGGGTT
TTTTGCGGTT
TTTCTATCTT
TGCAATTTAA
TTGATATAAT
AATTCTCAGA
GCGATGATGT
AGGCAAAAGT
TGAGATTTCT
TCTGAACTTG
AGTCTATTAT
AGTAACAATT
GGTACGATAT
TCACAATGCA
GCATCCACAG
TCTCCACAAT
CTTTGGAATT
TAACATGAAC
AATGGACCAC
TTCCAACAAC
ATGATGTTAG
CCTCCcccCAa
TTTCCACAGA
TGAAGGATAC
GTTGCAAGAA
TTACATTCCT
TTTATCCTGA
GCACCAAGGG
AGATATAAAA
CATACATACA
ATCCACCAAA
TTTTCTTCAT
TTTCTGCTCA
ATTTTTATTT
TATTTGCATA
TGTTCTTGTT
TGCTATGAAT
GTTTTGGATC
TTCTTTACTT
GAATTAATTG
AAATGTAGAC
TTTGTTTTGC
CTATGTGATG
CAAAGAGACA
ATGACATCTT
GTACCTATTG
TCTCTTGAAG
CACCGCACTG
TCTCTTAGCT
TTAAGGAGAA

TCTTGATTAG
TATTAGATGG
CCTCTTTGTA
TCTTTGCATG
CAATAAAGCT
TCAACACTGG
TTATTATTTT
TCATATCATT
TGCATAGTCA
ATGATTCACC
TAAAACTTAA
ATATAGCATA
TACCAGCCTG
AAATAATCAT
ATACCTCTCT
CTAGATCCAT
AAGACTTTGT
TCACAATTGC
AATATCACAG
TCGGTAACGA
TAATTAGAAG
AGAGGGGGTG
TTATGCAAGC
GTGAAGCTTT
AATAATTAAA
AGATAGAAAG
TAGGGTTTTA
ATGGGAGTTT
AGCGCTGTGA
AAGCATAGGA
TATCACACTT
TTACATAAGT
ATAAAGATTT
TGCATTGGAC
TTTATTTTAT
ATCAACTTTA
TTTGAAAAGA
GAACAATATC
TGTTCCTCAT
GCTTCAAAAT
TATTATCTCT
TAAAAGTGTC
TGCTGTACTT
GGTGTGATTT
TATGGAGAAA
TATGCGCAAG
ATAAATTTTT
GTCTTGTGGC
ATGAGCTTTT
AGTGTTTCTA
GAGGCAAAGC
AACATTTTTT
TTAAACATGT
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2651
2701
2751
2801

AATAAAAAGA
ATTTATTAAT
ATCTATCTTC
CACAAATAAG

TACGATGAAA AGCGTATTGC ACAATCTCTA
TGTGTATATA CTTTTCTGCT TTTATAGCCG
CACTCTATAT TCTATTCCTA TTTTTTTAAT

CTCTAAATTT

TAG

(3.5.2.) Kompletna sekwencja prekursora miRNA (5°—3”)
TRINITY_DN52336_c2_g2_i3:

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551

GAAAAAGGAA
AAATGACAAT
CAAATGTAGC
AAACGGAACC
TCTTCCAATA
AGAGGTAGAA
ATATATATAT
GTGATCGAGG
ATATGTATAG
AGCATGATCT
GTTTCACCTG
ACTACCAGAA
TTGGCTTTGT
CTATTTCATT
CTGAATTAAT
ATCCGAATTC
TCAAGCGACA
TATTTTTATG
CCAATTACCA
CCTCATCTCT
ACTTTGAATC
TCTAATATTA
CAAACAAATA
ATATTTTTAA
TATCATGTAT
CCTGGTGTAA
GGCTTATTTA
TAAATTATTA
TACTGCGGCA
GAAGGTTAAT
ACTCACGCGG
ATCCTTCTAT
ATATCGGACT
TGCATTATCT
CTAAATTTGA
ATGAGGCCAT
TTATCTATGA
AAATACTCAA
AAAATTTGAA
TTAGATCTGG
TAAAATAATA
CCTAATAGAT
CAATTTTAGA
GCTACATGAG
CGTGGTTTAG
CTTCTACCTT
TAAAAACTAA
GGGAAAAGTA
AAGGGATCAA
CTTACAAAAT
ACTTTAGTAC
TTTCTTCTAA

GAGAGAAAAT
AGAAACAACA
CTGATAAATG
ATATACCTTT
ACTCTTATTC
AGTGTAGATG
ACACACCCAT
ATGTAGATTA
TCTGATTTCT
GATGTTACCT
TTGAATGGAA
TTTCATTCAG
AGTTTTGCAT
GTATTTCTCC
GTGTTCTTCT
AAAAAGAAAG
GTAACGCGTT
TTTCAATTTT
GATCTGCAGA
GGTCTTCTGT
CACCAATTAA
ATATGTGCAA
TCTTTTTCAT
TGACAAAAAC
GTGTTATTGT
TAGGTTTGGG
AAATAAAAAC
TGTTAGCTTT
ATATTTAAGA
TATAAATCAG
TATTTTTATA
CAAATCAATG
ATCATTTCTT
TCGATAAATT
TGTAAATTAT
AGAGAAAAAA
GTGTATGTAT
TATTGTTTTC
ACTCTAGAGT
TCTTAGGTGG
ATTTAATATG
TATTACAGTT
AAAATGGCCA
TTTAGAGATC
ATTTGATTAA
CGCTCAGTTA
TACTATGTAT
TACTATGGTA
TCAATAATAT
ACATCACACA
TTTTTTAGCC
GAGTCTGAAA

GATCCATCTT
AAACTAGCCT
AAACGTACAA
ATTATGCCTT
TTATCTGTTT
TCAAGATATG
AGTCATAGCC
TAAGCTCTAG
TATCTTGCCC
TGTATTAGGG
GCATATAAAC
TGTCGCTGTA
CTATATGATA
CTATGAATAT
ATGTTGGCTA
AAGCAGCAGA
TAGGTGAATC
CATATGAACC
AATTAGAGAT
GTATCTACCT
CACAGATCCT
TTATAAGGCT
TGATGAAGAG
ATAATTTTAT
GTGACATTTC
TACCCTTGTA
GACCCTCATT
CTATAGACTT
TTTGCATATT
AGTTTTATTA
CATCGACCTA
GAAAGAAAAG
CAACAGTTAA
TGTAATTATA
CTCGAATCCT
ATGACAAAAG
TATCAAGTTA
CAAAAATATA
TGATAAAGAA
GTAGCTACGT
GTATTTAAGT
GGATTAAGTT
CAGTTTGGCA
AAAAGTTATT
TTAATTTATC
GTATTTTAAT
GTGTTTATGT
TATTGTTTAA
ATAATCAATA
AGAAGCATTG
CAACCTTTGT
TTTTTTGCTT

AGTGATATGA
TGTGAAAACC
AAGAGGGAGA
TTCTAGCTAT
GCAACGCTTA
TGTATTATAT
ATGAAGTCAA
AAGTGAGGGA
TTGAAATAGT
TAAGAATAGA
CCTAATTTGC
AGTTTTCTTC
TTTACTTGTA
ATGCATGTTT
AATCTGAAGA
TGGTAGCATA
GTCACATAAT
TCATGAATGA
TGGATTGATT
CATATGCTAT
ATATTGGTTT
TAGTGTAGCT
AAAAATGATT
GATGAATAAA
ACTCTTCACT
TACTCATCAT
TTAGAGATGC
GATTATATTA
CATCACCCAT
TTTGTACCAC
TTTATTTATG
GTAGATATAC
GTCCTAACTA
TATACCTTAT
TCCGGAGTTC
GAAAAAAGTT
TCTCGTTCTT
AGCTATCCTT
TAATAATGAA
ATTAGGAGTT
CATAATGTTG
ATATTATATG
CTGGCTAACT
TGATCTGGAA
AAATCCAAAT
TATTTAATTT
ATTGAAGTCA
TATTAAAAAC
ATTCAGCATT
TATGTGTATT
TGGGTAATTA
TCATTGTTTC

TGTTTCCAGT
GTTACTATCA
TAAAAGATAA

GACAAAAAAA
AGAGATGGTC
CCAAAAACTT
ACGTTTGCAA
CTTCAAAAGA
TATATATTAT
AGAATTAAAA
GAGAAGGCTC
TGAAGCTGCC
TCATGTGGCA
TTTCTGATCC
AATTCTCCCG
TATACAGTTA
TTATAGATGG
TTATATTTAA
TAGGTTGGAT
TGCTTGTCTG
TGATGGAATC
GATTGTTCTT
TTAATTACCC
CAGTCGTAAG
GCCAGTGGGA
GTTTTTCCTC
AGGTTAAAAA
ACGTACTCCT
AATATTGTTT
ATTTATATTT
TGAAAATCAT
GATGTGCAGA
TAATCTAAAC
TGTTTTTTAA
CATATGCTGG
ATGTATAATT
ACTCTACTGA
TGGAAAGGAA
GAAAAATCGG
AAATTCCCTT
CTTCATTTGG
AGAAAGGCAC
TCACATTGAA
CGCTATTCTT
GGATTATGGA
ATATAGAAGT
ATTAAAATTA
TAAAAAACTA
TCTATTTAAA
TATTTTAAAT
AATATATTGA
CAGGATGTTC
GACTTATATA
TTGACATGCA
TGTAACGCCC
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2601 CGAAAAATAC ATCTCAAAAA CATTGCGGAA AAATAGGTAA

(3.5.3.) Kompletna sekwencja prekursora miRNA (5°—3)
TRINITY_DN46311 c0 g1 _i4:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001

AAAATGTGAT
GGTCGTGGGG
CACCTAAACC
AAATAACCCT
TATCTCTCCC
AGAAGAATCT
AGTGGTGAAG
GTGCTTGCCT
TCGACAACCT
ATTATACATA
CAACTTTCAA
ATTTGATTAA
TCAGGTATTA
TATCTTGATA
GCAGATTCTA
TAGCAGAAGA
TAATATGTGG
AAATTTATAC
ATTGTCTATA
CCTAATCTAA
AGTTTTAAAA

GTGAAATATT
GTCACCTTTT
CAGTGAGCTT
TTTGGATTTC
CTCTCTCTAT
ACTTTCTATA
ATAGCTCGGG
GGCTCCCTGA
TTTTATTTGG
GTTATTATCA
TCAAGATTAT
TTTCTTAGAA
TTTTCTTTGT
CCATATATTT
CTATACCACA
ATTCAAATGC
CTGTGAAATA
AGTGGCTAGT
TGATTATATA
TTAACAACAT

GAAAAGAGAG
CCAAGGAAAG
TGGCTCTATC
TCTTCACTTC
ATCTCCCATA
TCTATATATA
CTAATTAGTA
ATGCCATGTA
CATTAGGGGA
TAAATTTTTC
GATCATGCCC
ATTTGCTTTT
TTGGAGAAAA
GGGAAGATAA
GAGAATTATT
AGCCAAATAA
CTCCTAACAT
GCTTTTTGCA
TAAGGTTCTT
GGCTTAATAA

TTCTGAGTTG
AAAATCCAAA
TATTGCTCAC
ACCCTTCATG
CCTATTCTCT
TATATATATA
GGGCGGATAT
AGAAGCTTTT
GCCATGCAGG
GACTCGACAC
TTATCCTAAG
TAGTTATTAT
TTTCCCTGAA
TGTACACTAG
AGGCAAGAGA
ATTTAATCAT
TGTATCAAGA
ATGTGTGTAG
TGATTTTATG
TTGAAAATAT

ATTT

GTGTAGGGTG
AAAAGACTCA
TATTGCTTAC
CTTTTTCTCT
TACCTCCAAA
AAGATTTTGG
CCGAAATGAT
GCCGTTAGGA
CTCTTCATCA
CCAACAAGAA
TTGAGTGATA
GATGCTTATT
CCATTTCAAA
GAAAATTAAT
AGATGTATGG
GGAGTTTTTT
TTTGATATAT
TCACAATCTT
TAAACATGGT
GTAGTGTATG

(3.5.4.) Kompletna sekwencja prekursora miRNa (5°—3’) TRINITY DN38047 c0 gl il:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

(3.5.1.) Kompletna sekwencja genu docelowego Growth-regulating factor 9 (5°—3”)

CAGTTTTAGA
AATGTCTTGC
TGCTGGCAAA
GGCTCATATT
AAAGCTTCAT
GAATGTGGCA
CTTTTTAAGG
AACTTGACGA
GTTAAGCTCA
AAATTTAGAC
ATATTTAACA

CTGAGTTTGT
ATGAAGAGTT
AGAAGAATTC
TGCTTCCTTT
GTCTATGGTA
ACACACTTAT
GTGCATAATC
GTTGGCACAT
TAAATTATAA
TAGTTTCTGC
TTATTAATAA

TRINITYDN48353 c0_g4_i6:

81

161

241

TTTTGGATGT
AAAGAGAGTA
GCTCTGAGGA
ACCCTCATAT
CCTTATTGAA
ACTTTGAGAG
CTTTTGCTTT
GATCTTTGAG
TTATAAGCTT
TTCATGTAAG
AGAAATTATT

TCAATAATGT
CATTTGAGCC
TGTTGTTGGC
GAGACATGGA
ATATGTCATA
GGAAAATCCA
AACTTATTAC
CCTTGACAGC
ATAAAATGAG
ATCATATGTT
TAAATTAAAA

TGTTTGCTCA
GAGGATGACT
AACGATTCCC
AAAGAGCTTG
TTTGCTATTC
ATTTTTCTTC
TAGGGCAAAT
TCAGAAATAA
CCTGGGTTAA
GATGTTTTTA

CCACCAAGACAAAAATAAAATAAAAAAACTCATGTGAATGTGACCATGGAAGCAAAGCCTCTTAGAAGTGTTCCCTCTTC
*H N T I ¥ G E G S G P Y K K K K s v v v vV G V G D D E

ACACAACACTATCTATGGTGAAGGAAGTGGACCCTATAAGAAGAAGAAAAGTGTTGTTGTTGTTGGTGTTGGTGATGATG
E K K R VL DF V VN GATINNNTTIL I Q T P C Y Y

AAGAGAAAAAAAGGGTTCTTGATTTTGTGGTGAATGGTGCTATAAATAACAACACTTTGATTCAAACACCATGTTATTAC
N K ¢ ¢ L F S ET Q R G Y R S Q S F D F G S M M D P E

AACAAGTGCTGTCTTTTTAGTGAGACTCAAAGGGGATACAGAAGCCAGAGTTTTGATTTCGGGAGCATGATGGATCCGGA
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321

401

481

641

721

801

881

1041

1121

1201

1281
1361
1441
1521
1601

ACCTCGTAGATGCCGAAGAACTGATGGAAAGAAATGGAGGTGCAGTAGAAATGTAGTGCCTGATCAGAAGTACTGTGAAA
H M H R G CNIR S R K HV EA S Q V N S Q L T T K P
GGCACATGCATAGAGGTTGTAACCGTTCAAGAAAGCATGTGGAAGCATCTCAAGTTAACTCTCAATTGACAACTAAGCCT
s s E K I ¢ T K L T S s N I E S S V s N P N L L G T Q

TCTTCCGAAAAGATACAAACCAAACTAACCTCATCAAACATAGAATCTTCGGTTTCAAATCCGAACCTTTTAGGCACTCA
P F DR SAF T L S M S ECVV NT S S A N T R L K N

ACCATTTGACAGATCTGCATTTACCCTCTCAATGAGCGAATGTGTTGTTAATACCTCTTCGGCTAATACTAGATTGAAGA
I 1 s s A DY R G S F s T A T A KA P KA T S F S N
ATATCATAAGTTCCGCTGATTACCGTGGCTCCTTTTCTACTGCCACTGCAAAAGCCCCTAAGGCGACCTCTTTCAGTAAC
T T L. v A S G N G S S Q N I C K K D N Q S Q S C I G Y

ACGACTTTAGTTGCTTCAGGTAACGGAAGTAGCCAAAATATATGCAAGAAAGATAACCAGAGCCAGAGCTGTATCGGCTA
NV G V X S G A KA S I NCDIDW NS I S T G I G F S P

CAACGTCGGTGTTAAGAGTGGTGCGAAAGCAAGCATCAACTGTGATGATAATAGCATCTCTACTGGAATAGGCTTCTCGC

R s vL. Vv s GCNN S Y L NDIRNNV DL E S G R
CTAGGAGTGTTCTTCAGGTTTCGGGTTGCAATAATTCGTACCTCAATGACAGAAACAATGTGGACCTTGAATCAGGTAGA
c R R T D G K K W R C K S A V V P G Q K Y M H R G S K

TGTCGAAGAACAGATGGTAAGAAGTGGCGGTGCAAGAGTGCTGTTGTTCCTGGCCAGAAATATATGCACAGAGGTTCTAA
R R F A E Q K p D ATD S AV T I A QL P C S T A A T

AAGGCGATTTGCCGAACAAAAACCAGACGCAACTGATTCTGCTGTTACCATTGCTCAGTTGCCTTGCTCTACAGCCGCTA
N I P K A Y C s I A NTNL s M P I P A S T A P L I

CCAACATCCCGAAAGCGTATTGTTCAATTGCGAATACAAATCTGTCCATGCCAATCCCAGCAAGTACAGCACCCTTGATA

K ¢ N E K S P Cs s DT E T TTI T™DTMNDNE Y S Y A S

AAATGTAATGAGAAAAGTCCTTGCAGCAGCGACACGGAAACCACCATCACCGACACCATGAATGAATATAGCTATGCTTC
- S
TTCATAAGAAGATTTTTCATTTCTTGAAACATGTTTGATGTTAACATGAACAAGTTAGCTTCTAAGTTTTTTTTAGATCA
GCTTTGTGTAAATTGAACAATGCCCTCTATGAAGAAAACACTATTTAGGCCTTCTAAGTTTTGAACATTTGGTCTTCACA
ATATGTTGTGTTCAATTCATATCGTCTACCGCAGTTGAGATTAAGACTTGATTGTTGTTGGCAGATTGACCTGTATTATG
TCCGGGGGAAAATGGATTTGACCAAATTTTAACCGGAGACTTTCGTTGTGGGCTAGATTGATAGATACGAAGTTTTTTTT
TTACTATACGGGACATCAATGTTTTGTTAATGAACATGATTTGATCCACGT

(3.5.2.) Kompletna sekwencja genu docelowego Auxin Response Factor 6 (5°—3”)
TRINITYDN50857_c0_g1_i10:

1

81
161l
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961
1041
1121
1201
1281
1361
1441

AAATTTATTATCAAGTACCAAAAACACACTCTCCTCCTTAAAATCACACACCCAAGAAACAATGGCGGTTCTGTCTTCAT
CCATTGAAGCACACACAGAAAAGGAGAGAAACAGTTAAAGCAACAAAACTAGTACAACGGCCACCGCCGCCGCCACCACT
ACTGGAACTGCCACCCATTTCCCATCACCATTTAATAACCAATCCCGAATCTGACCCAACCCTTTTACTTTTTCAACAAT
AAAAAATAAAAAATAAACTCTTTTTAGTCACACACTGTTTTTCTGTCCCCTACTTGGAAAAAGAACAAGTAAGCACGTTT
CTTACACTGTTCGTTTTTTCCGTTACAACTTTTGCTTCAGTTTTCAGCTCTGGCTTGAGTTGTTCACTCTGATTGCTATG
CCCATTTGCTCTTTATCCTTGTTTGCTTCGGTTCTGTCGTGAGATTCGTGTCTTTTCTCGGATTCCTTGCTCTTTTGCTA
AGATCTGTTTGGTTTTGAAGATTCTTCAGTTGTTTGGTTTCTGGGTAGTACTTGGTTTTTTATGTTGTTTCCAAATTTGG
TAACTTTTTGCAGAATGAAGTGTTTTATTGAAGATTGCAACTTGGGGTGGTTTTGGTTAAGGAGGGTTGGAAGGGAATGA
AGGGTGAAGTCAAAAAACTTGTCTTTTGTAGTGAAACTGGTTTTGGTTGAGGATTGAAAAGGGTGTGGAATATTCTGAGC
TTCTTAGCGTTTTATCTTTGATGGGTCAGAAAATTCTGTAACTGGGTGTTTGAGTTTTGTTGAGGTTTAAATGGGTTTTT
GGTAGTAAAGATATGAAGAATGATATTATGTAGTGAGAAGAAAGATATGAAGAATTGATCCACTTAAGATTTAAGAGTGT
GTGTTTGAAACTTTGAATCATTGACTGTGATCTCAATTCCAAGGTTTGAAATTTCTGAAATGAAGCTCTCTTCAGCTGGT
TTTAGTCCTCCACCTGAGGAAGGAGAAAAGCGAGTTTTGGATTCAGAACTTTGGCATGCATGTGCTGGTCCCCTTGTTTC
TTTACCAGCTGTTGGAAGCCGTGTGGTATACTTTCCACAAGGTCACAGTGAACATGTTGCTGCATCAACCAACAGGGAAG
TGGATGGCCATATGCCTAATTATCCAAGCTTACCTCCCCAACTTATGTGTCAACTTCATAATTTGACTATGCATGCAGAT
CCTGAGACTGACGAAGTATATGCACAGATGACCTTGCAACCTCTGAGTCCTGAAGAACAAAAGGAGGCATACTTTCCAGC
AGATTTGGGCACTCCGAATAATCAGCCAACAAACTACTTTTGCAAAACTTTGACTGCCAGTGACACAAGCACTCATGGGG
GGTTTTCAGTTCCTCGTCGGGCAGCTGAGAAAGTGTTTCCTCCATTGGACTTCTCCCAACAGCCTCCTTGTCAAGAGTTG
ATTGCAAGGGATTTGCATGGTCATGAATGGAAATTCCGACATATCTTCCGGGGTGATATATAAAGCAGAGATTGTTTACT
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1521

1601

1681

1761

1841

1921

2001

2081

2161

2241

2321

2401

2481

2561

2641

2721

2801

2881

2961

3041

3121

TCTATTTAATTGCTACTGTAGTATTTATGTTCTTTTTTCCTTCCTGTTAGAAGTCCTTATTTTTATCAATGGGTGCCAAA
N XK ¢ T F L L R CL NL VS F Y A G QP KR HL L T T

AACAAGTGTACTTTCCTTTTACGATGCTTGAACTTGGTGTCTTTTTATGCAGGCCAGCCCAAAAGGCATCTACTTACAAC
G W s VvV F VS A KR L VA GGD S VL F I WDNE K G Q L

GGGGTGGAGTGTCTTTGTGAGTGCTAAAAGACTTGTTGCTGGTGATTCAGTGCTGTTTATCTGGAATGAAAAGGGTCAAT

L L6 I R HHANIRS QP VM P S S VL S S D S M H L
TGCTTCTTGGCATTCGGCATGCTAATCGGTCACAACCTGTGATGCCTTCGTCGGTGTTGTCAAGTGATAGTATGCACTTG
G L L A A A A HAAATNS U RPF T I F Y N P R A S Q S

GGCCTTCTTGCTGCTGCAGCTCATGCAGCTGCAACAAATAGTCGTTTTACCATTTTCTACAACCCACGTGCTAGCCAATC
+E F VvV T P L A K Y V K A V Y H T R V S V G M R F R M L

AGAATTCGTCACACCTTTAGCAAAGTATGTTAAAGCTGTCTATCATACTCGAGTTTCAGTAGGCATGCGCTTCAGGATGT
¥F E T E E S S VR R Y M GGG T I T GG I S D L D P A R W
TGTTTGAGACAGAAGAATCTAGTGTGCGGCGATACATGGGCACAATAACAGGCATTAGTGACTTGGATCCTGCTCGGTGG
P N S H W R S V K V. G WD E S I A G E R QP R V S L W

CCAAATTCACATTGGCGCTCAGTCAAGGTTGGCTGGGATGAATCCATAGCCGGTGAGAGGCAACCTCGAGTGTCTCTATG
E I E P L T T F P MY P S P F P L R L K R P W P L G L

GGAAATTGAGCCGTTAACAACGTTTCCAATGTACCCATCTCCTTTCCCCCTCAGGCTTAAAAGACCGTGGCCTCTAGGAC
p s Yy H H G MR DND/F GMN S S L L G F Q S L D F Q

TGCCTTCATACCATGGCATGAGGGATAATGATTTTGGCATGAATTCTTCACTATTGGGGTTTCAGTCTCTCGATTTTCAG

G I 6 I ~N P WM OQ P RL D P S MV N F QNDMY Q S M

GGAATTGGTATTAATCCTTGGATGCAACCAAGGCTTGATCCGTCCATGGTGAATTTTCAAAATGATATGTACCAATCCAT
A A A AL QDMWU RT S D ?P S K Q H P A S S L Q F Q Q P

GGCTGCTGCTGCACTTCAGGATATGAGGACTTCAGATCCTTCCAAACAGCATCCTGCTTCTTCACTTCAATTTCAGCAAC
Q N F P N T T P I L M Q T QO M L Q Q S Q P O Q V F P

CACAGAACTTCCCCAACACGACTCCCATTTTAATGCAGACACAGATGTTGCAGCAGTCTCAACCTCAGCAGGTTTTTCCG

N N QO E N Q H S S P S Q F O N Q A H L ©Q Q H L QO H QO H

AATAATCAAGAAAATCAGCATTCATCTCCATCTCAATTTCAAAACCAAGCGCATCTTCAGCAGCATCTGCAGCATCAGCA
S F N NHNHUH OO OUIR O OO OO OO OMV D H QO QT

CTCATTTAATAATCATAATCATCATCAGCAACAACGACAACAACAGCAGCAACAACAGCAAATGGTAGATCATCAGCAGA
s s s v s @ F vs I P Q S @ S S R M Q A I S S L C Q

CTTCAAGTTCTGTCTCTCAGTTTGTTTCGATACCTCAATCTCAATCATCGCGCATGCAAGCTATCTCTTCGCTGTGCCAA

Q R S ¥ s b s S GNP AATA AT ASRILHNMMMSG S F

CAGCGAAGTTTTTCTGATTCAAGTGGGAACCCTGCGGCTACTGCTACTGCTTCTCGCCTGCACAATATGATGGGTTCATT
P 9 Vv E T S H L VN L P R T S F WM P V Q H S T A W P

TCCCCAGGTTGAAACATCCCACCTTGTCAACCTTCCGAGAACAAGTTTTTGGATGCCTGTTCAACACTCAACTGCATGGC
P S K RV A V D P L L S Y G G S L C Q V E QQ I G Q P

CTCCTTCCAAGCGTGTTGCCGTGGACCCACTCCTTTCATATGGAGGATCTCTATGTCAAGTGGAGCAGATAGGGCAGCCA
o I T M S E N AV T L P P F P G R ECA AV E G S T D P

CAAATAACCATGTCTGAAAATGCTGTTACGTTGCCACCCTTTCCTGGTAGGGAATGCGCCGTAGAAGGGAGCACTGATCC
Q N N I L F GV NI D P S S L L VN NG M S S L K G V

ACAAAACAATATTTTGTTTGGTGTTAATATAGATCCCTCTTCACTTCTAGTCAATAATGGGATGTCAAGTCTTAAAGGGG
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3201

3281

3361

3441

3521

3601

3681
3761
3841
3921
4001

TCAGCGTCAATCGTCACTCATCATCCATGCCTTTTCAACATTCTAGTTACCTGAATGCCACAGGCACTGATACTTCACTA
N P G M T H s I D E S D F L HT P ENG G R G N S P I

AATCCCGGAATGACACACAGCATTGATGAATCGGACTTCCTACATACTCCAGAAAATGGGGGCCGAGGAAACTCGCCAAT
kK T r V X VY K S G T F G R S L DI S K F T N Y H E L

CAAAACCTTTGTGAAGGTTTACAAATCAGGGACCTTTGGGAGATCATTGGATATCTCAAAATTCACTAACTACCATGAGC

R s E L A RMUF G L G S E L E D PV R S G W Q L V F
TGCGCAGTGAGCTTGCTCGCATGTTTGGCCTTGGAAGTGAGTTGGAGGATCCTGTAAGATCAGGCTGGCAGCTTGTATTC
v D R END VL L L GD G P W P D F V N S V W C I K I

GTTGACCGAGAGAATGATGTTCTGCTCCTCGGTGATGGTCCTTGGCCGGACTTTGTAAATAGCGTATGGTGCATCAAGAT
L s p H EV Q0 QM GNNS L E L L NS V P I QO R L S N

ACTTTCCCCGCATGAAGTGCAACAAATGGGCAACAATAGCCTGGAGCTTCTGAACTCAGTTCCAATTCAGAGGCTCTCCA
G I ¢ b DY TG RDD QI RNIL S NG I T T L E Y
ATGGCATCTGCGATGACTACACCGGCCGAGACGACCAAAGAAACTTAAGCAATGGAATAACCACTTTAGAGTACTGAATG
ATGTTTACACTCAATACTTTAAAGTCCTTCTCCTTGTATTATTACCCTTGCTTCTCAACATTAGGGTTGGGAAGTGCTAC
TTAAATGTAGTTTGTAGACTACTATATAGCCTTTTATTTTCATGTTTTCACTACTTAGGACCTTTTTATAAACTAAAACA
ATGTAACTATATGGCATCTTGTCACTGTACTTATCTATATACAATATATTGTTTACTAAATCTATTAGGAAGTCAATGTG
TAAAGATGGTTCCTTCTATCTCTTGATATATTGATGATTTTTCTTCTTA

(3.5.3.) Kompletna sekwencja genu docelowego Auxin Response Factor 17 (5’—3”)
TRINITY_DN48234 cl1 g4 il:

1
81

241

321

401

481

641

721

801

881

CGATAACATACATAATCCAAATTAATCGATTCAGTTACACTATTTGATAAAGATTATGCATTTCGTTCTTAGTATTTCAA
ATTTGAACCCAGACATAACAAACTCTCACACTCTACTTATAATGTTTCAACTTTGAACTTTGAACCCTAAATCAAACCCT
M R R P P P S V P

CACTCTCTTCATTACAATTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCCAATTTCATTCATCATGCGGCGTCCACCGCCGTCGGTTCC
p p P P L I P S Q P S R I D S S I W RACA G A S V Q

TCCTCCTCCGCCGTTGATTCCGTCGCAACCGTCGCGTATCGACTCCAGCATTTGGCGTGCTTGTGCCGGAGCTTCCGTTC
I p VV N S R VY Y F P Q GH L D QA S S P P E Q L

AAATTCCCGTTGTCAATTCTAGGGTTTACTATTTCCCTCAAGGTCACCTTGATCAAGCTTCATCACCTCCTGAACAATTG
s s N Vv Yy s NP C VL CUR I VDV Q F L A D H K T D E

TCTAGTAATGTTTATTCCAATCCTTGCGTTCTTTGTCGCATTGTTGATGTTCAATTTCTGGCTGATCATAAAACCGATGA
VvV F V X L V..L H P I NRN S D VF QN Y L S D T P P P T

GGTTTTCGTTAAACTCGTTCTTCACCCTATCAACCGTAACTCTGATTTTCAGAATTATCTCTCTGATACTCCTCCTCCGA
p A VA GD GG S G S S NNTS S GG D G D E N A V V
CACCGGCTGTAGCCGGTGATGGTGGTAGTGGTAGTAGTAATAATACTAGTTCCGGTGACGGTGATGAAAATGCTGTGGTT
s ¥ A K I L.T P S DA NNG G G F S V P R F C A D s I

TCGTTCGCTAAGATTTTGACTCCGTCTGATGCTAATAATGGTGGTGGTTTCTCTGTTCCGAGGTTCTGTGCTGATTCGAT
F P P L N F N DD P P F QN L M I ADMUHGNV W E Y

TTTCCCGCCGCTGAATTTCAATGATGATCCGCCGTTTCAGAATTTGATGATCGCTGATATGCATGGAAATGTGTGGGAGT
R H I ¥ R G T P R R H L L T T G W S K F V N F K K I

ATCGCCACATTTACCGTGGGACGCCGCGCCGGCACTTGCTCACTACTGGCTGGAGTAAGTTCGTCAACTTCAAGAAGATC
v A G D s Vv VvV F M KNAI K G E L F S G I R R A K R T S

GTCGCCGGTGATTCGGTTGTTTTCATGAAGAACGCGAAAGGGGAGTTGTTTTCTGGAATTCGCCGAGCAAAAAGGACTTC
T R S G G R GV s GG T D W s A T MUL A I G G T R K R D
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961

1041

1121

1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

1761

1841

1921

2001
2081
2161
2241
2321
2401
2481

CACTAGGAGTGGCGGCAGAGGAGTCAGTGGCACTGATTGGAGTGCGACGATGCTTGCTATTGGTGGTACAAGGAAGAGGG
G bVv E XK K K E DN VV M EGVF S RN G K G K L A P
ATGGGGATGTGGAGAAGAAGAAGGAGGATAATGTTGTGATGGAGGGGTTTTCAAGGAACGGGAAGGGGAAATTGGCGCCG
E K VA EAV ELAAQ G M P F E AV Y Y P S A G W S

GAGAAGGTTGCTGAGGCTGTGGAACTGGCAGCGCAAGGAATGCCATTTGAGGCTGTGTATTATCCAAGTGCTGGGTGGTC
p r V.V Q A E I VD S AMMTI I WS P G MR V KM A V

AGATTTTGTGGTGCAGGCAGAGATTGTGGATTCAGCGATGATGATAATTTGGAGCCCTGGAATGAGAGTGAAGATGGCTG
E T ED S S R T S W F Q G A V S A A CV P E NG L W
TGGAGACTGAGGATTCGTCTAGGACGAGCTGGTTTCAGGGCGCGGTGTCTGCTGCGTGTGTTCCTGAGAATGGGCTGTGG
R G s p W HUR I Q V A W D E P EL M QHA A K F V S P W

CGAGGTTCTCCTTGGCATAGGATTCAGGTTGCATGGGATGAACCTGAACTCATGCAGCATGCAAAGTTTGTCAGCCCTTG
Q v E P L S V T s T F H T A V P L A K R F R A A Q D S

GCAGGTTGAACCTTTATCTGTCACATCTACATTTCACACAGCAGTCCCCTTAGCCAAAAGGTTTAGAGCTGCTCAGGATT
v 6 L. T b GGG K GGD P F F P M TGY TN S T MG Q L N

CTGTGGGTTTAACTGATGGAAAGGGGGACCCTTTCTTTCCTATGACAGGATACACTAATTCAACAATGGGACAGCTTAAT

Q T L. s s Yy s T F P A G M QG AR HNTLF S T T A F V

CAAACATTGTCGAGTTATAGTACATTTCCTGCTGGCATGCAGGGAGCCAGGCATAATCTATTTTCTACAACTGCTTTTGT
K ¥ s s bMDNHILCILGNSF GNNTA P S S K I L S

CAAATTTTCTAGTGATATGAATCATCTGTGTTTGGGTAATTCCTTTGGAAACAACACAGCACCAAGTTCGAAAATTTTGT
T E L N I G S S Q S b N L S P D S QQ C S L H S F G T

CAACAGAGCTAAATATTGGCAGTTCTCAATCTGACAACTTGTCACCAGATAGCCAGTGTAGTTTGCATTCCTTTGGTACA

E ¢C Vv RTHNTCNS T XK P VS R S I QL F G T T I E T

GAATGTGTTCGGACCCACAACTGTAATTCAACGAAACCTGTGTCTCGTTCAATTCAGCTATTCGGTACCACCATTGAAAC
K ¢ p V K S GF HL T G C I G N D S C K CH D E I E G

AAAACAGCCTGTTAAAAGCGGTTTTCATCTTACCGGTTGCATAGGAAATGATAGCTGTAAGTGCCACGACGAAATTGAAG

r T L. £ L S L. A Y S KM L N S L D G L D D G R H Y L
GACTTACCCTGGAACTATCTTTGGCTTACTCAAAAATGCTGAACAGCCTTGATGGCCTTGATGATGGCAGACATTATTTG
TGAAACCAAGTAGATAAGTAGCTAACAGGTGCTGCAGCAGGCTGGGCTGCAGGAAGCTGATTCCCTTCTGGCGTTTGCAG
TAATGAACTACTAATACGATGTGCTAGTTTTCTTTTGTTATTACATTGAAACTTGGAACAGCGAAACTAATTTCCCGAAA
TTCGTTTAAGTGTGTGTCGATGTTCGACAAACTTTCTAAGATTTCTGGACAAGTTTTATTACTTGTTTTTTTCTGTTTCT
CTGGTCTTGCTTCGTTTGTGATTTGGATTTAATATTGCCCCTTGGTAGGGTTAATGCATATTTTTTAGTCTAATTTGTCT
TAATTTTTTACATCACCTCAACCCTTTACATTGGTTACAATTTCTGCACAAGAAAGTGTTGTAGATAGTGATGAAAAAAG
TGTTCAACTGTTGGCATTTAGCA

(3.5.4.) Kompletna sekwencja genu docelowego Nuclear transcription factor Y subunit A5
(5°—3”) TRINITYDN48523 ¢l g2 i5:

1
81
161

241

321

401

TATGACTAAACCAAATAGCCATAGGGTAGTAGTGGAAGTGAAAAAGAAGTAACAAGTGTAGAGTGAGAAACAAAGTGTAT
AACCTTCAACAAATGAGACATGCCCATGTTGAACCCGGCATCTATATCATCCTAAAGGTGTAATTGAAGGTTTTGAAAAC
TAAGGCTGCAATACTGTTAAGTTCTCCTGGAGTGGTATTTGATAATCCTTATCTTACTTCACCTCTTAACCAGTGGCACA
M F L L L N H T
AAACCATTCTATCAGATCAAGAACTAAATAATGGATATGTGGATGGTTTATTGAAGATGTTCCTCTTGTTGAATCATACT
p T A F N C S HV D C S H S MAY A P Y P Y D G D P S

GATACGGCATTCAATTGTTCACACGTCGATTGCAGTCACTCAATGGCTTATGCTCCTTATCCTTATGATGGTGATCCTTC
c 6 G s LV A Y G A HAINOQS O M F P Q ML G L G L

TTGTGGTGGTTCATTAGTTGCTTATGGAGCACATGCTATTAATCAATCCCAAATGTTTCCCCAAATGCTGGGCCTGGGAT
A S TR I A L P P D F A E D G P I Y V N A K Q Y H G
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481 TAGCATCCACTAGAATTGCGTTACCACCTGATTTTGCAGAAGATGGGCCCATTTATGTCAACGCAAAACAATACCATGGT
I L R R R Q S R A KL E A Q N K L I K S R K P Y L H E

561 ATACTGAGAAGGCGACAGTCGCGAGCAAAACTTGAGGCTCAAAACAAACTCATCAAAAGTCGTAAGCCATATCTTCACGA
S R H R HAULNI RV R G TG G R F L S A K QUL Q Q S H

641 GTCTCGGCATCGCCATGCTTTGAATCGGGTTCGGGGAACTGGCGGACGCTTTCTTAGCGCTAAACAGCTGCAACAGTCTC
A E VV S G A H SV S D PV N L Y Q N K D A P E V E

721 ATGCAGAAGTTGTCTCTGGTGCTCATTCAGTATCAGACCCTGTGAACTTATATCAAAATAAAGATGCACCTGAGGTGGAA

S H S S R M G G N A E L T T L S S N S V I F R Q H E L

801 AGCCATTCCTCCAGAATGGGAGGAAATGCTGAACTAACAACTTTGTCCAGTAACAGTGTCATATTTCGGCAGCATGAACT
Q F L G N S P NI G L GA S QQ C SR GF T F G G S G T

881 ACAATTCTTAGGTAACTCCCCAAATATAGGTCTAGGAGCATCACAATGCAGCAGGGGATTCACCTTCGGCGGCAGCGGAA
E R N
961 CGGAGCGAAATTAATCTCACCGGTCAGGCAAATCATCCTTGGCTTAGTCACTAAACTTTATGTTTACAGAAATGTTGTCT
1041 TTTGAGAGACTCTGCATTACCCCTCATACCTATGCCACTTCTTAGACATGTATTTTATAGTTGTTATTGTTTCCATTGGT
1121 GTGTITTTATTTTTTAAACTGGATTGGAGAGGTTTGTACTTGGAATTTAAACTTATCCATACTTTATTGACCGGAACTACC
1201 AAACTTTTCACTCTATATAAATCGGGCGGGTGATGTATACTATGATAGAACATGAGTTTTATATGTTGTTACCGCATCTT
1281 TCATATTAAATCATTCAAAG

(3.5.5.) Kompletna sekwencja genu docelowego GAMYB (5°—3”)
TRINITY_DN52683 c1_g2_i3:

1 AAGATGATGAATCTTGTGAAAGAAACATTGAAATGACATTTTCCATTCCCACATTTCTICTCTCTTTCCCTTTTTCTTCTC
81 TTCCTTTCCCATTCCATCATTTCACTTTCACTTCTCTCCCTTCTCTCTCTAAAACTCTTCTTCATTACTTTCTCTCTCTA
161 AAACTCTTCATGTGAATTAATTTTCTTCAATGTTCTGTTCCCTCTTCCTTCGTATCTTCCTTCTCCTTCTCCAGAAACTC
241 CGGAACGCGGTTCTCACTGTTTCGTTCAGTTTCTAGCTTAATTGAGCTTGATCCTCTGCGCGCAAAACGAGTCGTTTTTG
M R R M K N E I E D E M L

321 GATTTTAGCGTTGTGTCCTATTCAGAAACTGTATGATAAAAGATGAGACGGATGAAGAACGAGATTGAAGATGAGATGCT
P N N M TE S Q L N DE GNG G S G s I V V L K K G P

401 CCCCAACAATATGACAGAATCACAGTTGAATGATGAGGGTAATGGAGGAAGTGGCAGCATAGTTGTTCTGAAGAAAGGTC
w T™ s A E D A I L V DY V K K H G E G N W N A V Q K

481 CATGGACATCTGCTGAAGATGCGATTTTGGTTGATTATGTCAAGAAGCATGGGGAGGGGAACTGGAATGCTGTTCAGAAG

H A G L S R C G K s C R L R WANUHTILUR P N L K K G A

561 CATGCAGGCCTGTCGCGTTGCGGAAAAAGTTGCCGATTGCGGTGGGCCAATCACCTAAGGCCAAATTTAARAGAAAGGGGC
¥F T A Q E E R L I T E L H A KM G N K W A R M S A H L

641 GTTTACTGCACAAGAGGAGCGCTTAATTACTGAACTTCACGCAAAAATGGGAAACAAGTGGGCACGCATGTCAGCACATT
P G R T DN E I K N Y W N T R A K R R QO R A G L P L

721 TGCCTGGTCGCACAGATAATGAGATAAAGAACTACTGGAACACCCGAGCCAAGAGGCGTCAACGGGCTGGCTTGCCACTT
Yy s p E v C S P AV Q E S HQ s @ s T D G V N G G N K

801 TATTCTCCTGAAGTGTGTTCGCCAGCAGTCCAAGAGAGCCATCAAAGCCAAAGCACTGATGGAGTTAATGGTGGCAATAA
-V H H DL L N S Y E I H D A I I DS V K DN QO G I S P

881 AGTGCATCATGATTTGTTGAACAGTTATGAGATACATGATGCAATAATTGACAGTGTGAAGGATAACCAGGGAATCTCAC
y v p E P P DI s DY NNMTIL K G L D S S Q Y C N F

961 CTTATGTTCCTGAGCCTCCTGATATTTCTGATTATAACAATATGCTGAAAGGCCTTGATTCTTCTCAGTACTGTAACTTT
T s s T S P N H K R L R E S T M P F F G S s C M S T N

1041 ACATCATCAACATCACCTAACCATAAGCGTCTTCGAGAGTCAACAATGCCATTTTTTGGTTCCAGTTGTATGAGCACAAA
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1121

1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

1761

1841

1921
2001
2081
2161
2241

TTTGTTTTATCCATTTGATCATATTCGGGCTAACACCTCTGATAAGATTGCACAATCATTTGGAATGCAATCACCCCTTG
iH 66 p S L H S s M ¢C Y S H S L S N G N S S T S K P T
ATCATGGCCCCTCCTTACACAGCTCAATGTGTTACAGCCATTCACTTTCAAATGGCAATTCCTCTACTTCTAAGCCAACT

s E AV K L E L P S L QY P E I DL G S W G T S P P L

TCTGAGGCTGTGAAGCTAGAGCTCCCTTCACTCCAATATCCAGAAATTGATTTAGGTAGCTGGGGTACATCTCCCCCACT
P L L D Ss VvV DD F I K Y P T P I S T M E S D C S S P Q

TCCTTTGCTTGATTCGGTTGATGATTTCATTAAGTATCCTACACCAATTAGTACAATGGAGTCAGATTGTTCTTCCCCAC
N N G L L DAL VY QA K TMS S S KK H Y S D E I

AGAATAATGGCCTTCTGGATGCTTTAGTTTATCAGGCAAAGACTATGAGCAGTTCCAAGAAACATTATTCTGATGAGATT

s N s s T A I P G HRAD S ST L NMY E TE L E D Y

TCAAACTCATCTACTGCAATTCCTGGTCACAGAGCGGACAGCTCCACATTGAACATGTACGAGACAGAATTGGAAGACTA
A D PV S P F G A T S I L NEC?P VI AN AN S L D E

TGCTGACCCTGTATCTCCGTTTGGTGCAACTTCAATATTGAATGAATGCCCTGTTATTGCCAATGCAAATTCATTGGATG
T p L. D Q T F N G N S E N OO T M S V L N I T W P D I

AAACTCCACTCGATCAGACCTTCAATGGTAACAGTGAAAACCAAACCATGTCTGTGTTAAATATTACTTGGCCGGACATT

L ... Db EDWIL Q OQ D S G N G KN OQ T I T T DA M S T L

TTGCTTGATGAAGATTGGCTCCAGCAGGATTCTGGTAATGGCAAGAACCAAACCATCACAACTGATGCTATGTCAACCCT
- 6 D DL A TDY K HMTD G T S K S S Q V W G F G S

TTTCGGAGATGATTTAGCCACTGACTACAAGCATATGACTGATGGAACTTCTAAGTCTAGTCAGGTATGGGGCTTTGGTT
cC A RN H S A F C L S G V
CTTGCGCACGGAACCACAGTGCCTTCTGTCTGTCAGGTGTCTGATCCCGATTGCGAAAAAGGTGAGATGTGTGGTTTGAA
ACATTTTCATAATTGTAATCACGTTTGATTTTTAACATGGTAGCCAGGAGTTAATATCTCGTGGGCTGAAAGATTTTATA
TTGGTGTGATTTATAGTACCAAATACTTAGTCTGAGACTGGTGTTTTCTTGTAGCTTTATCAATTTTTTTCTTTTGGTGT
TGAGTGTTGTATACCAGCATGAATCTTGTGTCCACAGTTCTGCTTTTGAAGGTTTTTTATTATTGTGTAGAATAACATTA
CATTTTTAATGGAATAAAACTTGCTTATTAAAAAACCAAA

(3.5.2.) Kompletna sekwencja biatka ARF6:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

MGAKNKCTFL
IWNEKGQLLL
TIFYNPRASQ
GTITGISDLD
MYPSPFPLRL
WMQPRLDPSM
FPNTTPILMQ
HSENNHNHHQ
SLCOQORSFEFSD
VOHSTAWPPS
RECAVEGSTD
HSSYLNATGT
GTFGRSLDIS
VLLLGDGPWP
CDDYTGRDDQ

LRCLNLVSFY
GIRHANRSQP
SEFVTPLAKY
PARWPNSHWR
KRPWPLGLPS
VNFQNDMYQS
TOMLQQSQPQ
QOROO0Q0QQ0
SSGNPAATAT
KRVAVDPLLS
PONNILFGVN
DTSLNPGMTH
KFTNYHELRS
DEVNSVWCIK
RNLSNGITTL

AGQPKRHLLT
VMPSSVLSSD
VKAVYHTRVS
SVKVGWDESI
YHGMRDNDEG
MAAAALQDMR
QVEFPNNQENQ
OMVDHQQTSS
ASRLHNMMGS
YGGSLCQVEQ
IDPSSLLVNN
SIDESDELHT
ELARMFGLGS
ILSPHEVQQOM
EY

(3.5.5.) Kompletna sekwencja biatka GAMYB:

1 MRRMKNEIED EMLPNNMTES QLNDEGNGGS
51 DYVKKHGEGN WNAVQKHAGL SRCGKSCRLR

TGWSVEVSAK
SMHLGLLAAA
VGMRFRMLFEFE
AGERQPRVSL
MNSSLLGFQS
TSDPSKQHPA
HSSPSQFQNQ
SVSQFVSIPQ
FPQVETSHLV
IGOPQITMSE
GMSSLKGVSV
PENGGRGNSP
ELEDPVRSGW
GNNSLELLNS

GSIVVLKKGP
WANHLRPNLK

RLVAGDSVLF
AHAAATNSRF
TEESSVRRYM
WEIEPLTTEP
LDFQGIGINP
SSLOFQOPON
AHLQQHLQHQ
SQOSSRMQATIS
NLPRTSFWMP
NAVTLPPFEFPG
NRHSSSMPFQ
IKTEVKVYKS
QLVEVDREND
VPIQRLSNGI

WISAEDAILV
KGAFTAQEER
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101
151
201
251
301
351
401
451
501

LITELHAKMG
VCSPAVQESH
YVPEPPDISD
STNLEFYPFDH
STSKPTSEAV
TMESDCSSPQ
STLNMYETEL
SENQTMSVLN
DYKHMTDGTS

NKWARMSAHL
OSQSTDGVNG
YNNMLKGLDS
IRANTSDKIA
KLELPSLQYP
NNGLLDALVY
EDYADPVSPF
ITWPDILLDE
KSSQVWGEGS

PGRTDNEIKN
GNKVHHDLLN
SQYCNFTSST
QSFGMQSPLD
EIDLGSWGTS
QAKTMSSSKK
GATSILNECP
DWLOQODSGNG
CARNHSAFCL

YWNTRAKRRQ
SYETHDATIID
SPNHKRLRES
HGPSLHSSMC
PPLPLLDSVD
HYSDEISNSS
VIANANSLDE
KNQTITTDAM
SGV

RAGLPLYSPE
SVKDNQGISP
TMPFFGSSCM
YSHSLSNGNS
DFIKYPTPIS
TATIPGHRADS
TPLDQTENGN
STLEGDDLAT
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Rycina s1. Wyniki wstgpnych analiz zawarto$ci endogennych fitohormonow w nasionach i §cianach strgkow

tubinu zbttego.



