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1. Wstep

Kukurydza zwyczajna jest jedng z roslin stosunkowo niedawno wprowadzonych do
hodowli na terenie Polski, a w naszej strefie klimatycznej, ze wzgledu na swoje pochodzenie
moze by¢ nawet uznana za rosline egzotyczng. Ogromny postep w jej hodowli jest mozliwy
przede wszystkim dzieki zastosowaniu nowych odmian (opartych gtéwnie o wykorzystanie
zjawiska heterozji) coraz lepiej dostosowanych do warunkéw srodowiska. O duzym sukcesie i
znaczeniu ekonomicznym kukurydzy przesadzity jej cechy uzytkowe, mozliwos¢

wykorzystania catej biomasy rosliny jako paszy, zywnosci i surowca przemystowego.

Poznanie sekwencji genomoéw roslin uprawnych miato da¢ jednoznaczng odpowiedz
na pytanie jak zwiekszy¢ plonowanie, jakos¢ i ilos¢ uzyskiwanego ziarna czy tez w jaki sposob
uzyska¢ odmiany odporniejsze na warunki stresu biotycznego czy abiotycznego. Dzi$ wiemy,
ze otrzymanie holistycznego obrazu zmian warunkujgcych postep hodowlany, w tym takze
odmiany odporne na warunki stresowe, obejmuje nie tylko znajomos¢ genomu rosliny, ale
takze catej sciezki ekspresji gendw oraz bogatego spektrum sposobdéw regulacji przeptywu
informacji genetycznej w organizmie, az po badanie poziomu i rdéznic w ilosci
syntetyzowanych biatek czy metabolitéw wtérnych. Dotychczasowe badania genomiczne
pozwolity okresli¢ wiele genédw oraz ich produktéw biorgcych udziat w regulacji ekspres;ji
informacji genetycznej, przewodzeniu sygnatéw czy wytworzeniu stanu tolerancji lub
odpornosci w organizmie na czynnik stresowy. Dopiero jednak rozszerzenie pojecia genomiki
funkcjonalnej o dziedziny takie jak transkryptomika, proteomika czy metabolomika
uzmystowito nam w petni jak skomplikowana i wielopoziomowa sie¢ zaleznosci warunkuje
przystosowanie sie rosliny, jej dalszy wzrost i rozwdj pod wplywem nieoptymalnych

warunkéw zewnetrznych.

Opracowanie nowych, wysokowydajnosciowych metod sekwencjonowania drugiej
generacji (NGS, ang. next-generation sequencing) pozwala obecnie na szybkie i coraz tansze
okreslenie sekwencji genomdéw réznych organizmow, ale takze badanie puli czgsteczek RNA z
precyzjg i doktadnoscig przewyziszajacg stosowane dotychczas w tym celu mikromacierze.

Badania transkryptomu z wykorzystaniem metod NGS okreslane jest mianem RNA-Seq (ang.
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RNA sequencing) i umozliwia ono nie tylko mapowanie zsekwencjonowanych transkryptéw
do genomu, ale takze precyzyjne okreslenie ich ilosci. Dzieki wysokiej czutosci i rozdzielczosci
przy pomocy tej metody mozliwe jest znacznie lepsze scharakteryzowanie niejednorodnej
puli transkrybowanych RNA, m. in. opisanie nowych, aktywnych transkrypcyjnie rejonéw
genomow, poznanie wielu nowych izoform transkryptéw znanych genéw czy doktadne
okreslenie 5'i 3' miejsc splicingowych. Generowana ogromna ilos¢ danych stanowi wyzwanie
i jednoczes$nie wymusza ciggly postep w analizie, przechowywaniu i zarzgdzaniu tymi
informacjami, czynigc tym samym transkryptomike nowatorskim obszarem badan i zacheca

do ekscytujgcej préby zgtebienia tej dziedziny wiedzy.
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2.1 Dojrzewanie czasteczek pre-mRNA

W 1957 roku na posiedzeniu Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Francis Crick
zaproponowat hipoteze przeptywu informacji w komdrkach, ktdérg okreslit mianem
centralnego dogmatu biologii molekularnej. Dogmat ten stanowi podstawe zrozumienia
przekazywania informacji pomiedzy trzema grupami biopolimeréw wystepujgcymi w
komodrce - miedzy DNA, RNA i biatkami. Zaktada, ze w najbardziej powszechnym i ogélnym
przypadku, informacja przechowywana przez DNA w procesie replikacji moze by¢
skopiowana do kolejnej czgsteczki DNA Iub w procesie transkrypcji do czasteczki
matrycowego RNA (mRNA). Ta ostatnia z kolei

stanowi podstawe procesu translacji w wyniku ] .
Replikacja
ktérego powstajg biatka (Ryc. 1). < )
DNA

Juz z przyjetych przez centralny dogmat
PTAVIGTYER P y o8 LA DALY A AT 1

Iﬂyul B BEasE TN

zatozen wynika, ze synteza RNA (transkrypcja) <

jest zasadniczym etapem ekspresji informacji :
J y P pres) J siillootyi Transkrypcja

genetycznej. U organizmow eukariotycznych RNA
transkrypcja zachodzi w jagdrze i dopiero dojrzaty

transkrypt jest uwalniany do cytoplazmy, gdzie
Translacja

zachodzi proces translacji, w przeciwienstwie do

BIALKO

organizméw  prokariotycznych, u  ktérych -‘-Q'?“'.*“"

translacja moze zaczg¢ sie na nie do konca aminokwasy

zsyntetyzowanym mRNA. Przestrzenne i czasowe

rozdzielenie transkrypcji i translacji pozwala  Ryc. 1

organizmom eukariotycznym regulowac Schemat zatozenn centralnego dogmatu

ekspresje genéw W znacznie bardziej  biologii molekularnej zaproponowany przez
. i . . F. Cricka w 1957 roku [1].

skomplikowany sposéb, przyczyniajagc sie do

zwiekszenia bogactwa ich postaci i funkcji. Drugg istotng rdznice miedzy tymi grupami

organizméw stanowi zakres obrobki jakiej jest poddawany transkrypt RNA. Zaréwno

prokarioty, jak i eukarioty modyfikujg czgsteczki tRNA i rRNA, jednakze tylko u tych ostatnich

5
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wszystkie pierwotne produkty transkrypcji prowadzonej przez polimeraze Il RNA podlegaja
intensywnej obrébce potranskrypcyjnej. Wsrdd nich najwiekszg grupe stanowig
prekursorowe mRNA (pre-mRNA, ang. precursor mRNA), a proces ich modyfikacji okreslany
jest jako dojrzewanie mRNA (ang. mRNA processing). Obejmuje on cztery podstawowe
procesy: tworzenie struktury czapeczki (kap, ang. cap) na 5' konicu transkryptu, ciecie i
poliadenylacje konca 3', redagowanie RNA (ang. RNA editing) oraz splicing, zwany takze

sktadaniem RNA (rozdziat 2.1.1).

Kiedy pierwotny transkrypt syntetyzowany przez polimeraze Il osiggnie dtugos¢ ok.
25-30 nukleotyddéw, woéwczas koniec 5' transkryptu jest modyfikowany. Pierwsze dwa etapy
reakcji katalizowane sg przez dimeryczny enzym kapujacy (ang. capping enzyme), ktory jest
zasocjowany z ufosforylowang karboksy-terminalng domeng CTD (ang. carboxy-terminal tail
domain) polimerazy Il (transkrypty syntetyzowane przez polimeraze | i lll nie posiadajg na
konicu 5' struktury kapu). W pierwszym etapie jedna reszta fosforanowa GTP jest uwalniana
na drodze hydrolizy. Nastepnie difosforan na koricu 5' transkryptu atakuje atom fosforu a
czasteczki GTP tworzac wigzanie 5',5'-trifosforanowe. Kolejne dwa etapy reakcji
katalizowane sg przez dwie metylotransferazy, ktére umozliwiajg przeniesienie grupy
metylowej z S-adenozylometioniny na azot w pozycji 7 koficowej guaniny (N-7) - powstaje
tzw. kap 0. Grupy 2' hydroksylowe rybozy dwdch przylegtych nukleotydéw mogg takze zostac
zmetylowane - powstajg wowczas struktury typu kap 1 i kap 2. W ten sposéb zmodyfikowany
koniec transkryptu stymuluje translacje oraz wptywa na stabilno$é¢ czasteczki mRNA

zabezpieczajac jg przed dziataniem fosfataz i nukleaz [2].

Dojrzewanie konca 3' obejmuje rozciecie pierwotnego transkryptu przez specyficzng
endonukleaze oraz dodanie ogona poli(A), ktory nie jest kodowany przez DNA. Proces
poliadenylacji wymaga obecnosci dwdch podstawowych czynnikdw - dziatajgcych w sposdb
trans biatek, ktére przeprowadzajg reakcje ciecia i poliadenylacji oraz czynnikéw cis, czyli
sygnatéw sekwencyjnych obecnych w pre-mRNA. Dotychczas zidentyfikowano okoto 25-30
wysoce konserwatywnych biatek biorgcych udziat w rozpoznawaniu sygnatu, cieciu i syntezie
ogona poli(A) [3]. W wiekszosci transkryptow u ssakéw sygnat poliadenylacji obejmuje
bogatg w reszty adeniny sekwencje znajdujacg sie 10-30 nukleotyddéw powyzej miejsca ciecia

(najczesciej jest to sekwencja AAUAAA) oraz bogatg w reszty GU lub U sekwencje ok. 50
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nukleotyddéw ponizej miejsca ciecia [4]. Natomiast w organizmach roslinnych kazde miejsce

poliadenylacji jest definiowane przez interakcje miedzy trzema typami elementdw cis:

e miejscem ciecia i poliadenylacji (CS, ang. cleavage/polyadenylation site) - najczesciej
jest to dinukleotyd CA albo UA zlokalizowany w rejonie bogatym w reszty U,

e elementem zlokalizowanym 13-30 nukleotydéw powyzej miejsca poliadenylacji (NUE,
ang. near-upstream element)- zazwyczaj jest to 6-10 nukleotydowa sekwencja
bogata w reszty A,

e elementem znajdujgcym sie nawet do 100 nukleotydéw powyzej CS (FUE, ang. far-

upstream element), bogatym w GU (czesto jest to sekwencja UUGUAA).

Roslinne geny charakteryzujg sie ponadto obecnoscia wiecej niz jednego miejsca
poliadenylacji w obrebie transkryptéow - kazde z tych miejsc posiada oddzielny elementy CS

oraz NUE, ale czesto kilka z nich moze by¢ kontrolowane przez pojedynczy sygnat FUE [5].

Po rozpoznaniu odpowiednich sygnatéw sekwencyjnych przez czynniki biatkowe,
nastepuje utworzenie wielobiatkowego kompleksu, do ktdérego przytaczana jest takze
polimeraza poli(A) (PAP, ang. poly(A) polymerase). Tuz po cieciu pierwotnego transkryptu
przez endonukleaze i uwolnieniu jego korica 3', PAP dodaje do niego okoto 200 reszt A,
ktdrych donorem jest ATP. Wykazano, ze ogon poli(A) zwieksza stabilnos¢ mRNA, wydajnosé
jego translacji, wptywa takze na eksport z jagdra do cytoplazmy oraz na dtugosé¢ zycia

czasteczki mRNA, ktéra zalezy od szybkosci degradacji jej ogona poli(A) [6].

Proces dojrzewania RNA moze obejmowa¢ takze potranskrypcyjng zmiane informac;ji
zawartej w niektérych mRNA w reakcji zwanej redagowaniem RNA (ang. RNA editing). U
roslin dotyczy ona przede wszystkim transkryptéw powstajagcych w mitochondriach i
chloroplastach. Opisano kilka typéw redagowania: deaminacja adenozyny do inozyny w
tRNA, cytydyny do urydyny w mRNA i tRNA (najczesciej wystepujgca) oraz zamiana urydyny
na cytydyne w kilku przypadkach opisanych u roslin nagonasiennych. Zamiana reszty C do U
wystepuje najczesciej w sekwencji kodujgcej i powoduje zmiane na kodon niosgcy inny
aminokwas niz to wynika z sekwencji DNA, co moze mie¢ znaczacy wptyw na funkcje
petnione przez kodowane biatko. Czesto zmiany te powodujg zwiekszenie hydrofobowosci

polipeptydu i dotyczg biatek btonowych. Uszkodzenie biatek zaangazowanych w proces

7
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redagowania RNA moze nawet prowadzi¢ do letalnego zaburzenia rozwoju rodliny -
przyktadem moze by¢ mutacja w genie kodujgcym 19 biatko biogenezy chloroplastow (clb19,
ang. chloroplast biogenesis 19) [7]. Redagowanie RNA jest wiec procesem niezbednym do
prawidtowego wzrostu i rozwoju rodliny, ktéry dodatkowo powoduje zwiekszenie
molekularnej réznorodnosci czasteczek mRNA, a tym samym zwieksza réznorodnosc

kodowanych przez nie biatek.

2.1.1 Splicing, czyli skladanie mRNA

Kolejnym procesem umozliwiajgcym powstanie w petni funkcjonalnej i dojrzatej
czasteczki mRNA jest splicing, czyli sktadanie mRNA. Podczas splicingu nastepuje wycinanie
intronéw z pierwotnego transkryptu oraz ligacja eksondw, czyli sekwencji mRNA kodujgcych
biatko. Sekwencje intronéw i eksonéw muszg zosta¢ prawidtowo rozpoznane, wyciete i
potaczone, aby powstata dojrzata czasteczka mRNA, ktdra bedzie mogta ulec translacji.
Odpowiedni splicing umozliwia takze ekspresje informacji dotyczacych: transportu
czgsteczek mRNA z jadra do cytoplazmy, zwigzanych z ich lokalizacjg w komérce oraz z
degradacjag mRNA zawierajgcych sekwencje nonsensowe (NMD, ang. nonsense mediated

MRNA decay).

Reakcja splicingu jest katalizowana przez strukture bedacg duzym kompleksem
rybonukleoproteinowym, zwanym splicoeosomem, w ktérego sktad wchodzi 5 czgsteczek
snRNP (ang. small nuclear ribonucleoprotein). RNA, z ktérego sg zbudowane, jest bogate w
uracyl, stad czasteczki te okreslane sg jak U1, U2 itd. snRNP. Duzg czes$¢ spliceosomu
stanowig rozmaite biatka (okoto 300), ktére nalezg do roznych klas, m.in. biatka wigzgce RNA
(RBP, ang. RNA - binding proteins), zalezne od RNA ATPazy (ang. RNA —dependent ATPases),
helikazy RNA i kinazy [8]. Struktura spliceosomu jest tworzona de novo przy kazdym intronie i
umozliwia przyjecie odpowiedniej konformacji przez pre - mRNA - nastepuje przestrzenne
zblizenie eksondw znajdujgcych sie powyzej i ponizej intronu, ktéry w ten sposéb ulega
wypetleniu. Rozpoznanie intronéw jest zwigzane z obecnoscig w pierwotnym transkrypcie

charakterystycznych i wysoce konserwatywnych sekwencji:
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e miejsca splicingowego 5' z konserwatywng dwdjka nukleotydédw GU, do ktérych

wigze sie ULsnRNP;

e miejsca splicingowego 3', w ktérego sktad wchodzi konserwatywna sekwencja AG

rozpoznawana przez U2AF35 (ang. U2 auxillary factor 35);

intron
2" S Pierwsza reakcja
ekson HO=A transestryfikacji

snm® ~ "\ om—

Druga reakcja
transestryfikacji

OH A
s — \ — 3
l

Intron w postaci
lassa

3'
~OH

5/ — 3

Ryc. 2

Schematyczne  przedstawienie reakcji  splicingu
zaznaczeniem kluczowej reszty adenozyny w sekwencji

rozgatezienia [9].

e traktu polipirymidynowego
na koricu 3' intronu;

e miejsca rozgatezienia, czyli
sekwencji CURAY (gdzie R
jest puryng, a Y
pirymidyng), ktére jest
zlokalizowane 17 do 40
nukleotydow powyzej
miejsca splicingowego 3';
jest rozpoznawane przez

U2 snRNP [10].

Sktadanie spliceosomu jest wysoce
ztozong i dynamiczng reakcja,
ktéra wymaga hydrolizy kilku
czasteczek ATP  oraz  wielu
rearanzacji  strukturalnych. Po
utworzeniu spliceosomu i
wypetleniu  intronu, przebiega
dwustopniowa reakcja splicingu.
Najpierw  grupa  fosforanowa
guanozyny w miejscu

splicingowym 5’ jest atakowana

przez grupe 2' hydroksylowg adenozyny z sekwencji rozgatezienia tworzac w rezultacie

czgsteczke w formie lassa oraz uwalniajgc ekson. W kolejnym etapie zachodzi rozciecie

mMRNA za resztg guaniny z sekwencji AG w miejscu splicingowym 3’ oraz potgczenie eksondw.

Intron jest uwalniany w postaci lassa, a nastepnie degradowany [11] (Ryc.2).
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Ogodlna organizacja gendéw i proces dojrzewania pre-mRNA u roslin jest zblizona do
tego wystepujgcego u kregowcdw, jednak jest w znacznie mniejszym stopniu poznana i
opisana. Mechanizm splicingu oraz sktad splicecosomu zostat okreslony na modelu
zwierzecym i jak dotgd nie udato sie uzyskaé spliceosomu z komérek roslinnych. Wiemy
jednak, ze tak jak w innych organizmach na proces sktadania RNA u roslin sktadajg sie dwie
reakcje transestryfikacji oraz etap formowania struktury lassa. Wiele analogdw
komponentédw spliceosomu zwierzecego udato sie takze zidentyfikowa¢ w genomach
roslinnych. Pomimo wielu podobiedstw w komodrkach roslinnych nie zachodzi proces
splicingu heterologicznych czgsteczek pre-mRNA, co sugeruje, ze proces ten u roslin jest
przeprowadzany i regulowany w nieco odmienny sposéb niz u zwierzat [12]. Do tej pory
zidentyfikowano przede wszystkim istotne rdzinice na etapie rozpoznawania introndw.
Stwierdzono, ze sekwencje roslinnych miejsc splicingowych zaréwno 3' jak i 5' wykazuja
wiekszg zmienno$¢, a miejsce rozgatezienia jest gorzej zdefiniowane w poréwnaniu z
drozdzami i zwierzetami wielokomérkowymi (dotychczas eksperymentalnie udato sie
wyznaczy¢ jedynie dwa roslinne miejsca rozgatezienia) [13]. Cecha charakterystyczng
introndw roslinnych jest wysoka zawartosé nukleotydéw UA oraz U - zaréwno u jedno - jak i
dwulisciennych introny sg o ok. 15% bogatsze w sekwencje UA niz eksony (za te rdznice
odpowiada przede wszystkim wysoka zawartos¢ U). Rézinica ta jest istotna przy
rozpoznawaniu 5' i 3' miejsc splicingowych oraz przy usuwaniu intronow [14]. Wybér
poszczegdlnych miejsc splicingowych jest ponadto warunkowany obecnoscig dodatkowych
elementow cis w sekwencji transkryptu, ktére okreslane sg jako elementy regulujgce splicing
(SREs, ang. splicing regulatory elements). Mogg by¢ one zlokalizowane zarowno w obrebie
intronéw jak i eksondéw oraz petni¢ funkcje wzmacniaczy lub wyciszaczy splicingu, stad
podziat na eksonowe sekwencje wzmacniajgce/wyciszajgce splicing (ESE i ESS, ang. exonic
splicing enhancer; exonic splicing silencer) i intronowe sekwencje wzmacniajgce/wyciszajgce
splicing (ISE i ISS, ang. intronic splicing enhancer; intronic splicing silencer). Rozpoznano takze
kilka biatek, ktdre specyficznie wigzg sie z tymi elementami, np. biatka bogate w seryne i
arginine (SR, ang. serine/arginine-rich proteins). Biatka te sg waznymi czynnikami
splicingowymi i uczestniczg w aranzacji spliceosomu posredniczgc w oddziatywaniach biatko
— biatko oraz biatko — mRNA. t3czg sie one poprzez swojg domene wigzgcg RNA (RRM, ang.

RNA-recogniton motif) z odpowiednim motywem sekwencyjnym w obrebie pierwotnego
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transkryptu. W zaleznosci od rozpoznawanej sekwencji, przytaczenie sie biatek SR promuje
lub hamuje wtgczanie danego elementu (intronu lub eksonu) do dojrzewajacej czgsteczki

mRNA [15].

2.1.2 Alternatywny splicing

W 1978 roku, tuz po odkryciu, ze sekwencje kodujgce biatko (eksony) sg rozdzielone
przez fragmenty usuwane z pierwotnego transkryptu (introny), zaproponowano mechanizm,
w ktdrym rézne eksony moga byc tgczone ze sobg prowadzgc do powstania kilku czgsteczek
MRNA z pojedynczego genu. Zjawisko selektywnego wyboru i taczenia réznych eksondéw
zostato nazwane alternatywnym splicingiem (AS). Jest on powszechnym mechanizmem
zwiekszajgcym rdznorodnos$é powstajgcych transkryptéw, ktéry w znaczacy sposéb
przyczynia sie do zwiekszenia potencjatu kodujacego genoméw roslinnych i zwierzecych oraz
kompleksowosci proteomu. Poczgtkowo jednak proces AS uwazano za odosobnione zjawisko
wystepujace tylko w rzadkich przypadkach (pierwsze szacunki donosity, ze jedynie 5% gendw
cztowieka podlega temu procesowi [16]), jednak w ostatnich latach wykorzystanie
wysokowydajnosciowych metod badania transkryptoméw pozwolito na nowo oszacowac
skale tego zjawiska i obecnie uwaza sie, ze okoto 95% gendw cztowieka [17] i ok. 61% gendw

Arabidopsis thaliana [18], podlega AS.

W przeciwienstwie do kontroli potranskrypcyjnej AS zmienia strukture transkryptéw,
przez co moze wptywa¢ na prawie wszystkie aspekty dziatania biatek, dlatego tez
alternatywny splicing jest jednym z wazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za
regulacje ekspresji gendw w komdrkach eukariotycznych. Wiele zdarzen alterantywnego
splicingu wystepuje kotranskrypcyjnie i jest uzaleznione od DNA, a takze struktury i
modyfikacji chromatyny [19]. Powstate w wyniku alternatywnego splicingu mRNA mogg
rézni¢ sie stabilnoscig czy lokalizacjg w komodrce. Moga ulegaé translacji, w wyniku ktérej
syntetyzowane sg biatka o krotszym lub dtuzszym taricuchu aminokwasowym, o zmienionej
aktywnosci (zwiekszonej, zmniejszonej lub moze zosta¢ ona catkowicie utracona), o
odmiennym sposobie regulacji czy stabilnosci. Alternatywny splicing jest takze

zaangazowany w regulacje poziomu transkryptéw w komdrce poprzez sprzezenie z procesem
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rozpadu czgsteczek mRNA - NMD, w ktérych pojawia sie przedwczesny sygnat terminacji

translacji (PTC, ang. premature termination codon)[20].

Zdarzenia alternatywnego splicingu mozna pogrupowac w kilka gtéwnych typéw (Ryc.
3). Jednym z nich jest pominiecie eksonu (ang. exon skipping), w ktdrym nastepuje usuniecie
catego eksonu, tzw. eksonu kasetowego (ang. cassette exon) wraz z przylegtymi intronami z
dojrzewajgcego transkryptu. Kolejne dwa typy AS zwigzane sg z rozpoznaniem dwdch lub
wiekszej liczby miejsc splicingowych przy koncu eksonu, co prowadzi do wyboru réznych
miejsc splicingowych 5' (ang.

acceptorsite) lub 3' (ang. donor
Pominigcie eksonu

site) i przesuniecia granicy
ekson/intron. Ostatnim z
gtéwnych typow zdarzen

- . . Zatrzymanie intronu
splicingowych jest zatrzymanie

intronu (ang. intron retention), ':v:’
ktéry skutkuje pozostawieniem
czesci lub catego intronu w Alternatywne miejsce splicingowe 5'
obrebie dojrzatego transkryptu.
Analiza ilosci i typdéw zdarzen
Alternatywne miejsce splicingowe 3'
splicingowych wykazata rdznice
w ich rozktadzie  miedzy
gatunkami.  Najliczniejsze  s3
zdarzenia splicingowe u wyzszych
kregowcoéw, ktérych 40% to

. Ryc. 3
pominiecie eksonu [21]. Sledzac

rozktad typow AS na drzewie Gtéwne typy zdarzen alternatywnego splicingu [18].
ewolucyjnym eukariontéw mozna zauwazy¢ wzrastajgcy udziat tego typu splicingu, stad
teoria, ze witasnie on w najwiekszym stopniu przektada sie na zrdznicowanie fenotypowe
(sugeruje sie, ze w organizmach roslinnych wieksze znaczenie miaty zjawiska duplikacji

genomoéw, dlatego obserwuje sie u nich mniejszy udziat tego typu zdarzen splicingu) [22]. U

A. thaliana i kilku innych gatunkdow roslin, dominujgcym typem AS okazato sie zatrzymanie
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intronu. Poczatkowo zaktadano, ze transkrypty z zatrzymanym intronem sg gtéwnie celem
NMD. Jednak ostatnie badania wykazaty, ze produkty tego typu AS nie sg degradowane w
tym procesie, co ponowito pytanie o ich przeznaczenie i funkcje [23]. Wskazéwka do
odpowiedzi na nie moze by¢ zjawisko zaobserwowane podczas badania dojrzewania
gametofitu mszaka Marsilea vestia, u ktérego transkrypty z pozostawionym intronem s3g
gromadzone w sporach do czasu kiedy ich koicowy splicing i translacja nie sg zaindukowane
w trakcie spermatogenezy [24]. Inng przestanka do okreslenia roli transkryptéow z
zatrzymanym intronem sg badania nad neurogenezg u ssakéw. Wykazano, ze regulowane
zatrzymanie intronu w transkryptach gendéw specyficznych dla neuronéw hamuje ich eksport
do cytoplazmy i powoduje degradacje w obrebie jagdra w sposdb niezalezny od maszynerii
biatek zaangazowanych w proces NMD [25]. Wydaje sie mozliwe, ze proces zatrzymywania
introndw w transkryptach znajdujagcych sie w jadrze moze by¢ rozpowszechnionym
mechanizmem umozliwiajgcym magazynowanie prekursorowych RNA oraz regulacje
konicowych etapdéw ich dojrzewania w sposéb zalezny od fazy rozwojowej lub czynnikéw

zewnetrznych.

2.1.3 Rola AS w ekspresji genow

Zwiekszenie zrdzinicowania proteomu przy ograniczonej pojemnosci kodujgcej
genomoéw jest podstawowg funkcjg alternatywnego splicingu. Jednak rozmiar tego zjawiska
nadal trudno oszacowac. Niektére geny ulegajg alternatywnemu splicingowi konstytutywnie,
inne natomiast sg tkankowo specyficzne czy tez zalezne od fazy rozwojowej lub warunkow
Srodowiska. Powstawanie izoform biatek zalezy takze od typu zdarzen AS. Niektére z nich nie
prowadzg do przesuniecia ramki odczytu - analiza wzbogacona o ontologie genéw wykazata,
ze zdarzenia AS tego typu szczegdlnie czesto dotyczg biatek wigzgcych RNA - RBP, ktére biorg
udziat w regulacji splicingu, a takze czynnikdw transkrypcyjnych [26]. Z kolei skutkiem
przesuniecia ramki odczytu na drodze alternatywnego splicingu jest czesto translacja biatek
krétszych, ktére w niektérych przypadkach mogg zachowac swoje domeny funkcjonalne, w
innych - sekwencje kodujgce te rejony mogg zostac¢ usuniete z dojrzatego transkryptu lub
moga pojawié sie dodatkowe sekwencje niosgce informacje o nowych domenach. Wykazano,

ze niektdre alternatywnie wigczane eksony kodujg domeny o nieokreslonej $cisle strukturze,
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ktore jednak pojawiajg sie na powierzchni biatka i wchodzg w oddziatywania biatko - biatko.
W ten sposéb AS moze modyfikowac cate sieci interakcji biatek, a takze szlaki przekazywania
sygnatu [27]. Sugeruje sie rowniez inng, potencjalng role regulacyjng jaka takie krétkie
izoformy biatka mogg petni¢ w komdrkach roslinnych. W kilku przypadkach powstajgce
skrécone peptydy zachowujg zdolnosé do dimeryzacji i tworzenia homo- lub heteromerdéw,
jednak nie posiadajg domen funkcjonalnych. Przypuszcza sie, ze w czasie dimeryzacji mogg
one konkurowac z peptydami petnej dtugosci, w ten sposdb petnigc role negatywnych
regulatoréw [28]. Ponadto takie skrocone peptydy mogg miec zmienione miejsca modyfikacji
potranslacyjnych, np. fosforylacji, co takze moze mie¢ wptyw na zalezny od kinaz przeptyw
sygnatu w komdrkach [29]. Wykazano na przyktad, ze u A. thaliana biatka RS41, CypRS64 i
SR45a posiadajg miejsca fosforylacji specyficzne dla pojedynczych wariantow splicingowych

[30].

Alternatywny splicing bierze udziat w regulacji ilosci transkryptéw w komérce poprzez
sprzezenie z procesem rozktadu czgsteczek mRNA - NMD. NMD jest cytoplazmatycznym
systemem degradacji RNA, ktéry wtaczany jest podczas pierwszej rundy translacji, wtedy gdy
terminacja translacji z danego transkryptu zostaje zaktdcona. Transkrypty bedace celem
NMD posiadajg dtugie sekwencje 3' UTR, z obecnymi w nich intronami, przedwczesny sygnat
terminacji translacji (PTC) okoto 50 - 55 nukleotyddéw powyzej miejsca splicingowego oraz
znajdujaca sie powyzej otwartg ramka odczytu (UORF, ang. upstream open reading frame).
Wszystkie te cechy moga by¢ wprowadzone lub zmienione na drodze AS, przez co proces ten
moze wpltywac bezposrednio na stabilnos¢ transkryptu. Analizy transkryptomu Arabidopsis
thaliana z zastosowaniem kolekcji ESTOw (ang. expressed sequence tags) oraz reakcji RT-PCR
pozwolity oszacowac, ze od 11 do 18% transkryptéw gendw zawierajgcych introny jest celem

dla NMD [23, 31].

Proces alternatywnego splicingu jest czesto sprzezony z NMD i wptywa na ekspresje
genow na zasadzie autoregulujgcej negatywnej petli zwrotnej (zwiekszenie poziomu danego
biatka w komérce prowadzi do zwiekszenia ilosci powstatych na drodze AS transkryptow
zawierajgcych PTC, ktére sg celem dla NMD). Takg zaleznos¢ AS - NMD zaobserwowano m.
in. dla czynnikdw splicigowych [32], gendéw kodujgcych GRP8 i GRP7, ktdére sg czesScig zegara

circadialnego (ang. circadian clock) [33, 34] czy dla genu AFC2 kodujgcego wysoce
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konserwatywng kinaze LAMMER [18]. Proces takiego sprzezenia zwrotnego miedzy

splicingiem a NMD dotyczy wielu gendw, o czym Swiadczg podane wyzej przyktady.

Kolejnym przyktadem wptywu AS na ekspresje gendw jest jego zwigzek z miRNA. W
procesie alternatywnego splicingu moze dochodzi¢ do tworzenia izoform mRNA lub
niekodujacych RNA, ktére posiadajg lub nie miejsce docelowego wigzania miRNA. AS moze
modyfikowac takze proces wycinania miRNA z pri-miRNA i w ten sposdb wptywac na ilosé
dojrzatych miRNA w komoérce, ktére z kolei odpowiednio zmieniajg ilos¢ docelowego mRNA.
Modyfikacja sciezki miRNA przez proces splicingu obejmuje takze wptyw na wzér splicingowy
pre-miRNA oraz mRNA gendw, kodujacych enzymy zaangazowane w biogeneze miRNA, np.
genu kodujgcego kluczowg endonukleaze szlaku miRNA - DCL1 (ang. Dicer-like 1). Na drodze
AS, zwigzanego z wycinaniem intronu 12, powstajg 4 izoformy tego transkyptu, z ktérych
tylko jeden posiada miejsce wigzania miRNA162 [35]. U roslin miejsca wigzania miRNA (MBS,
ang. miRNA binding sites) znajduja sie zarédwno w sekwencji kodujacej jak i w rejonie UTR.
Stosujac analize bioinformatyczng stwierdzono, ze u A. thaliana proces AS wptywa na 12%

MBS (44 z 354 mRNA z okreslonymi MBS) [36].

Jednym z ciekawszych przyktadéw zaleznosci miedzy AS a miRNA jest ekspresja
miRNA400 u A. thaliana pod wptywem stresu ciepta. To miRNA znajduje sie w obrebie
intronu genu kodujgcego biatko (At1g32853) i wraz z nim ulega kotranskrypcji. U roslin z
nadekspresjg tego miRNA pod wptywem stresu ciepta nastepuje spadek wzrostu i sity
kietkowania. Natomiast w typie dzikim pod wptywem wysokiej temperatury nastepuje
wycinanie intronu kodujgcego to miRNA, czego rezultatem jest zwiekszenie ilosci
pierwotnego transkryptu miR400, a spadek jego dojrzatej, funkcjonalnej formy. Zwieksza to

szanse rosliny na przetrwanie warunkéw stresowych [37].

W ostatnich latach znacznie powiekszyta sie wiedza na temat ogdlnej roli
alternatywnego splicingu w procesie ekspresji gendw oraz przyktadédw gendw, ktore ulegajg
temu procesowi, jednakze tylko w niewielu przypadkach zaproponowano funkcje biologiczng
powstatych transkryptéw i ewentualnych biatek, ktére mogg by¢ syntetyzowane na ich
podstawie. Niedawno opisano role alternatywnego splicingu genu N tytoniu w nabywaniu

odpornosci rosliny na infekcje wirusem mozaiki tytoniu TMV (ang. tabacco mosaic virus).
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Rodlina syntetyzuje dwa transkrypty z genu N - Ns i NI, przy czym NI powstaje w wyniku
wiaczenia alternatywnego eksonu znajdujgcego sie w obrebie intronu 3, a jego pula zwieksza
sie w czasie infekcji. Wykazano ponadto, ze obecnos¢ obu transkryptéow genu N jest
niezbedna dla zapewnienia roslinie odpornosci na tego wirusa [38]. Innym przyktadem
waznego procesu zaleznego od alternatywnego splicingu jest kontrola kwitnienia u
Arbidopsis thaliana zwigzana z ekspresjg genu FCA (ang. flowering locus C). U roslin
transgenicznych z nadekspresjg tego genu zaobserwowano przyspieszenie kwitnienia, co jest
zwigzane z niewielkim wzrostem puli transkryptu FCA z usunietymi wszystkimi intronami w
stosunku do pozostatych 3 transkryptdw, ktére posiadajg fragment intronu 3. Sugeruje sie,
Ze negatywna autoregulacja dojrzewania transkryptéw tego genu zabezpiecza rosline przed

przedwczesnym kwitnieniem [39].

Badania nad genomem kukurydzy ujawnity, ze cze$é gendw biorgcych udziat w
procesach takich jak kietkowanie czy synteza antocyjanin podlega alternatywnemu
splicingowi. W czasie ekspresji genu Knox7, ktéry koduje czynniki transkrypcyjne regulujgce
kietkowanie, powstaje az 7 alternatywnych transkryptéw [40]. Natomiast pod wplywem
czynnikéw stresowych takich jak obecnos¢ kadmu, az 50 — krotnie wzrasta poziom
alternatywnego transkryptu genu Bronze2, z ktérego nie zostaty usuniete introny. Gen ten
jest odpowiedzialny za koricowy etap syntezy antocyjanin (koduje transferaze glutationu
GST, ktdra przenosi reszte glutationu na cyjanidyne umozliwiajgc w ten sposéb jej transport
do wakuoli) [41]. Rowniez geny kodujgce biatka SR, wchodzgce w sktad spliceosomu i biorgce
udziat w wyborze miejsc splicingowych, podlegajg u kukurydzy alternatywnemu splicingowi
— zidentyfikowano 4 transkrypty dla genu zmRSp31A oraz 3 transkrypty dla genu zmRSp31B,

ktdre powstajg z uzyciem niekanonicznych miejsc splicingowych [42].

2.2 Kukurydza zwyczajna - pochodzenie, charakterystyka

Domestykacja jest czesto rozwazana jako wyjgtkowy przypadek ewolucji — jest to
koewolucyjna interakcja miedzy dwoma gatunkami, ktéra prowadzi do morfologicznych i
fizjologicznych zmian, a w konsekwencji do ustalenia nowego, udomowionego gatunku,

ktdrego wzrost i reprodukcja jest kontrolowana gtéwnie przez korzysci, ktére czerpie z niego
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inny gatunek [43]. Proces domestykacji zaréwno rodlin jak i zwierzat byt jednym z
najwazniejszych w historii gatunku Homo sapiens i uwaza sie, ze jest w duzej mierze
odpowiedzialny za rewolucje neolityczng (13 000 — 10 000 lat temu), w czasie ktérej
plemiona zbieraczy/mysliwych zaczety prowadzi¢ osiadty tryb zycia, dajgc tym samym
poczatek kulturze argotechnicznej. Nadwyzki zywnosci, ktére powstawaty dzieki uprawie
roslin i hodowli zwierzat, pozwolity na powstanie takich dziedzin ludzkiej aktywnosci jak

sztuka, rozwdj rzemiost, pisma,

hierarchii spotecznej, a w korcu

doprowadzity do urbanizacji [44].

Proces domestykacji kukurydzy

51 - (Zea mays spp. mays L.) rozpoczat

251 - 0 sie okofo 9 000 lat temu w dolinie

] rzeki  Balsas w  potudniowo-

cm > o - srodkowym  Meksyku.  Selekcja

hodowlana, ktéra nastgpita pdzniej
> doprowadzita do wyksztatcenia

ogromne] ilosci odmian, ktéra

4 znacznie przekracza zrdéznicowanie
fenotypowe wystepujgce u jej

. dzikiego przodka — toesinte
Teosinte Kukurydza (Zea mays ssp. parviglumis). Nacisk
selekcyjny spowodowat ostatecznie
przeksztatcenie twardych, matych
Ryc. 4 ziaren teosinte w duze, tatwe do
Poréwnanie wielkosci i ogélnego pokroju teosinte i jednej pozyskania i mielenia bezokrywowe
z odmian kukurydzy [45]. ziarna wspodtczesnych odmian (Ryc.
4). Ktosek teosinte moze pomiescic¢

od 5 do 12 nasion, ma okoto 6 cm dtugosci, natomiast ktos kukurydzy ma okoto 30 cm

dtugosci i moze pomiesci¢ nawet do 500 ziaren. Ziarna kukurydzy sg trwale przymocowane

do kolby, ktéra sie nie rozpada w trakcie dojrzewania nasion - gdy pozostawimy jg na
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ro$linie, po skoriczonym okresie wegetacji kolba wraz z nasionami opadnie na ziemie.
Poniewaz setki nasion z pojedynczej kolby nie sg w stanie sie rozdzieli¢, w nastepnym
sezonie wykietkujg bardzo blisko siebie, siewki kukurydzy nie bedg miaty dostatecznej ilosci
Swiatta i gleby, aby prawidtowo wzrastaé i sie rozwija¢, dlatego moéwi sie, ze przetrwanie
tego gatunku jest w petni uzaleznione od cztowieka. Zmiany zwigzane z domestykacja
obejmowaty réwniez architekture i pokrdj rosliny - pojedyncza roslina teosinte ma wiele
todyg, zwanych odrostami, u kukurydzy wystepuje pojedyncza todyga z kolbami. Udato sie
zidentyfikowad i sklonowad gen, ktéry odpowiadat za tg zmiane (tb1, ang. teosinte branched
1), a rosliny, u ktéorych dochodzito do jego ekspresji posiadaty, podobnie jak przodek
kukurydzy, liczne todygi i ktosy [46]. Rozprzestrzenienie uprawy kukurydzy na teren obu
kontynentdw amerykanskich (do potudniowo-zachodniej czesci obecnych Standw
Zjednoczonych dotarta ok. 3200 lat temu, a do granic Kanady - 1300 lat temu [47]) oraz
wprowadzenie jej do uprawy w Europie i Azji, przyczynito sie do stopniowej adaptacji do
nowych warunkéw srodowiska i progresywnego powstawania coraz liczniejszych odmian
lokalnych. Na przyktad w prekolumbijskim Peru zidentyfikowano 35 odmian, w tym odmiany
szkliste, ktorych nasiona posiadajg twardszg okrywe (ang. flint corn) czy odmiany, ktére byty
hodowane do konkretnych zastosowan jak produkcja piwa chicha, barwnikéw tekstylnych
czy maki [48]. W setkach odmian, ktére powstaty do czaséw wspdiczesnych mozemy
wyrdzni¢ takze odmiany karfowate, ktére nie osiggajg wiecej niz ok. 20 cm, inne sg
gigantyczne — mogg miec ok. 3m wysokosci. Za olbrzymig réznorodnos¢ odmian kukurydzy
odpowiada przede wszystkim plastycznos¢ jej genomu oraz tatwos$é z jakg dochodzi do

zapylenia miedzy réznymi odmianami.

Do tej pory zostaty zsekwencjonowane dwa genomy kukurydzy (w 2009 roku genom
linii wsobnej B73 oraz meksykanskiej odmiany Palomero tolugueno) [49, 50]. Genom tej
rosliny ulegat kilkakrotnym duplikacjom i obejmuje 10 chromosoméw ztozonych z 2,3*10°nt
(ok. 80% wielkosci genomu cztowieka). Szacuje sie, ze koduje ok. 32 tys. gendw dajgcych
produkty biatkowe, z czego od 2 - 4% gendow byto obiektem selekcji zwigzanej z
udomowieniem kukurydzy [51]. Jednak ogromna wiekszo$¢ genomu kukurydzy, bo az 85%,
stanowig sekwencje réinego typu elementéw powtérzonych [49]. Badania poréwnawcze

uzyskanych do tej pory sekwencji genomowych potwierdzity olbrzymig zmiennos¢, takze na
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poziomie genomow, nawet blisko ze sobg spokrewnionych linii kukurydzy, ktéra znacznie
przewyzsza réznorodnosé spotykang u innych organizmdéw eukariotycznych. Wykazano, ze
miedzy dwiema dowolnie wybranymi liniami kukurydzy polimorfizm pojedynczych
nukleotydéw (SNP, ang. single nucleotide polymorphism) wystepuje $rednio co 100 nt.
Genom kukurydzy cechuje wystepowanie nie tylko polimorfizméw typu pojedynczych
nukleotyddw czy typu insercja/delecja (IDP, ang. insertion/deletion polymorphism), ale takze
roznice w strukturze chromosoméw czy zmieniona lokalizacja gendéw i elementéw

powtdrzonych [52].

2.2.1 Zastosowanie i hodowla kukurydzy zwyczajnej

O sukcesie trwajgcego tysigce lat procesu hodowli kukurydzy swiadczy fakt, ze
zajmuje ona trzecie miejsce w Swiatowej strukturze upraw i drugie miejsce pod wzgledem
wysokosci plonu [53]. Obecnie nadal jest podstawg diety wielu mieszkaricéw Ameryki
Potudniowej czy Afryki, ale znajduje takze coraz liczniejsze zastosowania przemystowe. Areat
uprawy kukurydzy wzrastat w Polsce w ostatnich latach (Tab. 1) i obecnie szacuje sie, ze
uprawy kukurydzy zajmujg ok. 1 min ha, z czego potowa uprawiana jest na ziarno. Jest ono
podstawowym surowcem dla przemystu paszowego, ale szerokie zastosowanie moze mieé
takze cata biomasa kukurydzy, jak i jej poszczegdlne frakcje, np. rdzenie kolbowe, stoma,
zarodki. Kukurydze wykorzystuje sie w przemysle spozywczym do produkcji kaszy, maki,
olejow, ale takie do bezposredniego spozycia lub jako poétprodukty. Zwieksza sie
zainteresowanie kukurydzg jako typowa rosling przemystowsg, ktérg stosuje sie w procesie
fermentacji alkoholowej do pozyskania etanolu (zaréwno spozywczego jak i paliwowego),
otrzymuje sie z niej wysokiej jakosci skrobie, wykorzystuje sie jg do celdw energetycznych
poprzez spalanie (stoma, rdzenie kolbowe) lub produkcje biogazu (biomasa). Stoma
kukurydziana jest poza tym surowcem do produkcji papieru i materiatdw izolacyjnych.
Dominujgcym celem uprawy pozostaje jednak przemyst paszowy, gdzie kukurydza jest
wykorzystywana jako materiat na kiszonki z catych roslin lub pasze z ziarna i kolb. Krajowa
hodowla nie jest jeszcze w stanie zaspokoi¢ potrzeb rynku paszowego, dlatego znaczny

udziat w produkcji pasz w Polsce ma kukurydza importowana.
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2000 2002 2005 2010 2011 2012
Powierzchnia zasiewdw [tys. ha]

e kukurydza na ziarno 152 319 339 334 333 544
e kukurydza na pasze 162 196 326 396 426 508
Suma 314 358 665 730 759 1052

Zbiory [tys. t]

e kukurydza na ziarno 923,3 1962,0 1945,4 1994,4 2392,1 3995,9
Plon [dt/ha]

e kukurydza na ziarno 60,6 61,6 57,7 59,7 71,8 73,5
Tabela 1

Zestawienie powierzchni zasiewdéw, wielkos$ci zbioréw i plonu kukurydzy w latach 2000 - 2012,
przygotowano wedtug Rocznika Statystycznego Rolnictwa 2013 [54].

Coraz liczniejsze mozliwosci wykorzystania kukurydzy wymagaja od hodowcow ciagtej
pracy nad udoskonalaniem odmian, takze dedykowanych do konkretnych zastosowan.
Przyktadem mogg by¢ dwie odmiany wyprowadzone w Polsce - Vitras i SMH 27108 Utan,
ktdrych bardzo wysoka produkcja biomasy czyni je idealnymi kandydatami do hodowli na
kiszonki z catych roslin, ktére moga byé wykorzystywane w produkcji biogazu [55]. Hodowla
odmian kukurydzy w Polsce ma dopiero 60-letnig tradycje i duzg konkurencje zaréwno ze
strony zagranicznych os$rodkéw naukowych jak i koncernéw chemiczno-rolniczych.
Poczatkowo w hodowli kukurydzy stosowano odmiany populacyjne, najsilniej rozwijane na
terenie Stanéw Zjednoczonych w obrebie tzw. Pasa Uprawy Kukurydzy (ang. US Corn Belt).
Stamtad pochodzita odmiana Reid Yellow Dent, ktéra byta uprawiana na 75% areatu w USA
do 1890 roku, kiedy zaczeto wprowadza¢ odmiany mieszancowe. Wspodiczesnie uprawiane
odmiany sg to takie gtéwnie odmiany mieszaficowe, ktére powstaty w oparciu o
wykorzystanie zjawiska heterozji, czyli tzw. wigoru mieszaficdw heterozygotycznych. Jest to
efekt bujnosci pierwszego pokolenia mieszafica uzyskanego ze skrzyzowania celowo
dobranych form rodzicielskich. Po sformutowaniu naukowych podstaw tego zjawiska przez
Shull'a w roku 1908 nastgpit szybki rozwdj tej technologii - poczgtkowo eksperymentowano
z mieszancami pojedynczymi (utworzonymi ze skrzyzowania dwoch linii wsobnych - A x B),
lecz ze wzgledu na niskg plennos$é linii matecznych zaczeto stosowaé odmiany populacyjne
jako formy rodzicielskie. Przetomem byto wprowadzenie w 1918 roku koncepcji mieszancow

czteroliniowych (A x B/C x D), ktérych formami rodzicielskimi byty nie linie wsobne, a
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mieszance pojedyncze. Wyzszy potencjat tych mieszancéw zostat szybko zauwazony i juz na
przetomie lat dwudziestych i trzydziestych zaczeto je powszechnie uprawiaé. Dzieki temu w

latach 1930-1960 nastgpit w USA wzrost roczny plonu $rednio o 0,65 dt/ha [56].

W Europie badania nad wprowadzeniem mieszancéw liniowych do programéw
hodowlanych zaczeto po drugiej wojnie Swiatowej, gtéwnie w oparciu o materiat genetyczny
pochodzacy z USA i Kanady. Poniewaz europejskie warunki klimatyczne sg mniej sprzyjajgce
uprawie kukurydzy ocenia sie, ze 2/3 uprawianych odmian to odmiany typu "semident"
uzyskane ze skrzyzowania form rodzicielskich o réznym typie endospermu. W odmianach
mieszancowych tego typu tgczy sie wyzszy potencjat plonowania form zeboksztattnych (dent,
ktore najczesciej sg komponentem matecznym) z lepszg tolerancjg na niekorzystne warunki
termiczne form szklistych (flint, komponent ojcowski). Formy szkliste kukurydzy rosng
szybciej w warunkach chtodnej wiosny i szybciej osiggaja dojrzatosé fizjologiczng (35%
zawartosci wody w ziarnie). Formy zeboksztattne dla wykazania wyzszego potencjatu

plonowania potrzebujg diuzszego i cieplejszego sezonu wegetacyjnego [57].

W Polsce pierwsze prace nad wprowadzeniem kukurydzy do uprawy rozpoczety sie w
1953 roku w trzech osrodkach: Pustkowie, Kobierzycach i w Smolicach. Dopiero jednak w
1967 r. zarejestrowano pierwsza polskg odmiane bedgcg mieszancem liniowym. Byt to
czteroliniowy mieszaniec KB 260, ktérego formute tworzyty 4 linie wsobne pochodzace z
hodowli zagranicznej. Kolejne odmiany, IHAR 280 i IHAR 262, rejestrowane odpowiednio w
1971 i 1972 r., byty tez mieszaricami czteroliniowymi, ale w ich formutach byty wytacznie
linie wsobne wyhodowane w Smolicach. Szacuje sie, ze od lat 90-tych ubiegtego wieku 40%

odmian kukurydzy na polskim rynku to odmiany rodzime [58].

Obecnie do pozyskania linii wsobnych najczesciej wykorzystuje sie technike
podwajania haploidéw (linie DH), a do wyboru odpowiednich linii wsobnych,
charakteryzujgcych sie wysokg zdolnoscig kombinacyjng, a wiec mozliwoscig uzyskania
duzego efektu heterozji, stosuje sie metody biologii molekularnej, np. technike RAPD (ang.
Random Amplified Polymorphic DNA) czy AFLP (ang. Amplified Fragment Length
Polymorphism), ktére majg skuteczniej oceni¢ dystans genetyczny miedzy formami

rodzicielskimi. Inng drogg do uzyskania nowych odmian i wzrostu plonowania jest tworzenie
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organizméw genetycznie modyfikowanych (GMO, ang. genetically modified organism).
Jednym z bardziej znanych przyktaddw jest szeroko stosowana w uprawie kukurydza
odporna na herbicyd Roundup (Roundup Ready®) czy na omacnice prosowianke - kukurydza

Bt-176.

2.3 Stres herbicydowy

Uzyskanie postepu biologicznego jest jedng z mozliwosci zwiekszenia plonowania.
Réwnolegle z doskonaleniem metod hodowli duze znaczenie dla wzrostu plonéw kukurydzy
miato wprowadzenie nowych rozwigzan agrotechnicznych, np. zaproponowane w 1965 r.
zwiekszenie obsady roslin na jednostce powierzchni czy wprowadzenie w 1967 r. atrazyny do
zwalczania chwastow [59]. Nadal mimo wprowadzania odmian coraz lepiej przystosowanych
do réinych warunkéw srodowiskowych, szczegdlnie w pierwszych fazach wzrostu (do
osiggniecia stadium 4-6 liscia), nalezy kukurydzy zapewni¢ dostateczng ilo$é swiatta, wody i
sktadnikdw mineralnych do prawidtowego wzrostu, ktérg znacznie zmniejsza obecnosc
chwastow na polu. Do gatunkdéw szczegdlnie konkurencyjnych w tym okresie nalezg chwasty
o duzym wspdtczynniku rozmnazania, ktérych setki tysiecy nasion zalega w
powierzchniowych warstwach gleby. Nalezg do nich: komosa biata, ognicha polna, tobotki,
przytulia czepna, gwiazdnica pospolita, przetaczniki rumianowate oraz szartat szorstki,

ostrozen polny, chwastnica jednostronna i perz wtasciwy.

Aby zmniejszy¢ konkurencje i zapewni¢ kukurydzy optymalne warunki do wzrostu, w
uprawie stosuje sie rdéznego rodzaju zabiegi agrotechniczne takie jak odchwaszczanie
przedplonu, peten zespo6t uprawek pozniwnych, wczesna orka przedzimowa, wczesne
wykonanie uprawek przedsiewnych z uzyciem bron i wiék oraz mechaniczne pielegnowanie
zasiewow. Uzupetnieniem tych zabiegéw jest stosowanie herbicydow (fac. herba -
trawa, caedo - zabijac), czyli sSrodkdw chemicznych, ktére zaktécajg wzrost i rozwdj roslin.
Moga dziata¢ jako inhibitory wzrostu siewek, produkcji pigmentéw, fotosyntezy, syntezy
aminokwasow czy regulatoréw wzrostu. Powinny one by¢ traktowane jako uzupetnienie
prawidtowo wykonanych zabiegédw agrotechnicznych, jednak poniewaz kukurydza jest

rosling, ktéra dobrze znosi uproszczenia uprawowe, oprysk herbicydami jest czesto
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podstawowym sposobem odchwaszczania pél. Dostepny asortyment srodkéw chemicznych
jest bardzo szeroki. Aby utrzymaé plantacje kukurydzy czysta przez caty okres
wegetacji powinien on by¢ przede wszystkim wtasciwie dobrany do wystepujacych na danym

polu chwastéw oraz ich wrazliwosci na substancje czynna.

Wprowadzenie do srodowiska uprawy egzogennego $rodka, jakim sg herbicydy, jest
silnym czynnikiem stresowym dla rozwijajgcej sie rosliny. Stosowane herbicydy mogg by¢
fitotoksyczne, co moze przejawiaé sie nekrozg lisci, przebarwieniami lub zahamowaniem
wzrostu. Takie zmiany morfologii s3 czesto przemijajace, jednak w skrajnych przypadkach
mogg prowadzi¢ do obnizenia plonu o 20%. Oprdcz bezposredniego negatywnego wptywu
herbicydu na wzrastajgcg siewke, oprysk herbicydem moze prowadzi¢ do uszkodzen
mechanicznych, ktére mogg powodowaé szereg skutkdw posrednich np. zakazenia
oportunistyczne spowodowane przez bakterie, wirusy, grzyby Ilub pierwotniaki

chorobotwodrcze, ktére zwykle nie wywotujg chordb u zdrowych gospodarzy.

W ostatnich latach pojawito sie wiele prac zwigzanych z poznaniem szerokiego
spektrum odpowiedzi roslin na zmieniajgce sie warunki srodowiska i czynniki stresowe, ktére
sie w nim pojawiajg. Wiadomo m.in., ze u ryzu pod wptywem wysokiego zasolenia geny
kodujgce matg i duzg podjednostke karboksydysmutazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBisCo),
jednego z najwazniejszych enzymdw biorgcych udziat w fotosyntezie, czy reduktazy enoyl-
ACP (ang. enoly-acyl carrier protein reductase) ulegajg zwiekszonej ekspresji. U pszenicy,
takze w warunkach wysokiego zasolenia, stwierdzono podniesiony poziom ekspresji kilku
innych gendw kodujgcych m. in. biatko G, receptor etylenu, biatko biorgce udziat w
biosyntezie giberelin i kilka biatek zwigzanych z transdukcjg sygnatéw [60]. Udato sie takze
potwierdzi¢ role mechanizmdw epigenetycznych w odpowiedzi na stresy abiotyczne [61].
Ponadto w eksperymentach z wykorzystaniem transgenicznych roslin z nadekspresjg
czynnikéw tanskrypcyjnych takich jak DREB1A (ang. dehydration-responsive element binding-
1A) [62] czy CBF (ang. C-box binding factor-1) [63] stwierdzono zwiekszong tolerancje tych
roslin na stresy zwigzane z suszg, zasoleniem i zimnem. W wielu laboratoriach na swiecie
prowadzi sie intensywne badania majgce na celu identyfikacje czynnikdw zaangazowanych w

odpowiedz na rézne warunki stresowe, zaréwno biotyczne jak i abiotyczne, jednakze nadal
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nie zostaty poznane molekularne mechanizmy zwigzane z odpowiedzig roslin uprawnych na

stres herbicydowy.

2.3.1 Herbicyd Roundup®

Jednym z powszechniej i czesciej stosowanych tzw. herbicydéw nieselektywnych lub
totalnych (dziatajacych zaréwno na chwasty jak i rosliny uprawne) jest produkowany przez
firme Monsanto herbicyd Roundup®, ktérego skfadnik aktywny - glifosat zostat
wprowadzony do sprzedazy w 1974 roku. Obecnie jest dopuszczony do sprzedazy w 130
krajach, a jego roczna produkcja
szacowana jest na okofo 600 tys. O O
ton. Zgodnie z informacjami H ”
podanymi na etykiecie herbicyd N P'“u
Roundup® skutecznie niszczy 100 HO \/ \ OH
jednorocznych oraz 60 wieloletnich OH
gatunkéw chwastéw, co sprawia, ze
jest jednym z herbicydow o Ryc. 5
najszerszym  spektrum  dziatania Wz6r strukturalny czasteczki glifosatu
dostepnych na rynku [64]. Jest
stosowany nie tylko w uprawach, ale czesto takze do oczyszczania z materiatu roslinnego
ziemi odpadowej, torowisk, nasypéw kolejowych czy obiektéow przemystowych. W uprawach
najczesciej stosowany jest przedwschodowo, w celu przygotowania ziemi pod uprawe i
zwalczenia ucigzliwych chwastéw. W latach 90-tych zyskat rozgtos i szczegdlne znaczenie
przy opracowaniu odmian roslin GMO odpornych na jego dziatanie (Roundup®Ready) -
umozliwia to opryski upraw tym s$rodkiem w celu selektywnego niszczenia chwastéw. Ze
wzgledu na korzy$ci ekonomiczne wynikajgce z ich stosowania, w krajach, ktére dopuscity
odmiany transgeniczne do hodowli, stanowig one obecnie wiekszos¢ uprawianej kukurydzy

czy soi.

Glifosat, czyli N-fosfometyloglicyna (Ryc. 5), hamuje dziatanie enzymu EPSPS (ang. 5 -

enolpyruvylshikimate - 3 - phosphatesynthase). Jest on aktywny w postaci soli (np. soli
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sodowych lub izopropyloaminowych) oraz w obecnosci kationdéw. Efektywnie dziata na
zielone, wzrastajgce czesci rodlin, przez ktére jest wchtaniany [65], a nastepnie ulega
translokacji do pozostatych tkanek rosliny. Hamuje tam dziatanie enzymu EPSPS, ktéry jest
czescig szlaku kwasu szikimowego odpowiedzialnego za synteze aminokwasdw
aromatycznych (nie wystepujacy u ssakéw). Brak tych aminokwaséw powoduje
zablokowanie procesu biosyntezy biatek, przez co uniemozliwia podziat komodrek i wzrost
rodlin wrazliwych na glifosat. Po oprysku nadziemne czesci roslin wrazliwych z6tkna,
brgzowiejg, a w koncu wiedng. Po 10-14 dniach od oprysku rosliny umierajg i ulegaja
rozktadowi dzieki czemu wzbogacajg glebe. Przenikanie i transport glifosatu wewnatrz roslin
zapewnia takze niszczenie merysteméw korzeniowych, podziemnych ktgczy i bulw, ktoére

mogtyby stuzy¢ do rozmnazania wegetatywnego chwastéw.

Tolerancja na sktadnik aktywny herbicydu Roundup® jest uwarunkowana genetycznie
i tylko w niewielkim stopniu jest modyfikowana czynnikami klimatyczno - glebowymi czy
zabiegami agrotechnicznymi. Mimo ogromnych naktadéw finansowych obecnie komercyjnie
dostepnych jest tylko kilka technologii wykorzystujgcych transgeniczne odmiany odporne na
glifosat. Jedng ze strategii jest zastosowanie transgenu z dodatkowg kopig genu EPSPS, ktéra
nie jest inhibowana przez ten sktadnik aktywny. W wiekszosci przypadkow jest to gen cp4
epsps z Agrobacterium tumefaciens lub zmutowany gen zm-2mepsps z kukurydzy zwyczajne;j.
Inna skomercjalizowana strategia wykorzystuje w transgenach geny, ktérych produkty
biatkowe biorg udziat w usuwaniu i rozktadzie glifosatu, np. gen oksydoreduktazy glifosatu
(GOX, ang. glyphosate oxidoreductase) z Ochrobactrum anthropi (szczep LBAA) czy dwa jego
homologii - gen pat z bakterii Streptomyces viridoc i gen bar ze Streptomyces hygroscopicus

[66].

Wprowadzenie do praktyki rolniczej odmian transgenicznych niewrazliwych na
glifosat, doprowadzito do wielu zmian, jednak najbardziej dramatyczne w skutkach okazato
sie uproszczenie taktyki kontroli zachwaszczenia. Mozna powiedzieé, ze glifosat stat sie
ofiarg witasnego sukcesu - od momentu wprowadzenia go do sprzedazy przez 20 lat
uwazano, ze niemozliwe jest wyksztatcenie tolerancji czy odpornosci na ten sktadnik. Jednak
uproszczenia uprawowe, na ktore pozwalajg uprawy transgeniczne (brak orki, a przede

wszystkim wielokrotne opryski duzg dawka herbicydu w czasie jednego sezonu
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wegetacyjnego) zwiekszyty presje selekcyjng i w 1996 roku w Australii pojawity sie pierwsze
doniesienia o gatunku zycicy (Lolium rigidum Gaudin) odpornej na dziatanie herbicydu
Roundup® [67]. Wedtug portalu internetowego weedscience.org, ktéry zrzesza naukowcéw z
80 panstw i gromadzi informacje o wystepowaniu gatunkdw chwastéw odpornych na
herbicydy, do tej pory zarejestrowano 213 przypadkéw odpornosci na glifosat u takich
gatunkéw jak szkartat Palmera (Amaranthus plameri), przymiotno kanadyjskie (Conyza
canadensis), ambrozja tréjdzielna (Ambrosia trifida), zycica trwata (Lolium perenne) czy
mietinik zakula (Kochia scoparia). Podstawg odpornosci jest najczesciej zmiana miejsca
docelowego wigzania glifosatu w obrebie enzymu EPSPS, amplifikacja jego genu,
zmniejszona translokacja glifosatu w obrebie catej rosliny lub zmniejszony transport do
plastydéw, ktére sg miejscem dziatania enzymu EPSPS, a takze sekwestracja glifosatu w

wakuolach [68].

Alternatywg dla wprowadzania do uprawy odmian transgenicznych, ktére budza
liczne kontrowersje i opdr spoteczny, jest wyprowadzenie metodami tradycyjnymi odmian o
zwiekszonej tolerancji na warunki stresowe, w tym takze stresu herbicydowego. Zrozumienie
mechanizmdédw molekularnych lezgcych u podstaw cechy odpornosci na herbicydy u roslin
uprawnych moze przyczyni¢ sie do szybszego postepu hodowlanego i wzbogaci nasze

zrozumienie interakgcji roslin ze srodowiskiem.
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3. Cel pracy

Celem pracy byta identyfikacja réznic w typie i iloSci zdarzen alternatywnego splicingu
oraz ekspresji poszczegdlnych izoform transkryptdw powstajgcych u kukurydzy zwyczajnej
pod wptywem oprysku herbicydem Roundup®. Zaobserwowane wariancje zdarzen
splicingowych miaty ponadto pomdéc w wytypowaniu gendéw biorgcych udziat w
ksztattowaniu cechy tolerancji na herbicyd. Aby zidentyfikowac¢ rdéznice w mechanizmie
alternatywnego splicingu miedzy wytypowanymi dwom liniami kukurydzy (tolerancyjnej oraz
wrazliwej na dziatanie herbicydu Roundup®) zastosowano metode sekwencjonowania mRNA

drugiej generacji (RNA- seq).

Z przedstawionych w poprzednim rozdziale informacji wynika, ze u roslin warunki
stresowe powodujg modyfikacje ekspresji gendw, ktéra umozliwia dostosowanie do
pojawiajgcych sie w srodowisku zmian. Stres herbicydowy, ktéry mozna zaliczy¢ do streséw
abiotycznych, dotyczy wiekszosci roslin uprawnych i ma negatywny wptyw na ich
plonowanie. Mimo wszystko nadal niewiele wiadomo o mechanizmach biochemicznych
lezacych u podstaw odpowiedzi roslin na stosowane opryski herbicydami, dlatego
postanowiono sprawdzi¢ jak zmienia sie jeden z etapdw ekspresji gendw - proces
alternatywnego splicingu, pod wptywem powszechnie stosowanego herbicydu Roundup® u
waznej gospodarczo rosliny jaka jest kukurydza zwyczajna. Postawiona hipoteza badawcza
zaktada, ze na tak waznym etapie ekspresji gendw mogg istnie¢ réznice w wyborze miejsc
splicingowych w genach istotnych dla przetrwania rosliny podczas wystepowania warunkéw

stresowych.
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4.1. Materialy

4.1.1 Material roslinny

Obiektem badan byty dwie linie homozygotyczne kukurydzy, ktére rdznitg sie reakcja
fenotypowg na stosowanie herbicydu Roundup®. Linie te zostaty wytypowane do badan w
oparciu o wyniki projektu badawczego PBZ-MNiSW-2/3/2006 pt. ,Stres wywotany
herbicydami stosowanymi w roslinach transgenicznych (glifosat i glifosynat) oraz
rimsulfuronem - zmiany i detekcja w kukurydzy na poziomie morfologicznym DNA i RNA;
poszukiwanie diagnostycznych markeréw molekularnych”, ktéry zaktadat zaréwno ocene
fenotypowq jak i stopnia pokrewienstwa oraz zréznicowania genetycznego 25 linii
homozygotycznych kukurydzy zwyczajnej poddanej dziataniu 3 herbicydéw (Roundup®, Titus
i Basta). Linie wytypowane do badan pochodzity z kolekcji spotki Hodowla Roslin Smolice
dziatajgcej przy Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin PAN. Wybrane linie kukurydzy (linia
S79757 oraz linia S245) charakteryzowaty sie skrajnymi reakcjami na zastosowane dawki
herbicydu Roundup®. Linia S245 jest linig najbardziej tolerancyjng sposrdod przebadanych na
ten herbicyd (TL, ang. tolerant line). Charakteryzuje sie dtuzszymi, ciemniejszymi i bardziej
sztywnymi lisémi niz wybrana do pordwnan linia S79757, ktéra wykazuje najwiekszg
wrazliwos¢ na oprysk (SL, ang. sensitive line). Ma drobniejsze, jasniejsze i bardziej wiotkie
liscie, ktore tatwiej ulegajg uszkodzeniom mechanicznym. Tydzieh po oprysku herbicydem u
roslin z obu linii obserwowano zmiany na lisciach (usychanie koncéwek, plamki nekrotyczne),
ktdére u linii tolerancyjnej nasilaty sie az do uschniecia catych lisci juz 14 dni po oprysku
(Ryc.6). W tym samym punkcie czasowym rosliny z linii tolerancyjnej mimo zmian na lisciach,

zachowaty niezmieniony pierwotny pokrdj oraz zdolnos$é wzrostu.
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Ryc. 6

Zdjecia roslin linii tolerancyjnej S245 (A) i linii wrazliwej S79757 (B) 14 dni po zabiegu oprysku
herbicydem.

Do badania reakcji fenotypowej obu linii kukurydzy na herbicyd Roundup®, ktéra
zostata przeprowadzona w Instytucie Ochrony Roslin, Panstwowy Instytut Badawczy,
Poznan, pod nadzorem prof. K. Adamczewskiego i prof. J. Adamczyka w ramach
wspomnianego projektu badawczego PBZ-MNiSW-2/3/2006, zastosowano subletalne dla
kukurydzy dawki herbicydu. Juz przy oprysku najnizszg dawka (Roundup®0,5 I/ha, co
odpowiada 150 g glifosatu) zaobserwowano znaczne zréznicowanie fenotypowe badanych

linii w odpowiedzi na stres herbicydowy.

W Tabeli 2 zestawiono procentowg warto$¢ uszkodzen powodowanych przez
herbicyd w wybranych do badan liniach kukurydzy, a na Ryc. 7 dendrogram sporzadzony na

podstawie analizy polimorfizmdw AFLP.
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Nazwa linii hodowlanej Dawka herbicydu Roundup®360 SL [I/ha]
1,0 0,75 0,5
S245 [% uszkodzen] 40 30 25
S79757 [% uszkodzen] | 85 75 75
Tabela 2

Uszkodzenia roslin kukurydzy po oprysku réznymi dawkami herbicydu Roundup® wyrazona w
procentach. Dane pochodzg z badan fenotypowych wykonanych w Instytucie Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin.

Dendrogram
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Ryc. 7

Dendrogram pokrewienstwa genotypow kukurydzy analizowanych w projekcie PBZ-MNiSW-2/3/2006
sporzadzony na podstawie wynikéw analizy AFLP. Zielonymi strzatkami zaznaczono linie wybrane do
badan charakteryzujace sie skrajnymi reakcjami roslin na herbicyd Roundup®.
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4.1.2 Stosowane odczynniki chemiczne

Sigma - etanol, izopropanol, fenol, chloroform, btekit bromofenolowy, cyjanol ksylenu, B-

merkaptoetanol

POCh- chlorek sodu (NaCl), kwas borowy (H,BOs), wodorotlenek sodu (NaOH), octan sodu
(CH3COONa), kwas solny (HCI)

BioShop - agaroza, kwas etylenodiamino-tetraoctowy (EDTA), Tris

Ambion - woda wolna od RNaz

Thermo Scientific - marker wielko$ci DNA (GeneRuler 50 bp i 100 bp DNA Ladder)

Invitrogen - odczynnik umozliwiajacy detekcje kwaséw nukleinowych po rozdziale

elektroforetycznym SYBR® Safe DNA gel stain

4.1.3 Oligonukleotydy

Uzyte w badaniach jednoniciowe czgsteczki DNA zakupiono w firmie Genomed. Sekwencje

nukleotydowe czgsteczek DNA przedstawiono w Tabeli 3.
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Biatko P zwigzane z czynnikiem transkrypcyjnym Myb (ang. Myb-related protein P)
Transkrypt 1 F: CGTGCTGCGAGAAGGTGGGG
R: CGAGGGTGGCGTGGAGCTTG
Transkrypt 2 F: CCGGCCGGTGGTCCCTGAT
R: CCAAGCCCTTCGAGGGCAGC
Transkrypt 3 F: AAGAATGCAGGCCTGCTCCG
R: CCAAGCCCTTCGAGGGCAGC
S-metylotransferaza 2 homocysteiny (ang. homocysteine S-methylotransferase 2)
Transkrypt 1 F: CACCCGGTTCTGGTCGCAGC
R: TTGTCCTGCAGCAGCCACCG
Transkrypt 2 F: CCTGCTCTTCGCCACTATTC
R: TTGTCCTGCAGCAGCCACCG
Dehydrogenaza glutationu (ang. glutamate dehydrogenase)
Transkrypt 1 F: AAGCTGCTGGGCCTCGACTC
R: CCCAAGCGCTGCTGGGATGA
Transkrypt 2 F: ATCCAGCCCCCTCGTCTGCGA

R: GGTGCGGATGCTCGCAGTGA

Tabela 3

Zestawienie sekwencji jednoniciowych DNA stosowanych jako startery w reakcjach PCR (F - starter
komplementarny do kornca 5' powielanego fragmentu; R - starter komplementarny do korca 3'
powielanego fragmentu)

4.1.5 Zestawy komercyjne

Ambion - TURBO™ DNase (2 U/uL)

Agilent - zestawRNA 6000 Nano
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Life Technlogies - SuperScript Il Reverse Transcriptase

[llumina - TruSeq™ RNA Sample Prep Kit, TruSeq SBS Kit v5

Marchery-Nagel - NucleoSpin Plant Il

Thermo Scientific - PCR Master Mix

Qiagen - RNeasy Plant Mini Kit, RNase-Free DNase Set, MiniElute PCR Purification Kit,
MiniElute Gel Extraction Kit, OneStep RT-PCR Kit

4.1.6 Roztwory
Roztwér do naktadania kwaséw nukleinowych na zele agarozowe

0,05% btekit bromofenolowy w/v, 0,05% cyjanol ksylenu w/v, 0,05% pomararicz G (orange G)
w/v, 30% glicerol

Roztwér do elektroforezy kwaséw nukleinowych w zelu poliakryloamidowym (TBE) 10x
108 g Tris/HCl (C,=890 mM)

55 g kwas borowy (C,=890 mM)

40 ml 0,5M EDTA pH 8.0 (C,=20 mM)

dopetniano H,0 do 1000 ml

4.1.7 Bazy danych

W Tabeli 5 na koricu podrozdziatu znajduje sie podsumowanie wykorzystywanych w pracy
baz danych oraz ich adresy internetowe, ponizej znajduje sie krétka charakterystyka kazdej z

nich.

Baza danych NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information)

Wzrastajgce znaczenie komputerowych metod przetwarzania informacji w naukach

biomedycznych doprowadzito do utworzenia NCBI 4 listopada 1988 roku jako czesci
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Narodowej Biblioteki Medycznej (NLM, ang. National Library of Medicine) dziatajgcej przy
amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH, ang. National Instiutes of Health). NLM
zostato wybrane do tego celu ze wzgledu na swoje doswiadczenie w budowaniu i
utrzymywaniu baz danych, a jako cze$s¢ NIH mogto ustanowié projekty badawcze zwigzane z
tematyka obliczeniowej biologii molekularnej. Poczatkowo zadania NCBI koncentrowaty sie
wokét rozwijania nowych technologii informatycznych majgcych wspoméc zrozumienie
zjawisk biologii molekularnej lezacych u podstaw choréb cztowieka, jednak wkrétce
poszerzono obszar zagadnien, ktdrego dotyczy dziatalnosé¢ NCBI. Obecnie zautomatyzowane
systemy NCBI stuzg do przechowywania i analizy wiedzy z dziedziny biologii molekularnej,
genetyki i biochemii wielu gatunkdéw roslin i zwierzat. NCBI prowadzi takze ciggte prace nad
utatwieniem dostepu do stworzonych baz danych, ich utrzymaniem, zdobywaniem
informacji w kraju, jak i zagranica. Realizuje takze badania zwigzane z zaawansowanymi
komputerowymi metodami przetwarzania informacji stuzacych do analizy struktur i funkcji

biologicznie waznych czasteczek.

W sktad NCBI wchodzi obecnie 60 szczegdtowych baz danych. W badaniach wykorzystano

nastepujace:

e Genome - zawiera sekwencje i mapy genomdw ponad 1000 organizmédw, ktérych
projekty sekwencjonowania zostaty juz ukonczone oraz tych, ktdre sg jeszcze w toku.
Zebrane dane genomowe reprezentujg trzy podstawowe domeny zycia (archea,
bakterie i organizmy eukariotyczne), a takie wiele sekwencji pochodzacych z

wiruséw, wiroidéw, plazmidéw i organelli komérkowych;

o Nucleotide - jest to zbidr sekwencji nukleotydéw stanowigcych transkrypty, geny i

inne czesci genomow. Zebrane w niej informacje pochodzg z kilku Zzrédet m. in.:

o GenBank -zawiera wszystkie publicznie dostepne sekwencje DNA [69];

o RefSeq - kolekcja sprawdzonych i unikalnych (ang. non-redundant) sekwencji
genomowego DNA, transkryptéw RNA (refseq_rna) i biatek opisanych przez

NCBI, zapewnienia stabilne odniesienie dla opisywania genomu, identyfikacji
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gendéw, mutacji, analizy polimorfizméw, badan ekspresji i analiz

poréwnawczych;

o TPA (ang. Third Party Annotation) - sktada sie z sekwencji, ktére powstaty w
oparciu o wczesniej istniejgce dane zdeponowane w GenBank, ktorych nowa
annotacja jest udowodniona eksperymentalnie i zostata opublikowana w

recenzowanym czasopismie naukowym;

o PDB (ang. Protein Data Bank) - zwiera informacje na temat struktury
przestrzennej biatek i kwaséw nukleinowych, ktére zostaty zebrane na
podstawie rentgenografii strukturalnej i spektroskopii NMR, zawierajg
informacje o strukturze drugorzedowej biatek i kwaséw nukleinowych wraz z

wspotrzednymi atomow;

e Conserved Domain Databse (CDD) - jest bazg danych domen biatkowych
konserwatywnych ewolucyjnie; opisuje takze funkcje, ktére te domeny petnig, a
dzieki mozliwosci modelowania 3D zapewnia wglad w relacje

sekwencja/struktura/funkcja.

Baza danych UniProtKB (ang. Universal Protein Knowledgebase)

Bazg danych biatek, z ktérej korzystatam w czasie wykonywania badan, jest baza danych
UniProt Knowledgebase. Jest to centralny osrodek gromadzenia informacji na temat biatek i
petnionych przez nie funkcji. Baza ta powstata jako konsorcjum trzech jednostek zajmujgcych
sie badaniami biatek - Europejskiego Instytutu Bioinformatyki (EBI, ang. European
Bioinformatic Institute), Szwajcarkiego Instytutu Bioinformatyki (SBI, ang. Swiss Bioinformatic
Institute) i jednego z najstarszych osrodkéw badawczych zwigzanych z proteomikg PIR (ang.
Protein Information Resource), ktérego podstawg zatozenia byt opublikowany w 1965 roku
przez Margaret Dayhoff "Atlas sekwencji i struktur biatek". Oprdécz podstawowych danych,
takich jak sekwencja aminokwasdw, nazwa biatka, dane taksonomiczne organizmu, w ktérym
zostato zidentyfikowane czy dane bibliograficzne, wejscie (ang. entry) w bazie UniProt
zawiera jak najwiecej informacji, ktore zostaty okreslone dla danego biatka. Obejmuje to

ontologie, klasyfikacje czy wszelkie mozliwe nawigzania i odsytacze obecne w literaturze czy
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innych, zdeponowanych rekordach. Ponadto wyraznie zaznaczona jest jakos¢ annotacji dla
poszczegdlnych biatek - czy zostato ono zidentyfikowane na drodze analizy informatycznej
czy tez dowoddéw eksperymentalnych. Baza ta jest podzielona na dwie czesci -
UniProtKB/SwissProt, ktéra zawiera rekordy z recznie sprawdzonymi annotacjami
pochodzgcymi z literatury jak i analizy obliczeniowej, a druga czes¢ - UniProtkKB/TrEMBL
gromadzi dane niezrecenzowane, ktére czekajg na reczne sprawdzenie. Okoto 98% sekwencji
znajdujacych sie w bazie UniProt zostato przettumaczonych z sekwencji kodujacych (CDS,
ang. coding sequence), ktore zostaty zdeponowane w publicznych bazach danych kwaséw
nukleinowych - EMBL-Bank, GenBank, DDBJ (ang. DNA Data Bank of Japan). Wszystkie te
sekwencje wraz z danymi umieszczonymi przez ich autoréw s gromadzone w
UniProtKB/TrEMBL. Nastepnie dane te sg recznie sprawdzane przez zespo6t ekspertow, ktorzy
uzupetniajg rekord o dane literaturowe, wyniki eksperymentéw czy odnosniki i w ten sposéb
rekord trafia do UniProtkKB/SwissProt. Informacje tam zdeponowane s3 aktualizowane, gdy

pojawig sie nowe doniesienia o danym biatku.

Baza danych PlantGDB (ang. Plant Genome Database)

Wozrastajgca  ilos¢  danych  pochodzgcych z  wysokoprzepustowych  projektow
sekwencjonowania przewyzsza naszg zdolnos¢ do analizy i annotacji uzyskanych sekwencji.
Wychodzac z tego zatozenia twdrcy PlantGDB pragng stworzy¢ platforme nie tylko do
przechowywania danych, ale takze ich analizy. Ich celem jest opracowanie doktadnych,
dajgcych sie skalowaé, wysoce zautomatyzowanych i kompleksowych metod analizy
genomoéw roslinnych. Rezultatami projektu s3 nowe algorytmy predykcyjne, portale
internetowe do wizualizacji danych, a takze cyberinfrastruktura stuzgca rozwojowi narzedzi
do obliczen rozproszonych, udostepniania protokotéw czy gromadzenia zapiséw dotyczacych
pochodzenia danych (ang. data provenance). W diuzszej perspektywie projekt jakim jest
PlantGDB dazy do rozwiniecia biologii genomowej z nauki bardziej opisowej jaka jest teraz,
do nauki predykcyjnej, ktorej przewidywania beda oparte o algorytmy i obliczenia
pochodzace z wielu pomiardw ilosciowych [70]. Ostatnia wersja tej bazy danych zostata

udostepniona 15.12.2011 roku i zawiera dane zestawione w Tabeli 4.
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Typ
danych

Biatka

EST

GSS

STS

TSA

HTG

HTC

PLN

DNA_PLN

Tabela 4

Opis

Unikatowe sekwencje biatek

Sekwencyjne znaczniki ekspresji  (ang.

Sequence Tag)

Expressed

Zbadane sekwencje genomowe (ang. Genomic Survey

Sequence)

Miejsca w genomie oznaczone sekwencjg

Sequence-Tagged Site)

Ztozone transkryptomy z sekwencjonowania

shotgun (ang. Transcriptome Shotgun Assembly)

Wysokowydajnosciowe DNA genomowe

Throughput Genomic DNA)

(ang.

(ang.

typu

High

Wysokowydajnosciowe cDNA (ang. High Throughput

cDNA)

Dziat roslinnego mRNA (ang. Plant Division mRNA)

Dziat roslinnego DNA (ang. Plant Division DNA)

Zestawienie liczby i typéw danych w bazie PlantGDB.

Liczba

sekwencji

768 327

23 579550

13 986 498

159 869

1672820

25458

66 543

1749128

1109 744

Baza danych Maize GDB (ang. Maize Genetics/Genomics Database)

Jest to gtdwne repozytorium informacji dotyczacych kukurydzy zwyczajnej, ktére powstato z
potgczenia dwdch istniejgcych wczedniej baz danych - MaizeDB i ZmDB. Integracja danych w
nich zebranych umozliwita uporzadkowanie i ujednolicenie schematu ich zapisu, a takze

opracowanie praktycznego interfejsu odpowiedzialnego za dostep do informacji, ktory ma
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gatunkow

59 165

870

356

273

46

87

120

107 076

98 395
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utatwic ich przeszukiwanie. Przede wszystkim jednak MaizeGDB jest bazg danych tworzong
przez spoteczno$s¢ naukowcédw zajmujacych sie badaniami nad tym gatunkiem rosliny
uprawnej i modelowej; jest repozytorium danych pochodzgcych z prawie 50 projektéw
dotyczacych m. in. opisywania genéw kukurydzy, mapowania genomu, stworzenia map
cytogenetycznych, lokalizowania wszystkich elementéw powtdérzonych czy badania
endospermu i fenotypu réznych odmian kukurydzy. Dlatego tez giéwnymi zatozeniami
twércéw MaizeGDB jest uczynienie tej bazy danych jak najbardziej uzyteczng i fatwo

dostepna dla wszystkich cztonkéw spotecznosci naukowej poprzez:

e udostepnianie prostych w uzyciu narzedzi bioinformatycznych, ktére sg jednak

dostosowane do ekstrakcji duzej ilosci danych,

e szybka i skuteczng reakcje na otrzymywane uwagi i propozycje,

e ciggte poszukiwanie nowych danych i informacji o kukurydzy, ktére wzbogacajg

zgromadzony zasob wiedzy.

Jedng z waziniejszych cech tej bazy danych jest spdjny interfejs, ktéry na kazdej stronie
zawiera identyczne narzedzia i skroty do najwazniejszych stron, wspomagajgce wyszukiwanie
konkretnych danych. Obszerny dziat pomocy, w ktérym znajdujg sie takze liczne samouczki
dodatkowo utatwia poruszanie sie po bazie danych. Kazdy rekord zawiera réowniez liczne
odsytacze do stron z danymi Zrodtowymi. Informacje sg zamieszczane w postaci
oddzielonych tabulatorami danych (o ile to mozliwe), ktére sg tatwe do eksportowania i
uzycia w réznych programach bioinformatycznych. W przysztosci twércy MaizeGDB chca
takze zwiekszy¢ nacisk na wspétprace z naukowcami zajmujgcymi sie innymi gatunkami
roslin, aby wspdlnie ulepsza¢ zardwno ontologie roslin jak i poszczegdlnych gendw, a takze

przeptyw i wymiane danych miedzy réznymi repozytoriami.

Baza danych Gramene

Baza danych Gramene zostata utworzona przez prof. Doreen Ware z laboratorium Cold
Spring Harbor. Pierwotnie zbierata ona informacje na temat genomodw traw, a przede
wszystkim zbdz. Obecnie Gramene jest bardzo dobrym Zrédtem informacji dla poréwnawczej
genomiki funkcjonalnej zaréwno zbdéz jak i roslin modelowych. Zgromadzono w niej
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informacje na temat 27 w petni i 10 czesciowo zsekwencjonowanych genomoéw
referencyjnych. Jedng z gtéwnych zalet tej bazy danych jest zastosowanie metod analizy
filogenetycznej do porédwnan genomoéw, a takie uzycie ontologii, ktére pozwalajg na
integracje danych strukturalnych i funkcjonalnych. Annotacja genoméw w oparciu o
skonstruowane drzewa filogenetyczne pozwala wnioskowaé¢ o relacjach syntenicznych i
ortologicznych badanych gendw. Dla 10 gatunkéw, w tym Arabidopsis, kukurydzy i ryzu,
dostepne dane na temat wariacji genetycznej oraz mapy genomowe pomagajg przewidywac
skutki zmiennosci na poziomie gendéw i transkryptdw. Gramene posiada réwniez sekcje, w
ktorej gromadzone sg informacje na temat szlakow metabolicznych (w 2014 roku dla 10
gatunkéw) oraz reaktomow roslinnych (ang. plant reactome), w ktérym do tej pory
zamieszczono informacje o 133 szlakach metabolicznych ryzu. Ta czes¢ bazy danych ma by¢
rozbudowywana i powiekszana o kolejne gatunki roslin. Gramene gromadzi takze informacje
na temat markerow genetycznych i mapowania loci cech ilosciowych (QTL, ang. quantitive
trait loci), ktére sg szczegdlnie przydatne naukowcom zwigzanym z wyprowadzaniem i
hodowlg nowych odmian roslin uprawnych. Projekt zwigzany z rozwojem bazy danych
Gramene zapewnia platforme do integracji danych ewolucyjnych, biochemicznych,

genetycznych, zwigzanych z biologig molekularng, systemowsg, jak i hodowlg roslin [71].

Nazwa bazy danych Adres strony internetowej
NCBI Genome http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
NCBI Nucleotide http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
NCBI Conserved Domain http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd
UniProtKB http://www.uniprot.org/
Plant GDB http://www.plantgdb.org/
Maize GDB http://www.maizegdb.org/
Gremene http://www.gramene.org

Tabela 5

Wykaz wykorzystanych baz danych i ich adresy internetowe.
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4.2 Metody

4.2.1 Hodowla wybranych linii kukurydzy zwyczajnej

Hodowle kukurydzy przeprowadzono w Instytucie Ochrony Roslin w Poznaniu. Ziarna
kukurydzy do badan pochodzity ze stacji Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Do hodowli uzyto
wazony o pojemnosci 1,2 litra wypetnione glebg ogrodniczg. Wysiano po 8 ziarniakéw do
kazdego z 10 wazondéw (dla kazdej linii kukurydzy). Hodowle prowadzono w warunkach
szklarniowych przy zastosowaniu naprzemiennie fazy 16h o$wietlenia i 8h ciemnosci oraz
temperatury 22°C i statej wilgotnosci. Rosliny z 6 wazonéw poddano opryskowi herbicydem,
a rosliny z 4 wazondw, nietraktowane herbicydem, stuzyty w badaniach jako materiat
kontrolny. Zabieg opryskiwania wykonano w fazie 4-5 lisci kukurydzy opryskiwaczem
szklarniowych zaopatrzonym w rozpylacze ptaskostrumieniowa Teelet TT 11002 i stosujac
ci$nienie 3 bary, ilos¢ wody do zabiegu wynosita 250 I/ha. Glifosat zastosowano w dawce 360
g (herbicyd Roundup® 360 SL - 1,0 I/ha + adiuwant AS 500 SL - 4,0 I/ha).

Dzien i tydzien po wykonaniu zabiegu oprysku zebrano materiat roslinny (liscie) roslin
zarowno poddanych zabiegowi oprysku herbicydem jak i kontrolnych z obu linii (na Ryc. 8
przedstawione sg zdjecia roslin przed zebraniem materiatu). Nastepnie przeprowadzono ich
homogenizacje w ciektym azocie, a otrzymany proszek zamrozono w -80°C jako materiat

wyjsciowy do izolacji kwaséw nukleinowych.
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Linia wrazliwa na herbicyd Roundup S$79757 Linia tolerancyjna na herbicyd Roundup $245
1 \

Rosliny 1 dzien
po oprysku

Kontrola Kontrola

Rosliny  tydzien
po oprysku

Ryc. 8

Zdjecia roslin z obu badanych linii, zaréwno kontrolnych oraz traktowanych herbicydem, dzien i tydzien po
zabiegu oprysku herbicydem.

4.2.2 Izolacja catkowitego RNA oraz trawienie DNA

Izolacje catkowitego RNA z zamrozonych, rozdrobnionych lisci kukurydzy zwyczajnej
przeprowadzano przy uzyciu zestawu komercyjnego QiagenRNeasy Plant Mini Kit. W trakcie
izolacji wykonywano takze trawienie DNA stosujgc RNase-Free DNase Set tego samego
producenta. Obie procedury wykonywano zgodnie z zaleceniami producenta z

modyfikacjami:

e 100 mg utartej uprzednio w mozdzierzu tkanki lisci kukurydzy zalewano 450 ul buforu
RLT, mieszano przy uzyciu wytrzasarki laboratoryjnej i inkubowano przez 3 min w
temperaturze 56°C;

e lizat komérek przenoszono na kolumne z filtrem umieszczong w 1,5 ml probdwce i
wirowano przez 2 min, 13 000g w temperaturze pokojowej;

e supernatant przenoszono do nowej 1,5 ml probdéwki i dodawano 0,5 objetosci

etanolu, mieszano przez pipetowanie;
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e roztwér przenoszono na kolejng kolumne z filtrem umieszczong w 1,5 ml probdwce,
wirowano 15 s, 8 000g w temperaturze pokojowej, przesgcz usuwano;

e nastepnie przeprowadzano trawienie DNA:

o na kolumne dodawano 350 ul buforu RW1 i ponownie jg wirowano 15 s,
8 000g w temperaturze pokojowej, przesgcz usuwano,

o bezposrednio na filtr kolumienki podawano roztwér DNazy (10ul DNase |
stock solution i 70 pl buforu RDD) i inkubowano w temperaturze pokojowe;j
15 min,

o dodawano 350 pl buforu RW1 na kolumne i wirowano 15 s, 13000 g w
temperaturze pokojowej, przesacz usuwano,

o w kolejnym etapie dodawano 500 ul buforu RPE i ponownie wirowano kolumienki 15
s, 13 000g w temperaturze pokojowej, przesgcz usuwano;

e aby osuszy¢ membrane z resztek etanolu obecnego w buforze RPE, po dodaniu 500 pl
tego buforu na kolumienke cato$¢ wirowano 2 min, 13 000g w temperaturze
pokojowej;

e po wirowaniu kolumienke przektadano do nowej probéwki o objetosci 1,5 ml; aby
wymyc¢ RNA zwigzane z filtrem, dodawano 30 pl wody wolnej od RNaz bezposrednio
na membrane;

e wirowano 1 min, 13 000g, w temperaturze pokojowej;

e po analizie ilo$ciowej i jakoéciowej uzyskany przesgcz przechowywano w -80°C.

4.2.3 Analiza ilosciowa i jako$ciowa catkowitego RNA

Stezenie otrzymanego po izolacji catkowitego RNA wyznaczano poprzez pomiar jego
absorbancji przy dtugosci fali A = 260 nm (1 OD/ml= 40 pg/ml) przy pomocy
spektrofotometru Nano Drop 2000c. Wstepnej oceny jakosSci wyizolowanych preparatow
dokonywano na podstawie wygladu krzywej absorbancji w zaleznosci od diugosci fali w

spektrum A 190 - 840 nm.

By doktadnie ocenic¢ jakos¢ otrzymanego RNA przeprowadzano elektroforeze kapilarng z
wykorzystaniem aparatu Bioanalyzer 2100 firmy Agilent (program Plant RNA Nano) oraz

zestawu Agilent RNA Nano 6000. Na przygotowang ptytke do elektroforezy naktadano po 1
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pl preparatu i przez 30 min prowadzono elektroforeze w obecnos$ci markera wielkosci.
Uzyskane obrazy rozdziatu elektroforetycznego oraz wyznaczony wspoétczynnik integralnosci
RNA (RIN, ang. RNA integrity number) analizowano pod katem jakosci rozdziatu (wyrazne

prazki, brak smug) oraz wielkosci wspétczynnika RIN.

4.2.3 Izolacja DNA i reakcja PCR w gradiencie temperatur
Aby przeprowadzi¢ reakcje tancuchowej polimerazy (PCR, ang. polymerase chain
reaction) z zamrozonych lisci kukurydzy izolowano DNA. Izolacje przeprowadzano przy uzyciu

zestawu NucleoSpin Plant Il zgodnie z zaleceniami producenta z modyfikacjami:

e odwazano 100 mg wczesniej utartych w mozdzierzu i zamrozonych lisci do 1,5 ml
probowki;

e dodawano 300 ul buforu PL2 i mieszano z uzyciem wytrzgsarki laboratoryjne;j

e nastepnie aby usungé¢ RNA dodawano 10 pl RNazy A, mieszano i inkubowano 10 min
w temperaturze 65°C;

e w kolejnym etapie dodawano 75 ul buforu PL3, mieszano i inkubowano 5 min na
lodzie;

e nanoszono lizat na kolumne z filtrem umieszczong w 2 ml probdwce, ktérg wirowano
przez 2 min., 11 000g w temperaturze pokojowej;

e klarowny przesacz przenoszono do nowej 1,5 ml probéwki, dodawano 450 pl buforu
PC i mieszano przez pipetowanie;

e cato$¢ nanoszono na kolumne z filtrem umieszczong w 2 ml probdéwce, wirowano
przez 1 min, 11 000g w temperaturze pokojowej; powstaty przesgcz usuwano;

e na kolumne dodawano 400 ul buforu PW1, wirowano 1 min, 11 000g w temperaturze
pokojowej; powstaty przesgcz usuwano;

e dodawano 700 ul buforu PW2, wirowano 1 min, 11 000g w temperaturze pokojowej;
powstaty przesgcz usuwano;

e aby usungc¢ resztki buforéw i osuszy¢ membrane dodawano 200 ul buforu PW?2 i

wirowano kolumienki 2 min, 11 000g w temperaturze pokojowej;
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e kolumne umieszczano nastepnie w nowej probéwce 1,5 ml i dodawano 50 pl buforu
PE podgrzanego do 65°C, prowadzono 5 minutowg inkubacje w temperaturze 65 °C;
e aby wymy¢ DNA zwigzane z membrang wirowano kolumienki przez 1 min, 11 000g w

temperaturze pokojowe;j.

llos¢ uzyskanego DNA mierzono spektrofotometrycznie przy uzyciu spektrofotometru Nano
Drop 2000ci wyznaczano z zaleznos$ci absorbancji przy dtugosci fali A = 260 nm (1 OD/ml =

50ug/ml).

Po zaprojektowaniu i otrzymaniu zsyntetyzowanych starterdw przeprowadzano
reakcje PCR w gradiencie temperatur dla kazdej pary starteréw. Miata ona na celu dobranie
odpowiedniej temperatury hybrydyzacji, ktéra umozliwia optymalne taczenie starteréw do
matrycy zapobiegajagc jednoczesnie ich renaturacji. Zbyt wysoka temperatura moze
powodowaé brak wigzania starteréow do matrycowego DNA, zbyt niska moze skutkowac
niespecyficznym wigzaniem starteréw i pojawianiem sie niespecyficznych produktéw reakcji.
Sktad typowej pojedynczej reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 6, a schemat reakcji PCR w

gradiencie temperatur w Tabeli 7.

Sktadnik llos¢
Matryca 1-100 ng
Starter komplementarny do korica 3' powielanego fragmentu (7,5 puM) | 0,75 pl

Starter komplementarny do korica 5' powielanego fragmentu (7,5 uM) | 0,75 pl

Bufor reakcyjny 10x 1l

Polimeraza DNA Taq (5U/pl) 1l

Mieszanina dNTP (10 mM kazdego dNTP) 0,2 ul

MgCl, (25mM) 0,5 pul

H,O0 Do 10 pl
Tabela 6

Sktad typowej reakcji PCR (w nawiasach podano stezenia koricowe sktadnikow reakcji).
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Etap Czas Temperatura | llos¢ powtdrzen

Denaturacja wstepna | 5 min 95°C 1x

Denaturacja 0,5 min 94°C

Hybrydyzacja 0,5 min 50-60°C 35x

Elongacja 0,5 min 72°C

Elongacja koricowa 10 min 72°C 1x
Tabela 7

Schemat reackcji PCR w gradiencie temperatur

4.2.4 Reakcja odwrotnej transkrypcji sprzezona z reakcja PCR

W celu detekcji transkryptéw powstatych na drodze alternatywnego splicingu dla
wybranych gendéw przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji (RT, ang. reverse
transcriptase) sprzezong z reakcja PCR. Do tego celu wykorzystywano zestaw OneStep RT-
PCR Kit, ktéry zawiera specjalnie dobrang mieszanine enzymdéw umozliwiajgca
przeprowadzenie zaréwno reakcji odwrotnej transkrypcji, jak i reakcji fancuchowe;j
polimeryzacji w jednej probdwce. Mieszanina enzyméw zawiera odwrotng transkryptaze
Omniscript i Superscript, ktére charakteryzujg sie wysokim powinowactwem do matrycy RNA
i zapewniajg tym samym wysokg czutosé i wydajnosc transkrypcji nawet z niewielkich ilosci
RNA. Po etapie reakcji odwrotnej transkrypcji (przebiegajacej w 50°C przez 30 min),
mieszanina reakcyjna jest inkubowana przez 15 min w temperaturze 95°C, aby aktywowa¢
polimeraze DNA - HotStart Taq i jednoczesnie inaktywowac¢ odwrotne transkryptazy. Ten
etap eliminuje niespecyficzne produkty amplifikacji, zmniejsza tto, zapewniajgc tym samym
wysokg czutos¢ i powtarzalnosé reakcji. Ogolny sktad reakcji przedstawiono w Tabeli 8,
natomiast schemat przebiegu reakcji w Tabeli 9. Zaréwno reakcje PCR w gradiencie
temperatur jak i reakcje odwrotnej transkrypcji sprzezong z reakcjg PCR prowadzono przy

uzyciu termocyklera T100 firmy Bio-Rad.
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Sktadnik

Matryca RNA
Mieszanina dNTP (400uM kazdego z dNTP)

Bufor reakcjyjny (1x Qiagen One Step RT-PCR buffer)

QiagenOneStep RT-PCR Enzyme Mix

llos¢
1pg-2 pg
2 ul

10 pl

2 ul

Starter komplementarny do korica 3' powielanego fragmentu (0,6 pM) | 2 pl

Starter komplementarny do korica 5' powielanego fragmentu (0,6 pM) | 2 pl

Woda wolna od RNaz

Tabela 8

do 50 ul

Sktadniki reakcji odwrotnej transkrypcji sprzezonej z reakcjg PCR (w nawiasach podano stezenia

koncowe sktadnikéw reakcji).

Etap

Reakcja odwrotnej transkrypcji

Aktywacja polimerazy i inaktywacja
odwrotnej transkryptazy

Denaturacja

Hybrydyzacja

Wydtuzanie

Wydtuzanie koricowe

Tabela 9

Czas

30 min

15 min

0,5 min
0,5 min
0,5 min

10 min

Temperatura llosé
powtdrzen

50°C 1x
95°C
94°C

Zalezna od starteréow 30x
72°C
72°C 1x

Ogdlny schemat przebiegu reakcji odwrotnej transkrypcji sprzezonej z reakcjg PCR

4.2.4 Oczyszczanie i analiza produktéw PCR w Zelu agarozowym

Po zakoniczonej reakcji PCR, produkty oczyszczano przy uzyciu zestawu MiniElute PCR

Purification Kit zgodnie z zaleceniami producenta z modyfikacjami:
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e mieszanine reakcyjng przenoszono do 1,5 ml probéwki i dodawano 5 objetosci buforu
PB, nastepnie cato$¢ nanoszono na kolumne z membrang umieszczong w 2 ml
probdéwce;

e wirowano 1 min, 13 000g w temperaturze pokojowej, przesgcz usuwano;

e 750 pl buforu PE dodawano na kolumne i wirowano 1 min, 13 000g w temperaturze
pokojowej;

e aby pozby¢ sie resztek etanolu, po usunieciu przesgczu, kolumne wirowano 2 min,
13 000g w temperaturze pokojowej, a nastepnie przenoszono do nowej probdéwki 1,5
ml;

e aby wymy¢ DNA 10 ul wody nanoszono bezposrednio na membrane kolumny; po 1
minutowe]j inkubacji, wirowano kolumienke 1 min, 13000g w temperaturze

pokojowe;j.

Oczyszczone produkty amplifikacji reakcji PCR (w gradiencie temperatur oraz reakcji
sprzezonej z odwrotng transkrypcjg) rozdzielano w 1,5% - 2% zelu agarozowym o wymiarach
15cm x 15cm i grubosci 0,5 cm (Tabela 10). Do zelu dodawano odczynnika wigzgcego sie do
kwasow nukleinowych - SYBR® Safe DNA gel stain, a rozdziat elektroforetyczny prowadzono
w obecnosci markera wielkosci, dzieki ktdremu mozna byto oszacowac wielko$¢ powstatych
produktéw reakcji PCR. Przed natozeniem na zel do preparatéw dodawano 1/6 objetosci
buforu obcigzajgcego, a rozdziat prowadzono w buforze 1xTBE przy natezeniu pradu 40-
120mA, w temperaturze pokojowej. Zele obrazowano naswietlajgc je promieniowaniem UV

przy zastosowaniu systemu dokumentacji zeli UV GelDoc-It 310 ImagingSystem firmy UVP.
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Sktadnik 1,5% zel agarozowy | 2% zel agarozowy
agaroza 0,75g lg
1 x bufor TBE 50 ml 50 ml
SYBR® Safe DNA gel stain | 0,1 pl/ml 0,1 ul/ml
Tabela 10

Skfad zeli agarozowych

4.2.5 Sekwencjonowanie transkryptomu

Po wyizolowaniu catkowitego RNA prébki zostaty przygotowane do
sekwencjonowania przy uzyciu zestawu TruSeq™ RNA Sample Prep Kit, a do
przeprowadzenia reakcji sekwencjonowania zastosowano zestaw TruSeq SBS Kit v5 (oba
firmy Illumina). Sekwencjonowanie typu paired-end odcinkéw cDNA o dtugosci 50 nt
przeprowadzono we wspétpracy z dr A. Zmieriko, na aparacie lllumina Genome Analyzer II,

ktory znajduje sie w Europejskim Centrum Bioinformatyki i Genomiki.

Przygotowanie prébek RNA do sekwencjonowania wymagato jego konwersji do
biblioteki cDNA i hybrydyzacji z ptytkg sekwencyjng. W pierwszym etapie izolowano frakcje
mRNA z catkowitego RNA z uzyciem kulek magnetycznych optaszczonych oligo dT.
Przytgczajg sie do nich tylko czgsteczki mRNA posiadajgce ogon poli(A). Nastepnie mRNA
poddawano fragmentacji przy uzyciu kationdw dwuwartosciowych i podwyzszonej
temperatury. Stosujgc startery o przypadkowej sekwencji i odwrotng transkryptaze
SuperScript Il na matrycy pofragmentowanego mRNA przeprowadzano synteze pierwszej nici
cDNA. Nastepnie przy pomocy RNazy H usuwano matryce RNA, a polimeraze DNA | uzywano
do syntezy nici komplementarnej - w ten sposdb otrzymywano dwuniciowe sekwencje cDNA.
W kolejnym etapie usuwano lepkie konce 3' (aktywnos¢ egzonukleazowa) i dobudowywano
brakujgce nukleotydy na koncu 5', dzieki zastosowaniu polimerazy T4 i fragmentu Klenowa.
Zmodyfikowane w ten sposdb fragmenty posiadaty tepe konice zaréwno 3' jaki i 5'.

Wykorzystujgc aktywnos¢ polimerazowg fragmentu Klenowa do konca 3' dodawano
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pojedynczg reszte adenozyny. Do tak przygotowanego DNA mozna byto doligowad
sekwencje adaptorowe, ktore posiadaty na koricu 3' wystajgca reszte tymidyny. Specjalnie
dobrane sekwencje adapterowe musiaty zosta¢ dotgczone, aby umozliwi¢ amplifikacje
fragmentow w reakcji PCR, a przede wszystkim hybrydyzacje dwuniciowej biblioteki cDNA
(ds cDNA, ang. double-stranded complementary DNA) z ptytkg sekwencyjng. Sekwencje
adaptorowe umozliwiajg sekwencjonowanie wiecej niz jednej biblioteki w pojedynczej
Sciezce na ptytce sekwencyjnej (ang. multiplexing). Zawierajg specyficzne sekwencje, ktére
stuzg jako swoiste kody kreskowe, dzieki ktdorym mozina rozpoznaé, ktéra sekwencja
pochodzi z jakiej biblioteki. W kolejnym etapie produkty ligacji rozdzielano w zelu
agarozowym, z ktérego wycinano prazki o odpowiedniej wielkosci. Pozwala to na usuniecie
niezligowanych adaptoréow czy ich dimerow i na selekcje fragmentéw odpowiednigj
wielkosci, ktéra umozliwia wydajne tworzenie klastréw w czasie sekwencjonowania. Po elucji
dwuniciowego cDNA z wycietego prazka przeprowadzano wzbogacanie biblioteki (ang.
enrichment) o te fragmenty, ktére miaty odpowiednio przytaczone do obu koncéw
sekwencje adaptorowe. Zastosowano do tego reakcje PCR i startery, ktére wigzaty sie do
konncow sekwencji adaptorowych. llos¢ cykli zostata tak dobrana, aby zminimalizowac¢ ryzyko
preferencyjnego  powielania  niektdrych  sekwencji, co  mogtoby zmniejszyé
reprezentatywnos¢ przygotowanej biblioteki. W ostatnim etapie sprawdzano jakos$é
otrzymanych bibliotek cDNA poprzez elektroforeze w zelu agarozowym. Sprawdzano
czystos$é, szacowano wielkos¢ i stezenie otrzymanego cDNA - koricowy produkt powinien by¢

wyraznym prazkiem na wysokosci ok. 250 - 300 nt.

Zastosowana technologia lllumina jest to jedna z metod sekwencjonowania nowej
generacji NGS zapewniajgca wysokowydajne odczytywanie sekwencji DNA. Technika Illumina
(dawniej Solexa) zostata skomercjalizowana w 2006 roku i opiera sie na sekwencjonowaniu
przez synteze z zastosowaniem nukleotydéw znakowanych fluorescencyjnie jako
terminatoréw reakcji polimeryzacji DNA oraz specjalnej polimerazy DNA, ktora jest zdolna do
wbudowywania takich nukleotydéw w rosnagcy faricuch DNA. Technika sekwencjonowania
Illumina skfada sie z kilku etapéw. Po otrzymaniu biblioteki cDNA przeprowadzana jest
denaturacja dwuniciowych fragmentow DNA, pozwalajgca na ich immobilizacje na ptytce

sekwencyjnej, ktdra jest podiozem statym gesto pokrytym sekwencjami adaptorowymi i
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sekwencjami do nich komplementarnymi. Jednoniciowe fragmenty przytgczajg sie jednym
koricem do podtoza i tworzg strukture przypominajgcg mostek — drugi koniec hybrydyzuje do
sekwencji komplementarnej do adaptora. Nastepnie dodawane sg reagenty potrzebne do
reakcji amplifikacji DNA — po kilku cyklach reakcji PCR (starterami sg sekwencje adaptorowe)
powstajg skupiska ok. 1000 kopii jednoniciowych fragmentow DNA, tzw. klastréw (ang.
clusters). W kolejnym etapie dodawane sg startery sekwencyjne, polimeraza DNA oraz
nukleotydy znakowane roznymi barwnikami fluorescencyjnymi, ktére majg zablokowany
koniec 3'. Po inkorporacji znakowanego nukleotydu do taricucha DNA, zostaje on wykryty i
zidentyfikowany przy pomocy kamery z matrycg CCD (ang. charge coupled device). Nastepnie
koniec 3' nukleotydu zostaje odblokowany, a barwnik fluorescencyjny odtgczony i synteza
tancucha moze przebiegad dalej. W ten sposdb w czasie trwania pojedynczej reakcji mozliwe
jest odczytanie ok. 40 min sekwencji DNA o dtugosci 35 nt. Technika lllumina jest jedng z
nowszych metod sekwencjonowania i umozliwia szybkie poznanie catych genoméw lub
transkryptomoéw, co przy zastosowaniu tradycyjnej metody Sangera trwato wiele lat.
Schematy przebiegu reakcji sekwencjonowania w oparciu o technologie Illumina

przedstawiono na Ryc. 9.
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\|
A

Ryc.9
Schemat sekwencjonowania z uzyciem technologii Illumina

a) wyizolowane DNA (lub cDNA) zostaje poddane fragmentacji, a nastepnie do krétkich odcinkow dotgczane
sg sekwencje adaptorowe o charakterystycznej rozwidlonej budowie; tak powstate fragmenty s3
amplifikowane przy uzyciu starteréw komplementarnych do sekwencji adaptorowych i daja w rezultacie
pule dwuniciowych odcinkéw DNA o tepych koricach, ktére majg doligowane zaréwno na koncu 3' jak i 5'
sekwencje adaptorowe; b) tak przygotowane dwuniciowe odcinki poddaje sie denaturacji i umieszcza na
ptytce sekwencyjnej pokrytej sekwencjami adaptorowymi i komplementarnymi do nich, co umozliwia
hybrydyzacje fragmentéw do powierzchni ptytki; nowa ni¢ (zaznaczona kropkowang linig) jest
syntetyzowana w reakcji wydtuzania startera, ktérym jest sekwencja adaptorowa; oryginalna ni¢ jest
usuwana, a sekwencja adaptorowa na 3' koricu nowo zsyntetyzowanej nici hybrydyzuje do kolejnej
sekwencji komplementarnej na ptytce tworzac tzw. strukture mostka i umozliwiajgc tym samym synteze
nastepnej nici (wykropkowana linia); wiele nastepujacych po sobie takich cykli hybrydyzacji i wydtuzania
prowadzi do powstania skupisk klonéw pojedynczej sekwencji o Srednicy ok. 1 um, czyli tzw. klastréw; c)
aby otrzymac¢ sekwencje odczytu, DNA we wszystkich klastrach jest linearyzowane poprzez ciecie w obrebie
sekwencji adaptora (oznaczone gwiazdky) - umozliwia to wygenerowanie jednoniciowej matrycy do
sekwencjonowania przez synteze (produkt sekwencjonowania zaznaczono kropkowang linig); aby otrzymac
odczyty z obu koncéw odcinka (typu paired-end) produkty sekwencjonowania denaturuje sie i wymywa z
ptytki; matryca uzywana jest do syntezy nici komplementarnej (zaznaczona wykropkowang linig), a
nastepnie jest przecinana (miejsce ciecia zaznaczono gwiazdkg), odmywana i zachodzi sekwencjonwanie na
matrycy nowo zsyntetyzowanej nici [72].
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4.2.6 Analiza bioinformatyczna

W pierwszym etapie badan oszacowano skale zjawiska AS na podstawie sekwencji
najwiekszego chromosomu kukurydzy zwyczajnej - chromosomu pierwszego. Do tego celu
zastosowano program AUGUSTUS (dostepny przez serwer www http://augustus.gobics.de).
Jest to jeden z pierwszych programéw do przewidywania struktury genéw ab initio z podanej
sekwencji, ktéry uwzglednia mozliwos¢ zajscia alternatywnego splicingu. Do przewidywania
struktury gendw wykorzystuje on ukryte modele Markova (HMM, ang. hidden Markov
model) i byt testowany réwniez na sekwencjach pochodzacych z kukurydzy zwyczajnej.

Program ten wyszukuje sekwencje, ktdre spetniajg nastepujace wymogi:

e sekwencja eksonu nie zawiera kodonu stop,

e miejsca splicingowe zawierajg sekwencje konsensusowe,

e wszystkie zaproponowane geny zaczynaja sie od kodonu ATG, a kornczg kodonem
stop,

o kazdy gen konczy sie przed miejscem rozpoczecia nowego (geny nie zachodzg na
siebie),

o dtugosc introndw i eksondw jest rowna lub przewyzsza wartosci minimalne okreslone

dla poszczegdlnych gatunkow.

Z zaproponowanych struktur genéw AUGUSTUS wybiera te, ktére najlepiej pasujg do modelu

i spetniajg jak najwiecej zadanych kryteriow.

Korzystajgc z serwera udostepnionego dla programu AUGUSTUS mozna
przeanalizowaé¢ sekwencje w formacie FASTA o dtugosci nieprzekraczajgcej 3 min nt.
Sekwencja chromosomu 1 kukurydzy (GKO00031.1) posiada ponad 300 min nt, dlatego tez
podzielono jg na 100 odcinkéw o dtugosci 3 min nt i jeden o dtugosci 239 tys. nt. Aby nie
oming¢ gendw, ktére mogty sie znajdowac na granicy fragmentdéw analize uzupetniono o 100
sekwenciji, ktdre miaty po 40 tys. nt i zachodzity na graniczgce ze sobg fragmenty (po 20 tys.
nt z kazdej strony). Dane wyjsciowe generowane przez program AUGUSTUS oprdcz sekwencji
nukleotydowej przewidzianych genéw zawierajg takze jej ttumaczenie na sekwencje

aminokwasowg i sg udostepniane w formacie GFF (ang. general feature format). Kazdy ekson
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zapisany jest w osobnej linii wraz z danymi takimi jak jego koordynaty, nazwa sekwencji i

genu oraz to czy zostat przewidziany na nici kodujgcej czy komplementarne;.

W kolejnym etapie porédwnywano otrzymane wyniki z kolekcjg sekwencyjnych
znacznikdw ekspresji (EST, ang. Expressed Sequence Tags) stosujgc program Geneious Basic
[73] i algorytm megablast, a sekwencje aminokwasowe zestawiono z danymi
zdeponowanymi w bazie UniProtkB (zastosowano algorytmu blastp). Program Geneious
umozliwia miedzy innymi jednoczesne przeszukiwanie baz danych dla duzego zestawu
sekwencji i wyswietla wyniki w przyjazny dla uzytkownika sposéb utatwiajgc tym samym ich
interpretacje. Zawezong pule wynikdw poréwnano takze z sekwencjami zdeponowanymi w
bazie danych Gramene oraz z wynikami programu F-genesh, ktére znajdujg sie takze w tej
bazie danych (szczegoty analizy w rozdziale 5.1) oraz z czasteczkami referencyjnych mRNA z

bazy danych Nucleotide (refseq_rna).

Po otrzymaniu danych z sekwencjonowania transkryptomu pierwszym krokiem
analizy bioinformatycznej byto przeprowadzenie kontroli jakosci otrzymanych wynikéw z
zastosowaniem programu FastQC. Analize bioinformatyczng prowadzono we wspétpracy z dr
A. Swiercz i mgr A. Hoffa z Politechniki Poznanskiej. Program FastQC pozwala na ocene
jakosci surowych danych pochodzgcych z wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania
drugiej generacji. Zapewnia zestaw modutowych analiz i wizualizacji ich wynikéw, ktére
pozwalajg szybko oceni¢ jako$é uzyskanych sekwencji, co jest kluczowe przed podjeciem

dalszych etapéw analizy. Podstawowe funkcje tego programu umozliwiaja:

e import danych z plikbw BAM, SAM lub plikéw FastQ (dowolna wersja),

e sporzgdzenie wykresdw i tabel zbiorczych,

o eksport wynikdw do raportu zapisanego w formacie HTML,

e analize danych i generowanie raportéw offline, bez koniecznosci uruchamiania

interaktywnej aplikacji.

Aby okredli¢ réznice w ekspresji poszczegdlnych gendw i ich izoform pomiedzy badanymi
liniami potrzebne byly odpowiednie narzedzia bioinformatyczne, ktére opierajg sie o
wydajne i uzasadnione statystycznie algorytmy. Zdecydowano sie na zastosowanie Sciezki

analizy zwanej Tuxedo (z ang. smoking) [74], ktérej schemat przedstawia Ryc. 9.
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W pierwszym etapie odczyty z kazdego warunku zmapowano do genomu
referencyjnego przy uzyciu programu TopHat (z ang. cylinder). Jest to krok niezbedny i
podstawowy wielu analiz takich jak np. CHIP-seq (ang. chromatin immunoprecipitation-
sequencing) czy RNA-seq. Dopasowanie sekwencji jest czesto pojawiajagcym sie problemem
w bioinformatyce, dlatego (szczegdlnie w ostatnich latach) pojawito sie wiele rdéznych
programow probujgcych zmierzy¢ sie z tym zagadnieniem. Jednym z najbardziej popularnych
jest program Bowtie (z ang. muszka), ktéry wykorzystuje niezwykle wydajng strukture
danych do przechowywania genomu referencyjnego, dzieki czemu zapewnia bardzo szybkie
jego przeszukiwanie (umozliwia dopasowanie dziesigtek miliondw odczytéw na godzine
pracy procesora). Jednakze Bowtie nie zezwala na obecnos¢ duzych przerw pomiedzy
dopasowywanym odczytem a genomem referencyjnym, stagd tez moze nie radzi¢ sobie z
odczytami, ktére obejmujg introny. TopHat uzywa Bowtie jako ,silnika” dopasowujgcego,
lecz rozbija odczyty, ktorych Bowtie nie mdégt dopasowa¢ na mniejsze fragmenty zwane
segmentami. Takie krétsze fragmenty traktowane pojedynczo czesto zostajag zmapowane do
genomu referencyjnego. Jezeli kilka segmentéw dopasuje sie do genomu w oddaleniu od
siebie (pomiedzy 100 a kilkaset tysiecy par zasad) TopHat interpretuje taki odczyt jako
obejmujacy miejsce splicingowe i oszacowuje gdzie to miejsce splicingowe wystepuje. Ta
zdolnos¢ jest kluczowa dla zlokalizowania nowych transkryptéw. Jak pokazaty liczne
eksperymenty gtebokiego sekwencjonowania transkryptomdéw opisany do tej pory katalog
zdarzen AS pozostaje nadal niekompletny i przy kazdym dodatkowym sekwencjonowaniu

(nawet dla organizméw modelowych) identyfikowane s3 ciggle nowe izoformy transkryptéw.

W kolejnym kroku uzyto programu Cufflinks (z ang. spinki do mankietéw), ktéry
sktada indywidualne odczyty, ktére zostaty dopasowane do genomu referencyjnego w
pojedyncze transkrypty. Poniewaz prébka moze, albo prawie na pewno bedzie zawieraé
odczyty z réznych wariantéw splicingowych dla poszczegdlnych gendw, Cufflinks musi by¢ w
stanie wywnioskowa¢ i zasugerowa¢ wzor splicingu. Nie wiadomo ile rdéznych form
transkryptow pojawi sie dla danego genu, dlatego Cufflinks zgtasza wszystkie ztozenia
transkryptow, ktére najlepiej i najpetniej ttumaczg otrzymane dane sekwencyjne. Uzywajac
rygorystycznego modelu statystycznego Cufflinks ocenia takie poziom ekspresji dla

wszystkich zaproponowanych transkryptow.
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Przed rozpoczeciem analizy réznicowej pomiedzy prébkami RNA-seq konieczne jest
zebranie i ztozenie sekwencji w kompleksowy zestaw transkryptéw. Do tego celu uzyliSmy
programu Cuffmerge, ktéry taczy razem ztozone transkrypty. Jezeli jest dostepny moze takze
wigczy¢ do analizy transkrypty referencyjne. Taka pula transkryptéw moze byé nastepnie
przeszukiwana w poszukiwaniu genéw i transkryptéw, ktérych ekspresja jest zréznicowana
pomiedzy préobkami. Program Cuffdiff oblicza poziom ekspresji i testuje czy otrzymana
réznica ma znaczenie statystyczne. Tabularyczne pliki wyjsciowe z tego programu mogg by¢
przegladane w rozmaitych aplikacjach, m. in. Microsoft excel. Pliki te zawierajg informacje
statystyczne dla poszczegdlnych gendw i izoform transkryptédw takie jak warto$é P czy

zlogarytmowang wielokrotnos$¢ zmiany poziomu ekspresji.

W ostatnim etapie, ktéry pozwala na lepszg wizualizacje otrzymanych wynikéw,
zastosowano program Cummerbund (z ang. szeroki pas, szarfa do stroju wieczorowego),
ktory z plikdw wyjsciowych programu Cuffdiff generuje wykresy korzystajgc ze srodowiska R.
R jest to zarowno jezyk, jak srodowisko programistyczne dedykowane do obliczen
statystycznych i generowania grafiki. Dziata na wielu platformach UNIX, Windows czy
MacOS. Kod zrédtowy tej platformy jest dostepny jako Wolne Oprogramowanie (ang. Free
Software) na warunkach Fundacji Wolnego Oprogramowania Powszechnej Licencji Publicznej

GNU (ang. Free Software Foundation's GNU General Public License).

Aby lepiej zobrazowac funkcje genéw wybranych w czasie analizy skorzystano z
programu MapMan. Jest to program, ktéry umozliwia wizualizacje zmian w profilu ekspresji
dotyczaca zaréwno biatek, gendw jak i transkryptéw. Sktada sie z kilku modutéw, ktére
pozwalajg przypisaé dane ontologiczne do informacji podanych w pliku wejsciowym,
zobrazowanie zaobserwowanych zmian na szlakach metabolicznych i ocene statystyczna
istotnosci badanych rdéznic. Poczgtkowo program ten zostat stworzony do badania danych
pochodzgacych z A. thaliana, jednak obecnie moze by¢ uzywany dla wielu réznych gatunkdw,

m. in. kukurydzy [75].
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Alignment odczytow RNA-
Seq do genomu kukurydzy

“

Sktadanie
transkryptow,
identyfikacja
transkryptow
powstatych na drodze
alternatywnego
splicingu oraz genow i
transkryptow o
Zroznicowanym
poziomie ekspresji

Generowanie wykresow z
uzyskanych wynikow

Ryc. 10

Schemat przebiegu analizy bioinformatycznej wynikéw sekwencjonowania transkryptomoéw
badanych linii kukurydzy zwyczajne;j.
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5. WyniKi i dyskusja

5.1 Analiza bioinformatyczna sekwencji chromosomu 1 kukurydzy
zwyczajnej pod katem zdarzen AS

Aby oszacowaé skale AS u kukurydzy zwyczajnej oraz oceni¢ zdolnosci do
przewidywania tego zjawiska tylko na podstawie sekwencji nukleotydowej, przeprowadzono
analize sekwencji chromosomu pierwszego kukurydzy z wykorzystaniem programu
AUGUSTUS (rozdziat 4.2.6). Sekwencja chromosomu pochodzita z projektu
sekwencjonowania linii wsobnej kukurydzy zwyczajnej B73 i zostata zdeponowana w bazie
NCBI pod numerem dostepu GKO000031.1 (obecnie jest dostepna takze zaktualizowana
wersja tego rekordu GK000031.2). Z czterech dostepnych w programie AUGUSTUS opcji
przewidywania genéw wybrano wariant, ktéry raportowat kilka transkryptéw dla

pojedynczego genu. Schemat przeprowadzonej analizy przedstawiono na Ryc. 11.

Opierajac sie jedynie o informacje zawarte w sekwencji genomowej, po
przeanalizowaniu wszystkich fragmentéow o dtugosci 3 min nt oraz 40 tys. nt, program
AUGUSTUS znalazt 46 tys. gendw. Jest to wynik znaczgco zawyzony i sugeruje wiele fatszywie
dodatnich przewidywan - ilos¢ genéw w catym genomie kukurydzy szacowana jest jedynie na
32 tys. Dla okoto 1/5 z przewidzianych gendéw (9410) program zaraportowat zdarzenia
alternatywnego skfadania transkryptéw. Z tej puli do dalszych analiz wybrano 412 gendw,
dla ktérych AUGUSTUS przewidziat najwiekszg liczbe transkryptéw, a wiec najwiecej zdarzen
AS. Zatozono, ze istnieje najwyzisze prawdopodobienistwo, ze w tej grupie transkryptéw
znajdg sie takie, ktérych ekspresja zostata potwierdzona. Dlatego te sekwencje
poréwnywano z kolekcjg EST kukurydzy zdeponowang w bazie danych NCBI oraz z wynikami
przewidywan z dwéch innych zrédet - bazy danych Gramene i programu F-genesh, ktdrego
wyniki réwniez zdeponowano w tej bazie danych. Program F-genesh (ang. Find GENES using
HMM), podobnie jak AUGUSTUS do przewidywania struktur genéw wykorzystuje ukryte
modele Markova, jednak nie uwzglednia mozliwosci zajscia procesu alternatywnego
sktadania transkryptow. Wczesdniej byt takze uzywany do przewidywania gendéw kukurydzy i
W porownaniu z czterema innymi programami (GeneMark.hmm, GENESCAN, GlimmerR,

Grail) generowat najbardziej doktadne i trafne wyniki [76].
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Do poréwnan sekwencji zastosowano

program Geneious Basic i wybrano algorytm

megablast, ktéry uwzglednia tylko dopasowania sekwencji o wysokim podobienstwie. Jako

dopasowanie znaczace uznawano takie,
Expect value) byta mniejsza lub réwna 1le

identities) wynosit 85% lub wiece;j.

m. Hfémosomu 1

dla ktérego wartos¢ oczekiwana (E-value, ang.

-100, a procent identycznosci (ang. percentage of

l

00 ianych
genow

Program AUGUSTUS

. ‘genéw z
pojedynczym transkryptem

2 g najwieksza
liczba transkryptow

1 Z wiecejniz
jednym transkryptem

Kolekcja EST [
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B8 Zi owanych
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. rane do
potwierdzenia ekspresji

Ryc. 11

Schemat analizy bioinformatycznej sekwencji chromosomu 1 kukurydzy zwyczajnej
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Wartos¢ oczekiwana jest parametrem, ktéry okresla ile rekordéw moze zostaé
dopasowanych przez przypadek do zadanej sekwencji i maleje wyktadniczo wraz ze
wzrostem wartosci wyniku dopasowania (ang. match score). Zasadniczo warto$¢ E opisuje
szum tta, np. wartos¢ E réwna 1 oznacza, ze w bazie danych o okreslonej wielkosci dla
zadanej sekwencji mozemy oczekiwa¢, ze jedno dopasowanie pojawi sie po prostu przez
przypadek. Im nizsza warto$¢ E (blizsza zeru) tym dopasowanie ma wiekszy poziom
istotnosci. Nalezy jednak pamieta¢, ze wartos¢ oczekiwana jest szacowana takze na
podstawie dtugosci zadanej sekwencji - im jest ona krdtsza tym wyzsza wartosé E, poniewaz
jest wyzisze prawdopodobienstwo wystgpienia przez przypadek identycznej, krotkiej
sekwencji. Aby dodatkowo zawezi¢ pule wynikéw do tych o najwiekszym znaczeniu
biologicznym przyjeto wysoki procent identycznosci, ktéry opisuje w ilu procentach dwie
sekwencje nukleotydéw (lub aminokwaséw), majg takie same nukleotydy w tych samych

pozycjach dopasowania.

Po dopasowaniu okoto 1200 sekwencji transkryptéw z wybranej puli 421 gendéw do
zbioru sekwencyjnych znacznikéw ekspresji kukurydzy zwyczajnej, udato sie potwierdzi¢

prawdopodobng ekspresje dla 272 gendw, w tym:

e dla 113 gendéw znaleziono dopasowania dla wszystkich przewidzianych przez program
AUGUSTUS transkryptow,

o dla 129 gendéw dopasowano EST dla dwéch z kilku przewidzianych przez AUGUSTUS
transkryptow,

e dla 30 gendw tylko dla jednego transkryptu z kilku zaproponowanych przez program
AUGUSTUS dopasowano sekwencyjny znacznik ekspresji (dla tych gendw

najprawdopodobniej nie zachodzi proces AS).

Poréwnanie z wynikami zdeponowanymi w bazie danych Gramene umozliwito
dopasowanie 254 gendw przewidzianych przez program AUGUSTUS, jednak tylko dla 23
dopasowane geny, zdeponowane w tej bazie danych, posiadaty adnotacje o wiecej niz
jednym transkrypcie, ktéry byt wynikiem zajscia zdarzen alternatywnego skfadania.
Dopasowanie do wynikéw dziatania programu F-genesh pozwolito potwierdzi¢ przewidziang

sekwencje 156 gendw. Na wszystkich etapach, czyli zarowno w kolekcji EST, wynikach
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programu F-genesh i w bazie danych Gramene, udato sie potwierdzi¢ alternatywne sktadanie
transkryptow dla 42 gendéw. Dla tak zawezonej puli gendw przeprowadzono takze
dopasowanie do sekwencji zawartych w bazie danych referencyjnych sekwencji mRNA

kukurydzy zwyczajnej. Udato sie zidentyfikowac czgsteczki mRNA dla 34 gendw.

W znajdujacej sie ponizej tabeli (Tabela 11) zestawiono numery dostepédw GenBank do
rekordow zawierajgcych zidentyfikowane sekwencyjne znaczniki ekspresji oraz sekwencje
referencyjnych czgsteczek mRNA, a takze loci, w ktéorym sg one zmapowane dla puli 42
genow, ktére uznano za najbardziej prawdopodobne cele procesu AS. W Aneksie 1 zatgczone

zostaty wyniki programu AUGUSTUS w formacie GFF dla tej puli gendw.
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Nr Nr dostepu GenBank dla Nr dotepu GenBank dla Locus

genu kolekcji EST referencyjnych mRNA

1.1 ES700631 NM_001154387 LOC100281469(umc1292)
1.2 DR789872 NM_001151597 LOC100278265

(umc2523)
13 EE173725 NM_001154387 LOC100281469
(umc1292)

21 FL133048

2.2 DY687486 NM_001149410 LOC100275291
23 EE295362

3.1 FK992155

3.2 EE013166 NM_001138663 LOC100193552
3.3 CF675154

4.1 Al586830 NM_001111911 Brak danych
4.2 FL431278

4.3 DV516499 NM 001148450 LOC100274071
5.1 DN219456

5.2 C0459182 NM_001147392 LOC100272940
53 DV492877

6.1 CD44134

6.2 DY397626 NM_001150745 LOC100277079
6.3 CD440514

7.1 CF032355 NM_001154468 LOC100281549
7.2 DT641341

7.3 BM498806 NM_001146992 LOC100272523
8.1 FL458621

8.2 FL182719 NM_001152336 LOC100279315
8.3 DY686105 (umc2185)
9.1 CD433356

9.2 FL452101 NM_001175269 LOC100382534
9.3 CD433356

10.1 FL452100

10.2 Al065585 NM_001196985 LOC100502507
10.3 FL470663

11.1 BE051540 Nie dopasowano sekwencji

11.2 Al737422

11.3 DV492877

12.1 DV503653 NM_001196821 LOC100502343
12.2 DN230491

12.3 DV503652

13.1 C0451512 NM_001175269 LOC100382534
13.2 DV171091

13.3 C0451512

14.1 FLO41027 Nie dopasowano sekwencji

14.2 FL460501

14.3 FL103940

15.1 CD437703 NM_001175269 LOC100382534
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15.2
15.3
16.1
16.2
16.3
17.1
17.2
17.3
18.1
18.2
18.3
19.1
19.2
19.3
20.1
20.2
20.3
21.1
21.2
21.3
22.1
22.2
22.3
23.1
23.2
23.3
24.1
24.2
24.3
25.1
25.2
25.3
26.1
26.2
26.3
27.1
27.2
27.3
28.1
28.2
28.3
29.1
29.2
29.3
30.1
30.2
30.3

CF384417
Al770397
FLA49334
CF92014
CD526614
EE036851
EE159977
C0O525111
EB705358
C0456711
EB707230
CF021246
DR803317
EB822172
EE153174
EC878750
EE187811
FLO71738
FLO71761
DN219554
FLA70298
BG265396
Dv492877
EB819056
FL475343
EE178254
DT939585
DV518063
DR964496
CA405225
CK701087
Al861641
FL183072
FL183076
DY688374
DR962736
FL155278
FL119451
FLO71743
EE045605
FLO71759
DV522358
DT939972
EE042896
FLO43545
CK701087
FL470298

NM_001151416

NM_001157149

NM_001137956

NM_001154263

NM_001147885

LOC100277992

LOC100284254

LOC100192758

LOC100281345

LOC100273448

Nie dopasowano sekwencji

NM_001196821

NM_001112440

NM_001156438

NM_001196029

LOC100502343

LOC732830

LOC100283538

LOC100501266

Nie dopasowano sekwencji

NM_001148535

NM_001177286

NM_001147983

NM_001143521

LOC100274157

LOC100384850

LOC100273565

LOC100217156

Nie dopasowano sekwencji
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31.1 EE038035 NM_001137175 LOC100191748
31.2 EC886908

31.3 EB816122

32.1 FLA51896 Nie dopasowano sekwencji

32.2 FL163211

32.3 FL192768

33.1 EE158277 NM_001196539 LOC100501900
33.2 EE188625

33.3 EE158276

34.1 FL346542 NM_001143225 LOC100216831
34.2 FL347070 NM_001156490 LOC100283589
34.3 DN228312

35.1 AW017875 Nie dopasowano sekwencji

35.2 CF631655

35.3 EE680983

36.1 EB405807 NM_001176131 LOC100383483
36.2 BM032586

36.3 BM417288

37.1 CK368211 NM_001157319 LOC100284424
37.2 BG841552

37.3 DV020738 NM_001150808 LOC100277159
38.1 DV026704 NM_001139290 LOC100194249
38.2 DR813331

38.3 DR803682

39.1 CF675160 Nie dopasowano sekwencji

39.2 CA405225

39.3 BG265653

40.1 DY234241 NM_001149596 LOC100275540
40.2 FL418346

40.3 DV025759

41.1 FLO62547 NM_001158454 LOC100285563
41.2 FLO62554

41.3 FLO69420 NM_001149278 LOC100275095
42.1 DN230491 NM_001196821 LOC100502343
42.2 GH201244

42.3 BG265649

Tabela 11

Zestawienie wynikoéw dopasowania sekwencji 42 gendéw przewidzianych przez program AUGUSTUS,
ktorych ekspresja zostata potwierdzona przez pordwnanie z kolekcjg EST i referencyjnymi czgsteczkami
MRNA

Aby lepiej zobrazowac uzyskane wyniki na Ryc. 12 zaprezentowano schemat struktury

genu pierwszego (1) z przewidzianych przez program AUGUSTUS. Dla tego genu zostaty
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przewidziane 3 transkrypty, z ktérych najdtuzszy (1.3) sktada sie z 10 eksondéw i bardzo
dtugiej sekwencji intronu (6782 nt) i znajduje sie miedzy eksonem 8 i 9 (eksony liczone od
prawej do lewej). Najkrotszy jest transkrypt 1.2, ktéry sktada sie tylko z dwdch eksondw i
powstat w wyniku uzycia alternatywnego miejsca splicingowego 3' w obrebie eksonu 9.
Natomiast transkrypt 1.1 posiada dodatkowy ekson, ktdry znajduje sie w obrebie intronu 6

transkryptu 1.3.

6313358 Chromesom 1 6324415

5 3

transkrypt 1.1

H transkrypt 1.2

transkrypt 1.3

Ryc. 12

Schemat organizacji genu nr 1 przewidzianego przez program AUGUSTUS, dla ktérego udato sie
dopasowac sekwencje EST, rekord z bazy danych Gramene i sekwencje referencyjnego mRNA.

Wykorzystujgc program IGV [77] dla wszystkich 42 gendéw wygenerowano ryciny
ilustrujgce wzajemne potozenie przewidzianych transkryptow, sekwencji EST i mRNA w
odniesieniu do chromosomu 1 (Aneks 2), natomiast na Ryc. 13 przedstawiono ogdlng
dystrybucje i lokalizacje transkryptéw z tej zawezonej puli. Jak wynika z przedstawionych w
Aneksie 2 rycin, dla 16 genéw (o numerach: 1, 2, 3, 4,5, 8, 18, 20, 23, 24, 27, 29, 31, 34, 38 i
41) uzyskano wysoki stopien korelacji przewidzianych przez AUGUSTUS transkryptéow z
dopasowanymi sekwencjami EST i mRNA. Dla pozostatych gendéw wzajemna relacja

koordynatéow poszczegdlnych sekwencji jest raczej niska. Moze mie¢ na to wptyw niskie

64



5. Wyniki i dyskusja

wysycenie kolekcji mRNA i EST kukurydzy, szczegdlnie w pordwnaniu z organizmami

modelowymi takimi jak A. thaliana.

65



5. Wyniki i dyskusja
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Ryc. 13

W?zajemna dystrybucja i lokalizacja zbioru 42 genéw na chromosomie 1 kukurydzy zwyczajnej przewidzianych przez program AUGUSTUS, ktére zostaty uznane za

najbardziej prawdopodobne cele AS.
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Rownoczesnie z analizg sekwencji nukleotydowej przeprowadzono analize na
poziomie biatek, ktédre mogg powstawacé z przewidzianych genéw. Sekwencje aminokwasowa
przettumaczong z sekwencji nukleotydowej zaproponowanych przez AUGUSTUS gendw,
stosowano jako zapytanie do bazy danych UniProtKB przy uzyciu algorytmu blastp. Podobnie
jak w przypadku sekwencji nukleotydowej, wybrano tylko te geny, ktére posiadaty
najwieksza ilos¢ przewidzianych transkryptéw (412 gendw), czyli najprawdopodobniej byty
celem alternatywnego sktadania (Ryc. 11). Za wynik znaczgcy uznawano takie dopasowanie,
ktérego wartosé¢ oczekiwana E wynosita 1e-100 (podobnie jak w przypadku sekwencji

nukleotydowej) i w ktérym sekwencje byty przynajmniej w 40% identyczne.

W ten sposéb udato sie zidentyfikowa¢ 18 biatek zdeponowanych w bazie danych
UniProtkB. Wiekszos¢ z tych biatek zostata opisana dla A. thaliana, a tylko 3 biatka
pochodzity z kukurydzy zwyczajnej. Szczegétowe wyniki zebrano w Tabeli 12 zamieszczonej

ponizej.
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Numer | Wartos¢ E
genu

1 2,92e-107
2 7,11e-114
3 8,92e-169
4 5,23e-175
5 0
6 1,66e-131
7 2,01e-156
8 1,27e-134
9 1,73e-151
10 0
11 5,48e-106
13 1,33e-108
13 0
14 0
15 0
16 2,39e-148

%

identycznosci

44,70

45,70

65,80

62,10

68,50

63,40

79,90

96,90

81,70

78,10

69,50

76,20

83,30
55,00
77,80

46,70

Zidentyfikowane biatko

DNA (cytozyno-5) metylotransferaza 1 (ang.
DNA (cytosine-5)-methyltransferase DRM1) z
Arabidopsis thaliana
DNA (cytozyno-5)metylotransferaza 2 (ang.
DNA (cytosine-5)-methyltransferase DRM2) z
Arabidopsis thaliana
Biatko podobne do biatka FIZZY 2 (ang.protein
FIZZY-RELATED 2) z Arabidopsis thaliana
Prawdopodobna kinaza
serynowo/treoninowa (ang. Probable
serine/threonine-protein kinase) z
Arabidopsis thaliana
Dehydrogenaza fitoenu (ang. Phytoene
dehydrogenase)z Solanum lycopersicum
Niezwigzany z ATP regulator podjednostki 4
26S proteasome (ang. 26S proteasome non-
ATPase regulatory subunit 4) z Arabidopsis
thaliana
Syntetaza asparaginy (ang. Asparagine
synthetase) z Sandersonia aurantiaca
Biatko P zwigzane z czynnikiem
transkrypcyjnym Myb (ang. Myb-related
protein P) z Zea mays
S-metylotransferaza 2 homocysteiny (ang.
Homocysteine S-methyltransferase 2) z Zea
mays
Dkearboksylaza 2 glutaminianu (ang.
Glutamate decarboxylase 2) zArabidopsis
thaliana
Prawdopodobne biatko o masie 125 kDa
zwigzane z kinezyng (ang. Probable 125
kDakinesin-related protein) z Arabidopsis
thaliana
Reduktaza 3 12-oksofitodienowa (ang.12-
oxophytodienoate reductase 3 ) z Arabidopsis
thaliana
Alfa-galaktozydaza (ang. Alpha-galactosidase)
z Oryza sativa subsp. japonica
Nasienna lipooksygenaza 3 (ang. Seed
lipoxygenase-3) z Glycine max
Lipooksygenaza 2 (ang. Lipoxygenase 2) z
Oryza sativa subsp. japonica
Biatko 6 o masie 65-kDa zwigzane z
mikrotubulami (ang. 65-kDa microtubule-
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Nr dostepu do
bazy
UniProtKB

QILXE5

Q9M548

Q8L3z8

Q3EDL4

P28554

P55034

024338

P27898

QI9FUM9

Q42472

P82266

QI9FUPO

Q9FXT4
P09186
P29250

Q9sIs3
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associated protein 6) z Arabidopsis thaliana
17 5,44e-168 | 76,90 Reduktaza ferredoksyna-NADP (ang. P41345
Ferredoxin-NADP reductase)z Oryza sativa
subsp. japonica
18 7,01e-141 | 86,80 Dehydrogenaza glutationu (ang. Glutamate | Q43260
dehydrogenase) zZea mays

Tabela 12

Wyniki dopasowania sekwencji aminokwasowych przettumaczonych z transkryptéw przewidzianych
prze program AUGUSTUS do danych zdeponowanych w bazie danych UniProtKB.

5.1.2 Analiza ekspresji transkryptow dla wybranych genéw z zastosowaniem reakcji
odwrotnej transkrypcji sprzezonej z reakcja PCR

Z puli gendw, dla ktérych udato sie zidentyfikowaé potencjalne produkty biatkowe (18
gendéw przewidzianych przez program AUGUSTUS) wybrano trzy, aby potwierdzi¢ ich
ekspresje w dwédch liniach kukurydzy zwyczajnej (S245 i S79757). Wytypowano te geny,
ktorych produkty biatkowe zostaty zidentyfikowane u kukurydzy zwyczajnej: 1. gen kodujacy
biatko P zwigzane z czynnikiem transkrypcyjnym Myb, 2. S-metylotransferaze 2

homocysteiny, 3. dehydrogenaze glutationu (poréwnaj Tabela 12).

Z zebranych w dwdch punktach czasowych lisci obu odmian kukurydzy zwyczajnej
przeprowadzono izolacje kwasdw nukleinowych. Po pomiarze spektrofotometrycznym,
wyizolowane RNA poddawano analizie jakosci z wykorzystaniem elektroforezy kapilarne;j.
Oceniano jakos¢ rozdziatu - brak smug, wyrazne prazki oraz warto$é wspétczynnika RIN. Do
dalszych analiz wykorzystywano tylko te preparaty, ktérych wspdtczynnik integralnosci RNA
wynosit 8 lub wiecej w 10 stopniowej skali (10 - materiat niezdegradowany). Wspodtczynnik
ten jest wyznaczany na podstawie porédwnania obrazu rozdziatu prébek oraz markera
wielkosci RNA, ktorego wielkos¢ i stezenie jest ustalone. Ponizej zamieszczono przyktadowy
obraz rozdziatu elektroforetycznego badanych prébek uzyskanych po rozdziale z

wykorzystaniem aparatu Bioanalyzer 2100 firmy Agilent (Ryc. 14).
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Laclder
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dh
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Ryc. 14

Obraz rozdziatu elektroforetycznego catkowitego RNA wyizolowanego z lisci kukurydzy odmiany
S245 (TL) i S79757 (SL) uzyskany przy pomocy aparatu Bioanalyzer 2100;

1a - linia wrazliwa kontrola po 24h (SL1C); 1b - linia wrazliwa traktowana po 24h (SL1); 3a — linia
wrazliwa kontrola po 7 dniach (SL7C); 3b — linia wrazliwa traktowana po 7 dniach (SL7); 2a — linia
tolerancyjna kontrola po 24 h (TL1C); 2b — linia tolerancyjna traktowana po 24 h (TL1); 4a — linia
tolerancyjna kontrola po 7 dniach (TL7C); 4b — linia tolerancyjna traktowana po 7 dniach (TL7)

Probki pochodzgce z roslin poddawanych dziataniu herbicydu, szczegdlnie te zebrane
tydzied po oprysku, miaty czesto nizszg wartos¢ RIN - RNA byto mocniej zdegradowane.
Izolacje przeprowadzano z catych lisci, takze tych, na ktérych obserwowano zmiany w postaci
plamek nekrotycznych czy usychania. Bylo to przyczyng obnizenia ogélnej jakosci

uzyskiwanych preparatow.

Z uzyskanego materiatu biologicznego przeprowadzano réwniez izolacje DNA.
Wyizolowane DNA oceniano na podstawie pomiaru wartosci absorbancji, a preparaty o

odpowiednim stezeniu wykorzystywano jako matryce do reakcji PCR w gradiencie
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temperatur, ktéra pozwolita na optymalne dobranie temperatury hybrydyzacji starteréw do

reakcji odwrotnej transkrypcji sprzezonej z reakcjg PCR.

Po uzyskaniu preparatéow RNA o odpowiedniej jakoSci przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji sprzezong z reakcjg PCR, aby sprawdzi¢ czy przewidziane przez
program AUGUSTUS transkrypty ulegajg ekspresji w badanych warunkach. Produkty
odwrotnej transkrypcji i amplifikacji oczyszczano i rozdzielano na zelu agarozowym. Na Ryc.
15 przedstawiono obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéow reakcji RT-PCR dla genu
kodujgcego biatko P zwigzane z czynnikiem transkrypcyjnym Myb, dla ktérego udato sie
potwierdzi¢ ekspresje tylko jednego z przewidzianych przez program AUGUSTUS 3
transkryptow (brak alternatywnego sktadania mRNA). Na Ryc. 16 znajduje sie obraz rozdziatu
elektroforetycznego produktéw amplifikacji 2 transkryptéw genu kodujacego S-
metylotransferaze 2 homocysteiny, ktére ulegajg ekspresji w badanych odmianach. Réwniez
ekspresje dwoch przewidzianych transkryptéw potwierdzono dla genu kodujacego
dehydrogenaze glutationu (obraz elektroforetyczny rozdziatu produktéw odwrotnej
transkrypcji i amplifikacji przedstawiono na Ryc. 17). Ponizej obrazow elektroforetycznych
zamieszono réwniez schemat struktury przewidzianych transkryptéw wygenerowanych przez

program IGV.
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Ryc. 15

Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji odwrotnej transkrypcji sprzezonej z reakcja
PCR dla dla transkryptu 1 genu kodujgcego biatko P zwigzane z czynnikiem transkrypcyjnym Myb. Dla
tego genu udato sie potwierdzi¢ ekspresje tylko jednego (zaznaczonego na czerwono) z trzech
transkryptéow przewidzianych przez program AUGUSTUS. Strukture wszystkich transkryptow
przedstawiono na schemacie wygenerowanym przez program IGV.

1 — marker wielkosci ; 2 — linia wrazliwa kontrola po 24h (SL1C); 3 — linia wrazliwa traktowana po 24h
(SL1); 4 - linia wrazliwa kontrola po 7 dniach (SL7C); 5 — linia wrazliwa traktowana po 7 dniach (SL7); 6
— linia tolerancyjna kontrola po 24 h (TL1C); 7 — linia tolerancyjna traktowana po 24 h (TL1); 8 — linia
tolerancyjna kontrola po 7 dniach (TL7C); 9 — linia tolerancyjna traktowana po 7 dniach (TL7); 10 —
kontrola negatywna
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10 11 12 13 14 15 16 17 18

transkrypt 1 transkrypt 2

71 885 000 bp 171 426 000 bp 171 887 000 bp 171 888 000 bp
| | | | | |

. - {ranskrypt2
91512
- E-— .oyt ]

P

Ryc. 16

Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji odwrotnej transkrypcji sprzezonej z reakcja
PCR dla dla transkryptu 1 i 2 genu kodujgcego S-metylotransferaze 2 homocysteiny. Dla tego genu
udato sie potwierdzi¢ zdarzenie AS i ekspresje obu transkryptéow przewidzianych przez program
AUGUSTUS. Strukture transkryptéw przedstawiono na schemacie wygenerowanym przez program IGV.

1, 11 — linia wrazliwa kontrola po 24h (SL7C); 2, 12 — linia wrazliwa traktowana po 24h (SL1); 3, 13 -
linia wrazliwa kontrola po 7 dniach (SL7C); 4, 14— linia wrazliwa traktowana po 7 dniach (SL7); 5, 15 —
linia tolerancyjna kontrola po 24 h (TL1C); 6, 16 — linia tolerancyjna traktowana po 24 h (TL1); 7,17 -
linia tolerancyjna kontrola po 7 dniach (TL7C); 8, 18 — linia tolerancyjna traktowana po 7 dniach (TL7); 9
— marker wielkosci ; 10 — kontrola negatywna
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transkrypt 1 transkrypt 2
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transkrypt 1
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g217.1

Ryc. 17

Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji odwrotnej transkrypcji sprzezonej z reakcjg
PCR dla dla transkryptu 1 i 2 genu kodujgcego dehydrogenaze glutationu. Dla tego genu udato sie
potwierdzi¢ zdarzenie AS i ekspresje obu transkryptéw przewidzianych przez program AUGUSTUS.
Strukture transkryptéw przedstawiono na schemacie wygenerowanym przez program IGV.

1, 11 — linia wrazliwa kontrola po 24h (SL7C); 2, 12 — linia wrazliwa traktowana po 24h (SL1); 3, 13 -
linia wrazliwa kontrola po 7 dniach (SL7C); 4, 14— linia wrazliwa traktowana po 7 dniach (SL7); 5, 15 —
linia tolerancyjna kontrola po 24 h (TL1C); 6, 16 — linia tolerancyjna traktowana po 24 h (TL1); 7,17 -
linia tolerancyjna kontrola po 7 dniach (TL7C); 8, 18 — linia tolerancyjna traktowana po 7 dniach (TL7); 9
— marker wielkosci ; 10 — kontrola negatywna

5.1.3 Dyskusja

Wraz ze wazrastajgca iloscig danych pochodzacych z duzych projektow
sekwencjonowania genomdw, transkryptomow, degradoméw oraz puli  matych,
niekodujgcych czasteczek RNA, rosnie potrzeba udostepnienia spotecznosci naukowej
narzedzi bioinformatycznych, ktdre umozliwiag zaréwno odpowiednie zarzadzanie tymi
danymi, ale przede wszystkim ich witasciwg interpretacje, zgodng z dostepng wiedzg
biologiczng. Celem opisanych badan byto oszacowanie liczby zdarzen alternatywnego
sktadania transkryptéw pochodzgcych z najwiekszego chromosomu kukurydzy zwyczajnej
(pierwszego) na podstawie przewidywan programu AUGUSTUS. Jest to jeden z pierwszych,
ogdlnodostepnych programéw, ktéry umozliwia przewidywanie zdarzen AS z samej
sekwencji nukleotydowej. Posiada takze kilka opcji konfiguracyjnych, dzieki ktérym

uzytkownik moze wybraé¢ z jakg czutoscia program ma dziata¢ i ile transkryptow
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przewidywac. Jednak, pomimo wyboru prawie najbardziej rygorystycznych ustawien, liczba
gendw zidentyfikowanych przy pomocy tego programu na jednym chromosomie znacznie
przewyzszata szacunkowa liczbe gendéw dla catego genomu kukurydzy, co $wiadczy o
wysokim poziomie fatszywie dodatnich wynikdw. Moze by¢ to zwigzane z charakterystyka
genomu kukurydzy, ktérego wiekszos¢ stanowig sekwencje powtdrzone (rozdziat 2.1). W ich
obrebie czesto znajdujg sie pseudogeny lub fragmenty gendw, ktére mogg przyczyniac sie do
zwiekszenia liczby fatszywie pozytywnych rezultatéw. Ponadto dziatanie modeli
statystycznych takich jak HMM wymaga wstepnego ustalenia parametréw wejsciowych w
oparciu o zestaw sekwencji treningowych (ang. training set), ktére sg przygotowywane i
charakterystyczne dla kazdego gatunku. Jednak niewtasciwy ich dobdér - zbyt mata lub
niereprezentatywna pula sekwencji, moze by¢ przyczyng ustalenia btednych parametrow

poczatkowych, ktére mogg zaburzaé przewidywania programu i dawac niewtasciwe wyniki.

Kilkuetapowa weryfikacja wynikéw programu AUGUSTUS pozwolita oceni¢ znaczenie i
liczbe zdarzen AS, a takze zawezi¢ pule badanych gendw i skupi¢ sie na kilku konkretnych,
ktdrych produkty biatkowe zostaty wczesniej opisane w bazie danych UniProtKB. Poza oceng
skutecznosci przewidywan programu AUGUSTUS, stworzona zostata prosta Sciezka analizy
umozliwiajgca zawezenie puli badanych gendw. Ogdlny odsetek gendéw przewidzianych przez
program AUGUSTUS, ktére ulegaty alternatywnemu sktadaniu (20%) okazat sie zgodny z
wczesniej postulowanymi [13]. Dla 58% (242) z 412 przewidzianych gendw z najwieksza
liczbg transkryptéw, udato sie potwierdzié zajscie zdarzen alternatywnego sktadania poprzez
dopasowanie roznych sekwencyjnych znacznikéw ekspresji. Ponadto sekwencje 42 gendw
zostaty potwierdzone przez przewidywania z dwdch innych zrédet (program F-genesh i baze
danych Gramene), a dla 34 genéw dopasowano referencyjne sekwencje mRNA pochodzace z
kukurydzy. Te 42 geny uznano za nowe, wcze$niej nieopisane zdarzenia splicingowe

zachodzgace u kukurydzy zwyczajne;j.

Ponadto analiza na poziomie sekwencji aminokwasowej pozwolita zidentyfikowa¢ 18
potencjalnych produktéw biatkowych powstajacych z zaproponowanych sekwencji. Dla
czterech z gendéw kodujgcych zidentyfikowane biatka, opisano w literaturze zajscie zdarzen
alternatywnego splicingu. Trzy z tych gendéw zostaty zidentyfikowane u A. thaliana i

potwierdzono dla nich powstawanie dwdch izoform transkryptow.

75



5. Wyniki i dyskusja

Jednym z nich jest gen GAD kodujgcy dekarboksylaze glutationu (ang. glutamate
decarboxylase), ktéra odpowiedzialna jest za konwersje glutatiou do kwasu Y-
aminomastowego (GABA). Czasteczka ta jest akumulowana w komérkach roslinnych pod
wptywem warunkdw stresowych, zaréwno biotycznych jak i abiotycznych. W zwigzku z tym
postuluje sie role GABA jako czgsteczki sygnatowej, biorgcej udziat w interakcjach rosliny z
mikroorganizmami, zwierzetami czy metabolizmie azotu [78]. Dla genu GAD zidentyfikowano
dwa transkrypty u A. thaliana - GAD1, ktdry koduje biatko o masie 57,1 kDa oraz GAD2,
kodujacy biatko o masie 56,1 kDa. Oba biatka majg sekwencje aminokwasowe identyczne w
85% i posiadajg aktywnos$é dekarboksylazy glutationu zwigzang z obecnoscig jonéw wapnia.
Analiza typu northern i western blot wykazata, ze transkrypt GAD1 ulega ekspresji tylko w
korzeniach, natomiast GAD2 w korzeniach, lisciach, fodygach i kwiatach. Sugeruje sie wiec,
ze regulacja ekspresji poszczegdlnych izoform GAD jest organospecyficzna, a aktywnos¢

katalityczna jest zalezna od jonéw wapnia zwigzanych z kalmoduling [79].

Dwa inne geny, czyli biatko zwigzane z mikrotubulami o masie 65kDa (ang. 65 kDa
microtubule associated protein) i prawdopodobna biatkowa kinaza serynowo/treoninowa
(ang. probable serine/threonine-protein kinase) posiadajg annotowane dwie izoformy
transkryptow, ktére zostaty zidentyfikowane odpowiednio na drodze sekwencjonowania

petnej dtugosci EST [80] lub sekwencjonowania EST i analizy mikromacierzowej [81].

Czwartym genem, dla ktérego eksperymentalnie potwierdzono zjawisko
alternatywnego sktadania mRNA, jest gen kodujacy biatko P zwigzane z czynnikiem
transkrypcyjnym Myb (ang. Myb-related protein P) z kukurydzy zwyczajnej. Biatko to jest
zaangazowane w szlak biosyntezy antocyjanin odpowiedzialnych m. in. za zabarwienie
nasion kukurydzy. W obrebie owocni potwierdzono ekspresje dwdch izoform transkryptow -
dtuzszej (1802 nt) i krotszej (945 nt), ktdre rdinig sie potozeniem i dtugoscig eksonu
trzeciego. Najprawdopodobniej to diugi transkrypt koduje funkcjonalne biatko, ktdrego
obecno$¢ jest konieczna do ekspresji dwdch innych enzyméw biorgcych udziat w procesie
biosyntezy antocyjanin. N-terminalny koniec biatka P wykazuje 40% homologie do czynnikéw
transkrypcyjnych z rodziny Myb, dlatego tez sugeruje sie, ze dziata ono na zasadzie
aktywatora transkrypcji. Krotszy transkrypt, takie posiada domene funkcjonalng i moze

dziatac¢ jako inhibitor kompetycyjny dla petnej dtugosci biatka [82].
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Dla genu kodujgcego biatko P zwigzane z czynnikiem transkrypcyjnym Myb program
AUGUSTUS przewidziat 3 transkrypty, ktérych schemat organizacji odbiegat od wczesniej
opisanego. W dwdch badanych liniach kukurydzy udato sie potwierdzi¢ ekspresje tylko
jednego, najkrotszego z tych transkryptow. Brak przewidzianych produktéw alternatywnego
splicingu moze by¢ zwigzany z rdznicami genetycznymi miedzy badanymi odmianami
kukurydzy. Sekwencja genomowa, ktéra byta podstawg przewidywan programu AUGUSTUS
pochodzi z linii wsobnej B73, natomiast w badaniach [82] stosowano odmiany australijskie o
czerwonej i bezbarwnej owocni, w przeciwiedstwie do analizowanych dwdch odmian
rodzimych o owocni z6ttej, w ktérych biosynteza barwnikéw moze by¢ regulowana w

odmienny sposdb.

Dla dwdch pozostatych gendw przetestowanych w reakcji odwrotnej transkrypcji
sprzezonej z reakcja PCR udato sie potwierdzi¢ ekspresje obu przewidzianych transkryptéw, a
wiec zajscie zdarzen alternatywnego sktadania mRNA. Wczesdniej nie opisano mozliwosci
zajscia AS dla genu kodujgcego S-metylotransferaze 2 homocysteiny (HMT2, ang.
homocysteine S-methylotransferase 2). Wykazano, ze u A. thaliana i kukurydzy zwyczajnej
obecne sg az trzy geny kodujagce HMT, ktdére pochodzg z rdéinych klas i pojawity sie
niezaleznie u rodlin jedno- i dwulisciennych. Biatko kodowane przez ten gen jest to jeden z
enzymow biorgcych udziat w syntezie metioniny z homocysteiny i wraz z S-metylotransferaza
metioniny reguluje poziom dostepnosci wolnej metioniny w cyklu SMM (ang. S-
methylometionine cycle) u roslin okrytozalgzkowych. Na podstawie badan aktywnosci
enzymatycznej skonstruowano model, wedtug ktérego prawie potowa produkowanej przez
rosline S-adenozylometioniny zuzywana jest w cyklu przemian SMM, co zapobiega jej
nadmiernemu gromadzeniu w komoérce. Rosliny nie majg charakterystycznych dla innych
organizmdéw eukariotycznych ujemnych petli zwrotnych, regulujgcych poziom tego
aminokwasu, jednak dzieki temu mechanizmowi mogg kontrolowac ilo$¢ wolnej metioniny
[83]. Program AUGUSTUS przewidziat dwa transkrypty dla genu HMT2 i ekspresje obu udato
nam sie potwierdzi¢ w badanych liniach kukurydzy. Ich ekspresja nie zalezata od warunkéw
stresowych - zachodzita zaréwno u roslin po zabiegu oprysku herbicydem jak i roslin

kontrolnych.
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Drugim genem, ktérego ekspresje udato sie potwierdzic w badanych liniach
kukurydzy jest gen kodujacy dehydrogenaze glutationu (GDH, ang. glutamate
dehydrogenase). Jest to mitochondrialny enzym zwigzany z metabolizmem glutationu i
jonédw amonowych. W kietkujgcych nasionach bierze réwniez udziat w katabolizmie biatek.
Ponadto wiadomo, ze poziom aktywnosci tego enzymu zalezy od warunkdéw stresowych
zwigzanych z deficytem wody czy substancji odzywczych, a takie pojawieniem sie w
srodowisku metali ciezkich czy herbicyddéw [84]. W genomie kukurydzy zidentyfikowano dwa
geny dla tego enzymu, jednak do tej pory nie annotowano zdarzen alternatywnego
sktadania, jedynie réznice w aktywnosci izoform tego biatka w obrebie komédrek ostonki
wigzki przewodzgcej [85]. W badanych probkach oba transkrypty ulegaty ekspresji
niezaleznie od zastosowanego oprysku herbicydem Roundup® czy tez wybranej linii

kukurydzy.

Dla obu wyzej opisanych gendéw potwierdzone zdarzenia alternatywnego sktadania
transkryptow moga stanowié¢ dodatkowy poziom regulacji ich ekspresji, ktéry moze takze
zaleze¢ od zastosowanych warunkdow czy hodowanej odmiany. Aby to potwierdzié
nalezatoby przeanalizowa¢ wieksze spektrum linii hodowlanych, a takze wiaczy¢ do analizy

materiat pochodzacy z innych organdéw np. todyg czy korzeni.

Opisana Sciezka analizy pozwolita skutecznie zredukowac pule przewidzianych gendéw
i potwierdzi¢ ekspresje trzech z nich (biatka P zwigzane z czynnikiem transkrypcyjnym Myb,
S-metylotransferazy 2 homocysteiny i dehydrogenazy glutationu), dla ktérych zostat opisany
produkt biatkowy o znanej funkcji. Ewaluacja wynikdw programu AUGUSTUS umozliwita
okreslenie nowych zdarzen alternatywnego skfadania dla 42 gendéw. Zidentyfikowano
rowniez AS w 18 genach kodujgcych znane biatka, z ktérych dla 4 udowodniono juz
eksperymentalnie ekspresje kilku izoform transkryptéw. Przeprowadzona analiza wskazuje
na duze znaczenie procesu AS w ekspresji gendw u kukurydzy, wykazano, ze dotyczy co
najmniej 20% gendw, jednak zastosowanie dostepnych programow i kolekcji sekwencji nie
pozwala w petni ocenié skali tego zjawiska, ani przewidzie¢ wptywu warunkdw stresowych na
proces wyboru réznych miejsc splicingowych i wydajnosci ekspresji poszczegdlnych izoform

transkryptow. Dlatego aby odpowiedzie¢ na te pytania i poznaé¢ zmiany w profilu AS u
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badanych linii kukurydzy pod wptywem stresu herbicydowego, wykorzystano metode

sekwencjonowania mRNA drugiej generacji.

5.2 Analiza wynikéw sekwencjonowania transkryptomow

5.2.1 Sekwencjonowanie i analiza jakos$ci uzyskanych odczytow

Po izolacji catkowitego RNA ze zhomogenizowanych lisci kukurydzy zwyczajne;j,
przygotowano dla obu odmian i punktéw czasowych biblioteki cDNA wg. opisanej w
poprzednim rozdziale procedury (rozdziat 4.2.5). Aby otrzymad odczyty o jak najlepszej
jakosci, do uzyskania bibliotek uzyto tylko preparaty RNA o wspdtczynniku RIN, ktdry wynosit
9 lub wiecej (poréwnaj 5.1.2). Zastosowanie materiatu wyjsciowego o niskiej jakosci, ktoéry
ulegt degradacji, moze skutkowaé uzyskaniem matej ilosci odczytéw, z ktérych wiekszosé
bedzie pochodzita z kofica 5' czgsteczek mRNA. W celu uzyskania reprezentatywnej puli
sekwencji transkryptomu przeprowadzono dwukrotnie procedure sekwencjonowania z obu
koncow (typu paired-end) fragmentéw cDNA o dtugosci 50 nt. Otrzymano od 61 min do
przeszto 110 min odczytéw dla poszczegdlnych linii z pojedynczego sekwencjonowania

(szczegodtowe dane zebrano w Tabeli 13).
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SL1C
Liczba odczytow z pierwszego
. . 95,038,446
sekwencjonowania
% odczytow z Q>=30 93
Liczba odczytéw z pierwszego
) ) 110,744,012
sekwencjonowania
% odczytow z Q>=30 80,68
Liczba odczytéw po filtrowaniu i uwspdlnieniu | 68,133,883
% utraconych odczytéw 33,78

Tabela 13

SL1

105,244,574 | 98,028,634

91,13

106,890,424 | 106,162,428

88,51

72,371,196

6,42

SL7C

47,368,031

91,92

80,94

32,64

SL7

92,126,504

92,46

98,363,356

69,47

25,435,263

53,98

TL1C TL1 TL7C TL7C
93,982,100 | 61,924,456 | 97,160,912 | 70,460,594
92,64 94,5 89,84 94,21

99,578,068 | 65,020,556 @ 103,788,630 @ 105,913,506

55,40 68,59 61,77 90,28
42,720,339 | 3,818,536 | 55,960,902 | 18,158,043
10,04 89,13 27,19 61,79

Zestawienie liczby uzyskanych surowych odczytéw z obu sekwencjonowan oraz liczby odczytéow po wykonaniu filtrowania i uwspdlniania plikow.

Wyszczegdlniono takze procent odczytédw utraconych w wyniku analizy jakosci.
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W trakcie sekwencjonowania otrzymano pliki wyjsciowe w formacie .bcl, ktére sa
plikami  binarnymi  zawierajgcymi informacje o nukleotydzie wigczonym do
sekwencjonowanego fragmentu wraz z przypisang mu wartoscig jakosci odczytu dla tego
pojedynczego nukleotydu. Pliki te sg tworzone na biezgco wraz z postepem cyklu
sekwencjonowania, jednak przed przystgpieniem do dalszych etapdw analizy, poddaje sie je
konwersji do innych formatdw, np. fastq. Fastq sg to pliki tekstowe, ktére przechowujg dane
biologiczne (sekwencje nukleotydowg), ale takze zachowujg informacje o jakosci odczytu
poszczegdlnych nukleotyddw w sekwencji. Struktura tego pliku zawiera identyfikator
sekwencji wraz z koordynatami klastra, z ktérego pochodzi, sekwencje nukleotyddw, linie na
dodatkowe informacje oraz kodowany za pomocg jednego znaku ASCIl uzyskany dla danego
nukleotydu wynik jakosci. Jakos¢ danego nukleotydu (ang. quality score) definiowana przez
rownanie Q=-10logio(e), gdzie e jest oszacowanym prawdopodobienstwem, ze dany
nukleotyd zostat bfednie odczytany. Im wyzsza wiec wartos¢ Q, tym mniejsze
prawdopodobienistwo, ze nukleotyd zostat odczytany omytkowo. Wartosé Q=30 oznacza, ze
prawdopodobienstwo odczytania 1 btednego nukleotydéw na 1000 zsekwencjonowanych.
Na takiej samej zasadzie jakos¢ odczytow nukleotydow jest okreslana w sekwencjonowaniu

metoda Sangera.

Po konwersji plikbw bcl, uzyskane odczyty poddano ocenie jakosciowej z
wykorzystaniem programu FastQC. Umozliwito to zidentyfikowanie kilku sekwencji
nadreprezentowanych wystepujgcych we wszystkich bibliotekach. Po przeszukaniu bazy
danych NCBI nucleotide przy pomocy algorytmu blastn, udato sie dopasowaé sekwencje
nadreprezentowane do sekwencji pochodzenia mitochondrialnego, chloroplastowego i
rybosomalnego. Zdeponowane w bazie danych rekordy dotyczgce tych sekwencji
pochodzacych z kukurydzy zwyczajnej zastosowano do filtrowania odczytow. Wykorzystano
do tego opcje programu Bowtie umozliwiajgcg oddzielenie odczytéow, ktére zostang
dopasowane do zadanej sekwencji. W kolejnym etapie zastosowano jedng z opcji programu
FastQC (Quality Filter), ktora pozwolita usung¢ odczyty o niskiej jakosci (ponizej Q=30). Na
Ryc. 18 przedstawiono wykresy wygenerowane przez program FastQC dla odczytow

pochodzgcych z sekwencjonowania mRNA linii wrazliwej na Roundup® S79757 zebranej po 7
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dniach od oprysku (SL7) tym herbicydem. W czesci A wykresy przedstawiajg jakosc
otrzymanych odczytéw (na osi Y) skorelowang z poszczegdlnymi pozycjami nukleotydéw w
sekwencjonowanym 50 nt fragmencie (na osi X). Po etapie filtracji wida¢ zmniejszony rozrzut
wartosci jakosci odczytdw dla wszystkich pozycji. Na wykresach w czesci B przedstawiona
jest zaleznosc ilosci i jakosci otrzymanych odczytéw. Przed filtracja zaznaczono wyrazny pik

pochodzacy z odczytéw o bardzo niskiej jakosci, ktérych brak po etapie odfiltrowania.
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Guality score distribution over all sequences
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Ryc. 18

Wykresy wygenerowane przez program FastQC dla odczytow pochodzacych z sekwencjonowania
mRNA linii wrazliwej na dziatanie herbicydu Roundup ® zebranej tydzien po oprysku herbicydem.
Wykresy w czesci A przedstawiajg zaleznos¢ jakosci (0$ Y) od pozycji nukleotydu w otrzymanym po
sekwencjonowaniu odczycie o dtugosci 50 nt (0$ X), na wykresie Al dane przed odfiltrowaniem
odczytéw o jakosci ponizej Q=30, na wykresie A2 dane po odiltrowaniu. W czesci B przedstawiono
wykresy zaleznosci liczby otrzymanych odczytéw (o$ Y) od jakosci dopasowanego nukleotydu (o$
X), na wykresie B1 na czerwono zaznaczono pik odczytow o bardzo niskiej jakosci, ktéry na
wykresie B2 (dla danych po etapie filtrowania) zostat usuniety.
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W ten sposdb zawezono pule odczytéw tylko do tych o najwyzszej jakosci, czyli
najmniejszym prawdopodobienstwie btedu, a odczyty z obu powtdrzen sekwencjonowan
uwspdlniono dla kazdej z bibliotek. Tak przygotowane dane poddano kolejnym krokom

analizy.

5.2.2 Analiza réznic w ekspresji genéw miedzy badanymi liniami pod wplywem stresu
herbicydowego

Wykorzystanie programu Cuffcompare, ktéry jest sktadowag programu Cufflinks
(zobacz Ryc. 10) umozliwito poréwnanie uzyskanych sekwencji transkryptoméw badanych
linii kukurydzy z transkryptomem referencyjnym kukurydzy z linii B73. Dzieki temu
zidentyfikowano od 166 tys. do 193 tys. transkryptow, z ktérych potencjalnym celem dla AS
byto od 17 tys. do przeszto 24 tys. loci, do ktérych zostat zmapowany wiecej niz jeden
transkrypt. Ponadto rozpoznano od 3,5 tys. do 27 tys. nowych eksondéw, od 1,7 tys. do 11
tys. nowych introndéw, ktére mapujg do przeszto 11 tys. nowych loci. Najwiecej nowych,
nieannotowanych w transkryptomie referencyjnym eksonéw i introndw, znaleziono w linii
wrazliwej zebranej dzied po zabiegu oprysku. Dane sekwencyjne z obu linii udato sie
zmapowac prawie w 100% do transkryptomu referencyjnego. Jedynie od 3 do 6 eksonéw i 2
do 4 intronéw (w zaleznosci od linii i warunku, z ktérego pochodzity dane), ktére byty
annotowane w transkryptomie referencyjnym nie zostaty zidentyfikowane w

transkryptomach badanych linii. Szczegdétowe dane przedstawiono w Tabeli 14.
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SL1C SL1 SL7C SL7 TL1C TL1 TL7C TL7
Catkowita liczba | 190647 | 192803 | 185576 | 172575 | 183597 | 146776 | 193320 | 166424

mRNA

Loci z wiecej niz 1 | 23793 | 24249 | 23178 | 21630 | 23205 | 17111 | 24334 | 20738

transkryptem

Nowe eksony 27585 | 27795 | 25731 | 17641 | 20818 | 3573 25846 | 12178

Nowe introny 10757 | 11180 | 9533 6957 8844 1795 10138 | 5502

Nowe loci 11726 | 11201 | 10767 | 7433 7582 1493 10161 | 4505
Tabela 14

Zestawienie porownania sekwencji transkryptoméw uzyskanych dla badanych linii z transkyptomem
linii referencyjnej kukurydzy B73. W transkryptomie referencyjnym kukurydzy annotowano do tej
pory 136402 czgsteczki mRNA, zlokalizowane w 109846 loci.

SL1C - linia wrazliwa kontrola po 24h; SL1- linia wrazliwa traktowana po 24h; SL7C — linia wrazliwa
kontrola po 7 dniach; SL7- linia wrazliwa traktowana po 7 dniach; TL1C — linia tolerancyjna kontrola po
24 h; TL1 - linia tolerancyjna traktowana po 24 h; TL7C — linia tolerancyjna kontrola po 7 dniach; TL7—-
linia tolerancyjna traktowana po 7 dniach

Z danych zebranych w Tabeli 13 wynika, ze dla obu badanych linii kukurydzy nastgpit
spadek aktywnosci transkrypcyjnej po tygodniu od zabiegu oprysku herbicydem — w linii
wrazliwej S2757 13 tys. transkryptow nie ulegato ekspresji w roslinach poddanych zabiegowi
oprysku w poréwnaniu do roslin kontrolnych. Dla linii tolerancyjnej S245 obnizenie ilosci
powstajgcych transkryptow byto bardziej znamienne - rdznica liczby powstajgcych
transkryptow miedzy roslinami kontrolnymi a poddanymi opryskowi wynosita ponad 36 tys.
transkryptow w przypadku roslin zebranych dziedh po oprysku herbicydem i ponad 26 tys.

transkryptow w przypadku roslin badanych tydzien po zabiegu oprysku.

Zastosowanie programu Cuffdiff wymaga uzycia plikbw GTF (ang. gene transfer
format), ktére sg generowane przez program TopHat oraz plikéw SAM (pliki tekstowe
przechowujgce dane sekwencyjne w postaci kolumn ze znakami ASCIl oddzielonych
tabulatorami), w ktérych zestawione s3 dopasowania dla danych sekwencyjnych
pochodzgcych z poszczegdlnych linii, ktére zostaty stworzone przy pomocy Cuffmerge. Dane
wyjéciowe Cuffdiff zapisuje w serii plikdw z zestawieniami wynikdw badania zmian w

poziomie ekspresji (podanych jako FPKM, ang. fragments per kilobase of transcript per
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million mapped reads) zaréwno poszczegdlnych transkryptéw jak i gendow. Cuffdiff sledzi

réwniez zmiany wzglednej obfitosci (ang. abundance) transkryptéw dzielgcych wspdlne

miejsca startu transkrypcji i wzgledng obfito$¢ transkryptow pierwotnych kazdego genu,

ktore pozwala oceni¢ zmiany w sktadaniu mRNA oraz umozliwia rozpoznanie uzycia réznych

sekwencji promotorowych dla danego genu. Wyniki programu Cuffdiff zebrane sg w szeregu

nastepujacych plikow:

pliki umozliwiajgce sledzenie wartosci FPKM (ang. FPKM tracking files) pomiedzy
porownywanymi prébkami dla izoform transkryptéw - isoforms.fpkm_tracking,
gendéw - genes.fpkm_tracking, sekwencji kodujgcych (CDS, ang. coding sequences) -
cds.fpkm_tracking i pierwotnych transkryptow - tss_groups.fpkm_tracking; warto$é
FPKM dla gendéw i transkryptéw pierwotnych jest obliczana jako suma FPKM dla
wszystkich transkryptow zmapowanych w obrebie poszczegdlnych gendw lub
transkryptéw pierwotnych;

pliki umozliwiajgce sledzenie liczby odczytéw miedzy badanymi probkami (ang. count
tracking files) generowane sg analogicznie, jak w przypadku plikéw z wartosciami
FPKM, dla izoform transkryptow - isoforms.count_tracking, gendw -
genes.count_tracking, sekwencji kodujgcych - cds.count_tracking i pierwotnych
transkryptow - tss_groups.count_tracking; liczba odczytow dla gendw i transkryptow
pierwotnych jest suma liczby odczytow dla wszystkich transkryptéw zmapowanych w
obrebie danego genu lub transkryptu pierwotnego

pliki z danymi na temat ekspresji i liczby odczytéw ( ang. read group tracking files)
dla kazdego transkryptu (isoforms.read_group_tracking), genu (genes.read_group_tr
acking), sekwencji kodujacej (cds.read_group_tracking) i pierwotnego

transkryptu (tss_groups.read_group_tracking); pliki te generowane sg osobno dla
kazdego z powtdrzen eksperymentu sekwencjonowania

zestaw plikéw zawierajgcych wyniki analizy réznicowej ekspresji izoform
transkryptow, gendow, sekwencji kodujgcych i transkryptéw pierwotnych pomiedzy
poréwnywanymi probkami; dla kazdej pary prébek generowane sg cztery pliki
(isoform_exp.diff, gene_exp.diff, tss_group_exp.diff, cds_exp.diff), ktére zawierajg w

poszczegdlnych kolumnach nastepujgce dane:
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testowane id —unikalny identyfikator przypisany do kazdego transkryptu,
genu, sekwencji kodujgcej czy pierwotnego transkryptu w zaleznosci od tego
ktory z czterech plikow jest rozpatrywany

nazwa lub identyfikator genu

locus genu

identyfikatory poréwnywanych prébek

status przeprowadzanego testu statystycznego (OK — zostat przeprowadzony,
NOTEST — zbyt mata liczba dopasowan, ktéra nie wystarczyta do jego
przeprowadzenia, LOWDATA — zbyt mato danych sekwencyjnych, HIDATA —
zbyt duza liczba odczytéw zmapowana do danego locus, FAIL - Zle
skonstruowana macierz kowariancji lub inny wyjatek, ktéry nie pozwala
przeprowadzié testu)

FPKM sekwencji dla poréwnywanych prébek

zlogarytmowana rdznica ekspresji miedzy badanymi probkami (logarytm
binarny)

wartos¢ poziomu istotnosci (ang. p value)

warto$¢ poziomu istotnosci (warto$¢ g, ang. g value) danego testu
statystycznego z uwzglednieniem poziomu fatszywie pozytywnych wynikéw
(FDR, ang. False Discovery Rate)

oznaczenie czy porownywane wartosci sg istotne statystycznie (oznaczone w

kolumnie jako YES lub NO)

o plik zawierajacy wyniki testéw oceniajgcych rdéznice we wzorze AS miedzy badanymi

probkami (splicing.diff); tylko transkrypty pierwotne, z ktérych powstata wiecej niz

jedna izoforma sg brane pod uwage; pliki wyjSciowe zawierajg w kolejnych

kolumnach:

O

testowane id — unikatowy identyfikator pierwotnego transkryptu

nazwa lub identyfikator genu

locus genu

identyfikatory pordwnywanych prébek

status przeprowadzanego testu (podobnie jak w przypadku plikéw z wynikami

analizy réznicowej ekpres;ji)
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o wartos¢ pierwiastka kwadratowego z rozbieznosci Jensen-Shannon obliczonej
z wzglednej obfitosci wystepowania danej izoformy transkryptu
o warto$¢ testowana, w tym wypadku rdéwna wartosci  pierwiastka
kwadratowego z rozbieznosci Jensen-Shannon
o wartos¢ poziomu istotnosci
o wartos¢q
O o0znaczenie czy porownywane wartosci sg istotne statystycznie (oznaczone w
kolumnie jako YES lub NO)
plik zawierajacy wyniki analizy réznic w ekspresji sekwencji kodujgcych (cds.diff); plik
zawiera tylko te geny, dla ktdérych ekspresji ulega wiecej niz jeden CDS; w kolejnych
kolumnach zawiera informacje takie jak w przypadku plikow splicing.diff, a
rozbieznos$¢ Jensen-Shannon jest obliczana dla wzglednej obfitosci rozpatrywanych
sekwencji kodujacych;
plik z danymi na temat wykorzystania réznych sekwencji promotorowych
(promoters.diff), w ktérym sg zestawione i poréwnane tylko te geny, z ktérych
powstat wiecej niz jeden transkrypt pierwotny z wykorzystaniem réznych
promotoréw; kolumny w pliku opisuja dane analogicznie jak w przypadku plikow
splicing.diff i cds. diff — rozbieznos¢ Jensen-Shannon jest obliczana na podstawie
obfitosci wystepowania w badanych prébkach poréwnywanych transkryptéw
pierwotnych
dwa pliki zawierajgce informacje o kluczowych witasciwosciach programu, m. in.
wartosci czynnikdw normalizujgcych uzytych do okreslania wartosci FPKM dla
poszczegdlnych powtdérzen i bibliotek (read_groups.info) oraz informacje na temat

przebiegu analizy (run.info).

Analiza danych wyjsciowych z programu Cuffdiff umozliwita zidentyfikowanie

najwiekszych réznic w ekspresji gendéw pomiedzy transkryptomami badanych linii tydzien po

oprysku herbicydem Roundup®. Linia wrazliwa rdznita sie od linii tolerancyjnej w tym

punkcie czasowym ekspresjg 599 gendéw oraz wzorem sktadania 424 transkryptow, a takze

37 genami o réznym sposobie regulacji (wybor innej sekwencji promotorowej). Na Ryc. 19
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przedstawiono wykres wygenerowany przez program CummeRbound z plikdw wyjsciowych

programu Cuffdiff dla gendw o zréznicowanej i znaczacej statystycznie ekspresji gendw.

~ genes: C2/C1

g
= significant
a . 1o
g ¢« yes
9
|

loga(fold change)
Ryc. 19

Poréwnanie ekspresji genéw miedzy linig tolerancyjng (na wykresie oznaczong jako C2), a linig
wrazliwg (C1), ktore byty poddane opryskowi herbicydem i zebrane tydzien po zabiegu oprysku.
Zobrazowano na wykresie istotne statystycznie rdinice w poziomie ekspresji genow w obu
prébkach (wielokrotno$é zmiany poziomu ekspresji) — niebieskie kropki reprezentujg geny o
znaczacej roznicy w ekspresji , czerwone geny o statystycznie nieznaczacej réznicy w ekspres;ji.
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Poréwnanie zmian w ekspresji genéw (plik gene_exp.diff), miedzy roslinami kontrolnymi
a poddanymi dziataniu herbicydu pozwolito zidentyfikowa¢ w obu liniach 914 gendw, ktérych
ekspresja ulegta zmianie po zastosowaniu oprysku herbicydem. W linii wrazliwej zmienionej
ekspresji ulegato tacznie 71 gendw, z czego tylko 6 gendw miato zmieniony poziom ekspres;ji
w obu punktach czasowych (wszystkie z nich ulegaty podwyiszonej ekspresji). W linii
tolerancyjnej po zastosowaniu herbicydu poziom ekspresji 843 gendw ulegat zmianie.
Zaréwno dzien jak i tydzien po oprysku zmieniony poziom ekspresji miato 61 gendéw - 19 z
tych gendw w obu punktach czasowych miato obnizony poziom ekspresji, a 42 podwyzszony.
Zidentyfikowane pule gendéw o zmienionej ekspresji pod wptywem oprysku herbicydem sg
unikalne dla obu badanych linii - oba zbiory sg rézne i nie znaleziono wspdlnego genu,
ktdrego ekspresja zmieniataby sie po podaniu herbicydu Roundup® zaréwno w linii wrazliwej
jak i tolerancyjnej. W Aneksie 3 znajduje sie tabela zawierajaca szczegétowe informacje na
temat zidentyfikowanych gendw o zmienionej ekspresji w obu punktach czasowych
(identyfikator genu, jego lokalizacje na chromosomie oraz zlogarytmowang wartos¢ zmiany

poziomu ekspresji i kodowang domene biatkow3).

Sposrdéd gendw o zmienionym poziomie transkrypcji wytypowano 140 transkryptow o
najwiekszych rdznicach w ekspresji po zastosowaniu oprysku herbicydem. Wykorzystujac
program MapMan dopasowano 96 sposréd wybranych transkryptéw do grup
funkcjonalnych. Ryc. 20 przedstawia wyniki dziatania programu - przy szlakach
metabolicznych zaznaczono geny o obnizonej (kolor niebieski) lub podwyzszonej ekspresiji
(kolor czerwony). 23 z dopasowanych genéw zwigzane sg z odpowiedzig rosliny na warunki
stresowe (na Ryc. 21 przedstawiono szczegdétowe wyniki). Liczng grupe gendw o
zréznicowane] ekspresji po zastosowaniu oprysku herbicydem stanowig takze geny kodujace
biatka biorgce udziat w fotosyntezie (14), metabolizmie wtérnym (11) czy metabolizmie
biatek (7). Duza ilos¢ transkryptéw zostata zmapowana do gendw o nieznanych funkcjach

(23) lub biorgcych udziat w réznych szlakach metabolicznych (18).
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Ryc. 20

Obraz gtéwnych szlakéw metabolicznych generowany przez program MapMan dla grupy 140
transkryptéw roéznigcych sie ekspresja pomiedzy badanymi liniami po oprysku herbicydem.
Czerwonymi kwadratami zaznaczono transkrypty o podwyzszonej ekspresji pod wplywem
zastosowanego oprysku herbicydem Roundup®, niebieskimi — transkrypty gendéw o obnizonej
ekspresji, ktére biorg udziat w poszczegdlnych reakcjach metabolicznych.
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Graficzne przedstawienie szlakéw metabolicznych biorgcych udziat w reakcjach zwigzanych z
odpowiedzig rosdlin na warunki stresowe. Obraz zostat wygenerowany przy pomocy programu
MapMan, czerwonymi kwadratami w poszczegdlnych grupach funkcjonalnych zaznaczono
transkrypty o podwyzszonej ekspresji, a niebieskimi geny o obnizonym poziomie ekspresji pod

wptywem oprysku herbicydem Roundup®.

Jednym z gendéw o zmienionej ekspresji w linii wrazliwej na dziatanie herbicydu
Roundup® byt gen, ktdorego sekwencja zostata zmapowana do dwdch modeli gendéw
zawartych w transkryptomie referencyjnym. Jednym z nich jest gen o numerze
identyfikacyjnym GRMZM5G833207, ktéry koduje domene o wtasciwosciach ATPazowych i
nalezy do rodziny biatek - transporterow ABC (ang. ATP-binding cassette transportes).
Wedtug ostatnio opublikowanego spisu gendw kukurydzy zwyczajnej kodujacych biatka z tej
rodziny [86], ten gen nalezy do podgrupy ABCB. Biatka wchodzace w sktad tego podtypu

posiadajg tylko jedng domene transmembranowg i jedng domene wigzgca ATP. Sg
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najczesciej zakotwiczone w btonach organelli komdérkowych lub wewnatrz mitochondriéw i
sy okreslane jako transportery zwigzane z przetwarzaniem antygenow (TAP, ang.
transporters associated with antigen processing). Drugi model genu o numerze
identyfikacyjnym GRMZM5G808836 jest homologiem genu A. thaliana kodujgcego 5
glikoproteine P (ang. P-glycoprotein 5), ktéra takze nalezy do podgrupy transporteréw ABCB,
a doktadniej do podtypu tych biatek, ktére okreslane sg jako biatka zwigzane z odpornoscia
wielolekowa (MDR, ang. multi drug resisatnce protein). Dzien po zabiegu oprysku w linii
tolerancyjnej poziom ekspresji tego genu wzrdst 4-krotnie (w pordwnaniu do roslin

kontrolnych), natomiast tydzien po oprysku az 7-krotnie.

Réwniez w linii tolerancyjnej na dziatanie herbicydu Roundup®, w puli 61 genéw o
podwyzszonej ekspresji w obu badanych punktach czasowych, zostat zidentyfikowany gen
kodujgcy biatko z rodziny ABC transporterow - byt to gen o numerze identyfikacyjnym
GRMZM2G477872. W pordéwnaniu do roslin niepoddanych dziataniu herbicydu dzied po
oprysku poziom jego ekspresji wzrdst 3 - krotnie, natomiast tydzie po zabiegu oprysku 4-
krotnie. Gen ten koduje biatko nalezgce do biatek zwigzanych z plejotropowg odpornoscig na
leki (PDR, ang. pleiotropic drug resistance protein), ktére zbudowane jest z dwéch domen o

wtasciwosciach ATPazowych i dwdéch domen transmembranowych.

5.2.3 Badanie réznic w profilu sktadania mRNA miedzy analizowanymi bibliotekami

Aby ustali¢ jaki typ zdarzen AS przewazat w badanych prébkach i czy ulegat zmianie
pod wptywem zastosowanych czynnikdw stresowych zastosowano skrypt korzystajgcy ze
Srodowiska java. Technologia java zostata zaprojektowana tak, aby umozliwié
programowanie przenosnych, wysoce wydajnych aplikacji dla mozliwie jak najszerszego
spektrum platform przetwarzania cyfrowego, co umozliwia wykorzystanie stworzonego
skryptu w rdéznych systemach operacyjnych. Korzysta on z informacji o koordynatach
eksondéw i intronéw, ktére sg zawarte w pliku wyjsciowym z programu TopHat (plik GTF).
Skrypt rozpatruje kazdy gen wraz z jego transkryptami niezaleznie i nie wymaga stosowania
transkryptow referencyjnych. Posiadajgc informacje o transkryptach oraz adresach

poszczegdlnych eksonéw wyszukiwane sg zakresy, w ktérych wystepuje natozenie sie
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eksondéw. Dla kazdego typu zdarzenia AS zdefiniowano reguty umozliwiajgce klasyfikacje
danego przypadku naktadania sie koordynatéw eksondéw badz introndéw. Po
przeanalizowaniu wszystkich zakresdw tworzone jest podsumowanie informujgce o ilosci
zdarzen danego typu dla aktualnie analizowanego genu. Dodatkowo uzytkownik otrzymuje
zbiorcza informacje o zdarzeniach alternatywnego skfadania we  wszystkich
przeanalizowanych genach. Podsumowanie wynikéw dziatania skryptu dla poszczegdlnych

bibliotek znajduje sie w Tabeli 15.

SL1C | SL1 | SL7C | SL7 | TL1C | TL1 TL7C | TL7

Pominiecie eksonu 16% | 16% @ 16%  17% @ 17% | 18% 5% | 18%
Dodatkowy ekson 22,3% | 22% | 23% | 23% | 21% | 26% 7% | 23%
Zatrzymanie intronu 16,2% | 16% @ 16% | 15% @ 16%  14%  18% | 15%

Alternatywne miejsce splicingowe 3' 23% | 23% | 23% | 23% | 23% | 22% | 35% | 22%
Alternatywne miejsce splicingowe 5' | 22,5% | 23% | 22% | 22% @ 23% | 20% | 35% 22%
% genow ulegajacych AS 31,15 | 32,2 | 32,16 | 33 | 33,32 | 34,76 | 32,92 | 33,77

Tabela 15

Typy zdarzen alternatywnego sktadania okreslone w badanych liniach oraz procent genéw
ulegajgcych AS okreslony przez opisany skrypt.

SL1C — linia wrazliwa kontrola po 24h; SL1- linia wrazliwa traktowana po 24h; SL7C — linia wrazliwa
kontrola po 7 dniach; SL7- linia wrazliwa traktowana po 7 dniach; TL1C — linia tolerancyjna kontrola
po 24 h; TL1 — linia tolerancyjna traktowana po 24 h; TL7C — linia tolerancyjna kontrola po 7 dniach;
TL7- linia tolerancyjna traktowana po 7 dniach

Jednym z plikdw wyjsciowych generowanych przez program Cuffdiff jest plik
spliced.diff, w ktérym znajdujg sie dane dotyczgce gendw, ktére rdznity sie miedzy
analizowanymi prébkami wzorem sktadania oraz izoformg transkryptu, ktdra ulegata
najwyzszej ekspresji. Analiza poréwnawcza tych plikdw miedzy roslinami kontrolnymi, a
poddanymi zabiegowi oprysku, pozwolita wiec wytypowac te geny, ktére odpowiedziaty na

zastosowane warunki stresowe zmiang w sktadaniu transkryptéw.

Po poréwnaniu danych dla roslin z linii S79757, czyli wrazliwych na herbicyd
Roundup® zebranych dzien po zabiegu oprysku, zidentyfikowano 423 geny, ktére rdznity sie

wzorem sktadania mRNA. Tydzien po zabiegu oprysku gendw tych byto mniej - 336. Dla roslin
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z linii S245 tolerancyjnej na dziatanie herbicydu Roundup®, dzien po zabiegu oprysku
rozpoznano 414 takich gendw, natomiast tydzien po zabiegu ich liczba spadta nieznacznie -
takich genéw byto 404. W obu punktach czasowych w linii wrazliwej réozny wzér sktadania
mRNA wykazywato 58 gendw, natomiast w linii tolerancyjnej 39. Okazato sie, ze tylko 3 geny
wykazywaty rézny wzoér sktadania i réznity sie dominujaca izoformg w obu badanych liniach
kukurydzy i punktach czasowych. Na Ryc. 22 przedstawiono schemat graficzny identyfikacji
poszczegblnych grup gendw, a w Tabeli 16 zebrano szczegétowe informacje na temat

ekspresji izoform 3 genéw wspdlnych dla badanych linii kukurydzy.

Ryc. 22

Diagram Venna obrazujacy zalezno$ci miedzy zbiorami gendw réznigcych sie wzorem splicingu po
zastosowaniu herbicydu Roundup® (poréwnanie transkryptomaéw linii traktowanych herbicydem
z transkryptomami roslin kontrolnych).

SL1 - zbidr 423 gendw rdznigcych sie wzorem splicingu dzien po zabiegu oprysku zidentyfikowany
w linii wrazliwej S79757; SL7 - zbiér 336 gendw rdéznigcych sie wzorem splicingu tydzien po
zabiegu oprysku zidentyfikowany w linii wrazliwej S79757; TL1 - zbiér 414 gendw rdznigcych sie
wzorem splicingu dzien po zabiegu oprysku zidentyfikowany w linii tolerancyjnej S245; TL7 - zbior
404 gendw rdznigeych sie wzorem splicingu tydzied po zabiegu oprysku zidentyfikowany w linii
tolernacyjnej S245
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Identyfikator genu

Liczba transkryptow ulegajaca ekspresji
Transkrypt o najwyiszej ekspresji
Poziom ekspresji genu

[FPKM]

Identyfikator genu

Liczba transkryptéw ulegajgca ekspresji
Transkrypt o najwyiszej ekspres;ji
Poziom ekspresji genu

[FPKM]

Identyfikator genu

Liczba transkryptow ulegajaca ekspresji
Transkrypt o najwyzszej ekspresji
Poziom ekspresji genu

[FPKM]

Identyfikator genu

Liczba transkryptow ulegajgca ekspresji
Transkrypt o najwyzszej ekspresji
Poziom ekspresji genu

[FPKM]

Identyfikator genu

SL1C SL1 SL7C SL7
GRMZM5G832248 (4 annotowane transkrypty w bazie danych MaizeGDB)

11 11 9 8
GRMZM5G832248 _T02 | GRMZM5G832248 _T01 | GRMZM5G832248 T02 | SL7.3
24.4168 26.1938 19.9755 22.4602

GRMZM2G366935 (10 annotowanych transkryptéw w bazie danych MaizeGDB)

15 16 17 17
GRMZM2G366935_T05 | GRMZM2G366935_T09 | GRMZM2G366935_T02 | GRMZM2G366935_T05
25.8691 19.6482 26.5478 29.5137

GRMZM2G124630 (1 annotowany transkrypt w bazie danych MaizeGDB)
GRMZM2G124636 (2 annotowane transkrypt w bazie danych MaizeGDB)

8 14 9 8
GRMZM2G124630_T01 | GRMZM2G124636_T01 | SL7C.7 SL7.3

25.5068 14.9765 31.9416 26.4446

TL1C TL1 TL7C TL7

GRMZM5G832248 (4 annotowane transkrypty w bazie danych MaizeGDB)

11 6 8 11
GRMZM5G832248 T02 | TL1.1 TL7C.3 GRMZM5G832248 _T02
20.764 18.4148 28.8942 21.3362

GRMZM2G366935 (10 annotowanych transkryptow w bazie danych MaizeGDB)
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Liczba transkryptéw ulegajgca ekspresji | 13 10 13 16

Transkrypt o najwyiszej ekspresji GRMZM2G366935_T05 | GRMZM2G366935_T09 | GRMZM2G366935_T05 | GRMZM2G366935_T05

Poziom ekspresji genu 21.6864 21.3684 32.4226 21.8758

[FPKM]

Identyfikator genu GRMZM2G124630 (1 annotowany transkrypt w bazie danych MaizeGDB)
GRMZM2G124636 (2 annotowane transkrypt w bazie danych MaizeGDB)

Liczba transkryptow ulegajgca ekspresji | 12 10 7 11

Transkrypt o najwyiszej ekspresji TL1C.8 TL1.2 TL7C.6 TL7.6

Poziom ekspresji genu 21.1466 14.0882 48.3775 15.4694

[FPKM]

Tabela 16

Zestawienie informacji o ekspresji o réznym wzorze splicingu i zréznicowanej ekspresji poszczegdlnych izoform transkryptéw trzech gendw. W czesci A
zebrano informacje dotyczace linii wrazliwej, a w czesci B linii tolerancyjnej.

SL1C - linia wrazliwa kontrola po 24h; SL1- linia wrazliwa traktowana po 24h; SL7C — linia wrazliwa kontrola po 7 dniach; SL7- linia wrazliwa traktowana po 7
dniach; TL1C - linia tolerancyjna kontrola po 24 h; TL1 — linia tolerancyjna traktowana po 24 h; TL7C — linia tolerancyjna kontrola po 7 dniach; TL7- linia
tolerancyjna traktowana po 7 dniach

98



5. Wyniki i dyskusja

Jednym z 3 gendéw o zrdéznicowanym wzorze sktadania pod wptywem dziatania
herbicydu Roundup® w obu liniach kukurydzy i punktach czasowych byt gen zdeponowany w
bazie danych MaizeGDB pod nr dostepu GRMZM5G832248. Do tej pory zidentyfikowano 4
transkrypty dla tego genu. Po zastosowaniu analizy bioinformatycznej z danych otrzymanych
po sekwencjonowaniu transkryptomu linii wrazliwej udato sie dopasowac i ztozy¢ 23
dodatkowe transkrypty, natomiast w linii tolerancyjnej powstato 19 nowych izoform
transkryptow dla tego genu. Wykorzystano program |GV aby przedstawi¢ schemat
organizacji ztozonych transkryptow dla linii tolerancyjnej na Ryc. 23 i dla linii wrazliwej na
Ryc. 24. Wczesniej opisany w bazie danych transkrypt GRMZM5G832248 T04 nie ulegat
ekspresji w zadnej z badanych linii. Transkrypt zdeponowany pod nr dostepu
GRMZM5G832248_T02 ulegat najwyzszej ekspresji w roslinach kontrolnych (z wyjatkiem linii
tolerancyjnej zebranej 7 dni po zabiegu oprysku). W tym transkrypcie w procesie sktadania
mRNA uzycie alternatywnych miejsc splicigowych 3' i 5' w obrebie eksonu 4 skutkowato
powstaniem dodatkowego eksonu - ten transkrypt sktada sie z 13 eksondow w
przeciwienstwie do 12-eksonowej izoformy GRMZM5G832248 T01. Sekwencja nukleotydéw
transkryptu GRMZM5G832248 T02 koduje dwie domeny zawierajgce motyw rozpoznajgcy
RNA (RRM, ang. RNA recognition motif), ktére okreslane sg jako domeny wigzgce RNA (RBD,
ang. RNA binding domain) lub domena rybonukleoproteinowa (RNP, ang. ribonucleoprotein
domain). Na C-konicu znajduje sie ponadto 15 aminokwasdéw, ktdére nie wykazuja
podobienstwa do zadnej z wczesniej opisanych domen biatkowych. Z kolei w obrebie 100
pierwszych aminokwasdw kodowanych przez transkrypt GRMZM5G832248 T01 znajduje sie
dodatkowa domena - hydrofilowa domena zwigzana z 38 czynnikiem splicingowym (ang.
hydrophilic domain associated with splicing factor 38). Ortologiem tego genu u A. thaliana
jest czynnik splicingowy (ang. splicing factor, CC1-like) zdeponowany pod numerem dostepu
AT5G09880.1. Powyzsze dane wskazujg, ze biatko kodowane przez gen GRMZM5G832248

moze braé udziat w procesie splicingu jako czynnik splicingowy.
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Schemat organizacji izoform transkryptéw genu GRMZM5G832248 ulegajgcych ekspresji w linii tolerancyjnej na dziatanie herbicydu Roundup.
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Schemat organizacji izoform transkryptéw genu GRMZM5G832248 ulegajgcych ekspresji w linii wrazliwej na dziatanie herbicydu Roundup.
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Drugim genem o zrdéznicowanym wzorze AS powstajagcym w wyniku dziatania
herbicydu Roundup®, zidentyfikowanym w czasie opisanej analizy, byt gen zdeponowany pod
numerem GRMZM2G366935 w bazie danych MaizeGDB. Do tej pory dla tego genu opisano
10 réznych izoform transkryptow, jednak w zadnej z badanych prébek wszystkie 10 nie
ulegato transkrypcji. Co wiecej w linii wrazliwej S245 dodatkowo pojawito sie 25 nowych
izoform transkryptéw, a w linii tolerancyjnej prawie o potowe mniej - 12. Schemat
organizacji nowych transkryptow w relacji do wczesniej zdeponowanych w bazie danych
przedstawiono na Ryc. 25 (linia wrazliwa) i na Ryc. 26 (linia tolerancyjna). Mimo duzej liczby
nowych transkryptéw (w obu liniach powstato az 37 réznych izoform), najwyzszej ekspresiji
ulegaty transkrytpy wczesniej opisane - w pieciu prébkach byt to transkrypt
GRMZM2G366935 T05, w dwdéch transkrypt GRMZM2G366935 T09 i w jednej prébce
izoforma GRMZM2G366935_T02 (szczegdétowe dane zestawiono w Tabeli 14). Analiza na
poziomie sekwencji aminokwasowej przettumaczonej z sekwencji nukleotydowej
transkryptow wykazata, ze biatko powstajagce z transkryptu GRMZM2G366935 T09
posiadatoby trzy dodatkowe aminokwasy na koricu C w poréwnaniu do informacji
kodowanej przez izoforme GRMZM2G366935_T02. Z kolei biatko kodowane przez transkrypt
GRMZM2G366935_TO05 jest o 14 aminokwasow krétsze, mimo to transkrypt ten zachowuje
informacje kodujacg domene kinazy proteinowej, ktéra odpowiada za przeniesienie grupy
fosforanowej z ATP na reszte seryny, treoniny lub tyrozyny. Cze$¢ z nowych transkryptéow
ulegajacych ekspresji w badanych préobkach takze koduje taka domene. Z kolei izoformy
GRMZM2G366935_T02 i GRMZM2G366935_T09 kodujg domene wykazujgcy podobienstwo
do kinazy proteinowej regulowanej przez cykliny (CDKL, ang. cyclin-dependent protein kinase
like), ktore fosforylujg swoj substrat w wyniku oddziatywaniu z odpowiednia cykling. Cykliny
sg grupg biatek biorgcych udziat w regulacji cyklu proceséw zwigzanych z podziatem komérki,
natomiast kinazy CDKL biorg udziat takze w regulacji transkrypcji i dojrzewania mRNA. Biatka
wchodzgce w skfad rodziny kinaz czesto petnig role odwracalnych przetgcznikdw na szlakach
przekazywania sygnatow ze Srodowiska do odpowiedniego biatka wewngtrz komorki,
odpowiedzialnego za reakcje na dany bodziec. W ten sposéb kinazy biorg udziat w tak
waznych procesach komdrkowych jak proliferacja, réznicowanie, rearanzacje cytoszkieletu
czy odpowiedZz immunologiczna. Homolog tego genu z Arabidopsis thaliana to AME3, a z

ryzu to gen AFC - oba kodujg biatka nalezgce do rodziny kinaz.
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Schemat organizacji izoform transkryptow genu GRMZM2G366935 ulegajgcych ekspresji w linii wrazliwej na dziatanie herbicydu Roundup.
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Schemat organizacji izoform transkryptow genu GRMZM2G366935 ulegajgcych ekspresji w linii tolerancyjnej na dziatanie herbicydu Roundup.
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Trzecim genem rdéznigcym sie wzorem skfadania mRNA pod wptywem dziatania
herbicydu Roundup® jest gen, ktéry zostat zmapowany w obrebie locus zajmowanego przez
dwa annotowane geny o numerach dostepu GRMZM2G124630 i GRMZM2G124636. Rekord
dla pierwszego z nich (GRMZM2G124630) zawiera opisany 1 transkrypt, natomiast w
rekordzie dla drugiego genu (GRMZM2G124636) pojawia sie zdarzenie alternatywnego
sktadania i annotowano dla niego 2 transkrypty, jednak dla zadnego z tych gendw nie
znaleziono homologdéw u A. thaliana czy ryzu. Nie udato sie takze dla tych gendw
zidentyfikowaé kodowanych przez nie domen funkcjonalnych. W badanych liniach ekspresji
ulegato dodatkowo 55 transkryptéw tego genu (28 w linii tolerancyjnej i 27 w linii wrazliwej;

schemat powstatych transkryptéw przedstawiono na Ryc. 27 i 28).
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TL7.7

Schemat organizacji izoform transkryptdw mapujacych do genu GRMZM2G124630 i genu GRMZM2G124636, ktére ulegaty ekspresji w linii tolerancyjnej

na dziatanie herbicydu Roundup.
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Schemat organizacji izoform transkryptéw mapujacych do genu GRMZM2G124630 i genu GRMZM2G124636, ktére ulegaty ekspresji w linii wrazliwej na
dziatanie herbicydu Roundup.
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Przeprowadzono takze poréwnanie plikbw  wyjsciowych  splicing.diff i
isoform_exp.diff. Wybrano 22 geny, ktére rdznity sie zaréwno ekspresjg jak i wzorem AS.
Wsrdd nich dzieki zastosowaniu programu MapMan zidentyfikowalismy 6 gendw biorgcych
udziat w metabolizmie biatek, po 4 uczestniczace w metabolizmie RNA i lipidéw oraz 5
gendw zwigzanych z odpowiedzig rosliny na warunki stresu abiotycznego. Dane na temat
grupy genow zwigzanych z odpowiedzig roslin na warunki stresu abiotycznego

podsumowano w Tabeli 17.

Identyfikator Lokalizacja na Ortolog z A. thaliana lub | Prawdopodobna funkcja
genu chromosomie 0. sativa
GRMZM2G113875 | 1:19679506- Nie znaleziono Element transposonowy
19691660
GRMZM2G377539 | 3:217788488- A. thaliana: AT5G64940.1 Biatko z rodziny ABC
21780611 O. sativa: transporterow
LOC_0s02g36570.1
GRMZM2G144196 @5:646891-663760 A. thaliana: AT2G36990.1 Czynnik sigma polimerazy
O. sativa: RNA

LOC_0s08g14450.1
GRMZM2G473511 | 8:8917987-9633821 A. thaliana: AT1G66920.2 Kinaza tyrozynowa

0. sativa:
LOC_0s01g02700.1
GRMZM2G005633 @ 10:127355791- A. thaliana: AT3G54420.1 Prekursor endochitynazy
1273718 0. sativa: B

LOC_0s04g41680.1
Tabela 17

Grupa gendéw biorgcych udziat w odpowiedzi na warunki stresu abiotycznego zidentyfikowana
przez program MapMan wsrdd gendw rdznigcych sie wzorem splicingu i poziomami ekspresji
pomiedzy badanymi liniami.

5.2.4 Dyskusja

Podobnie jak kilkanascie lat temu sekwencjonowanie metodg Sangera umozliwito
identyfikacje wielu nowych gendw, tak teraz wykorzystanie nowych technologii
sekwencjonowania pozwala poznac¢ peten repertuar gendéw i poszczegdlnych izoform
transkryptow powstajgcych nawet w niewielkich ilosciach w réznych tkankach, na réznych
etapach rozwoju czy pod wptywem okreslonych czynnikow zewnetrznych. Co wiecej

poniewaz liczba odczytéw generowana dla poszczegdlnych transkryptéw jest proporcjonalna
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do ilosci danego transkryptu w komoérce, gesto$¢ odczytéw moze zostac uzyta do okreslenia
poziomu ekspres;ji transkryptu czy genu z doktadnoscig réwng lub przewyzszajgcg stosowane
do tej pory mikromacierze. Generowana w trakcie sekwencjonowania ogromna ilos¢ danych
wymaga precyzyjnie dobranych narzedzi analizy, ktére pozwolg odpowiedzie¢ na postawione

pytania i nadac sens biologiczny otrzymanym wynikom.

Aby ocenic¢ role i znaczenie zdarzen alternatywnego splicingu mRNA pod wptywem
warunkéw  stresu  herbicydowego u  kukurydzy  zwyczajnej, przeprowadzono
sekwencjonowanie drugiej generacji i analize réznicowg uzyskanych transkryptomoéw dwdch
linii kukurydzy réznigcych sie wrazliwoscig na stosowany oprysk herbicydem Roundup®.
Poréwnanie uzyskanych sekwencji z transkryptomem referencyjnym kukurydzy linii B73
umozliwito identyfikacje duzej liczby nowych gendw, ktére zostaty zmapowane nawet do
przeszto 11 tys. nowych loci (linia wrazliwa S79757 zebrana dzied po zabiegu oprysku).
Naturalne populacje kukurydzy charakteryzujg sie bardzo wysokim poziomem
heterozygotycznosci, ktéry przejawia sie miedzy innymi niskim stopniem nieréwnowagi
sprzezen (ang. linkage disequilibrium), ktére mierzy w jakim stopniu allele w dwéch loci sg ze
sobg sprzezone i determinuje przydatno$¢ mapowania asocjacyjnego cech jako$ciowych w
obrebie kolekcji linii hodowlanych, odmian czy rodéw. U kukurydzy zwyczajnej
nierownowaga sprzezen wynosi jedynie od kilkuset do kilkutysiecy nukleotydéw [86].
Populacja kukurydzy zwyczajnej charakteryzuje sie takze duzym polimorfizmem sekwencji
nawet blisko spokrewnionych odmian. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw wystepuja z
czestoscig od 10 do 20 razy wiekszg niz w populacji ludzkiej (u cztowieka polimorfizm typu
SNP srednio wystepuje co tysigc nukleotyddw, u kukurydzy w zaleznosci od poréwnywanych
linii Srednio co 44 do 100 nukleotyddéw). Ponadto duplikacje catego genomu jak i duzych jego
regiondw przyczyniajg sie do powstawania wielu bardzo podobnych sekwencyjnie gendw,
ktdre sg czesto paralogami [87]. Zlokalizowanie wielu nowych transkryptéw w badanych
liniach w poréwnaniu do linii referencyjnej B73, potwierdza wczesniejsze doniesienia o

znaczacych rdznicach genetycznych miedzy liniami i odmianami kukurydzy.

Analiza liczby powstajgcych transkryptow u roslin poddanych opryskowi i roslin
kontrolnych pozwolita stwierdzié, ze po zastosowaniu herbicydu Roundup® nastgpit spadek

aktywnosci transkrypcyjnej — tydzien po przeprowadzeniu zabiegu oprysku zmniejszyta sie
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liczba powstajgcych mRNA w obu badanych liniach. W linii tolerancyjnej S245 nastgpita
znaczniejsza redukcja liczby powstajgcych transkryptow — dzied po oprysku herbicydem
Roundup® powstalo az o 36 tys. transkryptow mniej. Zmniejszenie aktywnosci
transkrypcyjnej pod wptywem warunkéw stresowych moze by¢ zwigzane z reorganizacja
metabolizmu komadrki - zatrzymaniem reakcji i szlakdw metabolicznych, ktére nie sg istotne
dla przetrwania rosliny i aktywacjg genéw kodujgcych biatka biorgce udziat w odpowiedzi na
warunki stresowe. Spadek ogdlnej liczby powstajacych transkryptédw przyczynia sie takze do
zmniejszenia zapotrzebowania energetycznego rosliny. Moze by¢ w ten sposéb sprzezony z
lepszym dostosowaniem linii tolerancyjnej, u ktérej liczba powstajgcych transkryptow
obnizyta sie bardziej znaczgco po oprysku herbicydem (zaréwno dzien jak i tydzien po

zabiegu).

Wyznaczenie poziomu ekspresji gendw w badanych transkryptomach kukurydzy
umozliwito zidentyfikowanie 599 gendw o rdznigcych sie poziomem ekspresji miedzy linig
wrazliwg i tolerancyjng na herbicyd Roundup®. Wieksze réznice w poziomie transkrypcji
gendw zaobserwowano jednak w obrebie badanych linii po zastosowaniu herbicydu,
poréwnujgc sekwencje transkryptoméw roslin poddanych opryskowi i roslin kontrolnych. W
przypadku roslin z linii tolerancyjnej odnotowano az 843 geny o réznym poziomie ekspres;ji,
w tym 61 gendw rdznigcych sie ekspresjg w obu rozpatrywanych punktach czasowych. W
linii wrazliwej gendéw o zréznicowanym poziomie ekspresji byto znacznie mniej - jedynie 71, z
czego zaledwie 6 miato podwyzszong ekspresje dzien i tydzien po zabiegu oprysku. Mniejsza
liczba gendéw o zmienionym poziomie ekspresji moze, podobnie jak opisana wczesniej mniej
znaczaco zmieniona aktywnos¢ transkrypcyjna, warunkowaé wiekszg wrazliwosci na
dziatanie stresu herbicydowego roslin z linii S79757 w poréwnaniu do roslin z linii
tolerancyjnej S245. W trakcie badania réznic w ekspresji gendw nie udato sie zidentyfikowac
zadnego genu, ktdrego podwyzszona lub obnizona ekspresja mogtaby by¢ odpowiedzialna za
uniwersalng odpowiedz na oprysk herbicydem - pule gendw o zmienionej ekspresji dla obu
linii sg rozbiezne. Udato sie jednak wskaza¢ geny nalezgce do rodziny ABC transporterdw,
ktore miaty zmieniong ekspresje w obu badanych liniach po zastosowaniu oprysku

herbicydem Roundup® - w linii wrazliwej byt to gen GRMZM5G833207/ GRMZM5G808836, a
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w linii tolerancyjnej gen GRMZM2G477872. Takze wsréd gendw o zrdéznicowanym wzorze

splicingu znalazt sie przedstawiciel tej rodziny biatek - gen GRMZM2G377539 (Tabela 17).

ABC transportery sg uwazane za jedng z najliczniejszych rodzin biatek, ktére
wystepujg we wszystkich zywych organizmach - zostaty zidentyfikowane zaréwno u bakterii,
bezkregowcow, zwierzat jak i roslin. Wszystkie biatka z tej rodziny posiadajg co najmniej
jedng wysoce konserwatywng domene ATPazowg, ktéra zapewnia dostep energii
pochodzacej z hydrolizy ATP. Poczgtkowo znane byty ze swojej roli w importowaniu
metabolitéw posrednich oraz eksportowaniu lekdéw i produktéw przemiany materii. Biatka z
tej rodziny petnigce funkcje transportowe sg zakotwiczone w membranach komérkowych
dzieki jednej lub dwom domenom transmembranowym. Czes$¢ transporterow ABC jest
rozpuszczalna i znajduje sie w cytoplazmie lub plastydach, gdzie petni funkcje zwigzane z
regulacje ekspresji genéw, funkcjonowaniem rybosomoéw, kanatéw jonowych czy wigzaniem
antygenow [88]. Zidentyfikowane geny, ulegajgce podwyziszonej ekspresji w badanych
liniach kukurydzy po oprysku herbicydem Roundup®, kodujg ABC transportery posiadajace
domene transmembranowg. Wczesniejsze badania przeprowadzone u kukurydzy zwyczajnej
i ryzu wykazaty, ze pod wptywem szerokiej gamy substancji o wtasciwosciach
fitotoksycznych, takich jak atarazyna, metolachlor, primisulfuron czy kwas 2,4-
dichlorofenoksyoctowy (2,4-D)[89], a takze w réznych warunkach stresowych (np. obecnos¢
metali ciezkich i niedotlenienie [90], zastosowanie kwaséw organicznych i nieorganicznych
[91]), poziom ekspresji gendw kodujacych transportery ABC ulegat podwyzszeniu. Postuluje
sie, ze biatka z tej rodziny biorg udziat w detoksyfikacji herbicydéow poprzez wigzanie z
produktami ich przemiany i rozpadu. Produkty metabolizmu herbicyddw s3g czesto
skoniugowane z czgsteczkg glutationu, glukozy lub malonianu. W takiej postaci sg
rozpuszczalne w wodzie i mogg by¢ transportowane przez znajdujgce sie w btonie tonoplastu
biatka ABC do wakuoli, gdzie zachodzg dalsze etapy ich rozktadu. Wykazano takze, ze
transportery ABC znajdujgce sie w bfonie komdérkowej mogg bra¢ udziat w usuwaniu

produktdw rozktadu herbicyddéw zwigzanych z czgsteczka glutationu [92].
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Wykorzystanie programu MapMan i przyporzadkowanie do grup funkcjonalnych
transkryptow gendw o najwiekszej réznicy w poziomie ekspresji pozwolito zidentyfikowac
grupe 23 gendw, ktére u roslin biorg udziat w odpowiedzi na warunki stresowe. Zgodnie z
danymi przedstawionymi na Ryc. 21 zastosowany oprysk herbicydem Roundup® zmienit
ekspresje transkryptow zwigzanych z syntezg Sciany komodrkowej, proteolizg, produkcjg
etylenu, przekazywaniem sygnatu czy z odpowiedzig na czynniki abiotyczne. Ekspresja
wiekszosci gendw zwigzanych z produkcja metabolitdw wtdrnych zostata zmniejszona, co
moze by¢ zwigzane ze zmiang metabolizmu komérki pod wptywem czynnikéw stresowych.
Wczesniejsze badania wykazaty, ze w zaleznosci od pojawiajgcego sie w srodowisku czynnika
zaktdcajgcego wzrost i rozwdj rosliny produkcja metabolitéw wtérnych jest modyfikowana.
Pod wptywem réznych czynnikow stresowych specyficzne metabolity wtdérne sa
gromadzone, a z kolei produkcja innych zostaje zahamowana [93]. Na przyktad stres
zasolenia powoduje szereg zmian w stezeniu poliamin. Stwierdzono akumulacje spermidyny i
sperminy, a spadek ilosci produkowanej putrescyny w korzeniach stonecznika, oliwki czy
pszenicy pod wptywem wzrastajacego zasolenia gleby [94]. Poliaminy sg to dodatnio
natadowane zwigzki organiczne o matej masie molowej, ktére wystepujg powszechnie we
wszystkich organizmach zywych i s3 zaangazowane w procesy zwigzane z dojrzewaniem i
starzeniem, regulacja tempa wzrostu czy programowang Smiercig komérki. Sg takze
zwigzane z odpowiedzig na warunki stresu abiotycznego, jednak ich doktadna funkcja jest
nadal trudna do uchwycenia [95]. Zaobserwowany spadek ekspresji wiekszosci gendw,
ktérych produkty biatkowe zaangazowane sg w synteze metabolitéw wtdrnych, moze byé
zwigzany z charakterystyka odpowiedzi badanych linii kukurydzy na wprowadzenie do
uprawy glifosatu. Wzrost poziomu transkrypcji nastgpit jedynie dla genu zaangazowanego w
synteze fenoli i fenylopropanoidéw (Ryc. 20 i 21). Jest to najwieksza grupa metabolitéw
wtérnych produkowanych przez rosliny giéwnie w odpowiedzi na czynniki takie jak
promieniowanie UV, zranienia, infekcje, ekspozycja na ozon czy inne zanieczyszczenia.
Uwaza sie, ze podstawg dziatania ochronnego fenoli i fenylopropanoidéw w warunkach
stresowych sg ich wtasciwosci przeciwutleniajgce, zwigzane z wychwytywaniem czgsteczek
wolnych rodnikdw przez te substancje [96]. Badania przeprowadzone na ryzu [97] oraz na
zielenicach z gatunku Chlorella kessleri [98] wykazaty, ze toksyczne dziatanie glifosatu

zawartego w herbicydzie Roundup® zwigzane jest takze z wywotanie stresu oksydacyjnego.
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Jego zastosowanie powoduje wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive
oxygen species), ktére powodujg peroksydacje i niszczenie lipidow, a takze kwasow
nukleinowych. Podwyzszona ekspresja gendw zwigzanych z syntezg fenoli i
fenylopropoanoidéw moze byé wiec zwigzana ze zwiekszonym zapotrzebowaniem roslin

poddanych opryskowi na zwigzki o wtasciwosciach antyoksydacyjnych.

W celu okreslenia liczby gendw ulegajgcych procesowi alternatywnego skfadania
MRNA oraz rozktadu poszczegdlnych typdéw zdarzen splicingowych w wybranych liniach
kukurydzy pod wptywem zastosowanych warunkdéw stresowych zostat stworzony skrypt w
jezyku java (rozdziat 5.2.3). Po przebadaniu uzyskanych po sekwencjonowaniu
transkryptoméw okreslono, ze AS podlegato od przeszto 31% do prawie 35% gendw, ktére
ulegaty ekspresji w poszczegdinych liniach i punktach czasowych. Po przeprowadzeniu
zabiegu oprysku herbicydem Roundup® w obu badanych liniach nastepowat nieznaczny
wzrost liczby gendéw ulegajgcych alternatywnemu splicingowi w pordwnaniu do roslin
kontrolnych niepoddanych opryskowi (okoto 1% gendéw wiecej ulegato AS). Z
przedstawionych w Tabeli 15 danych wynika takze, ze sredni poziom AS byt wyzszy w linii
tolerancyjnej S245 niz w linii wrazliwej S79757. Z kolei $redni poziom zdarzen
alternatywnego sktadania mRNA w badanych liniach wynosi 32% i jest niewiele nizszy niz
okreslony poprzednio w badaniu dynamiki transkryptomu w obrebie rézinych stref
rozwojowych lisci kukurydzy, gdzie wynosit okoto 37% [99]. Moze by¢ to zwigzane zaréwno z
charakterystyka linii kukurydzy wybranych do badan (w [99] stosowano jako materiat do
badan liscie kukurydzy lini wsobnej B73), jak i réznymi warunkami hodowli, ktére takze mogg

mie¢ wptyw na proces splicingu.

Natomiast rozktad typdw zdarzen AS okreslony dla linii réznigcych sie wrazliwoscig na
glifosat, odbiega od wczesniej opisanych w literaturze (rozdziat 2.1.2) [23]. Postuluje sie, ze
najczestszym typem AS u rodlin jest zatrzymanie intronu. Jednak w badanych prébkach ten
typ slicingu odpowiadat jedynie za 14 do 18% zdarzen AS, a najczesciej dochodzito do wyboru
alternatywnych miejsc splicingowych 3' i 5' (20 do 35% ogodtu zdarzen AS). Prawie réwnie
czesto nastepowato wigczenie dodatkowego eksonu (7 do 26%), a najrzadziej dochodzito do
pominiecia eksonu (5 do 18%). Dla roslin kontrolnych z linii tolerancyjnej zebranej tydzien po

zabiegu oprysku uzyskany rozktad typow splicingu zupetnie odbiega od pozostatych linii, co
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utrudnia analize i dostrzezenie istotnych rdéznic w strukturze zdarzen alternatywnego
sktadania, jednak mozna zauwazy¢ 5% wzrost ilosci zdarzen splicingowych zwigzanych z
wtgczaniem dodatkowego eksonu do transkryptu. Zaobserwowana rozbieznos¢ dotyczaca
ogolnego rozktadu typow splicingu w badanych liniach moze wynika¢ z charakterystyki
metod sekwencjonowania drugiej generacji, ktore pozwalajg wykry¢ transkrypty
wystepujgce nawet w niewielkich ilosciach w komdrce i nie wymagajg przy tym wiedzy na
temat istniejgcych w danej sekwencji potaczen intron/ekson (tak jak to byto w przypadku
macierzy dachdwkowych wczesniej stosowanych do badania zdarzen AS), dzieki czemu
mozliwe jest okreslenie duzej liczby nieopisanych wczesniej przypadkéw splicingu. Opisana
réznica moze by¢ takze zwigzana z zastosowaniem skryptu do okreslania typdéw splicingu -
aby potwierdzi¢ otrzymane wyniki mozna by dodatkowo zaimplementowacd inne programy
umozliwiajgce analize tego typu, np. programu ASTALAVISTA [100]. Jednak badanie
transkryptomu A. thaliana opisane w [18] sugeruje, ze zdarzenia AS u roslin zwigzane z
zatrzymaniem intronu byty dotychczas zawyzone i w rzeczywistosci mogg dotyczy¢ mniejszej
liczby transkryptow, dlatego tym bardziej uzasadniana wydaje sie koniecznosé potwierdzenia

uzyskanych wynikéw przy uzyciu innego programu bioinformatycznego.

Kolejnym krokiem analizy wynikdw sekwencjonowania byto poréwnanie zbioréw
genodw réznigcych sie wzorem splicingu miedzy roslinami poddanymi opryskowi a roslinami
kontrolnymi. Pozwolito ono zidentyfikowaé pule gendw, ktorych wzér alterantywnego
sktadania byt zmieniony po zastosowaniu oprysku herbicydem Roundup® w obu badanych
punktach czasowych. W linii tolerancyjnej takich gendéw byto 39, natomiast w linii wrazliwej
58. Ponadto okazato sie, ze 3 geny posiadajg zmieniony wzér AS w obu badanych liniach
zaréwno dzien jak i tydzien po zabiegu oprysku herbicydem (rozdziat 5.2.3, Tabela 15, Ryc.

17-22).

Jednym z tych gendw jest gen zdeponowany w bazie danych MaizeGDB pod
numerem dostepu GRMZM5G832248. Badanie transkryptomdéw wybranych linii kukurydzy
pozwolito poszerzy¢ wiedze na temat transkryptdw powstajgcych z tego genu - poza 4
transkryptami annotowanymi dotychczas udato sie zidentyfikowaé 23 dodatkowe izoformy w
linii wrazliwej i 19 w linii tolerancyjnej. Gen ten koduje informacje o biatku, ktére posiada

domeny wigzgce RNA oraz hydrofilowg domene zwigzang z 38 czynnikiem splicingowym.
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Poniewaz ortologiem tego genu z A. thaliana jest czynnik splicingowy, wydaje sie
prawdopodone, ze produkt biatkowy genu GRMZM5G832248 petni podobng funkcje u
kukurydzy zwyczajnej. Transkrypty kodujace czynniki splicingowe czesto podlegajg
zmienionemu sktadaniu pod wptywem warunkow stresowych, jak np. produkty genu At-
SR30, ktéry koduje jedno z biatek SR u A. thaliana. W warunkach stresowych zwigzanych z
nadmiernym os$wietleniem i podwyzszong temperaturg wzrasta udziat petnej dtugosci
transkryptu, zawierajgcego catg ramke odczytu, natomiast ilos¢ transkrytpu tego genu z
przedwczesnym sygnat terminacji translacji (PTC) maleje [101]. Podobna sytuacja dotyczy
transkryptow genu kodujgcego biatko SR45a - w czasie stresu ciepta i suszy wzrasta ilos¢
transkryptu petnej dtugosci, w porédwnaniu do innych izoform [102]. Ponadto ekspresja
roznych izoform transkryptéw gendw kodujacych czynniki splicingowe pod wptywem
warunkéw stresowych zmienia lokalizacje oraz determinuje ich fosforylacje [103, 104].
Biorgc pod uwage role czynnikéw splicingowych w procesie rozpoznawania miejsc
splicingowych oraz rekrutowania pozostatych biatek biorgcych udziat w procesie sktadania
transkryptow, nawet niewielkie rdéznice w ilosci, lokalizacji i potranslacyjnej regulacji
aktywnosci (przede wszystkim fosforylacji) czynnikéw splicingowych powstajgce pod
wptywem warunkow stresowych, mogg mie¢ znaczacy wptyw na ekspresje gendw docelowo
regulowanych przez te czynniki. Zrozumienie regulacji aktywnosci czynnikéw splicingowych u
roslin w odpowiedzi na warunki stresowe jest jednym z wazniejszych elementdéw sieci
wzajemnych zaleznosci opisujgcych zardwno regulacje samego procesu splicingu jak i

regulacje ekspresji gendw, ktore temu procesowi ulegajg [105].

Pod wptywem warunkéw stresu herbicydowego u kukurydzy powstaje wiele nowych
izoform transkryptu genu GRMZM5G832248 kodujgcego najprawdopodobniej jeden z
czynnikdw splicingowych, jednak aby pozna¢ doktadng funkcje powstatych transkryptow
konieczne by byty dodatkowe badania i eksperymenty zwigzane np. z wytgczeniem lub
wyciszeniem ekspresji tego genu. Podobne badania nalezato by przeprowadzi¢ dla genu,
ktérego transkrypty réznity sie wzorem splicingu w badanych liniach po zastosowaniu
oprysku herbicydem Roundup® i zostaty zmapowane do dwdch gendw opisanych w bazie
danych MaizeGDB - genu GRMZM2G124630 i GRMZM2G124636. W trakcie

przeprowadzonej analizy nie udato sie znalezé sekwencji homologicznych dla tego genu, a
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przetfumaczona sekwencja aminokwasowa nie koduje znanych domen biatkowych. Jednak
duza liczba powstajgcych w warunkach stresu herbicydowego nowych transkryptow
(niektorych nawet dtuzszych niz annotowane w bazie danych) zacheca do podjecia préby

okreslenia ich funkcji i roli w procesach komadrkowych.

Trzecim z gendw zrdéznicowanym pod wzgledem sktadania pod wptywem oprysku
herbicydem jest gen GRMZM2G366935. Takze dla tego genu zidentyfikowano nowe,
wczesniej nieannotowane izoformy transkryptéw, jednak we wszystkich badanych
warunkach najwyzszej ekspresji ulegaty transkrypty juz wczesniej opisane. Zachowujg one
informacje o kodowanej przez ten gen domenie kinazy proteinowej, ktéra moze brac udziat
w fosforylacji biatek docelowych i przez to regulacji ich aktywnos$ci w odpowiedzi na
zastosowany oprysk herbicydem Roundup®. Réwniez analiza z zastosowaniem programu
MapMan pozwolita zidentyfikowa¢ wsrdd transkryptéw o zréznicowanym sposobie sktadania

oraz ekspresji gen GRMZM2G473511 kodujacy kinaze tyrozynowa.

Do tej pory jedng z lepiej poznanych i opisanych sieci przekazywania sygnatu w
warunkach stresu jest dziatanie kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK, ang. mitogen
activated proten kinase). Sg one obecne we wszystkich komdrkach eukariotycznych i reguluja
procesy zwigzane z proliferacjg, réznicowaniem, wzrostem i odpowiedziag na warunki
stresowe. Zorganizowane sg w moduty skfadajace sie z kinaz kinaz MAPK (MAPKKK, MAP3K,
MEKK, ang. MAPK kinase kinase), kinaz MAPK (MAPKK, MAP2K, MEK, ang. MAPK kinase) i z
biatek MAPK. Postuluje sie, ze utrzymywane sg przez szereg biatek tworzacych rusztowanie,
ktore kotwiczy caty modut w odpowiednim kompartmencie komodrkowym [106].
Udowodniono, ze Sciezka sygnatowa zwigzana z kinazami MAPK jest aktywowana przez
szereg czynnikdw abiotycznych takich jak stres zimna, suszy czy zranienia - aktywujg one
biatka MAPK4 i MAPK6 u A. thaliania [107], a z kolei wysokie stezenia miedzi i kadmu
wptywajg na ekspresje gendw kodujgcych biatka MAPK u ryzu (OsMPKA3 i OsMPK6) [108], a
takze na dziatanie czterech réznych kinaz (SIMK, MMK2, MMK3, SAMK) u lucerny siewnej
[109]. Wiadomo ponadto, ze kinazy MAPK s3 zaangazowane w odpowiedZ na wyzsze
stezenie reaktywnych form tlenu w komérkach Arabidopsis [110]. Innym przyktadem
odpowiedzi na warunki stresowe poprzez aktywacje kinaz proteinowych jest biatko OST1

(ang. open stomata 1). Stwierdzono, ze homolog tego biatka z kapusty (BolOST1) jest
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niezbednym elementem dla przezycia rosliny w warunkach stresu suszy i podwyzszonego
zasolenia oraz ze oddziatuje z biatkami zwigzanymi z siecig przekazywania sygnatéw zalezna

od kwasu abscysynowego [111].

Przedstawione dane sugeruja, iz obecnosé substancji fitotoksycznej, jaka jest glifosat,
moze wptywaé bezposrednio lub posrednio (np. poprzez zwiekszone stezenie ROS) na
przekazywanie sygnatéw w komodrce poprzez zmiane profilu ekspresji poszczegdlnych
izoform kinaz proteinowych. lzoformy tanskryptéw ulegajgce najwyzszej ekspresji w
badanych warunkach posiadajg zachowang domene funkcjonalng, jednak translacja biatka z
innej izoformy transkryptu moze ingerowa¢ w lokalizacje czy specyficznosé¢ oddziatywan
powstatego enzymu z czgsteczkami docelowymi. Biorgc pod uwage wielopoziomowosé
zaleznosci w Sciezkach regulowanych przez kinazy proteinowe mozna przypuszczaé, ze nawet
niewielka zmiana profilu ekspresji moze przyczyni¢ sie do lepszej lub gorszej zdolnosci

odpowiedzi badanych linii kukurydzy na stres herbicydowy.

Przeprowadzone sekwencjonowanie drugiej generacji oraz analiza bioinformatyczna
uzyskanych wynikéw pozwolita stwierdzi¢ znaczny udziat procesu AS w ekspresji gendéw
kukurydzy zwyczajnej. Proces ten dotyczyt przeszto 1/3 gendw ulegajgcych ekspresji w
badanych liniach. Stwierdzono takze, ze pod wptywem zastosowanego oprysku herbicydem
poziom AS wzrastat i zmieniat sie udziat poszczegdlnych typdw zdarzen AS miedzy badanymi
liniami. Wykazano ponadto, ze proces alternatywnego sktadania dotyczyt wielu gendw,
ktérych udziat w odpowiedzi na warunki stresowe byt juz potwierdzony wczesniejszymi
badaniami. Czuto$¢ technologii sekwencjonowania Illumina umozliwita wykrycie zaréwno
wielu nowych izoform transkryptéw, jak i gendw wczesniej nie opisanych w genomie
referencyjnym kukurydzy zwyczajnej. Analiza zmian poziomu ekspresji genédw miedzy
poréwnywanymi liniami pozwolita wytypowac 67 gendw, ktdrych ekspresja ulegata zmianie
po zastosowaniu herbicydu Roundup®. Zrealizowane badania potwierdzajg obserwacje, ze
szeroko stosowane opryski herbicydami powodujg liczne zmiany w metabolizmie roslin,
nawet tolerancyjnych na sktadnik aktywny wybranego herbicydu. Wskazane w opisanej
analizie geny i grupy biatek mogg by¢ obiektem dalszych badan funkcjonalnych jak i
eksperymentdéw zwigzanych z doskonaleniem nowych odmian hodowlanych kukurydzy, a

by¢ moze takze innych zbd6z, ktére bedg sie charakteryzowaé lepszym dostosowaniem do
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warunkéw stresowych. Wydaje sie to szczegdlnie istotne w dobie zmian klimatycznych i
coraz wiekszego antropogenicznego zanieczyszczenia s$rodowiska. Tradycyjne badania
genetyczne nad poprawa plonowania i jakosci upraw osiggnety etap, na ktérym bardzo
trudno o kolejne ulepszenia odmian. Jednak jak wynika z przedstawionego schematu analizy,
badania genomoéw i transkryptomow roslin uprawnych z uwzglednieniem badania ekspres;ji
gendw i procesu splicingu z zastosowaniem nowoczesnych metod sekwencjonowania, moga
dostarczy¢ nowych spostrzezen i wiedzy na temat regulacji ekspresji gendéw i jej zwigzku ze

zwiekszonym plonowaniem lub odpornosciag na czynniki stresowe.
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Celem przeprowadzonych prac byto okres$lenie znaczenia procesu alternatywnego
sktadania transkryptéw w odpowiedzi kukurydzy zwyczajnej na stres abiotyczny jakim jest
oprysk herbicydem. Dzieki podjetym badaniom mozliwe byto poszerzenie zrozumienia
podstaw molekularnych procesu odpowiedzi roslin na wprowadzenie do uprawy herbicydu

Roundup®.
Najwazniejsze wyniki i wnioski z przeprowadzonych analiz przedstawiono ponizej:

e zidentyfikowano nowe zdarzenia AS dla 42 gendw pochodzacych z chromosomu 1
kukurydzy zwyczajnej

e potwierdzono ekspresje pieciu przewidzianych transkryptow dla trzech wybranych
gendw o znanej funkcji

e obecne programy stuzgce do przewidywania struktur gendw sg niewystarczajgcym
narzedziem do weryfikacji zdarzen AS

e sekwencjonowanie drugiej generacji czasteczek mRNA pozwolito zidentyfikowa¢ od
166 do 192 tys. transkryptéw, w tym od 3,5 do 27 tys. nowych eksonéw w badancyh
liniach kukurydzy

e pod wptywem dziatania herbicydu nastepuje spadek aktywnosci transkrypcyjnej w
obu badanych liniach

e wytypowano 46 gendw, ktére po oprysku wykazywaty zréznicowany wzér AS i poziom
ekspresji (wsréod nich 5 gendéw zwigzanych z odpowiedziag na warunki stresu
abiotycznego)

e analiza funkcjonalna wykazata, ze geny te uczestniczag w odpowiedzi na warunki
stresowe, fotosyntezie, metabolizmie wtdrnym i metabolizmie biatek

e alternatywny splicing dotyczy od 31 do 35% gendw ulegajacych ekspresji u kukurydzy
zwyczajnej pod wptywem warunkéw stresu herbicydowego

e najczestszym typem AS byt wybdr réznych miejsc splicingowych zaréwno 3' jak i 5'

e w linii tolerancyjnej po oprysku herbicydem udziat zdarzen AS zwigzanych z
wigczeniem dodatkowego eksonu wzrasta
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6. Podsumowanie

e wytypowano trzy geny, ktérych profil AS zmienia sie w obu badanych liniach i ktdre sg

potencjalnie zwigzane z r6zng wrazliwoscig badanych linii na herbicyd Roundup®.
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W Zakfadzie Biologii RNA od kilku lat badana jest reakcja roslin na warunki stresu

herbicydowego (herbicyd systemowy Roundup®) u kukurydzy zwyczajnej. Sktadnikiem
aktywnym herbicydu Roundup® jest glifosat, ktéry inhibuje syntaze 5-enolopirogroniano-
szikimo-3-fosforanu, EPSPS (ang. 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase), biorgca
udziat w syntezie aminokwaséw aromatycznych (enzym ten nie wystepuje u ssakéw). Mimo
wyprowadzenia wielu odmian ros$lin coraz lepiej przystosowanych do warunkéw
klimatycznych Polski, kukurydza pozostaje rosling cieptolubng, ktdrej nalezy zapewnic
dostateczng ilo$¢ Swiatta, wody i sktadnikéw mineralnych. Na plantacjach aby zmniejszy¢
konkurencje, w poczgtkowych fazach wzrostu roslin stosuje sie herbicydy, w tym réznego
typu inhibitory wzrostu siewek, produkcji pigmentéw, fotosyntezy, syntezy aminokwaséw
czy regulatorow wzrostu. Wprowadzenie ich do uprawy jest silnym czynnikiem stresowym
dla rozwijajgcych sie roslin. Stosowane herbicydy mogg powodowaé powstawanie nekrozy
lisci, przebarwienia lub zahamowac¢ wzrost roslin, co w skrajnych przypadkach moze
prowadzi¢ do obnizenia plonu nawet o 20%. Jest wysoce prawdopodobne, ze cze$é gendw
biorgcych udziat w odpowiedzi na niekorzystne warunki $Srodowiskowe, moze ulegac
procesowi alternatywnego splicingu (AS). Dotychczas nie zbadano w jakim stopniu
stosowanie herbicyddéw wptywa na proces alternatywnego splicingu.
Celem prowadzonych badan byto okreslenie rdéinic w profilach ekspresji wariantow
transkryptow powstatych na drodze alternatywnego splicingu w dwéch liniach kukurydzy
zwyczajnej, wykazujgcych zrdznicowang wrazliwosé na herbicyd Roundup — w linii S245,
ktdra charaktryzuje sie tolerancjg na oprysk herbicydem oraz linii S79757, ktéra jest na niego
wrazliwa.

W pierwszym etapie przeprowadzono analize bioinformatyczng chromosomu 1
(pierwszego) kukurydzy zwyczajnej pod katem gendw ulegajgcych alternatywnemu
splicingowi, ktorej celem byto oszacowanie skali zjawiska AS w genomie kukurydzy. Do
analizy wykorzystano sekwencje chromosomu 1 oraz program AUGUSTUS. Proces
alternatywnego splicingu udato sie potwierdzi¢ dla 113 gendw z chromosomu 1 i
zidentyfikowa¢ nowe zdarzenia AS dla 42 gendw. Dla wybranych trzech genéw, kodujacych

biatka o znanej funkcji, przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji sprzezong z reakcja
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PCR, dzieki czemu udato sie potwierdzi¢ zajscie przewidzianych zdarzen alternatywnego
sktadania transkryptéw dla dwéch genéw (S-metylotransferazy 2 homocysteiny i
dehydrogenazy glutationu).

W kolejnym przeprowadzono sekwencjonowanie mRNA drugiej generacji. Dla
poszczegdlnych linii uzyskano od 3,5 do 76 min 50 nt odczytéw (1,75 do 3,8 Gbp).
Poréwnanie uzyskanych sekwencji transkryptoméw obu linii z transkryptomem
referencyjnym kukurydzy (linia wsobna B73) pozwolito zidentyfikowaé¢ od 166 do 193 tys.
transkryptow, w tym od 3,5 do 27 tys. nowych eksondéw, od 1,7 do 11 tys. nowych intronéw,
ktére mapujg do przeszto 11 tys. nowych loci. Pordwnanie zsekwencjonowanych
transkryptoméw z roslin poddanych dziataniu stresu herbicydowego pozwolito nam
zidentyfikowaé¢ 599 gendw o znaczgcej statystycznie rdznicy w poziomie ekspresji, 424
transkryptow reprezentujgcych rézne wzory splicingowe oraz 37 gendéw o zrdznicowanej
regulacji (wybdr innej sekwencji promotorowej) pomiedzy pordwnywanymi liniami
zebranymi tydzien po oprysku herbicydem.

Ponadto zidentyfikowano 71 gendéw ulegajgcych zmienionej ekspresji po oprysku
herbicydem w linii wrazliwej oraz 843 w linii tolerancyjnej, z czego odpowiednio 6 genow w
linii wrazliwej i 61 gendw w linii tolerancyjnej miato zmieniona ekspresje w obu badanych
punktach czasowych (dzien i tydzien po przeprowadzeniu oprysku). Wykonano takze analize
funkcjonalng 140 transkryptéow o najwiekszych rdéznicach w poziomie ekspresji po oprysku
herbicydem Roundup® z zastosowaniem programu MapMan. Udato nam sie zmapowaé 96
transkryptow, z ktérych 23 zwigzane sg z odpowiedzig rosliny na warunki stresowe. Wsréd
zmapowanych gendw, liczng grupe stanowig takze geny kodujace biatka, biorgce udziat w
fotosyntezie (14), metabolizmie wtérnym (11) czy metabolizmie biatek (7). Duza ilo$¢
transkryptow zostata zmapowana do gendw o nieznanych funkcjach (23) lub biorgcych udziat
w réznych szlakach metabolicznych (18).

Aby okresli¢ liczbe gendw ulegajgcych AS zastosowano skrypt napisany w jezyku java.
Po przebadaniu uzyskanych po sekwencjonowaniu transkryptoméw okreslono, ze AS
dotyczyt od 31 do 35% gendw, ktore ulegaty ekspresji w poszczegdlnych liniach i punktach
czasowych. Rozktad typdw splicingu w badanych liniach odbiegat od wczesniej opisanego —
najliczniejsze zdarzenia AS dotyczyty wyboru alternatywnych miejsc splicingowych 3’ i 5, a

nie jak dotychczas postulowano zatrzymania intronu. Po pordwnaniu gendéw rdznigcych sie
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wzorem AS miedzy transkryptomami roslin poddanych opryskowi a roslinami kontrolnymi,
wytypowano 58 gendw w linii wrazliwej i 39 gendw w linii tolerancyjnej, ktére rdéznity sie
sposobem skfadania transkryptéw. Udato sie zidentyfikowac takze 3 geny, ktdre rdznity sie
sposobem sktadania mRNA w obu liniach i punktach czasowych po oprysku herbicydem
Roundup. Nie udato sie zidentyfikowac¢ potencjalnego produkty jednego z tych gendw,
natomiast pozostate dwa geny kodujg najprawdopodobniej jeden z czynnikdw splicingowych
i kinaze biatkowa. W ten sposéb zmiana we wzorze AS moze wptywa¢ na zmiany w
przekazywaniu sygnatéw i ekspresji gendw docelowych regulowanych przez ten czynnik
splicingowy.

Zrealizowane badania potwierdzajg wptyw herbicydéw na zmiane metabolizmu roslin
poddawanych opryskowi, a wytypowane w przedstawionej analizie geny i grupy biatek

moga by¢ obiektem dalszych badan funkcjonalnych oraz hodowlanych.
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Title: Alternative splicing as a mechanism of herbicide stress response in maize

Summary: Plants, as sessile organisms, must adapt their growth and metabolic style to a
changing environment. Splicing is one of the mechanisms which play an important role in
plant adaptation and is an additional element of fitness benefit adjusted to the limited
capacity of genome size. Studies of splicing and its role in diverse aspect of cell biology,
pathology and stress response, has remained undescribed for many plant species, including
maize. Through the mechanism of alternative splicing, exons from primary transcripts (pre-
mRNA) with multiple introns may undergo ligation in many different ways generating
multiple proteins from single gene. This process can affect mRNA stability and translation
efficiency as well as activity, cellular localization, regulation and stability of coding protein.

For better characterization of alternative splicing in maize, one of the most important
crop species, we used AUGUSTUS to predict multiple transcripts and alternative splicing
events from maize chromosome 1 sequence. From over 300 min bp of chromosome 1
AUGUSTUS software predicted ab initio 46 400 genes and 20% out of estimated genes have
at least two RNA transcripts. For 412 genes with three transcripts we have performed
additional analysis including EST's alignment, protein identification and comparative
evaluation with outcome of two other programs. As a result we confirm alternative splicing
events for 42 genes from maize chromosome 1 and we found 18 probable protein products.
In next step of analysis we managed to confirm the presence of 4 out of 7 predicted
transcripts in two maize varieties.

In next step for more detailed and global characterization of alternative splicing role
in plant herbicide stress response, we sequenced transcriptomes of two maize breed lines —
sensitive and tolerant to herbicide Roundup®. We used Illumina next-generation sequencer
Genome Analyzer lIx and we conducted pair-end sequencing. As a result we obtained 35 to
76 min 50 nt reads per sample. Using bioinformatics tools such as BowTie, TopHat, Cufflinks,
Cuffdiff and CummRbund we identify differences both in expression levels and AS events

between sensitive and tolerant maize line. After comparison to reference transcriptome we
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have found 3,5 to 27 thousand of new exons, from 1,7 to 11 thousand of new introns, which
were mapped to 11 thousand new loci. Differential analysis allowed us to select genes with
different expression levels after herbicide spraying. In sensitive line we identified 71 of such
genes, in contrast to 843 genes in tolerant line. We also managed to identify pool of genes
with different splicing pattern and select 3 genes with changes in splicing pattern in both
lines and time points for better characterization. Using java script we defined AS proportion
in both lines — from 31 to 35% expressed genes undergo AS events. Most of them were
related to alternative 3’ and 5’ splicing sites selection and the rarest AS events involved
intron retention (in contrast to previously described distribution of types of AS events in
plants). After functional analysis performed with MapMan we picked out group of genes
with different splicing and expression pattern, which are involved in abiotic stress response,

protein, lipid and RNA metabolism.
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NM_001111911 NM_001148450
gen 5
33068 kb 33070 kb 33072 kb 33074kb 33076 kb 33078 kb 33080 kb
| | | | | | | | | | | | |
52
5.1 63
1] [
DN210456 DV492877
NM_001147392

151




Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych

przez program AUGUSTUS
gen 6
3458 kb 34450 kb M2k L X s kb 34470 kb M4k
1 I I} 1 1 ] I} | ] I} 1 1 | £ !
| R B < | m
81
. ] i =
62 83
I B
DY307626 CD441348
CD440514
NM_001150745
gen 7
34 300 kb 34302 kb 34304 kb 34 908 kb 34908 kb 34910 kb 34912kb
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Hi-————1 L B B i I
72
|2 1 —HR 3 : L 1 -
71 73
|
DT841341 (CFp32355 BMAG8806
EH—-1
NM_001154468 NM_001146992
gen 8
38 939 000 bp 38 940 000 bp 38 941 000 bp
| 1 1 1}
> S oo O e,
83
IS NN R [ > > > > > >
82 8.1
- N
FL182719 DYB86105 FLA58621
[ > > > s o T S T S
NM_001152336
gen 9
41 000 000 bp 41 001 000 bp
1 1 1
Q.3
9.1 92
CcCD4a33356 FLA52101
NM_001175269
gen 10
46 296 kb 46 298 kb 45 300 kb
| | | | | |
103
102 101
AIOBS585 FL462100
FL470663
NM_001196985

152



Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych
przez program AUGUSTUS

gen 11
70 560 000 bp 70 561 000 bp 70 562 000 bp 70 563 000 bp
| | | | | | |
12
13 11
CFB02694
gen 12
78 144 kb 78 146 kb 78148 kb 78 150 kb 78152 kb 78 154 kb 78 156 kb 78 158 kb
1 L 1 ] 1 1 I} 1 1 1 L 1 1 1
[T ] ¥ - L] [Ee=aec=
121
L < < § <] 1 =8 T
122 123
-
DYB87250 BG265306 AWD00132
NM_001106821
gen 13
85688 kb 85690 kb 85692 kb 85634 kb 85636 kb 85898 k> 85700 kb 857020 85704 k0
1 1 ! 1 ! 1 1 1 ! ] I I} I} I ] L I} L
B . = -4 L < .
133
BN +— - = L < ]
132 131
o
FLasa714 CD436002
Fl244002
NM_001175200
gen 14
95786 kb 95788 kb 95790 kb B2k 95794 kb 95796 kb 95798 kb 95800 kb
| | | | | | | | | | | | | | | |
L = . E— -
142
= = i B
143 141
i
FL103040 FL4B0501
FLO41027
gen 15
100 754 kb 100 758 kb 100 758 kb 100 760 kb
! ! 1 I ! I ! I
153
151 152
CD437703 CF384417
Al770397
NM_001175269

153




Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych

przez program AUGUSTUS

gen 16
134190 kb 13412 kb 134134 kb 134196 kb
| 1 | | 1 | |
[Eeemugamver] & T
]
162
e e e ] m e 4
163 161
>
CD520814 FL440334
> ]
CFO20143
NM_001151416
gen 17
171 098 kb 171 100 kb 171 102 kb
] 1 1 1} L} 1
[—— ] ] [
173
—-_— . e
171 172
sy
EEO36851 CO525111
o
EE150977
[ > o
NM_001157 140
gen 18
171 402 kb 171 404 kb 171 406 kb
1 1 1 1
- - - - = - - . EE o
182
-_— - - - o O .-
183 1|81
EB707230 EB705358
coase711
I - T
NM_001137056
gen 19
180 522 kb 180 524 kb 180 526 kb
| 1 1 1
IR I ———— R — R — -
193
I - [ == -
192 19.1
]
DR803317 EB822172 CF021246
NM_001154263
gen 20
189 472 000 bp 189 473 000 bp 189 474 000 bp
1 1 1 1 1
20.1
202 203
EC878750 EE187811
EE153174
NM_001147885
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Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych
przez program AUGUSTUS

gen 21

191 519 000 bp 191 520 000 bp 191 521 000 bp.
| | |

212
213 211
DN219554 FLO71761
FLO71738
gen 22
200 602 kb 200 604 kb 200 606 kb 200 608 kb
1 ! 1 | 1
I R ..
222
221 223
BG265306 DVvaQ2877
FL470208
NM_001196821
gen 23
207 313 000 bp 207 314 000 bp 207 315 000 bp 207 316 000 bp
1 1 1 1 1 1 1
] = [ ]
233
T T - [N ]
232 231
T T ST
FL475343 EBB10058
[ ]
EE178264
Lo (R -
NM_001112440
gen 24
207 387 000 bp 207 388 000 bp
1 1 1 1
292
294.3 249.1
DROSAQQG DTO30585 DVS18063
NM_O001196029
NM_0011564938
gen 25
214784 kb 214786 kb 214788 kb 214790 kb
1 | | | | |
251
252 253
CK701087 AI61641
CA405225
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Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych
przez program AUGUSTUS

217 299 000 bp 217 300 000 bp
1

gen 26
22kb
216 924 kb 216 926 kb 216 928 kb 216 930 kb 216 932 kb 216 934 kb 216 936 kb 216938 kb
| | | | | | 1 | 1 L | 1 | 1 1
L g PHHHHER
26.1
283 262
DYB88374 FL183076
NM_001148535

gen 27

217 301 000 bp
1

27.2
27.3 27.1
FL119451 DRO62736

FL155278

NM_001177286

gen 28
arssaie s arsmie e arezie 2 enns aresie aremie e
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 I
[ 2= = e ———
283
b 28 (B oo e
202 201
[ =z
EE045805 FLO71760
FLO71743
[ m
NM_001147083
gen 29
226 120 kb 226 122 kb 226 124 kb 226 126 kb 226 128 kb 226 130 kb
1 1 1 1 1 1 L] 1 1 1 1 |
| o 4 L - ] ¥
202
4 4 L3 - B
201 203
=== ==
DTO30072 EEO42806
DV522358
T 4 L &
NM_001143521
gen 30
234752 kb 234754 kb 234756 kb 234758 kb
1 1 | | | | | 1
302
301 303
FLO43545 FL470208 CK701087
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Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych
przez program AUGUSTUS

gen 31
244 002 000 bp 244 003 000 bp 244 004 000 bp 244 005 000 bp
1 | 1 | [} 1 |
313
312 311
L > > >3
EC886008 EB816122 EE038035

NM_001137175

gen 32

257 236 000 bp 257 237 000 bp. 257 238 000 bp 257 239 000 bp
1 1 1 1 1 1 1 1

323

EErararars EErESrEraTEd - EEErEEn ST ST S S S S
321 322
FLA5 1800 FL183211
FL102708
gen 33
259 188 000 bp 259 189 000 bp 259 190 000 bp 259 191 000 bp
1 1 1 1 1 I 1
331
332 333
EE188625 EE158276
EE158277

NM_001196530

gen 34
266 080 kb 266 082 kb 266 084 kb 2686 086 kb 266 088 kb
| 1 | | | | | | 1
i - i -
342
B -4 H-E—4 41—
341 343
=
FL347070 FL348542 DN228312
- |
NM_001143225 NM_001156400
gen 35
269178 000 bp. 268179000 bp 268180 000 bp. 268191 000bp. 281200 bp 268 163 000 bp
! | | | | | | 1 | | |
_—«-e—-h-—.———l——.——_«—-m—l—-—.—-‘—-———'—*—‘_—-—'—-
———-:52—.‘—-—*- -—<—-—'-~—-—'—-—‘-m—~—~—‘—<—~———~—-—<-
== B =
EE680083 CF831855 AWO17875
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Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych
przez program AUGUSTUS

gen 36
280 824 kb 280 826 kb 280 828 kb 280 830 kb
! I I L L ! !
B = = O s L <] L
362
E L i B << B < ] = L
383 381
==
BM417288 EB405807
BM032588
i
NM_001176131
gen 37
282672 kb 282674 kb 282 676 kb 282678 kb 282 680 kb 282682 kb 282 684 kb
1 1 1 1 1 1 I 1 ] 1 1 1 ]
=] | + + - =
371
—= == H————— =
372 373
CKk368211 DV020738
BG8415652
NM_001157319 NM_001150808
gen 38
284 056 000 bp 284 057 000 bp 284 058 000 bp 284 059 000 bp
| 1 1 1 1 1 1
E—— ——] ] ]
383
I S . ———————— 8
381 3|2
——
DVO26704 DR803682 DR813331
L < L < <] - <<
NM_001139200
gen 39
286282 kb 286 284 kb 286 286 kb 286 288 kb 286 230 kb 286 292 kb 286 234 kb 286 236 kb 2686 298 kb
) 1 1 H | 1t | I | 1 1 | I} | 1 | |
[EhsesTa iy b 2 H— - —————-
302
[ > > > ) L ) { B —m—————-a
W3 301
EE [isea]
CAd05225 CF675160
L
862056563
gen 40
292270 kb 292272 kb 292274kb 292276 kb
1 1 1 I I 1 1
T T, S T N .
40.1
EEEETE e } RIS .
L
403 402
EBe=e==
DV025750 FL418348
L o> > > )
DY234241
R T R R R
NM_001140506
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Aneks 2 Graficzne przedstawinie transkryptéow 42 gendéw przewidzianych

przez program AUGUSTUS

gen 41
297 658 kb 297 660 kb 297 662 kb 297 684 kb 297 666 kb 297 668 kb 297 670 kb
I ! I ! ! I 1 I I ! ! !
M2
411 M3
= =5
FLOG2554 FLO69420
FLOB2547
NM_001158454 NM_001140278
gen 42
239 600 kb 289802 kb 289604 kb 239606 kb 299 608 kb 289810k 283812k 219 814kd 283616 kb
| | | | | | | | | | | | | |
—u
21
——-8 . ————— -
422
I Lo 1]
DN230401 BG285640 GH201244
T ]
NM_001106821

159




Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

Aneks 3 Zestawienie genow o zmienionej ekspresji w obu badanych

punktach czasowych
Numer Locus
identyfikacyjny
genu

GRMZM2G700208 | 10:33339390-
33404487

GRMZM5G808836/ | 3:205769416-
GRMZM5G833207 205781129

GRMZM2G010044 @ 4:238877211-
238881188

GRMZM2G133988 | 4:238487229-
238559507

GRMZM2G363052 & 7:85636679-
85639723

GRMZM2G045239 | 8:168021434-
168025531

Kodowana domena
biatkowa (wraz z
numerem
identyfikacyjnym )

PFO0657: Lipaza
GDSL/Acylhydrolaza

PFO0005: ABC
transporter,
PF09818: Domena
ATPazowa zwigzana z
ABC transporterami

PF0O0330: Rodzina
akonitaz

PF00330: Rodzina
akonitaz

PFO0847: Domena
Apetala 2

Nie zidentyfikowano

Zlogarytmowana
zZmiana poziomu
ekspresji SL1

2.12769

1.04.1766

5.22086

4.81164

2.51939

3.13642

Zlogarytmowana
zmiana poziomu
ekspresji SL7

2.25479

7.28844

5.04959

5.20674

4.54232

5.05772

Zestawienie informacji na temat 6 gendw o ekspresji zmienionej w linii wrazliwej S79757 w obu

badanych punktach czasowych pod wptywem oprysku herbicydem Roundup®.
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Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

Numer
identyfikacyjny
genu

GRMZM2G008053,
zma-MIR528a

GRMZM2G062724

asn3

GRMZM2G038893

GRMZM2G169535

GRMZM2G477872

GRMZM2G445343

AC207347.3_FGO005,
MFSP

Locus

1:6414992-
6420909

1:10033093-
10037543

1:45114257-
45126350

1:166799683
-166810410

1:180728677
-180729284

1:197070826
-197080079

1:217831271
-217831586

1:252793889
-252818048

Kodowana domena
biatkowa (wraz z
numerem
identyfikacyjnym )

Brak

PF05495: Domena
palca cynkowego
CHY

B6ETR5: Syntetaza
asparaginy 3

PFO0069: Domena
kinazy
proteinowej, PFO771
: Biatkowa kinaza
tyrozynowa

Nie zidentyfikowano

PFO0005: ABC
transporter, PFO0106:
trenasporter
typu, PF08370:
Roslinna domena
zwigzana
plejotropowg
odpornoscig na leki
(transporter ABC)

Nie zidentyfikowano

PF07690: Nadrodzina
gtéwnych
koordynatorow,
PF0O0083:

161

Zlogarytmowana
zmiana poziomu
ekspres;ji TL1

-6.18078

3.92592

7.87405

1.02.7396

5.28277

3.30938

8.30912

1.59475

Zlogarytmowana
zmiana poziomu
ekspresji TL7

-6.17429

3.25049

5.03012

2.97234

4.81907

4.07062

3.82925

1.49689



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

AC177897.2_FGO002,
GRMZM2G134973

XLOC_009842

asn3

(locus) - syntetaza
asparaginy 3

GRMZM2G011240

GRMZM2G311182

GRMZM2G318780

GRMZM2G040441

GRMZM2G105189

GRMZM2G042895

GRMZM2G001853

GRMZM2G092427

GRMZM2G094375

TPS6

1:260133894
-260139207

1:43979812-
43982812

1:45114257-
45126350

1:56746420-
56792250

1:84537954-
84543910

1:246200684
-246205255

10:76586622
-76588863

10:10934545
9-109346707

10:14789056
1-147892066

10:12166678
-12169103

10:55603291
-55756434

Transporter cukru

PF03105: Domena
SPX

PF01679: Modulator
potencjatu membran
biatkowo-lipidowych

Nie zidentyfikowano

PFO0862: Syntetaza

sacharozy, PFO0534:

Grupa 1 transferaz
glykozylowych

PF03094: Rodzina
biatek MLO

PFO0657: Lipaza
GDSL/Acylhydrolaza

PFO0010: Domena
wigzaca DNA typu
helisa-petla-helisa

Nie zidentyfikowano

PFO0504: Biatko
wigzace chlorofil A-B

PF07732, PF00394:
oksydaza miedziowa

PFAM ID: PFO1397:
N-koricowa domena
syntetazy terpendw,

162

2.01095

1.07.2732

8.02211

2.98886

-3.93697

-5.74732

-4.24724

8.12921

-3.17699

6.84204

5.71294

2.03236

6.94243

6.40493

2.90497

-3.54929

-5.39935

-1.04.1306

1.07.646

-3.52564

-4.49162

13.1122



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G051921

GRMZM2G051943

GRMZM2G166776

GRMZM2G032977

GRMZM2G130008
GRMZM2G575328
GRMZM2G584110
GRMZM5G840111

GRMZM2G086430

GRMZM2G053206

GRMZM2G339866

GRMZM2G506430

GRMZM2G094712

AC208915.3_FGO010

CAB48

2:33506947-
33535449

2:224064455

-224065350

2:4847230-
4850042

2:7842898-
8223839

2:16348455-
16355671

2:7842898-
8223839

3:32463053-
32534797

3:195312989
-195319148

3:223353862
-223534761

PF03936: Rodzina
syntetaz terpendéw,
domena wigzaca
metale

PF00187: Biatko
rozpoznajace
chityne, PFO0182:
Chitynaza klasy |

Nie zidentyfikowano

PF02265: Nukleaza
S1/P1

Nie zidentyfikowano

PF03105: Domena
SPX, PF07690:
Nadrodzina
gtéwnych
koordynatoréw,

Nie zidentyfikowano

PF11820: Domena o
nieznanych

funkcjach (DUF3339)

PFO0155:
Aminotransferaza
klasy i ll

PFO0504: Biatko

wigzace chlorofil A-B

163

5.92719

6.48662

4.45273

7.02916

1.03.5641

4.61133

-6.74024

2.96368

-4.34747

7.75292

8.45772

4.11087

4.00358

3.41901

5.29987

-6.03651

3.37166

-4.84249



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G104549

GRMZM2G120661

GRMZM2G429955

GRMZM2G546097

L-FNRII

GRMZM2G138258

GRMZM2G138338

GRMZM2G092474

GRMZM2G121878

GRMZM2G348512

GRMZM2G310755

GRMZM2G406438

GRMZM2G423366

GRMZM2G429938

GRMZM2G020801

GRMZM2G168365

3:147285154
-147293158

3:147397872
-147407494

3:186793463
-186794596

3:215424678
-215477991

3:223353862
-223534761

4:28116851-
28125443

4:96310950-
96312854

BAA88237.1:
Ferredoksyna

-2.24668

PF08263: N-koricowa
domena leucynowa,
PFO0560: Domena
bogata w

-5.41979

powtdrzenia
leucynowe, PF07714:
Biatkowa kinaza
tyrozynowa,
PFO0069: Domena
kinazy biatkowej

PFO0314: Rodzina
taumatyn

5.26858

PF00484: Anhydraza
weglanowa

-2.76167

Nie zidentyfikowano -4.73574

PF00330: Rodzina
akonitaz, PFO0694:
C-koricowa domena

1.56943

akonitazy

PF03083:
Transporter btonowy

1.06.9164

bioracy udziat w
miedzykomadrkowej
wymianie cukru,

164

-2.31248

-1.04.2021

7.56614

-2.32402

-4.46644

1.68237

6.77425



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G109830

GRMZM2G165387

GRMZM2G070508

A2

GRMZM2G107544

GRMZM2G025833

TPS2

GRMZM2G007466

GRMZM2G180328

4:138361886
-138661895

4:229843442
-229849297

5:66107720-

66115045

5:5332470-
5333562

5:30766577-
30777461

5:71262954-

71266273

5:183121076
-183127363

6:147868150
-147870321

PF04193: Domena z
powtdrzong petlag PQ

PFO0069: Domena
kinazy proteinowej,
PFO7714: Biatkowa
kinaza tyrozynowa

PF00067: Cytochrom

P450

PF03171: Nadrodzina
oksygenaz zaleznych
od zelaza () | 2-

oksyglutaranu

Nie zidentyfikowano

PF01373: Rodzina

hydrolaz

glikozylowych (14)

PF01397: N-koricowa
domena syntetazy
terpenéw, PF03936:
Rodzina syntetaz
terpendéw, domena

wigzaca metale

PF00023:
Powtodrzenie
ankirynowe,

PFO7714: Biatkowa

kinaza tyrozynowa,

PFO0069: Domena
kinazy biatkowej

PF02365: Biatko

NAM

165

-5.5257

-3.44887

5.61581

7.27891

5.79891

-1.79769e +308

-2.98819

3.44637

-7.20603

-5.31204

5.76345

1.05.9737

1.05.1676

-3.69437

-2.26478

2.92039



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G096475

FDX1
FDX5

pFD2

glpl
(locus)

GRMZM2G061469

DHN1

GRMZM2G162359

GRMZM2G056369

Lhcb4*1/Lhcb48-
BE10/Lhcb48-BE10

GRMZM2G174192

GRMZM2G132547

6:161966267
-161967646

6:1339636-
1374388

6:123777181
-123778357

6:134648482
-134651586

6:137142552
-137144384

7:10651270-
10653006

7:154185082
-154191068

7:157276116
-157581165

7:172655998
-172665181

8:147641920
-147652575

PF02987: Biatka
poznej

8.60217

embriogenezy

PFO0111: Domena
wigzaca Fe,S;

-2.9041

(rodzina
ferredoksyn)

Nie zidentyfikowano -5.20798

PF03595: Kanat
anionowy zalezny od

4.31008

napiecia
PF00257: Dehydryna 5.01235

PFO0704: Rodzina
hydrolaz

2.92787

glikozylowych (18)

PF00463: Rodzina
liaz

5.08804

izocytrynionowych

chlorophyll a/b -2.615
binding protein

precursor

PF00201: UDP-
glukuronylotransfera
za i UDP-
glukozylotransferaza

8.86182

PF06418: N-koricowa
domena syntetazy
CTP, PFO0117:
Amidotransferaza

2.66592

glutaminy klasa |

166

8.92328

-2.69957

-5.18888

5.07223

8.55118

2.67243

-4.49008

-3.35214

6.30934

2.16304



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G058491 | 8:27636813- PF01695: wigzaca 3.35137
27643204 ATP zblizona do IstB,
PFO0004: Rodzina
ATPaz zwigzanych z
réoznymi
aktywnosciami
komorki (AAA),
PF05496: N-
koncowa domena
helikazy ruvB DNA
zwigzanej ze
strukturg Holliday’a,
PFO7728: Domena
AAA (zblizona do
nadrodziny dyneiny)
AC197705.4_FG003 | 8:118103039 PF01161: Biatko 4.25609
-118103810 wigzace
fosfatydyloetanolami
ne
GRMZM2G118770 | 8:175058637 | PF00390: N-koricowa 5.66932
-175063179 domena
dehydrogenazy
jabtczanu, PF03949:
Domena wigzaca
NAD dehydrogenazy
jabtczanu
PEP1 9:61295925- PFO0311: -2.91311
61301850 Karoboksylaza
fosfoenolopirogronia
nu
GRMZM2G366532 | 9:139510669 PFO0012: Biatko 6.12962
-139519756 Hsp70, PF06723:
Biatko MreB/Mbl
GRMZM2G173685 | 9:20459073- | Nie zidentyfikowano 8.97107
20460609
GRMZM2G006973 9:24596811- PF00023: 3.86658
24600134 Powtdrzenie

ankirynowe,
PFO7714: Biatkowa
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2.10259

4.57508

6.14265

-3.39408

7.22259

3.33827

3.63806



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

asn4 (locus) —
syntetaza
asparaginy 4

Numer
identyfikacyjny
genu

GRMZM2G008053,
zma-MIR528a

GRMZM2G062724

asn3

GRMZM2G038893

GRMZM2G169535

GRMZM2G477872

9:137784209

-137791159

Locus

1:6414992-
6420909

1:10033093-
10037543

1:45114257-
45126350

1:166799683
-166810410

1:180728677
-180729284

1:197070826
-197080079

kinaza tyrozynowa,
PFO0069: Domena
kinazy biatkowej

Nie zidentyfikowano

Kodowana domena
biatkowa (wraz z
numerem
identyfikacyjnym )

Brak

PFO5495: Domena
palca cynkowego

CHY

B6ETRS5: Syntetaza
asparaginy 3

PFO0069: Domena

kinazy

proteinowej, PF0771
: Biatkowa kinaza
tyrozynowa

Nie zidentyfikowano

PFO0005: ABC
transporter, PF0106:
trenasporter
typu, PF08370:
Roslinna domena

zwigzana

plejotropowg
odpornoscig na leki
(transporter ABC)

168

6.53178

Zlogarytmowana
zmiana poziomu

ekspres;ji TL1

-6.18078

3.92592

7.87405

1.02.7396

5.28277

3.30938

4.03181

Zlogarytmowana
zmiana poziomu

ekspresji TL7

-6.17429

3.25049

5.03012

2.97234

4.81907

4.07062



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G445343

AC207347.3_FGO05,
MFSP

AC177897.2_FG002,
GRMZM2G134973

XLOC_009842

asn3

(locus) - syntetaza
asparaginy 3

GRMZM2G011240

GRMZM2G311182

GRMZM2G318780

GRMZM2G040441

GRMZM2G105189

GRMZM2G042895

GRMZM2G001853

GRMZM2G092427

1:217831271
-217831586

1:252793889
-252818048

1:260133894
-260139207

1:43979812-
43982812

1:45114257-
45126350

1:56746420-
56792250

1:84537954-
84543910

1:246200684
-246205255

10:76586622
-76588863

10:10934545
9-109346707

10:14789056
1-147892066

Nie zidentyfikowano 8.30912
PF07690: Nadrodzina 1.59475
gtéwnych
koordynatorow,
PF00083:
Transporter cukru
PF03105: Domena 2.01095
SPX
PF01679: Modulator 1.07.2732
potencjatu membran
biatkowo-lipidowych
Nie zidentyfikowano 8.02211
PF0O0862: Syntetaza 2.98886
sacharozy, PF00534:
Grupa 1 transferaz
glykozylowych
PF03094: Rodzina -3.93697
biatek MLO
PFO0657: Lipaza -5.74732
GDSL/Acylhydrolaza
PF00010: Domena -4.24724
wigzaca DNA typu
helisa-petla-helisa
Nie zidentyfikowano 8.12921
PFO0504: Biatko -3.17699

wigzace chlorofil A-B
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3.82925

1.49689

2.03236

6.94243

6.40493

2.90497

-3.54929

-5.39935

-1.04.1306

1.07.646

-3.52564



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G094375

TPS6

GRMZM2G051921

GRMZM2G051943

GRMZM2G166776

GRMZM2G032977

GRMZM2G130008

GRMZM2G575328

GRMZM2G584110

GRMZM5G840111

GRMZM2G086430

GRMZM2G053206

GRMZM2G339866

GRMZM2G506430

10:12166678
-12169103

10:55603291
-55756434

2:33506947-
33535449

2:224064455

-224065350

2:4847230-
4850042

2:7842898-
8223839

2:16348455-
16355671

2:7842898-
8223839

3:32463053-
32534797

PFO7732, PFO0394:
oksydaza miedziowa

6.84204

PFAM ID: PFO01397:
N-koncowa domena

5.71294

syntetazy terpendw,
PF03936: Rodzina
syntetaz terpendw,
domena wigzaca
metale

PF00187: Biatko
rozpoznajace
chityne, PF00182:
Chitynaza klasy |

5.92719

Nie zidentyfikowano 6.48662

PF02265: Nukleaza
S1/P1

4.45273

Nie zidentyfikowano 7.02916

PF03105: Domena
SPX, PFO7690:
Nadrodzina

1.03.5641

gtéwnych
koordynatoréw,

Nie zidentyfikowano 4.61133

PF11820: Domena o
nieznanych
funkcjach (DUF3339)

-6.74024
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-4.49162

13.1122

7.75292

8.45772

4.11087

4.00358

3.41901

5.29987

-6.03651



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G094712

AC208915.3_FG010
CABA48
GRMZM2G104549
GRMZM2G120661
GRMZM2G429955
GRMZM2G546097

L-FNRII

GRMZM2G138258

GRMZM2G138338

GRMZM2G092474

GRMZM2G121878
GRMZM2G348512
GRMZM2G310755
GRMZM2G406438
GRMZM2G423366
GRMZM2G429938

GRMZM2G020801

3:195312989
-195319148

3:223353862
-223534761

3:147285154
-147293158

3:147397872
-147407494

3:186793463
-186794596

3:215424678
-215477991

3:223353862
-223534761

4:28116851-
28125443

PFO0155:
Aminotransferaza

2.96368

klasy l'i Il

PF00504: Biatko
wigzace chlorofil A-B

-4.34747

BAA88237.1:
Ferredoksyna

-2.24668

PF08263: N-koricowa
domena leucynowa,
PFO0560: Domena
bogata w

-5.41979

powtdrzenia
leucynowe, PFO7714:
Biatkowa kinaza
tyrozynowa,
PFO0069: Domena
kinazy biatkowej

PF00314: Rodzina
taumatyn

5.26858

PF00484: Anhydraza
weglanowa

-2.76167

Nie zidentyfikowano -4.73574

PFO0330: Rodzina
akonitaz, PFO0694:

1.56943
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3.37166

-4.84249

-2.31248

-1.04.2021

7.56614

-2.32402

-4.46644

1.68237



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G168365

GRMZM2G109830

GRMZM2G165387

GRMZM2G070508

A2

GRMZM2G107544

GRMZM2G025833

TPS2

GRMZM2G007466

4:96310950-
96312854

4:138361886
-138661895

4:229843442
-229849297

5:66107720-

66115045

5:5332470-
5333562

5:30766577-
30777461

5:71262954-

71266273

5:183121076
-183127363

C-koncowa domena

akonitazy

PF03083:

Transporter btonowy
biorgcy udziat w
miedzykomaérkowej
wymianie cukru,
PFO4193: Domena z
powtdrzong petla PQ

PFO0069: Domena
kinazy proteinowej,
PFO7714: Biatkowa
kinaza tyrozynowa

PFO0067: Cytochrom

P450

PF03171: Nadrodzina
oksygenaz zaleznych
od zelaza () | 2-

oksyglutaranu

Nie zidentyfikowano

PF01373: Rodzina

hydrolaz

glikozylowych (14)

PF01397: N-koricowa
domena syntetazy
terpenéw, PF03936:
Rodzina syntetaz
terpendéw, domena

wigzaca metale

PF00023:
Powtodrzenie
ankirynowe,

PFO7714: Biatkowa
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1.06.9164

-5.5257

-3.44887

5.61581

7.27891

5.79891

-1.79769e +308

-2.98819

6.77425

-7.20603

-5.31204

5.76345

1.05.9737

1.05.1676

-3.69437

-2.26478



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

GRMZM2G180328 | 6:147868150
-147870321
GRMZM2G096475 | 6:161966267
-161967646
FDX1 6:1339636-
1374388

FDX5

pFD2
glp1l 6:123777181
-123778357

(locus)
GRMZM2G061469 6:134648482
-134651586
DHN1 6:137142552
-137144384
GRMZM2G162359 7:10651270-
10653006

GRMZM2G056369 | 7:154185082
-154191068
Lhcb4*1/Lhcb48- 7:157276116

BE10/Lhcb48-BE10 = -157581165

GRMZM2G174192 | 7:172655998

-172665181

kinaza tyrozynowa,
PFO0069: Domena
kinazy biatkowej

PF02365: Biatko 3.44637
NAM
PF02987: Biatka 8.60217
poznej
embriogenezy
PFO0111: Domena -2.9041
wigzaca Fe,S;
(rodzina
ferredoksyn)
Nie zidentyfikowano -5.20798
PF03595: Kanat 4.31008
anionowy zalezny od
napiecia
PF00257: Dehydryna 5.01235
PFO0704: Rodzina 2.92787
hydrolaz
glikozylowych (18)
PF00463: Rodzina 5.08804
liaz
izocytrynionowych
chlorophyll a/b -2.615
binding protein
precursor
PF00201: UDP- 8.86182

glukuronylotransfera
za i UDP-
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2.92039

8.92328

-2.69957

-5.18888

5.07223

8.55118

2.67243

-4.49008

-3.35214

6.30934



Aneks 3 Zestawienie gendw o zmienionej ekspresji w obu badanych punktach czasowych

glukozylotransferaza

GRMZM2G132547 | 8:147641920

PF06418: N-koncowa 2.66592
-147652575

domena syntetazy
CTP, PFO0117:

Amidotransferaza

glutaminy klasa |

GRMZM2G058491 | 8:27636813- PF01695: wigzaca

27643204 ATP zblizona do IstB,
PFO0004: Rodzina
ATPaz zwigzanych z

3.35137

réoznymi
aktywnosciami
komaorki (AAA),
PF05496: N-
koricowa domena
helikazy ruvB DNA
zwigzanej ze
strukturg Holliday’a,
PFO7728: Domena
AAA (zblizona do
nadrodziny dyneiny)

AC197705.4_FGO003 | 8:118103039

PF01161: Biatko 4.25609
-118103810

wigzace
fosfatydyloetanolami

ne
GRMZM2G118770 | 8:175058637

PFO0390: N-koncowa 5.66932
-175063179

domena
dehydrogenazy
jabtczanu, PF03949:
Domena wigzaca
NAD dehydrogenazy
jabtczanu

PEP1 9:61295925- PF00311:
61301850 Karoboksylaza

fosfoenolopirogronia

-2.91311

nu

GRMZM2G366532 | 9:139510669 PFO0012: Biatko

-139519756 Hsp70, PF06723:
Biatko MreB/Mbl

6.12962

174

2.16304

2.10259

4.57508

6.14265

-3.39408

7.22259
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GRMZM2G173685

GRMZM2G006973

asn4 (locus) -
syntetaza
asparaginy 4

9:20459073-
20460609

9:24596811-
24600134

9:137784209
-137791159

Nie zidentyfikowano 8.97107 3.33827

PF00023: 3.86658 3.63806
Powtdrzenie
ankirynowe,
PFO7714: Biatkowa
kinaza tyrozynowa,
PFO0069: Domena
kinazy biatkowej

Nie zidentyfikowano 6.53178 4.03181

Zestawienie informacji na temat 61 gendw o ekspresji zmienionej w linii tolerancyjnej S245 w obu

badanych punktach czasowych pod wptywem oprysku herbicydem Roundup®.
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