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Streszczenie

MikroRNA (miRNA) s3 krotkimi jednoniciowymi czasteczkami RNA,
regulujagcymi poziom ekspresji innych genow. Geny MIR444 zidentyfikowano jedynie
u roslin jednolisciennych i ich charakterystyczna cecha jest obecno$¢ intronu, ktory
rozdziela dwie polowy struktury prekursora mikroRNA. Sekwencja mikroRNA*
znajduje si¢ w jednym egzonie, natomiast mikroRNA zlokalizowana jest w kolejnym
egzonie.

W jeczmieniu zidentyfikowano trzy geny MIR444 o zlozonej budowie
egzonowo-intronowej. Ich transkrypty, pri-miRNA444, podlegaja alternatywnemu
splicingowi generujac izoformy, ktore mozna podzieli¢ na funkcjonalne (mikroRNA jest
produkowany) i niefunkcjonalne (mikroRNA nie jest produkowany). Z wykorzystaniem
analizy bioinformatycznej 1 techniki profilowania polisoméw wykazano, ze
zidentyfikowane izoformy pri-miR444 posiadajg otwarte ramki odczytu, ktdore moga
kodowac¢ peptydy o dtugosciach 119 (PEP444a), 51 (miPEP444b) oraz 168 (PEP444c)
aminokwasow. Przy uzyciu specyficznych przeciwcial potwierdzono obecno$¢ PEP444a
w pedach jeczmienia w warunkach stresu nadmiaru azotu oraz PEP444c w pedach
i korzeniach, zar6wno w warunkach kontrolnych jak i w stresie nadmiaru azotu.
Wykazano, ze mutacje wprowadzone w rejonie sekwencji kodujacej PEP444a maja
najprawdopodobniej efekt letalny. Mutacje w sekwencji kodujacej PEP444c
wprowadzily przedwczesny kodon stop. U roslin transgenicznych pep444c ze zmieniong
sekwencja aminokwasowa PEP444c zaobserwowano obnizony poziom mikroRNA444c
w korzeniach, co wskazuje na istotng role PEP444c¢ w regulacji poziomu ekspresji genu

MIR444c.



Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are small single-stranded RNA molecules that regulate
the level of expression of their target genes. MIR444 family genes have been identified
in monocots and their characteristic feature is the presence of an intron that separates two
halves of microRNA precursor structure. The microRNA* is in one exon, while the
microRNA is in the next exon.

Three MIR444 genes with a complex exon-intron structure have been identified
in barley. Their transcripts, pri-miRNA444, undergo alternative splicing events
generating isoforms that can be divided into functional (microRNA is produced) and non-
functional (microRNA is not produced). Using bioinformatic analysis and polysome
profiling technique, it was shown that identified isoforms contain open reading frames
(ORFs) that can encode peptides of 119 (PEP444a), 51 (miPEP444b) and 168 (PEP444c)
amino acids. Using specific antibodies, we confirmed the presence of PEP444a in barley
shoots under nitrogen excess stress and PEP444c in shoots and roots, both under control
and nitrogen excess conditions. Mutations introduced in the sequence encoding PEP444a
have been shown to be most likely lethal. Mutations in the PEP444c coding sequence
have introduced a premature stop codon. Moreover, pep444c transgenic plants with
mutations in the sequence encoding PEP444c showed reduced level of microRNA444c
in barley roots. This result indicates an important role of PEP444c in regulating the

expression level of the MIR444c.
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1. Wstep

1.1. Biogeneza roslinnych mikroRNA

mikroRNA (miRNA) to krotkie czasteczki kwasu rybonukleinowego o dtugosci
21-24 nukleotydow, ktore reguluja poziom ekspresji gendw na poziomie po-
transkrypcyjnym. Geny mikroRNA (MIR) u ro$lin stanowig zazwyczaj niezalezne
jednostki transkrypcyjne i sg transkrybowane sg przez polimeraze RNA II (RNA Pol II)
(Reinhart i in., 2002; Lee i in., 2004; Xie i in., 2005). W wyniku transkrypcji genéw MIR
powstaja dlugie transkrypty, tzw. pierwotne transkrypty miRNA (pri-miRNA, ang.
primary miRNA), ktére podobnie do innych produktow RNA Pol II posiadajg na 5° koncu
kap (ang. cap), tj. 7-metyloguanozyng, a na 3’ koncu od kilkudziesigciu do kilkuset
nukleotydéw zawierajacych jako zasad¢ azotowa adening, tzw. ogon poliA (Jones-
Rhoades i1 Bartel, 2004; Xie 1 in., 2005).

Biogeneza mikroRNA regulowana jest mi¢dzy innymi przez czynniki regulujace
transkrypcje. Jednym z nich jest wielobialkowy kompleks Mediatora, ktérego brak
powoduje zmniejszenie ilosci RNA Pol Il zasocjowanej z chromatyng w rejonie genow
MIR, a co za tym idzie obnizenie poziomu pri-miRNA i dojrzatych mikroRNA (Kim i in.,
2011). Ponadto promotory genow mikroRNA zawierajg motywy umozliwiajgce wigzanie
si¢ réznych czynnikow transkrypcyjnych, co rowniez wplywa na poziom transkrypcji
genéw MIR, czgsto w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe (Megraw 1 in., 2006;
Yamasaki i in., 2009; Rogers i Chen, 2013; Barciszewska-Pacak i in., 2015; Sega i in.,
2020).

Pierwotne transkrypty miRNA tworzg charakterystyczng strukture typu spinki do
wlosow, sktadajaca sie z petli 1 fragmentu dwuniciowego (Ryc. 1). Endorybonukleza typu
IIT - DCL1 (DICER-LIKE 1) skraca pri-miRNA do pre-miRNA (ang. precursor miRNA)
(Kurihara i Watanabe, 2004). W kolejnym etapie z pre-miRNA uwalniany jest dupleks
miRNA/miRNA*, tj. dwuniciowy RNA o dlugosci 21-24 nukleotydow. DCLI do
prawidlowego funkcjonowania wymaga obecnosci bialek HYL1 (HYPONASTIC
LEAVES 1) i SE (SERRATE), z ktorymi tworzy kompleks zwany Mikroprocesorem
(Kurihara, 2006; Lobbes i in., 2006; Laubinger i in., 2008). HYL1, nazywane réwniez
DRB1 (DOUBLE STRANDED RNA-BINDING PROTEIN 1), zawiera dwie domeny
wigzace dwuniciowy RNA (Hiraguri i in., 2005). Pierwsza z nich odpowiada za wigzanie

RNA, a druga za oddzialywanie z DCL1 i SE oraz za homodimeryzacj¢ biatka, konieczng
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do prawidlowego przebiegu biogenezy mikroRNA (Yang i in., 2010; Yang i in., 2014).
Biatko SE z kolei zwigksza efektywno$¢ 1 precyzje cigcia poprzez zapewnienie
prawidlowej orientacji pri-miRNA w domenie katalitycznej DCL1 (Lobbes i in., 2006;
Laubinger i in., 2008). W dojrzewaniu pri-miRNA uczestniczy rowniez kompleks biatek
wiazacy kap (CBC, ang. cap binding complex), sktadajacy si¢ z podjednostek CBP20
oraz CBP80 (Kmieciak i in., 2002). CBC, wspodlnie z SE, pelni istotng rolg w regulacji
splicingu pre-mRNA 1 pre-miRNA (Laubinger i in., 2008).

RNA
Pol I
MIR
Transkrypcja
Pri-miRNA
5’ m’'G AAAAAA

'

Pre-miRNA ﬁ?

| &=

mikroRNA/mikroRNA*
H,C = CHs
Jadro
komoérkowe @

Cytoplazma

s

Ha.mowar‘l.le Cigcie mRNA
translacji

Ryc. 1. Schemat biogenezy roslinnych mikroRNA, na podstawie Zhang i in., 2022.
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Na biogenez¢ mikroRNA wpltyw ma rowniez splicing (Bielewicz i in., 2013;
Schwab i in., 2013; Knop i in., 2017). Wykazano, ze obecnos$¢ introndéw oraz aktywnego
miejsca donorowego (miejsce cigcia po stronie 5° intronu, 5°ss) stymuluje biogeneze
mikroRNA — ulokowanych w pierwszym egzonie pri-miRNA zawierajacych intron
,ponizej” struktury spinki do wloséw. Rosliny Arabidopsis thaliana z unieczynnionym
genem MIRI63 transformowano konstruktami, w ktoérych w genie MIRI63 usunigto
intron lub unieczynniono miejsce 5’ss. W obydwoch przypadkach zaobserwowano
spadek poziomu ekspresji dojrzatego mikroRNA163 (Bielewicz i in., 2013). Podobne
wyniki uzyskano w przypadku obserwacji dojrzewania mikroRNA161 i mikroRNA172b
(Bielewicz i in., 2013; Schwab i in., 2013).

W przypadku mikroRNA zlokalizowanych z intronach (intronowe miRNA),
inaktywacja miejsca donorowego 5’ss prowadzi do zwigkszenia poziomu ekspresji
dojrzatych mikroRNA (Knop i in., 2017). Efekt ten zaobserwowano w trakcie badan nad
biogeneza intronowego mikroRNA402 u A. thaliana. Unieczynnienie miejsca
donorowego 5’ss skutkowato podwyzszonym poziomem intronowego mikroRNA402.
Nastepnie sekwencje tworzacg strukture spinki do wloséw, znajdujaca si¢ w pierwszym
intronie genu kodujacego biatko, przeniesiono do poprzedzajacego go egzonu,
otrzymujac w ten sposob egzonowy mikroRNA. Zaobserwowano stymulacj¢ biogenezy
mikroRNA. W przypadku mikroRNA zlokalizowanego w egzonie, po unieczynnieniu
miejsca donorowego 5’ ss zaobserwowano spadek poziomu ekspresji mikroRNA402
(Knop i in., 2017).

Zaproponowano nastepujacy model wyjasniajacy opisane zajwiska: w przypadku
egzonowych mikroRNA, zwigzany z miejscem 5°ss U1 snRNP stabilizuje oddziatywania
SE z pozostatymi bialkami wchodzacymi w sktad Mikroprocesora, prowadzac do
zwigkszenia wydajnosci biogenezy mikroRNA. W sytuacji, gdy mikroRNA
zlokalizowany jest w intronach, wigzanie Ul snRNP do miejsca donorowego ogranicza
dostep SE do kompleksu Mikroprocesora, co skutkuje obnizeniem poziomu mikroRNA.
Unieczynnienie miejsca donorowego w przypadku intronowych mikroRNA znosi efekt
inhibicji (Bielewicz i in., 2013; Knop i in, 2017).

Znaczenie wycinania introndw w prawidtowym przebiegu biogenezy mikroRNA
zostalo udokumentowane w przypadku rodziny genéw MIR444 u roslin jednoliSciennych,
takich jak ryz, klosownica, jgczmien, trzcina cukrowa, kukurydza 1 pszenica.
Charakterystyczng cechg tej rodziny genow jest obecno$¢ intronu, ktory rozdziela dwie

potowy struktury prekursora mikroRNA. Jedna czg¢$¢, zawierajaca mikroRNA* znajduje
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sie¢ w jednym egzonie, natomiast druga obejmujaca sekwencje mikroRNA zlokalizowana
jest w kolejnym egzonie. Wycigcie intronu jest niezbedne do utworzenia prawidtowe;j
struktury spinki do wloséw i1 powstania dojrzalego mikroRNA (Lu i in., 2008; Sunkar
i in.,, 2008). Wycigcie intronu jest rowniez konieczne w przypadku biogenezy
mikroRNA400, znajdujacego si¢ w intronie genu kodujacego biatko u A. thaliana.
Zaobserwowano, ze stres wysokiej temperatury (37°C) stymuluje wycinanie intronu co
koreluje z podniesionym poziomem dojrzalego mikroRNA400 (Yan i in., 2012).

Uwolniony z pre-miRNA dupleks miRNA/miRNA* ulega 2’-O-metylacji na 3’
koncach obydwu nici przez biatko HEN1 (HUA ENHANCER 1) (Yang i in., 2006).
Modyfikacja ta stabilizuje dupleks miRNA/miRNA* i chroni przed degradacja (Li, i in.,
2005; Yu i in., 2005). W przypadku braku HEN1, biatko HESO1 (HEN1 SUPPRESOR
1) oligourydyluje 3’ konce miRNA co prowadzi do szybkiej degradacji miRNA (Ren i
in., 2012).

Jedna z czasteczek dupleksu miRNA/miRNA* zostaje wlaczona do biatkowego
kompleksu efektorowego RISC (ang. RNA-induced silencing complex), ktérego gtdéwnym
komponentem jest biatkko AGO1 (Vaucheret i in., 2004; Baumberger i Baulcombe, 2005).
Wybdr nici uwarunkowany jest termostabilnoscig 5 koncéw dupleksu miRNA/miRNA*.
Ni¢ o nizszej termostabilno$ci konca 5’ zostaje wiaczona do kompleksu RISC
(a konkretnie do AGO1) jako ni¢ wiodaca, podczas gdy druga ni¢ ulega na og6t
degradacji (Eamens i in., 2009). Liczne dane literaturowe wskazuja jednak na akumulacje
niektérych mikroRNA* na poziomie wyzszym od odpowiadajacych im mikroRNA
(Devers 1 in., 2011; Peng i in., 2011). Jak wspomniano wyzej, kluczowym elementem
kompleksu RISC jest biatko AGO1 (ARGONAUTE 1) zawierajagce domeng¢ katalityczng
wymagang do cigcia docelowego mRNA (Swarts i in., 2014; Zhang i in., 2015). Do
niedawna uwazano, ze wlaczanie mikroRNA do kompleksu efektorowego RISC
nastepuje w cytoplazmie po wyeksportowaniu dupleksu miRNA/miRNA* z jadra do
cytoplazmy przez biatko HST (HASTY) (Park i in., 2005). Ostatnie doniesienia
literaturowe wskazuja jednak na to, ze proces skladania kompleksu RISC zachodzi juz
w jadrze komorkowym, a gtéwnym eksporterem mikroRNA z jadra do cytoplazmy jest
biatko AGO1 (Bolognaiin., 2018). Juz w cytoplazmie, nakierowywany przez mikroRNA
kompleks RISC rozpoznaje docelowy mRNA i reguluje jego poziom poprzez cigcie
docelowego mRNA lub hamowanie jego translacji. Cigcie transkryptu, katalizowane
przez AGO1, wymaga niemal doskonatej komplementarno$ci migdzy mikroRNA

a docelowym mRNA i ma miejsce migdzy 10 a 11 nukleotydem mRNA liczac od 5’
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konca sekwencji mikroRNA hybrydyzujacej z mRNA (Llave i in., 2002; Mallory i in.,
2004). Drugi sposob regulacji ekspresji genow przez mikroRNA polega na hamowaniu
translacji mRNA. Mechanizm ten nie jest jednak u ro$lin dokladnie poznany. Dane
literaturowe wskazuja, ze w procesie tym uczestniczy biatko AMP1 (ALTERED
MERISTEM PROGRAM 1), zasocjowane z siateczka endoplazmatyczng (Li1i in., 2013).
Ponadto badania przeprowadzone przez Reis i in., 2015 wykazaly, ze o tym czy mRNA
zostanie przecigty, czy dojdzie do zahamowania translacji decyduje obecno$¢ biatek
HYL1 Iub DRB2. Obecno$¢ HYL1 prowadzi do rozcigcia mRNA, natomiast DRB2 do

hamowania translacji.

1.2. Rodzina genow MIR444

Geny MIR444 zostaty zidentyfikowane jedynie u roslin jednoli$ciennych takich
jak ryz (Oryza sativa), pszenica (Triticum aestivum), jeczmien (Hordeum vulgare),
kukurydza (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), ktosownica (Brachypodium) 1 trzcina
cukrowa (Saccharum officinarum) (Sunkar i in., 2005). Wykazano roéwniez, ze sekwencje
gendéw MIR444 stanowig naturalne antysensowne nici dla genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne z rodziny MADS-box, ktorych mRNA jest sekwencja docelowa dla
mikroRNA444 (Sunkar i in., 2005; Lu i in., 2008). W ryzu mikroRNA z rodziny MIR444
regulujag poziom ekspresji czterech czynnikdw transkrypcyjnych MADS-box,
kodowanych przez OsMADS23, OsMADS27a, OsMADS27b oraz OsMADSS57 (Sunkar
i1in., 2005; Lu i in., 2008; Wu i in., 2009; Li i in., 2010). Z przeprowadzonej analizy
filogenetycznej wynika, ze sa one homologami czynnikow transkrypcyjnych ANRI1
(ARABIDOPSIS NITRATE REGULATEDI1) u Arabidopsis, bioracych udzial
w regulacji szlaku sygnatowego jonow azotanowych (NOs’) i we wzroscie korzeni
bocznych (Zhang i Forde, 1998; Lee i in., 2003; Arora i in., 2007).

Badanie przeprowadzone przez Yan i in., 2014 wykazaly, Ze nadekspresja
mikroRNA444a ryzu spowodowala spadek poziomu ekspresji omawianych czynnikow
transkrypcyjnych MADS-box. Towarzyszyl temu ograniczony wzrost korzeni bocznych,
zalezny od stgzenia NO3~ w poditozu. Podobng rolg wybranych czynnikéw MADS-box
stwierdzono w eksperymentach przeprowadzonych nad Arabidopsis (Zhang i Forde,
1998). Zaobserwowano rowniez, ze nadekspresja mikroRNA444a w ryzu wywotata
zwigkszony poziom ekspresji genow kodujacych transportery azotanowe oraz

zmniejszong translokacje¢ zwigzkoéw azotowych ze starych lisci do mtodych w warunkach
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stresu braku azotu (Yan i in., 2014). Wyniki te wskazuja, ze mikroRNA444a pelni istotng
role w szlaku sygnalowym NO;  oraz w rozwoju korzeni i pedow. Natomiast
eksperymenty przeprowadzone nad jgczmieniem zwyczajnym wykazaly, ze w warunkach
zwigkszonego ste¢zenia NO3™ dochodzi do obnizenia poziomu ekspresji genu MADS27, co
skutkuje skroceniem korzeni. W regulacje te nie jest jednak zaangazowany
mikroRNA444c (Smoczynska i in., 2022).

W ryzu mikroRNA444a bierze udzial rowniez w odpowiedzi na stres braku
fosforu (P;) (Yan i in., 2014). Ro$liny z nadekspresja mikroRNA444a poddano stresowi
braku Pi, po czym zaobserwowano zmiany w architekturze korzeni w poréwnaniu do
ro$lin typu dzikiego (WT). Ponadto odnotowano wzrost zawarto$ci P; w korzeniach
i pedach ryzu oraz zwigkszony poziom ekspresji trzech gendw kodujacych transportery
fosforanow (OsPTI, OsPT7 oraz OsPTIlI). Powyzsze dane wskazuja na udzial
mikroRNA444a w interakcjach pomigdzy szlakami sygnatowymi NOs3™ i P;i w ryzu,
chociaz mechanizm ten wymaga jeszcze dalszych badan.

Eksperymenty przeprowadzone przez Guo 1 in., 2013 wykazaty, ze
mikroRNA444a, poprzez regulacj¢ poziomu czynnika transkrypcyjnego OsMADS57,
kontroluje poziom biatka DWARF14 begdacego negatywnym regulatorem krzewienia
w ryzu. U rodlin z nadekspresja mikroRNA444a zaobserwowano spadek poziomu
ekpsresji OsSMADSS57 oraz zmniejszong liczbe rozkrzewien w poréwnaniu do roslin typu
dzikiego. U roslin ryzu z nadekspresja OsMADSS57 odnotowano natomiast wzrost liczby
rozkrzewien (Guo i in., 2013). MikroRNA444a odpowiada zatem za kontrole krzewienia
w ryzu, co bezposrednio wptywa na wielko$¢ plonow.

MikroRNA444 pelni takze kluczowa role w przekazywaniu sygnalow
w odpowiedzi rosliny na atak wirusa pasiastosci ryzu (RSV, ang. Rice stripe virus) (Wang
i in., 2016). Regulowane przez mikroRNA444 czynniki transkrypcyjne OsMADS23,
OsMADS27a oraz OsMADSS57 ryzu sa represorami ekspresji genu OsRDRI(RNA-
DEPENDENT RNA POLYMERASE 1). Owe czynniki transkrypcyjne wiaza si¢
bezposrednio do sekwencji regulatorowych CArG w promotorze genu OsRDRI (Wang
1 in., 2016). Infekcja RSV wywoluje akumulacj¢ mikroRNA444, a co za tym idzie,
obnizenie poziomu ekspresji czynnikow transkrypcyjnych z rodziny MADS-box.
W konsekwencji dochodzi do zwigkszenia poziomu ekspresji genu OsRDR1 kodujacego
polimeraz¢ RNA 1 zalezng od RNA, ktéra syntetyzuje na bazie wirusowego RNA
dwuniciowy RNA, co prowadzi do powstania siRNA. Te z kolei, poprzez aktywacje

kompleksu RISC prowadza do rozpoznania i degradacji wirusowego RNA (Voinnet i in.,

16



2009; Wang 1 in.,, 2016). Wykazano, ze nadekspresja mikroRNA444 wywotuje
zwigkszenie odpornosci ryzu na wirusa RSV, a z kolei nadekspresja OsMADS57
prowadzi do obnizenia tej odpornos$ci poprzez hamowanie ekspresji OsRDRI (Wang i in.,
2016).

Pozniejsze badania przeprowadzone przez Jiao i in., 2020 wykazaly, ze w ryzu
jony amonowe (NH4") stymulujg biosyntezg brassinosteroidow (BR) poprzez zalezna od
mikroRNA444 regulacj¢ czynnikow transkrypcyjnych MADS-box. Owe czynniki
transkrypcyjne hamuja transkrypcje genu BR-deficient dwarf 1 (OsBRDI). Ten ostatni
koduje oksydaze C-6, kluczowy enzym bioracy udziat w koncowych etapach biosyntezy
BR (Makarevitch i in., 2012). Eksperymenty wykazaty zwigkszong wrazliwo$¢ na jony
amonowe transgenicznego ryzu z nadekspresja mikroRNA444, a z kolei u ryzu
z nadekspresja MADSS57 efekt ten byl odwrotny.

Udzial mikroRNA444 w regulacji czynnikow transkrypcyjnych MADS-box,
petiacych kluczowe funkcje w wielu procesach biochemicznych wskazuje na niezwykle
istotng role rodziny genéw MIR444 we wzroscie i rozwoju roslin (Schilling i in., 2018;
Schilling 1 in., 2020; Kuijer i in., 2021). Ponadto, udziat mikroRNA444 w regulacji
szlakow sygnatowych NOs', P;i NH4" oraz w odpowiedzi na atak wirusa pasiastosci ryzu
sugeruje mozliwos¢ wykorzystania rodziny genéw MIR444 do osiagnigcia celow
agronomicznych (Yan i in., 2014; Wang i in., 2016; Jiao i in., 2020). Wiedza dotyczaca
genéw MIR444 u innych jednolisciennych jest jednak bardzo ograniczona. Brakuje
informacji zaré6wno o ich budowie jak i o funkcjach jakie mikroRNA444 mogg jeszcze
peni¢ w roslinie.

Badania przeprowadzone w Zaktadzie Ekspresji Gendw pozwolily na
zidentyfikowanie trzech gendw MIR444 (MIR444a, MIR444b oraz MIR444c)
W jeczmieniu zwyczajnym, ktore stanowiag przedmiot niniejszej rozprawy doktorskiej. Ich
doktadng struktur¢ oraz analiz¢ poziomu ekspresji odpowiadajacych im pri-miRNA
przedstawiono w rozdziale 5.2. Z genu MIR444a, w szlaku biogenezy mikroRNA, moga
powstaé trzy réozne mikroRNA (miR444a, miR444a2, miR444a3). Analiza wynikow
z glebokiego sekwencjonowania malych RNA wykazata, ze najliczniej wystepujaca
czasteczka jest mikroRNA444a2 i z tego wzgledu wybrano ja do dalszych analiz (Ryc.
2). W przypadku genu MIR444b zidentyfikowano jeden mikroRNA (miR444b2),
najliczniej wystepujacy w széstym tygodniu rozwoju jeczmienia (Ryc. 3). Natomiast
z genu MIR444c, w procesie biogenezy mikroRNA, moga powsta¢ dwa r6zne mikroRNA
(miR444c, miR444¢2). Dominujaca czasteczka pod wzgledem liczby znormalizowanych
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zliczen, a w szczegélnoSci w szostym tygodniu rozwoju jeczmienia, stanowi

mikroRNA444c i dlatego wybrano ja do dalszych analiz (Ryc. 4).

A
— MIR444a TSS
b—/ * H |—<
>1kb >1kb
100 par zasad
B A c
AA chu u AG AA
c A A G
S cCc._cA
G A CU ~
s Uuu ¢ c A A GuU uG G cA ~CAA
TUEEA ST OTTEN TANET YEATTIA TAATYGEA ATYYT STOAAT fATAATYASY MM
CGU CC CCGU GUUCG ACUCCGU GUUGACGU UGAAC UCUUUC GUGUUCAU cc GA A
3 v,¢ c A c GeC Gu G A A c  AUA
u A
miR444a miR444a2 miR444a3 AC
C
miR444a 5’ UUGCUGCCUCAAGCUUGCUGC 3’
miR444a2 5’ UGCAGUUGCUGCCUCAAGCUU 3’
miR444a3 5’ UUGUGGCUUUCUUGCAAGUCG 3’
D
miR sekwencja mglgt‘)’“ I Tydzien | II Tydzien | III Tydzied | VI Tydzien | 68.dzied
miR444a TTGCTGCCTCAAGCTTGCTGC 21 0,25 1,36 0,5 0,38 0,26
miR444a2 | TGCAGTTGCTGCCTCAAGCTT 21 33,02 75,25 64,45 48,5 24,89
miR444a3 | TTGTGGCTTTCTTGCAAGTCG 21 0,25 0,91 0,5 0,94 0,26

Ryc. 2. Gen MIR444a, struktura spinki do wlosow prekursora mikroRNA
i zidentyfikowane mikroRNA. (A) Budowa genu MIR444a; kolorowe prostokaty
reprezentuja egzony a czarne linie introny. Niebieski stupek oraz niebieska gwiazdka *
w drugim egzonie reprezentuja pozycje¢ mikroRNA®*, natomiast czerwony stupek
w trzecim egzonie przedstawia pozycje mikroRNA. TSS — miejsce inicjacji transkrypcji,
kb — tysigc par zasad. (B) pre-miRNA444a (AG=-80,80 kcal/mol); na czerwono
zaznaczono sekwencje miR444a2; na niebiesko sekwencje miR444a2*; na zielono
sekwencje miR444a; na fioletowo miR444a3. (C) Sekwencje nukleotydowe miR444a,
miR444a2 oraz miR444a3. (D) Liczba znormalizowanych zliczen miR444a, miR444a2

oraz miR444a3 w poszczegdlnych stadiach rozwojowych jeczmienia zwyczajnego.
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A MIR444b

TSS
r *
>1kb >2kb >6kb
100 par zasad
B
A A
A U
5 A A 1] u A C
TOOTTRTETT TRATUTOY 4000 TO0eqaqrony Trigscu
CG ACUCUGU GUUGACGUG UGAA GUUCUUUCAGUG AUAcCUU®C
oY A c U c cC A
3 miR444b2 u
miR444b2 5’ UGCAGUUGCUGUCUCAAGCUU 3’
D
miR sekwencja Dlugosé |y 1vazien | 1ITydzien I Tydzied | VITydzied 68.
1 (nt) y dzie
miR444b2 | TGCAGTTGCTGTCTCAAGCTT 21 2,46 4,53 2,26 7,36 3,59

Ryc. 3. Gen MIR444b, struktura spinki do wlosow prekursora mikroRNA
i zidentyfikowany mikroRNA. (A) Budowa genu MIR444b; kolorowe prostokaty
reprezentujg egzony a czarne linie introny. Niebieski stupek oraz niebieska gwiazdka *
w drugim egzonie przedstawiaja pozycj¢ mikroRNA*, natomiast czerwony stupek
w trzecim egzonie reprezentuje pozycje mikroRNA. TSS — miejsce inicjacji transkrypcji,
kb — tysigc par zasad. (B) pre-miRNA444b (AG=-61,20 kcal/mol); na czerwono
zaznaczono sekwencje miR444b2; na niebiesko sekwencj¢ miR444b2*. (C) Sekwencja
nukleotydowa miR444b2. (D) Liczba znormalizowanych zliczen miR444b2

w poszczegblnych stadiach rozwojowych jgczmienia zwyczajnego.
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MIR444c
TSS
>3 kb >3 kb ~1kb
B 100 par zasad
U
5 e c
UUCU GCAAG GGAGGCGGCAAGCU GAGACAGCAACUGCAUAAUUUGCAAGAAAAUCG UCGGG c

[ ] [ A s At A o o I S A [ U e N e A S
AAGA CGUUU CCUCCGUCGUUCGA CUCUGUUGUUGACGUGUUGAACGUUCUUUUAGU AGCCAa A

u
3

miR444c¢
miR444¢2
C
miR444c 5’ UGUUGUCUCAAGCUUGCUGCC 3’
miR444c2 5’ UGCAGUUGUUGUCUCAAGCUU 3’
D
. . Dlugosé . - - - 68.
miR sekwencja (nt) I1Tydzien | II Tydzien | III Tydzien & VI Tydzien dzieh
miR444c | TGTTGTCTCAAGCTTGCTGCC 21 268,87 414,35 323,98 592,90 511,88
miR444¢c2 | TGCAGTTGTTGTCTCAAGCTT 21 0,74 1,81 0,75 3,02 1,54

Ryc. 4. Gen MIR444c, struktura spinki do wlosow prekursora mikroRNA
i zidentyfikowane mikroRNA. (A) Budowa genu MIR444c; kolorowe prostokaty
reprezentuja egzony a czarne linie introny. Niebieski stupek oraz niebieska gwiazdka *
w drugim egzonie przedstawiaja pozycj¢ mikroRNA*, natomiast czerwony stupek
w trzecim egzonie reprezentuje pozycje mikroRNA. TSS — miejsce inicjacji transkrypcji,
kb — tysigc par zasad. (B) pre-miRNA444c (AG=-97,40 kcal/mol); na zielono zaznaczono
sekwencje miR444c; na czerwono sekwencje miR444c2. (C) Sekwencje nukleotydowe
miR444c oraz miR444c2. (D) Liczba znormalizowanych zliczen miR444c oraz

miR444c2 w poszczegdlnych stadiach rozwojowych jeczmienia zwyczajnego.

1.3. miPEP- peptydy kodowane przez geny MIR

W roslinnych genach MIR zidentyfikowano obecno$¢ krotkich otwartych ramek
odczytu (ORFs, ang. Open reading frames), ktore koduja peptydy (Lauressergues 1i in.,
2015; Couzigou i in., 2016; Chen i in., 2020, Sharma i in., 2020; Zhang i in., 2020).
Badania przeprowadzone przez Lauressergues i in., wykazaly, ze otwarte ramki odczytu
(miORFs), ktore koduja peptydy (miPEPs), zlokalizowane sa powyzej sekwencji
mikroRNA. Ponadto wszystkie dotychczas zidentyfikowane miPEP stymuluja biogeneze
odpowiadajacych im mikroRNA (Lauressergues i in., 2015; Couzigou i in., 2016; Chen i
in., 2020, Sharma i in., 2020; Zhang i in., 2020).
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U Medicago truncatula w obrgbie pri-miRNA171b zaobserwowano otwartg
ramke odczytu kodujaca peptyd o dlugosci 20 aminokwasow (miPEP171b). Wykazano,
ze nadekspresja zidentyfikowanego peptydu wywoluje akumulacj¢ mikroRNA171b, co
z kolei prowadzi do obnizenia poziomu docelowych transkryptow, mRNA HAM (HAIRY
MERISTEM) 1 HAM?2 (HAIRY MERISTEM 2) (Lauressergues i in., 2015). Spadek
poziomu ekspresji HAM 1 HAM?2, zaangazowanych w rozwdj systemu korzeniowego,
prowadzi do zmniejszenia liczby korzeni bocznych (Lauressergues i in., 2015; Lv i in.,
2016).

U soi warzywnej (Glycine max) wykazano z kolei, ze pri-miRNA172c zawiera
ORF kodujacy miPEP172 (Couzigou i Combier, 2016). Nadekspresja mikroRNA172¢
prowadzi do zwigkszenia liczby brodawek korzeniowych, struktur roslin zwigzanych
z symbiozg z bakteriami. Proces ten odbywa si¢ przy udziale czynnika transkrypcyjnego
NNCI (AP2 NODULENUMBER CONTROLT1), ktorego mRNA stanowi sekwencje
docelowg dla mikroRNA172c (Wang i in., 2014). Egzogenna aplikacja miPEP172¢
stymuluje biogenez¢ mikroRNA172, prowadzac do wzrostu liczby brodawek (Couzigou
i Combier, 2016). Ponadto u ro$lin traktowanych sztucznym miPEP172c¢ zaobserwowano
zwigkszony poziom ekspresji genow ENOD40-1 (EARLY NODULIN-40), NIN
(NODULE INCEPTION PROTEIN), NSP1 (NODULATION SIGNALING PATHWAY 1)
1 Hb2 (HEMOGLOBIN 2), peliagcych kluczowa role w procesach rozwojowych rosliny
oraz w interakcjach roslina motylkowa — bakterie brodawkowe (Wang i in., 2014).

Badania przeprowadzone nad Arabidopsis wykazaty obecno$¢ czterech peptydow
kodowanych geny MIR: miPEP164a, miPEP165a, miPEP319a oraz miPEP858a
(Lauressergues 1 in., 2015; Sharma i in., 2020). Potraktowanie siewek Arabidopsis
sztucznym miPEP165a wywotalo akumulacj¢ dojrzalego mikroRNA165a 1 spadek
poziomu ekspresji docelowych genow: PHV (PHAVOLUTA), PHB (PHABULOSA)
1 REV (REVOLUTA), co z kolei spowodowato wzrost dtugosci korzeni (Carlsbecker i in.,
2010; Lauressergues i in., 2015). Podobne rezultaty uzyskano w przypadku miPEP164a
oraz miPEP319a. U  Arabidopsis potraktowanych sztucznym miPEP164a
zaobserwowano dwukrotny wzrost poziomu mikroRNA 164a (Lauressergues i in., 2015).
Z kolei nadekspresja miPEP319 wywotata akumulacj¢ dojrzatego mikroRNA319a (Nag
iin., 2009; Combier i in., 2020).

MikroRNA858 pelni kluczowa role w rozwoju 1 regulacji szlaku
fenylopropanoidowego u Arabidopsis poprzez regulacje poziomu ekspresji czynnikow

transkrypcyjnych MYB obejmujacych MYB11, MYB12 oraz MYB111 (Sharma 1 in.,
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2016; Wang i in., 2016). Te czynniki transkrypcyjne MYB z kolei pozytywnie wplywaja
na proces biosyntezy flawonoli poprzez regulacje genow kodujacych syntazg chalkonowa
(CHS), izomerazg chalkonowa (CHI), 3-hydroksylaze flawonoidowa (F3H) i syntaze
flawonolu (FLS) (Mehrtens i in., 2005; Stracke i in., 2010; Pandey i in., 2014). Badania
przeprowadzone przez Sharma i in., wykazaly, ze pri-miRNA858a zawiera sekwencj¢
kodujaca miPEP858a. Egzogenna aplikacja miPEP858a powoduje akumulacje
mikroRNA858a, a tym samym obnizenie poziomu ekspresji genéw docelowych
zaangazowanych w szlak fenylopropanoidowy (Sharma i in., 2016). Natomiast u ro$lin,
w ktorych zmodyfikowano sekwencje kodujaca miPEP858a z wykorzystaniem
technologii CRISPR/Cas9 zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji czynnika
transkrypcyjnego MYB12, co spowodowato zwigkszong akumulacja CHS (Sharma i in.,
2016). Przeprowadzone eksperymenty wykazaty réwniez, ze miPEP858a nie wplywa na
poziom ekspresji innych przeanalizowanych mikroRNA (lacznie z mikroRNAS58Db)
u Arabidopsis, co sugeruje jego wysoka specyficzno$§¢ dzialania wzgledem
mikroRNAS858a (Sharma i in., 2016).

U winorosli (Vitis vinifera) wykazano, ze gen MIRI171dI koduje miPEP171d1,
ktory stymuluje biogeneze mikroRNA171d1 (Chen i in., 2020). Wiadomo, ze miR171
w znaczacy sposob reguluje rozwoj korzeni (Wang i in., 2010; Engstrom 1 in., 2011;
Lauressergues i in., 2015; Zhou 1 in., 2015). Po zastosowaniu egzogennej aplikacji
miPEP171d]l na sadzonki winoro$li zaobserwowano wzmozony rozwoj korzeni
przybyszowych, czemu towarzyszyt wzrost poziomu ekspresji genu MIR171dI. Nie
zaobserwowano jednak zadnych efektdow po aplikacji miPEP171d1 na ro$liny
Arabidopsis. Podobnie nie odnotowano zmian po przeprowadzeniu nadekspresji
sekwencji kodujacej miPEP171d1 u Arabidopsis (Chen i in., 2020). Z kolei zastosowanie
syntetycznego ath-miPEP171c, ortologa miPEP171d1, doprowadzito do zwigkszenia
liczby korzeni przybyszowych u Arabidopsis, podobnie jak w przypadku aplikacji
miPEP171d1 na sadzonki winorosli. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze zaréwno
miPEP171dl jak i ath-miPEP171c, pomimo zblizonego sposobu regulacji rozwoju
korzeni, funkcjonuja wylacznie w ramach danego gatunku (Chen i in., 2020). Informacje
dotyczace zidentyfikowanych do tej pory peptydow kodowanymi przez geny MIR

przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Lista zidentyfikowanych miPEP wraz z odpowiadajagcymi im mikroRNA

i genami docelowymi, na podstawie Yadav i in., 2021.

Roslina miPEP mikroRNA Gen Funkcja Referencja
docelowy
Nikovics 1 in., 2006;
miPEP164a miR164a cuc Rozwdj lisci Lauressergues i in., 2015;
Combier i in., 2020

Zhou i in., 2007,

. . HD-ZIP Tworzenie merystemu Lauressergues i in., 2015;
j ] PEP165 R165
A};Zblﬁ[)p 518 m a m a i wierzchotkowego pedu Ormancey i in., 2020;
aiana Combier i in., 2020
Nag i in., 2009; bi
miPEP319a  miR319a TCP Rozwdj lisci i kwiatow ag 1in., 2009; Combier
iin., 2020
) ) Regulacja szlaku ..
miPEP858a miR858a MYB . Sharma i in., 2016
fenylopropanoidowego
. Wang i in., 2010;
Medicago . . . o ..
miPEP171b miR171b SCL Regulacja kwitnienia Lauressergues i in., 2015;
truncatula

Combier i in., 2020

Wytwarzanie brodawek Wang i in., 2014;
Z rodaw
miPEP172¢ miR172¢ AP2 Y . Couzigou i Combier,
korzeniowych 2016

Glycine max R Sk b n
rzeni bocznyc
ozwoy korzent boczny Wang i in., 2015;

iPEP16 iR16 ARF 1wyt i k
mi 7c miR167¢ 1wy warzan}e brodawe Combier i in., 2018
korzeniowych
Brassi Cheng i in., 2016;
TASSICE iPEP156a miR156a | SPB-box Rozwéj kwiatow eng i
rapa Morozov i in., 2019

Regulacja szlak
miPEP396a miR396a MYB5 egulacja szlaku

. Rodri ,2019
Vitis fenylopropanoidowego odngues

vinifera miPEP171d1 miR171d SCL Tworzenie korzeni Chen i in., 2020;
przybyszowych Julkowska, 2020

Dotychczasowe doniesienia literaturowe jednoznacznie wskazuja, ze peptydy
kodowane przez geny MIR stymuluja biogenezg mikroRNA, a w konsekwencji maja
istotny wptyw na poziom ekspresji ich docelowych mRNA. Ze wzgledu na udziat miPEP
w procesach rozwojowych roslin takich jak stymulacja wzrostu systemu korzeniowego,
regulacja kwitnienia czy szlaku metabolizmu fenylopropanoidéw przypuszcza sig, ze
peptydy kodowane przez geny MIR moga mie¢ istotne znaczenie agronomiczne.
Modyfikacje korzeni zostaly udokumentowane po wykorzystaniu (poprzez spryskiwanie
lub podlewanie) sztucznego miPEP165a u Arabidopsis oraz miPEP171b u Medicago
(Lauressergues 1 in., 2015; Ormancey 1 in., 2020). Wykazano réwniez, ze miPEP172¢
oraz miPEP167c stymuluja powstawanie brodawek korzeniowych roslin straczkowych
(Couzigou i Combier, 2016; Combier i in., 2018). Podobnie, miPEP171d1 stymuluje
powstawanie korzeni przybyszowych winoro$li, dzigki czemu moze okaza¢ si¢ bardzo

przydatny w rozmnazaniu tej istotnej pod wzglgdem ekonomicznym rosliny (Chen i in.,
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2020). Ponadto ostatecznym celem niemal kazdego programu poprawy upraw jest
zwigkszenie plonéw. Peptydy kodowane przez geny MIR moga zatem staé¢ si¢ nowym
narzgdziem inzynierii genetycznej wykorzystywanym w rolnictwie.

Przedstawiony powyzej krotki opis peptydow kodowanych przez geny MIR
wskazuje na naszg bardzo ograniczong wiedz¢ o ich powstawaniu, sposobach dziatania
i funkcjach jakie sprawuja. Niedostgpne sg informacje na temat tego czy wszystkie pri-
miRNA w roélinach posiadaja krotkie ramki odczytu, ktére moga ulegaé translacji.
Ponadto nieznany jest mechanizm kierowania pri-miRNA na drogg translacji oraz w jaki
sposob peptydy miPEP wptywaja na biogeneze¢ odpowiadajacych im mikroRNA. Ze
wzgledu na niewielkie rozmiary przypuszcza si¢, ze peptydy miPEP moga by¢
transportowane na duze odleglosci w odpowiedzi na niezidentyfikowane jeszcze sygnaty.
Ze wzgledu na istote regulacji mikroRNA 1 ich sekwencji docelowych przez peptydy
miPEP, jak 1 mozliwosci wykorzystania peptydéw kodowanych przez geny MIR jako

narzg¢dzie inzynierii genetycznej, niezbedne jest poglebienie wiedzy w tym zakresie.
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2. Cel pracy

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja na niezwykle istotng role
mikroRNA444 z rodziny genéw MIR444 we wzroscie i rozwoju roslin jednoli§ciennych.
Wiedza jednak na ich temat jest bardzo ograniczona, szczego6lnie w przypadku jeczmienia
zwyczajnego (Hordeum vulgare), jednej z najwazniejszych roslin uprawnych na swiecie,
zajmujgcej czwarte miejsce w globalnej produkcji zboz (Punda, 2009). Ponadto kluczowa
funkcj¢ w poznaniu mechanizméw dziatania wybranych mikroRNA moga tez petnié
peptydy kodowane przez geny MIR. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto wigc
scharakteryzowanie gendow z rodziny MIR444 w jeczmieniu zwyczajnym (Hordeum
vulgare) 1 ich potencjatu kodujacego. PostawiliSmy hipoteze, zgodnie z ktora pri-
miRNA444 sa eksportowane z jadra do cytoplazmy, gdzie moga ulega¢ translacji
jak mRNA. Kodowane peptydy moga wptywa¢ na wydajno$¢ biogenezy dojrzatych
mikroRNA z rodziny MIR444.

W celu weryfikacji postawionej przez nas hipotezy zaplanowano nastgpujace

zadania badawcze:

e Charakterystyka struktury gendw MIR444 oraz analiza poziomu ekspresji pri-
miRNA444.

e Analiza elementéw regulatorowych w promotorach genow MIR444.
e Identyfikacja otwartych ramek odczytu (ORF) w pri-miRNA444.

e Analiza zdolnosci translacyjnej sekwencji kodujacych wybrane peptydy

z wykorzystaniem techniki profilowania polisomow.

e Nadekspresja PEP444a, miPEP444b oraz PEP444c w komorkach Escherichia

coli 1ich detekcja z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat.

e Charakterystyka roslin transgenicznych z mutacjami w sekwencjach kodujacych

peptydy kodowane przez geny MIR444.

e Analiza wplywu wybranych PEP444 na akumulacj¢ odpowiednich
mikroRNA444.

25



3. Materialy

3.1. Material roslinny

W trakcie eksperymentow wykorzystano nastepujace linie roslin jeczmienia zwyczajnego

(Hordeum

vulgare) odmiana Golden Promise:

1. Rosliny typu dzikiego (WT).

2. Rosliny transgeniczne z mutacjami sekwencji kodujacej miPEP444c:

pep444c-332.10 — linia, w ktorej nastapita insercja 1 pary zasad i delecja 9 par
zasad w rejonie sekwencji kodujacej miPEP444c, co spowodowalo zmiane
sekwencji aminokwasowej miPEP444c oraz powstanie przedwczesnego
kodonu stop. Powstaly peptyd jest krotszy o 29 aminokwaséw od konca
karboksylowego z porownaniu do peptydu wystepujacego w roslinach typu
dzikiego.

pep444c-336.4 oraz miPEP444c-336.6 — dwie linie, w ktorych wskutek
insercji 1 pary zasad oraz delecji 1 pary zasad w sekwencji kodujacej

miPEP444c doszlo do zmiany sekwencji aminokwasowej miPEP444c.

3.2. Oligonukleotydy

Nazwa Sekwencja Zastosowanie
5’ RACE PCR dla mRNA
0G/8 GCACCATGCTGGTGTAGTGGACACAAA CE PCR dla
genu MIR444a
’ mRNA
0G/2 GGTGCCACCACATGCAATAACTCAAACC 5" RACE PCR dla
genu MIR444b
0G/14 GAAACGCCGACCCGGAGGAG
0G/18 GGCCAAAGCAAGCCATCAGATGATACG
0G650 TTGTTGTCTCAAGCTTGCTGCCTCC 5" RACE PCR dla mRNA
genu MIR444c
0G651 ATAGTTCTGGCAAAGGGAGGCAGCA
0G654 CCAAAGCAAGCCATCAGATGATACGG
0G655 AGCGGTGGCTGAGCAATGATATGG
’ RNA
0G/9 TGTTTGGGCTCTGCTTCAGTCCTCAC 3" RACE PCR mRNA genu
MIR444a
0G/15 ATGGCTGCCCCCGATCGGCAGTG
0G648 AAGTGGAGGCGGCAAGCTAGAGACA 3’ RACE PCR mRNA genu
MIR444c
0G649 AGGCGGCAAGCTAGAGACAGCAACT
0G653 CCCTCCCAAATCGTAGTCGCCAAT
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0G652

GCATCTGTGCAGCTGGTGCATGTT

MI13F CACGACGTTGTAAAACGAC PCR kolonijna dla wektora
MI3R GGATAACAATTTCACACAGG PGEM-T Easy
Amplifikacja fragmentu
APO387 CGTGACGCTGTGTTGCTTGT sekwencji kodujacej ADP1
(ADP — ribosylation factor 1)
w celu normalizacji w
APO388 CCGCATTCATCGCATTAGG reakcjach PCR w czasie
rzeczywistym
0G406MIR444 | ATCAGCGCTCGCTCGCAC
Amplifikacja pri-miRNA444a
OG407MIR444 | AGATATTCCTTCCGTGAAGAAA
OG410MIR444 | CTCCGACTTTTCTTTCCCTCG
Amplifikacja pri-miRNA444b
OG411MIR444 | TCAATCACGCATCTTCTCATTTT
AC210 MIR444 | CCTCGTTCCTCTCGGTTTC
Amplifikacja pri-miRNA444c
AC211 MIR444 | AGGTCGTCGTCCCTTCTACA
AC2600 GTTTGGGCTCTGCTTCAGTC Amplifikacja petnej izoformy
AC2601 CGAGTCAAAGAGTAGAACTGCAAA (A) pri-miRNA444a
0G1168 AAACATAAATCTTAGGCAGCTACTCC Amplifikacia pefne izoformy
0G1169 CAAGAAGTTGTACTAAACTGCGACA (E) pri-miRNA444a
0G1038 GCGGAGGACTCGAGTTTAGT Amplifikacja petnej izoformy
0G1039 TACTCTGAAGATACTCCCTATTTTTCC (G) pri-miRNA444a
0G1118 AGGACTCGAGGGTCCCAAC Amplifikacja petnej izoformy
0G1119 CCAGGCAGCTTTGGAATAAC (H) pri-miRNA444a
0G1120 GCGAATGAATGATCATACGAATAAG Amplifikacja pefne izoformy
0G1121 AGAGTGAATAGTTTAGAGTCGAATGTC (A) pri-miRNA444b
0G1058 TGTTCCTCCAATCGCTGAAT Amplifikacja petnej izoformy
0G1059 AGTTTCAGGGAGGCTGGACT (B) pri-miRNA444b
0G1056 CGAGGGTTTGAGGTAAATACTGG Amplifikacja petnej izoformy
0G1057 TTTAAGGTGTGGAGGGGTGAC (E) pri-miRNA444b
0Sx7 CTCATCTGCTCCCGATGAGC Amplifikacja petnej izoformy
0Sx9 AAAATGAAATGTAAGACCAACAGGA (B) pri-miRNA444c
0Sx5 GTCGGCGTTTCAGATGAGC Amplifikacja petnej izoformy
0Sx6 CAGAATCCTAACCTCCTGCGC (E) pri-miRNA444c
0G658 TGCAGTACTTGTGGGGAAGG Amplifikacja peinej izoformy
(A) pri-miRNA444c;
amplifikacja zbiorczej puli
0G659 AGTATGGTGATGTTCTATTAATTTTGC o
pri-miRNA444a
0G660 GGCAACAACTGCATTACTTTCA
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amplifikacja zbiorczej puli

661 ATTATGAAGACCCATAGATTTT
06 G GAAGACCCATAG G pri-miRNA444b
0G662 AGCAACTGCATAATTTGCAAGAA Amplifikacja zbiorczej puli
0G664 ATCATCGGTATGGCCCGAAA pri-miRNA444c
Amplifikacja fragmentu
Zpepfor ACAGGGTCCCAACTTTGACTTTAT selowenci kodujacej PEP444a
w celu analizy asocjacji pri-
Zpeplrev GCTGGTGTAGTGGACACAAAAATA miRNA444a 7 rybosomami
Amplifikacja fragmentu
1264 TGCTTGGTGCCACCACAT sekwencji kodujacej
miPEP444b w celu analizy
2613 TCCGCTCGTAGATCCTTCAC asocjacji pri-miRNA444b z
rybosomami
ORF168For ATGGCTGCCCCCGATCGG Amplifikacja fragmentu
sekwencji kodujacej
iPEP444 lu anali
ORF168Rev TCAAGGCCAAAGCAAGCCATCAGA miFETRRe weelu anatizy
asocjacji z rybosomami
ADP56-R TGTAAAACCACGGCACAGAA Amplifikacja fragmentu
ADPS7-F CTTGAAGCGTATCGAGGAC c¢DNA ADP1 w RT-PCR
AS104 TCGGTCTCGTCATCTTCTCC Amplifikacja fragmentu
¢cDNA MADS27 (MADS-box
ASIOS TTCGCTCGGCCATATCGATC transcription faCtOr 27) W Celu
analizy poziomu ekspresji
Amplifikacja fragmentu
AS916 TGTACCTTGCGCTGTACCTG ¢DNA NRT1.1 (NITRATE
TRANSPORTER 1.1) w celu
AS917 ACTTCTCGGTGCTGTTGGAC . . YW
analizy poziomu ekspresji
PeplHaloFor ATCGATCGGGATGTTTGGGCTCTGCTTCAGTC Amplifikacja sekwencji
kodujacej PEP444a (Wyniki,
PeplHaloRev ATAAGAATGCGGCCGCCTAAATTGCACCATGCTGG | podrozdziat 5.3) w celu
TGTAGTG nadekspresji w E. coli
Pep2HaloFor ATCGATCGGGATGGAGTCCTCGTCCGCTC Amplifikacja sekwencji
kodujacej miPEP444b
Pep2HaloRev ATAAGAATGCGGCCGCTCATGCTTGGTGCCACCA | (Wyniki, podrozdziat 5.3) w
celu nadekspresji w E. coli
Pep3HaloFor ATCGATCGGGATGGCTGCCCCCGATCGG Amplifikacja sekwencji
kodujacej PEP444c (Wyniki,
Pep3HaloRev ATAAGAATGCGGCCGCTCAAGGCCAAAGCAAGCC | podrozdziat 5.3) w celu
ATCAGA nadekspresji w E. coli
PS436-F TGCAAGAAGACAACCCGGACC Kolonijna PCR dla wektora
PS437-R CCCCTCAAGACCCGTTTAGAGG PH6HTN His6 HaloTaq®T7
orf444.1 1 ex-F | TGGCAAGACATGCCCCTTGGTAGC RNA naprowadzajacy Cas9
(sgRNA1) do sekwencji

orf444.1 1 ex-R

AAACGCTACCAAGGGGCATGTCTT

kodujacej PEP444a

orf444.1 2 ex-F

TGGCACAAAAGTGCCAGGCAGCTT

orf444.1 2 ex-R

AAACAAGCTGCCTGGGACTTTTGT

RNA naprowadzajacy Cas9
(gRNA2) do sekwencji
kodujacej PEP444a

orf444.2 2 ex1-F

TGGCAAACCCTCGGCGCATGCAGG

orf444.2 2 ex1-R

AAACCCTGCATGCGCCGAGGGTTT

RNA naprowadzajacy Cas9
(sgRNA1) do sekwencji
kodujacej miPEP444b
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orf444.2 3 ex1-F | TGGCAGCCGGGAGTGCTTGGTCTT RNA naprowadzajacy Cas9

(sgRNA2) do sekwencji
orf444.2 3 ex1-R | AAACAAGACCAAGCACTCCCGGCT kodujacej miPEP444b
orf444.3 4-F TGGCGTGGGGAGTAGAATATGCGG RNA naprowadzajacy Cas9

(sgRNA3) do sekwencji
orf444.3 4-R AAACCCGCATATTCTACTCCCCAC kodujacej PEP444c
orf444.3 5-F TGGCGGGGCGGTGGTGCTCTTGTA RNA naprowadzajacy Cas9

(sgRNA4) do sekwencji
orf444.3 5-R AAACTACAAGAGCACCACCGCCCC kodujacej PEP444c
IK70 GCTCACATGTTCTTTCCTGCG Kolonijna PCR dla wektoréw
K71 CACCTGACGTCTAAGAAACC pIK
Wpep2f0r AAAATAAGCGGTAAATTCCAGGAT Genotypowanie rOélin 7 linii
Wpep2rev TATACTATTGCTCCCGCTAGGGTTC transgenicznych miPEP444b
Wpep3for AGCACCGCCCACTGGAAAAT Genotypowanie roslin z linii
Wpep3rev ATCGATCTCTCCGATCCCGAAACC transgenicznych PEP444c

3.3. Wektory

Do nadekspresji sekwencji kodujacych PEP444a, miPEP444b i PEP444c
w komorkach Escherichia coli wykorzystano wektor pH6HTN Hiss HaloTaq®T7
(Promega) (Ryc. 5). Gotowy wektor zawiera promotor T7 oraz dwa znaczniki biatkowe
(HisTaq i HaloTaq), znajdujace si¢ na konicu aminowym analizowanego peptydu.

Do wklonowania produktow PCR uzyskanych przy uzyciu techniki 5’ i 3° RACE
uzyto wektor pPGEM-T Easy (Promega) (Ryc. 6).

W celu przygotowania konstruktéw umozliwiajacych edycje sekwencji
kodujacych analizowane peptydy z wykorzystaniem metody CRISPR/Cas uzyto zestawu
wektorow pIK (Ryc. 7-15), uprzejmie uzyczonych przez dr Jochena Kumlehn (Leibniz

Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Niemcy).
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Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy wektor pH6HTN Hiss HaloTaq®T7 (Promega).
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Ryc. 6. Schemat przedstawiajacy wektor pGEM-T Easy (Promega).
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Ryc. 8. Schemat przedstawiajacy wektor pIK2.
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(12) Zral Aatll (14)

Sspl {128)
(2797) BlpI /
(2791) Eagl - Notl
(2751) BstAPI
(2747) Ndel
(2698) PluTI
(2696) Sfol
{2695) Narl
(2694) Kasl ———

(2625) Pwull —

(2502) EcoRY Scal (452)

Tsol (535)

(2359) BstXI
{2358) Ncol - Styl

(2270) Spel
(2251) Mfel
{2250) XcmlI .
(2241) Fsel
(2239) Nael
(2237) NgoMIV

pIK4
2953 bp

- Asel (758)
(2150) BsaAl -Pmll —

(2085) Pshal

— Eco0109I - KflI - PpuMI (861)
(2081) BbsI

~ Bpml (864)
Sacll (868)

AhdI (933)

(1921) BsStEIL

(1719) DrdI

AlWNI (1412)
(1521) PspFI BseYI (1517)

Ryc. 10. Schemat przedstawiajacy wektor pIK4.



(3786) Sacl Zral (12)
(3784) Eco53kI | | Aatll (14)

{3780) Kpnl | /
(3776) AccBSI. [/ , B"“é;rggl()l .
(3772) Nrul [ / /

| / /

(3768) Nsi

(3722) Eagl - NotI -
{3506) Pwull

(3406) BSpEI

(3317) Acll

(3177) PfIMI
{3171) Pasl

(3101) Ncol .

{2989) Scal

pIK60 (2-gRNA-Assembly)
3803 bp

(2872) BStZ171 ——
Il Ball (1049)

(2679) BbvCI
" BsaAl (1174)

(2559) BsrGI
(2536) Srfl
(2523) BsaBI*
(2502) BmgBI

(2249) PaeR7I - TIiI - Xhol -
(2234) Apal
(2230) PsSpOMI
(2215) Stul
(2211) SphI
(2201) HindIII /
(2169) AfIIII - Pcil y
(2067) Drdl / \
(1996) BssSal \

(1869) PspFI BseYI (1865)

Ryc. 11. Schemat przedstawiajacy wektor pIK60.
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Ryc. 12. Schemat przedstawiajacy wektor pIK19.
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Ryc. 13. Schemat przedstawiajacy wektor pIK22.
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Ryc. 14. Schemat przedstawiajacy wektor pIK23.
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Ryc. 15. Schemat przedstawiajacy wektor pIK83.
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3.4. Odczynniki, roztwory i zestawy gotowe

Odczynniki

Agaroza

Akrylamid

Alkohol izoamylowy
Amersham™ Protran® membrana
Antybiotyki

Azotan amonu

Baktotrypton

Blekit bromofenolowy

Bibuta Whatmann 3MM

Bromek etydyny
B-merkaptoetanol

Chlorek zelaza (FeCls)

Chlorek magnezu (MgCl>)
Chlorek sodu (NaCl)

Chloroform

Dicamba

Diwodorofosforan potasu (KH>PO4)
Deoksycholan sodu (DOC)
Dietylopiroweglan (DEPC)
Dodecylosiarczan sodu (SDS)
Ekstrakt drozdzowy

1, 4 — ditiotreitol (DTT)

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)
Kwas etylenoglikol-tetraoctowy (EGTA)
Kwas solny (HCI)

Etanol 96%

Fenol

Glicerol

Glutaraldehyd

GlycoBlue

Immobilon®-P PVDF membrana

Prona

Sigma Aldrich
Chempur

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Difco Laboratories
Sigma Aldrich

GE Healthcare
Bio-Rad

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck

Chempur

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Promega

USB

Difco Laboratories
Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
POCH Gliwice
POCH Gliwice
POCH Gliwice
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
ThermoFisher Scientific

Merck Millipore
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Izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd (IPTG)
Kwas borowy

MG132

Mocznik

Nadsiarczan amonu (APS)

NP — 40 (Eter nonylofenolowy glikolu polietylenowego)

Phytagel

Polioksyetylenu (10) eter cetylowy (PTE)
Pozywka Murashige i Skoog
Sacharoza

Siarczan magnezu (MgSO4)
Siarczan manganu (MnSOj)
Siarczan miedzi (CuSOs)
Siarczan potasu (K2SO4)
Tris — HCI1

Triton X-100

Tween 20

N, N, N’, N'-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED)

Enzymy

Enzymy restrykcyjne

Enzymy restrykcyjne Fast Digest

Inhibitor fosfataz (Pierce™ Mini Tablets)
Inhibitor proteaz Complete Mini EDTA - free
Inhibitor rybonukleaz RNasin®

Odwrotna transkryptaza Super Script I1I (20U/ul)
Phire Plant Direct PCR Master Mix
Polimeraza DNA Advantage 2

Polimeraza DNA DreamTaq (5U/ul)
Polimeraza DNA Q5® High-Fidelity

SYBR® Green PCR Master Mix

TURBO™ DNase

T4 DNA Ligaza (5U/ul)

Boehringer Mainheim
Sigma Aldrich

Merck

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

United States Biochemical
Sigma Aldrich
Pol-Aura

Duchefa

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

USB

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

New England BioLabs
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Roche

Promega

Invitrogen
ThermoFischer Scientific
Takara Bio
ThermoFisher Scientific
New England BioLabs
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

New England BioLabs
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Markery molekularne

PageRuler™ Prestained
PageRuler™ Plus Prestained
Gene Ruler™ 1kb Plus
Gene Ruler™ 100bp Plus

Zestawy odczynnikow

Direct-zol RNA Mini Prep Kit

GelElute Gel Extraction Kit

GenElute PCR Clean-Up Kit

GenElute Plasmid Miniprep Kit

GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup
Quick Ligation™ Kit

SMARTer® RACE cDNA Amplification Kit
Trizol® Reagent

TruSeq® Small RNA Library Prep Kit
ZymoPURE™II Plasmid Midiprep Kit

Przeciwciala

Anty-aktyna (AS13 2640)
F2DAQ5 (anty-PEP444c)
F2DY V0 (anty-miPEP444b)
HORVUG6 (anty-PEP444a)

3.5. Materialy do hodowli bakterii

W pracy wykorzystano nastgpujace szczepy bakterii:

e Escherichia coli szczep DH5q,;

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Zymo Research

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
ThermoFisher Scientific
New England BioLabs
Takara Bio

Invitrogen

[llumina

Zymo Research

Agrisera
Agrisera
Agrisera

Agrisera

e FEscherichia coli szczep BL21 (DE3) (Novagen), transformowany wczesniej

mieszaning plazmidéw pBB540, pBB535 zgodnie z praca de Marco i in., 2007,

uprzejmie uzyczony przez dr Michata Taube;

o Agrobacterium tumefaciens szczep AGL1.
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Pozywka LB

1% Baktotrypton
0,5% Ekstrakt drozdzowy
1% NaCl

Mieszaning poddano sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w temperaturze 121°C.
W celu przygotowani pozywki statej, do mieszaniny dodano agar do st¢zenia koncowego

1,5%.

Pozywka MG/L (Garfinkel 1 in., 1980), 1000 ml

S5¢g Baktotrypton

S5¢g Mannitol

25¢g Ekstrakt drozdzowy

lg Kwas L-glutaminowy

250 mg KH>PO4

100 mg NaCl

100 mg MgSO4x7 H2O

10 pl Biotyna — roztwor 0,1 mg/1

Po przygotowaniu mieszaniny ustalono pH 7,2 przy uzyciu 1 M NaOH. Nast¢pnie
mieszaning poddano sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w temperaturze 121°C.
W celu przygotowania pozywki stalej, do mieszaniny dodano 15 g agaru oraz dodano

odpowiedni antybiotyki po ostudzeniu pozywki do 50°C.

Stezenia koncowe uzywanych antybiotykow

50 pg/ml Ampicylina

34 png/ml Chloramfenikol
50 pg/ml Kanamycyna
200 pg/ml Ryfampicyna
100 pg/ml Spektynomycyna

3.6. Materialy do analiz bialkowych

Bufor do sonikaciji komorek bakteryjnych

5 mM DTT
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
200 mM NaCl
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1 mM
0,1%

1x

EDTA

Triton X-100

Inhibitory proteaz (Complete Mini EDTA - free protease
inhibitors, Roche)

Bufor do ekstrakcji bialek z materiatlu roslinnego

50 mM
100 mM
1%

I mM
1%
ImM

10 uM

1x

1x

Tris-HCI, pH 7,5

NaCl

Triton X-100

EDTA

NP-40

PMSF

MG132 (inhibitor proteasomu)

Inhibitory proteaz (Complete Mini EDTA — free protease
inhibitors, Roche)

Inhibitory fosfataz (Pierce™ Phosphatase Inhibitor Mini Tablets,

ThermoFisher Scientific)

30% roztwor akrylamid:bisakrylamid (100 ml) (30% AA)

30g
0,8 g
100 ml

Akrylamid
Bisakrylamid
Woda dejonizowana MiliQ

5% zel poliakrylamidowy zageszczajacy

300 ul
220 ul
1,22 ml
17,5 ul
10 pl

2 ul

30% AA

IM Tris-HCI, pH 6,8
Woda dejonizowana MiliQ
10% SDS

10% APS

TEMED

13% zel poliakrylamidowy rozdzielajacy

2,48 ml
1,83 ml
670 ul

30% AA
IM Tris-HCI, pH 8,6
Woda dejonizowana MiliQ

40



50 pl 10% SDS
30 pl 10% APS
3l TEMED

Obciazacz do bialek 6xSSB

0,375M Tris-HCI, pH 6,8

60% glicerol

12% SDS

0,6M B-merkaptoetanol
0,06% btekit bromofenolowy

Obciazacz do bialek 2xSSB

0,06M Tris-HCI, pH 6,8

5% glicerol

2% SDS

4% B-merkaptoetanol
0,0025% btekit bromofenolowy

Bufor do elektroforezy biatek w zelu poliakrylamidowym (10xLaemmli)

250 mM Tris, pH 6,8
1,92 M glicyna
1% SDS

Bufor do transferu potsuchego

25 mM Tris, pH 8,3
192 mM glicyna
20% metanol
0,1% SDS

Bufor 10xTBS, 1000 ml
24 ¢ Tris
88 ¢g NaCl

Mieszaning uzupelniono woda dejonizowang MiliQ do 1000 ml oraz ustalono pH 7,6 przy

uzyciu 1M HCI.
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Bufor TBST, 1000 ml

100 ml bufor TBS
900 ml woda dejonizowana MiliQ
I ml Tween 20

Bufor fosforanowy, 1000 ml
25 mM KH>PO4
25 mM KoHPO4

3.7. Bufory i roztwory wykorzystane do pracy z DNA i RNA

Bufor 1xTBE. pH 8.3

89 mM Tris
2mM EDTA
89 mM kwas borowy

Bufor 0.5xTBE, pH 8.3

44,5 mM Tris
1 mM EDTA
44,5 mM kwas borowy

Zel agarozowy (1-2%) do elektroforezy DNA i RNA

1-2% (W/v) agaroza

Ix bufor TBE

40% (w/v) roztwor akrylamid:bisakrylamid (40% AA)
38% Akrylamid
2% Bisakrylamid

15% Zel poliakrylamidowy do rozdzialu RNA

65,62 ml 40% AA

17,5 ml 10xbufor TBE

875¢g mocznik

31,5 ml woda dejonizowana MiliQ
660 ul APS

3,75 ul TEMED
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Bufor EBR, 20 ml

1 ml 1 M octan magnezu

10 ml 1 M octan amonu

40 pl 0,5M EDTA

200 pl 10% SDS

8,76 ml woda dejonizowana MiliQ

3.8. Materialy do uprawy roslin

Pozywka ro$linna

28 mM NH4NO;

20 mM KH2PO4

4 mM K2S04

16 mM MgSO4x7 H,0
53 uM H;BO;

8 uM CuSOq4

4 uM MnSO4xH,0
120 uM FeCl3x6 H,O

Pozywke po przygotowaniu przefiltrowano (filtr o $rednicy porow 0,2 um). W przypadku
stresu nadmiaru azotu w pozywce wykorzystano 10-krotnie wieksza ilo§¢ NHiNO3

w poroéwnaniu do warunkéw kontrolnych.

3.9. Materialy do przeprowadzenia transformacji, selekcji

i regeneracji zarodkow jeczmiennych

100xstezony roztwoér witamin do pozywki indukujacej tworzenie sie tkanki kalusowej

100 mg/1 Tiamina HCI

35 g/l Mio-inozytol
69 g/l Prolina

100xstezony roztwoér witamin do pozywKki przej$ciowej

40 mg/1 Tiamina HCl

10 g/l Mio-inozytol
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Powyzsze mieszaniny przefiltrowano (filtr o $rednicy poréw 0,2 pum) oraz

przechowywano w 4°C.

Roztwor CuSOqy
125 mg CuS0O4x5 H,O
100 ml H>O

Roztwér Timentin

160 mg/ml Timentin
1 ml H->O

Roztwor Dicamba

2,5 mg/l Dicamba
1000 ml HxO

Roztwor kwasu 2.4 — dichlorofenoksyoctowego (2, 4 — D)
2,5 mg/l 24-D
1 ml 100% C,HsOH

Powyzsze mieszaniny przefiltrowano (filtr o $rednicy poréw 0,2 um) oraz

przechowywano w -20°C.

Roztwoér 6 — benzyloaminopuryna (BAP)
I mg BAP
1 ml H>O

Do przygotowanej mieszaniny dodano dwie krople 1 M NaOH, przefiltrowano (filtr

o $rednicy porow 0,2 um) oraz przechowywano w -20°C.

Pozywka indukujaca tworzenie sie tkanki kalusowej

4,3 g/l Pozywka Murashige i Skoog (MO221 Duchefa)
30 g/l Maltoza

1 gl Hydrolizat kazeiny

10 ml/1 100xstezony roztwor witamin

I ml/l Roztwor Dicamba

I ml/l Roztwor CuSO4 x 5 H2O

3,5¢/1 Phytagel
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Po przygotowaniu mieszaniny ustalono pH 5,8 przy uzyciu 1 M NaOH. Nastgpnie
mieszaning poddano sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w temperaturze 121°C.
100xstezony roztwdr witamin, roztwor Dicamba i roztwor CuSO4x5 H>O dodano po

sterylizacji, po ostygnieciu pozywki, bezposrednio przed wylaniem na szalki.

Pozywka przejsciowa

2,7 g/l Pozywka Murashige i Skoog pozbawiona NH4NO3 (Duchefa
MO238)

20 g/l Maltoza

165 mg/1 NHsNO;

750 mg/1 Glutamina

10 ml/1 100xstezony roztwor witamin

1 ml/l Roztwor kwasu 2,4 — dichlorofenoksyoctowego (2, 4 — D)

1 ml/l Roztwor CuSO4x5 H2O

100 pl/l Roztwér BAP

3,5¢/1 Phytagel

1 ml/l Timentin 160 mg/1

50 mg/1 Hygromycyna

Po przygotowaniu mieszaniny ustalono pH 5,8 przy uzyciu 1 M NaOH. Naste¢pnie
mieszaning poddano sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w temperaturze 121°C.
100xstezony roztwor witamin, 2,4 — D, roztwor CuSO4x5 H>O, roztwor BAP, timentin
1 higromycyn¢ dodano po sterylizacji, po ostygnigciu pozywki, bezposrednio przed

wylaniem na szalki.

Pozywka regenerujaca

2,7 g/l Pozywka Murashige i Skoog pozbawiona NH4NO;3 (Duchefa
MO238)

20 g/l Maltoza

165 mg/1 NHsNO;

750 mg/1 Glutamina

10 ml/1 100xstezony roztwor witamin

1 ml Timentin 160 mg/1

3,5¢/1 Phytagel

50 mg/l Hygromycyna
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Po przygotowaniu mieszaniny ustalono pH 5,8 przy uzyciu 1 M NaOH. Nastgpnie
mieszaning poddano sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w temperaturze 121°C. Po

ostudzeniu pozywki dodano 100xstezony roztwor witamin, timentin i higromycyng.

3.10. Materialy wykorzystane w eksperymencie profilowania

polisomow

Bufor do ekstrakciji polisoméw, 50 ml

0,2M Tris, pH 9,0

0,2 M KCl

0,025 M EGTA

0,035 M MgCl,

1% Mieszanina detergentow
1% DOC

1% PTE

5mM DTT

1 mM PMSF

100 pg/ml Cykloheksymid

50 pg/ml Chloramfenikol

1000 U Inhibitor rybonukleaz Rnasin®

Bufor przygotowano w dniu eksperymentu i przechowywano na lodzie.

20% Mieszanina detergentéw

20% (w/v) Brij-35

20% (v/v) Triton X-100

20% (v/v) glikol oktylofenylo-polietylenowy (Igepal CA 630)

20% (v/v) Monolaurynian polioksyetylenusorbitanu (Tween 20)
Po przygotowaniu roztwér przefiltrowano (filtr o $rednicy poréw 0,2 pm)

1 przechowywano w temperaturze pokojowe;j.

DOC
10% Deoksycholan sodu (DOC)
Po przygotowaniu roztwér przefiltrowano (filtr o $rednicy poréw 0,2 pm)

1 przechowywano w temperaturze pokojowe;j.
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PTE
20% (v/v) Polioksyetylenu (10) eter cetylowy
Po przygotowaniu roztwér przefiltrowano (filtr o $rednicy poréw 0,2 pm)

1 przechowywano w temperaturze pokojowe;j.

DTT
0,5 M Dithiothreitol

Po przygotowaniu przechowywano w -20 °C.

PMSF
0,5 M fluorek fenylometylosulfonylu rozpuszczony w izopropanolu

Po przygotowaniu przechowywano w temperaturze -20°C.

Gradienty gestosci sacharozy

Sacharoza 2M 10 x H:O Cykloheksymid Objetosé na
(%) Sacharoza Roztwoér (ml) i chloramfenikol gradient (ml)
soli ()
60 22 2,5 0,5 2,5 1,65
45 24,75 3,75 9 3,75 3,3
30 16,5 3,75 17,25 3,75 3,3
15 5,5 2,5 17 2,5 1,65

Do probowek wirdbwkowych (Seton Scientific, open — top polyclear™, 7030)
napipetowano 1,65 ml sacharozy o stezeniu 60% i umieszczono w temperaturze -80°C na
jedna godzing. Nastepnie dodano 3,3 ml sacharozy o stezeniu 45% 1 ponownie
umieszczono w temperaturze -80°C na jedng godzing. W ten sam sposdb postgpowano
z dwiema pozostatymi warstwami sacharozy o stezeniu 30% i 15%. Gradienty
przechowywano w temperaturze -80°C. W dniu eksperymentu gradienty umieszczono

w temperaturze 37°C na jedng godzing, a nastgpnie w temperaturze 4°C na jedng godzing.

10xRoztwor soli

0,4 M Tris-HCI pH 8,4
0,2 M KCl

0,1 M MgCI2

Roztwor poddano sterylizacji w autoklawie przez 20 minut w temperaturze 121°C

1 przechowywano w temperaturze 4°C.
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4. Metody

4.1. Uprawa roslin

Nasiona jeczmienia jarego (Hordeum vulgare) odmiana Golden Promise poddano
kietkowaniu na zwilZzonej woda sterylnej bibule filtracyjnej typu Whatman® przez 3 dni
w komorze fitotronowej (MLR35-1H, Sanyo, Panasonic) w warunkach dlugiego dnia
(16 h) w temperaturze 20°C. Nastepnie rosliny przeniesiono do doniczek zawierajacych
perlit, poddany wczesniej sterylizacji w autoklawie. Ros$liny uprawiano
w kontrolowanych warunkach, ktore obejmowaty fotoperiod 16 godzin $wiatta/8 godzin
ciemno$ci w temperaturze 20°C w dzien i 15°C w nocy. Rosliny podlano pozywka,
w przypadku stresu nadmiaru azotu zastosowano 10-krotnie wigkszg ilos¢ NH4NO;
(280 mM) w porownaniu do warunkow kontrolnych (28 mM) (Heuermann i in., 2021;
Yaoiin., 2011; Lips i in., 1990).

Nasiona roslin transgenicznych kietkowano w ten sam sposéb jak opisano wyzej,
dalszg uprawe¢ prowadzono w doniczkach zawierajacych ziemi¢ z piaskiem w stosunku

7:2, poddanej wczesniej sterylizacji.

4.2. Eksperymenty z wykorzystaniem kwasow nukleinowych

Izolacja RNA i przygotowanie cDNA

Izolacje RNA przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw Direct-
zol RNA Mini Prep Kit (Zymo Research) zgodnie z zaleceniami producenta. RNA
wykorzystany do przygotowania bibliotek matych RNA zostal poddany analizie
integralnosci  RNA wyznaczajac warto$¢ RIN (ang. RNA integrity number)
z wykorzystaniem RNA Nano Chips i Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent
Technologies). RNA o wartosci RIN powyzej 7 wykorzystano do przygotowania
bibliotek matych RNA.

W celu przygotowania matrycy cDNA, 15 pg calkowitego RNA traktowano
enzymem TURBO™ DNase (Thermo Fischer Scientific) wedlug zalecen producenta
w celu usunigcia zanieczyszczen genomowym DNA (gDNA). 3 pg tak przygotowanego
RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu odwrotnej transkryptazy
SuperScript™ TIII Reverse Transcriptase (Thermo Fischer Scientific) zgodnie

z zaleceniami producenta enzymu.
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Izolacja DNA
Izolacj¢ DNA przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynnikow Phire Plant

Direct PCR Master Mix (Thermo Fischer Scientific) wedlug zalecen producenta.

Szybka amplifikacja koncow cDNA technika 5°/3° RACE

Amplifikacj¢ petnej dlugosci cDNA gendw MIR444a, MIR444b 1 MIR444c wykonano
przy uzyciu zestawu odczynnikow SMARTer® RACE 5°/3° (Takara Bio, USA). W celu
przygotowania matrycy cDNA do eksperymentéw 5° RACE i 3 RACE wykorzystano
RNA wyizolowany z dwutygodniowych ro$lin jeczmienia uprawianego w warunkach

kontrolnych oraz w warunkach stresu nadmiaru azotu.

PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje prowadzono z wykorzystaniem odczynnika Power SYBR® Green PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific) i aparatu Quant Studio™ Flex Real-Time PCR
System (ThermoFisher Scientific). Mieszanina reakcyjna (10 pl) sktadata sie z 5 pl
odczynnika 2xPower SYBR Green PCR Master Mix, 1 pl matrycy cDNA oraz pary
specyficznych oligonukleotydow (200 nM kazdy).
Wykorzystano nastgpujacy profil termiczny:

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstgpna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C I5s
Przytaczanie 40
starterOw 1 60°C 1 min
amplifikacja
95°C 15s 1

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

Wzgledny poziom ekspresji wyliczono stosujgc metode 24t i przedstawiono jako
log10 (24Y) + 7, natomiast krotno$¢ zmiany wyliczono przy zastosowaniu metody 244,
W celu normalizacji danych wykorzystano poziom mRNA ADPI (GeneBank:
AJ508228.2), ktoéry oznaczano jednocze$nie z badanymi transkryptami. Do analizy
istotno$ci roznic pomigdzy probami kontrolnymi i badanymi wykorzystano test
t-Studenta (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). Istotno$¢ statystyczng obliczono

z zastosowaniem warto$ci poziomu ekspresji genow uzyskanych metodg 24,
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Przygotowanie konstruktow wykorzystanych w pracy

Edvycija sekwenciji kodujacych PEP444a. miPEP444b oraz PEP444c¢ z wykorzystaniem
technologii CRISPR/Cas9

W celu delecji sekwencji kodujacych analizowane peptydy zaprojektowano dwa
RNA naprowadzajace (ang. single guide RNA, sgRNA) Cas9 do sekwencji kodujace;j
PEP444a, dwa RNA naprowadzajace do sekwencji kodujacej miPEP444b oraz dwa RNA
naprowadzajagce do sekwencji kodujacej PEP444c. RNA naprowadzajacy
zaprojektowano z wykorzystaniem oprogramowania DESKGEN™ CRISPR Libraries,
nastepnie zweryfikowano przy uzyciu RNAfold web serwer zgodnie z praca Kumlehn
i in, 2018. Nastepnie, do sekwencji naprowadzajacych dotagczono miejsca cigcia dla
enzymu restrykcyjnego Bsal-HF (New England BioLabs). Tak przygotowane fragmenty
ligowano z wektorami potraktowanymi tym samym enzymem restrykcyjnym. Jeden
z dwoch RNA naprowadzajacych do sekwencji kodujacej PEP444a wprowadzono do
wektora pIK1, a drugi do wektora pIK2. Z kolei dwa RNA naprowadzajace do sekwencji
kodujacych miPEP444b oraz dwa RNA naprowadzajace do sekwencji kodujacych
PEP444c ligowano odpowiednio z wektorami pIK1, pIK2, pIK3 oraz pIK4. Ligacje
prowadzono z wykorzystaniem zestawu Quick Ligation™ Kit (New England BioLabs)
zgodnie z zaleceniami producenta. Polowa mieszaniny ligacyjnej transformowano
komorki kompetentne (szczep DHSa bakterii Escherichia coli) metoda szoku cieplnego
(1 minuta w temperaturze 42°C, nastgpnie krotka inkubacja na lodzie, a nastepnie przez
1 godzing w temperaturze 37°C). 70 ul hodowli wysiano na szalke ze stala pozywka LB
z dodatkiem ampicyliny i inkubowano w temperaturze 37°C przez 16 h. W celu
identyfikacji odpowiednich kolonii przeprowadzono PCR kolonijng, nastgpnie wybrane
kolonie zaszczepiono do pozywki plynnej z dodatkiem ampicyliny. Wyizolowano
plazmidy i przeprowadzono trawienie restrykcyjne z wykorzystaniem enzymu Pstl.
Nastepnie plazmidy poddano sekwencjonowaniu w celu zweryfikowania wklonowanych
sekwencji.

Nastepnie przeklonowano docelowe sekwencje z plazmidéw pIK1 i pIK2 do
wektora pIK60 (w celu edycji MIR444a), natomiast sekwencje z plazmidéw pIK1, pIK2,
pIK3 i pIK4 do wektora pIK19 (w celu edycji MIR444b oraz MIR444c). Reakcje te
przeprowadzono z wykorzystaniem metody Golden Gate. Wykorzystano enzym
restrykcyjny Esp3I-FD (ThermoFisher Scientific) oraz T4 DNA Ligaz¢ (ThermoFisher

Scientific). 5 pl mieszaniny reakcyjnej wykorzystano do transformacji komorek
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kompetentnych w ten sam sposob jak opisano powyzej. Bakterie wysiano na szalkg ze
stalta pozywka LB z dodatkiem spektynomycyny. Przeprowadzono PCR kolonijna,
a wybrane kolonie bakteryjne zaszczepiono do pozywki ptynnej. Wyizolowano plazmidy
1 sekwencjonowano.

Po stwierdzeniu poprawnosci wklonowanych sekwencji przeprowadzong kolejng
reakcje Golden Gate. W tym celu zarowno pIK60, jak 1 pIK19 potaczono z pIK22, pIK23
1 pIK83. Wykorzystano enzym restrykcyjny Bsal-HF (New England BioLabs) oraz T4
DNA Ligaz¢ (ThermoFisher Scientific). Nastgpnie postepowano tak jak po poprzedniej
reakcji Golden Gate, zamiast spektynomycyny wykorzystano ampicyling. W ten sposob
otrzymano dwa plazmidy: pZmUbi:sgRNA1:sgRNA2:pZmUbi:SpCas9 (pZmUbi —
promotor ubikwityny pochodzacy z kukurydzy Zea mays; sgRNA - RNA
naprowadzajacy do sekwencji docelowej; SpCas9 — transgen kodujacy Cas9 otrzymany
ze Streptococcus pyogenes) w celu edycji genu MIR444a kodujacego peptyd PEP444a
oraz pZmUbi:sgRNA1:sgRNA2:gsRNA3:sgRNA4:pZmUbi:SpCas9 wykorzystanego do
jednoczesnej edycji MIR444b kodujacego miPEP444b oraz MIR444c kodujacego
PEP444c. Plazmidy przeznaczone do transformacji bakterii Agrobacterium tumefaciens,
po stwierdzeniu poprawnosci sekwencji poprzez sekwencjonowanie, wyizolowano

z uzyciem ZymoPURE™ II Plasmid Midiprep Kit (Zymo Research).

Nadekspresja sekwenciji kodujacych PEP444a, miPEP444b oraz PEP444c¢ w bakteriach

Escherichia coli

Sekwencje kodujace analizowanych w niniejszej rozprawie peptydoéw
amplifikowano przy zastosowaniu polimerazy Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
(New England BioLabs). Wykorzystano w tym celu matryce cDNA uzyskang z RNA
wyizolowanego z pedéw i korzeni 2-tygodniowych ro$lin jeczmienia zwyczajnego typu
dzikiego (WT) i oligonukleotydy specyficzne dla danej sekwencji. Oligonukleotydy
zawieraly réwniez miejsca rozpoznawane przez wybrane enzymy restrykcyjne.

Po amplifikacji sekwencji kodujacych produkty PCR rozdzielono w 1,2% zelu
agarozowym 1 oczyszczono z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw GeneJET Gel
Extraction and DNA Cleanup (ThermoFisher Scientific). Tak przygotowane fragmenty
DNA ligowano z wektorem pH6HTN Hiss HaloTaq®T7 (Promega) przygotowanym
przez trawienie tymi samymi enzymami restrykcyjnymi. Ligacje prowadzono przez 3
godziny w temperaturze pokojowej z wykorzystaniem Ligazy T4 DNA (ThermoFisher

Scientific). Nastepnie transformowano komorki kompetentne Escherichia coli
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1 posiewano na stala pozywke LB z dodatkiem antybiotyku. Nast¢pnie przeprowadzono
PCR kolonijng. Po rozdzieleniu produktéw PCR w zelu agarozowym wybrano kolonie
zawierajagce wstawke o odpowiedniej dlugosci, prowadzono ich hodowle w pozywce

ptynnej LB i wyizolowano plazmidy, ktore sekwencjonowano.

Transformacja bakterii Escherichia coli szczep DHSa i DB3 oraz Agrobacterium
Tumefaciens szczep AGL1

Komorki bakterii Escherichia coli po wprowadzeniu w stan kompetencji
przechowywano w temperaturze -80°C w probowkach typu Eppendorf. Przed
przystapieniem do transformacji komorki inkubowano w lodzie przez 20 minut.
Nastepnie, do rozmrozonych komorek dodano 10 pl mieszaniny ligacyjnej, mieszano
i inkubowano w lodzie przez 30 minut. Po inkubacji mieszaning poddano stresowi
termicznemu w temperaturze 42°C przez 1 minut¢ i ponownie umieszczono w lodzie na
2 minuty. Nast¢gpnie dodano 300 pl ptynnej pozywki LB i inkubowano w temperaturze
37°C przez 1 godzing z wytrzasaniem 350 rpm. Cato$¢ wysiano na szalki ze stalg
pozywka LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku i inkubowano w temperaturze
37°C przez 16 h. Po wyselekcjonowaniu odpowiednich kolonii bakterii Escherichia coli
zaszczepiano nimi 5 ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku
1hodowano w temperaturze 37°C przez 16 godzin z wytrzasaniem 200 rpm. Po tym czasie
przystapiono do izolacji plazmidow zgodnie z protokolem producenta zestawu
odczynnikow GenElute™HP plazmid Miniprep Kit (Thermo Fischer Scientific).

Komorki bakterii  Agrobacterium tumefaciens po wprowadzeniu w stan
kompetencji przechowywano w temperaturze -80°C w probdwkach typu Eppendorf.
Przed przystapieniem do transformacji komorki inkubowano w lodzie przez 10 minut.
Nastgpnie dodano 100 ng plazmidu pZmUbi:sgRNA1:sgRNA2:pZmUbi:SpCas9 lub
pZmUDbi:sgRNA1:sgRNA2:gsRNA3:sgRNA4:pZmUbi:SpCas9. Bakterie przeniesiono
do kuwety do elektroporacji o szerokos$ci szczeliny 1 mm (Carl Roth GmbH + Co. KG)
oraz poddano elektroporacji przy uzyciu Bio-Rad Gene Pulser Xcell. Nastepnie komorki
inkubowano w temperaturze 28°C przez 48 godzin. Po wyselekcjonowaniu
odpowiednich kolonii niosgcych pozadang wstawke zaszczepiono wybrane kolonie
bakterii Agrobacterium tumefaciens do pozywki ptynnej MG/L z odpowiednimi
antybiotykami i1 inkubowano w temperaturze 28°C przy wytrzasaniu 200 rpm.
Przygotowane w ten sposob inoculum wykorzystano do transformacji zarodkow

jeczmiennych.
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Genotypowanie roslin z wyprowadzonych linii transgenicznych

Z ro$lin transgenicznych  wyizolowano genomowy DNA (gDNA)
z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw Phire Plant Direct PCR Master Mix
(ThermoFischer Scientific). Nastgpnie przeprowadzono reakcj¢ PCR z wykorzystaniem
oligonukleotydéw amplifikujacych fragment DNA obejmujacy mutacje wprowadzone
z uzyciem technologii CRISPR/Cas9. Produkty PCR sekwencjonowano i analizowano
z uzyciem programéw Chromas (Technelysium DNA Sequencing Software) oraz
DNADynamo (Blue Tractor Software Ltd). Do analiz wykorzystano drugie pokolenie

(G2, ang. second generation) roslin transgenicznych.

Przygotowanie bibliotek malych RNA

Totalny RNA o wartosSci RIN powyzej 7 rozdzielono w 15% zelu
poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem w buforze 1xTBE przy napigciu 300 V. Po
skoniczonej elektroforezie zel inkubowano z wykorzystaniem odczynnika SYBR™ Gold
Nucleic Acid Gel Stain (ThermoFisher Scientific) przez 20 min w ciemnos$ci. Nastepnie,
z zelu wycieto fragment RNA odpowiadajacy dlugosci 17-30 nukleotydéw, ktory
przeniesiono do probowki typu Eppendorf. Fragmenty zelu podzielono na mniejsze
fragmenty, dodano 450 pl buforu EBR i inkubowano w temperaturze 25°C przez jedna
noc z wytrzasaniem 300 rpm. W nastepnej kolejnosci, do prob dodano 225 pl mieszaniny
chloroformu i alkoholu izoamylowego, 225 pl kwasnego fenolu, wymieszano i wirowano
w temperaturze pokojowej przez 5 minut z predkoscig 18620xg. Do fazy wodnej dodano
1,5 pl odezynnika GlycoBlue (ThermoFisher Scientific) oraz 45 pl octanu sodu 1 1350 pl
96% etanolu. Mieszanin¢ inkubowano w temperaturze -20°C przez jedng noc, po czym
wirowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut z predkoscia 18 620xg. Uzyskany
osad rozpuszczono w 5 pl wody dotaczonej do zestawu komercyjnego TruSeq® Small
RNA Library Prep Kit (Illumina). Nastgpnie, w celu przygotowania bibliotek matych
RNA postepowano zgodnie z zaleceniami producenta. Otrzymane biblioteki cDNA
oczyszczono poprzez rozdzial elektroforetyczny w 15% zelu poliakrylamidowym
z glicerolem przy napigciu 150 V. Przeprowadzono precypitacje¢ jak poprzednio oraz
oceniono jako$¢ bibliotek z wykorzystaniem High Sensitivity DNA Chips i Agilent 2100
Bioanalyzer System (Agilent Technologies). Nastepnie, zmierzono st¢zenie przy uzyciu
Fluorometru Qbit 2.0 (ThermoFischer Scientific) i przygotowano mieszaning bibliotek
o stezeniu 10 nM kazda. Sekwencjonowanie zlecono firmie Genesupport SA

(Szwajcaria).
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4.3. Eksperymenty z wykorzystaniem bialek

Nadekspresja bialek w Escherichia coli szczep BL21 (DE3)

5 ml plynnej pozywki LB z dodatkiem ampicyliny (50 pg/ul), chloramfenikolu
(34 pg/Wl) 1 spektynomycyny (50 pg/pl) zaszczepiono jedng koloni¢ komorek
1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 4 godziny z wytrzasaniem 300 rpm (kultura
wstepna). Nastgpnie cato$¢ hodowli przeniesiono do $wiezej pozywki LB z dodatkiem
ampicyliny (50 pg/ul), chloramfenikolu (34 pg/ul) i spektynomycyny (50 pg/upl)
i prowadzono hodowl¢ do uzyskania zawiesiny o ODgpo = 0,5-0,6. W celu indukcji
nadekspresji dodano IM IPTG (Izopropylo B-d-1-tiogalaktopiranozyd) do uzyskania
ostatecznego st¢zenia 0,4 mM. Nastgpnie prowadzono hodowle w temperaturze 18°C
przez 16 godzin z wytrzasaniem 170 rpm. Po odpowiednim czasie hodowle zwirowano
w temperaturze 4°C przez 15 minut z predkosciga 4500xg, odrzucono supernatant
1 przystapiono bezposrednio do sonikacji komorek.

Komorki zawieszono w buforze do sonikacji, sonikowano (15 cykli: 35 s ON i 35
s OFF), nastgpnie wirowano w temperaturze 4°C przez 15 minut z predkoscig 14000xg.
Po wirowaniu zebrano supernatant (frakcja rozpuszczalna) a uzyskany osad zawieszono
w wyjSciowe]j objetosci buforu do sonikacji (frakcja nierozpuszczalna). Obie frakcje
wykorzystano bezposrednio w dalszych etapach badan lub przechowywano

w temperaturze -80°C, po uprzednim zamrozeniu w cieklym azocie.

Elektroforeza bialek
Elektroforeze prowadzono w 13% poliakrylamidowym zelu rozdzielajacym
(30;0,8) po uprzednim zatezeniu préb w 5% zelu zageszczajacym (30;0,8). Rozdziat prob

prowadzono przy natezeniu 25 mM w buforze Laemmli.

Ekstrakcja bialek z materialu roslinnego

Do 300 mg roztartego w ciektym azocie materiatu ro§linnego dodano 1 ml buforu
ekstrakcyjnego i inkubowano w temperaturze 4°C przez 1 godzing z wytrzasaniem 1000
rpm. Nastgpnie proby wirowano w temperaturze 4°C przez 30 minut z predkoscia
10000xg. Otrzymany supernatant stanowigcy ekstrakt biatkowy wykorzystano do
pomiaru stezenia biatek przy uzyciu krzywej BSA i1 odczynnikéw Bio-Rad Protein Assay

Dye Reagent Concentrate, ktory rozcieficzono woda w stosunku 1:4.
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Transfer bialek na membrane

W przypadku pracy z PEP44a i PEP444c, po wyje¢ciu zelu z szybek odcigto zel
zageszczajacy i korek. Membrang (Immobilon®-P PVDF Membrane; 0,45 pm; Merck)
aktywowano w metanolu przez 15 sekund po czym inkubowano po 2 minuty w wodzie
dejonizowanej i buforze do transferu. Zaktywowana membrang nalozono na zamoczony
wczesniej w buforze do transferu papier z widkna bawetnianego (Bio-Rad), przykryto
kolejng warstwa papieru i rolowano w celu usuniecia pecherzykdéw powietrza. Transfer
prowadzono przy napigciu 15V przez 1 godzing.

Podczas eksperymentow z miPEP444b wykorzystano membrang nitrocelulozowa
(Amersham™ Protran®; 0,2 pm; Sigma Aldrich), ktérg natozono na zamoczony
wczesniej w buforze fosforanowym papier z witokna bawetianego (Bio-Rad), przykryto
kolejng warstwg papieru i rolowano w celu usuniecia pecherzykdéw powietrza. Transfer

prowadzono przy napigciu 15V w temperaturze 4°C przez calg noc.

Western blot

W przypadku pracy z PEP44a i PEP444c, po zakonczonym procesie transferu
membran¢ blokowano 5% mlekiem odtluszczonym rozpuszczonym w TBST przez
godzing w temperaturze pokojowej. Po blokowaniu membrang inkubowano
w temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciala I-rzedowego (1:000 HORVU6
przeciwko PEP444a, 1:5000 F2DAQS5 przeciwko PEP444c, 1:3000 anty-aktyna),
sporzadzonego w 2% roztworze mleka odtluszczonego. Nastepnie membrane
czterokrotnie plukano buforem TBST (jeden raz przez 15 min i trzy razy przez 5 min)
1 inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciala II-
rzedowego (1:25000), koniugowanego z peroksydaza chrzanowa. Po inkubacji
membrang czterokrotnie ptukano buforem TBST i nakladano na 3 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.

Podczas eksperymentéw z miPEP444b, po zakonczonym procesie transferu
membrang¢ inkubowano w buforze fosforanowym z dodatkiem 0,2% glutaraldehydu
w temperaturze pokojowej przez 45 minut. Nastepnie membrang trzykrotnie ptukano
buforem TBS (3 razy przez 10 min) i blokowano 5% mlekiem odtluszczonym
rozpuszczonym w TBST w temperaturze 4°C przez 8 godzin. Po tym czasie membrang

trzykrotnie plukano buforem TBST (3 razy przez 10 min) i inkubowano w temperaturze

55



4°C przez cala noc w roztworze przeciwciata I-rzedowego (1:5000 F2DY V0 przeciwko
miPEP444b), sporzadzonego w 2% roztworze mleka odtluszczonego. Nastgpnie
membrang trzykrotnie plukano buforem TBST (3 razy przez 10 min) i inkubowano przez
godzing w temperaturze pokojowej w roztworze przeciwciata II-rzedowego (1:25000),
koniugowanego z peroksydaza chrzanowa. Po inkubacji membrane trzykrotnie ptukano
buforem TBST (3 razy przez 10 min), naktadano na 3 min substrat Amersham ECL
Western Blotting Detection Reagents i dalej postgpowano jak w przypadku pracy
z PEP444a i PEP444c.

4.4. Profilowanie polisomow

Zastosowano protokol Mustroph i in., 2009 z modyfikacjami.

Osobno pedy oraz korzenie jgczmienia roztarto w ciekltym azocie. 1,2 g sproszkowanych
pedow i 2 g sproszkowanych korzeni umieszczono w probowce typu falkon o pojemnosci
50 ml i dodano dwie objetosci buforu do ekstrakcji polisomow. Catos¢ inkubowano na
lodzie przez 10 minut, sporadycznie mieszajac. Nastgpnie mieszaning wirowano przez 30
minut z predkoscig 10 304xg. Supernatant przeniesiono do nowej probowki typu falkon
o pojemnosci 50 ml. 700 pl otrzymanych ekstraktoéw natozono na schtodzone gradienty
gestosci sacharozy 1 wirowano w temperaturze 4°C przez 2 godziny 45 minut
z predkoscia 151 000xg z uzyciem rotora SW 41 Ti (Beckman Coulture Life Sciences).
Po zwirowaniu gradienty zostaty zebrane jako frakcje od gory do dotu przy jednoczesnym
pomiarze absorbancji przy dtugosci fali 254 nm. Frakcje zamrozono w cieklym azocie

1 przechowywano w temperaturze -80°C.

4.5. Izolacja i transformacja zarodkow jeczmiennych

Izolacja zarodkéw jeczmiennych

Klosy jeczmienia zebrano, gdy $rednica zarodkéw wynosita 2 mm. Nasiona
poddano sterylizacji w 70% etanolu przez 2 minuty, nast¢pnie w sterylnych warunkach
przemywano je dwa razy woda i kontynuowano sterylizacj¢ w 10% podchlorynie sodu
przez 4 minuty. Nasiona czterokrotnie przemywano w wodzie po czym przy uzyciu
sterylnej pesety i przy uzyciu binokularu wyekstrahowano niedojrzate zarodki. Nastepnie
po usunigciu osi zarodkowych, material przeniesiono na szalke z pozywka indukujaca

tworzenie si¢ tkanki kalusowej. 25 zarodkéw zostalo umieszczonych na jednej szalce,
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300 zarodkéw zostalo przeznaczonych do transformacji jednym konstruktem. Szalki

z zarodkami przechowywano w temperaturze 23°C w ciemnosci przez jedng noc.

Przygotowanie kultury Agrobacterium tumefaciens do transformacji zarodkow

jeczmiennych
Koloni¢ bakteryjng Agrobacterium tumefaciens szczep AGLI niosaca

odpowiedni plazmid zaszczepiono do 10 ml pozywki MG/L z odpowiednimi
antybiotykami 1 inkubowano w temperaturze 28°C przez 40 godzin z wytrzasaniem 200
rpm. Nastepnie do kultury bakteryjnej dodano 10 ml 30% glicerolu i wymieszano.
Powstala mieszaning rozdzielono na mniejsze proby po 400 pl i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 2 godziny sporadycznie mieszajac. Tak przygotowane
inoculum przechowywano w temperaturze -80°C. W dniu poprzedzajacym planowang
transformacje czgscia inoculum zaszczepiono 10 ml pozywki MG/L bez antybiotykow

i inkubowano w temperaturze 28°C przez 18 godzin przy wytrzasaniu 200 rpm.

Transformacja zarodkow jeczmiennych

Krople inoculum naniesiono na powierzchni¢ wczesniej inkubowanych przez noc
w ciemnos$ci zarodkéw jeczmiennych. Szalki utozono tak, aby pozby¢ si¢ nadmiaru
kultury bakteryjnej i pozostawiono do wyschnigcia przez 10 minut. Nastepnie zarodki
przeniesiono na nowe szalki z pozywka indukujaca tworzenie si¢ tkanki kalusowej

1 inkubowano w temperaturze 23°C w ciemnosci przez 3 dni.

Selekcja i regeneracja roslin transgenicznych

Zarodki przeniesiono na pozywke przejsciowa, ktorg suplementowano roztworem
Timentin (160 mg/l) i higromycyna (50 mg/l). Etap ten wykonano trzy razy
w dwutygodniowych odstgpach uzyskujac catkowity okres selekcji na pozywce
przejSciowej wynoszacy 6 tygodni. Otrzymane kalusy przeniesiono na pozywke
regeneracyjng i inkubowano przez 2 tygodnie w §wietle w temperaturze 24°C. Nastgpnie
kalusy wykazujace obecnos¢ zielonych rejondow zostaty przeniesione na Swieza pozywke
regeneracyjng, na ktorej pozostaty do momentu utworzenia sadzonek z pedami o dtugosci
2-3 cm. Powstale sadzonki przeniesiono w celu ukorzenienia do plastikowych tub
z pozywka regeneracyjng. Gdy ped roslin wypehit wnetrze tub, sadzonki przeniesiono

do doniczek.
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4.6. Analiza fenotypowa roslin z wyprowadzonych linii

transgenicznych

Analizy przeprowadzono w oparciu o pomiary morfologiczne ro$lin oraz pomiary
fluorescencji chlorofilu o z wykorzystaniem maszyny fenotypujacej PlantScreen™
Systems, Photon Systems Instruments. Wykorzystano oprogramowanie PlantScreen
Scheduler z uzyciem protokolu Quenching (Shin i in., 2021). Przed rozpoczgciem
eksperymentu 2-tygodniowe ros$liny transgeniczne pep444c-332.10, pep444c-336.4 oraz
pep444c-336.6 poddano 20-minutowej adaptacji do ciemnosci w celu wygaszenia
wzbudzen w fotosyntetycznym lancuchu transportu elektronéw. Tak przygotowane
ro$liny zostaly poddane analizom.

W celu pomiaru fluorescencji chlorofilu a ro$liny potraktowano krotkimi pulsami
czerwonego $wiatla o natezeniu nie wystarczajacym do wybicia elektronéw z centrum
reakcji PSII. Sygnat fluorescencji chlorofilu o zebrany w tym momencie okreslono jako
minimalna fluorescencja (Fo). W nastgpnym etapie rosliny traktowano krotkim pulsem
$wiatla bialego o nat¢zeniu wysycajacym, powodujacym wybicie elektrondw ze
wszystkich centréw reakcji PSII. Odnotowano wzrost pomiaru fluorescencji chlorofilu o
do warto$ci maksymalnej (Fm). W nastgpnej kolejnosci rosliny trzymano w ciemnosci
w celu wygaszenia fluorescencji, po czym potraktowano je cigglym $wiattem bialym
o natezeniu 600 umol x m2 x s’! przerywanym pulsami $wiatta wysycajgcego. W ten
sposob zmierzono podstawowe warto$ci fluorescencji chlorofilu i wyliczono kluczowe

parametry przedstawione w tabeli ponize;.

Mierzona warto$¢é Obliczony parametr Wzér

.. ) Zmienno$¢ fluorescencji w
minimalna fluorescencja . .. . L
stanie adaptacji do ciemnosci  F, =Fy, —Fy

(Fo)
(Fv)
maksymaln?l Maksymalna wydajnos¢ QY max = F./Fa
fluorescencja (Fm) kwantowa PSII (QY_max) -
Stacjonarna
fluorescencja Stacjonarne wygaszanie NPQ Lss = (Fun-

maksymalna na $wietle niefotochemiczne (NPQ Lss) = Fn Lss)/Fm Lss
(Fm_Lss)

Ustabilizov&fana o wsp()lczynn.i.k spadku Rfd = (F,-F, Lss)/F, Lss
fluorescencja na $wietle  fluorescencji (Rfd)

Po wykonaniu pomiardw fluorescencji chlorofilu, rosliny sfotografowano

z wykorzystaniem zainstalowanej w maszynie fenotypujacej kamery rgb. Otrzymane
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w ten sposob obrazy wykorzystano do okreslenia podstawowych wartosci
morfometrycznych (powierzchnia pedow i korzeni). Analizy przeprowadzono z uzyciem

oprogramowania PlantScreen Data Analyzer i wykorzystano nast¢pujace parametry:

Parametr Analiza morfometryczna Analiza morfometryczna
pedow korzeni
The formula 4*G-3*B-R R*G
Threshold 0,15 0,10028
Median Filter Size 5 1
Min Size 150 1000
Min Hol Size 50 50
Crop Objects on Borders True True
Use Reflection Reduction True True
Use Reflection Reduction False True

4.7. Analizy bioinformatyczne

Analiza struktury genow MIR444

W celu poznania budowy gendéw z rodziny MIR444 przeprowadzono
eksperymenty 5’ oraz 3> RACE. Do analizy sekwencji wykorzystano programy Chromas
(Technelysium DNA Sequencing Software) oraz DNADynamo (Blue Tractor Software
Ltd). Sekwencje cDNA przyrownano do genomu jgczmienia zwyczajnego
zdeponowanego w bazie danych Ensembl Plants (https://plants.ensembl.org/) oraz NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) z  wykorzystaniem oprogramowania MAFFT

(https://maftt.cbrc.jp/alignment/software/) (Katoh i in., 2019).

Analiza elementow regulatorowych zlokalizowanych w promotorach genow MIR444
Do analizy elementow regulatorowych promotordw gendéw z rodziny genow

MIR444 wykorzystano baze¢ danych New PLACE (A database of Plant Cis-acting

Regulatory DNA Elements) (https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace).

Analiza wynikow sekwencjonowania malych RNA

Dane w postaci surowej pobrano z serweréw firmy Fasteris, nast¢pnie
z wykorzystaniem programu Fastqc przeprowadzono wstepna analiz¢ jakoS$ci
sekwencjonowania matych RNA (Wingett i Andrews, 2018). W nastgpnym etapie
usuni¢to sekwencje adapteréw z uzyciem programu cutadapt (Martin i in., 2011). Do
dalszej analizy wybrano odczyty o dtugosciach od 18 do 28 nukleotydow. Nastepnie

w celu zliczenia odczytdow wykorzystano funkcj¢ fastx collapser z pakietu FASTX-
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toolkit. Dalsze analizy (normalizacja odczytéw do RPM oraz testy statystyczne)
wykonano w $§rodowisku programowania R. Do wizualizacji uzyskanych w ten sposéb

wynikow wykorzystano pakiet ggplot2.
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S. Wyniki

5.1. Analiza elementow regulatorowych w promotorach genow

MIR444

W Zaktadzie Ekspresji Genéw zidentyfikowano trzy geny MIR444 w jgczmieniu
zwyczajnym (Hordeum vulgare): MIR444a, MIR444b 1 MIR444c. W celu poznania ich
biologicznej funkcji przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczna rejonéw promotorowych.
Wykorzystano baze danych New PLACE (www.dna.affrc.go.jp), zawierajaca roslinne
elementy regulatorowe dziatajace w uktadzie cis (Higo i in., 1999). Najliczniej
wystepujacym motywem cis-regulatorowym we wszystkich trzech analizowanych
genach z rodziny MIR444 jest CACTFTPPCAI, element zwigzany z regulacja
metabolizmu azotowego u roslin (Bai, 1 in., 2013). Do innych, rownie licznych motywow
promotorowych naleza motywy biorgce udzial w odpowiedzi rosliny na $wiatto
(EBOXBNNAPA, GTICONSENSUS, GATABOX, SORLIP1AT, SORLIP2AT,
IBOXCORE, INRNTPSADB), stres wysokiej temperatury (CAATBOXI,
PRECONSCRHSP70A, CCAATBOXI1) czy na obecno$¢ miedzi (CURECORECR).

Zidentyfikowane elementy regulatorowe przedstawiono w tabeli 2.
Tabela 2. Elementy regulatorowe w promotorach genéw MIR444a, MIR444b oraz
MIR444c. Przedstawiono list¢ najczesciej wystepujacych motywoéw dzialajacych

w uktadzie cis.

Liczba
Motyw Sekwencja Funkcja
MIR444a | MIR444b | MIR444c

Regulacja metabolizmu
azotowego u roélin (Baiiin.,
CACTFTPPCAL YACT 22 23 22 2013); Regulacja karboksy —
lazy fosfoenolopirogronia -
nowej (Gowik i in., 2004)
Udziat w odpowiedzi na

ARRIAT NGATT 14 2 14
G 7 cytokininy (Sakai i in., 2000)
EBOXBNNAPA CANNTG 7 26 20 Regulacja odpowiedzi na
$wiatto (Tiwari i in., 2016)
Powszechny w promotorach
MYCCONSENSUSAT | CANNTG 7 26 20 genw odpowiedzi na
odwodnienie (Tiwari i in.,
2016)
Miejsce wiazania czynnikéw
DOFCOREZM AAAG 12 21 17 transkrypcyjnych DOF
(Yanagisawa i Schmidt, 1999)
CAATBOXI CAAT 1 2 15 Powszechny w promotorach

genow odpowiedzi na stres
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wysokiej temperatury
(Rieping i Schoffl, 1992)

GT1CONSENSUS

GRWAAW

12

24

Udziat w odpowiedzi na
$wiatlo 1 kwas salicylowy
(Villain i in., 1996; Buchel i
in., 1999)

CGCGBOXAT

VCGCGB

14

18

Regulacja aktywnosci auksyn
(Yang i Poovaiah, 2002;
Wong iin., 2017)

WRKY710S

TGAC

11

12

11

Miejsce wiazania czynnikow
transkrypcyjnych
WRKY710S regulujacych
szlak sygnalowy giberelin
(Zhang i in., 2004)

GATABOX

GATA

15

Regulacja odpowiedzi na
$wiatto (Terzaghi i Cashmore,
1995)

CURECORECR

GTAC

18

Regulacja odpowiedzi na
miedz (Tiwari i in., 2016)

CGACGOSAMY3

CGACG

10

15

Obecny w promotorach
genow kodujacych amylazy
(Hwang i in., 1998)

ACGTATERD1

ACGT

14

Obecny w promotorze genu
ERDI u Arabidopsis
(Yamamoto i in., 2007)

GTGANTG10

GTGA

15

11

Regulacja ekpsresji genow
specyficznych dla pytku
(Rogers i in., 2001)

POLLENI1LELATS52

AGAAA

13

Element kluczowy w
aktywacji genu LAT52 (Bate
i Twell, 1998)

LTRECOREATCORI15

CCGAC

11

Regulacja odpowiedzi na
niska temperatur¢ (Baker i in.,
1994)

MYBCORE

CNGTTR

11

Miejsce wigzania biatek
MYB (Chen i in., 2019)

SORLIPIAT

GCCAC

Regulacja odpowiedzi na
$wiatto (Hudson i Quail,
2003)

PRECONSCRHSP70A

SCGAYNR
NNNNNNN
NNNNNNN

NHD

11

Udziat w odpowiedzi na stres

wysokiej temperatury (Belity
iin., 2022)

ROOTMOTIFTAPOX1

ATATT

Element zwigzany z regulacja
ekspresji genéw w
komorkach korzenia (Zhang
iin., 2019)

BIHD10OS

TGTCA

Miejsce wiazania czynnikow
transkrypcyjnych BIHD1 (Liu
iin., 2017)

RAVIAAT

CAACA

Miejsce wigzania czynnikow
transkrypcyjnych RAV1
(Hwang i in., 2008)

CCAATBOX1

CCAAT

Udziat w odpowiedzi na stres

wysokiej temperatury
(Rieping i Schoffl, 1992)
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Element zwigzany z

SEFAMOTIFGM7S RTTTTTR rozwojem zarodka (Silva i in.,
2022)
Obecny w promotorze genu
WBOXNTERF3 TGACY kodujacego ERF3
(Finkelstein i in., 2002)
Miejsce wigzania czynnikow
WWWW
CARGCWSGAT ¢ transkrypcyjnych MADS
WWWWG o
(Aerts iin., 2018)
Regulacja odpowiedzi na
CBFHV RYCGAC stres niskiej temperatury
(Zarka i in., 2003)
Element zwigzany z
odpowiedzig na kwas
DPBFCOREDCDC3 ACACNNG .
abscysynowy (ABA) (Kim
iin., 1997)
MYBCOREATCYCBI AACGG Miejsce w1q.zan1a czynnikow
transkrypcyjnych MYB,
MYB2CONSENSUSA regulacja odpowiedzi na
T YAACKG ABA(Abe i in., 2003)
Regulacja odpowiedzi na
SORLIP2AT GGGCC $wiatto (Hudson i Quail,
2003)
Sekwencja TATA, miejsce
wigzania biatka TBP,
TATABOXS TTATTT umozliwiajacego rozpoczgcie
transkrypcji (Patikoglou i in.,
1999)
ABRERATCAL MACGYG Elemer.lt zv&_flqzany z
B odpowiedzig na kwas
abscysynowy (Yang i in.,
ABRELATERDI ACGTG 2011; Kaur i in., 2017)
Miejsce wiazania bialek DOF
TAAAGSTKSTI T G (Pleschiin., 2001)
Miejsce wiazania czynnikow
WBOXATNPR1 TTGAC transkrypcyjnych WRKY (Yu
iin., 2001)
Element zwigzany z rytmem
AANNNN
CIACADIANLELHC ¢ dobowym (Piechulla i in.,
ATC
1998)
GTIGMSCAM4 GAAAAA Regulacja odpowiedzi na
zasolenie (Liang i in., 2017)
Regulacja odpowiedzi na
IBOXCORE ATAA
OXCo G $wiatto (Liiin., 2014)
NODCON2GM CTCTT Elemen't. zw121’zany z regulacja
ekspresji genéw w
OSE2ROOTNODULE CTCTT l.<omorkach korzenia (Wang i
in., 2022)
Regulacja odpowiedzi na
ASFIMOTIFCAMV TGACG auksyny i kwas salicylowy
(Luoiin., 2013)
YTCANTY Regulacja odpowiedzi na
INRNTPSADB
S Y $wiatto (Liiin., 2014)
Sekwencja konsensusowa,
POLASIG3 AATAAT sygnal poliadenylacji (Joshi,

1987)
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Element zwigzany z regulacja
ekspresji genow w
komorkach korzenia (Ahmadi
iin., 2018)

Regulacja odpowiedzi na
TBOXATGAPB ACTTTG 3 2 2 $wiatto (Yamamoto i in.,
2007)

RHERPATEXPA7 KCACGW 2 2 3

Biorgec pod uwage liczebno$¢ elementu regulatorowego CACTFTPPCAL1 oraz
znaczenie azotu w prawidtowym rozwoju roslin postanowiono przeanalizowaé wplyw
stresu nadmiaru azotu na 2-tygodniowe ro$liny jeczmienia zwyczajnego. Eksperyment
ten przeprowadzono wspolnie z dr Aleksandra Smoczynska, a wyniki zostaty
opublikowane w pracy Grabowska i in., 2020. U roslin rosngcych w warunkach stresu
nadmiaru azotu zaobserwowano skrocenie korzeni (Ryc. 16A). Nastepnie
przeanalizowano poziom ekspresji genu transportera azotowego, NRT1.1 (Ryc. 16B).
Odnotowano istotny statystycznie wzrost poziomu mRNA tego genu, co jest zgodne
z wynikami otrzymanymi przez Filleur i in., 1999 oraz Lejay i in., 1999. Efekt ten
$wiadczy o poprawnosci przeprowadzonego przez nas eksperymentu. Ponadto zmierzono
poziom ekspresji pri-miRNA444 w korzeniu i pgdzie w warunkach kontrolnych
1 w warunkach stresu nadmiaru azotu (Ryc. 16C). Odnotowano wzrost poziomu pri-
miRNA444b w korzeniu w warunkach stresu w porownaniu do kontroli. Nie
zaobserwowano natomiast istotnych statystycznie réznic migdzy poziomem pri-
miRNA444b w pedzie. W przypadku pri-miRNA444a réwniez nie odnotowano istotnych
statystycznie réznic zaréwno w korzeniu jak i pedzie. Szczegdlnie interesujacym
wynikiem jest brak detekcji pri-miRNA444c w pedzie. Z kolei wyniki analizy
uzyskanych z glebokiego sekwencjonowania matych RNA wskazuja, ze dojrzaty
mikroRNA444c wystepuje zarowno w korzeniu jak i pedzie, a jego poziom nie zmienia
si¢ istotnie w warunkach stresu nadmiaru azotu (Ryc. 16D). Efekt ten moze §wiadczy¢
o szybkim i wydajnym procesie dojrzewania pierwotnych transkryptow mikroRNA444c.
Liczba znormalizowanych zliczen miR444a2 oraz miR444b2 $wiadczy z kolei o niskim
poziomie tych mikroRNA zaré6wno w korzeniu jak i pgdzie. Uzyskane przez nas wyniki
wskazuja na brak bezposredniej korelacji migdzy poziomem pri-miRNA i dojrzatych

mikroRNA.
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Ryc. 16. Wptyw stresu nadmiaru azotu na 2-tygodniowe ro$liny jeczmienia zwyczajnego.
(A) 2-tygodniowe ro$liny jeczmienia zwyczajnego w warunkach kontrolnych
1 w warunkach stresu nadmiaru azotu. (B) Poziom ekspresji genu NRT1.1. (C) Analiza
RT-qPCR dla zbiorczej puli pri-miRNA444a/b/c w korzeniu (lewy panel) i w pedzie
(prawy panel) w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu nadmiaru azotu. Wzgledny
poziom ekspresji oznacza réznic¢ poziomu ekspresji migdzy genem badanym a genem
referencyjnym obliczong z wykorzystaniem metody 22 (patrz rozdziat 4.2). (D) Liczba
znormalizowanych zliczen mikroRNA444a/b/c w korzeniu (lewy panel) i w pedzie
(prawy panel) w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu nadmiaru azotu. (B i C)
Stupki bledow przedstawiajg odchylenie standardowe (n = 3), gwiazdki wskazuja poziom
istotno$ci statystycznej (*P < 0,05; **P < 0,01). Do obliczen statystycznych

wykorzystano test z-Studenta.

Ze wzgledu na obecno$¢ alternatywnego miejsca startu transkrypcji (TSS)
w rejonie pigtego egzonu genu MIR444a postanowiono przeanalizowaé réwniez rejon
powyzej 1 kb w celu identyfikacji elementow regulatorowych (patrz rozdziat 5.2).
Zaobserwowano obecno$¢ elementu INR, ktéry okresla miejsce startu transkrypcji
w promotorach pozbawionych kasety TATA (tabela 3). Uzyskany wynik potwierdza
mozliwo$¢ powstawania transkryptu zainicjowanego w egzonie pigtym genu MIR444a
jako niezaleznej jednostki transkrypcyjnej, naktadajacej si¢ czeSciowo z sekwencja

kodujaca pri-miR444a.

Tabela 3. Elementy regulatorowe w obrgbie 1 kb powyzej alternatywnego TSS genu
MIR444a. Zaprezentowano list¢ najczesciej wystepujacych motywow dzialajacych

w ukladzie cis. Na czerwono zaznaczono element INR.

Motyw Sekwencja Liczba Funkcja
Regulacja metabolizmu azotowego u ro$lin (Bai
CACTFTPPCAL YACT 23 iin., 2013); Regulacja karboksylazy
fosfoenolopirogronianowej (Gowik i in., 2004)
GTGANTG10 GTGA 13 RegulaCJ_a. ekspresji genow specyficznych dla pytku
(Rogers i in., 2001)
EBOXBNNAPA CANNTG 12 Regulacja odpowiedzi na §wiatto (Tiwari i in., 2016)
MYCCONSENSUSAT CANNTG 12 Powszeghny w prom_qtgrach gendow odpowiedzi na
odwodnienie (Tiwari i in., 2016)
Miejsce wiazania czynnikoéw transkrypcyjnych DOF
DOFCOREZM AAAG 10 (Yanagisawa i Schmidt, 1999)
ARRIAT NGATT 9 ;J(;ioz(;z)ﬂ w odpowiedzi na cytokininy (Sakai i in.,
CURECORECR GTAC 8 Regulacja odpowiedzi na miedz (Tiwari i in., 2016)
POLLENILELATS? AGAAA 6 Element kluczowy w aktywacji genu LAT52 (Bate
i Twell, 1998)
Regulacja odpowiedzi na $wiatto (Terzaghi
GATABOX GATA 6 i Cashmore, 1995)
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Element zwigzany z regulacja ekspresji genow

ROOTMOTIFTAPOXI ATATT w komorkach korzenia (Zhang i in., 2019)
Miejsce wiazania czynnikow transkrypcyjnych
RAVIAAT CAACA RAV1 (Hwang i in., 2008)
Udziat w odpowiedzi na §wiatto i kwas salicylowy
GTICONSENSUS GRWAAW (Villain i in., 1996; Buchel i in., 1999)
MYBCORE CNGTTR Miejsce wigzania bialek MYB (Chen i in., 2019)
CIACADIANLELHC | CAANNNNATC F}gm‘fgggv igzany z rytmem dobowym (Piechulla
Powszechny w promotorach genéw odpowiedzi na
CAATBOXI CAAT stres wysokiej temperatury (Rieping i Schoffl, 1992)
Miejsce wiazania czynnikow transkrypcyjnych
WRKY710S TGAC WRKY710S regulujacych szlak sygnatowy giberelin
(Zhang i in., 2004)
MYCATERDI CATGTG . L .
MYCATRD22 CACATG Udziat w odpowiedzi na stres suszy (Li1i in., 2019)
Miejsce wiazania czynnikow transkrypcyjnych
WBOXHVISO1 TGACT SUSIBA2, regulacja odpowiedzi na sacharoze (Sun
iin., 2003)
Obecny w promotorze genu kodujacego ERF3
WBOXNTERF3 TGACY (Finkelstein i in., 2002)
Miejsce wiazania czynnikéw transkrypcyjnych MYB
EECCRCAHI GANTTNC (Deb i Kundu, 2015)
Element zwiazany z regulacja ekspresji genow
RHERPATEXPAT KCACGW w komérkach korzenia (Ahmadi i in., 2018)
Miejsce wiazania czynnikow transkrypcyjnych
MYB2CONSENSUSAT YAACKG MYB, regulacja odpowiedzi na ABA(Abe i in.,
2003)
GT1GMSCAM4 GAAAAA zRgig;l)laCJa odpowiedzi na zasolenie (Liang i in.,
Udziat w odpowiedzi na stres wysokiej temperatury
CCAATBOXI CCAAT (Rieping i Schoffl, 1992)
MYBIAT WAACCA Powsze(;hny w prom_qtgrach gendow odpowiedzi na
odwodnienie (Tiwari i in., 2016)
REALPHALGLHCB21 AACCAA Miejsce ‘wigzania czynnikow transkrypcyjnych MYB
(Yadaviin., 2017)
POLASIG3 AATAAT Sekw;nqa konsensusowa, sygnat poliadenylacji
(Joshi, 1987)
PIBS GNATATNC Regulaqa odpowiedzi na niedobor fosforandéw (Li
iin., 2015)

CATATGGMSAUR CATATG zRgig;I)laCJa odpowiedzi na auksyny (Tiwari i in.,
-10PEHVPSBD TATTCT Regulacja odpowiedzi na §wiatlo (Yazaki i in., 2004)
ACGTATERDI ACGT Obecny w promotorze genu ERDI u Arabidopsis

(Yamamoto i in., 2007)

Miejsce startu transkrypcji w promotorach
INRNTPSADB YTCANTYY pozbawionych kasety TATA (Xi i in., 2007)
WBOXATNPRI TTGAC Miejsce wiazania czynnikow transkrypcyjnych

WRKY (Yui in., 2001)
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5.2. Struktura genow MIR444 w jeczmieniu oraz analiza

poziomu ekspresji pri-miRNA444

W celu okreslenia petnej dlugosci sekwencji transkryptéw gendow MIR444a/b/c
zaprojektowano startery do analiz 5’ 1 3° RACE. Przeprowadzono dwie reakcje RACE-
PCR, pierwszg z uzyciem startera genowo specyficznego (GSP1) i startera uniwersalnego
(UPM), druga z uzyciem wewnetrznego startera genowo specyficznego (GSP2)
1 wewnetrznego startera uniwersalnego (NUP). Wykorzystano cDNA pochodzace
z pedow i korzeni 2-tygodniowych ros$lin jeczmienia uprawianych zaréwno w warunkach
kontrolnych jak i w warunkach stresu nadmiaru azotu oraz zestaw odczynnikow
SMARTer® RACE cDNA Amplification Kit. Produkty reakcji PCR klonowano
i sekwencjonowano, po czym przyréwnano do sekwencji genomowej jeczmienia
zwyczajnego zdeponowanej w bazie danych Ensembl Plants (https://plants.ensembl.org/)
oraz NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dlugo$¢ sekwencji pri-miRNA obliczono
na podstawie najdtuzszych otrzymanych produktow 5’ i 3° RACE. Aby wykaza¢, ze
najdhuzsze konce 5’ 1 3” pri-miRNA naleza do tego samego transkryptu przeprowadzono
eksperymenty RT-PCR dla pri-miRNA444a/b/c przy uzyciu starteréw zaprojektowanych
na najdhuzsze zidentyfikowane konce 5’ i 3°. Ponadto technike 5° RACE wykorzystano
do identyfikacji alternatywnych miejsc startu transkrypcji (TSS, ang. Transcription Start
Site) a 3° RACE do zlokalizowania alternatywnych miejsc poliadenylacji (pA).

Przeprowadzone w Zakladzie Ekspresji Gendw eksperymenty wykazaty, ze we
wszystkich trzech genach MIR444 w jeczmieniu mikroRNA* zlokalizowany jest
w drugim egzonie, natomiast mikroRNA znajduje si¢ w egzonie trzecim. Oba egzony
oddzielone sg intronem o $redniej dtugosci 2500 par zasad. Do utworzenia prawidtowe;j
struktury pri-miRNA spinki do wlosow zawierajacej miRNA/miRNA* 1 powstania
dojrzatego miRNA niezbedne jest wycigcie intronu. Dhugosci poszczegolnych egzonow

1 introndéw zidentyfikowanych w genach MIR444a/b/c przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Struktura i dtugos$¢ gendw MIR444a/b/c.

Pozycja (ni¢) ., Liczba Liczba
Gen Dhugos¢ , . i
MIR Chromosom (wg Ensembl 02) egzonéw intronow
Plants) P (dlugo$é wpz)  (dlugosé w pz)
4dd 6 490703243- 4858 6 (96,96, 104,  5(1142, 1940,
. 490708100 (-) 113, 70, 520) 572,71, 134)
117611827- 5(240, 62,109, 4 (1019, 2378,
444b 7 10706
117622532 (+) 66, 445) 130, 6257)
512343713- 5(569, 57, 97, 4 (3245, 3204,
2 8772
e 512352484 (-) 74, 454) 992, 80)

Gen MIR444a (lokalizacja na genomie: 6H:490703243-490708100) zawiera szes¢
egzondw 1 pie¢ introndw. Najdtuzszy egzon (szdsty) ma dlugo$¢ 520 par zasad (pz),
natomiast najkrétszy (piaty) 70 pz. W obrebie pigtego egzonu zidentyfikowano
alternatywne miejsce startu transkrypcji (TSS, ang. Transcription Start Site). Transkrypt
MIR444a, pri-miRNA444a, podlega alternatywnemu splicingowi generujac izoformy,
ktére mozemy podzieli¢ na funkcjonalne (z takiej izoformy mozliwe jest powstanie
mikroRNA) i niefunkcjonalne (z takiej izoformy niemozliwe jest powstanie mikroRNA)
(Ryc. 17). Wyrdzniono pi¢¢ izoform funkcjonalnych (A — E) oraz trzy niefunkcjonalne
(F — H), ich sekwencje nukleotydowe przedstawiono w aneksie na koncu niniejszej
rozprawy. W przypadku izoform niefunkcjonalnych (F - H) niemozliwe jest powstanie
mikroRNA z powodu wyciecia egzonu drugiego (zawierajacego mikroRNA*) i trzeciego
(zawierajacego mikroRNA) na skutek splicingu. Ponadto analiza wynikéw eksperymentu
3> RACE umozliwila identyfikacj¢ szesciu alternatywnych miejsc poliadenylacji (pA)

w egzonie szOstym, ponizej alternatywnego TSS.

MIR444a

TSS TSS

S S TH—

>1kb >1kb

100 par zasad

Pri-miRNA444a
PA PA  PpA pPA

L

5’m’G

p(A)

100 nukleotydéw

69



Izoformy funkcjonalne

* >«

(A) smc |k —D—
*

(B) 5'm’G = pPA
*

(C) 5mG PA
*

D) sm'c u PA
*x P

(E) 5m’G pA

Izoformy niefunkcjonalne

(F) smG pA
(G) 5m'G pA
<«
H) smwc pA —

Ryc. 17. Gen MIR444a oraz transkrypt pri-miRNA444a. Izoformy funkcjonalne
podpisano literami (A) — (E), natomiast izoformy niefunkcjonalne (F) — (H). Kolorowe
prostokaty reprezentuja egzony a czarne linie introny. Niebieski stlupek oraz niebieska
gwiazdka * w drugim egzonie przedstawiaja pozycje mikroRNA444a*, natomiast
czerwony slupek w trzecim egzonie reprezentuje pozycj¢ mikroRNA444a. Szare
kropkowane linie przedstawiaja wszystkie zidentyfikowane zdarzenia splicingowe.
Czerwone strzatki reprezentuja lokalizacje starterow wykorzystanych w reakcji RT-
qPCR. TSS — miejsce inicjacji transkrypcji; 5> m’G — 7 — metyloguanozyna, pA — ogon
poliA, kb — tysiagc par zasad.

Przeanalizowano poziom ekspresji czterech izoform ((A), (E), (G) 1 (H)) w pedach
i korzeniach 2-tygodniowych ro$lin uprawianych w warunkach kontrolnych
1 w warunkach stresu nadmiaru azotu (Ryc. 18). Analiza poziomu ekspresji pozostatych
izoform nie byta mozliwa ze wzgledu na brak mozliwosci zaprojektowania specyficznych
starterow. Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdéznicy migdzy poziomem ekspresji
dwoch funkcjonalnych izoform (A) i (E). Wykazano natomiast, ze izoforma

niefunkcjonalna (G) wystepuje tylko w korzeniach w warunkach stresu nadmiaru azotu,
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podczas gdy izoforma niefunkcjonalna (H) zostala zidentyfikowana w pedach
1 korzeniach w warunkach kontrolnych oraz w korzeniach w warunkach stresu nadmiaru

azotu.

Izoforma (A) Izoforma (E)
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3 Ped Korzen = Korzen

O Kontrola
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Ryc. 18. Poziom ekspresji zidentyfikowanych izoform pri-miRNA444a w korzeniach
1 pedach jeczmienia w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu nadmiaru azotu.
Stupki btedow przedstawiaja odchylenie standardowe (n = 3). Wzgledny poziom
ekspresji oznacza rdéznicg poziomu ekspresji migedzy genem badanym a genem
referencyjnym obliczong z wykorzystaniem metody 22t (patrz rozdziat 4.2). Do obliczen

statystycznych wykorzystano test z-Studenta.

Gen MIR444b (lokalizacja na genomie: 7H:117611827-117622532) sktada si¢
z pigciu egzonow i czterech intronow. Najdluzszy egzon (piaty) liczy 500 par zasad a
najkrotszy (czwarty) 66 pz. Z kolei czwarty i piaty egzon sg oddzielone intronem
o dhugosci ponad 6 tysiecy pz i jest to najdtuzszy zidentyfikowany intron w tej rodzinie
genow.

W przypadku pri-miRNA444b zidentyfikowano cztery izoformy funkcjonalne
(A-D) i jedna niefunkcjonalng (E) (Ryc. 19). W przypadku izoformy (E) niemozliwe jest
powstanie mikroRNA z powodu wycigcia egzonu drugiego (zawierajacego mikroRNA*)
1 trzeciego (zawierajacego mikroRNA) na skutek splicingu. Z wykorzystaniem techniki
3’ RACE zidentyfikowano pig¢ alternatywnych miejsc poliadenylacji w piatym egzonie.
Nie zidentyfikowano innych potencjalnych TSS.
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Ryc. 19. Gen MIR444b oraz transkrypty pri-miRNA444b. Izoformy funkcjonalne

podpisano literami (A) — (D), natomiast izoforme¢ niefunkcjonalng — (E). Kolorowe

prostokaty reprezentuja egzony a czarne linie introny. Niebieski stlupek oraz niebieska

gwiazdka * w drugim egzonie przedstawiaja pozycj¢ mikroRNA444b*, natomiast

czerwony shupek w trzecim egzonie reprezentuje pozycj¢ mikroRNA444b. Szare

kropkowane linie przedstawiaja wszystkie zidentyfikowane zdarzenia splicingowe.

Czerwone strzatki reprezentuja lokalizacje starterow wykorzystanych w reakcji RT-
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qPCR. TSS — miejsce inicjacji transkrypcji; 5> m’G — 7 — metyloguanozyna, pA — ogon
poliA, kb - tysigc par zasad.

Dla dwoch izoform funkcjonalnych i jednej niefunkcjonalnej przeprowadzono
analiz¢ poziomu ekspresji wykorzystujac pedy i1 korzenie 2-tygodniowych roslin
jeczmienia uprawianych zar6wno w warunkach kontrolnych jak i w warunkach stresu
nadmiaru azotu (Ryc. 20). Analiza poziomu ekspresji dla izoform: (C) i1 (D) nie byla
mozliwa z powodu braku mozliwosci zaprojektowania specyficznych starterow.
Zaobserwowano zwigkszony poziom ekspresji izoformy funkcjonalnej (A) w pedzie
w warunkach stresu nadmiaru azotu w poréwnaniu do kontroli. Nie wykazano natomiast
istotnej statystycznie roznicy migdzy poziomem ekspresji w korzeniu. Stwierdzono
réwniez, ze poziom ekspresji izoformy funkcjonalnej (B) nie zmienia si¢ istotnie
w warunkach stresu nadmiaru azotu. Natomiast w przypadku izoformy niefunkcjonalne;j

(E) zaobserwowano spadek poziomu ekspresji w korzeniu w warunkach stresu nadmiaru

azotu.
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Ryc. 20. Poziom ekspresji zidentyfikowanych izoform pri-miRNA444b w korzeniach
1 pedach jeczmienia w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu nadmiaru azotu.
Stupki bledow przedstawiajg odchylenie standardowe (n = 3), gwiazdki wskazuja poziom
istotnosci statystycznej (*P < 0,05; **P < 0,01). Wzgledny poziom ekspresji oznacza
réznice poziomu ekspresji migdzy genem badanym a genem referencyjnym obliczong
z wykorzystaniem metody 22 (patrz rozdziat 4.2). Obliczenia statystyczne wykonano

z uzyciem testu ¢-Studenta.
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Gen MIR444c (lokalizacja na genomie: 2H:512343713-512352484) zawiera pi¢é
egzondéw, z czego najdtuzszy (pierwszy) liczy 534 pz a najkrotszy (drugi) 57 pz.
W rejonie pierwszego egzonu zidentyfikowano dwa alternatywne miejsca TSS.
Transkrypt MIR444c, podobnie jak w przypadku dwoéch poprzednich, podlega
alternatywnemu splicingowi. Zidentyfikowano jedng izoforme¢ funkcjonalng (A) i cztery
niefunkcjonalne (B-E) (Ryc. 21). Z wykorzystaniem techniki 3° RACE wykazano

obecno$¢ szesciu alternatywnych miejsc poliadenylacji.

MIR444c

—— -l —— H
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>3kb >3 kb ~1kb
100 par zasad
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PA  pA.-TpA | .. LPA ) P
, A2 B S | D 7. S
5 m7G ’:.::..-,'., ]:V // =/ P(A)
Sk >3kb T =1k
100 nukleotydéw

Izoforma funkcjonalna

»> <+
*
@ 5w | | | v

Izoformy niefunkcjonalne

P -+

(B) 5w = | sy
© oo I | K&
@) swo | 0 S
®) s | | E p(A)

100 nukleotydéw

Ryc. 21. Gen MIR444c oraz pri-miRNA444c. [zoforme funkcjonalng podpisano literg
(A), natomiast izoformy niefunkcjonalne literami (B) — (E). Kolorowe prostokaty

reprezentuja egzony a czarne linie introny. Niebieski stupek oraz niebieska gwiazdka *
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w drugim egzonie przedstawiaja pozycj¢ mikroRNA444c*, natomiast czerwony stupek
w trzecim egzonie reprezentuje pozycje¢ mikroRNA444c. Szare kropkowane linie
przedstawiaja wszystkie zidentyfikowane zdarzenia splicingowe. Czerwone strzatki
reprezentuja lokalizacje oligonukleotydéw wykorzystanych w reakcji RT-qPCR. TSS —
miejsce inicjacji transkrypcji; 5° m’G — 7 — metyloguanozyna, pA — ogon poliA, kb -

tysigc par zasad.

Przeanalizowano poziom ekspresji trzech izoform (A), (B) i (D) i wykazano, ze
funkcjonalna izoforma (A) wystepuje jedynie w korzeniu, natomiast niefunkcjonalne (B)
i (D) zar6wno w pedach jak i1 korzeniach w warunkach kontrolnych jak i w stresie
nadmiaru azotu. Nie odnotowano jednak istotnie statystycznie rdéznic migdzy ich
poziomami ekspresji (Ryc. 22). Analiza dwdch pozostatych izoform ((C) i (E)) nie byta

mozliwa ze wzgledu na brak mozliwosci zaprojektowania specyficznych starterow.
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Ryc. 22. Poziom ekspresji zidentyfikowanych izoform pri-miRNA444c w korzeniach
1 pedach jeczmienia w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu nadmiaru azotu.
Stupki btedow przedstawiaja odchylenie standardowe (n = 3). Wzgledny poziom
ekspresji oznacza rdéznice poziomu ekspresji mig¢dzy genem badanym a genem
referencyjnym obliczong z wykorzystaniem metody 24t (patrz rozdziat 4.2). Do obliczen

statystycznych wykorzystano test z-Studenta.
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5.3. Identyfikacja otwartych ramek odczytu (ORF) w pri-
miRNA444

Biorac pod uwagg ztozong strukture genow MIR444, wystepowanie wielu izoform

oraz doniesienia literaturowe o potencjale kodujacym gendéw MIR przeanalizowano pri-

miRNA pod katem obecno$ci otwartych ramek odczytu. Z wykorzystaniem programu

dostepnego na stronie https://www.bioinformatics.org/ (Stothard, 2000) stwierdzono

obecno$¢ 1-6 réznych ORF w pri-miRNA444a, 5-6 r6znych ORF w pri-miRNA444b oraz

3 rézne ORF w pri-miRNA444c. Liste zidentyfikowanych ORF przedstawiono

w tabeli ponize;.

Tabela 5. Otwarte ramki odczytu w pri-miRNA444a/b/c. Na czerwono zaznaczono

sekwencje peptydow wybranych do dalszych analiz. W przypadku réznych izoform pri-

miRNA 444a/b/c ORF zaznaczona na czerwono jest zawsze ta sama ORF. Z kazdego
genu MIR444 wybrano po jednej ORF.

LLGSWRSRYTVTLPRWEK

. Liczba i
?rl_ Izoforma | réznych Sekwencja Dlugos¢
miRNA ORF peptydu
1)  MYRVLSGFGFKYFGENRITAVIILEILCIQDFWQSRDRTSCD | 44 aa
VM
2)  MYVPGLQICLKVKISHVWALLQSSHFAVLLFDSSKSAIVS 40 aa
3) MELMVFLLSSRVVCNLYSLCKEIQKRLDQ 29 aa
4) MLMVCRLARYACGGTKHEATTAVLVGKAQVGHQHYLQ 74 aa
(A) 6 ARRKINRTSPYLWLSCKSCSCCLKLAASLCQSYQKKT
5)  MASSSICMIPLEERQHNFHFKSLPLSLRQLLPPIHITCRSLVQ | 61 aa
LLGSWRSRYTVTLPRWEK
6) MFGLCFSPHILQFYSLTRLNQLLCRDITSQGPNFDFIFEQEV | 119 aa
GWWLFVDAEPLKFGFRRKGATECSSGYSSYMYMPKYQLP
RGMSSVLSNKHVIPKLPGTFVLIEIHLFLCPLHQHGAI
1)  MASSSICMIPLEERQHNFHFKSLPLSLRQLLPPIHITCRSLVQ | 61 aa
LLGSWRSRYTVTLPRWEK
2) MELMVFLLSSRVVCNLYSLCKEIQKRLDQ 29 aa
g (B) 4 3)  MYRVLSGFGFKYFGENRITAVIILEILCIQDFWQSRDRTSCD
-+ ©) 44 aa
< VM
% 4)  MYMPKYQLPRGMSSVLSNKHVIPKLPGTFVLIEIHLFLCPL 47 aa
& HQHGAI
E 1)  MYRVLSGFGFKYFGENRITAVIILEILCIQDFWQSRDRTSCD | 44 aa
& VM
2)  MYMPKYQLPRGMSSVLSNKHVIPKLPGTFVLIEIHLFLCPL 47 aa
4 HQHGAI
) 3) MLMVCRLARYTCGGTKHEATTAVLVGKAQVGHQHYLQ 74 aa
ARRKINRTSPYLWLSCKSCSCCLKLAASLCQSYQKKT
4)  MASSSICMIPLEERQHNFHFKSLPLSLRQLLPPIHITCRSLVQ | 61 aa
LLGSWRSRYTVTLPRWEK
1)  MELMVFLLSSRVVCNLYSLCKEIQKRLDQ 20 aa
(E) 2 2)  MYMPKYQLPRGMSSVLSNKHVIPKLPGTFVLIEIHLFLCPL
(H) HQHGAI 47 aa
1)  MELMVFLLSSRVVCNLYSLCKEIQKRLDQ 20 aa
2)  MYMPKYQLPRGMSSVLSNKHVIPKLPGTFVLIEIHLFLCPL
(F) 3 HQHGAI 47aa
3)  MASSSICMIPLEERQHNFHFKSLPLSLRQLLPPIHITCRSLVQ 61 aa
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MYMPKYQLPRGMSSVLSNKHVIPKLPGTFVLIEIHLFLCPL

(G) HQHGAI 47 aa
1) MRRGFELLHVVAPSMRQQLHYFQGSYKIYGSS 32aa
2) MNDHTNKFEETFDSKLFTLVNTGNMDPWSISSPRHPSTP 39 aa
3)  MKPQIFVCCMWTKNKQINSCSRPSSCTLVVLF 32aa
(A) 4) MESSSARRSFTSRLLVLGPPLLPQPGVLGLGRAWPPACAE | 4
GLSYCMWWHQA
5) MGLHNRDFLASCAVAVSSLLTPSARPQCEIGNLVSFSE 18 2a
6) MEHFFTASPLHTLKRTHLKASPASLKLTFTDILN 3422
1) MRRGFELLHVVAPSMRQQLHYFQGSYKIYGSS 32aa
2) MEHFFTASPLHTLKRTHLKASPASLKLTFTDILS 34aa
3)  MESSSARRSFTSRLLVLGPPLLPQPGVLGLGRAWPPACAE | 5122
(B) GLSYCMWWHQA
4)  MGLHNRDFLASCAVAVSSLLTPSARPQCEIGNLVRRFCRM | 75
- FLQSLNLELMCTQVNTGNMDPWSISSPRHPSTP
3 5)  MKPQIFVCCMWTKNKQINSCSRPSSCTLVVLF 32 aa
p 1) MRRGFELLHVVAPSMRQQLHYFQGSYKIYGSS 32aa
é 2) MEHFFTASPLHTLKRTHLKASPASLKLTFTDILN 34 aa
E 3)  MESSSARRSFTSRLLVLGPPLLPQPGVLGLGRAWPPACAE |
& (©) GLSYCMWWHQA aa
= 4)  MGLHNRDFLASCAVAVSSLLTPSARPQCEIGNLVRFFLLTS | oo ..
KSFFGCIKN
5)  MKPQIFVCCMWTKNKQINSCSRPSSCTLVVLF 32aa
1) MRRGFELLHVVAPSMRQQLHYFQGSYKIYGSS 32aa
2) MKPQIFVCCMWTKNKQINSCSRPSSCTLVVLF 32aa
3)  MESSSARRSFTSRLLVLGPPLLPQPGVLGLGRAWPPACAE
D) GLSYCMWWHQA 51 aa
4) MGLHNRDFLASCAVAVSSLLTPSARPQCEIGNLVR 350
5) MEHFFTASPLHTLKRTHLKASPASLKLTFTDILN 34 20
1) MKPQIFVCCMWTKNKQINSCSRPSSCTLVVLF 32aa
2) MESSSARRSFTSRLLVLGPPLLPQPGVLGLGRAWPPACAE | 43 aa
(E) GLR
3) MEHFFTASPLHTLKRTHLKASPASLKLTFTDILN 34 aa
1) MEFELTMSSGAKMPHSIHFMEGVKLSEHGRRRLGF 35aa
2) MVSYRSIPTTFVVSSWANICMVLRPIIEVIL 32aa
3) MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSA
E’é; AYSTPHKRAQTPTCSPLRPNPPPPSALQEHHRPRRLLPHQSI | | o
RPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLV
QWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQWLTICPYHCSATAPV
SSDGLLWP
1) MEFELTMSSGAKMPHSIHFMEGVKLSEHGRRYMFP 35aa
2)  MVSYRSIPTTFVVSSWANICMVLRPIIEVIL 32aa
3) MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSA
(B) AYSTPHKRAQTPTCSPLRPNPPPPSALQEHHRPRRLLPHQSI | | o
) RPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLV
3 QWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQWLTICPYHCSATAPV
% SSDGLLWP
& 1) MVSYRSIPTTFVVSSWANICMVLRPIIEVIL 32aa
E 2) MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSA
& AYSTPHKRAQTPTCSPLRPNPPPPSALQEHHRPRRLLPHQSI
(D) RPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLY | 16823
QWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQWLTICPYHCSATAPV
SSDGLLWP
3)  MSSGAKMPHSIHFMEGVKLSEHGRRRLGF 29 aa
1) MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSA
AYSTPHKRAQTPTCSPLRPNPPPPSALQEHHRPRRLLPHQSI
RPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLY | 168 aa
(E) QWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQWLTICPYHCSATAPV
SSDGLLWP
2) MSSGAKMPHSIHFMEGVKLSEHGRRYMFP 29 aa
3)  MVSYRSIPTTFVVSSWANICMVLRPIIEVIL 32 aa
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Do dalszych eksperymentow wybrano peptydy o dtugosciach 119, 51 oraz 168
aminokwasow. Zgodnie z danymi literaturowymi (Lauressergues i in., 2015) sekwencja
miPEP kodowanych przez geny MIR (miPEP) zlokalizowana jest powyzej struktury typu
spinka do wlosow, a dlugosc miPEP najczgsciej liczy od kilku do kilkudziesigciu
aminokwasow. Sekwencja kodujaca peptyd o dlugosci 119 aa znajduje si¢ ponizej
sekwencji pri-miRNA444a, jednak ze wzgledu na obecno$¢ alternatywnego TSS wraz
z elementami regulatorowymi dziatajacymi w ukladzie cis oraz dlugo$¢ peptydu,
postanowiono podda¢ go analizie i nazwa¢ PEP444a. Natomiast peptyd o dlugosci 51 aa
postanowiono nazwa¢ miPEP444b, poniewaz jego sekwencja zlokalizowana jest
powyzej sekwencji spinki do wlosow pri-miRNA444b. Gléwna uwage zwrdcono na
peptyd o dlugosci 168 aa kodowany przez MIR444c. Jego sekwencja kodujaca
zlokalizowana jest powyzej sekwencji spinki do wloséw pri-miRNA444c, jednak ze
wzgledu na dtugos$¢ nazwano go PEP444c. Lokalizacja sekwencji kodujacych PEP444a,
miPEP444b oraz PEP444c zostala przedstawiona na ryc. 23.

pri-miRNA444a pri-miRNAs444c

ORF ORF

*
*
5o [l i L -

PEP444a - 119 aa 5 mIG PA
pri-miRNAs444b
5’'m’G | | pA
ORF
d 5 m’'G PA
sm'c LN | | pa
*
swc I | oA T mo PA
i |
s mre IHT""] pa
= PEP444c — 168 aa

swc [l | pA

|

miPEP444b - S51aa

Ryc. 23. Jeczmienne pri-miRNA444 zawieraja ORFy, ktére moga kodowac¢ peptydy.
Schemat pri-miRNA444a/b/c z zaznaczong lokalizacja ORFow.
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5.4. Analiza zdolnosSci translacyjnej sekwencji kodujacych
wybrane peptydy z wykorzystaniem techniki profilowania

polisomow

W celu oceny czy sekwencje kodujace PEP444a, miPEP444b oraz PEP444c sa
eksportowane z jadra komorkowego do cytoplazmy, gdzie moga ulega¢ translacji jak
mRNA, postanowiono wyizolowac¢ frakcje cytoplazmatyczng z komorek korzenia i pgdu
1 przeanalizowa¢ pod katem obecnosci wybranych pri-miRNA. Wykorzystujac uzyskang
frakcje cytoplazmatyczng przeprowadzono eksperyment profilowania polisomow
zgodnie z protokotem Mustroph i in., 2009. Wykorzystano 2-tygodniowe pedy i1 korzenie
jeczmienia zwyczajnego uprawianego w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu
nadmiaru azotu. Rycina 24 przedstawia przyktadowy profil polisoméw otrzymany na

podstawie ich absorbancji w $wietle UV przy dlugosci fali 254 nm.

0.15000

aaaaaa

0.05000

0.00000

11243{4{5{6{71{8{91104 114124

Ryc. 24. Przyktadowy profil absorbancji (0§ OY, czerwona linia na wykresie) otrzymany
w wyniku wirowania w gradiencie gestosci sacharozy frakcji cytoplazmatycznej
uzyskanej z komodrek 2-tygodniowych pedow jeczmienia uprawianego w warunkach
kontrolnych. Czarna linia przedstawia profil absorbancji po zastosowaniu inhibitorow
translacji, cykloheksymidu i chloramfenikolu. Podpisano podjednostki rybosomu (40S
1 60S), rybosom (80S) oraz zespot rybosomoéw zwigzanych z mRNA i prowadzacych

translacj¢ (polisomy).

Z kazdej zebranej frakcji gradientu wyizolowano RNA, a nastepnie przygotowano
cDNA. W kolejnym etapie przeprowadzono eksperymenty RT-PCR, w ktorych
amplifikowano sekwencje pri-miR444a/b/c w rejonie kodujacym wybrane peptydy. Jako
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kontrole wykorzystano mRNA genu ADPI (Ryc. 25). W przypadku tego genu
zaobserwowano obecno$¢ specyficznego produktu PCR we frakcjach polisomalnych
(frakcje nr 6-12) w korzeniach i pgdach, w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu
nadmiaru azotu. Po dodaniu EDTA zaobserwowano charakterystyczne przesunigcie
produktu w strong¢ RNA nie zasocjowanego z polisomami. Wynik ten $wiadczy o tym, Ze
mRNA ADP] jest w sposob specyficzny, aktywny zasocjowany z polisomami i podlega

translacji.

Korzen - Kontrola

polisomy

12 3 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
12 3456 7 8 9101112

Korzen - Stres nadmiaru azotu

polisomy

12 3 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
12 3 456 7 8 9101112

Ped - Kontrola

polisomy

12 3 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
12 3456 7 8 9101112

Ped - Stres nadmiaru azotu

polisomy

12 3456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
123456 7 8 9101112

Ryc. 25. Analiza RT-PCR mRNA genu ADPI w pedach i korzeniach jeczmienia
w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu nadmiaru azotu. Od szodstej frakcji

odnotowano wystepowanie polisomow.

Analogicznie przeprowadzono analiz¢ dla sekwencji kodujacej PEP444a.
Wykorzystano startery amplifikujace ORF. Zaobserwowano asocjacj¢ analizowanego
transkryptu z polisomami w pedach, w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu
nadmiaru azotu. W przypadku korzeni nie zaobserwowano zdecydowanego przesunigcia
produktow PCR po dodaniu EDTA w kierunku frakcji zawierajacych RNA, wolne
rybosomy 1 podjednostki rybosomowe, co moze wskazywa¢ na obecno$¢ pri-
miRNA444a lub niezaleznego mRNA kodujacego PEP444a we frakcjach polisomalnych,

1 by¢ moze jedynie czgsciowa specyficzng asocjacje z rybosomami (Ryc. 26).
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Korzen - Kontrola

polisomy

123456 7 8 9101112

-_. e e e ..

Po dodaniu EDTA
123456 7 8 9101112

Korzen - Stres nadmiaru azotu

polisomy

123 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
123456 7 8 9101112

Ped - Kontrola

polisomy

12 3 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
123456 7 8 9101112

Ped — Stres nadmiaru azotu

polisomy

12 3 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
123456 7 8 9101112

Ryc. 26. Analiza RT-PCR pri-miR444a w rejonie sekwencji kodujacej PEP444a
w pedach i korzeniach jeczmienia w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu

nadmiaru azotu.

W ten sam sposob przeprowadzono analize dla sekwencji kodujacej miPEP444b.
Wykazano asocjacj¢ analizowanego transkryptu kodujacego ORF z polisomami gtéwnie
w korzeniach zarowno w warunkach kontrolnych i jak w stresie nadmiaru azotu oraz

w pedach w warunkach kontrolnych (Ryc. 27).
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Korzen - Kontrola

polisomy

123 456 7 8 9101112

After EDTA treatment
12 3456 7 8 9101112

Korzen - Stres nadmiaru azotu

polisomy

123 456 7 8 9101112
———

After EDTA treatment
12 3 456 7 8 9101112

Ped - Kontrola

polisomy

123 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
12 3456 7 8 9101112

Ped — Stres nadmiaru azotu

polisomy

123 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
12 3456 7 8 9101112

Ryc. 27. Analiza RT-PCR sekwencji pri-miR444b w rejonie kodujacym miPEP444b
w pedach i korzeniach jeczmienia w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu

nadmiaru azotu.

W przypadku sekwencji kodujacej PEP444c, specyficzna asocjacja z polisomami
wystepuje glownie pedzie w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu nadmiaru
azotu. Bardzo stabg asocjacje wykazano w korzeniu zarowno w warunkach kontrolnych,
jak i pod wplywem stresu nadmiaru azotu. Produkt PCR zaobserwowano tylko w dwoch
pierwszych frakcjach polisomalnych (Ryc. 28). W tabeli 6 przedstawiono podsumowanie
asocjacji pri-miR444a/b/c w rejonie sekwencji kodujacych analizowane peptydy

z polisomami.
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Korzen - Kontrola

polisomy

12 3 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
12 3 456 7 8 9101112

Korzen - Stres nadmiaru azotu

polisomy

12 3 456 7 8 9101112

Po dodaniu EDTA
12 3 45 6 7 8 9 1011 12

PEP444a

Ped - Kontrola

polisomy

12 3 456 7 8 91011 12
L e e e e

Po dodaniu EDTA
123456 7 8 9101112

nadmiaru azotu.

Ped — Stres nadmiaru azotu

polisomy

12 3456 7 8 9101112

N R R

Po dodaniu EDTA
123456 7 8 9101112

oznacza asocjacj¢ z rybosomami a minus (-) wskazuje na brak asocjacji.

Asocjacja z rybosomami

Sekwencja

kodujaca

Warunki kontrolne
Korzen Ped
+/- +
miPEP444b + +
PEP444c + +

Warunki stresu nadmiaru azotu

Korzen
+/-
+

+

Ped

+

Ryc. 28. Analiza RT-PCR pri-miR444c w rejonie sekwencji kodujacej PEP444c

w pedach i korzeniach jeczmienia w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu

Tabela 6. Podsumowanie asocjacji sekwencji kodujacych PEP444a, miPEP444b
i PEP444c z polisomami w pedach i korzeniach 2-tygodniowych roé$lin jeczmienia
zwyczajnego w warunkach kontrolnych i pod wplywem stresu nadmiaru azotu, na

podstawie wynikow z eksperymentdw profilowania polisomoéw i RT-PCR. Plus (+)
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5.5. Nadekspresja PEP444a, miPEP444b oraz PEP444c
w komorkach Escherichia coli i ich detekcja z wykorzystaniem

specyficznych przeciwcial.

W celu potwierdzenia zachecajacych wynikow uzyskanych technikg profilowania
polisomow 1 sprawdzenia czy zidentyfikowane peptydy powstaja w jeczmieniu,
przeprowadzono ich nadekspresje w komorkach Escherichia coli. Nastgpnie w celu ich
detekcji wykorzystano specyficzne przeciwciala (HORVU6 przeciwko PEP444a,
F2DYVO0 przeciwko miPEP444b i F2DAQS5 przeciwko PEP444c; Agrisera) (Ryc. 29).
Konstrukty do nadekspresji zaprojektowano tak, by analizowane peptydy ulegty ekspresji
w fuzji z HisTaq oraz HaloTaq. Nastgpnie przygotowanymi konstruktami

transformowano komorki Escherichia coli.

PEP444a

MFGLCFSPHILQFYSLTRLNQLLCRDITSQGPNFDFIFEQEVGWWLFVDAEPLKFGFRRKGATECSSGYSS
YMYMPKYQLPRGMSSVLSNKHVIPKLPGTFVLIEIHLFLCPLHQHGAI

miPEP444b
MESSSARRSFTSRLLVLGPPLLPQPGVLGLGRAWPPACAEGLSYCMWWHQA

PEP444c

MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAAYSTPHKRAQTPTCSPLRPNPPPPSALQEHHRP
RRLLPHQSTRPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLVQWLAAACCRICAAGACSPLPNR
SROQWLTICPYHCSATAPVSSDGLLWP

Ryc. 29. Sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych peptydow. Na czerwono

Zaznaczono rejon rozpoznawany przez przeciwciato.

Nadekspresje prowadzono przez 16 godzin w temperaturze 18°C. Nastepnie po
wirowaniu 1 sonikacji, ekstrakty bakteryjne nalozono na zel, rozdzielono
elektroforetycznie, przeniesiono na membrang i przeprowadzono eksperyment Western
blot z wykorzystaniem przeciwciat specyficznych do fragmentéw analizowanych
peptydow. Zaobserwowano obecno$¢ PEP444a zarowno we frakcji nierozpuszczalne;j,
jak 1 rozpuszczalnej. Stabszy sygnal odnotowano réwniez w probach kontrolnych (przy
braku induktora), co §wiadczy¢ moze o ,,przeciekaniu” promotora plazmidu (ang. plasmid
leakage) (Gotda iin., 2007). W przypadku miPEP444b oraz PEP444c specyficzny sygnat
zaobserwowano gtéwnie we frakcji rozpuszczalnej (SF) i w niewielkim stopniu we

frakcji nierozpuszczalnej (ISF) (ryc. 30).
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Kontrola Nadekspresja

kDa SF ISF SF ISF

55

éed &~ PEP444a
35
55

— miPEP444b
35 . -
55 c

R PEP444c
35 .

Ryc. 30. Analiza Western blot po nalozeniu na zel ekstraktow bakteryjnych
1 zastosowaniu przeciwcial specyficznych do fragmentéw analizowanych peptydow.
Liczbami oznaczono mas¢ czasteczkowa poszczegolnych biatek markera. SF — frakcja
rozpuszczalna (ang. soluble fraction), ISF — frakcja nierozpuszczalna (ang. insoluble

fraction)

W kolejnym etapie badan sprawdzono czy analizowane peptydy moga ulegac
ekspresji w roslinach jeczmienia zwyczajnego typu dzikiego (WT). Na zel nalozono
ekstrakty roslinne z korzeni i pedow 2-tygodniowych ro$lin i analogicznie jak
w przypadku ekstraktow bakteryjnych, przeprowadzono eksperyment Western blot.
W celu okreslenia specyficzno$ci przeciwciala wykorzystano serum pobrane przed
immunizacja krdlika. Specyficznego sygnatu nie zidentyfikowano w przypadku
membrany inkubowanej z serum przed immunizacjg krélika (ryc. 31, prawy panel). Po
przeprowadzeniu wlasciwego doswiadczenia zaobserwowano, ze PEP444a (13,7 kDa)
wystepuje w pedzie w warunkach stresu nadmiaru azotu (ryc. 31, lewy panel).

W ten sam sposob poddano analizie peptyd kodowany przez MIR444c. PEP444c
(18,8 kDa) zidentyfikowano gtéwnie w pedach jeczmienia w warunkach kontrolnych.
Niewielka ilo$¢ zaobserwowano tez w pedach w warunkach stresu nadmiaru azotu oraz
w korzeniach w warunkach kontrolnych i pod wptywem stresu azotowego (ryc. 32, lewy
panel). Brak sygnalu na membranie inkubowanej z serum bez przeciwciata Swiadczy
o specyficznosci rozpoznawania przez przeciwciato (ryc. 32, prawy panel). Nie
potwierdzono obecnosci miPEP444b w jeczmieniu z uwagi na bardzo mala masg
czasteczkowa biatka i niezakonczone sukcesem proby jego detekcji po zastosowaniu
specjalistycznego transferu biatek, dedykowanemu krotkim peptydom (Lauressergues

iin., 2015).
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Korzen Ped Korzen Ped
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Przeciwcialo HORVUG6 przeciwko - . T
PEP444a Serum przed immunizacjg krolika

Ryc. 31. Analiza Western blot po natozeniu na zel ekstraktéw roslinnych uzyskanych
z korzeni 1 pedoéw jeczmieni uprawianych w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu
nadmiaru azotu. Lewy panel przedstawia wynik analizy Western blot z wykorzystaniem
przeciwciala specyficznego do fragmentu PEP444a (HORVUS6), z kolei prawy panel
przedstawia wynik analizy Western blot z uzyciem serum uzyskanego przed immunizacja
(nie zawierajacym przeciwciata). Czerwona strzatka wskazuje sygnat specyficzny dla
PEP444a i odpowiadajacy jego szacowanej masie czasteczkowej. Liczbami oznaczono

mas¢ czasteczkowa poszczegolnych biatek markera.
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Ryc. 32. Analiza Western blot po natozeniu na zel ekstraktéw roslinnych uzyskanych

zpeddw i1 korzeni jeczmieni uprawianych w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu

nadmiaru azotu. Lewy panel pokazuje wynik analizy Western blot z wykorzystaniem

przeciwciala specyficznego do fragmentu PEP444c (F2DAQS), z kolei prawy panel

przedstawia wynik analizy Western blot z uzyciem serum uzyskanego przed immunizacja

(nie zawierajacym przeciwciata). Czerwona strzatka wskazuje sygnat specyficzny dla

PEP444c. Liczbami oznaczono mas¢ czasteczkowa poszczegdlnych biatek markera.

5.6. Charakterystyka roslin transgenicznych z mutacjami

w sekwencjach kodujacych peptydy kodowane przez geny

MIR444

Zgodnie z postawiong w niniejszej pracy hipoteza, pri-miRNA444 sg

eksportowane z jadra do cytoplazmy, gdzie ulegaja translacji. Z uzyciem specyficznych

przeciwcial wykazano, Zze przynajmniej dwa peptydy kodowane przez geny MIR444

(PEP444a 1 PEP444c) wystepuja w jeczmieniu zwyczajnym typu dzikiego. W celu
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poznania funkcji petnionych przez analizowane peptydy postanowiono wyprowadzi¢
linie transgeniczne jeczmienia z mutacjami w sekwencjach kodujacych analizowane
peptydy. Konstrukty do transformacji niedojrzalych zarodkéw jeczmiennych oraz sam
proces transformacji przeprowadzono we wspotpracy z Leibniz Institute of Plant Genetics
and Crop Plant Research w Gatersleben (Niemcy). Do przygotowania roslin
transgenicznych wykorzystano technologi¢ CRISPR/Cas9. Zaprojektowano dwa RNA
naprowadzajace (ang. single guide RNA, sgRNA) Cas9 do sekwencji kodujacej PEP444a,
dwa RNA naprowadzajace do sekwencji kodujacej miPEP444b oraz dwa RNA
naprowadzajace do sekwencji kodujacej PEP444c. Celem byta delecja mozliwie jak
najwigkszych fragmentow DNA kodujacych analizowane peptydy (ryc. 33).

ORF
MIR444a -
TSS TSS
>1kb >1kb i

ATGTTTGGGCTCTGCTTCAGTCCTCACATTTTGCAGTTCTACTCTTTGACTC

GTCTAAATCAGCTATTGTGTCGTGATATCACTTCACAGGGTCCCAACTTTGA
CTTTATTTTCGAACAAGAGGTGGGGTGGTGGCTGTTCGTTGATGCCGAGCCG
CTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAGGGTGCAACGGAGTGTTCTTCTGGTTATT
CCAGTTACATGTACATGCCCAAGTACCAGCTACCAAGGGGCATGTCTTCAGT
CTTGAGTAACAAGCATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCACTTTTGTACTAATA
GAAATTCATTTATTTTTGTGTCCACTACACCAGCATGGTGCAATTTAG

PAM
sgRNA1 AAGACATGCCCCTTGGTAGCTGG

sgRNA2 ACAAAAGTGCCAGGCAGCTTTGG

ORF
MIR444b
TSS = o
i ——
>1kb >2kb >6kb

l

ATGGAGTCCTCGTCCGCTCGTAGATCCTTCACCAGCCGCCTTTTAGTTT
TAGGTCCGCCTCTCCTCCCGCAGCCGGGAGTGCTTGGTCTTGGGCGCGC
CTGGCCGCCTGCATGCGCCGAGGGTTTGAGTTATTGCATGTGGTGGCAC

CAAGCATGA

PAM
sgRNA1 AGCCGGGAGTGCTTGGTCTTGGG

sgRNA2 AAACCCTCGGCGCATGCAGGCGG
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ORF

MIR444c
TSS
;[il—/ 1
i >3 kb >3kb ~1kb

ATGGCTGCCCCCGATCGGCAGTGGCGGAGGTGCACCTGTCGGGGTGCGCGA
AGCACCGCCCACTGGAAAATGGCGCCCGGGCGACGTGGCCGGGCGAGGCAC
CGCTCGTCCGCCGCATATTCTACTCCCCACAAAAGGGCCCAAACCCCCACT
TGCTCGCCCCTCCGACCGAACCCGCCTCCACCTTCCGCCCTACAAGAGCAC
CACCGCCCCCGTCGCTTGCTCCCGCATCAATCGATCCGACCAAAATCCAGC
TCAAATCCCTCGCCGCCTCGCCGTGCGCCGGCTGGTGCCCGCTGGCCCGCC
TCGTTCCTCTCGGTTTCGGATCGGAGAGATCGATTTCCATGGCCCTGCCTT
GTACAGTGGCTAGCTGCCGCTTGCTGTCGCATCTGTGCAGCTGGTGCATGT
TCCCCCCTCCCAAATCGTAGTCGCCAATGGCTCACAATTTGCCCATATCAT
TGCTCAGCCACCGCTCCCGTATCATCTGATGGCTTGCTTTGGCCTTGA

PAM
sgRNA3 GTGGGGAGTAGAATATGCGGCGG

sgRNA4 GGGGCGGTGGTGCTCTTGTAGGG

Ryc. 33. Struktura gendow MIR444a, MIR444b oraz MIR444c z zaznaczong lokalizacja
OREF 1 ich sekwencjami nukleotydowymi. Na szaro zaznaczono sekwencje PAM. Dwa
RNA naprowadzajace do sekwencji kodujacej PEP444a (sgRNA1 oraz sgRNA2)
wprowadzono do jednego konstruktu, ktérym transformowano niedojrzate zarodki
jeczmienne przy uzyciu Agrobacterium tumefaciens. Natomiast dwa RNA
naprowadzajace do sekwencji kodujacej miPEP444b (sgRNA1 oraz sgRNA2) oraz
PEP444c (sgRNA3 i sgRNA4) wprowadzono wspdlnie do drugiego konstruktu

wykorzystanego do transformac;ji.

W nastepnym etapie badan poddano analizie pierwsze pokolenie (G1, ang. first
generation) ro$lin transgenicznych. Nie otrzymano ro$lin transgenicznych z mutacja
w obrgbie sekwencji kodujacej PEP444a. Wynik ten sugeruje, ze wprowadzone w tym
rejonie mutacje z wykorzystaniem technologii CRISPR/Cas9 maja efekt letalny.
Otrzymano natomiast 57 ro$lin transgenicznych niosacych mutacje w obrebie sekwencji
kodujacej miPEP444b i/lub PEP444c. Sposrdd 60 analizowanych roslin z pokolenia G1,
zidentyfikowano 14 heterozygotycznych wzgledem genu MIR444b oraz MIR444c, 8
homozygotycznych (mutacja nastgpita w obu allelach) wzglegdem MIR444b
1 jednoczesnie heterozygotycznych wzgledem MIR444c oraz 13 homozygotycznych
wzgledem MIR444c i jednoczesnie heterozygotycznych wzgledem MIR444b. Ponadto 8
roslin transgenicznych bylo homozygotycznych zarowno wzgledem MIR444b, jak
1 MIR444c. Zidentyfikowano 5 roslin transgenicznych homozygotycznych wzgledem
MIR444b, ktore nie niosty mutacji w genie MIR444c oraz 9 roslin transgenicznych
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homozygotycznych wzglegdem MIR444c bez mutacji w rejonie MIR444b. Dane te

podsumowano w tabeli 7.

Tabela 7. Podsumowanie efektywnos$ci CRISPR/Cas9 w pierwszym pokoleniu (G1)
ro$lin transgenicznych. Do transformacji wykorzystano konstrukt zawierajacy dwa RNA
naprowadzajace do sekwencji kodujacej miPEP444b (sgRNA1 oraz sgRNA2) oraz dwa
RNA naprowadzajace do sekwencji kodujacej PEP444¢ (sgRNA3 i sgRNA4).
Konstrukt CRISPR/Cas9 pZmUbi:gRNA1:gRNA2:gRNA

3:gRNA4:pZmUbi:SpCas9
Liczba analizowanych roslin w pokoleniu G1 ~ 60

Liczba roslin typu dzikiego (WT) 3
Czestotliwo$¢ mutacji w pokoleniu G1 95%
Liczba roslin transgenicznych

heterozygotycznych wzgledem genu 14
MIR444b oraz MIR444c

Liczba roslin transgenicznych
homozygotycznych wzgledem genu MIR444b g
1 jednocze$nie heterozygotycznych wzgledem
genu MIR444c

Liczba roslin transgenicznych
homozygotycznych wzgledem genu MIR444c 13
1 jednoczes$nie heterozygotycznych wzgledem
genu MIR444b

Liczba roslin homozygotycznych wzgledem
genu MIR444b oraz MIR444c

Liczba roslin transgenicznych
homozygotycznych wzgledem MIR444b (WT | 5
wzgledem genu MIR444c)

Liczba roslin transgenicznych
homozygotycznych wzgledem MIR444c (WT 9

wzgledem genu MIR444b)

Do dalszych analiz postanowiono wybra¢ rosliny transgeniczne niosagce mutacje
w rejonie kodujacym PEP444c i homozygotyczne wzgledem tej mutacji, a takze nie
niosgce mutacji w genie MIR444b. Wysiano drugie pokolenie (G2) roslin
transgenicznych 1 ponownie sprawdzono pod katem wprowadzonych mutacji.
Wyselekcjonowano 3 linie ro$lin transgenicznych z mutacjami w obrgbie sekwencji
kodujacej PEP444c, jednoczesnie pozbawionych mutacji w rejonie sekwencji kodujace;j
miPEP444b. Wybrano lini¢ pep444c-332.10, w ktorej nastapila insercja 1 pary zasad
i delecja 9 par zasad w rejonie sekwencji kodujacej miPEP444c oraz linie pep444c-336.4
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oraz pep444c-336.6, w ktorych zidentyfikowano insercje 1 pary zasad oraz delecj¢ 1 pary
zasad w sekwencji kodujacej miPEP444c (Ryc. 34).

A

PAM  sgRNA3 PAM sgRNA4
WT CTCGTCCGCCGCATATTCTACTCCCCACAAAAGGGCCCAAACCCCCACTTGCTCGCCCCTCCGACCGAACCCGCCTCCACCTTCCGCCCTACAAGAGCACCACCGCCCCC

pep444c-332.10  CTCGTCCGCCGTCATATTCTACTCCCCACAAAAGGGCCCAAACCCCCACTTGCTCGCCCCTCCGACCGAACCCGCCTCCACCTTCCGC--T-CA----C-C-ACCGCCCCC

v v

WT

TCCG CCG CATATTCTACTC CCCC CGCCCTACARGAGCACCACCG CCCCC

TCCG CCG TCATATTCTACT CCCCACA ::: :::::::::::::

pep444c-332.10

B

PAM  sgRNA3 PAM  sgRNA4
WT TCCGCCGCATATTCTACTCCCCACAANAGGGCCCAAACCCCCACTTGCTCGCCCCTCCGACCGAACCCGCCTCCACCTTCHGCCCTACAAGAGCACCACCGCCCCC

pep444c-336.4 TCCGCCGTCATATTCTACTCCCCACAAAAGGGCCCAAACCCCCACTTGCTCGCCCCTCCGACCGAACCCGCCTCCACCTTUCGCCCTACA-GAGCACCACCGCCCCC

v v

WT
o I o o T o S 5 S S o W o o o o o W o CCCCTACAAGAGCACCACCGC CCCCC
ep444c-336.4
pep TCC6CCG6 TCATAT TCTACTCCCCACAR GCCCTACAGAGC CACCACCGC CCCCC
PAM sgRNA3 PAM sgRNA4
W1 5
5TCCGCCGCATATTCTACTCCCCACAARAGGGCCCAAACCCCCACTTGCTCGCCCCTCCGACCGAACCCGCCTCCACCTTCOGCCCTACAAGAGCACCACCGCCCCC
pep444c-336.6 5TCCGCCGTCATATTCTACTCCCCACARPAAGGGCCCAAACCCCCACTTGCTCGCCCCTCCGACCGAACCCGCCTCCACCTTCCGCCCTACA-GAGCACCACCGCCCCC

v v

N ool B o S 57 S A o S o o o o o GCCCTACAAGAGCACCACCGECCCCCC

pep444c-336.6
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Ryc. 34. Wzorzec mutacji w liniach transgenicznych pep444c-332.10 (panel A),
pep444c-336.4 (panel B), pep444c-336.6 (panel C). Linie pep444c-336.4 oraz pep444c-
336.6 reprezentuja ten sam wzorzec mutacji. Panel D przedstawia przykladowy fragment
chromatogramu reprezentujacy ros$ling transgeniczng heterozygotyczng wzgledem
MIR444c. Podkres§lono sekwencje RNA naprowadzajacych (sgRNA3 oraz sgRNA4), na
szaro zaznaczono PAM.

Mutacje wprowadzone w obrgbie sekwencji kodujacej PEP444c spowodowatly
zmiang w sekwencji aminokwasowej. W roSlinach z linii pep444c-332.10
zidentyfikowano przedwczesny kodon stop. Powstaly peptyd jest krotszy o 29
aminokwasow od konca karboksylowego z poréwnaniu do peptydu wystepujacego
w roslinach typu dzikiego. Natomiast w przypadku linii pep444c-336.4 oraz pep444c-

336.6 mutacje wywotaty zmiane 28 aminokwasow (Ryc. 35).

WT

MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAAYSTPHKRAQTPTCSPLRPNPPPPSALQEHHRPRRLLPH
QSIRPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLVQWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQWLTICPYHCSAT

APVSSDGLLWP 168 aa

pep444c-332.10
MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAVIFYSPQKGPNPHLLAPPTEPASTFRSPPPPSLAPASIDPT
KIQLKSLAASPCAGWCPLARLVPLGFGSERSISMALPCTVASCRLLSHLCSWCMFPPPKS 139 aa

pep444c-336.4 oraz pep444c-336.6

MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAVIFYSPQKGPNPHLLAPPTEPASTFRPTEHHRPRRLLPHQ
SIRPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLVQWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQWLTICPYHCSATA

PVSSDGLLWP 168 aa

Ryc. 35. Pordwnanie sekwencji aminokwasowych ros$liny typu dzikiego i ro$lin z linii

transgenicznych pep444c-332.10, pep444c-336.4 oraz pep444c-336.6.

Przeprowadzono analiz¢ fenotypowa i we wszystkich liniach transgenicznych
wykazano zmniejszong powierzchni¢ pedow 1 korzeni roslin z wyprowadzonych linii
transgenicznych (pokolenie G2) w poréwnaniu do ro$lin typu dzikiego (Ryc. 36).
Przeanalizowano rowniez wybrane parametry fluorescencji: QY max (Fv/Fm), NPQ, Rfd,
Fo 1 Fn. Odnotowano niewielki wzrost warto$ci QY max, okreslajaca maksymalng
wydajno$¢ kwantowa fotosystemu I, u roslin pep444c-332.10 w poréwnaniu do WT. Nie
zaobserwowano jednak zmian w warto$ciach parametréw NPQ (stacjonarne wygaszanie

niefotochemiczne), Rfd (wspotczynnik spadku fluorescencji), Fo (minimalna
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fluorescencja) i Fm (maksymalna fluorescencja) (ryc. 37). Wyniki te wskazuja, ze

w ro$linach transgenicznych nie doszto do zmian w procesie fotosyntezy.

pep444c-332.10 pep444c-336 4 pep444c-336.6

Powierzchnia korzeni Powierzchnia pedéw
* * %
f 1
1200 * l 2000 ry
1000 T
1500
800 -
o o
E 600 - £ 1000 +—| t
g
400 -
200 - 500 +—
. 0
pep444c -332.10 pep444c -336.4 pep444c -336.6 WT pepdddc-332.10 pepdddc-3364 pepdddc-336.6

Ryc. 36. Dwutygodniowe rosliny jeczmienia z pokolenia G2 (WT; pep444c-332.10;
pep444c-336.4; pep444c-336.6) oraz powierzchnia korzeni i pedow analizowanych roslin
z wybranych linii transgenicznych. Analiza zostata przeprowadzona z wykorzystaniem
stacji fenotypujgcej PlantScreen™ Systems. Stupki bledow przedstawiajg odchylenie
standardowe (n = 5), gwiazdki wskazuja poziom istotnosci statystycznej (*P < 0,05; **P

<0,01; ***P <0,001). Statystyke przeprowadzono z wykorzystaniem testu z-Studenta.

Maksymalna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II Stacjonarne wygaszanie niefotochemiczne
0,8 — 25
> = —F— —==—
E 2 1
0,6 +— - N ] I 1
E €15 -
504 1 - 4
z IR —
R
0,2 41— — & 0,5 +— —
0 T T T 1 0 T T T 1
S Q X o
& \ & A X o
v N X
,QQ/Q 'QQJ 'QQ‘ Q@Q QQ:Q QQ;Q

93



Wspotczynnik spadku fluorescencji Minimalna fluorescencja
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Ryc. 37. Wykresy przedstawiajace pomiary wybranych parametréw fluorescencji
przeprowadzone z wykorzystaniem roslin typu G2 (WT; pep444c-332.10; pep444c-
336.4; pep444c-336.6). Stupki btedow przedstawiaja odchylenie standardowe (n = 5),
gwiazdki wskazujg poziom istotnosci statystycznej (*P < 0,05). Obliczenia statystyczne

wykonano z uzyciem testu ¢#-Studenta.

W  kolejnym etapie badan sprawdzono poziom ekspresji MIR444c
z wykorzystaniem starteréw amplifikujacych sekwencj¢ kodujaca PEP444c.
Odnotowano spadek poziomu ekspresji zar6wno w korzeniach jak i pedach roslin
z wszystkich trzech analizowanych linii transgenicznych (ryc. 38). Ponadto wcze$niejsze
badania przeprowadzone w Zakltadzie Ekspresji Genow wykazaly, ze na nici DNA
przeciwlegtej do nici zawierajacej MIR444c znajduje si¢ gen MADS27 kodujacy czynnik
transkrypcyjny z rodziny MADS-box (Smoczynska i in., 2022). W celu sprawdzenia, ze
wprowadzone przez nas mutacje z wykorzystaniem technologii CRISPR/Cas9 w obrebie
genu MIR444c nie wywolaly zmian w rejonie MADS27, przeanalizowano poziom

ekspresji mRNA MADS27 w ro§linach z wyprowadzonych linii transgenicznych. Nie
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odnotowano istotnych roéznic pomiedzy proba kontrolng (WT) a prébami badanymi
(pep444c-332.10, pep444c-336.4 oraz pep444c-336.6) (ryc. 39). Wynik ten wskazuje, ze
mutacje zostaly wprowadzone w rejonie genu MIR444c nie spowodowaly zaburzen

w syntezie mRNA MADS27.

Pri-miRNA444c w korzeniach Pri-miRNA444c w pedach
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Ryc. 38. Analiza poziomu ekspresji genu MIR444c w korzeniach (lewy panel) i pedach
(prawy panel) dwutygodniowych roslin z pokolenia G2 (WT; pep444c-332.10; pep444c-
336.4; pep444c-336.6). Stupki bltedow przedstawiaja odchylenie standardowe (n = 3),
gwiazdki wskazuja poziom istotnosci statystycznej (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <
0,001). Wzgledny poziom ekspresji oznacza rdznice poziomu ekspresji miedzy genem
badanym a genem referencyjnym obliczong z wykorzystaniem metody 24 (patrz

rozdzial 4.2). Do obliczen statystycznych wykorzystano test z-Studenta.
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Ryc. 39. Analiza poziomu ekspresji genu MADS27 w korzeniach 2-tygodniowych roslin
z pokolenia G2 (WT; pep444c-332.10; pep444c-336.4; pep444c-336.6). Stupki bledow
przedstawiaja odchylenie standardowe (n = 3). Obliczenia statystyczne przeprowadzono

z wykorzystaniem testu 7-Studenta.

Podjeto rowniez probe oceny poziomu peptydu PEP444c w roslinach
z wyprowadzonych linii transgenicznych. Po nalozeniu 50 pg biatek oraz przy
zastosowaniu przeciwciata F2DAQS5 przeciwko PEP444c¢ nie zaobserwowano jednak
r6znic miedzy proba kontrolng (WT) a probami badanymi (pep444c-332.10, pep444c-
336.4 oraz pep444c-336.6) (ryc. 40, gorny panel). W celu produkcji wspomnianego
przeciwciala wykorzystano jedynie 13-aminokwasowy region znajdujacy si¢ na
karboksylowym koncu peptydu (dr Joanna Porankiewicz-Asplund, konsultacja). Region
ten przyrownano do sekwencji aminokwasowych peptydow z wyprowadzonych linii
transgenicznych i zarejestrowano znaczgce podobienstwo (ryc. 40). Z tego powodu wynik
analizy Western blot zinterpretowano jako skutek niespecyficznego wigzania si¢

przeciwciala do regionow pep444c. Ocena ilosci peptydu PEP444c¢ w roslinach pep444c-

332.10, pep444c-336.4 oraz pep444c-336.6 byta wigc niemozliwa.

25

15

55
35 T e w e ACT

WT 13-aa region rozpoznawany przez przeciwciato

MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAAYSTPHKRAQTPTCSPLRPNPPPPSALQEHHRPRR

LLPHQSIRPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLVQWLAAACCRICAAGACSPLPNRSROW
LTICPYHCSATAPVSSDGLLWP 168 aa

pepd44c-332.10

MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAVIFYSPQKGPNPHLLAPPTEPASTFRSPPPPSLAP
ASIDPTKIQLKSLAASPCAGWCPLARLVPLGFGSERSISMALPCTVASCRLLSHLCSWCMFPPPKS
139 aa
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

13-221€ZION 0 e i oo o o o e o e o e e e o e e e SPLR=-PN=====————
pepdddc-332.10 MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAVIFYSPQKGPNPHLLAPPTEPA

*k 3 Kk

13-aaregion = —==== PPPPSAL -~ e e e

pepdd4c-332.10 STFRSPPPPSLAPASIDPTKIQLKSLAASPCAGWCPLARLVPLGFGSERSISMALPCTVA
*k ok ok ok

13-aaregion =~ = = 3 0 ==———mm————————————e

pepdddc-332.10 SCRLLSHLCSWCMFPPPKS

pep444c-336 4, pep444c-336.6

MAAPDRQWRRCTCRGARSTAHWKMAPGRRGRARHRSSAVIFYSPQKGPNPHLLAPPTEPASTFRPTEHHRPRR
LLPHQSIRPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLVQWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQW

LTICPYHCSATAPVSSDGLLWP 168 aa

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

13-aaregion =~ mm oo oo e s s ——— e SP-———————— -

pep444c-336 4; 336.6 4

13-aaregion =~ —oT-TmTmmmss————————- LRP----NPPPP-—————————— SAL--———————————
STFRPTEHHRPRRLLPHQSIRPKSSSNPSPPRRAPAGARWPASFLSVSDRRDRFPWPCLV
pep444c-336 4; 336.6 i ot s i

QWLAAACCRICAAGACSPLPNRSRQWLTICPYHCSATAPVSSDGLLWP

13-aa region
pep444c-336 4; 336.6

Ryc. 40. Analiza poziomu ekspresji PEP444c w ros$linach typu dzikiego (WT) oraz
ro$linach z linii transgenicznych pep444c-332.10, pep444c-336.4 oraz pep444c-336.6.
Gorny panel przedstawia wynik analizy Western blot po nalozeniu na zel mieszaniny
biatek (50 pg) i zastosowaniu przeciwcial specyficznych do fragmentu analizowanego
peptydu (F2DAQS5) i aktyny (anty — aktyna). Liczbami oznaczono mas¢ czasteczkowa
poszczegolnych biatek markera. Ponizej pokazano sekwencj¢ aminokwasowa PEP444c
Z zaznaczonym regionem rozpoznawanym przez przeciwcialo oraz sekwencje
aminokwasowe PEP444c. Na zo6tto zaznaczono aminokwasy mapujace si¢ do 13-aa
regionu rozpoznawanego przez przeciwciato. Przedstawiono rowniez przyrownanie
sekwencji aminokwasowych, ktére wykonano z wykorzystaniem programu Clustal
(wersja 2.1). Gwiazdka (*) wskazuja identyczne aminokwasy, dwukropek (:) oznacza
substytucje aminokwaséw o podobnych wiasciwosciach, natomiast kropka (.) wskazuje

substytucje aminokwasow o nieznacznie podobnych wtasciwos$ciach.
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5.7. Wplyw PEP444¢ na akumulacj¢ mikroRNA444c

W celu ustalenia czy mutacje wprowadzone w obrgbie sekwencji kodujacej
PEP444c maja wpltyw na akumulacj¢ mikroRNA444c przeprowadzono eksperyment
glebokiego sekwencjonowania matych RNA. Wykorzystano 2-tygodniowe pedy
1 korzenie roslin typu dzikiego oraz roslin z wyprowadzonej linii transgenicznej pep444c-
332.10. Linia ta zostala wybrana do dalszych badan ze wzgledu na zmiany i skrdcenie
sekwencji aminokwasowej PEP444¢ spowodowane wprowadzonymi mutacjami. Wyniki
analizy wykazaly istotny statystyczne spadek poziomu mikroRNA444c w korzeniu
w ro$linach pep444c-332.10 w porownaniu do roslin typu dzikiego (ryc. 41).
W przypadku pedow zarejestrowano natomiast niewielki (nieistotny statystycznie)
spadek poziomu mikroRNA444c w ro$linach pep444c-332.10. Wynik ten wskazuje na
istotny wptyw PEP444c na akumulacj¢ mikroRNA444c, a co za tym idzie na proces

biogenezy.
miR444c
1000 p.value = 0.249 Welch Two Sample t-test
°
750
|
°
@ 500
2507 p.value = 0.031
e ]
0 -
WT Shoot pepd44c-332.10 Shoot WT Root pepd44c-332.10 Root
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Ryc. 41. Analiza poziomu mikroRNA444c w pedach i korzeniach roslin typu dzikiego
1 pep444c-332.10. Przedstawiono liczb¢ znormalizowanych zliczen dla trzech powtorzen
biologicznych (RPM, ang. reads per milion). Wykorzystano test t Welcha, p.value
wskazuje poziom istotnosci. Dla pedéw odnotowano poziom istotnos$ci roéwny 0,249
(P > 0,05; wynik nieistotny statystycznie) a dla korzeni 0,031 (P < 0,05; wynik istotny

statystycznie).

W dalszym etapie badan, odczyty otrzymane w wyniku analizy wynikow
z glebokiego sekwencjonowania malych RNA przyréwnano do sekwencji mikroRNA
zdeponowanych w bazie miRBase (https://www.mirbase.org/; wersja 22.1).
Zidentyfikowano sze$¢ mikroRNA (bdi-miR444b; osa-miR827; bdi-miR166b-5p; hvu-
miR5048a; bdi-miR156h-5p oraz ata-miR169j-3p), ktérych poziom byt podwyzszony
w korzeniach roslin pep444c-332.10 w porownaniu do ros§lin WT (ryc. 42A). Ponadto,
odnotowano tylko jeden mikroRNA (bdi-miR 156f-3p), ktérego poziom byt podwyzszony
w pedach pep444c-332.10 oraz jeden mikroRNA (ath-miR8175), ktorego poziom byt
obnizony w pedach pep444c-332.10 w poréwnaniu do WT (ryc. 42B).

A

pep444c-332.10 root vs WT root (miRBase)

$di-miR156h-5p MIMAT0030077
20- $di-miR166b-5p MIMAT0027048

. $£sa-miR827 MIMAT0009981
Hdi-miR444b MIMAT0035523
miR444c

15- . Aata-miR169j-3p MIMAT003714

Hvu-miR5048a MIMAT0020544

p.value = 0.05

-log10(Welch_pvalue_root)
o

05-

0.0-

0
Log2 Fold change
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pep444c-332.10 Shootvs WT Shoot (miRBase)
bdi-miR156f-3p MIMAT0030074

25-

20-

ath-miR8175 MIMAT0032774

p.value = 0.05

-log10(Welch_pvalue_shoot)

miR444c

05-

0.0-

3 2 ; j ; ;

Log2 Fold change
Ryc. 42. Wykresy przedstawiajace analiz¢ wynikow glebokiego sekwencjonowania
malych RNA z korzeni (A) oraz pedow (B) roslin pep444c-332.10 1 WT. Do analizy
wybrano mikroRNA mapujace si¢ do czasteczek zdeponowanych w bazie miRBase.
Kazda kropka reprezentuje jeden mikroRNA. (A) Niebieska kropka zaznaczono
mikroRNA444c, czerwone kropki wskazuja mikroRNA, ktorych poziom byt
podwyzszony w pep444c-332.10 w poroéwnaniu do WT. (B) Rézowa kropka wskazuje
mikroRNA444c, niebieska reprezentuje mikroRNA o poziomie obnizonym, natomiast
czerwona kropka wskazuje mikroRNA o poziomie podwyzszonym w pep444c-332.10

w porownaniu do WT. Szare kropki reprezentuja mikroRNA nieistotne statystycznie.
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6. Dyskusja

6.1. Rodzina genow MIR444 w jeczmieniu zwyczajnym

Zidentyfikowane u ro$lin jednolisciennych mikroRNA z rodziny MIR444,
poprzez regulacje poziomu ekspresji czynnikdéw transkrypceyjnych z rodziny MADS-box,
pelnia wiele istotnych funkcji we wzroscie i rozwoju roslin (Schilling 1 in., 2018;
Schilling i in., 2020; Kuijer i in., 2021). W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
scharakteryzowano trzy geny MIR444 (MIR444a, MIR444b, MIR444c) w jeczmieniu
zwyczajnym oraz dokonano analizy poziomu ekspresji pri-miRNA444 zaroéwno
w warunkach kontrolnych, jak i pod wptywem stresu nadmiaru azotu. Wykazano, ze
wszystkie trzy analizowane geny MIR444 w jeczmieniu charakteryzuja si¢ ztozong
budowa egzonowo-intronowa. Sekwencja mikroRNA* znajduje si¢ w drugim egzonie,
natomiast mikroRNA zlokalizowany jest w egzonie trzecim. Niedostepne sa jednak
informacje dotyczace doktadnej struktury genéow MIR444 u innych roslin
jednoli$ciennych.

Analiza poziomu ekspresji zbiorczej puli pri-miRNA444a/b/c wykazata niewielkg
(nieistotng statystycznie) akumulacj¢ pri-miRNA444a w pedach i korzeniach jeczmienia
w warunkach stresu nadmiaru azotu, a takze istotny statystycznie wzrost poziomu pri-
miRNA444b w korzeniach jeczmienia w warunkach stresu nadmiaru azotu. Nie
zidentyfikowano natomiast pri-miRNA444c w pedach zard6wno w warunkach
kontrolnych jak i pod wplywem sresu nadmiaru azotu. Obserwacje te nie odpowiadaja
jednak wynikom analizy glebokiego sekwencjonowania matych RNA, zgodnie z ktorymi
dojrzaty mikroRNA444¢ wystepuje zarowno w pedach jak i korzeniach jeczmienia. Brak
korelacji migdzy poziomem dojrzalego mikroRNA a pri-miRNA opisano wczesniej u
Arabidopsis. Zaobserwowano spadek/wzrost poziomu kilkudziesigciu pri-miRNA
w warunkach stresu suszy, nie odnotowano jednak zmian poziomu odpowiadajagcym im
mikroRNA. Podobne efekty uzyskano analizujagc poziom pri-miRNA 1 dojrzatych
mikroRNA w warunkach stresu wysokiej temperatury, zasolenia, stresu niedoboru
1 nadmiaru miedzi, nadmiaru kadmu i niedoboru siarki (Barciszewska-Pacak i in., 2015).
Brak zaleznosci migdzy poziomem pri-miRNA a mikroRNA wynika¢ moze ze zlozonej
regulacji procesu biogenezy, na ktorag wptyw moga mie¢ splicing, alternatywny splicing

1 wybor miejsca poliadenylacji (pA) (Bielewicz i in., 2013; Yan i in., 2012). Nie mozna
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réwniez wykluczy¢ mozliwosci transportu mikroRNA na dalekie odleglosci, kwestie t¢
przedyskutowano w dalszej cze$ci tego rozdziatu.

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze transkrypty genéw MIR444
podlegaja procesom alternatywnego splicingu, generujac wiele izoform, ktore podzielono
na funkcjonalnie (mikroRNA jest produkowany) i niefunkcjonalne (mikroRNA nie jest
produkowany). Zidentyfikowano pi¢¢ izoform funkcjonalnych oraz trzy izoformy
niefunkcjonalne pri-miRNA444a, cztery izoformy funkcjonalne i jedng niefunkcjonalng
pri-miRNA444b oraz jedng funkcjonalng i cztery niefunkcjonalne pri-miRNA444c.
Zjawisko alternatywnego splicingu zostato dobrze scharakteryzowane u Arabidopsis.
Gen MIR156g ma dtugos¢ 9759 bp i sklada si¢ z szeSciu egzondw oraz pigciu intronow,
z czego najdtuzszy liczy 4666 bp (Kruszka i in., 2013). Transkrypt MIR156g podlega
alternatywnemu splicingowi generujagc osiem izofom, pi¢¢ funkcjonalnych 1 trzy
niefunkcjonalne. Ponadto w rejonie pri-miRNA156g zidentyfikowano alternatywne
miejsca pA w drugim intronie oraz w ostatnim egzonie. Transkrypt genu MIRI16
u Arabidopsis rowniez moze podlegac alternatywnemu splicingowi w wyniku czego
powstaje pi¢¢ izoform (Kruszka i in., 2013). W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
wykazano réwniez akumulacj¢ jednej z niefunkcjonalnej izoformy pri-miRNA444a
(izoformy G) w korzeniach jgczmienia w warunkach stresu nadmiaru azotu. Z kolei
w przypadku innej niefunkcjonalnej izoformy pri-miRNA444a (izoformy H)
zaobserwowano akumulacj¢ w pedach jeczmienia w warunkach kontrolnych. Dane
literaturowe wskazuja na istotny wplyw stresu abiotycznego na splicing alternatywny
transkryptow genow MIR. U Arabidopsis miR400 wystepuje w intronie genu kodujacego
biatko. W wyniku stresu wysokiej temperatury dochodzi do wycigcia intronu
zawierajacego sekwencje miR400 i spadku poziomu dojrzatego miRNA400 ( Yan i in.,
2012). W  przypadku badanh nad znaczeniem poszczegdlnych izoform
funkcjonalnych/niefunkcjonalnych ~ pri-miR444a/b/c w naszym zaktadzie
przeprowadzono odpowiednie badania w roznego rodzaju stresach abiotycznych.
Badania te wykazaly, ze nie ma istotnych zmian w profilu jakosciowym i ilo§ciowym
poszczegolnych izoform w stresach wysokiej niskiej 1 temperatury, zasolenia i suszy
(dane niepublikowane).

Przeprowadzone przez nas eksperymenty wykazaty réwniez obecno$¢ wielu
alternatywnych miejsc poliadenylacji (pA). W przypadku pri-miRNA444a i pri-
miRNA444b zidentyfikowano je jedynie w ostatnim egzonie, z kolei w pri-miRNA444c

obecno$¢ alternatywnych pA odnotowano réwniez w pierwszym, drugim i trzecim
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intronie. Zrdznicowanie 3’ koncow pri-miRNA pod wzgledem wystgpowania pA
przedstawiono z kolei w pracy Szarzynska 1 in., 2009. Sposrdéd szeSciu
zidentyfikowanych izoform pri-miRNA160 u Arabidopsis, trzy charakteryzuja si¢
obecnoscia pA w intronie, dwie posiadaja pA w pierwszym egzonie i u jednej
zidentyfikowano pA w obrebie drugiego egzonu. Eksperymenty przeprowadzone przez
Szarzynska i in., 2009 wykazaty rdwniez obecno$¢ o$miu réznych pA w prekursorze
miR166a w ros$linach typu WT i sze$ciu w analizowanym prekursorze w mutantach hyl!.
Ponadto zaobserwowano, ze tylko jedno pA bylo wspolne dla roslin WT i Ayll. Dane
literaturowe wskazuja, ze ponad 75% genow u Arabidopsis podlega alternatywnej
poliadenyalcji (Guo i in., 2016). Chociaz wigkszo$¢ zidentyfikowanych alternatywnych
pA znajduje sie¢ w rejonach 3° UTR (ang. untranslated region), udokumentowano
réwniez obecno$¢ takich, ktore zlokalizowane sa w regionach 5° UTR, intronach lub
egzonach. Wykazano, ze wybor miejsca poliadenylacji moze wptywac na lokalizacje
mRNA, jego stabilno$¢ oraz wydajno$¢ translacji (Wu i in., 2011; Guo 1 in., 2016).
W przypadku pri-miRNA 402 A.thaliana wykazano, ze zahamowanie splicingu intronu,
w ktorym znajduje si¢ miRNA402, indukuje aktywacje¢ alternatywnej poliadenylacji
w obrebie intronu, co koreluje rOwnocze$nie ze wzrostem ilo$ci powstajacego dojrzatego
mikroRNA402 (Knop i1 in., 2017). Zatem nie mozna wykluczy¢, ze niektoére
z zaobserwowanych miejsc poliadenylacji pri-miR444a/b/c moga mie¢ znaczenie
funkcjonalne.

Przeprowadzona przez nas analiza elementow regulatorowych w promotorach
genéw MIR444 w jeczmieniu zwyczajnym wykazala obecno$¢ licznych motywow
zwigzanych z odpowiedzig rosliny na azot, §wiatlo, stres wysokiej temperatury oraz
miedz. Przeprowadzono eksperymenty majace na celu analiz¢ wptywu $wiatla, miedzi
1 azotu na wzrost 1 rozw0j jeczmienia zwyczajnego Nie odnotowano zmian w przypadku
przeprowadzenia stresu niedoboru/nadmiaru miedzu oraz braku $wiatla (Smoczynska
1 in., 2022). Natomiast u ro$lin uprawianych w warunkach stresu nadmiaru azotu
zaobserwowano skrocenie korzeni. Odnotowano réwniez wzrost poziomu pri-
miRNA444b w korzeniach pod wplywem badanego stresu. Natomiast poziom dojrzatego
miR444b2 byl bardzo niski w warunkach kontrolnych i nie zmienit si¢ w sposob
statystycznie istotny w warunkach badanego stresu. Szczegdlnie interesujagcym wynikiem
jest brak detekcji pri-miRNA444c w pedach jeczmienia zard6wno w warunkach
kontrolnych, jak i w warunkach stresu nadmiaru azotu. Natomiast dane uzyskane

z glebokiego sekwencjonowania matych RNA wskazuja, ze dojrzaly mikroRNA444c
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wystepuje w korzeniach i pedach jeczmienia, a jego poziom nie zmienia si¢ istotnie pod
wpltywem stresu nadmiaru azotu. Wynik ten moze $wiadczy¢ o bardzo szybkim
1 wydajnym procesie dojrzewania pri-miRNA444c lub o eksporcie miR444c z korzeni do
cz¢$ci nadziemnych. Eksperymenty przeprowadzone przez Buhtz i in., 2008 oraz Yoo i
in., 2004 wykazaly obecno$¢ mikroRNA w tkance przewodzacej (floemie) rosliny
rzepaku (Brassica napus) i dyni olbrzymiej (Cucurbita maxima), co $wiadczy¢ moze o
transporcie analizowanych mikroRNA na dalekie odleglosci. Obserwacje te
potwierdzono badaniami nad miR399, ktérego ekspresja jest indukowana w warunkach
niedoboru fosforu (Bari 1 in., 2006). Pedy roslin Arabidopsis z nadekspresja MIR399
zaszczepiono na pedach podktadkach Arabidopsis typu dzikiego. Zaobserwowano
akumulacje miR399 w korzeniach przy jednoczesnym obnizeniu poziomu jego mRNA
docelowego, transkryptu genu PHO2, co wskazywa¢ moze na transport miR399 z pedu
do korzeni (Lin i in., 2008). Zaobserwowano rowniez, ze transkrypcja genu MIR399
indukowana jest w pedach w warunkach stresu braku Pi, podczas gdy dojrzaty miR399
akumulowany jest w korzeniach. Dane te sugeruja, ze transport miR399 z pedu do
korzenia stanowi sygnat do pobierania Pi przez korzenie (Lin i in., 2008; Chen i Rechavi,
2022). W mutancie biatka HENI u Arabidopsis (henl-1), na skutek zaburzenia procesy
biogenezy mikroRNA odnotowano obnizenie poziomu ekspresji kilku mikroRNA, w tym
miR395 oraz miR399 (Buhtz i in., 2010). Kiedy zaszczepiono pedy roslin Arabidopsis
typu dzikiego na pedach podktadkach mutantow henl-1, zaobserwowano akumulacje
miR395 oraz miR399 w korzeniach henl-1 na poziomie poréwnywalnym do poziomu
ekspresji w korzeniach roslin typu dzikiego (Buhtz i in., 2010). Nie wykazano z kolei
obecnosci we floemie miR171 oraz jego transportu z pedéw do korzeni (Buhtzi in., 2010;
Pant i in., 2009; Varkonyi-Gasic i in., 2007). Transport mikroRNA z korzeni do pedow
udokumentowano z kolei z wykorzystaniem szczepienia mig¢dzy dwoma roéznymi
gatunkami roslin, Arabidopsis thaliana 1 Nicotiana benthamiana. Wykazano transport 82
mikroRNA z pedu do korzenia oraz 6 mikroRNA z korzenia do pedu (Deng i in., 2021).

Doniesienia literaturowe z ostatnich lat wskazuja na zupelnie nowa rolg pri-
miRNA. Zidentyfikowano w ich rejonach otwarte ramki odczytu (ORF), ktore moga
kodowac¢ peptydy stymulujace biogeneze mikroRNA kodowanych w tych samych genach
MIR (Lauressergues i in., 2015; Couzigou i Combier, 2016; Chen i in., 2020, Sharma
1 in., 2020; Zhang i in., 2020). Z przeprowadzonych przez nas eksperymentéw wynika,
ze pri-miRNA444 réwniez posiadaja w swojej sekwencji ORF. Zidentyfikowalismy
tacznie 8 réznych ORF w rejonie pri-miRNA444a, 11 ORF w obrgbie pri-miRNA444b
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oraz 6 ORF w rejonie pri-miRNA444c. Do dalszych analiz wybrano peptydy
o dhugosciach 119 (PEP444a), 51 (miPEP444b) oraz 168 (PEP444c) aminokwasow.
Przeprowadzona przez nas analiza bioinformatyczna z uzyciem bazy danych NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) wykazata podobienstwo sekwencji kodujacej PEP444a
(81% identycznos$ci sekwencji aminokwasowej) do hipotetycznego biatka w jeczmieniu
zwyczajnym. Zgodnie z definicja, hipotetyczne biatko to takie, ktoérego istnienie zostato
przewidziane, ale brakuje eksperymentalnych dowodéw na jego eskpresje in vivo
(Galperin, 2001; Ijag i in., 2019). Przeprowadzona analiza dla sekwencji kodujace;j
miPEP444b wykazala podobienstwo (100% identycznosci sekwencji aminokwasowe;)
do niescharakteryzowanego biatka w jeczmieniu zwyczajnym (Matsumoto i in., 2011).
Nie stwierdzono natomiast podobienstwa sekwencji aminokwasowych PEP444a oraz
miPEP444b do sekwencji aminokwasowych bialek innych organizmow. Z kolei
w przypadku PEP444c¢ zaobserwowano podobienstwo (100% identycznosci sekwencji
aminokwasowej) do niescharakteryzowanego biatka w jeczmieniu zwyczajnym. Dzigki
uprzejmosci prof. UAM Jana Brezovskiego i1 przeprowadzonej przez niego analizie
bioinformatycznej wykazano réwniez, ze sekwencja kodujaca PEP444c¢ wykazuje
podobienstwo do niescharakteryzowanego biatka sorgo. Dane otrzymane w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej sugeruja, ze zidentyfikowane peptydy kodowane przez
geny MIR444 nie sa konserwowane ewolucyjnie. Obserwacje te sg zgodne z danymi
literaturowymi, zgodnie z ktérymi jedynie trzy zidentyfikowane do tej pory peptydy
kodowane przez geny MIR (miPEP156a; miPEP164a i miPEP165a) sa konserwowane
ewolucyjnie u Brassicaceae (Lauressergues i1 in., 2015; Morozov 1 in., 2019;
Lauressergues 1 in., 2022). Ponadto badania przeprowadzone nad stopniem
konserwowania ewolucyjnego miPEP6w u dwoch spokrewnionych ze sobg gatunkow,
Arabidopsis lyrata 1 Arabidopsis thaliana, sugeruja, ze mimo zblizonej liczby
zidentyfikowanych ORFoéw w pri-miRNA, sekwencje miPEPOw nie s3 zachowane
(Lauressergues i in., 2022). W $wietle dostepnej literatury mozna przypuszczaé, ze
zidentyfikowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej ORFy moga kodowac
peptydy ulegajace translacji w rzeczywistos$ci 1 mogace mie¢ wpltyw na wydajnosc

biogenezy mikroRNA z rodziny MIR444.
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6.2. Asocjacja pri-miRNA444 z rybosomami

Zgodnie z postawiong w przez nas hipoteza, pri-miRNA444 s3 eksportowane
z jadra do cytoplazmy, gdzie mogg ulega¢ translacji jak mRNA. W celu weryfikacji tego
zatozenia przeprowadzono eksperyment profilowania polisoméw z wykorzystaniem 2-
tygodniowych roslin jeczmienia zwyczajnego uprawianego w warunkach kontrolnych
1 pod wptywem stresu nadmiaru azotu. W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej po
raz pierwszy wykazano wigzanie pri-miRNA444 z rybosomami w roslinach
jednolisciennych, w tym przypadku w jeczmieniu zwyczajnym. Interesujacym
wynikiem jest asocjacja sekwencji kodujacych analizowane peptydy w poszczegélnych
organach lub pod wptywem czynnika stresowego. Wykazano, ze sekwencja kodujaca
PEP444a wigze si¢ w sposob specyficzny z rybosomami w pedach w warunkach
kontrolnych oraz pod wplywem stresu nadmiaru azotu. W przypadku sekwencji
kodujacej miPEP444b potwierdzono wigzanie gldwnie w korzeniach zar6wno
w warunkach kontrolnych, jak i w stresie nadmiaru azotu oraz w pedach jedynie
w warunkach kontrolnych. Natomiast sekwencja kodujaca PEP444c wigzata sig
z rybosomami gtownie w pedach w obu badanych warunkach uprawy oraz w niewielkim
stopniu w korzeniach, w warunkach kontrolnych i pod wplywem stresu azotowego.
Badania przeprowadzone nad Arabidopsis wykazaly, ze niektére transkrypty MIR
zawierajace w swojej sekwencji ORFy (pri-miR156a, pri-miR159a, pri-miR160a, pri-
miR165a, pri-miR166b, pri-miR167a, pri-miR171a, pri-miR172a, pri-miR319b) rowniez
moga by¢ zwiazane z rybosomami (Lauressergues i in., 2022). Wciaz brakuje jednak
informacji na temat zwigzania pri-miRNA z rybosomami u innych roslin.

W celu sprawdzenia czy analizowane peptydy kodowane przez geny MIR444
w jeczmieniu mogg ulegaé translacji, przeprowadzono najpierw ich nadekspresje
w bakteriach E. coli. Wykorzystano w tym celu specyficzne przeciwciata skierowane
przeciwko fragmentom analizowanych peptydow. Wykazano, ze wszystkie trzy peptydy
ulegaja ekspresji w systemie bakteryjnym. Ten wynik silnie sugerowal, ze peptydy te
moga ulega¢ translacji rowniez w jeczmieniu, w uktadzie homologicznym. W nastgpnym
etapie badan postanowiono zatem sprawdzi¢ czy zidentyfikowane przez nas peptydy
ulegaja ekspresji w roslinach jeczmienia zwyczajnego typu dzikiego (WT).
Rzeczywiscie, zidentyfikowano PEP444a w 2-tygodniowych pe¢dach roslin uprawianych
w warunkach stresu nadmiaru azotu. Wynik ten czg¢$ciowo koreluje z danymi

otrzymanymi z eksperymentu profilowania polisoméw, gdzie wykazano wigzanie si¢
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sekwencji kodujacej PEP444a w pedach w warunkach kontrolnych i pod wptywem stresu
azotowego. Brakuje jednak danych, zeby wyjasni¢ brak PEP444a w pedach w warunkach
przeprowadzonego stresu. Ze wzgledu na mate rozmiary peptydow kodowanych przez
geny MIR mozna przypuszczaé, ze moglyby one by¢ transportowane na duze odlegtosci
w odpowiedzi na niezidentyfikowane jeszcze sygnaly (Yadav i in., 2021). Pozostaje to
jednak niezgodne z badaniami przeprowadzonymi przez Ormancey i in., 2020, ktore
wykazaly, ze analizowany miPEP165a w Arabidopsis nie jest transportowany z korzeni
do pedow. Z kolei PEP444c zostat zidentyfikowany gtownie w pedach 2-tygodniowych
ro$lin jeczmienia w warunkach kontrolnych. Stabszy sygnat zarejestrowano w pedach
w warunkach stresu nadmiaru azotu oraz w korzeniach zar6wno w warunkach
kontrolnych, jak i w stresie nadmiaru azotu. Obserwacje te odpowiadaja danym
otrzymanym z profilowania polisoméw. Wykazano wigzanie sekwencji kodujacej
PEP444c gléwnie w pgdach w obu testowanych warunkach uprawy i w nieznacznym
stopniu w korzeniach. W celu detekcji miPEP444b w jgczmieniu zwyczajnymi
zastosowano inny protokdt (Metody, podrozdziat 4.3) niz w przypadku PEP444a oraz
PEP444c ze wzgledu na mata mase czasteczkowa wynoszaca 5,6 kDa (dr Jean-Philippe
Combier, konsultacja). Mimo tego z wykorzystaniem techniki Western blot nie
zaobserwowano specyficznego sygnatu odpowiadajagcemu miPEP444b,
a w konsekwencji nie potwierdzono obecno$ci analizowanego peptydu w jeczmieniu.
Niezbedne jest zatem przeprowadzenie dalszych eksperymentow w celu ustalenia

lokalizacji miPEP444b oraz warunkow ekspres;ji.

6.3. Wykorzystanie technologii CRISPR/Cas9 do edycji genow
MIR444

W celu odpowiedzi na pytanie jaka jest funkcja i biologiczna rola peptydow
kodowanych przez geny MIR444 w jeczmieniu postanowiono wyprowadzi¢ linie
transgeniczne je¢czmienia, niosgce mutacje w sekwencjach kodujacych PEP444a,
miPEP444b oraz PEP444c. Wykorzystano technologi¢ CRISPR/Cas9 i zaprojektowano
po dwa RNA naprowadzajace na kazdy analizowany przez nas peptyd (Hoffie i in., 2021;
Hisano i in., 2022; Hoffie i in., 2022). Nie otrzymano roslin transgenicznych z mutacja
w obrgbie sekwencji kodujacej PEP444a. Obserwacja ta sugeruje, ze zmiany
wprowadzone w rejonie MIR444a maja efekt letalny. Wczesniejsze badania

przeprowadzone w Zaktadzie Ekspresji Genow wykazaty, ze na nici DNA przeciwleglej
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do nici zawierajace] MIR444a znajduje si¢ gen MADS57 kodujacy czynnik
transkrypcyjny z rodziny MADS-box. Region széstego egzonu MIR444a, na ktory
zaprojektowano dwa RNA naprowadzajace w celu edycji sekwencji kodujacej PEP444a,
na przeciwlegltej nici odpowiada sekwencji drugiego intronu genu MADS57. Zatem
sekwencja ta nie wchodzi w sktad sekwencji kodujacej (CDS, ang. coding sequence)
czynnik transkrypcyjny MADS57. Uzyskane wyniki nie pozwalaja na wyjasnienie czy
prawdopodobny efekt letalny moze by¢ wywotany mutacjami wprowadzonymi w rejonie
sekwencji kodujacej PEP444a czy w obrebie genu MADSS57.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej otrzymano linie transgeniczne
jeczmienia z mutacjami w obrebie sekwencji kodujacych miPEP444b i/lub PEP444c. Ze
wzgledu na brak potwierdzenia obecnosci miPEP444b w roslinach jeczmienia
z wykorzystaniem specyficznego przeciwciata i techniki Western blot, do dalszych analiz
wyselekcjonowano linie transgeniczne z mutacjami jedynie w obrgbie sekwencji
kodujacej PEP444c (pep444c-332.10; pep444c-336.4; pep444c-336.6). W roslinach linii
pep444c-332.10 zarejestrowano insercj¢ 1 pary zasad i delecj¢ 9 par zasad, co przetozyto
si¢ na wystapienie przedwczesnego kodonu stop w sekwencji aminokwasowej PEP444c.
Powstaly w ten sposob pep444c ma dtugos¢ 139 aa w porownaniu do 168 aa PEP444c
w roslinach typu WT. Natomiast w ro$linach linii pep444c-336.4 oraz pep444c-336.6
wprowadzone mutacje wywotalty zmiane 28 aa, nie zaobserwowano zmiany dtugosci
catego peptydu. Przeprowadzona przez nas analiza wykazata zmniejszong powierzchnie
korzeni u ro$lin wszystkich trzech analizowanych linii transgenicznych pep444c
w poréwnaniu do WT. Zaobserwowano réwniez zmniejszong powierzchni¢ pedow
u roslin pep444c-332.10 oraz pep444c-336.4. Wykazano, ze na nici DNA przeciwleglej
do nici zawierajacej MIR444c zlokalizowany jest gen MADS27, ktéry koduje czynnik
transkrypcyjny MADS27 (Smoczynska i in., 2022). Czynnik ten wplywa na architekture
korzeni jeczmienia zwyczajnego (Smoczynska i in., 2022). Przeprowadzona w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej analiza poziomu ekspresji mRNA MADS?27 nie wykazata
jednak istotnych statystycznie zmian pomigdzy WT a pep444c-332.10, pep444c-336.4
oraz pep444c-336.6. Koniecznie jest zatem przeprowadzenie dalszych eksperymentow
w celu wyjasnienia w jaki sposdb wprowadzone przez nas mutacje w rejonie sekwencji
kodujacej PEP444c wptywaja na strukture korzeni i pedow jeczmienia zwyczajnego.
U roslin z analizowanych linii transgenicznych nie zarejestrowano réwniez istotnych
zmian w procesie fotosyntezy co moze wskazywaé na brak udzialu peptydu kodowanego

przez MIR444c w przemianach energii $wietlne;.
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Dosy¢ nieoczekiwanym wynikiem okazaly si¢ jednak analizy wyniku Western
blot. Obecnos$¢ peptydu kodowanego przez MIR444c odnotowano we wszystkich trzech
liniach pep444c. Spodziewano si¢, ze mutacje wprowadzone z wykorzystaniem
CRISPR/Cas9 uniemozliwig powstanie funkcjonalnego peptydu, co z kolei uniemozliwi
identyfikacj¢ z wykorzystaniem przeciwciala. Nalezy uwzgledni¢ jednak, Zze w celu
produkcji przeciwciata peptydowego skierowanego przeciwko fragmentowi PEP444c
wykorzystano jedynie 13-aminokwasowy region znajdujacy si¢ na karboksylowym
koncu peptydu. Przeprowadzona przez nas analiza wykazata, Ze region ten mapuje si¢ do
sekwencji aminokwasowych peptydéw z wyprowadzonych linii transgenicznych.
W konsekwencji, ocena ilosci analizowanego peptydu u ro$lin transgenicznych jest
niemozliwa z uzyciem tego konkretnego przeciwciata (F2DAQS5). Do przysztych analiz
nalezatoby rozwazy¢ wykorzystanie przeciwciata monoklonalnego lub wyprowadzenie
ro§lin transgenicznych typu knock-out. W ro$linach z wyprowadzonych linii
transgenicznych zaobserwowano jednak istotny statystycznie spadek poziomu pri-
miRNA444c, co sugeruje wplyw wprowadzonych w rejonie sekwencji kodujacej
PEP444c mutacji na akumulacje pri-miRNA444c. Wynik ten sktonit nas do

przeanalizowania poziomu dojrzalego mikroRNA444c.

6.4. Znaczenie PEP444c w biogenezie mikroRNA444¢

Dotychczasowe doniesienia literaturowe jasno wskazuja, ze peptydy kodowane
przez geny MIR stymuluja biogenez¢ odpowiadajacych im mikroRNA (Lauressergues i
in., 2015; Couzigou i Combier, 2016; Chen i in., 2020, Sharma i in., 2020; Zhang i in.,
2020). Z uzyskanych przez nas danych z eksperymentu glgbokiego sekwencjonowania
malych RNA wynika, Ze poziom mikroRNA444c jest 5-krotnie obnizony
w korzeniach ro$lin pep444c-332.10. Wynik ten sugeruje, ze PEP444c ma istotny
wplyw na akumulacj¢ mikroRNA444c.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wykazaly réwniez wzrost poziomu
sze$ciu mikroRNA (bdi-miR444b; osa-miR827; bdi-miR166b-5p; hvu-miR5048a; bdi-
miR156h-5p oraz ata-miR169j-3p) w korzeniach roslin pep444c-332.10. Odnotowano
réwniez wzrost poziomu jednego mikroRNA (bdi-miR156f-3p) oraz obnizenie poziomu
jednego mikroRNA (ath-miR8175) w pedach pep444c-332.10. W przypadku osa-
miR827, dane literaturowe wskazuja, ze czasteczka ta reguluje poziom ekspresji genow

NLA (NITROGEN LIMITATION ADAPTATION) oraz PHT5 (PHOSPHATE
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TRANSPORTER 5), zaangazowanych w regulacje szlakéw sygnatowych P; u Arabidopsis
iryzu (Hsiehiin., 2009; Liniin., 2010; Lin i in., 2018). Czasteczki bdi-miR 156h-5p oraz
bdi-miR156f-3p (ich poziom jest podwyzszony u roslin pep444c-332.10 odpowiednio
w korzeniach i1 pedach) sa z kolei homologami bardzo dobrze scharakteryzowanego
mikroRNA156 u Arabidopsis. Dane literaturowe wskazuja, ze mikroRNA156 reguluje
poziom ekspresji gendw z rodziny SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-
LIKFE), bioracych udzial we wzro$cie i rozwoju roslin (Yamasaki i in., 2004; Xing i in.,
2010). Ponadto, mikroRNA156 oraz SPL3 pelnig istotng rol¢ w odpowiedzi na stres
niedoboru P; u Arabidopsis (Lei 1 in., 2016). Zahamowanie ekspresji mikroRNA156
u Arabidopsis prowadzi do oslabienia odpowiedzi na niedobdr P; (Lei i in., 2016).
Interesujaca obserwacja jest rowniez to, ze poziom mikroRNA444c spada w roslinach
pep444c-332.10 w przeciwienstwie do osa-miR827, bdi-miR156h-5p oraz bdi-miR156f-
3p, zaangazowanych w regulacj¢ szlakow sygnatowych Pi. Doniesienia literaturowe
wskazuja natomiast na istotng rol¢ mikroRNA444¢ w odpowiedzi na P;oraz NO3™ u ryzu
(Yan i in., 2014). Uzyskane przez nas wyniki moga $wiadczy¢ o powigzaniu procesoOw
regulacji szlakow sygnatowych NO;-, P;, co pozostaje w zgodzie z innymi danymi
literaturowymi (Wang i in., 2021).

Wyniki niniejszej pracy wskazuja na zupelnie nowa role pri-miRNA444
w jeczmieniu zwyczajnym. Zidentyfikowany przez nas PEP444c kodowany przez gen
MIR444c w istotny sposob wpltywa na akumulacje mikroRNA444c w korzeniach
jeczmienia. Nieznany jest jednak mechanizm kierowania pri-miRNA na drogg translacji
oraz w jaki sposob PEP444¢ wptywa na biogenez¢ mikroRNA444c. Ze wzgledu na role
mikroRNA444c we wzroscie i rozwoju roslin jak i na udzial w §ciezkach sygnatowych
NOs", P, kluczowe jest przeprowadzenie dalszych eksperymentéw w celu poglebienia
wiedzy w tej dziedzinie. Na podstawie wynikow niniejszej rozprawy doktorskiej oraz
dostepnych danych literaturowych mozna wigc zaproponowa¢ model przedstawiajacy
mozliwy udzial PEP444c¢ kodowanego przez gen MIR444c w biogenezie mikroRNA
(Ryec. 43).
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Ryc. 43. Model przedstawiajacy udziat peptydu kodowanego przez gen MIR444c
w biogenezie mikroRNA444c. Pri-miRNA zawiera otwarta ramke odczytu (OREF,
PEP444c), ktora ulega translacji w cytoplazmie. Powstaty w ten sposéb peptyd kodowany
przez gen MIR444c stymuluje biogenez¢ mikroRNA444c. Szczegdty tego mechanizmu
nie sg znane: by¢ moze PEP444c jest transportowany do jadra komérkowego, gdzie moze

stymulowac¢ transkrypcje a tym samym biogenez¢ mikroRNA444c.
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7. Wnioski

1. Geny MIR444 w jeczmieniu charakteryzuja si¢ zlozong strukturg egzonowo-
intronow3.

2. Promotory genow MIR444 zawieraja liczne elementy regulatorowe zwigzane
z odpowiedzig na azot, $wiatlo, stres wysokiej temperatury i na miedz.

3. Pierwotne transkrypty genéw MIR444 zawieraja otwarte ramki odczytu (ORFs)
1 wigzg si¢ z rybosomami.

4. Gen MIR444a koduje PEP444a, zlokalizowany w pedach jeczmienia
w warunkach stresu nadmiaru azotu.

5. Gen MIR444c koduje PEP444c, zidentyfikowany gtéwnie w pedach i korzeniach
jeczmienia zar6wno w warunkach kontrolnych, jak i pod wplywem stresu
nadmiaru azotu, ale gtéwnie w pedach w warunkach kontrolnych.

6. Mutacje wprowadzone w rejonie sekwencji kodujacej PEP444a maja efekt
letalny.

7. Mutacje wprowadzone w obrebie sekwencji kodujacej PEP444c wprowadzaja
przedwczesny kodon stop.

8. Linie transgeniczne pep444c-332.10 ze zmieniong sekwencja aminokwasowg

PEP444c¢ wykazuja obnizony poziom mikroRNA444c w korzeniach.
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Aneks sekwencji nukleotydowych pri-miRNA444

Ponizej przedstawiono sekwencje nukleotydowe zidentyfikowanych pri-miRNA444.
Sekwencje egzonow, w przeciwienstwie do introndw, zaznaczono kolorami. Pogrubiong
czcionkg zaznaczono sekwencje mikroRNA* i mikroRNA.

Pri-miRNA444a

(A)

ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACTCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGAATATCTGATGCTTATGGTCTG
TCGCTTGGCCAGATACGCATGTGGCGGCACCAAGCATGAGGCAACAACTGCAGTACTTG
TGGGGAAGGCACAAGTAGGACACCAACATTACCTGCAAGCAAGACGCAAAATTAATAGA
ACATCACCATACTTGTGGCTTTCTTGCAAGTCGTGCAGTTGCTGCCTCAAGCTTGCTGC
CTCCCTTTGCCAAAGCTATCAGAAAAAAACATAAAGTTGTGTTGTGTTAGTTTCCCTAA
ACTGTAACACATGTTTTACAAATTGATCTAGAAATGATTGGCTCACTGTTAATTTAAAC
CAATAATTACTCGATAACTGCATATGCACATGTTATGGAAGTAAGGCGGTAGAATACTT
ATGTTTTCATCTACTGGCAGGTAGCAACACGTATAGGTATATCACTCTGATTTGAATTA
AGGTCCAAACATTCAGAACTGCTTACTTTGCTGGCACATCCCATCGGTGAAATTACATA
TAGGTTTATGTACAGAGTACTCTCAGGGTTTGGATTCAAATATTTTGGTGAAAACAGAA
TTACTGCTGTAATAATTTTAGAAATATTATGCATACAGGATTTTTGGCAATCACGAGAC
AGGACATCATGTGATGTGATGTGATGGTGCGGCTGCACACCTATAAGCCTTCACCTTGC
CCTTACCCTCTATTCTAACCATTTAAGTAATCCGAACTAGTTCAAGCCTTACTGTACAT
CAACATGGCCTCATCAAGTATTTGCATGATTCCTTTGGAAGAAAGACAACATAACTTTC
ATTTTAAGTCACTTCCCCTCAGTCTTAGGCAGCTACTCCCTCCGATCCATATTACTTGT
CGCAGTTTAGTACAACTTCTTGGAAGCTGGCGCAGCAGGTATACAGTCACCTTGCCTCG
CTGGGAAAAATAGGGAGGTAAGATACTTCAACAGAATCTGAGGTTCAGTATGTGTTGTG
CGCTAATTTTGGTTGTCCTTGTGCTACAGTATCTTCAGAGTAGCAGGGTGTAGCAGAAC
AGTGGAGCTCTTAAACAGGAGCTGCTGCGTCAAATGCTATGTATGTCCCAGGCTTGCAG
ATCTGCTTAAAAGTCAAAATATCTCATGTTTGGGCTCTGCTTCAGTCCTCACATTTTGC
AGTTCTACTCTTTGACTCGTCTAAATCAGCTATTGTGTCGTGATATCACTTCACAGGGT
CCCAACTTTGACTTTATTTTCGAACAAGAGGTGGGGTGGTGGCTGTTCGTTGATGCCGA
GCCGCTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAGGGTGCAACGGAGTGTTCTTCTGGTTATTCCA
GTTACATGTACATGCCCAAGTACCAGCTACCAAGGGGCATGTCTTCAGTCTTGAGTAAC
AAGCATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCACTTTTGTACTAATAGAAATTCATTTATTTTT
GTGTCCACTACACCAGCATGGTGCAATTTAGAAGGAAAATATTGAGAAGCTGCCTAACT
TAGGGTATGTCCAATAGTCTTATCTCAACCGTATGTAAGGATTGTTAGTTAGGAAAGAA
CAAGAAAGGAGAGCTATAGTTGTATGGAGCTGATGGTATTTTTGCTCTCGTCTCGTGTT
GTCTGTAACTTGTACTCCCTTTGTAAAGAAATACAAAAGCGTTTGGATCAGTAATTTAG
ATCATGATCTAAATGCTCTTATATTTCTTCACGGAAGGAATATCT

(B)

ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACTCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGATACGCATGTGGCGGCACCAAG
CATGAGGCAACAACTGCAGTACTTGTGGGGAAGGCACAAGTAGGACACCAACATTACCT
GCGAGCAAGACGCAAAATTAATAGAACATCACCATACTTGTGGCTTTCTTGCAAGTCGT
GCAGTTGCTGCCTCAAGCTTGCTGCCTCCCTTTGCCAAAGCTATCAGAAAAAAACATAA
AGTTGTGTTGTGTTAGTTTCCCTAAACTGTAACACATGTTTTACAAATTGATCTAGAAA
TGATTGGCTCACTGTTAATTTAAACCAATAATTACTCGATAACTGCATATGCACATGTT
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ATGGAAGTAAGGCGGTAGAATACTTATGTTTTCATCTACTGGCAGGTAGCAACACGTAT
AGGTATATCACTCTGATTTGAATTAAGGTCCAAACATTCAGAACTGCTTACTTTGCTGG
CACATCCCATCGGTGAAATTACATATAGGTTTATGTACAGAGTACTCTCAGGGTTTGGA
TTCAAATATTTTGGTGAAAACAGAATTACTGCTGTAATAATTTTAGAAATATTATGCAT
ACAGGATTTTTGGCAATCACGAGACAGGACATCATGTGATGTGATGTGATGGTGCGGCT
GCACACCTATAAGCCTTCACCTTGCCCTTACCCTCTATTCTAACCATTTAAGTAATCCG
AACTAGTTCAAGCCTTACTGTACATCAACATGGCCTCATCAAGTATTTGCATGATTCCT
TTGGAAGAAAGACAACATAACTTTCATTTTAAGTCACTTCCCCTCAGTCTTAGGCAGCT
ACTCCCTCCGATCCATATTACTTGTCGCAGTTTAGTACAACTTCTTGGAAGCTGGCGCA
GCAGGTATACAGTCACCTTGCCTCGCTGGGAAAAATAGGGAGGTAAGATACTTCAACAG
AATCTGAGGTTCAGTATGTGTTGTGCGCTAATTTTGGTTGTCCTTGTGCTACAGTATCT
TCAGAGTAGCAGGGTGTAGCAGAACAGTGGAGCTCTTAAACAGGAGCTGCTGCGTCAAA
TGCTATGGTCCCAACTTTGACTTTATTTTCGAACAAGAGGTGGGGTGGTGGCTGTTCGT
TGATGCCGAGCCGCTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAGGGTGCAACGGAGTGTTCTTCTG
GTTATTCCAGTTACATGTACATGCCCAAGTACCAGCTACCAAGGGGCATGTCTTCAGTC
TTGAGTAACAAGCATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCACTTTTGTACTAATAGAAATTCA
TTTATTTTTGTGTCCACTACACCAGCATGGTGCAATTTAGAAGGAAAATATTGAGAAGC
TGCCTAACTTAGGGTATGTCCAATAGTCTTATCTCAACCGTATGTAAGGATTGTTAGTT
AGGAAAGAACAAGAAAGGAGAGCTATAGTTGTATGGAGCTGATGGTATTTTTGCTCTCG
TCTCGTGTTGTCTGTAACTTGTACTCCCTTTGTAAAGAAATACAAAAGCGTTTGGATCA
GTAATTTAGATCATGATCTAAATGCTCTTATATTTCTTCACGGAAGGAATATCT

©)

ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACTCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGATACGCATGTGGCGGCACCAAG
CATGAGGCAACAACTGCAGTACTTGTGGGGAAGGCACAAGTAGGACACCAACATTACCT
GCAAGCAAGACGCAAAATTAATAGAACATCACCATACTTGTGGCTTTCTTGCAAGTCGT
GCAGTTGCTGCCTCAAGCTTGCTGCCTCCCTTTGCCAAAGCTATCAGAAAAAAACATAA
AGTTGTGTTGTGTTAGTTTCCCTAAACTGTAACACATGTTTTACAAATTGATCTAGAAA
TGATTGGCTCACTGTTAATTTAAACCAATAATTACTCGATAACTGCATATGCACATGTT
ATGGAAGTAAGGCGGTAGAATACTTATGTTTTCATCTACTGGCAGGTAGCAACACGTAT
AGGTATATCACTCTGATTTGAATTAAGGTCCAAACATTCAGAACTGCTTACTTTGCTGG
CACATCCCATCGGTGAAATTACATATAGGTTTATGTACAGAGTACTCTCAGGGTTTGGA
TTCAAATATTTTGGTGAAAACAGAATTACTGCTGTAATAATTTTAGAAATATTATGCAT
ACAGGATTTTTGGCAATCACGAGACAGGACATCATGTGATGTGATGTGATGGTGCGGCT
GCACACCTATAAGCCTTCACCTTGCCCTTACCCTCTATTCTAACCATTTAAGTAATCCG
AACTAGTTCAAGCCTTACTGTACATCAACATGGCCTCATCAAGTATTTGCATGATTCCT
TTGGAAGAAAGACAACATAACTTTCATTTTAAGTCACTTCCCCTCAGTCTTAGGCAGCT
ACTCCCTCCGATCCATATTACTTGTCGCAGTTTAGTACAACTTCTTGGAAGCTGGCGCA
GCAGGTATACAGTCACCTTGCCTCGCTGGGAAAAATAGGGAGTATCTTCAGAGTAGCAG
GGTGTAGCAGAACAGTGGAGCTCTTAAACAGGAGCTGCTGCGTCAAATGCTATGGTCCC
AACTTTGACTTTATTTTCGAACAAGAGGTGGGGTGGTGGCTGTTCGTTGATGCCGAGCC
GCTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAGGGTGCAACGGAGTGTTCTTCTGGTTATTCCAGTT
ACATGTACATGCCCAAGTACCAGCTACCAAGGGGCATGTCTTCAGTCTTGAGTAACAAG
CATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCACTTTTGTACTAATAGAAATTCATTTATTTTTGTG
TCCACTACACCAGCATGGTGCAATTTAGAAGGAAAATATTGAGAAGCTGCCTAACTTAG
GGTATGTCCAATAGTCTTATCTCAACCGTATGTAAGGATTGTTAGTTAGGAAAGAACAA
GAAAGGAGAGCTATAGTTGTATGGAGCTGATGGTATTTTTGCTCTCGTCTCGTGTTGTC
TGTAACTTGTACTCCCTTTGTAAAGAAATACAAAAGCGTTTGGATCAGTAATTTAGATC
ATGATCTAAATGCTCTTATATTTCTTCACGGAAGGAATATCT
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(D)
ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACTCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGAATATCTGATGCTTATGGTCTG
TCGCTTGGCCAGATACACATGTGGCGGCACCAAGCATGAGGCAACAACTGCAGTACTTG
TGGGGAAGGCACAAGTAGGACACCAACATTACCTGCAAGCAAGACGCAAAATTAATAGA
ACATCACCATACTTGTGGCTTTCTTGCAAGTCGTGCAGTTGCTGCCTCAAGCTTGCTGC
CTCCCTTTGCCAAAGCTATCAGAAAAAAACATAAAGTTGTGTTGTGTTAGTTTCCCTAA
ACTGTAACACATGTTTTACAAATTGATCTAGAAATGATTGGCTCACTGTTAATTTAAAC
CAATAATTACTCGATAACTGCATATGCACATGTTATGGAAGTAAGGCGGTAGAATACTT
ATGTTTTCATCTACTGGCAGGTAGCAACACGTATAGGTATATCACTCTGATTTGAATTA
AGGTCCAAACATTCAGAACTGCTTACTTTGCTGGCACATCCCATCGGTGAAATTACATA
TAGGTTTATGTACAGAGTACTCTCAGGGTTTGGATTCAAATATTTTGGTGAAAACAGAA
TTACTGCTGTAATAATTTTAGAAATATTATGCATACAGGATTTTTGGCAATCACGAGAC
AGGACATCATGTGATGTGATGTGATGGTGCGGCTGCACACCTATAAGCCTTCACCTTGC
CCTTACCCTCTATTCTAACCATTTAAGTAATCCGAACTAGTTCAAGCCTTACTGTACAT
CAACATGGCCTCATCAAGTATTTGCATGATTCCTTTGGAAGAAAGACAACATAACTTTC
ATTTTAAGTCACTTCCCCTCAGTCTTAGGCAGCTACTCCCTCCGATCCATATTACTTGT
CGCAGTTTAGTACAACTTCTTGGAAGCTGGCGCAGCAGGTATACAGTCACCTTGCCTCG
CTGGGAAAAATAGGGAGTATCTTCAGAGTAGCAGGGTGTAGCAGAACAGTGGAGCTCTT
AAACAGGAGCTGCTGCGTCAAATGCTATGGTCCCAACTTTGACTTTATTTTCGAACAAG
AGGTGGGGTGGTGGCTGTTCGTTGATGCCGAGCCGCTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAG
GGTGCAACGGAGTGTTCTTCTGGTTATTCCAGTTACATGTACATGCCCAAGTACCAGCT
ACCAAGGGGCATGTCTTCAGTCTTGAGTAACAAGCATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCA
CTTTTGTACTAATAGAAATTCATTTATTTTTGTGTCCACTACACCAGCATGGTGCAATT
TAGAAGGAAAATATTGAGAAGCTGCCTAACTTAGGGTATGTCCAATAGTCTTATCTCAA
CCGTATGTAAGGATTGTTAGTTAGGAAAGAACAAGAAAGGAGAGCTATAGTTGTATGGA
GCTGATGGTATT

(E)
ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACTCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGATACGCATGTGGCGGCACCAAG
CATGAGGCAACAACTGCAGTACTTGTGGGGAAGGCACAAGTAGGACACCAACATTACCT
GCGAGCAAGACGCAAAATTAATAGAACATCACCATACTTGTGGCTTTCTTGCAAGTCGT
GCAGTTGCTGCCTCAAGCTTGCTGCCTCCCTTTGCCAAAGCTATCAGAAAAAAACATAA
ATCTTAGGCAGCTACTCCCTCCGATCCATATTACTTGTCGCAGTTTAGTACAACTTCTT
GGAAGCTGGCGCAGCAGGTATACAGTCACCTTGCCTCGCTGGGAAAAATAGGGAGTATC
TTCAGAGTAGCAGGGTGTAGCAGAACAGTGGAGCTCTTAAACAGGAGCTGCTGCGTCAA
ATGCTATGGTCCCAACTTTGACTTTATTTTCGAACAAGAGGTGGGGTGGTGGCTGTTCG
TTGATGCCGAGCCGCTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAGGGTGCAACGGAGTGTTCTTCT
GGTTATTCCAGTTACATGTACATGCCCAAGTACCAGCTACCAAGGGGCATGTCTTCAGT
CTTGAGTAACAAGCATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCACTTTTGTACTAATAGAAATTC
ATTTATTTTTGTGTCCACTACACCAGCATGGTGCAATTTAGAAGGAAAATATTGAGAAG
CTGCCTAACTTAGGGTATGTCCAATAGTCTTATCTCAACCGTATGTAAGGATTGTTAGT
TAGGAAAGAACAAGAAAGGAGAGCTATAGTTGTATGGAGCTGATGGTATTTTTGCTCTC
GTCTCGTGTTGTCTGTAACTTGTACTCCCTTTGTAAAGAAATACAAAAGCGTTTGGATC
AGTAATTTAGATCATGATCTAAATGCTCTTATATTTCTTCACGGAAGGAATATCT
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(F)
ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACTCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGGATTTTTGGCAATCACGAGACA
GGACATCATGTGATGTGATGTGATGGTGCGGCTGCACACCTATAAGCCTTCACCTTGCC
CTTACCCTCTATTCTAACCATTTAAGTAATCCGAACTAGTTCAAGCCTTACTGTACATC
AACATGGCCTCATCAAGTATTTGCATGATTCCTTTGGAAGAAAGACAACATAACTTTCA
TTTTAAGTCACTTCCCCTCAGTCTTAGGCAGCTACTCCCTCCGATCCATATTACTTGTC
GCAGTTTAGTACAACTTCTTGGAAGCTGGCGCAGCAGGTATACAGTCACCTTGCCTCGC
TGGGAAAAATAGGGAGTATCTTCAGAGTAGCAGGGTGTAGCAGAACAGTGGAGCTCTTA
AACAGGAGCTGCTGCGTCAAATGCTATGGTCCCAACTTTGACTTTATTTTCGAACAAGA
GGTGGGGTGGTGGCTGTTCGTTGATGCCGAGCCGCTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAGG
GTGCAACGGAGTGTTCTTCTGGTTATTCCAGTTACATGTACATGCCCAAGTACCAGCTA
CCAAGGGGCATGTCTTCAGTCTTGAGTAACAAGCATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCAC
TTTTGTACTAATAGAAATTCATTTATTTTTGTGTCCACTACACCAGCATGGTGCAATTT
AGAAGGAAAATATTGAGAAGCTGCCTAACTTAGGGTATGTCCAATAGTCTTATCTCAAC
CGTATGTAAGGATTGTTAGTTAGGAAAGAACAAGAAAGGAGAGCTATAGTTGTATGGAG
CTGATGGTATTTTTGCTCTCGTCTCGTGTTGTCTGTAACTTGTACTCCCTTTGTAAAGA
AATACAAAAGCGTTTGGATCAGTAATTTAGATCATGATCTAAATGCTCTTATATTTCTT
CACGGAAGGAATATCT

(G)

ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACCCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGTTTAGTACAACTTCTTGGAAGC
TGGCGCAGCAGGTATACAGTCACCTTGCCTCGCTGGGAAAAATAGGGAGTATCTTCAGA
GTAGCAGGGTGTAGCAGAACAGTGGAGCTCTTAAACAGGAGCTGCTGCGTCAAATGCTA
TGGTCCCAACTTTGACTTTATTTTCGAACAAGAGGTGGGGTGGTGGCTGTTCGTTGATG
CCGAGCCGCTGAAGTTTGGCTTCAGGAGGAAGGGTGCAACGGAGTGTTCTTCTGGTTAT
TCCAGTTACATGTACATGCCCAAGTACCAGCTACCAAGGGGCATGTCTTCAGTCTTGAG
TAACAAGCATGTTATTCCAAAGCTGCCTGGCACTTTTGTACTAATAGAAATTCATTTAT
TTTTGTGTCCACTACACCAGCATGGTGCAATTTAGAAGGAAAATATTGAGAAGCTGCCT
AACTTAGGGTATGTCCAATAGTCTTATCTCAACCGTATGTAAGGATTGTTAGTTAGGAA
AGAACAAGAAAGGAGAGCTATAGTTGTATGGAGCTGATGGTATT

(H)

ATCAGCGCTCGCTCGCACGCACCAACCCAACCCAACCCAACCCTACCCTACTCCGTTCG
CGCCCGGTTGGTGGCTGGAGCCCGCGGAGGACTCGAGGGTCCCAACTTTGACTTTATTT
TCGAACAAGAGGTGGGGTGGTGGCTGTTCGTTGATGCCGAGCCGCTGAAGTTTGGCTTC
AGGAGGAAGGGTGCAACGGAGTGTTCTTCTGGTTATTCCAGTTACATGTACATGCCCAA
GTACCAGCTACCAAGGGGCATGTCTTCAGTCTTGAGTAACAAGCATGTTATTCCAAAGC
TGCCTGGCACTTTTGTACTAATAGAAATTCATTTATTTTTGTGTCCACTACACCAGCAT
GGTGCAATTTAGAAGGAAAATATTGAGAAGCTGCCTAACTTAGGGTATGTCCAATAGTC
TTATCTCAACCGTATGTAAGGATTGTTAGTTAGGAAAGAACAAGAAAGGAGAGCTATAG
TTGTATGGAGCTGATGGTATTTTTGCTCTCGTCTCGTGTTGTCTGTAACTTGTACTCCC
TTTGTAAAGAAATACAAAAGCGTTTGGATCAGTAATTTAGATCATGATCTAAATGCTCT
TATATTTCTTCACGGAAGGAATATCT
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Pri-miRNA444b

(A)

CTCCGACTTTTCTTTCCCTCGCCGAAAAACCAGCTCCAGGCTCCAGCAGTAGCCAGTAG
GCAACTTCCAATTTCATTATACTATTGCTCCCGCTAGGGTTCCAGCCTCCTCCATGGAG
TCCTCGTCCGCTCGTAGATCCTTCACCAGCCGCCTTTTAGTTTTAGGTCCGCCTCTCCT
CCCGCAGCCGGGAGTGCTTGGTCTTGGGCGCGCCTGGCCGCCTGCATGCGCCGAGGGTT
TGAGTTATTGCATGTGGTGGCACCAAGCATGAGGCAACAACTGCATTACTTTCAAGGAA
GTTACAAAATCTATGGGTCTTCATAATCGTGACTTTCTTGCAAGTTGTGCAGTTGCTGT
CTCAAGCTTGCTGACTCCGTCTGCCAGACCGCAATGTGAAATAGGAAATTTAGTCAGTT
TTAGCGAATGAATGATCATACGAATAAGTTTGAGGAGACATTCGACTCTAAACTATTCA
CTCTTGTAAATACTGGAAACATGGACCCATGGAGCATTTCTTCACCGCGTCACCCCTCC
ACACCTTAAAAAGAACTCATTTGAAGGCTAGTCCAGCCTCCCTGAAACTTACATTCACA
GACATTCTCAACTGAGATGAAGCCACAGATCTTTGTATGTTGTATGTGGACGAAGAACA
AACAGATTAACTCTTGTTCACGTCCCTCCTCATGTACACTTGTAGTTCTATTCTAGGAT
TTCAACTCTGCACTCCATCTGCATCCTGAATATTCAGAGTCTCAAATTTGCACAACTCT
CGATTTGATTCAGTGAACAAGTCAATAAGATAGATTTTTGGTCGAGGATAGGTTGAATA
GGTCTGTACTTGCTTAATGATGCTATTCTTTTGACTTTTGAGTATGGATGACACGCTGT
GTCAGTCTTTGATCAAAATGAGAAGATGCGTGATTGA

(B)
CTCCGACTTTTCTTTCCCTCGCCGAAAAACCAGCTCCAGGCTCCAGCAGTAGCCAGTAG
GCAACTTCCAATTTCATTATACTATTGCTCCCGCTAGGGTTCCAGCCTCCTCCATGGAG
TCCTCGTCCGCTCGTAGATCCTTCACCAGCCGCCTTTTAGTTTTAGGTCCGCCTCTCCT
CCCGCAGCCGGGAGTGCTTGGTCTTGGGCGCGCCTGGCCGCCTGCATGCGCCGAGGGTT
TGAGTTATTGCATGTGGTGGCACCAAGCATGAGGCAACAACTGCATTACTTTCAAGGAA
GTTACAAAATCTATGGGTCTTCATAATCGTGACTTTCTTGCAAGTTGTGCAGTTGCTGT
CTCAAGCTTGCTGACTCCGTCTGCCAGACCGCAATGTGAAATAGGAAATTTAGTCAGGA
GATTTTGTAGGATGTTCCTCCAATCGCTGAATCTGGAGCTAATGTGTACCCAGGTAAAT
ACTGGAAACATGGACCCATGGAGCATTTCTTCACCGCGTCACCCCTCCACACCTTAAAA
AGAACTCATTTGAAGGCTAGTCCAGCCTCCCTGAAACTTACATTCACAGACATTCTCAG
CTGAGATGAAGCCACAGATCTTTGTATGTTGTATGTGGACGAAGAACAAACAGATTAAC
TCTTGTTCACGTCCCTCCTCATGTACACTTGTAGTTCTATTCTAGGATTTCAACTCTGC
ACTCCATCTGCATCCTGAATATTCAGGGTCTCAAATTTGCACAACTCTCGATTTGATTC
GGTAAACAAGTCAATAAGATAGATTTTTGGTCGAGGATAGGTTGAATAGGTCTGTACTT
GCTTAATGATGCTATTCTTTTGACTTTTGAGTATGGATGACACGCTGTGTCAGTCTTTG
ATCAAAATGAGAAGATGCGTGATTGA

©)

CTCCGACTTTTCTTTCCCTCGCCGAAAAACCAGCTCCAGGCTCCAGCAGTAGCCAGTAG
GCAACTTCCAATTTCATTATACTATTGCTCCCGCTAGGGTTCCAGCCTCCTTCATGGAG
TCCTCGTCCGCTCGTAGATCCTTCACCAGCCGCCTTTTAGTTTTAGGTCCGCCTCTCCT
CCCGCAGCCGGGAGTGCTTGGTCTTGGGCGCGCCTGGCCGCCTGCATGCGCCGAGGGTT
TGAGTTATTGCATGTGGTGGCACCAAGCATGAGGCAACAACTGCATTACTTTCAAGGAA
GTTACAAAATCTATGGGTCTTCATAATCGTGACTTTCTTGCAAGTTGTGCAGTTGCTGT
CTCAAGCTTGCTGACTCCGTCTGCCAGACCGCAATGTGAAATAGGAAATTTAGTCAGGT
TCTTTCTCTTGACCAGCAAATCGTTTTTCGGATGCATTAAGAACTAGGTAAATACTGGA
AACATGGACCCATGGAGCATTTCTTCACCGCGTCACCCCTCCACACCTTAAAAAGAACT
CATTTGAAGGCTAGTCCAGCCTCCCTGAAACTTACATTCACAGACATTCTCAACTGAGA
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TGAAGCCACAGATCTTTGTATGTTGTATGTGGACGAAGAACAAACAGATTAACTCTTGT
TCACGTCCCTCCTCATGTACACTTGTAGTTCTATTCTAGGATTTCAACTCTGCACTCCA
TCTGCATCCTGAATATTCAGAGTCTCAAATTTGCACAACTCTCGATTTGATTCAGTGAA
CAAGTCAATAAGATAGATTTTTGGTCGAGGATAGGTTGAATAGGTCTGTACTTGCTTAA
TGATGCTATTCTTTTGACTTTTGAGTATGGATGACACGCTGTGTCAGTCTTTGATCAAA
ATGAGAAGATGCGTGATTGA

(D)
CTCCGACTTTTCTTTCCCTCGCCGAAAAACCAGCTCCAGGCTCCAGCAGTAGCCAGTAG
GCAACTTCCAATTTCATTATACTATTGCTCCCGCTAGGGTTCCAGCCTCCTTCATGGAG
TCCTCGTCCGCTCGTAGATCCTTCACCAGCCGCCTTTTAGTTTTAGGTCCGCCTCTCCT
CCCGCAGCCGGGAGTGCTTGGTCTTGGGCGCGCCTGGCCGCCTGCATGCGCCGAGGGTT
TGAGTTATTGCATGTGGTGGCACCAAGCATGAGGCAACAACTGCATTACTTTCAAGGAA
GTTACAAAATCTATGGGTCTTCATAATCGTGACTTTCTTGCAAGTTGTGCAGTTGCTGT
CTCAAGCTTGCTGACTCCGTCTGCCAGACCGCAATGTGAAATAGGAAATTTAGTCAGGT
AAATACTGGAAACATGGACCCATGGAGCATTTCTTCACCGCGTCACCCCTCCACACCTT
AAAAAGAACTCATTTGAAGGCTAGTCCAGCCTCCCTGAAACTTACATTCACAGACATTC
TCAACTGAGATGAAGCCACAGATCTTTGTATGTTGTATGTGGACGAAGAACAAACAGAT
TAACTCTTGTTCACGTCCCTCCTCATGTACACTTGTAGTTCTATTCTAGGATTTCAACT
CTGCACTCCATCTGCATCCTGAATATTCAGAGTCTCAAATTTGCACAACTCTCGATTTG
ATTCAGTGAACAAGTCAATAAGATAGATTTTTGGTCGAGGATAGGTTGAATAGGTCTGT
ACTTGCTTAATGATGCTATTCTTTTGACTTTTGAGTATGGATGACACGCTGTGTCAGTC
TTTGATCAAAATGAGAAGATGCGTGATTGA

(E)
CTCCGACTTTTCTTTCCCTCGCCGAAAAACCAGCTCCAGGCTCCAGCAGTAGCCAGTAG
GCAACTTCCAATTTCATTATACTATTGCTCCCGCTAGGGTTCCAGCCTCCTTCATGGAG
TCCTCGTCCGCTCGTAGATCCTTCACCAGCCGCCTTTTAGTTTTAGGTCCGCCTCTCCT
CCCGCAGCCGGGAGTGCTTGGTCTTGGGCGCGCCTGGCCGCCTGCATGCGCCGAGGGTT
TGAGGTAAATACTGGAAACATGGACCCATGGAGCATTTCTTCACCGCGTCACCCCTCCA
CACCTTAAAAAGAACTCATTTGAAGGCTAGTCCAGCCTCCCTGAAACTTACATTCACAG
ACATTCTCAACTGAGATGAAGCCACAGATCTTTGTATGTTGTATGTGGACGAAGAACAA
ACAGATTAACTCTTGTTCACGTCCCTCCTCATGTACACTTGTAGTTCTATTCTAGGATT
TCAACTCTGCACTCCATCTGCATCCTGAATATTCAGAGTCTCAAATTTGCACAACTCTC
GATTTGATTCAGTGAACAAGTCAATAAGATAGATTTTTGGTCGAGGATAGGTTGAATAG
GTCTGTACTTGCTTAATGATGCTATTCTTTTGACTTTTGAGTATGGATGACACGCTGTG
TCAGTCTTTGATCAAAATGAGAAGATGCGTGATTGA
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Pri-miRNA444c

(A)

TGAGCTCGGGAGCCAAAATGCCTCACTCGATTCACTTTATGGA

GGGAGTAAAACTTTCAGAACATGGGCGCAGGAGGTTAGGATTCTGATAAGAGCTGTACGCACAA
GAGCTCTTTCCAAATGGTTTCCTACAGGAGCATTCCTACCACATTTGTTGTTTCTTCTTGGGCCAACATT
TGCATGGTCTTGCGACCTATAATCATTGAGGTTATTCTGTAACTGCAGAATTTAGCAAAGTATTTGAGCC
TTCTTGTAGAAGGGACGACGACCTATCTTAAGTGGGAAAATACACTTGTGTTGGTTGATACTATTCTAGT
TGAGCTTTGATGTTTAGTTCTGTAGCTGTTCTGATGGGCCATTTGAATGTAAAACAAACGGCGCTGCAGA
CAGCGCAATCTTAGGTTCACCTCAAATAAGCTTCAAGAGTCGAGTAAATTGCAGTTCAGCTTGATGCTCA
CGAACTGTAAGGCCATTTTGGTCAGCTTGGATTCAGTTAGTAGTGTTTATATCTGTCACGAGTTCTAATC

(B)

TGAGCTCGGGAGCCAAAATGCCTCACTCGATTCACT
TTATGGAGGGAGTAAAACTTTCAGAACATGGGCGCAGGTACATGTTTCCTTAGCTCCAT
TATTCCTTCTGAGCTGTCCTGTTGGTCTTACATTTCATTTTTTGTCTGAgGTTCAAAGG
AGGTTAGGATTCTGATAAGAGCTGTACGCACAAGAGCTCTTTCCAAATGGTTTCCTACA
GGAGCATTCCTACCACATTTGTTGTTTCTTCTTGGGCCAACATTTGCATGGTCTTGCGA
CCTATAATCATTGAGGTTATTCTGTAACTGCAGAATTTAGCAAAGTATTTGAGCCTTCT
TGTAGAAGGGACGACGACCTATCTTAAGTGGGAAAATACACTTGTGTTGGTTGATACTA
TTCTAGTTGAGCTTTGATGTTTAGTTCTGTAGCTGTTCTGATGGGCCATTTGAATGTAA
AACAAACGGCGCTGCAGACAGCGCAATCTTAGGTTCACCTCAAATAAGCTTCAAGAGTC
GAGTAAATTGCAGTTCAGCTTGATGCTCACGAACTGTAAGGCCATTTTGGTCAGCTTGG
ATTCAGTTAGTAGTGTTTATATCTGTCACGAGTTCTAATC

(©
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TGAGCTCGGGAGCCAAAATGCCTCACTCGATTCACTTTATG
GAGGGAGTAAAACTTTCAGAACATGGGCGCAGGAGGTTAGGATTCTGATAAGAGCTGTA
CGCACAAGAGCTCTTTCCAAATGGTTTCCTACAGGAGCATTCCTACCACATTTGTTGTT
TCTTCTTGGGCCAACATTTGCATGGTCTTGCGACCTATAATCATTGAGGTTATTCTGTA
ACTGCAGAATTTAGCAAAGTATTTGAGCCTTCTTGTAGAAGGGACGACGACCTATCTTA
AGTGGGAAAATACACTTGTGTTGGTTGATACTATTCTAGTTGAGCTTTGATGTTTAGTT
CTGTAGCTGTTCTGATGGGCCATTTGAATGTAAAACAAACGGCGCTGCAGACAGCGCAA
TCTTAGGTTCACCTCAAATAAGCTTCAAGAGTCGAGTAAATTGCAGTTCAGCTTGATGC
TCACGAACTGTAAGGCCATTTTGGTCAGCTTGGATTCAGTTAGTAGTGTTTATATCTGT
CACGAGTTCTAATC

(D)

TGAGCTCGGGAG
CCAAAATGCCTCACTCGATTCACTTTATGGAGGGAGTAAAACTTTCAGAACATGGGCGC
AGGAGGTTAGGATTCTGATAAGAGCTGTACGCACAAGAGCTCCTTCCAAATGGTTTCCT
ACAGGAGCATTCCTACCACATTTGTTGTTTCTTCTTGGGCCAACATTTGCATGGTCTTG
CGACCTATAATCATTGAGGTTATTCTGTAACTGCAGAATTTAACAAAGTATTTGAGCCT
TCTTGTAGAAGGGACGACGACCTATCTTAAGTGGGAAAATACACTTGTGTTGGTTGATA
CTACTCTAGTTGAGCTTTGATGTTTAGTTCTGTAGCTGTTCTGATGGGCCATTTGAATG
TAAAACAAACGGCGCTGCAGACAGCGCAATCTTAGGTTCACCTCAAATAAGCTTCAAGA
GTCAGAGTAAATTGCAGTTCAGCTTGATGCTCATGAACTGTAAGGCCATTTTGGTCAGC
TTGGATTCAGTTAGTAGTGTTTATATCTGTCACGAGTTCTAATC

(E)

TGAGCTCGGGAG
CCAAAATGCCTCACTCGATTCACTTTATGGAGGGAGTAAAACTTTCAGAACATGGGCGC
AGGTACATGTTTCCTTAGCTCCATTATTCCTTCTGAGCTGTCCTGTTGGTCTTACATTT
CATTTTTTGTCTGAGGTTCAAAGGAGGTTAGGATTCTGATAAGAGCTGTACGCACAAGA
GCTCTTTCCAAATGGTTTCCTACAGGAGCATTCCTACCACATTTGTTGTTTCTTCTTGG
GCCAACATTTGCATGGTCTTGCGACCTATAATCATTGAGGTTATTCTGTAACTGCAGAA
TTTAGCAAAGTATTTGAGCCTTC
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