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WPROWADZENIE

Degradacja srodowiska naturalnego spowodowana dziatalnoscig cztowieka wymaga intensywnej
ochrony gatunkowe;j roslin. Zmiany molekularne zwigzane z naturalnym procesem starzenia, obnizajace
zywotno$¢ i wigor nasion sg gldownym problemem w bankach gendow. Proces starzenia zachodzi we
wszystkich zywych organizmach, a jego przyczyna sa wsteczne zmiany komorkowe zachodzace w
trakcie zycia.

Nasiona, jako organy przetrwalnikowe, stanowia zdecydowang wigkszo$¢ plazmy zarodkowe;j
przechowywanej w bankach genéw. Sa one przechowywane na wypadek wyginiecia gatunkow lub ich
cennych odmian w zmieniajacym si¢ Srodowisku naturalnym. Podstawowym problemem w bankach
gendw sg jednak zmiany molekularne zwigzane z naturalnym procesem starzenia, obnizajacym
zywotno$¢ 1 wigor nasion. W ostatniej dekadzie na $wiecie przeprowadzono intensywne badania
naukowe majace na celu identyfikacje zmian w kwasach nukleinowych, biatkach i metabolitach,
zachodzacych podczas spoczynku nasion. Pomimo postgpu jaki dokonat si¢ w ostatnich latach, niektore
wazne pytania w dalszym ciagu pozostaja bez odpowiedzi. Molekularna charakterystyka starzenia si¢
nasion, spoczynku i kietkowania wymaga kontynuacji badan w celu zrozumienia tych proceséw. Wsrod
czynnikow, ktore mogg odgrywac kluczowa role sa mate nickodujagce RNA (sRNA).

Mate RNA (sRNA) obejmuja kilka grup krétkich niekodujacych RNA: mikroRNA (miRNA)
i mate interferujgce RNA (siRNA), ktére regulujg ekspresje gendw na poziomie posttranskrypcyjnym.
Zmienny poziom sRNA w komorkach roé$linnych sugeruje ich regulacyjna role. Najlepiej
scharakteryzowana klasg roslinnych sRNA sa miRNA. Sa to 19-24 nukleotydowe niekodujace
endogenne RNA, ktore odgrywaja wazna role w regulacji ekspresji gendéw na poziomie
potranskrypcyjnym, powodujac rozszczepienie mRNA lub zahamowanie translacji docelowych
transkryptow. Chociaz mate RNA sg zaangazowane w wiele procesow rozwojowych, ich rola w fazach
kietkowania nasion jest stabo poznana. Das i wsp. (2018) zasugerowali, ze dynamiczne zmiany
w ekspresji kilku miRNA, ich genow docelowych oraz interferencja podczas przekazywania sygnatu
pomigdzy miRNA a ta-siRNA przyczyniaja si¢ do regulacji kietkowania nasion u A. thaliana. Badania
wskazuja na liczne miRNA zaangazowane w dynamiczny proces kietkowania nasion. Jednakze niewiele
wiadomo na temat specyficznych regulacji miRNA i ich genéw docelowych, ktore sa potencjalnie
waznymi czynnikami przyczyniajagcymi si¢ do wczesnych etapow kietkowania nasion. Badania nad
matymi RNA i ich genami docelowymi maja na celu dostarczenie informacji pozwalajacych na dalsze

zrozumienie sieci regulacyjnej zarzadzanej przez miRNA w procesie kietkowania nasion.

CEL I HIPOTEZY BADAWCZE

Starzenie si¢ nasion jest powszechnie opisywane jako utrata zywotnosci i jakoSci w czasie.
Dhlugowiecznos$¢ nasion jest okreslana jako szybkos$¢, z jakg pogarsza si¢ ich potencjat kietkowania
W czasie. Obnizenie jakoSci nasion objawia si¢ spadkiem szybko$ci i rownomiernosci kietkowania,
w ktorym nastgpuje opoznienie w pojawieniu si¢ korzonka, co prowadzi ostatecznie do utraty

zywotnosci.
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Celem badan jest:

Ocena wplywu dlugoterminowego przechowywania i zmian zachodzacych w starzejacych sie

nasionach jeczmienia w obrgbie mikrotranskryptomu i transkryptomu

Ocena integralnosci frakcji RNA w nasionach jgczmienia o r6znym stopniu zywotnos$ci poddanych
dhugotrwatemu przechowywaniu

Identyfikacja réznic w transkryptomie i mikrotranskryptomie nasion jeczmienia w réznym wieku

oraz o réznym poziomie Zywotnosci

Identyfikacja gendéw docelowych powiagzanych z miRNA i ich funkcji, metodami in silico

i eksperymentalnymi

Identyfikacja tkankowo - specyficznych miRNA

Identyfikacja funkcji transkryptow roznicujacych proby nasion o réznym poziomie Zywotnosci

Hipotezy badawcze:

1.

Utrata zywotno$ci do ktorej dochodzi w czasie dhugotrwatego przechowywania nasion jgczmienia
zwigzana jest ze zmianami w miRNomie

Analiza degradome-Seq stanowi bardziej precyzyjne narzedzie przy identyfikacji gendéw
docelowych dla miRNA niz analiza in silico

W nasionach jeczmienia dochodzi do rownomiernej degradacji wszystkich frakcji RNA w czasie
dhugotrwatego przechowywania i starzenia si¢ nasion w stanie suchym

miRNA pehi istotng funkcj¢ podczas zachowania zywotnosci nasion jeczmienia

W transkryptomie nasion jeczmienia o réznym poziomie zywotnosci wystepuja roéznice majace

wptyw na zachowanie zdolnosci kietkowania podczas dhugotrwatego przechowywani

MATERIALY I METODY

Materiat badawczy wykorzystany w pracy doktorskiej stanowit jeczmien zwyczajny (Hordeum

vulgare L.) odmiany Damazy. Ziarniaki przechowywano 42 lata w temperaturze otoczenia. W 2015 r.

zostaty przeprowadzone ponowne testy zdolnosci do kietkowania. Do badan wytypowano proby

ziarniakéw o wysokiej zywotno$ci na poziomie 83,3% 1 wilgotnosci 3,58% oraz niskiej zywotnosci 2%

i wilgotnoséci 12,5%. Nasiona o wysokiej zywotnoséci zostalty poddane rozmnozeniu w warunkach

polowych w 2017/2018 r. i wysuszone do 8%. Material reprodukowany zostal uzyty jako proba

kontrolna we wszystkich opisanych do$wiadczeniach.

Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej obejmowaty:

Izolacje SRNA oraz RNA catkowitego w trzech powtdrzeniach biologicznych

Oceng jakosciows i ilo$ciowg wyizolowanego sRNA i RNA catkowitego

Konstrukcje bibliotek sSRNA zgodnie z protokotem producenta zestawu NebNext Multiplex Small
RNA Library Prep Set for Illumina. Ocen¢ jakosciowa i iloSciowa przygotowanych bibliotek oraz
selekcje fragmentéw. Whasciwe sekwencjonowanie bibliotek na platformie I1lumina MiSeq stosujac

zestaw Reagent Kit v3



4. Optymalizacj¢ i przygotowanie bibliotek degradome-Seq. Opracowanie autorskiego protokotu
bazujgcego na odczynnikach NebNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina oraz
wlasnych sekwencjach indekséw. W celu sprawdzenia poprawnosci konstrukeji bibliotek wykonano
klonowanie i sekwencjonowanie metodg Sangera. Przygotowane biblioteki sekwencjonowano na
platformie lllumina MiSeq z wykorzystaniem kaset Reagent Kit v3

5. Konstrukcje bibliotek RNA-Seq z frakcji mRNA. W celu efektywnej konstrukcji bibliotek
z wykorzystaniem zestawu Takara SMARTer Stranded RNA-Seq wykonano optymalizacje
metodyki. Doktadny przebieg optymalizacji opisano w publikacji: Puchta, M.; Boczkowska, M.;
Groszyk, J. Low RIN Value for RNA-Seq Library Construction from Long-Term Stored Seeds: A
Case Study of Barley Seeds. Genes 2020, 11, 1190. https://doi.org/10.3390/genes11101190.
Biblioteki sekwencjonowano na platformie Illumina HiSeq 4000 z opcja sparowanych odczytow 2%
150 pz

6. W celu potwierdzenia wynikow otrzymanych podczas sekwencjonowania, dla wytypowanych
miRNA oraz transkryptow przeprowadzono pomiar ilosci amplikonu w czasie rzeczywistym.
Analize przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera Rotor-Gene 6000qg series. Odczyty
przyrostu fluorescencji wykonano na kanale SYBR Green po kazdym cyklu. Wzgledna ekspresje
badanych genéw wyliczono na podstawie analizy 244¢T

7. Analizg bioinformatyczna i statystyczng. Jako$¢ odczytow oceniono uzywajac programu FastQC. W
celu filtrowania oraz identyfikacji nowych i znanych miRNA uzyto pakietu oprogramowania UEA
Small RNA Workbench. Surowe odczyty uzyskane podczas analiz RNA-Seq poddano filtrowaniu,
a nastepnie mapowaniu do genomu referencyjnego jeczmienia oraz analizie de novo. Do sekwencji
miRNA oraz transkryptéw dopasowano wyniki uzyskane podczas analizy degradome-Seq. W tym
celu wykorzystano oprogramowanie PAREspin. R6znicowe analizy ekspresji miRNA i transkryptow
wykonano uzywajac programu DeSeq2 z pakietu SARTools dla srodowiska R. Wyniki zostaty
przedstawione w formie graficznej wykorzystujac pakiet ggplot2. Analizy statystyczne
przeprowadzono w programie XLSTAT ECOLOGY 2017.1.1. Aby zdefiniowa¢ potencjalne funkcje
MiRNA oraz trnskryptéw okreslono biologiczne i molekularne procesy, W ktérych biora udzial,
wykorzystujac w tym celu adnotacje Gene Ontology (GO). Adnotacje GO zidentyfikowano na
podstawie akcesji z bazy Uniprot, a nastgpnie przedstawiono je graficznie wykorzystujac g:Profiler
toolset.

WYNIKI | DYSKUSJA

Klasa sRNA, do ktérych zalicza si¢ miRNA odgrywa kluczowa role¢ w ontogenezie roslin.
Obecnie prowadzonych jest coraz wigcej badan majacych na celu wyjasnienie roli miRNA w rozwoju
i kietkowaniu nasion. miRNom suchych nasion o wyciszonym metabolizmie poddanych starzeniu jest
analizowany bardzo rzadko, bardziej powszechne sg badania, gdzie starzenie nasion prowadzone jest
W sposob sztuczny [1,3,4]. W literaturze brak jest badan dotyczacych wptywu miRNA na dlugotrwate

przechowywanie nasion i zwigzane z tym procesy starzenia nasion. Przeprowadzone badania pozwolity
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na ocen¢ wptywu dtugotrwatego przechowywania na zmiany w obrgbie miRNA oraz oceng ich wptywu
na procesy starzenia nasion.
Analiza miRNomu

Zidentyfikowano 61 znanych miRNA, ktore dopasowano do 13 rodzin zdeponowanych w bazie
miRBase ver.22 oraz 81 nowych miRNA, z czego 13 z nich dopasowano jako izomiry do znanych dla
jeczmienia rodzin miRNA.

Analiza zarodkéw pochodzacych z suchych nasion o wyciszonej aktywno$ci metabolicznej
wykazata obecno$¢ licznych izomirow. Uzyskane wyniki badan wskazuja na obecno$¢ izomirow
roznigcych si¢ od formy kanonicznej zdeponowanej w bazie miRBase dlugos$cia lub wykazujacych
polimorfizm pojedynczych nukleotydow. Wszystkie zidentyfikowane w tych badaniach izomiry byly
krétsze od formy kanonicznej, co moze $wiadczyC, ze ich powstawanie jest zwigzane z czgsciowa
degradacja czasteczek miRNA w wyniku dziatania egzonukleazy lub zréznicowanym przetwarzaniu
przez Dicer [2, 3, 7, 13]. Brak 24-nt miRNA moze wskazywac¢ na brak aktywnos$ci biatek z rodziny
Dicer: DCL3 i DCL5. Biatko DCL3 jest zaangazowane w biosynteze 24 nt siRNA pochodzacych
glownie z transpozondéw i powtarzalnych fragmentéw DNA zaangazowanych w TGS [9, 5]. Dlugos¢
sekwencji miRNA jest istotnym czynnikiem decydujacym o ich przydzieleniu do poszczegdlnych
kompleksow AGO. Wigkszos¢ miRNA o dlugosci 21 nt wigze si¢ z AGO1 i AGO2, podczas gdy
miRNA o dlugosci 24 nt wigza si¢ z AGO4 [6]. Zroéznicowanie dlugo$ci izomirow moze mie¢ zwigzek
ze strategia roznicowania genow docelowych poprzez przypisywanie izomirow do réznych kompleksow
AGO [7].

Wisréd zidentyfikowanych podczas badan rodzin miRNA, 13 wykazywato znaczne réznice
W poziomie ekspresji. Sze$¢ sposrod zidentyfikowanych rodzin miRNA, tj. miR156, miR159, miR166,
miR168, miR171 i miR397 wystepuje zaréwno u roslin jedno-, jak i dwulisciennych, co moze
wskazywaé, ze miRNA sg zaangazowane w regulacj¢ genow kluczowych dla rozwoju i funkcjonowania
roslin [5]. Ponadto, zaobserwowano, ze rodziny miR156, miR159 i miR166 biora udziat w regulacji
transkrypcji genow kodujacych aktywatory i inhibitory kietkowania i spoczynku [5,10]. Wsrod
konserwowanych rodzin miRNA: miR159, miR156, miR166 i miR168 wykazywaly najwyzsza
ekspresje we wszystkich badanych grupach. Deng i wsp. (2016) wyjasniali wysoka ekspresje miRNA
ich krytyczna rolg we wzroscie i rozwoju dzikiego jeczmienia.

Rodzina miR159, ktéra wykazywata najwyzsza ekspresje w przeprowadzonych badaniach
niezaleznie od proby, reguluje czynnik transkrypcyjny GAMYB, ktory wchodzi w interakcje podczas
odpowiedzi na kwas giberelinowy (GA) [12]. Rodzina miR156 zostata zidentyfikowana jako jedna
Z rodzin ulegajacych najwiekszej ekspresji w H. vulgare subsp. spontaneum [8]. Reguluje ona ekspresje
genow z rodziny czynnikow transkrypcyjnych SPL [8, 11]. Rodzina miR166, ktora charakteryzowata
si¢ najwicksza liczebno$cig we wezesnej fazie kietkowania nasion kukurydzy, ukierunkowana byta na
wigzgcy DNA czynnik transkrypcyjny homeobox-leucine zipper w dzikim jeczmieniu [8, 9]. Rodzina
miR 168, ktora jest ukierunkowana u rzodkiewnika na regulujacy kompleks RISC AGO1, byla rowniez

jedna z rodzin o najwyzszej ekspresji w dzikim jgczmieniu [8, 13].



Zidentyfikowane nowe miRNA wykazywaty niski poziom ekspresji. Wedtug Wang i wsp. (2011)
réznice w liczbie odczytow zwigzane z poziomem ekspresji spowodowane sg aktywnoscig rdéznych
procesow fizjologicznych i biochemicznych zachodzacych w danym momencie w nasionach. Natomiast
w nasionach suchych, w ktoérych metabolizm jest stlumiony, rdéznice w poziomie poszczegdlnych
miRNA moga wskazywac, ktore szlaki metaboliczne zostang uruchomione w poczatkowej fazie
kietkowania. Mogg one rowniez dotyczy¢ procesow zwigzanych z ostatnig faza dojrzewania i spoczynku
nasion. Poczas badan uzyskano wyniki zgodne z literaturowymi, miRNA* stanowity ponizej 1% nowo
zidentyfikowanych miRNA i wykazywaty bardzo niski poziom ekspresji.

Analiza in silico potencjalnych genéw regulowanych przez miRNA w nasionach jeczmienia

W wyniku przeprowadzonych analiz in silico zidentyfikowano tacznie 817 potencjalnych genow
docelowych dla miRNA wystepujacych w suchych nasionach. Na podstawie wynikow GO mozna
stwierdzi¢, ze funkcje biologiczne gendow docelowych sg w duzej mierze zwigzane z metabolizmem
makroczasteczek. Zarowno znane, jak i nowe miRNA regulujg aktywno$¢ katalityczng zwigzang z
hydroliza. W literaturze mozemy znalez¢ informacje, ze w nasionach jeczmienia zardwno okrywa
OWOCOWO-nasienna, jak i warstwa aleuronowa sg zaangazowane w produkcje i wydzielanie enzymow
hydrolitycznych, ktore katalizuja degradacje skrobi i rezerw biatkowych podczas kietkowania [14].
miR 159, miR168 i miR171 moga by¢ zaangazowane w regulacje hydrolizy skrobi. Sciany komérkowe
bielma stanowig potencjalng barierg ograniczajaca dostgp enzymdw hydrolitycznych do ich substratow
w obrebie komoérek bielma. Degradacja $cian komoérkowych jest wiec waznym elementem we wczesnej
fazie kietkowania. Nalezy jednak podkresli¢, ze w przypadku nasion suchych, w ktérych metabolizm
jest w fazie spoczynku, zidentyfikowane miRNA nie regulujg ekspresji genow podczas wykonywania
analizy. Ich rola moze by¢ regulacja gendow, ktérych ekspresja zostanie zainicjowana dopiero w
momencie pojawienia si¢ warunkow srodowiskowych sprzyjajacych kietkowaniu.
miRNA, a starzenie si¢ nasion

Dojrzale nasiona zawieraja przechowywane dlugozyjace mRNA, obecne w nasionach od pdznej
embriogenezy, ktore sa kluczowe dla syntezy biatek we wczesnej fazie kietkowania [15,16]. Wyniki
badan jednoznacznie wskazuja jednak, ze poziom miRNA w suchych nasionach jeczmienia jest staty
i niezalezny od ich zywotno$ci i czasu przechowywania. Badacze wykazali, ze czasteczki miRNA
0 zwigkszonym stosunku GC lub pozbawione AU/UA w tzw. regionie ,,seed” i regionie ,,ogona”
charakteryzowatly si¢ wigksza stabilnos$cig. Wyniki sugerujg ze, stabilno§¢ miRNA jest dos¢ wysoka.
Mozemy stwierdzi¢, ze brak istotnych rdéznic w poziomie miRNA wynika z naturalnie wysokiej
stabilnosci tych czastek. Moze to $wiadczy¢, ze czgsteczki miRNA nie sg niszczone przez reaktywne
formy tlenu (RFT), jak ma to miejsce w przypadku innych makromolekut.

Degradom nasion jeczmienia

W celu weryfikacji genéw docelowych dla miRNA zidentyfikowanych w wyniku analiz in silico
wykorzystano sekwencjonowanie degradomu. W trakcie analizy degradome-Seq wskazano
dopasowanie sekwencji degradomowych do pigciu rodzin miRNA: miR1120, miR156, miR168,

miR5049 oraz miR5048. Geny docelowe powiazane z sekwencjami w probach o niskiej zywotnosci
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zwigzane s3 z poczatkowym etapem kielkowania, co moze wskazywac¢ na rozpoczecie tego procesu
podczas przechowywania nasion. Sekwencje degradomowe w probach przechowywanych o niskiej
zywotno$ci powigzano z biatkami ruchu membranowego, co moze wskazywaé na wznowienie
metabolizmu w przechowywanych nasionach i transport substancji energetycznych i zapasowych.
Przedstawione w literaturze dane pozwalaja na stwierdzenie, ze jedng z przyczyn utraty zywotnosci
nasion mogg by¢ uszkodzenia membran wplywajace na zachowanie integralno$ci komorki i prawidtowy
przebieg proceso6w komorkowych. Analizujac dane dostepne w literaturze mozna stwierdzi¢, ze
powiazanie sekwencji degradomowych wystepujacych jedynie w probie o najnizszej zywotnosci, moze
wskazywaé na interakcje nasion z patogenami grzybowymi w trakcie przechowywania. Wsrod
transkryptow regulowanych przez miRNA obecne jedynie w probie nasion o niskiej zywotnosci
zaobserwowano powigzanie z biatkiem wykazujacym aktywnos$¢ kinazy serynowo-treoninowej,
uczestniczacych w reakcjach fosforylacji biatek. Wei i wsp. (2015) podczas badan nad kietkowaniem
ryzu wykazali istotng rol¢ fosforylacji w interakcjach fitohormondéw. Mozna zatem wnioskowac, ze
udziat kinaz serynowo-treoninowych w fosforylacji biatek wptywajacy na interakcje fitohormonow, np.
ABA i GA, moze skutkowa¢ indukcjg procesu kietkowania przez nasiona. Na podstawie powyzszych
wynikow mozna zatem postawi¢ hipoteze, ze wskutek nieznacznego wzrostu zawartosci wody
W nasionach zaindukowane zostaty procesy metaboliczne niezbgdne do rozpoczgcia kietkowania, ale
w skutek niedostatecznej dostgpnosci wody, proces ten nie mogt zosta¢ zakonczony. Przeprowadzone
podczas badan analizy sekwencji degradomowych wystepujacych w probach nasion o wysokiej
zywotno$ci, wskazuja na powigzanie ich z genami odpowiedzialnymi za translacje i aktywno$¢
rybosomoéw. Jest to zgodne z wezesniejszymi doniesieniami Fleming'a i wsp. (2018), ktorzy badajac
dlugoterminowo przechowywane nasiona soi wykazali nadreprezentacje transkryptow pelniacych
funkcje rybosomalne. Na podstawie wynikoéw i doniesien literaturowych stwierdzono zatem, ze miRNA
wystepujace w dlugo przechowywanych nasionach reguluja geny odpowiedzialne za aktywnos$¢
rybosomow i proces translacji, ktorych transkrypty moga stanowi¢ rezerwe przechowywanych mRNA
niezbednych do uruchomienia procesu kietkowania.

Wsréd zidentyfikowanych gendw wystepujacych tylko w nasionach zregenerowanych o wysokiej
zywotnos$ci zaobserwowano, ze geny regulowane przez miRNA odpowiedzialne sg za interakcje migdzy
organizmami, co moze wskazywaé na interakcje nasion z patogenami grzybowymi. W nasionach
przechowywanych o wysokiej zywotnosci, sekwencje degradomowe powigzano takze ze szlakiem
degradacji askorbinianu, co moze wskazywac na zwigzek z RFT. Obecnos¢ gendéw z tego szlaku moze
by¢ powigzana z jego udzialem w cyklu komorkowym, podczas rozpoczecia etapu kietkowania. Podczas
niniejszych badan stwierdzono, ze te same miRNA powigzane jest z kilkoma sekwencjami docelowymi.
Analiza degradome-Seq pozwolita na weryfikacje genéw docelowych zidentyfikowanych in silico.
Geny docelowe zidentyfikowane podczas analizy degradome-Seq stanowily zaledwie 2,3% genow
wytypowanych w analizie in silico. Stwierdzono zatem, ze analiza sekwencji degradomowych jest
odpowiednig metodg do weryfikacji celoéw dla miRNA wytypowanych w ramach analiz in silico. Geny

docelowe zidentyfikowane podczas analizy sekwencji degradomowych nie zostaty zidentyfikowane
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wsrod genow docelowych dla jeczmienia wytypowanych w analizie in silico. Moze to wskazywac, ze
w suchych nasionach nie sg obecne transkrypty gendéw ktore, regulowane sa podczas kietkowania przez
miRNA.
Transkryptom nasion jeczmienia

Podczas badan porownano transkryptomy sktadane ab inito oraz de novo. W wyniku analiz
stwierdzono dopasowanie transkryptéw do tych samych grup funkcji i proceséw biologicznych.
W wyniku analiz ab inito otrzymano mniej transkryptow, ktore dopasowano do genomu referencyjnego
jeczmienia, co skutkowalo uzyskaniem mniejszej ilo§ci danych. Stwierdzono, ze zastosowanie podejscia
sktadania transkryptomu na podstawie genomu referencyjnego stanowi lepsze rozwigzanie w przypadku
jeczmienia. Mniejsza liczba danych uzyskanych w wyniku sktadania transkryptomu ab inito moze
wynika¢ z niedoktadnosci ztozenia genomu referencyjnego jeczmienia oraz matej liczbie adnotacji.
Podczas analizy potwierdzono zachowanie tendencji w poziomach ekspresji miedzy probami, natomiast
roznice w poziomach ekspresji transkryptow podczas analiz qPCR i NGS moga wynika¢ z r6znych
czulosci obu metod. W suchych nasionach zachowane sg rezerwy dlugo zyjacych mRNA umozliwiajace
zapoczatkowanie procesow niezbednych do kietkowania (Fleming i in. 2018). Prowadzone badania
wykazaty fragmentacje rRNA dla prob pochodzacych z nasion poddanych dhlugotrwalemu
przechowywaniu. Zastosowanie parametru RIN jako jedynego i ostatecznego wskaznika oceny
integralnosci RNA, na podstawie wynikow uzyskanych w ramach niniejszej pracy zostalo uznane za
dyskusyjne. Podczas przygotowania bibliotek do analiz RNA-Seq zaobserwowano, ze traktowanie
probek o niskim RIN jako wysoce zdegradowanych skutkowato pominigeciem etapu fragmentacji RNA
podczas konstruowania bibliotek, co skutkowalo wysoka koncentracjg zbyt dlugich fragmentow,
nieodpowiednich dla prawidtowo skonstruowanych bibliotek (Puchta i in. 2020). W suchych nasionach,
transkrypty utrzymuja si¢ nawet przez kilkadziesigt lat do momentu rozpoczecia kietkowania [20].
Postuluje sie, ze szybkie przywrocenie metabolizmu nasion podczas imbibicji jest wynikiem wczesnej
translacji zmagazynowanego mRNA [15]. W badanym materiale zaobserwowano najwigksza obfitos¢
dla krotkich transkryptow do 1 000 pz dtugosci, wraz ze wzrostem dlugosci transkryptow ich obfitos¢
malata. Wsrod zidentyfikowanych transkryptow wystepowaty braki w egzonach. Braki dotyczyty
najczesciej pierwszych egzondéw i W najwigkszym stopniu wystgpowaly w probie nasion o niskiej
zywotnosci przechowywanych dtugoterminowo. Fleming i wsp. (2018) wykazali, ze u soi dluzsze
transkrypty sg bardziej narazone na uszkodzenia i postulowali, Ze jest to spowodowane oddzialywaniem
RFT. Uzyskane podczas niniejszych badan wyniki pokrywajg si¢ z obserwacjami Sano i wsp. (2020).
Identyfikacja funkcji zwigzanych z translacja w przypadku egzondéw, ktore zostaly utracone
w nasionach przechowywanych dlugoterminowo o niskiej zywotno$ci moze by¢ przyczyng utraty
zdolnosci  kietkowania (Sano i in. 2020). Analizujgc funkcje uszkodzonych transkryptow
zaobserwowano ich udzial w aktywnosci katalitycznej, aktywnosci transporterowej oraz translacji.
Uszkodzone transkrypty powigzano z aktywnoscig transferaz, oksydoreduktaz, hydrolaz, bialek
metabolizmu kwasdéw nukleinowych, biatek transporterowych i biatek biorgcych udziat w translacji.

Uwaza si¢, ze zmagazynowane mRNA jest wykorzystywane i wystarczajace do kielkowania
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w zdrowych nasionach. Brakuje jednak informacji, aby okresli¢ czy pofragmentowane mRNA utrudnia
wznowienie metabolizmu, gdy nasiona o wyciszonym metabolizmie ulegng uwodnieniu. Przypuszcza
sie, ze pofragmentowane transkrypty moga spowalnia¢ translacje i generowac dysfunkcje bialek, jesli
w ogolne ulegng translacji, co jest zgodne z tezg wysnutg podczas niniejszych badan (Fleming i in.
2018). Uszkodzenia biatek ulegajacych translacji oraz catkowitego RNA moga stanowi¢ jedna
z glownych przyczyn utraty zdolnosci kietkowania. Niezdolno$¢ do odzyskania zdegradowanych
transkryptow odgrywajacych istotne funkcje podczas kietkowania moze by¢ przyczyng $miertelno$ci
nasion (Fleming i in. 2018).
Analiza funkcji genow powiazanych z transkryptami zidentyfikowanymi w nasionach o wysokim
poziomie Zywotnosci

Transkrypty, ktorych nie zidentyfikowano w probie o niskiej zywotnosci poddano analizie GO.
Ich funkcje odpowiadaty glownie za procesy komérkowe, procesy molekularne, aktywno$¢ katalityczng
i wigzanie. Transkrypty te powigzano z biatkami modyfikujacymi enzymy, enzymami interkonwersji
metabolitow oraz biatkami metabolizmu kwaséw nukleinowych. Te same funkcje powigzano
z transkryptami obecnymi w probach o wysokiej zywotnosci. Wyniki wzbogacenia GO wskazujg
nadreprezentowanie genéw zaangazowanych w rozwoj. Jest to zgodne z procesem inicjacji kietkowania,
w trakcie ktorego wiele struktur wymaga naprawy lub syntezy de novo. Kluczowe dla rozpoczecia
kietkowania jest pierwsze 24 godz., podczas ktorych nastepuje wznowienie metabolizmu i naprawa
komorkowa. Rajjou i wsp. (2008) wykazali, ze biatka i mRNA przechowywane w suchych dojrzatych
nasionach sg wystarczajace do rozpoczecia procesu kietkowania [23].
Analiza funkcji genow powiazanych z transkryptami zidentyfikowanymi w nasionach o niskim
poziomie ZywotnoSci

W wyniku analiz transkryptow wystepujacych tylko w nasionach przechowywanych o niskiej
zywotnosci, wytoniono transkrypt dopasowany do genu Sipl powigzanego z biatkiem odpowiedzialnym
za imbibicje nasion. Podczas badan genéw Sip w pomidorze zaobserwowano, ze posiada on aktywno$é
alkalicznej a-galaktozydazy [25]. Dost¢pne dane literaturowe pozwalajg na stwierdzenie, ze geny Sipl
biora udziat w metabolizmie energetycznym komorki, przez co pozwalaja uspionemu zarodkowi na
rozpoczecie kietkowania. Biorge pod uwage powyzsze doniesienia nalezy uznaé, ze wyniki analizy
transkryptomu i degradomu sg spojne 1 wskazuja na inicjacj¢ kietkowania w probie nasion o najnizszej
Zywotnosci.
Analiza funkcji genéw dopasowanych do transkryptow wykazujacych istotne obnizenie ekspresji
wraz ze wzrostem zywotnosci

W wyniku analiz GO stwierdzono, ze transkrypty wykazujace istotne obnizenie poziomu
ekspresji wraz ze wzrostem zywotnosci powigzano z aktywnoscig katalityczng transferaz i hydrolaz oraz
aktywnoscig kinaz. Do grup biatek kodowanych przez transkrypty wykazujace spadek poziomu wraz
Z obnizeniem zywotnosci zaliczono biatka translacyjne, w grupie ktérych zawieraly si¢ biatka
rybosomalne i czynniki translacyjne. Transkrypty wykazujace zwigzek z wyciszaniem gendow poprzez

dziatanie RNA, moze wskazywac na ich udziat w utrzymaniu spoczynku. Transkrypty roznicujace probe
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przechowywang niezywotng i prob¢ regenerowang o wysokiej zywotnosci przyporzadkowano do
katalizy metylacji poprzez kompleks N-6 metyloadenozyno metylotransferaz. Dostepne dane
literaturowe moga wskazywacé, ze transkrypty zidentyfikowane podczas niniejszych badan braty udziat
w regulacji ekspresji miRNA poprzez metylacje AGO podczas spoczynku nasion. Podczas analizy
badan jeczmienia o niskiej zywotno$ci prowadzonej w ramach niniejszej pracy zidentyfikowano
transkrypty powiazane z bialkami pelnigcymi funkcje skladnika strukturalnego rybosomoéw.
Zaobserwowano, iz w probach przechowywanych o niskiej Zzywotnosci transkrypty powiazane
z defosforylacja stanowily istotnie wyzszy poziom, niz w probie regenerowanej. Le i wsp. (1998)
zaobserwowali biatka SSP w dojrzatych nasionach i zasugerowali, ze fosforylacja tych bialek moze
stanowi¢ sposob na zmagazynowanie fosforu do czasu kietkowania. Fosforylacja biatek przez kinazy
biatkowe MAPK sugeruje udziat w kontroli ABA, a tym samym kontroli spoczynku i kietkowania
nasion [137]. Zaobserwowany podczas niniejszych badan zréznicowany poziom ekspresji transkryptow
powiazanych ze $ciezkami aktywacji cytokinin, moze swiadczy¢ o wzroscie korzonka zarodkowowego
i rozpoczeciu kietkowania w nasionach przechowywanych o niskiej zywotnosci. Hutton i Van Staden
(1982) stwierdzili, iz gldwna rolg cytokinin moze by¢ kontrola biatek i translokacja giberelin z zarodka,
co uruchamia procesy biochemiczne. W wyniku analiz zidentyfikowano takze transkrypty powiazane z
GTPazami. Natomiast Li i wsp. (2001) wskazali, ze ROP nalezacy do rodziny GTPaz jest negatywnym
regulatorem spoczynku nasion. W poréwnaniu do weczesniejszych wynikow innych autorow,
identyfikacja GTPaz w probach o niskiej zywotnosci moze wskazywac na ich udzial w hamowaniu
kietkowania. Szczegdtowa analiza transkryptow, ktorych ekspresja byta odwrotnie proporcjonalna do
poziomu zywotnosci, takze wskazuje na inicjacje kietkowania w nasionach o najnizszej zywotnosci.
Analiza funkcjonalna transkryptéw powiazanych z miRNA i sekwencjami degradomowymi

W wyniku niniejszych analiz zaobserwowano powigzanie kilku miRNA do tych samych
sekwencji degradomowych i transkryptomowych, co $§wiadczy o regulacji przez miRNA ekspresji
roznych transkryptoéw. miR168 o wysokiej ekspresji w nasionach regenerowanych powigzano
z sekwencjami degradomowymi i transkryptomowymi wystepujacymi we wszystkich probach.
W wyniku analiz GO transkrypty powiazano z translacjg i aktywnos$ciag rybosomow, transkrypty
0 wymienionych funkcjach zaobserwowano, réwniez w wyniku analiz degradomu i analiz transkryptow
o istotnych roznicach ekspresji miedzy probami. Zidentyfikowane funkcje transkryptéw moga
wskazywaé na ich udziat w zapoczatkowaniu metabolizu komoérkowego poprzez translacje biatek
z mRNA przechowywanych w nasionach. miR5048 wystepujace we wszystkich probach na wysokim
poziomie, powiazano z sekwencjami degradomowymi zidentyfikowanymi tylko w probie
przechowywanej 0 wysokiej zywornosci i transkryptami zidentyfikowanymi we wszystkich badanych
probach. W wyniku analiz GO transkrypty powigzano z funkcja rybulozo-fosforan-3 epimerazy (RPE)
powigzanym z aktywno$cig racemazy i epimerazy, katalizujacych zmiang konformacji jednego lub
wiecej centrow chiralnych w czasteczkach weglowodandéw. RPE zaangazowany jest w szlak pentozo-
fosforanowy (PPP) odgrywajacy kluczowa role w ochronie komorki przed stresem oksydacyjnym [30].

Podczas analizy 2 DE stwierdzono, ze Cys5 byla utleniana w starzejacych si¢ hepatocytach, a skutki
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stresu oksydacyjnego tagodzone byly przez potggowanie dzialania szlaku PPP poprzez redukcje reszt
Cys5 w biatku RPE [30]. Zaobserwowano, ze szlak pentozo-fosforanowy byt alternatywg katabolizmu
glukozy poprzez glikolize i cykl Krebsa. Poczatkowo twierdzono, ze podstawowa rola PPP jest
przerywanie spoczynku zaréwno roélin, jak i nasion. Udowodniono réwniez, ze w niedojrzatych
nasionach szlak pentozo-fosforanowy w wigkszym stopniu uczestniczyt w utlenianiu glukozy, niz
W nasionach dojrzatych morfologicznie. Utlenianie glukozy w mlodych tkankach w wyniku szlaku PPP
bylo minimalne, ale wzrastalo wraz z wiekiem. W wigkszosci dotychczas przebadanych organow
roslinnych stwierdzono aktywno$¢ szlaku PPP, jak i szlaku glikolitycznego [30]. Zidentyfikowane
transkrypty dopasowano, rowniez do funkcji pentozo-5-fosfato-epimerazy, ktora jest integralng czgsciag
oksydacyjnego szlaku pentozofosforanowego i cyklu Calvina. Mutanty pentozo-5-fosfato-epimerazy
nie wykazywaly zdolnos$ci do kietkowania bez egzogennych weglowodanow, natomiast dodatek
sacharozy do podtoza powodowat pobudzenie kietkowania [31].
Analizujac transkrypty powiazane z biatkiem zawierajacym domen¢ S-1 o funkcji izomerazy
I inicjacji translacji, zaobserwowano powigzanie go z miR5049 zidentyfikowanym na niskim poziomie
we wszystkich probach oraz sekwencja degradomowa wystepujaca w probach przechowywanych
0 wysokiej zywotno$ci, co moze $wiadczy¢ o udziale transkrytdow w procesach energetycznych
w trakcie poczatkowych etapow kietkowania. Livesley i wsp. (1992) w zarodkach i warstwie
aleuronowej kietkujacych nasion pszenicy stwierdzili aktywno$¢ disulfidoizomerazy (PDI).
Zaobserwowali, ze aktywno$¢ PDI w prawidlowo kietkujacych nasionach byla istotnie wyzsza, niz
w ich nieprawidtowo kietkujacych odpowiednikach i malata w miarg postepu kietkowania. Wang i wsp.
(2015) zasugerowali udziat PDI w glikolizie i cyklu TCA podczas rozwoju nasion.
Analizy GO transkryptéw powiazanych z miRNA pozwolily na zaobserwowanie ich udziatu

W wigzaniu kwaséw nukleinowych oraz RNA, metabolizmie weglowodanéw, inicjacji translacji
i degradacji kwasu askorbinowego. Powigzanie kwasu askorbinowego z procesem starzenia omoéwiono
w rozdziale dyskusji dotyczacej degradomu, gdzie zasugerowano jego udziat w intereakcjach z RFT.
PODSUMOWANIE | WNIOSKI
1. miRNA stanowi stabilng frakcje w nasionach, niezaleznie od zywotnosci nasion oraz dlugosci

przechowywania. miRNA to klasa RNA, ktora nie ulega degradacji w wyniku starzenia nasion
2. Rolag miRNA przechowywanych w nasionach jest regulacja genow, ktorych ekspresja zostanie

zainicjowana w momencie pojawienia si¢ sprzyjajacych kietkowaniu warunkéw srodowiskowych
3. miRNA gromadzone w suchych nasionach sg gwarancjg prawidlowej ekspresji gendw podczas

poczatkowych etapow kietkowania
4. W miRNomie suchych nasion jeczmienia wystepuje duza grupa tkankowo specyficznych miRNA,

ktore nie zostaty wczesniej zidentyfikowane w jeczmieniu

5. Wartos¢ RIN nie wskazuje na stopien degradacji frakcji mRNA. mRNA jest dobrze zachowana

frakcja w stosunku do frakcji rRNA w suchych nasionach poddanych przechowywaniu. Rozne

frakcje RNA ulegajg uszkodzeniu w réznym stopniu podczas starzenia
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6. Analiza genéw docelowych poprzez sekwencjonowanie degradomowe dostarcza bardziej
miarodajnych wynikéw w stosunku do analizy in silico, uwzgledniajac przy tym transkrypty obecne
W ro$linie w momencie badania

7. Braki egzonow w nasionach o niskiej zywtono$ci poddanych przechowywaniu wskazuja na
uszkodzenia transkryptow przez wolne rodniki

8. ldentyfikacja transkryptow wystepujacych podczas kietkowania wskazuje na rozpoczecie procesu
kietkowania podczas przechowywania w nasionach o niskiej zywotnosci i1 nieukonczenie go ze
wzgledu na niesprzyjajace warunki

9. W transkryptomach nasion o niskiej i wysokiej zywotnosci poddanych dlugotrwatemu
przechowywaniu wystepuja istotne réznice w poziomie ekspresji

10.Transkrypty zgromadzone w nasionach o wysokiej zywotnosci poddanych dhugotrwatemu
przechowywaniu wskazujg na zmagazynowanie mRNA niezbednego do ponownego rozpoczecia
metabolizmu i inicjacji procesu kietkowania

11.Uruchomienie proceséw metabolicznych w nasionach o niskiej zywotno$ci podczas dtugotrwatego
przechowywania i utrata zdolno$ci do kietkowania, moze $wiadczy¢é o rozpoczeciu procesu

tozsamego z primingiem nasion
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