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Streszczenie

Azot (N) warunkuje wzrost 1 rozw6j roslin. W warunkach agroekosystemowych,
w ktdrych dostepnos¢ azotu jest czynnikiem ograniczajgcym, dostarczanie N mineralnego
umozliwia wysokg wydajno$¢ upraw. Jednym z gtownych sktadnikéw nawozoéw jest
saletra amonowa (azotan amonu), a rosliny przystosowane do $rodowiska o wysokiej
zawarto$ci azotu charakteryzujg si¢ przyspieszonym starzeniem sie lisci, wystepowaniem
krotszych korzeni, a w konsekwencji nizsza produktywnoscig. Jeczmienny czynnik
transkrypcyjny HYMADS?27 ulega ekspresji gtdéwnie w korzeniach i zawiera elementy
regulatorowe cis zwigzane z odpowiedzig na N w regionie promotora. Ekspresja
hvMADS27 jest silnie obnizona pod wplywem stresu nadmiaru N, ale nie zmienia si¢ w
warunkach niedoboru N. Analiza fenotypowa systemu korzeniowego transgenicznych
ro$lin jeczmienia z obnizonym poziomem HvMADS27 i nadekspresja hvMADS27
wykazala, ze czynnik ten kontroluje architekture korzeni jgczmienia i ich reakcje na stres
nadmiaru N. Poszukiwania genow regulowanych przez hvMADS27 poprzez analize
transkryptomu korzeni roslin hvmads27 kd , a nastgpnie eksperyment ChIP-gPCR na
materiale pochodzacym z korzeni roslin hvmads27 c-Myc OE wykazaty, ze hvMADS27
reguluje ckspresje B-glukozydazy BG1 i poziom kwasu abscysynowego (ABA) w
korzeniach jeczmienia. W niniejszej pracy proponujemy mechanizm, w ktéorym obnizenie
poziomu hvMADS27 pod wptywem stresu nadmiaru N uwalnia ekspresje genu BGL.
Zwigkszona aktywno$¢ BGI1 prowadzi do podwyzszenia poziomu ABA co powoduje

skrocenie korzeni jeczmienia zalezne od nadmiaru N.



Abstract

Nitrogen (N) determinates growth and development of plants. In agroecosystem
conditions where N is likely limiting, the supply of mineral N enables high crop
productivity. One of the main ingredients of fertilizers is ammonium nitrate, and plants
adapted to high ammonium nitrate environments enhance leaf senescence, reduce root
length and consequently have lower productivity. Barley hvMADS27 transcription factor
is exclusively expressed in roots and contains N-responsive cis regulatory elements in the
promoter region. HYMADS27 undergoes severe down-regulation under excess N , but its
expression does not change under low N conditions. The phenotypic analysis of the root
system of barley mutant plants with knock-down and over-expression of hvMADS27
revealed that hvMADS27 controls barley root architecture associated with soil
exploration and response to N excess stress. The search for genes regulated by
hvMADS27 through analysis of the transcriptome of hvmads27 kd plants and subsequent
ChlIP-gPCR experiments on the material derived from hvmads27 c-Myc OE plants
showed that hvMADS27 regulates the expression of BG1 R-glucosidase and in turn the
level of abscisic acid (ABA) in roots. In this paper we propose the mechanism in which
down-regulation of hvMADS27 upon N excess treatment releases the BG1 gene from the
repression. BGL1 increased activity leads to release of ABA from its inactive conjugate

which confers N excess-dependent root shortening.



1. WSTEP

1.1 Metabolizm azotu u roslin

Azot jest jednym z najwazniejszych makroelementow determinujacych wzrost i
rozwoj roslin. N stanowi sktadnik aminokwasdéw budujacych biatka, zasad azotowych
kwasow nukleinowych, jak rowniez zwigzkOw chemicznych kluczowych dla
prawidlowego funkcjonowania, takich jak chlorofil (Marschner 1995; Galloway i Crowling
2002; Miller i Cramer 2004).

Ros$linny metabolizm azotowy obejmuje takie etapy jak: pobieranie, asymilacje,
translokacj¢ oraz remobilizacje (Tsay i inni., 2007; Meyer i Stitt i inni., 2001; Diaz i inni
2008). Gtownym, dostepnym dla roslin zrodtem azotu sg jony azotanowe (NO3") i
amonowe (NH4*'), oba pobierane przez system Kkorzeniowy za pomocg Szeregu
transporterow.

System transporteréw jondw azotanowych i amonowych jest najlepiej poznany w
ro$linie modelowej Arabidopsis thaliana. Wyr6znia si¢ dwie rodziny transporterow
odpowiedzialnych za pobieranie jonéw azotanowych u roslin: te wykazujace si¢ niskim
powinowactwem- LATS (LOW AFFINITY TRANSPOERTERS) i transportery o
wysokim powinowactwie HATS (HIGH AFFINITY TRANSPOERTERS). Natomiast
rodzina transporterow amonowych AMT (AMMONIUM TRANSPORTER) jest
zaangazowana w pobieranie NH4" przez system korzeniowy roslin (Ho i inni., 2009).

Do tej pory w grupie gendw LATS zidentyfikowano ponad 50 czionkow w
Arabidopsis thaliana, a dla czeSci z nich okre§lono specyficzng funkcje. NRT1.1
zlokalizowany jest w btonie komdrkowej w epidermie korzenia i endodermie wierzchotka
korzeniowego. Wykazano, ze NRT1.1 dziata jak czujnik azotu zmieniajgc powinowactwo
do azotanu w zalezno$ci od jego dostepnosci w glebie (Ho i inni., 2009). NRT1.8,

NRTI1.9 i NRT1.5 sg zaangazowane w translokacj¢ azotanu z korzenia do pedu (Lin i
9



inni., 2008). NRT1.6 ulega ekspresji w tkance naczyniowej tuszczyny i uwaza sie, ze
transportuje azot z tkanek matczynych do rozwijajacego si¢ zarodka (Almagro i inni.,
2008). Homologi AtNRTI1.1 w ryzu i kukurydzy rowniez wykazuja aktywno$é¢
transporterow azotanow. Nadekspresja ryzowego OSNRT1.1 poprawia asymilacj¢ azotu
przez rosling i skraca czas jej dojrzewania (Wang i inni., 2018). Podobny fenotyp
obserwuje si¢ W przypadku ZmNRT1.1 u kukurydzy (Wen i inni., 2017).

Do systemu transporterow o wysokim powinowactwie nalezg geny NRT2
(NITRATE TRANSPORTER 2), ktore dziataja, gdy zewnetrzny poziom azotu jest niski
(Orsel i inni., 2006). Jednakze cztonkowie tej rodziny nie sg w stanie transportowac azot
bez interakcji z biatkami partnerskimi (rodzina NAR2). U Arabidopsis zidentyfikowano
siedmiu cztonkoé6w rodziny NRT2, wsrod nich funkcja NRT2.1 jest najlepiej poznana.
Mutacja powodujaca wyciszenie tego genu skutkuje zniesieniem ponad 70% wychwytu
NO3~ w warunkach niskiej dostepnosci azotu (Filleur i inni., 2001). W ostatnim czasie
rowniez w jeczmieniu zidentyfikowano czterech cztonkéw rodziny NRT2 i NAR2 oraz
potwierdzono konieczno$¢ interakcji pomiedzy HVNRT2.1 i HvNAR2.3 dla
prawidlowego funkcjonowania transportu azotowego (Guo i inni., 2020).

Pobieranie jondw amonowych jest regulowane przez transportery z rodziny AMT.
W Arabidopsis zidentyfikowano 6 cztonkow tej rodziny, u ryzu 10 a w soi 16 (Gazzarrini
I inni., 1999; Sonoda i inni., 2003; Kobae i inni., 2010). T¢ rodzing réwniez mozna
podzieli¢ na geny kodujace transportery 0 wysokim i niskim powinowactwie (AMT1 i
AMT?2). Najlepiej opisanych i zbadanym cztonkiem rodziny AMTI1 jest AtAMTL.1,
ktory wystepuje jedynie w korzeniach Arabidopsis, a jego ekspresja wzrasta czterokrotnie
w odpowiedzi na brak azotu (Sohlenkamp i inni., 2000). W ryzu natomiast, OSAMT1.1
wystepuje w wielu tkankach, podczas gdy ekspresja OSAMT1.2 i OSAMTL1.3 jest

ograniczona jedynie do korzeni ryzu (Sonoda i inni 2003a). Jak dotad w jeczmieniu

10



zidentyfikowano i scharakteryzowano tylko dwa geny kodujace transportery jonow
amonowych (HVAMT1.1 oraz HYAMTL1.2) (Han i inni 2016).

Pobrane przez ro$ling jony azotanowe i amonowe s3a nast¢pnie wiaczane W
metabolizm stanowigc budulec do powstawania aminokwasdéw. Jony amonowe s3
korzystniejszym zrodlem azotu dla roslin, poniewaz azotany podczas asymilacji musza
by¢ zredukowane do jonéw amonowych, co wymaga wigkszego naktadu energii (Bloom
i inni.,, 1992; Filiz i inni., 2020). Azotany podlegaja redukcji w cytozolu, dzieki
aktywnosci reduktazy azotanowej (Meyer i Stitt i inni. 2001). Powstaly w ten sposéb
azotyn jest dalej transportowany do chloroplastow, gdzie zachodzi redukcja do jonéw
amonowych przez reduktaz¢ azotynowa (Meyer i Stitt i inni. 2001). Nast¢pnie jony
amonowe sg asymilowane i wlgczane w cykl GS/GOGAT (syntetaza glutaminy- syntaza
glutaminianowa), w ktorym syntetaza glutaminowa (GS) przytacza jon amonowy do
glutaminianu, tworzac glutaming. Glutamina reaguje nast¢pnie z 2-oksoglutaranem,
tworzac dwie czasteczki glutaminianu. Ten etap jest katalizowany przez aminotransferaze
2-oksoglutaranu glutaminy i cykl si¢ zamyka (Lea i Mifin 1974; Lea i Forde 1994; Unno
I inni. 2006). Inne aminokwasy powstaja w wyniku reakcji transaminacji, w ktorych
substratem jest glutamina (Tcherkes i Hodges i inni. 2008).

W trakcie swojego zycia rosliny majg zdolnos¢ do ponownej mobilizacji
wczesniej istniejacych zrodet azotu, aby uzupetié niski poziom tego pierwiastka w
ryzosferze lub zaspokoi¢ zapotrzebowanie nowo tworzacych si¢ organéw (Thompson i
Vierstra 2005; Wingler i inni., 2009; Chiba i inni., 2003; Otegui i inni., 2005). Jednym z
najwickszych zrodet azotu podczas tego procesu sa zdegradowane chloroplasty
pochodzace ze starzejacych sie lisci. Internalizacja sktadnikow chloroplastow nastepuje
poprzez autofagosomy 1 transport pecherzykdéw zwigzanych ze starzeniem (SAV-

senescence associated vesicles). Autofagosomy to zwigzane z blong struktury zawierajace
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makroczasteczki i resztki organelli. Ekspresja wiekszosci gendw autofagii zwigksza si¢
podczas starzenia rosliny i w odpowiedzi na ograniczenie dostgpnosci azotu (Thompson
I Vierstra, 2005; Wingler i inni., 2009, Chiba i inni. 2003). Wykazano réwniez, Ze
Rubisco jest uwalniane z chloroplastow do ciat zawierajacych Rubisco (RCB- Rubisco-
containing bodies) w naturalnie starzejacych si¢ lisSciach. SAV wystepuja tylko w
komorkach zawierajacych chloroplasty, podczas gdy autofagosomy zaobserwowano
réwniez w komorkach korzeni (Otegui i inni., 2005; Xiong i inni., 2005).

Poziom azotu w tkankach rosliny oraz prawidtowo funkcjonujacy system
metabolizmu azotowego to jedne z wazniejszych czynnikow stanowigcych o kondycji
rosliny 1 jako$ci zbiorow zb6z. Azot pobrany przez system korzeniowy jest dalej
transportowany do wszystkich tkanek ro$liny. Transport azotu jest szczegolnie wazny
przed fazg wypehienia ziarna. Wykazano, ze translokacja N w organach wegetatywnych
podczas fazy wypetniania ziarna jest procesem bezposrednio wplywajacym na wielkos$¢
plonu, jako$¢ i zawartos$ci biatka w ziarnach pszenicy, kukurydzy i ryzu (Pollmer i inni.

1979; Canas i inni. 2009; Kiyomiya i inni. 2001).

1.2 Stres azotowy u roslin

Stres azotowy, zaréwno niedobdr jak i nadmiar tego pierwiastka, negatywnie
wplywa na wszystkie aspekty funkcjonowania rosliny. Jak dotad wiele badan zostato
poswieconych analizie reakcji roslin na niedobor azotu (Kant i inni., 2011; Chen i inni.,
2018; Vos i inni., 2005; Uribelarrea i inni., 2009; Chen i inni, 2015; Mu i inni., 2016).
Rosliny te charakteryzujg si¢ zahamowanym wzrostem liSci 1 pedow, jasnozielonym,
z0ttym lub bragzowym kolorem co jest wynikiem zahamowanej syntezy chloroplastow i

chlorofilu, jak rowniez zwigkszonym wiednigciem i wysychaniem. Natomiast, w
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ostatnich latach, ze wzgledu na zwigkszajace si¢ wymagania populacyjne oraz ubozenie
gleby spowodowane brakiem zrodet azotu na polach, wykorzystywanie nawozow
azotowych znacznie si¢ zwigkszylo co doprowadzito do wystgpienia problemu
przenawozenia (Jiao i inni., 2016). Jedynie 40% uzywanego nawozu jest
wykorzystywane przez rosliny, a nadmiar N stanowi zagrozenie srodowiskowe (Goulding
1inni., 2007; Jiao i inni., 2016). Ro$liny rosnagce w warunkach nadmiaru N wykazuja silny
fenotyp, ktéry obejmuje: zahamowanie wzrostu, zmniejszong liczbe kwiatostanow,
skrocenie korzeni, zotkniecie lisci, zmniejszenie plonu i wyzsza podatno$¢ na patogeny
z powodu zwigkszonej zawartos$ci azotanéw w tkankach (Lehmeier i inni., 2013; Kong i
inni., 2017; Grabowska i inni., 2020).

Obecnie najczesciej dostepnym nawozem jest azotan amonu zawierajacy jony
amonowe (NH4*) i azotanowe (NO3-) (Gorbovskiy i inni, 2017). Jednym z najbardziej
wrazliwych i plastycznych organdw ro$liny jest system korzeniowy. U jeczmienia
wystepuje system wigzkowy, w ktorym wyrdzniamy korzenie seminalne, nodalne i
korzenie boczne o rdéznym poziomie wrazliwosci na czynniki $Srodowiskowe.
Architektura systemu korzeniowego roslin jest ksztaltowana migdzy innymi za pomocag
hormondw takich jak auksyny, cytokininy czy kwas abscysynowy.

W ostatnich latach pojawito si¢ wiele doniesien dotyczacych zwigzku pomiedzy
metabolizmem azotu w roslinach a produkcjg fitohormondow, zwlaszcza kwasu
abscysynowego (ABA) (Finkelstein i inni., 2002; Cutler i inni., 2010; Yan i inni., 2014;
Sah i inni., 2016; Harris i inni., 2017; Jiao i inni., 2020). ABA kontroluje wiele procesow
zachodzacych w roslinach, w tym kietkowanie nasion, reakcj¢ na stresy abiotyczne i
biotyczne oraz wzrost korzeni (Finkelstein inni., 2002; Cutler i inni., 2010; Yan i inni.,
2014; Sah i inni., 2016; Jiao i inni., 2020). U Arabidopsis wzrost st¢zenia N w ryzosferze

powoduje stopniowg akumulacj¢ ABA w korzeniach. Ponadto wykazano, ze N indukuje
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ekspresj¢ genow regulowanych rowniez przez ABA (Harris i inni., 2017). Stwierdzono
zatem, ze sam N lub razem z ABA reguluje architekture systemu korzeniowego. W
Arabidopsis thaliana wykazano rowniez, ze czynnik transkrypcyjny SCARECROW
(SCR) (TF) kontroluje wydhluzenie korzenia poprzez hamowanie ekspresji czynnikodw
transkrypcyjnych ABA INSENSITIVE 4 (ABI4) i ABA INSENSITIVE 5 (ABI5). Co
ciekawe, wykazano, ze ekspresja SCR jest kontrolowana zar6wno przez N, jak i ABA

(Harris i inni., 2017).

1.4 Rodzina MIR444 i czynniki transkrypcyjne z domeng

MADS-box

MiRNA naleza do klasy matych niekodujacych RNA, zazwyczaj o dtugosci 21 nt.
Geny MIR sa transkrybowane przez polimeraze RNA II, zatem ich transkrypty zawieraja
na koncu 5’ strukture czapeczki a na koncu 3 ogon poliA. Pierwotne transkrypty genow
MIR sktadajg sie w strukture spinki do wlosow zawierajacg miRNA i miRNA™. W wyniku
aktywno$ci enzymu DCL1 (DICER LIKE 1) pierwotne transkrypty genow MIR
przycinane sg dwukrotnie a nastgpnie wycinany jest z nich dupleks miRNA / miRNA”,
ktory podlega metylacji dzigki aktywnosci metylazy Hua Enhancer 1 (HENL1) i jest
eksportowany do cytoplazmy poprzez aktywno$¢ biatka AGO1 (ARGONAUTE 1), gdzie
w wiekszo$ci przypadkow miRNA™ ulega degradacji (Reinhart i inni, 2002; Mallory i
inni 2006; Stepien i inni 2016; Kurihara i inni., 2006).

Dojrzate czasteczki miRNA sg wiaczane do wielobiatkowego kompleksu
wyciszajacego- RISC (RNA INDUCED SILENCING COMPLEX) i na zasadzie
komplementarnosci zasad azotowych kieruja kompleks do docelowego mMRNA.
Podstawowym sktadnikiem kompleksu RISC jest biatko ARGONAUTE1 (AGO1), ktére

posredniczy w cigciu mRNA. Miejsce cigcia w obrebie mRNA znajduje si¢ miedzy
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resztami sparowanymi z nukleotydami 10 i 11, liczac od konca 5* w sekwencji miRNA
(Vaucheret i inni 2004; Baumberger i inni 2005; Bartel i inni 2004).

Wyjatkowym przyktadem miRNA jest rodzina MIR444 charakteryzujaca si¢
wystepowaniem jedynie u roslin jednoli$ciennych i ciekawg strukturg genow (Sunkar i
inni 2005). Kazdy locus kodujacy pri-miRNA444 naklada si¢ czeSciowo | jest
antysensowny w stosunku do locus kodujgcego gen docelowy dla miRNA444, ktérym
jest mMRNA czynnika transkrypcyjnego z rodziny MADS box. Ponadto w strukturze genu
kodujacego MIRNA444 znajdujg si¢ dlugie introny oddzielajace egzony zawierajace
miRNA i miRNA". Wyciecie intronéw w procesie splicingu jest niezbedne do utworzenia
prawidlowej struktury spinki do wloséw zawierajacej w swym trzonie miRNA/miRNA”"
1 powstania dojrzalego miRNA444 (Gramzow i inni 2019)

Funkcja miRNA z rodziny MIR444 oraz ich gen6w docelowych byta analizowana
w ryzu, gdzie miRNA444 reguluje nie tylko poziom czynnika transkrypcyjnego MADS-
box kodowanego na przeciwnej nici DNA, ale rdwnie trzy inne czynniki transkrypcyjne
z rodziny MADS box (Wang i inni 2016; Lu i inni 2008). Wykazano, ze miRNA444
odgrywa role w rozwoju korzeni i pgdow, a takze w odpowiedzi na atak wirusa pasiastosci
ryzu (RSV) (Yan i inni. 2014; Wang i inni. 2016). Nadekspresja ryzowego miR444
powoduje zwickszong odpornos¢ rosliny na RSV, poprzez supresje czynnikow
transkrypcyjnych MADS oraz zwigkszenie ekspresji OSRDR1 (Wang i inni. 2016). W
ostatnich latach wiele badan podniosto kwesti¢ regulacji metabolizmu azotu u
jednolisciennych poprzez wzajemne oddziatywanie miedzy sygnalizacja fitohormonow
ros$linnych i miRNA z rodziny MIR444 oraz ich docelowymi genami (Chu i inni., 2019;
Zhang i inni 2018; Yu i inni 2015; Yaniinni., 2014; Guo i inni 2013). W 2014 roku Yan
I inni. wykazali, ze w Oryza sativa czynnik transkrypcyjny MADS-box bedacy

homologiem genu ANR1 (ARABIDOPSIS NITRATE REGULATED 1) jest regulowany
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przez miRNA z rodziny miR444. Nadekspresja tego miRNA spowodowata zahamowanie
wydtuzenia korzeni bocznych, ale promowala wzrost korzenia gtownego w sposob
zalezny od azotanéw (Yan i inni. 2014). W pozniejszym czasie Wykazano, ze
OsMADS?25, ktory jest specyficznie eksprymowany w korzeniach ryzu, reguluje rozwoj
korzeni i wplywa na akumulacj¢ azotanow w roslinach regulujac sygnalizacj¢ auksyn
(Zhang i inni., 2015; Zhang i inni. 2018). W ostatnich latach Yan i inni. wykazali rowniez,
ze obecno$¢ jondéw NH4* promuje biosynteze brasinosteroidow (BR) u ryzu poprzez
zalezng od miRNA444 regulacje czynnika transkrypcyjnego MADS57, ktory
bezposrednio hamuje transkrypcje genu DWARF14 biorgcego udziat w biosyntezie BR
(Jiao i inni. 2020; Guo i inni 2013). Najnowsze doniesienia dotyczgce roli czynnikow
transkrypcyjnych MADS wykazuja, ze pszeniczny homolog ANRI1 reguluje poziom
ABA poprzez hamowanie ekspresji -glukozydazy w korzeniach pszenicy oraz reguluje
ekspresje transporterow azotu — TaNRT2 (Wang i inni., 2020).

W niniejszej pracy wykazujemy, ze jeczmienny czynnik transkrypcyjny
hvMADS27 kontroluje rozw6j korzeni w sposob zalezny od azotu poprzez regulacje B-
glukozydazy BG1, ktéra uwalnia ABA z biologicznie nieaktywnych koniugatow w

postaci estru ABA z glukoza.
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2. Cel Pracy

Celem niniejszej pracy jest identyfikacja biologicznej funkcji jeczmiennego
czynnika transkrypcyjnego hvMADS27 oraz jest regulatora miRNA444c.

Doniesienia literaturowe z ostatnich lat dowodza znaczacej funkcji miRNA z
rodziny MIR444 oraz ich gendw docelowych- czynnikdw transkrypcyjnych MADS box w
ksztattowaniu budowy rosliny oraz jej odpowiedzi na stresy srodowiskowe.

Odkrycie w genomie jeczmienia trzech gendw kodujagcych miRNA z rodziny
MIR444 oraz genow docelowych dla dwoch z nich sktonito nas do analizy biologicznej

funkcji miRNA444c oraz hvMADS27 poprzez:

- analiz¢ wzoru ekspresji dojrzalej czasteczki miRNA444c oraz hvMADS27

- identyfikacje elementdéw regulatorowych znajdujacych si¢ w promotorach obu
genow

- analiz¢ fenotypowa transgenicznych linii j¢czmienia z obnizonym poziomem i
nadekspresja hvMADS27

- identyfikacje genow regulowanych przez hvMADS27
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3. Materialy

3.1 Material roslinny

W trakcie eksperymentéw wykorzystano nastgpujace linie roslin Hordeum vulgare

odmiana Golden Promise:

e Rosliny typu dzikiego (WT)

e Rosliny transgeniczne:

O hvmads27 kd

-rosliny z obnizonym poziomem

ekspresji  czynnika

transkrypcyjnego MADS27 na skutek nadekspresji sztucznego mikroRNA

[0 hvmads27 c-Myc OE - Ros$liny nadeksprymujace czynnik transkrypcyjny

MADS27 w fuzji z etykieta c-myc

3.2 Oligonukleotydy

Numer Sekwencja nukleotydowa (5 — 3°) Zastosowanie
AS104 TCGGTCTCGTCACCTTCTCC Amplifikacja fragmentu
cDNA MADS27 w celu
AS105 TTCGCTCGGCCATATCGATC analizy poziomu
ekspresji za pomogg RT-
gPCR w czasie
rzeczywistym
APO445 CATGTGAATCTGAGCAATGTGCAAAC Amplifikacja konca 5’
APO446 CTGTCTCTAGCTTGCCGCCTCCACTT transkryptu genu
APQO447 AGGCCAAAGCAAGCCATCAGATGATAC MIR444c w
eksperymencie 5’RACE
APO450 GTTTTCGGGCCATACCGATGATTTTCT Amplifikacja konca 3’
APO451 TGCCTCCCTTTGCCAGAACTATGGAAT transkryptu genu
APO452 GAGCCAAAATGCCTCACTCGATTCACT MIR444c w
APO453 GCGCAGGTACATGTTTCCTTAGCTCCA eksperymencie 3’RACE
AS3001 TGAAATGGATATTAGAAATGGG Amplifikacja fragmentu
AS3002 ATCTTTCATCTCTTCTAGGGTC promotora genu PPC1
zawierajacego motyw
CArG
AS3003 AACTGTAGTTTAAAAGTTTTTG Amplifikacja fragmentu
AS3004 GTTATAAAATTGCATAAGTAGCTGC promotora genu ANR1
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zawierajacego pierwszy

motyw CArG
AS3005 TGATAACAAGATATGATACTATGTG Amplifikacja fragmentu
AS3006 CCTGATTAATTTGATGTTCTTTATGTT promotora genu ANR1
zawierajacego drugi
motyw CArG
AS3007 CTGTTACAAGGCTTTTGTACGATTC Amplifikacja fragmentu
AS3008 GGCAAGTAAGTGGTTAATAATA promotora genu
LAKAZY zawierajacego
motyw CArG
AS3009 AAGTTGAAGAAACCGTAGCTACAAC Amplifikacja fragmentu
AS3010 TTATTAGTAAGCTATGTAC promotora genu UPS2
zawierajagcego motyw
CArG
AS3011 ACTGGGTGGATGGTGAAAATGAAC Amplifikacja fragmentu
AS3012 TGCGTTTGCTCATTGGAGTTTTATT promotora genu BG1
zawierajacego pierwszy
motyw CArG
AS3013 TGCGTCCAACGCTAGCCCGATC Amplifikacja fragmentu
AS3014 GCAATTGTGGACGCGTGGACT promotora genu BG1
zawierajacego drugi
motyw CArG
AS916 TGTACCTTGCGCTGTACCTG Amplifikacja fragmentu
AS917 ACTTCTCGGTGCTGTTGGAC cDNA NRT1.1 w celu
analizy poziomu
ekspresji za pomoga RT-
gPCR w czasie
rzeczywistym
AS942 GTCCTCGGCCTCTTCCTC Amplifikacja fragmentu
AS943 CGGTACTGGTGTTGATGGTG cDNA ABI5 w celu
analizy poziomu
ekspresji za pomoga RT-
gPCR w czasie
rzeczywistym
1CafGNRT1.1F ATGCCATGCGAGTTACTGGT Amplifikacja fragmentu
1CARGNRTL.1R CGGCCACCAAATCAACACTG promotora genu NRT1.1

zawierajacego motyw
CArG

APQ770 ATTTGAATTCATGGGGCGGGGCAAGATA
GTG

APO771 ATTTGGATCCTCATGGATGTAGTTGCAAT
CCT

Amplifikacja sekwenc;ji
kodujacej MADS27 z
miejscami
rozpoznawanym przez
enzymy restrykcyjne,
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odpowiednio EcoRlI oraz
BamHl|

APQ772 CACCAACCATGGAGGAGCAGAAGCTGAT | Amplifikacja sekwencji
kodujacej MADS27 wraz
Z etykietg c-myc z
plazmidu pGBKT7
HYGR F ATTTCGGCTCCAACAATGTC Amplifikacja genu
HYGR_R GATGTTGGCGACCTCGTATT odpornosci na
hygromycyne
M13 F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Startery wykorzystane do
M13 R TCACACAGGAAACAGCTATGAC sekwencjonowania
wstawki w plazmidzie
pGEM T-easy
3.3 Wektory

Przygotowanie konstruktéw genowych

e PENTR/D-TOPO (ThermoFisher Scientific)

e pPGEM T-easy (Promega)

e 17ACFEZC_GeneArtl67_444 3 pENTR221(Invitrogen)-  plazmid  donor

kompatybilny w systemie Gateway ™, zawierajacy sekwencje kodujgcg strukture

spinki do wtosow pri-miRNA167h z wprowadzonym dojrzalym miRNA444c w

miejsce mMiRNA176h
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pUC_ori

17ACFEZC_GeneArt167-444_3_pENTR221
3838 bp

GeneArt167-444_3

pGBKT7 (Clontech)- plazmid kodujacy sekwencje¢ etykiety c-myc
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Hindlll
(738)

f1
ori Papm s
GAL4

pGBKn TU& ADH1
1.3 kb

Hindlll
(6544)

puUC
ori

A c-Myc epitope tag

e pBRACT214- wektor z promotorem ubikwitynowym, z serii pBRACT,

zaprojektowany 1 dostosowany do nadekspresji w jeczmieniu jako wektor

docelowy w systemie Gateway ™
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colEl ori T e
RB 35S-Hyg-nos
Stul (7154&\
Sacl (6752) o
‘ pBract214

nosterm 3' Reverse primer

_ —_ 9165 bp
nosterminator

ccdb A

Smal (6004)

Cm(R)
attR1

Xmadl (6002) V/\\/‘< \

Sacl (2315)

\_ Xhdl (2653)

HindIII (2674

Xhal (3383)
Ubipromoter
Apadl (3742)
pAH Ubi promD primer forward

jic.ac.uk

e pSoup helper- plasmid umozliwiajacy namnazanie plazmidu pBRACT214 w

bakteriach Agorbacterium tumefaciens

3.4 Odczynniki i roztwory

ABA

agaroza
akryloamid
antybiotyki
azotan amonu
baktotrypton

Sigma Aldrich

Prona

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Difco Laboratories
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bromek etydyny
chlorek zelaza

COOMASSIE® Brilliant Blue G-250 dietylopiroweglan (DEPC)
diwodorofosforan potasu dodecylosiarczan sodu (SDS) EDTA

ekstrakt drozdzowy
etanol 96%
fenol

izopropanol izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd (IPTG)

kwas borowy
mocznik
nadsiarczan amonu (APS)
sacharoza
siarczan magenzu
siarczan manganu
siarczan miedzi
siarczan potasu
Tris-HCL

Triton X-100
B-merkaptoetanol

Enzymy

Odwrotna transkryptaza Super Script 111 (20U/ul)
Gateway LR Clonase Il

Scientific

DreamTag polimeraza DNA (5U/ul)

Scientific

T4 DNA ligaza (5U/ul)

SYBR® Green PCR Master Mix

Scientific

Inhibitor rybonukleaz RNasin®

Inhibitor proteaz Complete Mini EDTA-free

Markery molekularne
Gene RulerTM 1kb Plus
Scientific

Gene RulerTM 100bp Plus
Scientific

PageRulerTM Plus Prestained PageRulerTM Prestained

Scientific

Bio-Rad
Sigma Aldrich
Serva

Sigma Aldrich

Difco Laboratories

POCH Gliwice
POCH Gliwice
Boehringer
Mainheim

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
USB

Sigma Aldrich

Invitrogen
ThermoFisher

ThermoFisher
Promega
ThermoFisher
Promega
Roche
ThermoFisher
ThermoFisher

ThermoFisher
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Zestawy odczynnikow:

SMARTer® RACE cDNA Amplification Kit (634860)
GenElute Plasmid Miniprep Kit

GelElute Gel Extraction Kit

GenElute PCR Clean-Up Kit

Direct-zol RNA Mini Prep Kit

Przeciwciala

Anty c-myc (AS15 3035)

anti-c-myc HRP (9E10 cat num# MA1-980-HRP)
anti-BG1 (AS20 4419)

anti-H3 (ab18521)

anti-rabbit (AS09 602)

3.5 Podstawowe odczynniki do hodowli bakterii

TakaraBio
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Zymo Research

Agrisera
Invitrogen
Agrisera
Abcam
Agrisera

W pracy wykorzystano bakterie Escherichia coli szczepy DH5a oraz DB3, jak rowniez

Agrobacterium tumefaciens szczep AGL1.

Pozywka LB, objetos¢ 200ml

Odczynnik Ilosé
Baktotrypton 29
Ekstrakt drozdzowy 19
NaCl 29

Mieszaning poddano sterylizacji w autoklawie 20min 121 °C. W celu przygotowania

pozywki statej, mieszaning suplementowano 3g agaru oraz dodawano odpowiedni

antybiotyk po ostudzeniu pozywki do 50 °C.
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Pozywka MG/L, objetoscl litr:

Odczynnik Ilos¢é
Baktotrypton 5¢
Mannitol 50
Ekstrakt drozdzowy 2,50
Kwas L-glutaminowy 19
KH2PO4 250mg
NaCl 100mg
MgS04x 7 H20 100mg
Biotyna-roztwar 0.1mg/I 10ul

Po przygotowaniu mieszaniny ustalano pH7.2 przy uzyciu 1M NaOH oraz poddano

sterylizacji w autoklawie 20min 121 °C. W celu przygotowania pozywki stalej,

mieszaning suplementowano 15 g agaru oraz dodano odpowiedni antybiotyk po

ostudzeniu pozywki do 50 °C.

Antybiotyki
Antybiotyk Stezenie Stezenie koncowe
poczatkowe
Ampicylina 50 mg/ml 50 pg/ ml
Ryfampicylina 25mg/ml 25 pg/ ml
Kanamycyna 50 mg/ml 50 pg/ ml
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3.6 Materialy do hodowli roslin

Pozywka roslinna stosowana w hodowli w perlicie:

Odczynnik Stezenie
NHaNOs3 28 mM
KH2PO4 20 mM

K2SOq4, 4 mM
MgSOax7H20 16 mM

HsBO3 53 uM

CuSO4 8 uM
MnSOsxH20 4 uM
FeClsx6H20 120 uM

Pozywka po przygotowaniu zostata poddana filtrowaniu w warunkach sterylnych.

W przypadku stresu nadmiaru azotu w pozywce zostata zastosowana 10-krotnie wigksza
ilos¢ NH4NOs w poréwnaniu do warunkow kontrolnych. W przypadku zastosowania
stresu nadmiaru i niedoboru miedzi podano odpowiednio pozywke bez dodatku CuSO4
lub z 10-krotnym nadmiarem.

Pozywka 72 MS w objetosci 500ml:

Odczynnik Hosé
Koncentrat MS 1,19
Sacharoza 7,5¢

Mieszaning dopelniono do koncowej objetosci woda MilliQ, pH doprowadzono do
wartos$ci 5.5-5.6 oraz dodano agar (49). Pozywke poddano sterylizacji w autoklawie przez

20 minut w121°C.

3.7 Materialy do przeprowadzenia transformacji, selekcji i

regeneracji zarodkéw jeczmiennych
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Roztwory:

100-krotnie stezony roztwor witamin do pozywki indukujacej kalus:

Odczynnik Iosé
Tiamina HCI 100 mg/I
Mio-inozytol 3540/l

Prolina 69 g/l

Przygotowana mieszanina zostata przefiltrowana w sterylnych warunkach oraz

przechowywana w 4°C.

100-krotnie stezony roztwor witamin do pozywki przejsciowej i odbudowujace;:

Odczynnik Iosé
Tiamina HCI 40mg/I
Mio-inozytol 10g/I

Przygotowana mieszanina zostata przefiltrowana w sterylnych warunkach oraz

przechowywana w 4°C.
Roztwor CuSOa:
Odczynnik Ilosé
CuSOax 5H20 125mg
H20 100ml

Przygotowana mieszanina zostala przefiltrowana w sterylnych warunkach oraz

przechowywana w -20°C.

Roztwér Timentin:

Odczynnik Tlos¢
Timentin 160mg/ml
H-20 1ml




Przygotowana mieszanina zostala przefiltrowana w sterylnych warunkach oraz

przechowywana w -20°C.

Roztwér Dicamba:

Odczynnik Iosé
Dicamba 2,5mg/l
H20 1000ml

Przygotowana mieszanina zostata przefiltrowana w sterylnych warunkach, podzielona na

alikwoty po 1ml oraz przechowywana w -20°C.

Roztwor kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D):

Odczynnik Iosé
2,4-D 2,5mg/ml
100% C2HsOH 1ml

Przygotowana mieszanina zostala przefiltrowana w sterylnych warunkach oraz

przechowywana w -20°C.

Roztwdr 6-benzyloaminopuryna (BAP):

Odczynnik Ilosé
BAP 1mg
H20 1ml

Do przygotowanej mieszaniny dodano dwie krople 1M NaOH, przefiltrowano roztwér

sterylnych warunkach oraz przechowywano w -20°C.

Pozywka indukujaca kalus:

Odczynnik Iosé
Pozywka Murashige i Skoog 4,39/l

(MO221 Duchefa)
Maltoza 30g/1
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Hydrolizat kazeiny 1,09/l
100x stezony roztwor 10ml/l
witamin
Roztwér Dicamba Iml/i
Roztwor CuSOa4x 5H20 Iml/I
Phytagel 3,5¢/1

Po przygotowaniu mieszaniny ustalono pH5.8 przy uzyciu 1M NaOH oraz poddano

mieszaning Sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w 121°C. 100x st¢zony roztwor

witaminowy, roztwor Dicamba i roztwér CuSOsx 5H20 podano po sterylizacji, po

ostygnieciu pozywki, bezposrednio przed wylaniem na szalki.

Pozywka przej$ciowa:
Odczynnik Ios¢
Pozywka Murashige i Skoog 2,79/l
pozbawiona NH4NOs3
(Duchefa M0O238)
Maltoza 20g/1
NH4NOs3 165mg/l
Glutamina 750mg/I
100x stezony roztwor 10ml/I
witaminowy
Roztwor kwasu 2,4- Iml/i
dichlorofenoksyoctowego
(2,4-D)
Roztwor CuSOax 5H20 Iml/i
Roztwor BAP 100ul/
Phytagel 3,5¢/1
Timentin 160mg/I Iml/i
Hygromycyna 50mg/I
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Po przygotowaniu mieszaniny ustalono pHS5.8 przy uzyciu 1M NaOH oraz poddano

mieszaning Sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w 121°C. 100x stezony roztwor

witamin, 2,4-D, CuSQOax 5H20, BAP oraz timentin i hygromycyng¢ podano po sterylizacji,

gdy pozywka ostygla, bezposrednio przed wylaniem na szalki.

Pozywka regenerujaca:

Odczynnik Tos¢
Pozywka Murashige i Skoog 2,79/l
pozbawiona NH4NOs3
(Duchefa M0O238)
Maltoza 20g/1
NHiNOs 165mg/I
Glutamina 750mg/I
100x stezony roztwor 10ml/I
witaminowy
Roztwor Timentin 160mg/I Iml
Hygromycyna 50mg/I
Phytagel 3,59/l

Po przygotowaniu mieszaniny ustalono pHS5.8 przy uzyciu 1M NaOH oraz poddano

mieszaning Sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w 121°C. Po ostudzeniu pozywki

podano 100x stezony roztwor witamin, timentin i hygromycyng.

3.8 Materialy do analiz bialkowych

Bufor do izolacji biatek, objetos¢ 10ml:

Odczynnik Iosé

1M TRIS-HCI pH 7.5 500ul
5M NacCl 200ul

20% Triton X-100 125ul
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50mM NaF

proteasomu

100ul
5mM NasVOs 100ul
20% NP-40 125ul
200mM PMSF 50ul
1x inhibitor proteaz complete 200ul
EDTA-free
10000xMG132- inhibitor 1ul

Mieszanina zostata dopelniona wodg MilliQ do odpowiedniej objetosci.

Elektroforeza biatkowa

Obcigzacz do biatek 6xSSB

Odczynnik Iosé
Tris-HCI 0,375M

Glicerol 60%

SDS 12%

p-merkaptoetanol 10 ul

TEMED 0,6M

Blekit bromofenolowy 0,06%

30% roztwor akryloamid:bisakryloamid (30%AA), objgtos¢ 100ml

Odczynnik Tlos¢
Akryloamid 30g
Bisakryloamid 0,89

Woda dejonizowana MiliQ 100ml

32



5% zel poliakrylamidowy zage¢szczajacy

Odczynnik Ios¢
30% AA 900 ul
Tris-HCI pH=6.8 220 ul
10% SDS 17,5 ul
10%APS 10 ul
TEMED 2 ul
Woda dejonizowana MilliQ 1,22ml
13% zel poliakryloamidowy rozdzielajacy
Odczynnik Ilos¢
30% AA 2,48 mi
Tris-HCI pH=8,6 1,825 ml
10% SDS 50 ul
10%APS 30 ul
TEMED 3ul
Woda dejonizowana MilliQ 670 ul
Bufor Laemmli, 10x st¢zony, objetos¢ 1litr
Odczynnik Tos¢
Tris-HCI 309
Glicyna 1449
SDS 10g

Mieszaning dopetniono woda MilliQ do 1000ml.
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Bufor 10x st¢zony TBS

Odczynnik Tlos¢é
Tris-HCI 249
NaCl 889

Mieszaning dopetniono woda MilliQ do 1000ml oraz ustalono pH=7.6

Bufor TBST
Odczynnik Hosé
TBS 100ml
Woda MilliQ 900ml
Tween 20 1ml
Bufor TB
Odczynnik Ilos¢é
Tris-HCI 3,039
Glicyna 14,49
10% SDS 10ml
Woda MilliQ 800
Metanol 200ml

3.9 Materialy do hybrydyzacji Northern

15% zel poliakrylamidowy z 7M mocznikiem

Odczynnik Ios¢

Mocznik 31,59
40% akryloamid 28,125ml

Bufor 10X MOPS 7,5ml
Woda MilliQ 43,125ml

Bufor 10xMOPS w objetosci 1000ml

Odczynnik Ios¢

Woda MilliQ 800ml




MOPS 41,869
Octan sodu 4,19
Na2EDTA 3,729

pH mieszaniny doprowadzono do 7.0 oraz dopeiniono mieszaning woda MilliQ do

objetosci 1litra.

Bufor hybrydyzacyjny w objetosci 100ml

Odczynnik Ios¢
10% SDS 35ml
Na:HPO4 37,5ml
NaH2PO4 12,5ml
Woda MilliQ 15ml
Bufor ptuczacy w objetosci 1000ml
Odczynnik Tos¢
20xSSC 100ml
10% SDS 10ml
Woda MilliQ 890ml
Bufor sieciujacy w objetosci 12ml
Odczynnik Ios¢
1-metylimidazol 122,5ul
1M HCI 150ul
EDC 0,3765g
Woda MilliQ 4,5ml
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3.10 Materialy wykorzystane w przygotowaniu bibliotek do

glebokiego sekwencjonowania malych RNA i

transkryptomu

12% zel poliakrylamidowy z 7M mocznikiem

Odczynnik Tlos¢é
Mocznik 31,59
40% akryloamid 28,125ml
Bufor 10X TBE 7.5ml
Woda MilliQ 43,125ml
Bufor EBR w objetosci 20ml
Odczynnik Ilosé
1M octan magnezu Iml
1M octan amonu 10ml
0.5M EDTA 40ul
10% SDS 200ul
Woda MilliQ 8,76ml

3.11 Materialy wykorzystane do przeprowadzenia ChIP-

gPCR

Bufor 10-krotnie st¢zony PBS w objetosci 100ml

Odczynnik Ilos¢
NaCl 7,49
Na2HPO4xH20 5,849
NaH2POsx7H20 15,479
H20 Do 100ml

Bufor 1xPBS/1%formaldehyd w objetosci na 500ml

analizy
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Odczynnik Ios¢
10x PBS 50ml
36% formaldehyd 11,11ml
H20 438,89ml
Bufor | w objetosci na 500ml
Odczynnik Ilosé
2M sacharoza 50ml
1M Tris-HCI pH=8 11,11ml
1M MgClI 438,89ml
p-merkaptoetanol 0,14ml
0,1M PMSF 4ml
H20 307,86ml
Bufor Il w objetosci na S0ml
Odczynnik Tlo$¢
2M sacharoza 10ml
1M Tris-HCI pH=8 0,5ml
1M MgClI 0,5ml
p-merkaptoetanol 0,0175ml
10% Triton X-100 5ml
0,1M PMSF 0,5ml
Complite EDTA Iml
Pepstatyna A 0,2ml
H20 37,28mi
Bufor Il w objetosci 10ml
Odczynnik Ilos¢é
2M sacharoza 8,5ml
1M Tris-HCI pH=8 0,1ml
1M MgClI 0,02ml
0,0035ml

p-merkaptoetanol
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10% Triton X-100 0,15ml
0,1M PMSF 0,1ml
Complite EDTA 0,2mi
Pepstatyna A 0,04ml
H20 1,04ml

Bufor lizujacy w objetosci Sml

Odczynnik Ilosé

1M Tris-HCI pH=8 0,25ml
0,5M EDTA 0,1ml
10% SDS 0,5ml
0,1M PMSF 0,05ml
Complite EDTA 0,1ml
Pepstatyna A 0,02ml
H20 3,98ml

Bufor do rozcienczenia ChIP w objetosci 50ml

Odczynnik Ilos¢
1M Tris-HCI pH=8 0,835ml
0,5M EDTA 0,12ml
10% Triton X-100 5,5ml
2,5M NaCl 3,34ml
0,1M PMSF 0,5mi
Complite EDTA 1ml
Pepstatyna A 0,2ml
H20 38,51ml

Bufor ptuczacy o niskiej zawartosci soli w objetosci 30ml

Odczynnik Ilos¢

1M Tris-HCI pH=8 0,6ml

0,5M EDTA 0,12ml




10% Triton X-100 3,0ml
2,5M NaCl 1,8ml
10% SDS 0,3ml

H20 24,18ml

Bufor pluczacy o wysokiej zawarto$ci soli w objetosci 20ml

Odczynnik Ilos¢é
1M Tris-HCI pH=8 0,4ml
0,5M EDTA 0,08ml
10% Triton X-100 2mi
2,5M NaCl 4ml
10% SDS 0,2ml
H20 13,32ml

Bufor pluczacy zawierajacy LiCl w objetosci 20ml

Odczynnik Ilos¢é

1M Tris-HCI pH=8 0,2ml
0,5M EDTA 0,04ml
0,5M LiCl 0,04ml

10% NP-40 2ml

10% Deoksycholan sodu 2ml
H20 14,51ml

Bufor TE w obje¢tosci 30ml

Odczynnik Ilosé

1M Tris-HCI pH=8 0,3ml
0,5M EDTA 0,06ml
H20 29,64ml

Bufor do elucji w objetosci na 10ml

Odczynnik Tlos¢

1M Tris-HCI pH=8 0,1ml




0,5M EDTA 0,02ml
10% SDS iml
H20 8,64ml

3.12 Narzedzia bioinformatyczne

W niniejszej pracy wykorzystano nastgpujace bazy jeczmiennych sekwencji gDNA i

cDNA:

e Ensembl Plants (www.plant.ensembl.org/Hordeum vulgare)

e James Hutton Institute (https://ics.hutton.ac.uk/morexGenes/)

Okreslenie budowy genow

W celu okreslenia budowy genow MIR444c i MADS27, uzyskane w wyniku
cksperymentow 5”1 3 RACE sekwencje cDNA przyréwnano do sekwencji genomowych
znajdujacych si¢ w wyzej wymienionych bazach danych z wykorzystaniem narzedzia

MAFFT wersja 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/).

Analiza motywow regulatorowych znajdujacych si¢ w promotorach genéw
MIR444c i MADS27

W celu analizy elementow regulatorowych znajdujacych si¢ w promotorach
gendw MADS27 i MIR444c wykorzystano narzgdzie bioinformatyczne NEW PLACE (A

Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements) (www.dna.affrc.go.jp).

Analiza danych wysokoprzepustowych
Podczas analizy danych pochodzacych z gl¢bokiego sekwencjonowania matych
RNA uzyto programu FASTX-Toolkit w celu usunigcia sekwencji adaptorow. Nastepnie

przyrownanie otrzymanych sekwencji jeczmiennych matych RNA do sekwencji malych
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RNA zdeponowanych w bazie miRBase (wydanie 22.1) wykonano przy uzyciu skryptu
countreads_microRNA.pl (Eminaga 1 inni 2013). Do obliczenia krotnosci zmiany i
analizy statystycznej wykorzystano pakiet DESeq2 w $rodowisku programowania R.
Podczas analizy danych RNA-seq wykorzystano program FASTQC do oceny jakosci
sekwencjonowania a nastepnie oprogramowanie Trimmomatic w celu usunigcia
sekwencji adapteréw. Otrzymane odczyty przyréwnano do genomu i transkryptomu
jeczmiennego z bazy Ensembl Plants przy uzyciu programéw HISAT2 i SALMON,
natomiast analiza statystyczna zostala przygotowana z wykorzystaniem pakietu DESeq2

w srodowisku programowania R (Love i inni 2014).

Przygotowanie konstruktu genomowego nadeksprymujacego sztuczny miRNA

Do przygotowania konstruktu genomowego nadekspresjonujacego sztuczny
miIRNA amiRMADS27, ktorego genem docelowym jest jeczmienny MADS27,
wykorzystano  narzgdzie on-line -  WMD3-Web  MicroRNA  Designer

(www.wmd3.weigelworld.org).

Analiza systemu korzeniowego

Analize systemow korzeniowych przeprowadzono za pomocg skanera Epson i
oprogramowania WIinRHIZO (Regent Instruments, Inc., Quebec, Kanada). Otrzymane
dane zostaly poddane dalszej analizie statystycznej w programie Statistica 13.1 (Krakdw,

Polska).
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4. METODY:

4.1 Hodowla roslin

Nasiona jeczmienia jarego (Hordeum vulgare, odmiana Golden Promise)
kietkowano na mokrej, sterylnej bibule filtracyjnej typu Whatman przez 3 dni w komorze
fitotronowej (MLR35-1H, Sanyo, Panasonic) w warunkach dtugiego dnia (16 godz.) w
temperaturze 20 °C. Nastepnie sadzonki przeniesiono do doniczek (dwie sadzonki na
jedng doniczke) zawierajacg perlit, poddany wczesniej sterylizacji w autoklawie i
uzupethiono pozywka. Rosliny nastepnie hodowano w kontrolowanych warunkach, ktore
obejmowaty fotoperiod 16 h dzien/8 h noc w temperaturze 20°C w dzien i 15°C w nocy.
W stresie niedoboru N nie podano do pozywki NH4NOs, W warunkach kontrolnych
podano 28mM NHsNOs3, a w przypadku nadmiaru N zastosowano 10-krotnie zwigkszong
ilos¢ NH4NO3 (280mM) (Lips i inni., 2008; Yao i inni., 2011; Heuermann i inni., 2021).
W stresie niedoboru miedzi nie podano do pozywki CuSO4a w stresie nadmiaru miedzi
podano jego 10-krotng ilos¢ (kontrola-8 uM, nadmiar- 80 uM). W przypadku stresu
$wiatla ro$liny rosty dwa tygodniec w warunkach catkowitej ciemnosci (warunki
kontrolne- 600 umol $wiatta).
Nasiona do eksperymentu badajgcego wrazliwos$¢ na kwas abscysynowy kietkowano na
szalkach zawierajacych pozywke 2 MS suplementowang 0.1M NaOH (w warunkach

kontrolnych) lub 50 uM ABA oraz badano dtugos¢ korzeni po tygodniu hodowli.
4.2 Eksperymenty z wykorzystaniem kwasow nukleinowych

Izolacja RNA i przygotowanie cDNA
Izolacje RNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Direct-

zol RNA Miniprep Kit (R2062, Zymo Research) zgodnie z zaleceniami producenta.
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Jakos$¢ uzyskanego RNA oceniano przy uzyciu spektrofotometru DeNovix DS -11
(Kijow, Ukraina) oraz zelu agarozowego 1,2%. RNA wykorzystany do przygotowania
bibliotek matych RNA i RNA-seq zostal poddany analizie integralnosci RNA
wyznaczajac wartos¢ RIN (RNA integrity number) z wykorzystaniem RNA Nano Chips
I Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent Technologies, USA, N0.5067-1511). RNA
wykazujacy wartosci RIN powyzej 8 byt wykorzystany do przygotowania bibliotek
matych RNA i RNA-seq.

W celu przygotowania matrycy cDNA, 15 pg totalnego RNA poddano reakcji z
wykorzystaniem enzymu TURBO™ DNase (Thermo Fisher Scientific) wedtug zalecen
producenta, a nast¢pnie godzinnej ekstrakcji w -80 °C mieszaning fenol:chloroform oraz
precypitacji z wykorzystaniem 3M octanu sodu i 100% etanolu. 3 pg tak przygotowanego
RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu odwrotnej transkryptazy
SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, numer
katalogowy:18080093) wedlug zalecen producenta w obecnos$ci inhibitora rybonukleaz
RNasin® Plus (Promega) przez 1h w 50°C a nastepnie w 70°C przez 15 minut. Reakcje
poprzedzono 5 minutowg inkubacja w 65 °C RNA z 10nM mieszaning trifosfo-
deoksynukleozydéw oraz starterem oligo(dT)is(Novazym). Przygotowang matryce
cDNA rozcieniczono 4-krotnie.

Izolacja DNA
Izolacje DNA wykonano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu DNeasy Plant

Mini Kit (Quaigen) wedtug zalecen producenta.

Szybka amplifikacja koncow cDNA technika 5°/3° RACE

Amplifikacj¢ petnej dtugosci cDNA genow MIR444c | MADS27 wykonano przy

uzyciu komercyjnego zestawu odczynnikow SMARTer® RACE 5°/3° (Takara Bio,
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USA). Matryce do analizy 5’ i 3’ przygotowano z mieszaniny RNA pochodzacego z
ro$lin na pieciu etapach rozwojowych jeczmienia (1,2,3,6- tydzien oraz 68 dzien). Do
amplifikacji produktow uzyto polimeraze Advantage 2 polymerase mix (Takara Bio,
USA). Otrzymane produkty wklonowano do plazmidu pGEM T-easy (Promega) z
wykorzystaniem ligazy T4 DNA (Thermo Fisher Scientific) oraz sekwencjonowano
wklonowane produkty przy uzyciu starterow M13. Sekwencje wszystkich
oligonukleotydéw uzytych podczas wykonywania tej pracy sg umieszczone w tabeli w

sekcji materialy.

Przygotowywanie konstruktow genomowych

Nadekspresja jeczmiennego czynnika MADS?27 z etykietqg c-myc

Sekwencja kodujaca jeczmienny czynnik transkrypcyjny MADS27  zostata
zamplifikowana przy pomocy polimerazy Q5 High-Fidelity (New England BiolLabs),
wedlug zalecen producenta, na matrycy cDNA przygotowanej z RNA wyizolowanego z
dwutygodniowych korzeni jeczmienia. Reakcj¢ przeprowadzono przy uzyciu starteréw
specyficznych dla tej sekwencji zawierajgcych dodatkowe nukleotydy rozpoznawane
przez enzym EcoRI (starter sensowny) i BamHI (starter antysensowny). Produkt reakcji
PCR oczyszczono z wykorzystaniem zestawu komercyjnego GenJet PCR Puryfication
Kit (ThermoFisher Scientific) oraz poddano trawieniu restrykcyjnemu w 37°C przez 1h i
ponownie oczyszczono. Jednoczesnie plazmid pGBKT7 niosacy etykiete c-myc zostat
poddany trawieniu restrykcyjnemu oraz oczyszczeniu. W kolejnym  kroku
przeprowadzono ligacje sekwencji kodujacej MADS27 do wektora pGBKT7 przy
pomocy ligazy T4 DNA (ThermoFisher Scienitific) przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej. Mieszanina ligacyjna postuzyta do transformacji chemicznie kompetentnych

komdrek E. coli szczep DH5a. Bakterie posiewano na statg pozywke LB suplementowang

44



odpowiednim antybiotykiem. Uzyskany plazmid postuzyt jako matryca do amplifikacji
sekwencji kodujacej MADS27 z etykieta c-myc. W tym celu wykorzystano starter
sensowny specyficzny dla etykiety c-myc oraz zawierajacy dodatkowe nukleotydy
(CACC oraz sekwencj¢ Kozak) 1 starter antysensowny specyficzny dla konca 3’
sekwencji kodujacej MADS27. Do amplifikacji ponownie uzyto polimeraze Q5 High-
Fidelity (New England BioLabs), wedlug zalecen producenta. Otrzymany produkt
wklonowano do wektora pENTR/D-TOPO wykorzystujac 5-minutowg reakcje
topoizomerazy |, zgodnie z zaleceniami producenta systemu Gateway. Otrzymany
plazmid poddano trawieniu restrykcyjnemu z wykorzystaniem enzymem Pvu |, ktory
rozpoznaje miejsce restrykcyjne w genie zapewniajagcym odporno$¢ na kanamycyne, oraz
0Czyszczono, a nastgpnie stosowano enzym Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix
(ThermoFisher Scientific) w celu przeniesienia wstawki do wektora docelowego-
pBRACT214, ktorym transformowano elektrokompetentne bakterie Agrobaceterium

tumefaciens szczep AGLL.

Nadekspresja sztucznego miRNA- amiRMADS27

W celu przygotowania konstruktu genomowego nadeksprymujacego sztuczne miRNA,
dla ktérego genem docelowym jest jeczmienny MADS27 skorzystano z narzedzia

internetowego -WMD3- Web MicroRNA Designer (www.wmd3.weigelworld.org),

zastrzegajac pelng komplementarno$¢ pomigdzy zaprojektowanym sztucznym miRNA a
genem docelowym. Nastepnie skorzystano z ustugi GeneArt (ThermoFisher Scientific)
oraz zamowiono plazmid kompatybilny w systemie Gateway zawierajacy sekwencje
prekursora jeczmiennego pre-miRNA67h, w ktorym dojrzata czasteczka miRNA 1 jego
miRNA* zostala zastgpiona przez sztuczne amiRMADS27 1 amiRMADS27* (patrz

Rysunek 1). Tak zaprojektowany plazmid poddano trawieniu restrykcyjnemu z
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wykorzystaniem enzymem Pvu |, ktory rozpoznaje miejsce restrykcyjne w genie
zapewniajagcym odporno$¢ na kanamycyn¢ oraz oczyszczono, @ nastepnie
przeprowadzono reakcje z wykorzystaniem enzymu Gateway LR Clonase 11 Enzyme Mix
(ThermoFisher Scientific) w celu przeniesienia wstawki do wektora docelowego-

BRACT214, ktérym transformowano elektrokompetentne bakterie A. tumefaciens szczep

AGLL.
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Rysunek 1 amiRMADS27 w prekursorze miRNA167h. (a) Struktura jeczmiennego
genu MIR167h gdzie czerwony stupek oznacza pozycj¢ dojrzatlego miRNA167h a

niebieski miIRNA*. TSS- miejsce startu transkrypcji. (b) Struktura i sekwencja pre-
miRNA167h, gdzie czerwony kolor pokazuje dojrzala sekwencje miRNA167h a
niebieski MiIRNA*. Nukleotydy zaznaczone na zielono zostaly zmienione w prekursorze
amiRMADS27 w celu poprawy struktury spinki do wlosow. (c) Pre-miRNA167h z
amiRMADS27 i jego zaprojektowanym miRNA*. AG= Warto$¢ energii swobodnej
Gibbsa poszczegolnych pre-miRNA.

Transformacja bakterii Escherichia coli szczep DH5a i DB3 oraz A. tumefaciens

szczep AGL1

Komorki bakterii Escherichia coli po wprowadzeniu w stan kompetencji byty
przechowywane w zamrazarce, W temperaturze -80 °C w 1,5 ml probowkach
(Eppendorf). Przed przystapieniem do transformacji, komorki rozmrazano w lodzie przez
20 minut. Nastepnie do rozmrozonych komoérek dodawano 10 pl mieszaniny ligacyjnej
lub 5 pl reakcji LR Clonase, mieszano i inkubowano w lodzie przez 30 minut. Po 30
minutach inkubacji mieszaning poddawano stresowi termicznemu w temperaturze 42 °C
przez 1 minutg i ponownie umieszczano w lodzie na 2 minuty. Nastepnie dodawano 300
ul ptynnej pozywki LB, hodowano przez 1,5 godziny w 37 °C na termobloku z
wytrzasaniem 350rpm i posiewano na ptytki ze stala pozywka LB z dodatkiem
odpowiedniego antybiotyku. Szalki nastepnie umieszczano w cieplarce 37 °C na 16
godzin. Po wyselekcjonowaniu odpowiednich kolonii bakterii E. coli zaszczepiano nimi
5 ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku i hodowano z
wytrzasaniem 200 rpm przez 16 godzin w 37 °C. Po tym czasie przystgpiono do izolacji
plazmidéw, ktoéra prowadzono zgodnie z protokotem producenta zestawu odczynnikow

GenElute™HP plazmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific).
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Komorki bakterii A. tumefaciens

Komorki bakterii A. tumefaciens po wprowadzeniu w stan kompetencji byly
przechowywane w zamrazarce, w temperaturze -80 °C w 1,5 ml probéwkach
(Eppendorf). Przed przystapieniem do transformacji, komoérki rozmrazano w lodzie przez
10 minut. Nastepnie do rozmrozonych komoérek dodawano 100ng plazmidu pPBRACT214
z odpowiednig wstawka 1 50ng plazmidu pSoup helper. Nastepnie bakterie przeniesiono
do kuwety do elektroporacji o szerokosci szczeliny Imm (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruher, Niemcy) oraz poddano elektroporacji przy napigciu 2400 volt z uzyciem Bio-
Rad Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, Hercules,Kalifornia, USA). Nastgpnie komorki
inkubowano w temperaturze 28 °C przez 3 godziny po czym posiewano na plytki ze statg
pozywka LB z dodatkiem odpowiednich antybiotykow oraz inkubowano przez 48h w 28
°C. Po wyselekcjonowaniu odpowiednich kolonii niosgcych pozadang wstawke
zaszczepiono kolonie bakterii Agrobacterium do pozywki ptynnej MG/L z odpowiednimi
antybiotykami i inkubowano w 28 °C 300 rpm w celu przygotowania inoculum do

transformacji zarodkow jeczmiennych.

PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje prowadzono z wykorzystaniem odczynnika Power SYBR® Green PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific) i aparatu 7900HT Fast Real-Time PCR System lub
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific). Mieszanina
reakcyjna (10 pl) sktadata si¢ z: 5 pl odczynnika 2X Power SYBR Green PCR

MasterMix, 1 pl matrycy cDNA oraz pary specyficznych starterow (200 nM kazdy).
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Stosowano nastgpujacy profil termiczny:

Etap Temperatura Czas Ilos¢ cykli
Denaturacja 95°C 10 min 1
wstepna
Denaturacja 95°C 15s
Przytaczenie
starteréw i 60°C 1 min w0
amplifikacja
95°C 15s 1

Krzywa topnienia :
60°C - 95°C 30 min 1

Poziom ekspresji wyliczano stosujac_metode 2"-ACt, natomiast wzgledny poziom
ekspresji przy zastosowaniu metody 2"-AACt. W celu normalizacji danych
wykorzystywano poziom 61-nukleotydowego fragmentu mRNA jeczmiennego czynnika
rybozylacji ADP 1 (GeneBank: AJ508228.2,) ktory oznaczano jednocze$nie z badanymi
transkryptami. W celu analizy istotno$ci roznic migdzy prébami kontrolnymi i badanymi,
stosowano Test t-Studenta oprogramowania Microsoft Excel (* p<0,05, ** p<0,01, ***

p<0,001). Analizy te prowadzono z wykorzystaniem warto$ci poziomu ekspresji genow,

uzyskanych metodg 2"-ACt.

Hybrydyzacja Northern

Totalny RNA poddano rozdziatlowi elektorforetycznemu z wykorzystaniem 15 %
zelu poliakrylamidowego z 7M mocznikiem przy 300V. Nastepnie przeprowadzono
transfer RNA na membrane nitrocelulozowg Amersham przez 1 godzine przy 20V. Po
ukonczeniu transferu membrang¢ umieszczono na papierze typu Whatmann nasgczonym
buforem sieciujacym i inkubowano przez 2h w 55°C. Usieciowang membrang poddano

pre-hybrydyzacji inkubujac w buforze hybrydyzujacym przez 3h w 37°C po czym dodano
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radioaktywne sondy specyficzne dla U6 snRNA oraz dla amiRMADS27 i prowadzono
inkubacje przez noc w 37°C, odmyto membrane buforem pluczacym oraz nastawiono
ekspozycje przy uzyciu kasety RTG z ekranem wzmacniajagcym. Po 48 godzinach
odczytano Sygnat za pomocg skanera FLA5S00.
Znakowanie radioaktywne sond

Znakowanie sond przeprowadzono z wykorzystaniem ATP, [y-*2P] - 6000Ci/mmol
10mCi/ml (Hartmann-analytic, Niemcy) oraz kinazy polinukleotydowej T4 (New
England Biolabs) wedlug zalecen producenta. Nastgpnie mieszaning reakcyjna
inkubowano 30 minut w 37°C, 20 minut w 65 °C oraz oczyszczono na kolumienkach

wypethionych ztozem zetadex (emp Biotech) wedtug zalecen producenta.

Przygotowanie bibliotek malych RNA

Totalny RNA wykazujacy warto$¢ RIN powyzej 8 zostat rozdzielony na 15% zelu
poliakryloamidowym w buforze TBE z 7M mocznikiem przy 300V, a nastgpnie zel
inkubowano z wykorzystaniem odczynnika SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain
(Thermo Fisher Scientific numer katalogowy: S11494) w ciemnosci, przez 20 minut. Z
zelu wycieto frakcje RNA odpowiadajacg dtugosci 17-30 nukleotydow, fragmenty zelu
przeniesiono do probowek 1,5ml Eppendorf typu LoBind (Eppendorf, numer
katalogowy:0030122348), zel rozdrobniono oraz dodano 450 pl buforu elucyjnego EBR
i inkubowano w 25 °C przez noc przy 300rpm. W kolejnym kroku do préb dodano 225
ul mieszaniny chloroformu i alkoholu izoamylowego a nastgpnie 225 pl kwasnego fenolu
0 pH4.5, mieszano i wirowano na najwyzszych obrotach wiré6wki przez 5 minut. Do fazy
wodnej dodano 1,5 ul odczynnika GlycoBlue (Thermo Fisher Scientific) oraz 45 ul 3M
octanu sodu i 1350 pl 100% etanolu. Mieszanine inkubowano przez noc w -20 °C po

czym odwirowano na najwyzszych obrotach wiréwki przez 5 minut, odrzucono

50



supernatant, a uzyskany osad rozpuszczono w 5 ul sterylnej wody dotaczonej do zestawu
komercyjnego Illumina TruSeq Small RNA Library Prep. W dalszych krokach
przygotowano biblioteki matych RNA zgodnie z zaleceniami producenta zestawu.
Otrzymane biblioteki cDNA oczyszczono poprzez rozdzial elektroforetyczny w 15% zelu
poliakrylamidowym z glicerolem przy 150V oraz precypitacje jak poprzednio, ale
uzywajac fenolu wysyconego Tris-HCI pH7.5. Jakos¢ otrzymanych bibliotek oceniono
przy uzyciu Agilent 2100 Bioanalyzer, z wykorzystaniem High Sensitivity DNA chip
(Agilent Tchnologies, Niemcy), stezenie zmierzono przy uzyciu Fluorometru Qubit 2.0
(Thermo Fisher Scientific), a nastepnie przygotowano mieszaning¢ bibliotek w stezeniu

10 nM kazda oraz wystano tak przygotowang mieszaning do sekwencjonowania.

Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania transkryptomu

15 pg totalnego RNA zostalo poddane reakcji z wykorzystaniem enzymu
TURBO™ DNase (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta, a
nastepnie ekstrakcji mieszaning fenol:chloroform oraz precypitacji z wykorzystaniem 3M
octanu sodu i 100% etanolu. Jakos$¢ otrzymanego RNA analizowano przy uzyciu Agilent
2100 Bioanalyzer i RNA 6000 Nano chip (Agilent Tchnologies, Niemcy). Préby
wykazujace warto§¢ RIN powyzej 8 zostaly pozbawione rRNA przy uzyciu
komercyjnego zestawu RiboMinus ™ Plant Kit for RNA-Seq (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific). Nastgpnie stezenie otrzymanego RNA wyznaczono wykorzystujac
fluorometrem Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). 100ng RNA z kazdej proby uzyto
do przygotowania bliblioteki przy uzyciu komercyjnego zestawu NEB Ultra 1l
Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New England BioLabs) postepujac
wedtug zalecen producenta. Przygotowane biblioteki oczyszczono z wykorzystaniem

kuleczek magnetycznych NEBNext Sample Purification Beads (New England BioLabs).
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Jakos¢ przygotowanych bibliotek analizowano z wykorzystaniem Agilent 2100
Bioanalyzer oraz High Sensitivity DNA Chip. Stezenie poszczegdlnych bibliotek

zmierzono fluorometrem Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific).

Immunoprecypitacja chromatyny

Dwutygodniowe rosliny jeczmienia nadeksprymujace MADS27 z etykietg c-myc
zostaty zanurzone w kolbach w 37,5 ml buforu 1xPBS/1%formaldehyd. Kolby nastepnie
umieszczono w eksykatorze i uruchomiono pompe prozniowa dwa razy na okres 10
minut. Po tym czasie do kolb dodano 2,5 ml 2M glicyny, wymieszano oraz uruchomiono
pompe na 5 minut. Otrzymane rosliny przemyto wodg MilliQ, osuszono oraz zamrozono
w cieklym azocie. Korzenie ro$lin roztarto w mozdzierzu oraz pobrano 2 gramy tkanki
na jedng reakcj¢ immunoprecypitacji.
Do roztartej tkanki dodano 30 ml buforu | oraz przefiltrowano materiat przez siateczke
Miracloth, a nastepnie wirowano 20 minut w rotorze wychylnym przy w 4000xg 4 °C.
Nastepnie otrzymany osad jadrowy zawieszono w buforze Il oraz wirowano 10 minut
1000xg w 4 °C. Phuikanie powtorzono 3 razy do uzyskania biatego osadu. Nastgpnie
otrzymany osad rozpuszczony w buforze Il nawarstwiono na 900 ul buforu 11 i wirowano
15 minut przy 16 000xg w 4 °C. Otrzymany osad zawieszono w 300 ul buforu do sonikacji
oraz sonikowano przez 14 cykli w trybie ,,medium” przy interwale 30 sekund (Bioruptor
Pico). W celu weryfikacji procesu sonikacji przed i po procesie pobrano alikwoty 15 ul,
ktore inkubowano z RNAzg A oraz proteinazg K oraz rozdzielano na 1,2% zelu
agarozowym obserwujac pofragmentowang chromatynge w postaci rozmytego prazka
ponizej wysokosci 500 par zasad. W kolejnym kroku préby wirowano przez 5 minut przy
3000xg w 4 °C oraz zawieszano w buforze do immunoprecypitacji. Nastepnie

przeprowadzono reakcje¢ immunoprecypitacji z wykorzystaniem 40ug otrzymanej
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chromatyny na kazda reakcje, kulek magnetycznych oraz 2 ug przeciwciata anty c-myc
(Agrisera, AS15 3035). Jednoczes$nie przeprowadzono reakcje kontrolne z wykorzystaniem
materiatu  z ro$lin typu dzikiego z przeciwcialem oraz materiatu z ro$lin
nadeksprymujagcych MADS27 z etykieta c-myc, do ktérych nie podano przeciwciata.
Proby inkubowano na rotorze obrotowym przez noc w 4 °C. Nast¢pnie dokonano serii
ptukan w 4 °C: dwukrotnie buforem o niskiej zawartosci soli, raz buforem o wysokiej
zawarto$ci soli, nastgpnie buforem z LiCl oraz dwukrotnie buforem TE. W nastgpnym
kroku przeprowadzono elucje dodajac do przemytych kulek magnetycznych ze
zwigzanymi fragmentami chromatyny 100 ul buforu elucyjnego oraz inkubujac w 65 °C
wytrzasajac 8000 rpm przez 30 minut. Otrzymane DNA postuzylo jako matryca do

reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
4.3 Eksperymenty z wykorzystaniem bialek

Ekstrakcje bialek z materiatu ro§linnego przeprowadzono z wykorzystaniem buforu do
ekstrakcji. Do 300mg roztartego w cieklym azocie materialu podano 300ul buforu,
wymieszano, a nastgpnie inkubowano w 4 °C przez godzing wytrzgsajac przy 1000 rpm.
Nastepnie proby odwirowano na maksymalnych obrotach wirdwki przez 5 minut a
otrzymany supernatant stanowiacy ekstrakt biatkowy zamrozono w ciektym azocie do
ponownego uzycia.

20 pl otrzymanych ekstraktow biatkowych wymieszanych z obcigzaczem 6xSSC
nalozono na zel biatkowy sktadajacy si¢ z 13% zel poliakrylamidowy rozdzielajacy i 5%
zelu zaggszczajacego oraz prowadzono elektroforeze przy 150V przez 1,5h. Nastepnie
przystapiono do transferu bialek na membrane. Po wyjeciu zelu z szybek oddzielano zel
zageszczajacy 1 korek. Membrang aktywowano w metanolu przez 15 sekund, po czym

inkubowano po 2 min w wodzie dejonizowanej i buforze do transferu. Na trzy warstwy
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bibuly Whatman nakladano zaktywowang membrang, nastgpnie zel z rozdzielonymi
biatkami 1 przykrywano trzema kolejnymi warstwami bibutly i rolowano w celu usunigcia
pecherzykdéw powietrza. Transfer prowadzono przy napieciu 15V przez 60min.

Po zakonczeniu procesu transferu, membran¢ blokowano 5% mlekiem
odtluszczonym rozpuszczonym w TBST przez godzing w temperaturze pokojowej. Po
blokowaniu, membran¢ inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej w
roztworze przeciwciala I-rzedowego (ant c-myc 1:1000 Agrisera, AS15 3035)
sporzadzonego w 5% roztworze mleka odtluszczonego. Membrang nastgpnie
czterokrotnie ptukano buforem TBST (po 10 min) i inkubowano przez godzing w
temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciala II rzedowego (1:10000),
koniugowanego z peroksydazg chrzanowg. Po inkubacji membrang czterokrotnie plukano
buforem TBST i naktadano na 5 min substrat Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagents (500 pl odczynnik A + 500 pl odczynnik B, uprzednio zmieszane). Detekcje

prowadzono przy zastosowaniu urzadzenia G-Box i oprogramowania Gene-Sys.

4.4 Transformacja niedojrzalych zarodow jeczmiennych

Izolacja niedojrzatych zarodkow jeczmiennych

Klosy jeczmienia zostaty zebrane, gdy zarodki osiggnely srednice ok 2mm.
Nasiona ktosow poddano sterylizacji w 70% etanolu przez 2 minuty, a nastepnie w
sterylnych warunkach przemyto dwa razy wodg oraz kontynuowano sterylizacj¢ w 10%
podchlorynie sodu przez 4 minuty, po czym wykonano 4-krotne przemycie nasion woda.
Nastepnie przy uzyciu sterylnej pesety i binokularu z zebranych nasion wyekstrahowano
niedojrzate zarodki oraz usunig¢to osi zarodkowe i1 przeniesiono material na szalkg z

pozywka indukujacg kalus. 25 zarodkéw zostato umieszczonych na jednej szalce. 300
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zarodkow zostato przeznaczone do transformacji jednym konstruktem genomowym. Tak
przygotowane szalki przechowywano w 23 °C w ciemnosci przez noc.
Przygotowanie kultury A. tumefaciens do transformacji niedojrzatych zarodkow
jeczmienia

Koloni¢ A. tumefaciens szczep AGL1 niosgcg odpowiedni plazmid pBRACT
razem z plazmidem pSoup zaszczepiono do 10ml pozywki MG/L z 25 pg/ml
ryfampicyliny oraz 50 mg/l kanamycyny i inkubowano przez 40h w 28 °C przy
wytrzasaniu 200 rpm. Nastgpnie do kultury dodano 10ml 30% glicerolu i wymieszano.
Powstala mieszaning podzielono na alikwoty po 400 ul i inkubowano przez 2h w
temperaturze pokojowej, mieszajac co 30 minut. Tak przygotowane inokulum
przechowywano w -80 °C. Dzien przed planowang transformacja czg¢écig inokulum
zaszczepiono 10ml pozywki MG/L bez antybiotykow i inkubowano 18h w 28 °C przy
wytrzasaniu 200 rpm. Jednorazowo uzyto 200 ul kultury do transformacji jednej szalki

niedojrzatych zarodkéw jeczmiennych.

Transformacja niedojrzatych zarodkow jeczmienia

Kroplg inokulum naniesiono na powierzchni¢ kazdego wczesniej inkubowanego
przez noc w ciemnos$ci niedojrzatego zarodka jeczmiennego, nastgpnie szalke utozono
tak, aby nadmiar kultury splynal na dno. Szalke pozostawiono na 10 minut do
wyschnigcia. W kolejnym kroku wszystkie zarodki przeniesiono na nowa, czysta szalke

z pozywka indukujacg kalus. Szalki inkubowano przez 3 dni w 23 °C w ciemnosci.

Selekcja i regeneracja roslin transgenicznych
Nastgpnie przeniesiono zarodki na pozywke przejsciowa, ktora suplementowano

timentinem 160 mg/l i hygromycyng 50 mg/l oraz inkubowano szalki jak poprzednio
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przez okres 2 tygodni. Ten etap powtdrzono dwa razy uzyskujac catkowity okres selekcji
na pozywce przejsciowej - 6 tygodni. Otrzymane kalusy przeniesiono na pozywke
regeneracyjna i inkubowano przez 2 tygodnie w §wietle w 24 °C. Po 2 tygodniach kalusy
wykazujace obecno$¢ zielonych rejonéw zostaly przeniesione na $wieza pozywke
regeneracyjna, na ktorej pozostaty do utworzenia sadzonek o 2-3 cm pegdach. Powstale
sadzonki zostaly przeniesione do plastikowych tub ukorzeniajacych wypelnionych
pozywka regeneracyjng. Gdy ped roslin wypetil wnetrze tub, sadzonki zostaty

przeniesione do doniczek.

4.5 Analiza systemu korzeniowego

Aby przeanalizowa¢ struktur¢ systemu korzeniowego roslin WT i mutantéw z
wyciszonym lub nadeksprymowanym MADS27 ros$liny rosty w komorze Conviron w
warunkach 20°C 16 godz. oraz 15°C 8 godz. w doniczkach zawierajacych perlit
uzupetliony odpowiednig pozywka. (Lips i inni., 2008; Yao i inni., 2011; Heuermann i
inni., 2021). Po dwoch tygodniach zebrano rosliny, odcigto korzenie i umieszczono W
kuwecie wypetnionej woda oraz zeskanowano za pomoca skanera Epson w
rozdzielczosci 300 dpi przy wspolpracy z oprogramowaniem WIinRHIZO (Regent
Instruments, Inc., Quebec, Kanada). Przenalizowano okoto 20 roslin na konkretny
wariant oraz wyznaczono catkowitg dlugos¢ systemu korzeniowego. Analize statystyczng
przeprowadzono za pomocg programu Statistica 13.1 (Krakow, Polska). Normalno$¢

prébek oceniano testem Shapiro-Wilka, a nastepnie zastosowano test Kruskala-Wallisa.
4.6 Analiza wrazliwoS$ci korzeni na kwas abscysynowy

Kietkujace sadzonki jeczmienia roslin typu WT i mutantow MADS27 hodowano

na ptytkach 2 MS, 4 nasiona na ptytke i 3 ptytki dla wariantu w komorze fitotronowej
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(MLR35-1H, Sanyo, Panasonic) w warunkach dlugiego dnia w 20°C z suplementacja
0,1M NaOH w warunkach kontrolnych lub 50uM ABA rozpuszczonym w 0,1M NaOH.
Po tygodniu wykonano pomiary korzeni ro$lin i przeprowadzono ich analiz¢ statystyczna

za pomocg programu Excel i standardowego testu t-Studenta.

4.7 Pomiar stezenia azotu i kwasu abscysynowego w

korzeniach

Rosliny przeznaczone do pomiar6w N i ABA rosty w komorze Conviron w
warunkach 20°C 16 godz. oraz 15°C 8 godz. w doniczkach zawierajacych perlit
uzupeliony odpowiednig pozywka. W celu zahamowania biosyntezy ABA pozywke
suplementowano 100 uM Norflurazonu (Sigma nr kat.: 34364) (Dong i inni. 2013; Wang
I inni., 2020). Okoto 200 mg roztartych w cieklym N korzeni inkubowano przez noc w
chlodni w mieszaninie 80% acetonitrylu z 5% kwasem mréwkowym i 1 mM BHT oraz
wzorcem wewnetrznym, deuterowanym ABA (10 ng/prébke). Nastepnie dodano siarczan
magnezu i chlorek sodu w stosunku 1:3 i probki worteksowano przez 1 minutg,
odwirowano przez 8 minut z maksymalng predkoscig (14000xg). Do otrzymanych
supernatantow dodano siarczan sodu, a probki zworteksowano i odwirowano jak
poprzednio. Otrzymany supernatant osuszono w strumieniu azotu w 45°C, a pozostatos¢
zawieszono w 1M kwasie mrowkowym. Probki poddano nastepnie ekstrakcji przy uzyciu
kolumn oktadecylowych C18 z fazg statg (kolumny J.T. Baker C18 #7020-01), osuszono
w strumieniu azotu w temperaturze 45°C, a pozostatos¢ zawieszono w 100 pl 80%.
Przygotowane proby poddano analizie w wykorzystaniem ultra-cisnieniowej
chromatografii cieczowej potaczonej z tandemowa spektrometrig mas (UHPLC-MS/MS)
System Shimadzu Nexera XR UHPLC/LCMS-8045, (Kyoto, Japonia) z kolumng
Ascentis Express C-18 (2,7 um, 100 x 2,1 mm, Supelco, USA). Nastgpnie otrzymane
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powierzchnie pikow: standardowego i endogennego ABA wyeksportowano do pliku
Excel 1 przeanalizowano wedlug wzoru: (powierzchnia piku endogennego
ABA/powierzchnia wewngtrznego standardu)*10/waga uzytej tkanki w gramach.
Otrzymane wyniki podzielono przez wspotczynnik Korelacji 0,98 i poddano analizie
statystycznej za pomocg testu t-Studenta. Stezenie N w probkach oznaczano za pomoca
analizatora elementarnego Flash 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Kalibracje
przyrzadu przeprowadzono przy uzyciu standardowego BBOT (2,5-bis-(tert-butylo-
benzoksazol-2-ilo)tiofen) (Thermo Fisher Scientific, USA) i certyfikowanego materiatu
odniesienia Alfalfa (Elemental Microanalysis Ltd., UK). Dla oznaczenia pierwiastka N
wykre$lono sze$ciopunktowa Kkrzywg kalibracyjna, stosujac jako metode kalibracji

wspoétezynnik K (Rybak i inni., 2020).

5. Wyniki

5.1 Budowa genow HYMADS27 | MIR444c oraz analiza wzoru
ekspresji hvMADS27 i miRNA444c.

Wstepne wyniki uzyskane w Zaktadzie Ekspresji Genéw wykazaly obecno$¢
trzech cztonkéw rodziny MIR444 (miRNA444a, miRNA444b oraz miRNA444c) w
genomie jeczmienia. Przedmiotem niniejszej pracy jest hvMADS27 oraz miRNA444c.
Na podstawie danych zawartych w bazach jeczmiennych sekwencji genomowych i cDNA
wykazano, ze na nici DNA przeciwleglej do nici kodujacej MIR444c znajduje si¢ gen
hvMADS27. W celu pelniejszej charakterystyki budowy tych genéw wykonano
eksperyment 5’ i 3° RACE pozwalajacy na amplifikacje¢ petnej dtugosci cDNA, dzigki
wspoélnemu dziataniu oligonukleotydu SMARTer II A 1 odwrotnej transkryptazy

SMARTScribe zawartej w zestawie komercyjnym firmy TakaraBio. W procesie
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tworzenia matrycy cDNA przeznaczonej do analizy 5’RACE odwrotna transkryptaza
SMARTScribe osiggajac koniec 5 RNA dodaje dodatkowe nukleotydy do konca 3'
pierwsze] nici cDNA. Oligonukleotyd SMARTer II A zawiera koncowy odcinek
zmodyfikowanych zasad, ktore hybrydyzuja z wydluzonym ogonem cDNA, pozwalajac
oligonukleotydowi stuzy¢ jako matryca dla odwrotnej transkrypcji, generujac pelng kopie
cDNA oryginalnego RNA z dodatkowa sekwencja SMARTer na koncu 5°.

Dzicki wykonanemu eksperymentowi uzyskano budowe obu gendéw. Gen
HVMADS27 zawiera 7 egzondw i 6 intronéw oraz jest zlokalizowany na drugim
chromosomie (HORVU2Hr1G080490) na nici DNA przeciwlegtej do kodujacej gen
MIR444c, ktory zawiera 5 egzonow i 4 introny, a wyciecie w procesie splicingu intronu
2 jest niezbedne do powstania struktury spinki do wtoséw i produkcji dojrzatego miRNA.
Po transkrypcji i dojrzewaniu transkryptow pomigdzy HYMADS27 i MIR444c wystepuje
60 komplementarnych nukleotydéw, w tym pelna komplementarno$¢ pomiedzy

sekwencja dojrzatego miR444c a mMRNA HYMADS27 (Rysunek 2).

TSS
EIIIIIIIHMH MADS27

TSS

M MiR444c

1000 bp

Rysunek 2 Struktura genébw HVYMADS27 i MIR444c. Biale i szare prostokaty
reprezentujg egzony a czarne linie introny, niebieski stupek w 2 egzonie genu MIR444c
reprezentuje pozycje miRNA444c*, a czerwony stupek w 3 egzonie pozycje dojrzatego
miRNA444c, podczas gdy kropkowane linie wyznaczajg miejsce wystepowania
komplementarnych nukleotyddéw pomiedzy dojrzatymi transkryptami powstatymi z obu
genow.
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Nastepnie korzystajac z dostgpnych w Zakladzie Ekspresji Genoéw danych
pochodzacych z sekwencjonowania bibliotek degradomowych, przygotowanych z
korzeni 68-dniowych roslin jeczmienia hodowanych w warunkach kontrolnych,
zidentyfikowano w profilu mRNA hvMADS27 produkty ciecia zakonczone na 287
nukleotydzie, co odpowiada pozycji pomigdzy 10 a 11 nukleotydem w sekwencji
dojrzatego miRNA444c, wskazujac eksperymentalnie na regulacje ekspresji hvMADS27

za posrednictwem miRNA444c¢ w tych warunkach (Rysunek 3).
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Rysunek 3 mRNA MADS27 jest celem dla miRNA444c w warunkach
kontrolnych. Powyzej wykresu pokazano komplementarno$¢ miedzy mRNA MADS27
(HORVU2Hr1G080490.4) i miR444c. O$ 0-x wykresu przedstawia dtugo$¢ transkryptu
MADS27 (722 nt), a 0§ 0-y przedstawia $rednig liczbe zliczen fragmentéw cigcia i
degradacji. Czerwona linia oznacza miejsce cigcia, w ktérym posredniczy miRNA444c.
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W celu charakterystyki wzoru ekspresji hvMADS27 i miRNA444c oraz
wyznaczenia dalszych warunkéw eksperymentalnych przeprowadzono analize poziomu
MRNA MADS27 za pomocg ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym poprzedzonego
reakcja odwrotnej transkrypcji, oraz zbadano poziom dojrzatej czasteczki miRNA444c
wykorzystujac dane pochodzace z glebokiego sekwencjonowania matych RNA z pigciu
wybranych stadiow rozwojowych jeczmienia. MiRNA444c ulega wysokiej ekspresji w 6
tygodniu rozwoju, podczas gdy analiza RT-qPCR wykazata, ze najwyzsza ekspresja
HVMADS27 wystepuje w drugim tygodniu wzrostu jeczmienia (Rysunek 4a, b). Dalsze
badania wykazaly, ze HvVMADS27 wulega ekspresji glownie w Korzeniach
dwutygodniowych roslin jeczmienia, co sklonito nas do skupienia si¢ na tym organie w

dalszych badaniach (Rysunek 4 c,d).
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Rysunek 4 Poziom ekspresji hvMADS27 i miRNA444c w wybranych stadiach
rozwojowych i organach jeczmienia. (a) Wynik glebokiego sekwencjonowania
bibliotek malych RNA, gdzie 0§ x reprezentuje stadia rozwojowe jeczmienia, a
znormalizowane zliczenia dla miR444c przedstawione sa na osi y. Dojrzaty miRNA444c
wykazuje najwyzszg ekspresje w 6 tygodniu rozwoju. (b) Poziom hvMADS27 w stadiach
rozwojowych jeczmienia, gdzie o$ x przedstawia poszczegdlne stadia rozwojowe, a 0§ y
relatywny poziom ekspresji mMRNA MADS27. Najwyzszy poziom obserwuje si¢ w 2
tygodniu rozwoju jeczmienia. (C) Zel agarozowy przedstawiajacy produkt RT-PCR
hvMADS27 eksprymowany wylacznie w korzeniach dwutygodniowych ro$lin
jeczmienia, jako kontrolg ilos§ci cDNA wykorzystano czynnik rybozylacji ADP1 (ARF1).
(d) Ilosciowy RT-gPCR w czasie rzeczywistym. hvMADS27 ulega ekspresji glownie w
korzeniach  2-tygodniowych roslin  jeczmienia. W  przypadku glebokiego
sekwencjonowania bibliotek sRNA zastosowano wartos¢ p oparta na korekcie
Bonferroniego, a w przypadku RT-qPCR standardowy testu t Studenta, gdzie warto$¢ p

#<0,05, % %*<0,005, % #*%<0,0001.

5.4 Analiza elementdw regulatorowych w promotorach genéw
MIR444c i hvMADS27 oraz poziomu ekspresji mRNA

hvMADS27 oraz miRNA444c¢c w wybranych stresach.
Aby wyjasni¢ biologiczng funkcj¢ HYMADS27 i miRNA444c przeanalizowano

sekwencje promotorowe obu genéw pod katem wystgpowania wspdlnych motywow
regulatorowych zwigzanych z odpowiedzig na stresy S$rodowiskowe. W tym celu

wykorzystano narze¢dzie bioinformatyczne New PLACE (www.dna.affrc.go.jp)

zawierajace baze ro$linnych elementow regulatorowych ekspresji gendw dziatajacych w
cis. W obrgbie szeroko pojetego rejonu promotorowego genu zidentyfikowano sekwencje
zwigzane z odpowiedzig na stres azotowy, stres zwigzany ze $wiattem oraz miedzig
(Tabela 1). Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ poziomu MRNA hvMADS27 w
korzeniach jeczmienia poddanych zidentyfikowanym stresom. Jedynie w korzeniach
rosngcych w stresie nadmiaru azotu zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu mRNA
hvMADS27 (Rysunek 5 a-c). W kolejnym kroku zbadano poziom dojrzatego
miRNA444c w korzeniach poddanych stresowi. Nie zaobserwowano zmiany poziomu
wzgledem warunkow kontrolnych, co sugeruje, ze w badanych warunkach ekspresja genu

hvMADS27 nie pozostaje pod znaczaca kontrolg miRNA444c (Rysunek 5d).
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Motyw

Liczba

Sekwencja
MADS27/MIR444c

Funkcja

ROOTMOTIFTAPOX1

11/6

ATATT

Motyw zwigzany z ekspresja
w korzeniach.

GATABOX

16/11

GATA

Motyw GATA znaleziony w
promotorze CaMV  35S.
Zwigzany z wigzaniem Z
ASF-2.

GTGANTGI10

9/16

GTGA

Motyw znaleziony w
promotorze genu G10 w
tytoniu, ktéry  wykazuje
homologie do liazy
pektynianowej i jest
domniemanym homologiem
genu pomidora LAT56.

POLLENI1LELAT52

17/7

AGAAA

Jeden z dwach
wspotzaleznych elementow
regulatorowych
odpowiedzialnych za
specyficzna  dla  pytku
aktywacje genu LAT52 u
pomidora.

DOFCOREZM

31/21

AAAG

Miejsce wigzania bialek Dof

CACTFTPPCA1

26/24

YACT

Zwiazany z odpowiedzig na
stres azotowy oraz sktadnik
modutu ekspresji
wystepujacy w promotorze
karboksylazy
fosfoenolopirgronowej
(PPCA1)

TBOXATGAPB

3/3

ACTTTG

Motyw zwigzany z ekspresja
genéw aktywowanych
$wiattem.

CAATBOX1

13/16

CAAT

Motyw znaleziony w
sekwencji promotorowej
genu LEGA grochu

ARRI1AT

11/20

NGATT

Motyw znaleziony —w
promotorze genu ARR1 u
Arabidopsis.

WRKY710S

8/16

TGAC

Motyw znaleziony w
promotorze AMY32B,
roOwniez miejsce wigzania
ryzowego genu WRKY71,
represora transkrypcji,
Motyw zwigzany takze ze
szlakiem sygnatowym
giberelin.

CURECORECR

14/6

GTAC

GTAC jest rdzeniem
elementu odpowiedzi na
miedz - CURE

EBOXBNNAPA

20/14

CANNTG

E-box genu kodujgcego
biatko magazynujace napA w
Brassica napus.
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MYCCONSENSUSAT

20/14

CANNTG

Miejsce rozpoznawania
MYC znalezione w
promotorze genu
odpowiadajacego na
odwodnienie- RD22 i w
wielu innych promotorach
gendw Arabidopsis.

TAAAGSTKST1

10/2

TAAAG

Motyw TAAAG
wystepujacy w promotorze
genu KST1 u Solanum
tuberosum. Miejsce
docelowe dla dziatajacego w
trans biatka StDofl.

GT1CONSENSUS

13/7

GRWAAW

Miejsce wigzania GT-1,
wystepujgce w promotorach
wielu genéw regulowanych
Swiatlem.

ACGTATERD1

414

ACGT

Sekwencja wymagana do
indukowanej etiolacja
ekspres;ji ERD1 u
Arabidopsis.

SEFAMOTIFGMT7S

6/2

CAAACAC

Motyw  zachowany  w
promotorach wielu genéw
kodujacych biatka zapasowe.

SORLIP1IAT

4/3

GCCAC

Sekwencje

nadreprezentowane W
promotorach genow
indukowanych Swiattem

(SORLIP) w Arabidopsis.

NODCON2GM

3/6

CTCTT

Jedna z dwdch sekwencji
zgodnych znajdujaca si¢ w
promotorach genow
kodujacych noduliny

NODCON1GM

3/3

AAAGAT

Jedna z dwoch sekwencji
zgodnych znajdujaca sie w
promotorach genéw
kodujacych noduliny

OSE1ROOTNODULE

3/3

AAAGAT

Jeden z motywow sekwencji
zgodnej elementéw organo-
specyficznych (OSE)
charakterystyczny dla
promotoréw aktywowanych
w zakazonych komorkach
brodawek korzeniowych
ro$lin wigzacych wolny azot.

DPBFCOREDCDC3

414

ACACNNG

Klasa czynnikow
transkrypcyjnych bZIP,
sekwencja rdzeniowa DPBF-
112 (czynnik 112 wigzacy
promotor Dc3). Zwigzany z
odpowiedzig na ABA.

PRECONSCRHSP70A

2/5

SCGAYNR
NNNNNN

Sekwencja zgodna PRE
(element odpowiedzi
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NNNNNN
NNNHD

plastydowej) w promotorach
HSP70A.

BIHD10S

414

GTCA

Miejsce wigzania OsBIHDI,
homeodomenowego
czynnika transkrypcyjnego
BELL u ryzu.

CCAATBOX1

3/4

CCAAT

Powszechna sekwencja
znaleziona w  regionach
promotorowych genéw
reagujacych na  wysoka
temperature.

Tabela 1. Elementy regulatorowe wspdlne dla promotoréw genéw hvMADS27 i

MIR444c.

W tabeli przedstawiono elementy regulatorowe dziatajace w cis 1 wystepujace w
promotorach obu gendéw- hvMADS27 i MIR444c, ich liczbg, sekwencje i funkcje.
Czerwonym kolorem zaznaczone s3 motywy zwigzane z sygnalizacja azotowa,
niebieskim zwigzane ze stresem $wiatta, a na zielono wyrdznione zostaly motywy

zwigzane z sygnalizacjg poziomu jonOw miedzi.
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Rysunek 5 Ekspresja hvMADS27 i miRNA444c¢ w korzeniach jeczmienia poddanych
wybranym stresom. (a) Poziom ekspresji hvMADS27 wyznaczony za pomocg RT-
gPCR w korzeniach dwutygodniowych roslin jeczmienia poddanych stresowi braku i
nadmiaru jondw Cu. Stres braku i nadmiaru jonéw Cu nie powoduje zmian w ekspresji
HVMADS27. (b) Poziom ekspresji hvMADS27 w korzeniach dwutygodniowych roslin
jeczmienia poddanych stresowi braku §wiatla przez 48h. Nie zaobserwowano zmiany w
poziomie ekspresji HVMADS27 na skutek stresu S$wiatla. (¢) Poziom ekspresji
hvMADS27 w korzeniach roslin dwutygodniowych poddanych stresowi braku i
nadmiaru azotu. Zaobserwowano znaczny spadek hvMADS27 w przypadku stresu
nadmiaru azotu. (d) Poziom dojrzatego miRNA444c w korzeniach jeczmienia poddanych
stresowi nadmiaru azotu. Nie zaobserwowano zmian. Powyzej poszczegdlnych stupkow
zaznaczono istotnos¢ statystyczng. W przypadku glebokiego sekwencjonowania
bibliotek SRNA zastosowano warto$¢ p oparta na korekcie Bonferroniego, a w przypadku

standardowego testu t Studenta dla RT-qPCR, warto$¢ p % % %<0,0001.

5.5 Charakterystyka fenotypu korzeni w liniach
transgenicznych jeczmienia wykazujacych obnizony poziom
hvMADS27 oraz nadekspresj¢ hvMADS27 c¢c-myc w
warunkach kontrolnych i w odpowiedzi na stres nadmiaru

azotu.

Aby w pehi zrozumie¢ funkcje HYMADS27, przygotowano linie transgeniczne
jeczmienia z obnizonym poziomem HVMADS27 (mads27 kd) i nadekspresja hvMADS27
z etykieta c-myc (mads27 c-Myc OE) wykorzystujac transformacje niedojrzatych
zarodkow za posrednictwem A. tumefaciens. Rosliny mads27 kd uzyskano poprzez
nadeksprymowanie sztucznego miRNA ukierunkowanego na mRNA hvMADS27
(@amiRMADS27). Do dalszych eksperymentow wybrano cztery niezalezne linie
transgeniczne, wykazujace podobng ekspresje amiRMADS27 1 poziom obnizenia
hvMADS27 dla wariantu mads27 kd oraz podobny poziom ekspresji biatka hvMADS27

c-myc dla mads27 c-Myc OE (Rysunek 6a-€).
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Analiza fenotypowa korzeni badanych mutantéw w warunkach kontrolnych w
poréwnaniu z korzeniami ro$lin typu dzikiego (WT) wykazata, ze rosliny hvmads27 kd
odznaczajg si¢ krotszymi korzeniami, podczas gdy rosliny mads27 c-Myc OE tworza

korzenie nie wykazujace znaczacych zmian w poréwnaniu do roslin typu dzikiego

(Rysunek 6a).
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Rysunek 6 Charakterystyka roslin transgenicznych mads27 kd i mads27 c-Myc OE.
(a) Dwutygodniowe ro$liny jeczmienia (WT, mads27 kd i mads27 c-Myc OE). Rosliny
mads27 kd tworzg krotsze korzenie. (b) Hybrydyzacja Northern pokazujaca obecnosé
amiRNAMADS27 w liniach mads27 kd, materiat z korzeni roslin typu WT zostat uzyty
jako kontrola specyficznosci sygnatu a poziom U6 SnRNA jako kontrola natozenia. (C)
Poziom ekspresji hvMADS27 w liniach mads27 kd w poréwnaniu do ro$lin WT, o$ x
przedstawia poszczegoélne linie transgeniczne, a 0o$ y krotno$¢ zmiany. (d) Poziom mRNA
hvMADS27 w liniach transgenicznych z nadekspresja hVMADS27 z etykieta c-myc, 08
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X przedstawia analizowane linie transgeniczne, a 0§ y przedstawia krotno$¢ zmiany. (€)
Eksperyment Western blot pokazujacy ekspresj¢ biatka MADS27 z etykieta c-myc.
Powyzej wykresow przedstawiono istotno$¢ statystyczng na podstawie wartosci p

standardowego testu t-Studenta; wartosci p % %<0,005, % % %<0,0001.

W kolejnym kroku szczegotowo przeanalizowano reakcje korzeni roslin WT oraz
ro$lin hvmads27 kd i mads27 c-Myc OE na stres nadmiaru azotu przy uzyciu skanera oraz
oprogramowania WinRHIZO. Stres nadmiaru azotu wywotuje skrocenie systemu
korzeniowego u roslin typu dzikiego. Natomiast, mutanty hvmads27 kd wykazuja
znacznie krotsze korzenie w warunkach kontrolnych i nie reaguja na nadmiar N. Co
ciekawe, korzenie mutantdw mads27 c-Myc OE zostaty znacznie skrocone w odpowiedzi
na stres nadmiaru N, a wiec zareagowaly podobnie jak rosliny typu WT (Rysunek 7a, b).

Wiedzac, ze skrocenie korzenia na skutek nadmiaru N koreluje z mocno
obnizonym poziomem MRNA HVMADS27, obserwacje linii transgenicznych z
nadekspresja tego biatka byly trudne do wytlumaczenia. Postanowiono zatem
przeanalizowa¢ poziom HYMADS27 c-myc w liniach transgeniczncyh z nadekspresja
genu HYMADS27cmyc OE, zaréwno w warunkach kontrolnych jak i w stresie nadmiaru
N, zaréwno na poziomie transkryptu i biatka (Rysunek 7c, d). Poziom mRNA
HVMADS27 nie zmienia si¢ znaczgco po zastosowaniu stresu, jednakze, poziom biatka
HVMADS27c-myc jest obnizony pod wplywem nadmiaru N (Rysunek 7c, d).

Otrzymany wynik jest zgodny z weczesniej uzyskanymi obserwacjami. W
ro$linach typu dzikiego skrocenie korzeni w odpowiedzi na stres nadmiaru azotu koreluje
z obnizonym poziomem ekspresji MRNA hvMADS27. Mozna przypuszczaé, ze za t3
zmiang idzie réwniez spadek poziomu biatka. Niestety nie posiadamy przeciwcial
specyficznych dla hvMADS27. Natomiast, w ro$linach transgenicznych,

nadeksprymujacych hvMADS27 z etykieta c-myc poziom biatka hvMADS27c-myc, lecz
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nie transkryptu, jest obnizony na skutek stresu, co wyjasnia podobne zachowanie

systemow korzeniowych WT i ro$lin transgenicznych w odpowiedzi na stres nadmiaru
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Rysunek 7 HYMADS27 kontroluje architekture systemu korzeniowego jeczmienia
w odpowiedzi na stres nadmiaru N. (a) Rosliny transgeniczne i WT w warunkach
kontrolnych oraz w stresie nadmiaru azotu. W przypadku roslin WT i mads27 c-Myc OE
obserwujemy krétsze korzenie w odpowiedzi na stres. Natomiast rosliny mads27 kd nie
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reaguja na stres nadmiaru N, a ich korzenie sg krotsze juz warunkach kontrolnych. (b)
Analiza dlugosci systemu korzeniowego za pomocag oprogramowania WinRHIZO
(Geomor Technik, Szczecin, Polska), gdzie o$ x przedstawia analizowane warianty, a 0§
y dlugos¢ calkowitg systemu korzeniowego w cm. Powyzej wykresu znajduja si¢ skany
analizowanych systeméw korzeniowych. (c) RT-qPCR przedstawiajacy poziom ekspresji
hvMADS27 w liniach mads27 c-Myc OE w warunkach kontrolnych i w nadmiarze N. (d)
Western blot wykazujacy obnizenie poziomu biatka c-myc MADS27 w mutantach
mads27 c-Myc OE po zastosowaniu stresu nadmiaru N. Pod sygnalem umieszczono
wyniki pomiarow densytometrycznych. Barwienie PageBlue zastosowano w celu
kontroli natozenia. W przypadku analizy systemu korzeniowego zastosowano test
statystyczny Kruskala-Wallisa, % % p<0,05.

5.7 Analiza odpowiedzi jeczmiennych mutantow hvMADS27

na kwas abscysynowy

Nastepnie zbadano podstawy molekularne zaobserwowanych fenotypow korzeni.
Analiza zawartosci N w korzeniach badanych roslin wykazala, ze traktowanie nadmiarem
azotu powoduje podwyzszenie jego ilosci w korzeniach WT oraz mads27 c-Myc OE,
podczas gdy wyzsza ilo§¢ N obserwuje si¢ juz w warunkach kontrolnych u roslin
hvmads27 kd, a jego poziom nie zmienia si¢ po zastosowaniu stresu (Rysunek 8a, b).
Wyniki te koreluja ze wzorcem ekspresji mRNA transportera azotowego NRTL1.1,
ktorego poziom wzrasta po zastosowaniu nadmiaru N w korzeniach ro$lin WT i mads27
c-Myc OE oraz wykazuje wysoka ekspresj¢ w korzeniach hvmads27 kd zarowno w
warunkach kontrolnych jak i w stresie (Rysunek 9).

W celu zbadania mechanizmu skracania korzeni zaleznego od nadmiaru N,
przeanalizowano mozliwosci przenikania si¢ $ciezek sygnalizacyjnych kwasu
abscysynowego (ABA) i N, poniewaz oba te czynniki regulujg architektur¢ systemu
korzeniowego i taki zwigzek zostal wczesniej opisany w przypadku Arabidopsis i
pszenicy (Finkelstein i in., 2002; Cutler i inni., 2010; Sah i inni., 2016; Jiao i inni., 2020;
Yan i inni., 2014; Harris i inni., 2017). Test wrazliwosci na ABA wykazal, ze korzenie

ro$lin WT i mads27 c-Myc OE skracajg si¢ po zastosowaniu egzogennego ABA, jednak
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korzenie mutantow hvmads27 kd sa krotsze w warunkach kontrolnych i nie reaguja na
traktowanie kwasem abscysynowym (Rysunek 8a, b). Poniewaz te same obserwacje
dotyczgce skracania korzeni poczyniono w roslinach WT i mutantéw MADS27 KD/OE
poddanych nadmiernemu stresowi N, wynik ten sugeruje dominujaca rolg hvMADS27 w
kontrolowaniu ilosci ABA w korzeniach roslin. Dlatego w kolejnym kroku
przeanalizowano st¢zenie ABA w korzeniach roslin typu WT i w korzeniach badanych
mutantéw (Rysunek 8 ¢, d). Analiza wykazala, ze traktowanie nadmiarem N powoduje
wzrost ilosci ABA w korzeniach roslin WT, podczas gdy wysoka ilos¢ ABA obserwuje
si¢ juz w warunkach kontrolnych w roslinach hvmads27 kd, a poziom ABA nie zmienia
si¢ po traktowaniu nadmiarem N. Rosliny z nadekspresja MADS27 wykazuja podobne

zachowanie jak typ dziki (WT) (Rysunek 8 c, d).
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Rysunek 8 MADS27 kontroluje zalezng od nadmiaru N akumulacje ABA w
korzeniach jeczmienia. () Test wrazliwosci na ABA korzeni roslin WT i badanych linii
transgenicznych hodowanych na ptytkach z % MS w warunkach kontrolnych lub z
dodatkiem 50 uM ABA. (b) Obliczenie calkowitej dtugosci korzeni, gdzie o$ x
przedstawia analizowane warianty, a 0o$ y dlugos¢ korzenia w cm. Korzenie ro§lin mads27
kd sg krotsze w warunkach kontrolnych i nadmairu azotu, podczas gdy korzenie
mutantdw mads27 c-Myc OE reaguja na stres nadmiaru azotu w sposéb podobny do WT.
(c) Pomiary ilo$ci ABA za pomocg ultra-wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej
w korzeniach roslin WT i mutantow mads27 kd i mads27 c-Myc OE, gdzie na osi X
przedstawiono analizowane warianty, a st¢zenie ABA na osi y w ng/g analizowanej
tkanki. (d) Pomiary ilosci N przy uzyciu analizatora elementarnego w korzeniach WT,
mads27 kd i mads27 c-Myc OE mutantow. Nadmierny stres N powoduje akumulacje
ABA i N w korzeniach WT i mads27 c-Myc OE, podczas gdy korzenie mutantow mads27
kd wykazuja wysokie stezenie N i ABA w warunkach kontrolnych, jak rowniez po
zastosowaniu nadmiernego stresu N. Powyzej wykresow przedstawiono istotnosé
statystyczng w oparciu o warto$¢ p standardowego testu t-Studenta warto$¢ p #<0,05,

##<0,005, # # %<0,0001.
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Rysunek 9 Poziom ekspresji mMRNA transportera azotowego NRT1.1.

Ekspresja mRNA NRT1.1 w korzeniach ro$lin WT, mads27 kd i mads27 c-Myc OE w
warunkach kontrolnych i nadmiaru N. Poziom mRNA NRTI.1 jest podwyzszony w
mutancie mads27 kd, a jego ekspresja nie ulega zmianie w stresie nadmiarowym N. W
mads27 c-Myc OE nadmiar N powoduje wzrost poziomu NRT1.1 w sposob podobny jak
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w WT. Powyzej wykresow przedstawiono istotno$¢ statystyczng na podstawie
standardowego testu t-Studenta, warto$¢ p % %<0,005.

5.8 Analiza transkryptomu korzeni mutantéw hvmads27 kd

Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm odpowiedzi korzeni analizowanych mutantow
hvMADS27 w stresie nadmiaru N, postanowiono zidentyfikowaé¢ geny regulowane przez
czynnik transkrypcyjny HvVMADS27. Aby wykona¢ to zadanie, przeanalizowano
transkryptom korzeni roslin WT i hvmads27 kd oraz zidentyfikowano geny, ktdrych
poziom zmienia si¢ istotnie statystycznie w mutancie w poréwnaniu do WT. Poziom 1148
gendw jest istotnic obnizony a 914 podwyzszony (Rysunek 10a). Czynniki
transkrypcyjne MADS-box, w wigkszosci przypadkoéw, hamujg transkrypcje genow,
dlatego skupiono si¢ na puli genéw o podwyzszonym poziomie W mutancie hvmads27 kd
oraz przeanalizowano ich sekwencje promotorowe pod wzgledem wystepowania motywu
wigzacego czynniki transkrypcyjne MADS-box (CArG) (Muino i inni., 2014; Aerts i
inni., 2018; Guo i inni., 2013). Wybrano pi¢¢ potencjalnych kandydatéw (Rysunek 10b,
¢). HYANT1 (HORVU6Hr1G034900) jest biatkiem transblonowym biorgcym udzial w
transporcie aminokwaséw obojetnych i aromatycznych (Chen i inni., 2001),
KARBOKSYLAZA PPC1 (HORVU5Hr1G055350) uczestniczy w utrzymaniu
homeostazy w metabolizmie wegla/azotu (Li i inni.,, 2020), UPS2 (UREIDE
PERMEASE-2) (HORVU7Hr1G108790) transportuje zwigzki azotu (Rentsch i inni.,
2007), LAKAZA (HORVU3Hr1G097860) katalizuje polimeryzacje lignin (Rittstieg i
inni., 2002), a BG1 RB-glukozydaza (HORVUZ2Hr1G023590) zaangazowana jest w
uwolnienie ABA z biologicznie nieaktywnego koniugatu glukozowego (Harris i inni.,
2017) (Rysunek 10b, c). Dodatkowo wzieto pod uwage ekspresje genu NRT1.1, ktdrego
promotor rowniez zawiera motywy CArG.
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Rysunek 10 Analiza transkryptomu korzeni roslin mads27 kd w poréwnaniu do
korzeni roslin WT. (a) Wykres kotowy przedstawiajacy statystycznie zmienione geny
na podstawie analizy transkryptomu korzeni mutantéw mads27 kd w pordéwnaniu z
transkryptomem korzeni WT. Poziom 1148 gendw byt statystycznie obnizony, a 914
podwyzszony. Z grupy gendéw o podwyzszonym poziomie wyltoniono kandydatow
niosagcych motyw CArG w regionach promotorowych. (b) Wykres wulkaniczny
przedstawiajacy poziom ekspresji genow kandydatow w korzeniach mutanta mads27 kd.
Analizowane geny zaznaczone sg czarnymi kropkami. Obok kazdej kropki podana jest
nazwa konkretnego genu. O$§ X pokazuje znormalizowane zliczenia, a na osi y zmiang
krotnosci ekspresji genow. Czerwone kropki na wykresie wulkanicznym oznaczajg geny,
ktorych ekspresja jest statystycznie istotnie zmieniona na podstawie wartosci p korekty
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Bonferroniego. (c) Tabela przedstawia nazwy dla poszczegolnych gendw, ich funkcje i
sekwencje motywu osadzonego w promotorze.

5.9 Analiza oddzialywania hvMADS27 z motywami CArG w

promotorach wybranych genow

W celu weryfikacji wigzania hvMADS27 z motywami CArG regionow
promotorowych wybranych genéw, przeprowadzono eksperyment immunoprecypitacji
chromatyny potaczony z ilosciowym PCR w czasie rzeczywistym (ChIP-gPCR) przy
uzyciu linii mads27 c-Myc OE i oligonukleotydéw okalajacych motywy CArG (Rysunek
11a-k,12a-c). Materiat z korzeni roslin WT, do ktérego dodano przeciwciata anty-c-myc
oraz material z korzeni linii transgenicznych, do ktérego nie dodano przeciwciata podczas
immunoprecypitacji postuzyt jako kontrola. Jedynie w przypadku genu R-glukozydazy
HvBG1 uzyskano wzbogacenie produktow PCR reprezentujacych fragmenty regiondw
promotorowego HvBG1 zawierajace motywy CArG (Rysunek 12a-c). Co wiecej,
obecno§¢ HVMADS27 c-myc na promotorze HvBG1 obnizyla si¢ po traktowaniu
nadmiarem N (Rysunek 12b, c). Analiza Western blot poziomu biatka HVBGl w
korzeniach roslin WT, hvmads27 kd i mads27 c-Myc OE w warunkach kontrolnych i w
nadmiernym stresie N wykazata, ze poziom hvBGl1 jest podwyzszony po zastosowaniu
nadmiaru N w WT i mads27 c-Myc OE, podczas gdy w przypadku ro$lin hvmads27 kd
zaobserwowano wyzszy poziomy HvBG1 w warunkach kontrolnych, jak réwniez w
nadmiernym stresie N (Rysunek 12c). Powyzsze eksperymenty wykazaty, ze hvMADS27
dziata jako represor transkrypcji, w przypadku genu hvBG1.

Ponadto w celu weryfikacji czy akumulacja ABA jaka zaobserwowano W
mutancie hvmads27 kd w warunkach kontrolnych i w stresie oraz w roslinach typu WT i
mads27 c-Myc OE traktowanych nadmiarem N jest spowodowana aktywnoscig HvBGI,

powtorzono pomiary ABA w korzeniach ro$lin rosngcych w obecno$ci inhibitora
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biosyntezy ABA — Norflurazonu (Rysunek 12d) (Dong et al., 2013). Zaobserwowano

podwyzszony poziom ABA w stresie nadmiaru N w korzeniach mutantéw oraz WT, jak

rébwniez w warunkach kontrolnych w przypadku korzeni hvmads27 kd. Zatem,

wywnioskowano, ze akumulacja ABA w korzeniach mutanta hvmads27 kd oraz w

korzeniach roslin WT i mads27 c-Myc OE poddanych stresowi nadmiaru azotu wynika

glownie z mobilizacji nieaktywnych zapaséw koniugatu ABA z glukoza.

a
b ANT1#1
0.1
0.08
5 0.06 -
[a W
Z
< 0.04
0.02
mads27 bez WT
c-myc OE przeciwciata
d
CATTAAAAAAAG
-347 -3465
f PPC1
0.0591
0.059 I
0.0589 I
5
2 0.0588 I
Z 0.0587
x
0.0586
0.0585
0.0584

mads27 bez
c-myc OE przeciwciata

CATTAAATG CATTAAATTTAG

WT

H kontrola

stres nadmiaru
azotu

M kontrola

stres nadmiaru
azotu

% INPUT

0.1

0.08

0.06

0.04

% INPUT

0.02

0

-0.02

0.02

0.015

0.01

0.005

0

ANTH2
] H kontrola
{ stres nadmiaru
; ] azotu
mads27 bez WT

c-myc OE przeciwciata

CATTAAATTTAG
=127, -1260
UPS2
I I H kontrola
stres nadmiaru
azotu

mads27 bez WT

c-myc OE przeciwciata

76



CATTAAATTTAG
-3550 / -3540 -1130\ / -1120
. k
LAKAZA
NRT1.1
0.006
0.045
0.005 0.04 I I
0.035
0.004 o kontrola
5 5 0.03 I
S 0.003 . = 0.025 m kontrola
°§ stres nadmiaru o 0.02 stres nadmiaru azotu
0.002 I | azotu R [ o1s
0.01
0.001 I
0.005
0 0
mads27 bez WT
mads27 bez WT c-myc OE przeciwciata

c-myc OE przeciwciala

Rysunek 11 ChIP-gPCR z wykorzystaniem zidentyfikowanych genéw kandydatow
do regulacji za posrednictwem HvMADS27. (b, ¢, f, g, j, k) ChIP-gPCR
przeprowadzony przy uzyciu materiatu pochodzacego z korzeni roslin mads27 c-Myc OE
w kontroli i stresie nadmiaru N przy uzyciu oligonukleotydow okalajacych motywy
CArG w promotorach gendéw: ANT1, PPC1, UPS1 oraz LAKAZY i NRT1.1. (a, d, €, h,
i) Czarne prostokaty reprezentujg sekwencje promotorowe, szare przedstawiaja gen,
niebieskie linie okalajace pozycje motywow CArG. Dokladne pozycje motywow sg
podane poprzez liczbe nukleotydow liczonych przed miejscem startu transkrypcji. Szare
strzatki pokazuja lokalizacje starterow okalajacych motywy CArG. Nie zaobserwowano
akumulacji hvMADS27 na analizowanych promotorach.
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Rysunek 12 Czynnik transkrypcyjny hvMADS27 reguluje ekspresje BG1 §-
GLUKOZYDAZY w korzeniach jeczmienia. (a) Pozycja motywow CArG w
promotorze BG1, szara ramka przedstawia cialo genu i sekwencj¢ promotora czarna
ramka, niebieskie linie okalajace pozycj¢ motywow CArG. Doktadne potozenie motywu
zostalo obliczone na podstawie liczby nukleotydow liczonych ponizej miejsca startu
transkrypcji. Szare strzatki pokazuja lokalizacj¢ starterow otaczajacych motywy CArG.
(b) ChIP RT-qPCR, z korzeni roslin mads27 c-Myc OE w kontroli i stresie nadmiaru N,
przy uzyciu starteréw okalajacych motywy CArG w promotorze BG1. Zaobserwowano
akumulacje MADS27 na promotorze hvBG1 zarébwno w warunkach kontroli, jak i
nadmiaru N przy mniejszej ilosci MADS27c-myc w stresie. Powyzej wykresu
przedstawiono istotno$¢ statystyczng na podstawie standardowego testu t-Studenta,
warto$¢ p % %<0,005. (c) Poziom biatka hvBG1 w WT i analizowanych mutantach w
kontroli i po traktowaniu nadmiarem N przy uzyciu techniki western blot. BG1 akumuluje
si¢ w nadmiarze N. Poziom biatka BG1 jest wysoki w korzeniach mutanta mads27 kd
zarowno w kontroli, jak i w nadmiarze N. W korzeniach mutanta mads27 c-Myc OE
obserwujemy akumulacje BG1 po stresie N. Ponizej przedstawiono analize
densytometryczng sygnatu BG1. Jako kontrole tadowania wykorzystano sygnat z histonu
H3. (d) Pomiary ABA uzyskane za pomoca techniki wysokoci$nieniowej chromatografii
cieczowej w korzeniach WT i mutantach mads27 kd, mads27 c-Myc OE w warunkach
kontrolnych i nadmiaru N po traktowaniu inhibitorem biogenezy ABA — Norflurazonem.
ABA gromadzi si¢ w korzeniach traktowanych inhibitorem WT po nadmiernym stresie
N, w korzeniach roslin mads27 kd oraz w korzeniach roslin mads27 c-Myc OE. Powyzej
wykreséw przedstawiono istotnos$¢ statystyczng na podstawie standardowego testu t-
Studenta, warto$¢ p % #<0,005

Biorgc pod uwage wszystkie wyniki, proponujemy mechanizm regulacji [-
glukozydazy BG1 za posrednictwem HvMADS27, ktora jest zalezna od nadmiaru N,
gdzie obecno$¢ duzych ilosci N w ryzosferze jeczmienia powoduje silne obnizenie
poziomu ekspresji hvMADS27 i zwigkszenie poziomu NRT1.1. Zmniejszona ilo$¢
HvMADS27 na promotorze HvBG1 powoduje aktywacj¢ tego enzymu i uwolnienie ABA
Z jego koniugatu z glukoza. Wysoki poziom ABA z kolei powoduje skrocenie korzeni

rosliny.
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Rysunek 13 HYMADS27 reguluje reakcje korzeni jeczmienia na stres zwigzany z
nadmiarem azotu. Na podstawie naszych eksperymentow proponujemy mechanizm
regulacji odpowiedzi korzeni jeczmienia na stres nadmiaru N. Zwigkszone stezenie N w
ryzosferze aktywuje transporter azotu NRT1.1, ktory zapewnia naptyw N do komorek
korzenia. Wysokie st¢zenie N zmniejsza ekspresje hvMADS27, co uwalnia z represji
ekspresje glukozydazy BG1. BG1 jest aktywowany i katalizuje uwalnianie ABA z
koniugatu z glukoza, co powoduje wzrost poziomu ABA i skrocenie korzeni jgczmienia.
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6. Dyskusja

W niniejszej pracy wykazano, ze czynnik transkrypcyjny HYMADS27, ktory
ulega ekspresji glownie w korzeniach jeczmienia, rozpoznaje miejsca CArG w
promotorze genu HvBG1, kodujacego enzym B-glukozydaz¢ 1, odpowiedzialng za
uwolnienie kwasu abscysynowego (ABA) z nieaktywnego biologicznie koniugatu
glukozowego.

W warunkach kontrolnych HYMADS27 negatywnie reguluje poziom HvBG1. W
przypadku wystgpienia stresu nadmiaru azotu w ryzosferze poziom HvVMADS27
znacznie si¢ obniza, co prowadzi do uwolnienia ekspresji genu HvBG1 oraz wzrostu
stezenia ABA w korzeniach jeczmienia, powodujac skrocenie ich dtugosci.

HvVMADS?27, podobnie jak inne czynniki transkrypcyjne zawierajace domeng
typu MADS-box, stanowia geny docelowe dla miRNA z rodziny MIR444. Wystepowanie
tej rodziny mikroRNA zostato wykazane jedynie u ro$lin jednoli$ciennych, a jedng z jej
cech charakterystycznych jest to, ze geny docelowe dla poszczegdlnych miRNA
kodowane sg na przeciwlegtej nici DNA. (Sunkar i inni., 2005; Lu i inni., 2008; Sunkar i
inni., 2008). HYMADS27 jest kodowany na nici DNA przeciwlegtej do tej kodujacej
MIR444c.

Analiza danych degradomowych pochodzacych z korzeni ro$lin jeczmienia
hodowanych w warunkach kontrolnych wykazata wystgpowanie w mRNA HYMADS27
miejsca cigcia odpowiadajacego cigciu przez kompleks RISC naprowadzany przez
miRNA444c (Rysunek 3). Niemniej jednak, poziom dojrzatej czasteczki miRNA444c nie
koreluje z ekspresja HYMADS27 w warunkach stresu nadmiaru azotu. Wynik ten
sugeruje, ze miRNA444c¢ nie wptywa znaczaco na ekspresjc hvMADS27 w badanym
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stresie, a regulacja poziomu hvMADS27 za posrednictwem miRNA444c zachodzi
najprawdopodobniej na innych etapach rozwoju rosliny i/lub w odpowiedzi na inne
stresy. Analiza wzoru ekspresji dojrzatej czasteczki miRNA444c wykazata znaczace
zmiany jej poziomu podczas poszczegolnych etapow rozwojowych jeczmienia (pierwszy,
drugi, trzeci, szosty tydzien rozwoju i sze$¢dziesigty 6smy dzien wzrostu), CO sugeruje
role miR444c i czynnika transkrypcyjnego HVMADS27 podczas rozwoju rosliny
(Rysunek 4a, b).

Niniejsze badania skupione zostaly wokot stresu nadmiaru azotu, na skutek
ktorego obserwowano znaczacy spadek ekspresji HYMADS27. Analizy fenotypowe
mutantow MADS27 wykazaly, ze czynnik ten kontroluje dtugos¢ jeczmiennego systemu
korzeniowego w odpowiedzi na nadmiar N. Co ciekawe, w liniach mads27 c-Myc OE
zaobserwowano reakcje podobna do tej, ktora wykazuja rosliny typu dzikiego (WT).
Jednakze, w roslinach WT ekspresja hvMADS27 jest kontrolowana na poziomie mRNA,
podczas gdy nie jest tak w przypadku mutantdw mads27 c-Myc OE, gdzie cDNA
MADS27 z etykietg c-Myc znajduje sie pod kontrolg promotora ubikwitynowego. Nie
mozemy jednak bezposrednio zmierzy¢ ilosci biatka MADS27 w roslinach WT i mads27
c-Myc OE. Jednakze wykazano, ze poziom biatka MADS27 z etykieta c-myc jest
obnizony w odpowiedzi na stres nadmiaru azotu (Rycina 7d). Wyjasnieniem tego
zjawiska moze by¢ fakt, ze czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny MADS-box,
moga funkcjonowaé jako homo- lub heterodimery i/lub w wigkszych kompleksach,
dlatego brak rbwnowagi stechiometrycznej miedzy podjednostkami kompleksu w liniach
nadeksprymujacych HYMADS27 moze prowadzi¢ do jego degradacji i obserwacji
fenotypu takiego jak u roslin typu dzikiego (Hugouvieux i inni., 2018). Nie wykluczamy
jednoczesnie mozliwosci, i1z oddziatywanie MADS27-partner moglo ulec zmianie

poprzez nadekspresje MADS27 z etykieta c-myc, co moglo spowodowaé zmiang
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poziomu partnera MADS27, lub poziom partnera MADS27 zostat zmieniony, poniewaz
jest regulowany przez stres nadmiaru azotu. Innym wytlumaczeniem obserwowanego
fenotypu mutanta jeczmienia z nadekspresja HYMADS 27 c-myc moze by¢ cze$ciowy
spadek aktywnosci tego biatka jako represora transkrypcji z uwagi na dotaczong etykiete
c-myc. Jednak wyniki ChIP uzyskane dla HYMADS 27 c-myc pozwalaja sadzi¢, ze
badany czynnik transkrypcyjny jest aktywny. Nie mozemy jednak wykluczy¢ nieco
obnizonej aktywnosci HYMADS 27 c-myc w liniach nadekspresyjnych.

Aby zidentyfikowaé procesy fizjologiczne kontrolowane przez HVMADS27
zintegrowano podejscie molekularne z analiza cech korzeni jeczmienia. Literaturowe
doniesienia podaja, ze nadmiar azotu powoduje skrocenie systemu korzeniowego, ale
takze wzmaga tworzenie korzeni bocznych u Arabidopsis (Walch-Liu i inni., 2006).
System korzeniowy jeczmienia jest typu wigzkowego, oraz sktada si¢ z korzeni
nodalnych, seminalnych oraz korzeni bocznych o zréznicowanej zdolnosci akwizycyjnej
(Liu 1 inni., 2020). Wczesniejsze badania wykazaty, ze jeczmien tworzy wiecej korzeni
bocznych w odpowiedzi na dostarczanie azotu, a korzenie seminalne sg najbardziej
wrazliwe na zmiany substancji mineralnych w ryzosferze (Blaser i inni., 2020). W
niniejszych badaniach réwniez zaobserwowano tworzenie wigkszej ilosci korzeni
bocznych w odpowiedzi na stres nadmiaru azotu w przypadku ro$lin typu dzikiego, jak
rowniez mutantow hvmads27 kd i hvmads27 c-Myc OE. Co wigcej, liczba korzeni
bocznych nie zmienita si¢ znaczaco migdzy WT a mutantami w warunkach kontrolnych,
co sugeruje, z¢ HVYMADS27 kontroluje dlugos¢ systemu korzeniowego oraz korzeni

seminalnych, ale nie liczb¢ korzeni bocznych (Rysunek 14).
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Liczba korzeni lateralnych
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Rysunek 14 Liczba korzeni bocznych obliczona na podstawie skanow
systemow korzeniowych roslin WT i mutantéw mads27 kd i mads27 c-Myc OE. Os x
przedstawia analizowane warianty, a 08 y liczbg¢ zaobserwowanych korzeni bocznych. W
kazdym przypadku (WT, mads27 kd, mads27 c-Myc OE) zaobserwowano wyzsza liczbe
korzeni bocznych na skutek stresu nadmiaru N. Ponad wykresami przedstawiono
istotno$¢ statystyczna na podstawie standardowego testu t-Studenta, warto$§¢ p

* % <0,005

Analiza systemu korzeniowego jest szczegOlnie wazna, poniewaz glebsze
ukorzenienie zwigksza pobieranie azotu poprzez zwigkszenie catkowitej eksploracji
gleby. Jest to sposob, w jaki rosliny optymalizuja dlugo$¢ korzeni, aby reagowaé na
zmieniajgce si¢ mobilne sktadniki odzywcze, takie jak azotany, ktore zwykle wystepuja
w glebszych warstwach gleby (Frescher i inni 2020).

Analiza transkryptomu korzeni mutantow hvmads27 kd w warunkach kontrolnych
wykazata zwiekszony poziom genu NRT1.1 oraz HvBGIl. Oba geny zawieraja w

sekwencjach  promotorowych motywy CArG rozpoznawane przez czynniki
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transkrypcyjne z domeng MADS-box. Jednakze eksperyment immunoprecypitacji
chromatyny polaczony zilosciowym PCR w czasie rzeczywistym potwierdzit, ze czynnik
transkrypcyjny HYMADS27 wiaze si¢ z promotorem genu hvBGl, ale nie NRTI.1.
Niemniej jednak poziom mRNA NRT1.1 jest odwrotnie skorelowany z poziomem
HVMADS27: zalezny od nadmiaru azotu niski poziom hvMADS27 koreluje z wysokim
poziomem NRTL1.1, podczas gdy w warunkach kontrolnych, gdzie ekspresja MADS27
nie jest obnizona, poziom NRT1.1 jest znacznie nizszy. Sugeruje to posrednig kontrolg
poziomu NRT1.1 przez MADS27. Natomiast gen glukozydazy hvBG1 podlega
bezposredniej represji hvMADS27 w warunkach kontrolnych, a obnizenie ekspresji
hvMADS27 w stresie z nadmiarem N uwalnia ekspresje hvBG1.

R-glukozydaza hvBG1 kontroluje poziom kwasu abscysynowego (ABA) w
korzeniach jeczmienia. Podobne obserwacje poczyniono rowniez w przypadku pszenicy.
Wang i inni. wykazali, ze pszeniczny czynnik transkrypcyjny MADS-box, homolog
ANR1 z Arabidopsis, aktywuje ekspresje zarowno genu TaBG1, jak i czynnika
transkrypcyjnego TaWabi5, ktory reguluje ekspresj¢ transporterdw azotowych z rodziny
TaNRT2 (Wang i inni 2020). Sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe TaANR1 i
HvMADS27 sa w 97% podobne. Jednakze, w przeciwienstwie do swojego pszenicznego
homologu, hvMADS27 jest represorem ekspresji hvBG1, jak wykazano w analizie
transkryptomicznej korzeni mutantow hvmads27 kd, gdzie poziom hvBG1l jest
podwyzszony oraz w analizie ChIP z wykorzystaniem mutantow hvmads27 c-myc OE,
gdzie poziom MADS27 c-myc spada w obrebie promotora BG1 pod wptywem stresu
nadmiaru azotu. Ponadto poziom zarowno mRNA, jak i biatka hvBG1 jest podwyzszony
w ro$linach typu dzikiego pod wpltywem stresu nadmiaru azotu, co koreluje z obnizonym

poziomem hvMADS27.
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Rozbiezno$¢ miedzy sposobem dzialania TaANR1 i HYMADS27 moze wynikad
z r6znic ewolucyjnych miedzy pszenicg a jeczmieniem. Pszenica ewoluowata poprzez
allopoliploidyzacj¢ I hybrydyzacj¢ gatunkdéw z rodzin Aegilops i Triticum, a nastgpnie
duplikacje genomu (Feldman i inni., 2012). Allopoliploidia przyspieszyta ewolucj¢
genomu poprzez szybkie generowanie zmian genetycznych i epigenetycznych (Feldman
I inni.,, 2012). Ponadto w genomie pszenicy wystepuja dwa homologi AtANRI
(AM502900.1 i XM _037629991.1), co nie ma miejsca W genomie j¢czmienia. Ta
duplikacja genu moze skutkowa¢ tworzeniem réznych komplekséw i/lub dimeryzacja z
innymi partnerami niz jeczmienny odpowiednik, w wyniku czego jeden gen moze by¢
aktywatorem a drugi represorem. W literaturze pojawiajg si¢ doniesienia dotyczace
przypadkdw, w ktorych ten sam czynnik transkrypcyjny zawierajacy domeng MADS
dziata jako aktywator lub represor w zaleznosci od partnerow z jakimi oddziatuje.
Przyktadem moze by¢ MADS57 w ryzu, ktdéry hamuje ekspresje genu DWARF14, ale
wzmacnia ekspresje OsWRKY94 (Guo i inni., 2013; Chen i inni., 2018; Chu i inni.,
2019).

Wysokie stezenie ABA skutkuje skréceniem korzeni (Harris i inni., 2015). ABA
kontroluje wzrost korzeni za posrednictwem wielu mechanizméw (Sun i inni., 2018).
Natomiast badania z wykorzystaniem Arabidopsis pokazuja, ze ABA poprzez regulacje
aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego SCARECROW (SCR), regulowanego rowniez
przez poziom azotu w ryzosferze, kontroluje wzrost korzeni. SCR w warunkach
kontrolnych hamuje ekspresj¢ ABA INSENSITIVE 4 (ABI4) i ABA INSENSITIVE 5
(ABI5) w merystemie wierzcholkowym korzenia (Harris i inni., 2017). Wzrost poziomu
ABA w ryzosferze powoduje obnizenie poziomu SCR oraz wzrost ekspresji ABI4 1 ABIS

co u Arabidopsis skutkuje skroceniem korzeni.
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Jednakze, w niniejszych badaniach zaobserwowano obnizenie ekspresji HVABI5,
na skutek stresu nadmiaru azotu, co koreluje ze skrdceniem korzeni w WT, mads27 c-
Myc OE i w roslinach hvmads2 7kd zaréwno w warunkach kontrolnych, jak i nadmiaru
azotu (Rysunek 15a). Jednakze nie zaobserwowano zmian w poziomie ekspresji ABI4.
Co wigcej, poziom jeczmiennego homologa SCR rowniez nie ulegl zmianie w
odpowiedzi na stres nadmiaru azotu (Rysunek 15b, c). Dotychczas, w przypadku
jeczmienia wykazano, ze poziom ABI5 wzrasta pod wptywem stresu suszy, ktéremu

towarzyszy zwiekszony poziom ABA (Daszkowska-Golec i inni 2016, Collin i inni
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2020). Wydaje si¢ zatem, ze mechanizm regulujacy skracanie korzeni zalezne od
nadmiaru azotu rdzni si¢ pomiedzy Arabidopsis i jeczmieniem, jak réwniez uzyskane
wyniki sugerujg nadrzedng rolg stresu nadmiaru azotu nad stresem spowodowanym

wzrostem ABA.
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Rysunek 15 Poziom ekspresji ABIS, ABI4, SCR w korzeniach roslin typu WT
oraz mutantach MADS27 w warunkach kontrolnych i w stresie nadmiaru azotu. (a)
RT-gqPCR pokazujace poziom ekspresji ABIS w WT i mutantach mads27 kd i mads27 c-
Myc OE w warunkach kontrolnych i nadmiaru N. O§ X przedstawia analizowane
warianty, a 0§ Y przedstawia poziom ekspresji w stosunku do czynnika 1 rybozylacji
ADP. Poziom ABIS5 jest obnizony w korzeniach pod wplywem stresu nadmiaru N
zarowno w ro$linach WT, jak i mads27 c-Myc OE, ponadto obnizenie ekspresji ABIS
obserwuje si¢ w korzeniach mutanta mads27 kd zarowno w warunkach kontrolnych jak 1
w stresie. (b) RT-gPCR pokazujace poziom ekspresji ABI4 w WT i mutantach mads27
kd i mads27 c-Myc OE w warunkach kontrolnych i nadmiaru N. Poziom ABI4 nie ulega
zmianie. (¢) RT-gPCR pokazujace poziom ekspresji SCR w WT i mutantach mads27 kd
I mads27 c-Myc OE w warunkach kontrolnych i nadmiaru N. Poziom SCR nie ulega
zmianie. Ponad wykresami przedstawiono istotno$¢ statystyczng na podstawie

standardowego testu t-Studenta, wartos$¢ p % %<0,005

Pelne wyjasnienie mechanizmu skracania korzeni u jgczmienia za posrednictwem
ABA, ktorego poziom zalezy od poziomu azotu w korzeniach, wymaga dalszych badan.
Niemniej jednak niniejsze wyniki dostarczajg nowych informacji na temat reakcji korzeni
jeczmienia na Stres nadmiaru azotu i stanowig podstawe do dalszych badan nad

mechanizmem reakcji zb6z na przenawozenie.

7. Podsumowanie

1. Jeczmienny czynnik transkrypcyjny hvMADS27 jest kodowany na nici DNA
przeciwlegtej do nici kodujacej gen MIR444c.

2. HVMADSZ27 jest genem docelowym dla miRNA444c w warunkach kontrolnych.

3. HVMADS27 ulega ekspresji gldownie w korzeniach jeczmienia a jego poziom jest
znacznie obnizony pod wplywem stresu nadmiaru azotu, natomiast jest
niewrazliwy na niedobor azotu.

4. Mutanty z obnizonym poziomem HvVMADS27 wykazuja krotsze korzenie w
warunkach kontrolnych, wyzsze stezenie azotu oraz ABA w tkance oraz nie

odpowiadajg na stres nadmiaru azotu.
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5. HVMADSZ27 reguluje ekspresj¢ genu BG1 odpowiedzialnego za uwolnienie ABA
z nieaktywnego koniugatu z glukoza.

6. Obnizenie poziomu HYMADS27 w warunkach stresu nadmiaru azotu powoduje
uwolnienie ekspresji BG1, co prowadzi do akumulacji ABA w Kkorzeniach

jeczmienia i skrocenia ich dlugosci.
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