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Streszczenie

Czasteczki mikroRNA (MIRNA) odgrywaja niezwykle istotng rolg w regulacji
ekspresji gendw u roslin i zwierzat poprzez wyciszanie ekspresji transkryptéw docelowych.
Dla jabtoni (Malus domestica) jest obecnie znanych i dostepnych w bazie ,,miRBase” 206
czgsteczek miRNA. Identyfikacja nowych czasteczek, jak roéwniez poznawanie funkcji juz
istniejacych moze przyczynic si¢ do ich praktycznego wykorzystania w celu lepszej ochrony
ro$lin przed patogenami.

Celem niniejszej pracy bylo zidentyfikowanie czasteczek miRNA jabtoni odmiany
,»Gala” i okreslenie ich zrdéznicowanej ekspresji w zaleznosci od podktadki. Zwrocono
szczegblng uwage na miRNA zaangazowane w ksztattowanie odpornosci na zaraz¢ ogniowa,
chorobe wywotywang przez bakteri¢ Erwinia amylovora. W badaniach opierano si¢ gtownie
na metodach glebokiego sekwencjonowania i analizach bioinformatycznych, ktorych wyniki
potwierdzano przy uzyciu metod eksperymentalnych. Materiatem badawczym byly drzewa
odmiany ,,Gala” rosngce na podktadkach o r6znej odpornosci na zarazg ogniowg (M.27, B.9,
M.111 i G.30). W pierwszym etapie pracy, poprzez poréwnanie ekspresji miRNA
zidentyfikowanych w zdrowych drzewach, skoncentrowano si¢ na wytypowaniu czasteczek
charakterystycznych dla poszczegdolnych podktadek. Nastepnie zidentyfikowano transkrypty
docelowe dla miRNA oraz przeanalizowano potencjalny zwiazek pomiedzy profilem
ekspresji mMiRNA a odpornoscig jabtoni na zaraze ogniowa. Spo$rod dwustu pigédziesigciu
dwoch zidentyfikowanych w tej czesci pracy czasteczek, biorgc pod uwage wszystkie
pézniejsze  wyniki, wytypowano cztery czasteczki potencjalnie zaangazowane
w ksztaltowanie oporno$ci na zaraze ogniowag: mdm-miR535b,c, mdm-miR169a,
mdm-miR167b-g oraz mdm-miR168a,b.

Celem drugiego etapu pracy bylo zidentyfikowanie miRNA zaangazowanych
w odpowiedz jabtoni na zakazenie bakteryjne poprzez poréwnanie poziomoéw ekspresji
miRNA pochodzacych z drzew zakazonych i niezakazonych bakteriami E amylovora. W tej
czesci pracy wytypowano trzy czasteczki wykazujagce zréznicowang ekspresje w odpowiedzi
na zakazenie bakteryjne: mdm-miR168a,b, mdm-miR194C i mdm-miR1392C. Dodatkowo,
analiza transkryptow docelowych wymienionych czasteczek potwierdzita ich potencjalng
role w odpowiedzi na stres biotyczny.

Przeprowadzone badania znacznie poszerzyly katalog znanych dla jabtoni
czasteczek miRNA oraz pozwolity wysnu¢ hipoteze o udziale czgsteczki mdm-miR535b,c

I noduliny w reakcjach obronnych jabloni na zakazenie zarazg ogniowa. Ponadto



przyczynity si¢ do lepszego poznania funkcji innych czasteczek miRNA, zwlaszcza

w odniesieniu do choroby jaka jest zaraza ogniowa.



Summary

Micro RNAs (miRNAs) play crucial role in gene expression regulation in plants and
animals through the silencing mechanism of target genes. Currently, there are 206 miRNA
records for apple tree (Malus domestica) available in the miRBase database. The
identification of novel miRNAs, as well as discovery of functions of already known molecules
may help in developing practical applications of miRNAs in order to protect plants against
pathogenes.

The main goal of this research was to identify miRNAs from “Gala” apple and to
characterize rootstock-specific miRNA expression. Particularly, miRNAs involved in fire
blight resistance, disease caused by Erwinia amylovora, were analyzed and described.
The project methodology was based on Next Generation Sequencing and bioinformatics
analyses followed by the experimental validation. The plant material was “Gala” apple
scions grafted on four rootstocks with various fire blight resistance (M.27, B.9, M.111 and
G.30). In the first part of the project, through the comparison of miRNA expression profiles
in non-inoculated scions, rootstock-dependent miRNAs were indicated. Then, miRNA targets
were identified and the relation between miRNA expression and fire blight resistance was
analyzed. Out of 252 newly identified miRNAs, taking into consideration also following
results, four miRNAs were indicated as potentially involved in fire blight resistance of apple:
mdm-miR535b,c, mdm-miR169a, mdm-miR167b-g and mdm-miR168a,b.

The goal of the second part of the project was the identification of miRNAs involved
in apple response to bacterial infection through the comparison of miRNA expression levels
from E. amylovora infected and non-infected trees. Three miRNAs showing differential
expression in response to bacterial infection were selected: mdm-miR168a,b, mdm-miR194C
i mdm-miR1392C. Additional analysis of their targets confirmed their role in response to
biotic stress.

Performed analyses significantly extended apple miRNA repertoire and allowed to
create the hypothesis that mdm-miR535b,c and nodulins are involved in apple defense
mechanisms in response to fire blight infection. Additionally, the results shed light on other

miRNA functions, especially in relation to fire blight disease.



1 Wstep

1.1  Czasteczki mikroRNA (miRNA) — biogeneza i funkcja

Czasteczki mikroRNA (MiRNA) odkryto w latach dziewigc¢dziesigtych XX wieku
(Lee i in., 1993; Reinhart i in., 2000). Od tego czasu cieszg si¢ duzym zainteresowaniem
naukowcow i sg przedmiotem intensywnych badan. Czasteczki miRNA sa jednoniciowe
I majg dtugos¢ od 20 do 24 nukleotydow (nt.). Nalezag do grupy matych, endogennych,
niekodujacych RNA, wystepujacych u rosliny, zwierzat, grzybow, a nawet U niektorych
wirusoOw. O ich niezwykle istotnej roli w organizmach zywych moze $wiadczy¢ fakt, ze
okoto jednej trzeciej ludzkich genoéw jest przez nie kontrolowane (Lewis i in., 2005;
Friedman i in., 2009). Czasteczki mikroRNA u ro$lin zostaly po raz pierwszy
zidentyfikowane w 2002 (Reinhart i in., 2002) u gatunku modelowego Arabidopsis thaliana.
Do dnia dzisiejszego badania prowadzone na dziesigtkach gatunkow roslin pozwolity opisaé
setki roslinnych czgsteczek miRNA, jak réwniez wykaza¢ odmienng w stosunku do ich
zwierzecych odpowiednikow biogeneze (Rysunek 1; (Reinhart i in., 2002; Axtell i in.,
2011).

10
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Rysunek 1. Biogeneza czgsteczek mikroRNA u roslin (A) i u zwierzat (B). Zmodyfikowano za (Du i
Zamore, 2005)

Geny kodujace czasteczki miRNA nazywane sa genami MIR (u roslin) lub mir
(u zwierzat). Moga znajdowa¢ si¢ w oddaleniu od siebie lub tworzy¢ klastry i wspolne
jednostki transkrypcyjne (Lee i in., 2002; Reinhart i in., 2002). U ro$lin geny MIR
najczesciej stanowig niezalezne jednostki transkrypcyjne (Bartel i Bartel, 2003). Od
niedawna u A. thaliana znane sa jednak takze przyktady genow miRNA zlokalizowanych
w rejonach intronowych innych gendéw. Uznaje si¢, ze okoto 8% miRNA u tego gatunku jest
kodowanych w ten sposob (Szweykowska-Kulinska i in., 2013). W genomach zwierzat
natomiast geny miRNA sg najcze$ciej zlokalizowane w intronach innych genow — zaréwno
kodujacych, jak i niekodujacych (Kim i in., 2009). Moga by¢ rowniez zlokalizowane
w egzonach niekodujacych genéw. Oznacza to, ze zwierzgce miRNA najczeséciej nie Maja
swoich odrgbnych jednostek transkrypcyjnych (Rodriguez i in., 2004). Geny miRNA
w komorkach roslinnych 1 zwierzgcych sg transkrybowane przez polimeraze II RNA, przy

czym niektore miRNA u czlowieka s3 transkrybowane przez polimeraz¢ III RNA
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(Borchert i in., 2006) Ich pierwotny transkrypt (pri-miRNA) ma wiec najczesciej strukture
kapu na koncu 5’ oraz ogon poli(A) na koncu 3’ i tworzy strukturg spinki do wtoséw, co jest
bardzo charakterystyczng cechg miRNA. (Lee i in., 2004). W strukturze tej mozna wyrdznié
petle oraz rejon dwuniciowy (trzon), w obrebie ktérego zlokalizowana jest sekwencja
dojrzatego miRNA, komplementarna do niego sekwencja miRNA ,star” (miIRNA*) oraz
petle 1 wybrzuszenia wywotane brakiem komplementarno$ci niektérych rejonow. Caltkowita
dtugos¢ roslinnych prekursorow miRNA jest bardzo zréznicowana 1 waha si¢ w zakresie od
70 do Kilkuset nukleotydow (Axtell i in., 2011). U zwierzat natomiast zwykle jest mniejsza
I wynosi okoto 70 nt. (Lee i in., 2003; Denli i in., 2004; Gregory i in., 2004).

U roélin (Rysunek 1. A) po powstaniu transkryptu pri-miRNA jest on poddawany
dalszej obrobee na terenie jadra koméorkowego, prowadzacej do powstania dojrzatej miRNA.
Przy udziale enzymu DCL-1 (DICER LIKE-1), w obecnosci biatek HYL1 (HYPONASTIC
LEAVES-1) oraz SE (SERRATE) (Kurihara i in., 2006; Yang i in., 2006; Dong i in., 2008),
jak rowniez z udzialem biatek CBP20 i CBP80 (CAP BINDING PROTEIN 20 80) i TGH
(TOUGH)(Ren i in., 2012) oba konce pri-miRNA zostaja odciete i powstaje czasteczka pre-
miRNA (Park i in., 2005; Jones-Rhoades i in., 2006; Winter i in., 2009). Nastepnie struktura
zostaje ponownie przycigta na koncach do dlugosci okoto 20-30 nt., petla spinki zostaje
usuni¢ta, a powstaty dwuniciowy kompleks (dupleks miRNA:miRNA*) zawierajacy reszty
fosforanowe na koncach 5’ ulega metylacji przy udziale enzymu HENTI i jest transportowany
do cytoplazmy przy udziale biatek: HASTY i Ran (Bartel, 2004). Dupleks miRNA:miRNA*
taczy si¢ z biatkami z rodziny AGO (Argonautow) (Hammond i in., 2001; Meister, 2013)
tworzac kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing complex). W kompleksie RISC jedna
z nici dupleksu (miRNA*) ulega degradacji i powstaje aktywny kompleks
rybonukleoproteinowy (miRNP), ktory moze wigzaé si¢ z komplementarnym fragmentem
docelowego mRNA. Dalsze wyciszanie jego ekspresji odbywa si¢ poprzez jego degradacje
lub hamowanie translacji (Bartel, 2004). U roslin pierwszy mechanizm wystepuje czgsciej.
Miejsce wigzania czasteczki miRNA u roslin moze znajdowac si¢ w rejonie transkryptu
niepodlegajacego translacji na koncu 5° (5’UTR; ang. untranslated region), ORF
(ang. open reading frame), 3’UTR, a nawet w transkryptach niekodujacych biatek
(Axtell i in., 2011).

Przeciecie nici transkryptu docelowego zachodzi pomiedzy nukleotydami
komplementarnymi do 10 i 11 nukleotydu sekwencji miRNA dzigki endonukleazie obecnej
w kompleksie RISC (AGO1). W ten sposob dochodzi do szybkiego obnizenia poziomu

docelowego transkryptu (Llave i in., 2002; Voinnet, 2009). Co ciekawe, roslinne miRNA
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moga rowniez wptywac na epigenetyczng regulacje ekspresji genow, dzialajac na kompleks
biatek modyfikujacych chromatyne. Moze to skutkowaé zwigkszong metylacja DNA
w rejonie wilasnego genu MIR (dzialanie w cis) lub w rejonie genu docelowego
(dziatanie w trans) i w rezultacie — wyciszeniem ekspresji genu (Bao i in., 2004; Wu i in.,
2010).

Dla ro$linnych czasteczek miRNA docelowymi transkryptami sg najczesciej mRNA
czynnikow transkrypcyjnych (Palatnik i in., 2003; Bartel, 2004). Czasteczki mikroRNA
biorg udzial w regulacji wielu waznych procesow metabolicznych oraz odgrywaja kluczowsa
rolg¢ w sygnalizacji hormonalnej i rozwoju roslin. Na przyktad u rzodkiewnika (A. thaliana),
kukurydzy i ryzu miR172 bierze udzial w rozwoju kwiatoéw, a miR164 w rozwoju korzeni
(Unver i in., 2009). Ro$linne miRNA majg takze wptyw na funkcjonowanie merystemow
wierzchotkowych i powstawanie wigzek przewodzacych u roslin (Emery i in., 2003; Carra
i in., 2009). Co bardzo charakterystyczne, miRNA biorg réwniez udzial w odpowiedzi
komorek roslinnych na stres, zarowno biotyczny (np. na zakazenie wirusami, bakteriami,
grzybami, nicieniami); (Navarro i in., 2008), jak i abiotyczny (np. susza, zasolenie, zmiany
temperatur, obecno$¢ metali cigzkich, promieniowanie UV); (Jones-Rhoades i in., 2006;
Kruszka K i in., 2012), a poziom ekspresji wybranych miRNA moze by¢ regulowany przez
czynniki stresowe (Unver i in., 2010). Zaangazowanie czasteczek miRNA w odpowiedz na
stres abiotyczny jest szeroko opisane w literaturze. Udowodniono, ze miR398 bierze udziat
w odpowiedzi rosliny na stres oksydacyjny oraz stres zwigkszonego zasolenia (Sunkar i in.,
2006; Jagadeeswaran i in., 2009). Natomiast miR393, miR319, miR397, miR169 i miR171
moga by¢ zaangazowane w odpowiedz ro$liny na stres suszy (Sunkar i Zhu, 2004; Zhao
i in., 2007; Jian i in., 2010). Ponadto kilkanascie roslinnych czasteczek miRNA zostato
powigzanych ze stresem zimna (Zhang i in., 2009; Lv i in., 2010). Udziat czasteczek miRNA
w odpowiedzi na stres biotyczny rowniez zostal szeroko opisany w literaturze naukoweyj.
Dla wielu gatunkéw roslin zidentyfikowano miRNA zaangazowane w odpowiedZ na
infekcje wirusowa. U Arabidopsis zauwazono, ze podczas infekcji wirusem ORMV
(ang. oilseed rape mosaic virus) zwigkszeniu ulega poziom ekspresji wielu SRNA, w tym
miRNA (np. miR164), ta-siRNA (ang. trans-acting siRNA), miRNA* oraz pojawiajg si¢
nowe czasteczki siRNA (powstajace z prekursorow miRNA) nazwane ml-SIRNA
(ang. miRNA-like siRNAs) (Hu i in., 2011) (Bazzini i in., 2009). U gatunku Brassica rapa
zauwazono, ze bra-miR1885 moze by¢ indukowany infekcja wirusa TuMV (ang. Turnip
Mosaic Virus; (He i in., 2008). Czasteczki miRNA zaangazowane w odpowiedz na infekcje

wirusowg zostaly rowniez zidentyfikowane dla ryzu (Du i in., 2011) i pomidora
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(Lang i in., 2011). Wydaje si¢, ze w przypadku infekcji wirusowej odpowiedz czasteczek
miRNA jest masowa i odgrywa pomocnicza w stosunku do czasteczek siRNA role
w mechanizmie wyciszania (Perez-Quintero i in., 2010; Kruszka K i in., 2012). Z tego
wzgledu trudno wyr6ézni¢ pojedyncze miRNA zaangazowane w t¢ odpowiedz
(Kruszka K i in., 2012). W poréwnaniu do doniesien dotyczacych infekcji wirusowych
udziat miRNA w odpowiedzi ro§lin na zakazenie bakteryjne jest precyzyjniej okreslony.
Wykazano, ze miR393 bierze udziat w ksztaltowaniu odpornosci na bakterie u A. thaliana
poprzez hamowanie szlaku sygnalizacyjnego auksyn, co ogranicza wzrost bakterii
(Navarro i in., 2006). Inne przyktady czasteczek miRNA zaangazowanych w odpowiedz
ro$lin na stres bakteryjny to: miR160, miR167, miR159, miR319, miR825 i miR398
(Fahlgren i in., 2007; Jagadeeswaran i in., 2009; Zhang i in., 2011; Eldem i in., 2013).

Biogeneza miRNA u zwierzat przebiega nieco inaczej niz u roslin (Rysunek 1. B).
Na terenie jadra komorkowego pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA) zostaje przycigty
przez rybonukleaze III (RNAza III) Drosha, dajac pre-miRNA. Precyzyjna obrobka
pri-miRNA jest mozliwa dzigki biatku zawierajagcemu domen¢ dsRBD (z ang. double-
stranded RNA-binding domain), ktore wspotpracuje z Drosha. U Drosophila jest to biatko
Pasha, u C. Elegans — Pash-1, a u ssakow — DGCR8 (Denli i in., 2004; Gregory i in., 2004;
Han i in., 2004). Powstata czasteczka pre-miRNA ma ksztalt spinki do wlosoéw i dluzszy
0 dwa lub trzy nukleotydy koniec 3’ i w przeciwienstwie do roslinnego odpowiednika jest
transportowana z jadra do cytoplazmy. Odbywa si¢ to przy udziale biatek Eksportyny 5
I Ran (GTP-azy), ktére rozpoznajg specyficzng struktur¢ na koncu pre-miRNA (Yi i in.,
2003; Bohnsack i in., 2004). W cytoplazmie druga RNAza Ill o nazwie Dicer wraz
z towarzyszacym jej biatkiem z domeng dsRDB (Loquacious u Drosophila lub TRBP
u cztowieka) przycinaja pre-miRNA do dupleksu miRNA:miRNA* o dtugosci okoto 22 nt.
(Bernstein i in., 2001; Grishok i in., 2001; Chendrimada i in., 2005). W kolejnym etapie
dochodzi do degradacji miRNA*, natomiast dojrzate miRNA laczy si¢ z biatkami Ago
tworzac kompleks RISC (Pratt i MacRae, 2009).

Aktywne kompleksy miRNP u zwierzat moga przecina¢ transkrypty docelowe, jak
to si¢ dzieje np. w przypadku miR127, miR136, miR196 czy miR431 (Mansfield i in., 2004;
Yekta i in., 2004). Jednakze ze wzgledu na krotszy odcinek sparowania pomigdzy miRNA
a transkryptem docelowym czgséciej spotykany u zwierzat jest mechanizm hamowania
translacji (Olsen i Ambros, 1999). Czasteczki miRNA wiagzg si¢ gldwnie do rejonu 3’UTR
transkryptu docelowego. Do sparowania dochodzi tylko w czeéci sekwencji miRNA na

koncu 5°, w tzw. rejonie seed obejmujgcym nukleotydy 2—7 lub 2-8 (Lewis i in., 2003;
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Brennecke 1 in., 2005; Lewis i in., 2005). Ze wzgledu na krotki odcinek sparowania
pomiedzy miRNA a transkryptem przewiduje si¢ rowniez, ze pojedyncza miRNA moze
u zwierzat regulowac ekspresje stosunkowo wigkszej liczby gendw niz u ro$lin
(Lewis i in., 2005).

Czasteczki miRNA u zwierzat sg zaangazowane w liczne procesy rozwojowe.
Wsréd nich mozna wyrdzni¢: procesy metaboliczne, proliferacje komorek, apoptoze,
réznicowanie neuronow (Klein i in., 2005), morfogeneze mozgu (Giraldez i in., 2005),
roéznicowanie si¢ komorek tkanki miesniowej (Naguibneva i in., 2006) czy podziat komoérek
macierzystych (Hatfield i in., 2005). Wiele z powyzszych funkcji miRNA zaobserwowano
na podstawie badan nad mutantami bialek biogenezy miRNA. Na przyktad u Drosophila
osobniki z mutacjg genu Dicer przejawiajg zaburzony podziat komorek linii zarodkowej
(Hatfield i in., 2005). Podobnie u C. elegans w wyniku mutacji genu Dicer dochodzi do
uszkodzenia linii zarodkowej, a u Danio prggowanego i u myszy do zaburzonej morfogenezy
embrionow (Knight i Bass, 2001; Bernstein i in., 2003; Wienholds i in., 2003; Hatfield i in.,
2005). Podobne efekty zaobserwowano u Drosophila i C. elegans posiadajacych mutacje
w genach kodujacych biatka Ago (Cox i in., 1998; Grishok i in., 2001).

U czlowieka zaburzenia w funkcjonowaniu miRNA powigzano z licznymi
chorobami (Ardekani i Naeini, 2010). Przede wszystkim zbyt duza lub zbyt mata ekspresja
miRNA jest charakterystyczna dla wielu typow nowotwordéw, m.in.: jajnika, jelita grubego
czy krwi (Naeini i Ardekani, 2009). Ponadto nadmiar lub niedobor miRNA zostat
zaobserwowany w wielu innych chorobach, w tym w chorobach sercowo-naczyniowych
oraz zawale migs$nia sercowego (lkeda i in., 2007), chorobach autoimmunologicznych
(O'Connell i in., 2007; Tili i in., 2008), chorobach neurorozwojowych (Chang i in., 2009)
i chorobach watroby (Chen, 2009). Przewiduje si¢, ze miRNA beda w bliskiej przysztosci
uzywane do diagnostyki i leczenia nowotworow (Naeini i Ardekani, 2009). Szczegdtowe
informacje na temat wptywu miRNA na choroby u cztowieka zebrano w bazie miR2Disease
(Jiang i in., 2009).
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1.2  Metody identyfikacji czasteczek mikroRNA

W celu zrozumienia mechanizmow regulacji ekspresji genéow przez miRNA
i lepszego poznania ich funkcji, niezb¢dne jest posiadanie pelnego katalogu tych czgsteczek.
W tym celu niezbgdne jest rozwijanie metod ich precyzyjnej identyfikacji. Wséroéd metod
identyfikacji miRNA mozemy wyr6zni¢ metody in silico oraz metody eksperymentalne,
przy czym potgczenie obu metod jest obecnie uwazane za najbardziej wiarygodne. Do metod
in silico mozna zaliczy¢ metody oparte na homologii, czyli szukajace sekwencji podobnych
do znanych miRNA (Szczesniak i Makalowska, 2014) oraz metody de novo pozwalajace
odkry¢ nieznane wczesniej miRNA (Gudys i in., 2013). Metody eksperymentalne natomiast
mozna podzieli¢ na cztery kategorie: 1) klonowanie, 2) reakcja tancuchowa polimerazy
w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain reaction — real-time PCR),
3) sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation sequencing — NGS), 4) metody
oparte na hybrydyzacji, w tym mikromacierze, hybrydyzacja typu northern oraz
hybrydyzacja in situ (Eldem i in., 2013). Nalezy nadmieni¢, ze mimo réznorodno$ci
dostgpnych metod identyfikacja miRNA nadal niesie ze sobg trudnosci zwiagzane z ich
dhugos$cia, czesto bardzo niskim poziomem ekspresji oraz wystepowaniem licznych rodzin
miRNA, czyli czgsteczek miRNA jedynie nieznacznie réznigcych si¢ sekwencja oraz
przejawiajacych najczeséciej podobny wzor ekspresji (Eldem i in., 2013).

Klonowanie (ang. direct cloning) to jedna z pierwszych metod identyfikacji miRNA
(Lau i in., 2001). Metoda jest wieloetapowa i polega m.in. na wyizolowaniu z zelu
poliakrylamidowego puli krotkich RNA, przeprowadzeniu odwrotnej transkrypcji,
wklonowaniu do wektora bakteryjnego (np. TOPO TA) i zsekwencjonowaniu insertow
(Lau i in., 2001). Pozwala na zidentyfikowanie zardwno nowych czasteczek, jak
1 potwierdzenie juz znanych, jest jednak bardzo czasochtonna.

Real-time PCR to metoda uznawana za doktadng, czulg i specyficzng w kontekscie
analiz dojrzalych miRNA. Pozwala na okreslenie poziomu ekspresji miRNA o0 niskich
poziomach ekspresji. Dla wigkszosci miRNA mozliwe jest precyzyjne okreslenie ich
ekspresji z puli calkowitego RNA nawet jesli ich ilo§¢ sigga zaledwie 25 pg
(Chen i in., 2005). Jako metoda PCR ilo$ciowej nie pozwala jednak na zidentyfikowanie
nowych miRNA. Ponadto ma pewne niedoskonato$ci wynikajgce glownie z cech miRNA.
Na przyktad ich krotka sekwencja czy brak ogona poli(A) w dojrzalym miRNA sg przyczyna
koniecznosci przeprowadzenia ztozonej reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem startera

stem-loop (Benes i Castoldi, 2010). Niemniej jednak, real-time PCR jest metoda
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powszechnie stosowang do potwierdzania poziomoéw ekspresji okreslonych wczesniej
metodami NGS i dlatego wykorzystano ja rowniez w niniejszej pracy. Glowne etapy metody
to: 1) reakcja odwrotnej transkrypcji przeprowadzona z uzyciem startera Stem-loop
specyficznego dla danego miRNA i 2) wiasciwa RT-PCR z wykorzystaniem sond typu
TagMan lub odczynnika SYBR Green (Rysunek 2). Sondy typu TagMan sg bardziej
specyficzne, gdyz wigza si¢ i dajg sygnat tylko po zwigzaniu z oczekiwanym produktem
reakcji, podczas gdy SYBR Green wigze si¢ z kazdym dwuniciowym DNA 1 moze dawac
sygnat rowniez dla niespecyficznych produktéw reakcji lub ze sparowanych starterow.
Niemniej jednak, SYBR Green jest szeroko stosowany do identyfikacji miRNA ze wzgledu
na niski koszt oraz wysoka czuto$¢ (Raymond i in., 2005; Varkonyi-Gasic i in., 2007;
Sharbati-Tehrani i in., 2008).

miRNA starter "stem-loop"

zwizzanie specyficznego l

miRNA :

odwrotna transkrypcja 1

IIIIIIIIEIIIIIIIiIIIIIIIIIIO
l |

starter forward

starter forward
h & &
[NNNRENAN ”“.“|“- ol 1111
starter reverse
3 starter reverse
A. Real-time PCR z wykorzystaniem sond typu TagMan B. Real-time PCR z wykorzystaniem SYBR Green

Rysunek 2. Schemat reakcji stem-loop RT-PCR. F — znacznik fluorescencyjny; Q - czasteczka
wygaszajaca fluorescencje; zielone trojkaty — sygnal emitowany przez SYBR Green; zmodyfikowano za

(Eldemii in., 2013)

Sekwencjonowanie nowej generacji jest technika nowoczesng
i wysokoprzepustowa. Jest obecnie szeroko stosowana m. in. do sekwencjonowania
genoméw (ang. DNA-seq;(Velasco i in., 2010), transkryptomow (ang. RNA-seq; (Wei i in.,
2011; Hansey i in., 2012), resekwencjonowania genomoéw (Ashelford i in., 2011), analizy
oddziatywan DNA-biatko (ang. ChlIP-seq; (Kaufmann i in., 2010) oraz analiz epigenomu,
np. metylacji DNA (Masser i in., 2015). Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie matych

RNA (ang. sRNA-seq) stalo si¢ rowniez powszechng metoda identyfikacji czasteczek
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miRNA oraz innych matych RNA — ze wzgledu na wysoka czulo$¢ oraz coraz nizsze koszty.
Od 2005 roku, kiedy firma 454 Life Sciences wyprodukowala pierwszy sekwenator
w technologii NGS (aparat GS20), powstalo i nadal powstaje coraz wiecej platform
i urzadzen tego typu. Roznig si¢ przede wszystkim stosowanymi metodami amplifikacji
I samego sekwencjonowania, a w konsekwencji takimi parametrami, jak dtugos$¢ odczytow,
ilo§¢ bledow w wynikach sekwencjonowania, liczba generowanych odczytow czy koszty
uzytkowania (Liu i in., 2012). Dlatego rézne platformy znalazty zastosowania do réznych
metod. Obecnie najpopularniejszymi platformami stosowanymi do sekwencjonowania
matych RNA sg: Illumina, Roche 454 i SOLID (Applied Biosystems; (Eldem i in., 2013).
Technologia NGS ma t¢ przewagg nad innymi metodami identyfikacji miRNA, ze nie maja
na nig wplywu takie cechy miRNA, jak ich mata dlugos¢, niski poziom ekspresji,
niestabilno$¢ czy zanieczyszczenia innymi rodzajami RNA. Ponadto, w odréznieniu od
wigkszosci metod in silico, umozliwia identyfikacje nowych rodzin miRNA oraz
szacunkowg informacj¢ o poziomie ekspresji MIRNA. Zaletg jest rowniez mozliwos$¢ analizy
calego transkryptomu matych RNA jednoczesnie. Do wad metody SRNA-seq mozna zaliczy¢
potrzebe obrobki bioinformatycznej i zwigzane z nig niejasne Kkryteria identyfikacji
wynikajace z duzej iloSci dostepnych programoéw. Bazujac na rdéznych podejsciach
I parametrach programy te generujg czesto odmienne wyniki.

Otrzymane w wyniku analizy wynikow NGS, tzw. surowe odczyty wymagaja
ztozonej obrobki bioinformatycznej w celu odrdznienia czagsteczki miRNA od innych
krotkich czgsteczek RNA oraz mozliwie najtrafniejszego zadnotowania genu MIR. Niemnigj
jednak, wyniki uzyskane metodami NGS, ze wzglgdu na niskg specyficzno$é, wymagaja
dodatkowego potwierdzenia eksperymentalnego. Kryteria eksperymentalnej identyfikacji
MiIRNA u rodlin i zwierzat zostaly po raz pierwszy opisane w 2003 roku
(Ambros i in., 2003). Autorzy podzielili je na kryteria ekspresji (potwierdzenie ekspresji
metodg hybrydyzacji northern lub klonowania) oraz biogenezy (dotyczace parametrow
prekursora oraz ewolucyjnego zakonserwowania sekwencji miRNA). Ze wzgledu na r6zng
charakterystyke prekursorow miRNA u ro$lin i zwierzat, jak réwniez lepsze poznanie innych
matych RNA podobnych do miRNA (np. SiRNA), z czasem kryteria musialy zosta¢
uszczegotowione. Meyers 1 in. (2008) okreslili kryteria identyfikacji miRNA dla roslin.
Wedlug autorow podstawowym  Kkryterium jest precyzyjne wycinanie dupleksu
MIRNA:miRNA* o dlugosci okoto 21 nt. z trzonu spinki prekursora. Mimo ze dlugos¢
ros§linnych prekursorow miRNA jest bardzo zr6znicowana (Bartel, 2004), zdaniem Meyersa

I wsp. prawidtowo zidentyfikowane prekursory powinny charakteryzowac si¢ nastepujgcymi

18



cechami: 1) dojrzata czasteczka miRNA powinna znajdowac¢ si¢ na przeciwleglym ramieniu
spinki w stosunku do miRNA* z przesuni¢ciem ich sekwencji wzglgdem siebie o 2 nt., 2)
sekwencja dojrzalej miRNA musi by¢ komplementarna do przeciwlegtego rejonu trzonu
spinki, przy czym dopuszczalne sa cztery niesparowania pomiedzy zasadami, 3) w obr¢bie
trzonu spinki moga pojawiaé si¢ asymetryczne wybrzuszenia, jednak powinny by¢
niewielkie (1-2 nt.), zwlaszcza w rejonie sekwencji miRNA. Autorzy zwrocili rowniez
uwage na warunek, aby zsekwencjonowane sRNA w rejonie dupleksu miRNA:miRNA*
stanowity przynajmniej 25%. Ponadto zdefiniowano kryteria pomocnicze dotyczace: 1)
konserwacji struktury prekursoréw oraz sekwencji dojrzatego miRNA, 2) wystepowania
funkcjonalnych sekwencji docelowych dla miRNA, 3) biogenezy zaleznej od biatka DCL1
oraz 4) biogenezy niezaleznej od polimeraz RDR, PollV i PolV (Meyers i in., 2008).
Ze wzgledu na ztozono$¢ procesu przewidywania czasteczek miRNA powstato wiele
narzedzi bioinformatycznych ulatwiajacych te analize. Wsrod obecnie dostepnych narzgdzi
przeznaczonych dla roslinnych miRNA warto wymieni¢: miRDeep-P (Yang i Li, 2011),
ShortStack (Axtell, 2013b), ,,UEA sRNA workbench” (Stocks i in., 2012), miRPlant
(Aniin., 2014) czy miRA (Evers i in., 2015).

Metody oparte na hybrydyzacji, podobnie jak te oparte na PCR, bazujg na znanych
juz sekwencjach dojrzatych miRNA, nie pozwalaja wigc na zidentyfikowanie nowych
czasteczek. Ich glownym celem jest okreslenie pozioméw ekspresji miRNA w konkretnym
materiale. Wsrod metod opartych na hybrydyzacji wyr6zni¢ mozna: hybrydyzacj¢ typu
northern, hybrydyzacje in situ oraz mikromacierze. Podczas hybrydyzacji typu northern
mMiRNA hybrydyzuje z radioaktywng sondg komplementarng na catej dlugosci lub w jej
czgéci. Metoda pozwala wskaza¢ wzgledne ilosci miRNA w puli calkowitego RNA.
Jej wada natomiast jest potrzeba duzej iloSci RNA oraz czasochtonny protokot
(Pall i Hamilton, 2008; Varallyay i in., 2008; Lopez-Gomollon, 2011). Hybrydyzacja in situ
(ang. in situ hybridisation - ISH), w przeciwienstwie do innych metod opartych na
hybrydyzacji, pozwala zlokalizowa¢ miRNA w czasie i przestrzeni w tkankach i komoérkach.
Metoda jest réwniez bardzo czasochlonna, gdyz sklada si¢ z wielu etapow
(Kidner i Timmermans, 2006). Zostata jednak z powodzeniem zastosowana do badan nad
udziatem miRNA w procesach rozwojowych u Arabidopsis i kukurydzy (Juarez i in., 2004;
Kidner i Martienssen, 2004). Metody oparte na mikromacierzach pozwalaja okresli¢
ekspresje tysiccy mMiIRNA w pojedynczym eksperymencie. Jest to technika stosunkowo tania,
jednakze analiza statystyczna inormalizacja danych jest do§¢ trudna i czasochtonna.

W badaniach na roslinach mikromacierze byty stosowane m.in. do analizy roli miRNA
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w warunkach stresu biotycznego i abiotycznego (Liu i in., 2008; Ding i in., 2009; Ding i in.,
2011; Guo i in., 2011).

1.3 Czasteczki mikroRNA u jabloni

Pierwsze doniesienia dotyczagce miRNA u jabtoni bazowaly na ich identyfikacji
opartej na sekwencjach EST (sekwencyjnych znacznikach ekspresji; z ang. expressed
sequence tags) z wykorzystaniem metod bioinformatycznych. W ten sposob zespot A.P.
Gleave zidentyfikowal w 2008 roku 10 pierwotnych transkryptow miRNA nalezgcych do
siedmiu zakonserwowanych rodzin (miR156, miR159, miR162, miR167, miR172, miR393,
miR398) i potwierdzil ich obecnos¢ w tkankach jabtoni za pomoca analizy northern blot
(Gleave i in., 2008). Rowniez na podstawie sekwencji EST jabtoni zidentyfikowano
i potwierdzono eksperymentalnie za pomoca techniki miR-RACE 31 miRNA nalezacych do
16 rodzin (Yu i in., 2011). Natomiast zespot Varkonyi-Gasic potwierdzit ekspresje 18
sekwencji zakonserwowanych miRNA z uwzglednieniem ekspresji roznicowej w szesciu
roéznych tkankach jabtoni przy uzyciu techniki northern blot (Varkonyi-Gasic i in., 2010).
Zsekwencjonowanie genomu jabtoni w 2010 roku (Velasco i in., 2010) umozliwito
wykorzystanie technik glebokiego sekwencjonowania do identyfikacji zaréwno
zakonserwowanych, jak i specyficznych dla jabloni — czasteczek miRNA. Po raz pierwszy
zostalo to wykonane przez zespot R. Xia (Xia i in., 2012), ktory zidentyfikowat 33
zakonserwowane oraz 42 specyficzne dla jabtoni miRNA lub ich rodziny, jak réwniez 118
docelowych dla nich transkryptow. Jest to do tej pory najobszerniejszy zbior miRNA
stworzony dla jabtoni. Stanowi zdecydowang wiekszo§¢ miRNA obecnie dostepnych
w bazie danych miRBase (wersja 21), w ktorej jest zarejestrowanych 206 miRNA jabtoni
(Malus domestica). W literaturze mozna jednak znalez¢ wiele innych, niezdeponowanych
w miRBase miRNA dla jabtoni zidentyfikowanych przy uzyciu klonowania, gtebokiego
sekwencjonowania lub/i metod bioinformatycznych. Na przyktad Ma i in. (2013),
wykorzystujac  klonowanie malych RNA, a nastgpnie analize ich prekursordw,
zidentyfikowali dziewie¢ nowych czasteczek miIRNA (Ma i in., 2013). Visser i in. (2014)
wykorzystali metode NGS do potwierdzenia 195 znanych dla jabtoni miRNA oraz
zidentyfikowania 85 loci nowych miRNA (Visser i in., 2014). Natomiast bioinformatyczna
analiza sekwencji EST dostgpnych dla jabtoni pozwolita zidentyfikowa¢ 27 nowych
dojrzatych miRNA (Szczesniak i Makalowska, 2014).
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1.4  Uprawa jabloni w Polsce i na Swiecie

Jabton domowa (Malus domestica) to gatunek nalezacy do rodziny roézowatych
wywodzacy si¢ z terenow Azji Centralnej. Powstat ze skrzyzowania dwoéch dziko rosnacych
jabtoni Malus pumila i Malus sieversii. Pierwsze doniesienia o sadach jabtoniowych mozna
znalez¢ juz w Odysei Homera, siggajg wigc okresu 800900 lat p.n.e. (Elzebroek i Wind,
2008). Poczatkowo jabtonie uprawiane byly glownie w strefach klimatu umiarkowanego.
Jednakze roéznorodne techniki sadownicze, jak np. szczepienie, przycinanie, stosowanie
srodkdw ochrony roslin oraz nowoczesnych technik nawadniania, przyczynily si¢ do
powstania odmian coraz bardziej odpornych na wysoka temperature. Obecnie, dzigki
zastosowaniu zarowno konwencjonalnych metody uprawy i tworzenia nowych odmian, jak
I inzynierii genetycznej, powstaja coraz to nowe odmiany jabtoni odpornych nie tylko na
wysoka temperaturg, ale takze na inne stresy abiotyczne i biotyczne. Aktualnie znanych jest
ponad 7500 odmian jabtoni (Elzebroek i Wind, 2008).

W sadownictwie w celu zachowania cech fenotypowych drzew rozmnaza si¢ je
bezplciowo. W tym celu stosuje si¢ przeszczepianie jabtoni na rosliny zwane podktadkami.
Zauwazono, ze rodzaj podktadki ma wptyw na wiele cech fenotypowych zrazu (ro$liny
przeszczepianej), m.in. na wielko$¢ drzewa, aktywnos$¢ fotosyntetyczng tolerancje
temperatury jak réwniez na podatnos¢ na choroby, np. na zaraze¢ ogniowa (Fallahi i in.,
2002; Ferree i in., 2003; Jensen i in., 2012). Ponadto podktadki wptywaja na wielko$¢ plonu,
jako$¢ owocodw, wejscie rosliny w okres owocowania i regularno§¢ owocowania (Terpinski,
1984). W celu zintensyfikowania produkcji w sadownictwie zwykle dazy sie do uzyskania
niskich drzew. Z tego wzgledu stosuje si¢ podktadki skarlajgce. Niestety, sg one bardziej
podatne na zaraz¢ ogniowa niz te, ktére nie ograniczaja wielkosci drzewa
(Autio i Southwick, 1986).

Polska jest wiodagcym producentem jabtek w Unii Europejskiej z wyrobiong
pozycja na arenie mig¢dzynarodowej, gdzie wraz z Chinami, Stanami Zjednoczonymi
1 Turcja znajduje si¢ w pierwszej czworce najwiekszych producentdw jabtek na $wiecie
(FAO, 2012). Z siedmiu tysiecy hektaréw upraw sadowniczych w Wielkopolsce az 71% to
wlasnie jablonie (GUS, 2013). Istotnym wydaje si¢ wigc prowadzenie intensywnych badan
majacych na celu utrzymanie konkurencyjnosci polskiego sadownictwa, jak réwniez
nawigzanie wspotpracy zinnymi krajami do$wiadczonymi zarowno w produkcji,
jak 1 w badaniach naukowych dotyczacych jabtoni. Mimo Ze w ostatnich latach plony

w Polsce okazaly si¢ bardzo udane (W nastepstwie dobrych warunkow pogodowych),
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waznym elementem jest ochrona drzew przed chorobami oraz identyfikacja takich

podktadek, ktore beda si¢ najlepiej sprawdzaty w naszych warunkach klimatycznych.

1.5 Wplyw podkladki na ekspresje¢ genéow w zrazie

Mechanizmy lezace u podstaw regulowania cech fenotypowych zrazu przez
podktadke nie zostaty jeszcze doktadnie poznane. Wiadomo jednak, ze rodzaj podktadki ma
wplyw na poziom ekspresji wielu transkryptow w pedach zrazu. Mikromacierzowe analizy
profilu ekspresji genéw jabtoni odmiany ,,Gala” rosngcej na r6znych podktadkach wykazaty,
ze profil ten w pedach jabtoni znacznie si¢ rézni pomigdzy zrazami szczepionymi na
podktadki warunkujace r6zng wysokos¢ drzew oraz rdzng odporno$¢ na zarazg ogniowa.
Zidentyfikowano 116 transkryptow, ktorych poziom ekspresji jest skorelowany
z wysokoscig drzewa. Natomiast z odpornoscig na zaraz¢ ogniowa skorelowano az 690
transkryptow (Jensen i in., 2012). Moze z tego wynikac, ze podatnos$¢ na choroby jest cecha,
ktorej okreslenie jest mozliwe jeszcze przed infekcja na podstawie wzoru ekspresji genow.
Mogtoby to by¢ wykorzystane w przysztosci do oceny siewek jabloni przed rozpoczgciem
ich uprawy, pozwalajac zaoszczedzié czas i ograniczy¢ uprawe podatnych na infekcje drzew
(Jensen i in., 2012). Doktadnie nie wiadomo, jakie s3 mechanizmy regulacji ekspresji tych
genow. Jednakze odkrycia dotyczace dilugodystansowego transportu miRNA pozwalaja
wysuna¢ hipotezg, ze moga one by¢ transportowane z podktadki do zrazu i wptywaé na
ekspresje jego genow (Kim i in., 2001). Autorzy tej pracy zauwazyli rowniez, ze wigkszos¢
transkryptow wykazujacych zwigkszong ekspresj¢ w odpornych na zaraze ogniowa
drzewach w innych badaniach wykazywata obnizong ekspresje podczas infekcji bakterig
E. amylovora (Norelli i in., 2009; Baldo i in., 2010; Sarowar i in., 2011). Moze to oznaczac,

ze obnizona ekspresja tych genow jest wywotana obecno$cig bakterii.

1.6  Zaraza ogniowa

Zaraza ogniowa nalezy do najbardziej szkodliwych choréb jabloni i grusz. Moze
rébwniez pojawia¢ sie na takich krzewach, jak: pigwa, irga czy nieSplik japonski. Jest to
choroba bakteryjna wywolywana przez Gram-ujemng bakteri¢ Erwinia amylovora. Bakterie
moga wnika¢ do rosliny przez aparaty szparkowe, przetchlinki, uszkodzenia tkanek lub

znamiona  shupkéw. Nastgpnie transportowane sa  wigzkami  przewodzacymi
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(infekcja systemiczna), wywotujac nekroze lisci, pedow, korzeni, kwiatow lub owocow.
Zainfekowane zawigzki owocOéw stajg si¢ gabczaste, natomiast liscie brunatniejac
i usychajgc, wygladaja jak spalone i stad nazwa choroby (Vanneste, 2000). Bakterie zimuja
najczesciej w korze 1 jej naro$lach, aby na wiosne zacza¢ intensywnie si¢ namnazac.
Objawia si¢ to rozrostem narosli i wydzielaniem z nich klejacego plynu zawierajacego
bakterie i polisacharydy utatwiajace rozprzestrzenianie si¢ bakterii (Geider, 2000).

Mimo ze E. amylovora zostatla po raz pierwszy opisana ponad 200 lat temu,
mechanizmy molekularne zachodzace pomiedzy patogenem a rosling (zywicielem) nie
zostaly jeszcze poznane. Wiadomo, ze komorki bakteryjne zawieraja geny biatek
efektorowych wydzielanych do rosliny. Geny te zlokalizowane sg w rejonie zwanym T3SS
(ang. type 111 secretion pathogenicity island). W tej grupie genow znajduja si¢ takie, ktore
wywotujg objawy chorobowe u podatnych drzew oraz reakcj¢ nadwrazliwosci zar6wno
u podatnych, jak i odpornych roslin (Oh i in., 2005). Nalezg do nich m.in. geny biatek HrpA,
HrpN, HrpW, AvrRpt2, HopCl, DspE/A (Zhao i in., 2005). Wyniki badan pokazuja,
ze biatka efektorowe reguluja reakcje obronne roslin oraz wspomagaja namnazanie
I rozprzestrzenianie komorek bakteryjnych (Sarowar i in., 2011). Wskazuje si¢, ze biatka
DspE i HrpN sg zaangazowane w obumieranie komodrek roslinnych, odktadanie kalozy,
indukowanie wzrostu bakterii i akumulacje reaktywnych form tlenu (Degrave i in., 2008).
Podjeto rowniez proby identyfikacji biatek roslinnych, na ktore oddzialuja biatka
efektorowe. Wykazano, ze u jabtoni koniec N biatka DspE oddziatuje z czterema podobnymi
kinazami serynowo-treoninowymi RLK (ang. receptor-like kinase) zawierajagcymi motyw
LRR (ang. leucine-rich repeat; (Meng i in., 2006). Natomiast koniec C biatka DspE
oddziatuje z prekursorem ferredoksyny stuzacej jako nosnik elektronéw w fotosystemie I.
Doniesienia wskazuja, ze biatko DspE moze hamowac¢ transdukcje sygnalow i fotosynteze
w komorkach jabtoni w celu utatwienia infekcji (Khan i in., 2012). Patogennos¢ bakterii
E. amylovora zalezy wigc od ekspresji genow rejonu T3SS, ale rowniez od wytwarzania

amyloworanu polisacharydu syntetyzowanego na bazie grupy genéow ams
(z ang. amylovoran synthesis gene cluster). Amyloworan blokuje wigzki przewodzace
ro$liny, jak rdwniez hamuje jej reakcje obronne oraz przyczynia si¢ do tworzenia biofilmu
(Koczan i in., 2009).

W ciggu ostatnich 25 lat liczba zakazen E. amylovora w sadach komercyjnych
wzrosta ze wzgledu na intensywng uprawe z uzyciem kartowatych, podatnych na chorobe

podktadek (Norelli i in., 2003). Zakazenia sadow jabtoniowych sa przyczyna ogromnych

strat w produkcji jablek na calym $wiecie, siegajagcych nawet 100 miIn dolaréw rocznie
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(Norelli i in., 2003). Z uwagi na swoje ekonomiczne znaczenie zaraza ogniowa zostala
wpisana na list¢ dziesigciu najbardziej patogennych bakterii (Mansfield i in., 2012).

Nie opracowano jeszcze skutecznej metody leczenia zarazy ogniowej i wszelkie
dziatania maja jedynie charakter profilaktyczny. W Unii Europejskiej stosowanie
antybiotykdw w sadach jest zakazane, natomiast w krajach gdzie stosowany byt antybiotyk,
doszto do wyksztalcenia szczepoéw bakterii opornych na streptomycyne (McManus i in.,
2002; McGhee i in., 2011) i w rezultacie spadla skutecznos¢ tej metody.
Ponadto wykorzystanie réznych srodkéw chemicznych (np. zwigzkéw miedzi) do walki z
E. amylovora czgsto wywotuje skutki uboczne, takie jak brazowienie liSci i owocoOw.
Stosowane metody polegaja wiec glownie na zapobieganiu rozwojowi choroby, np. poprzez
przycinanie i1 palenie zakazonych peddéw. Innym kierunkiem badan nad odpornosciag na
zaraz¢ ogniows jest analiza loci cech ilosciowych (ang. quantitative trait loci — QTL) w celu
znalezienia markerow odpornosci. Selekcja odmian w oparciu o t¢ metode (ang. marker-
assisted selection — MAS) moze doprowadzi¢ do uzyskanie odpornych odmian jabtoni.
Mimo ze metoda jest bardzo zlozona i czasochtonna, kilka markerow zostato juz
zidentyfikowanych (Gardiner i in., 2012). Z uwagi na niedoskonatosci powyzszych metod
stosowanie odpowiednich podktadek oraz poznawanie mechanizméw regulowania przez nie
ekspresji gendw w zrazach moze doprowadzi¢ do rozwoju skuteczniejszych
I bezpieczniejszych dla s$rodowiska i konsumentow metod walki z zaraza ogniowg
(Vogt i in., 2013). Poznanie udziatu miRNA w regulacji reakcji obronnych roslin mogtoby

si¢ przyczyni¢ do rozwoju skuteczniejszych metod ochrony upraw jabtoni.
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2  Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto zidentyfikowanie miRNA u jabtoni odmiany ,,Gala”
i okre$lenie zaleznych od podktadki roznic w ich ekspresji, ze szczegdlnym uwzglednieniem
mMIRNA zaangazowanych w ksztaltowanie odporno$ci na zaraze ogniowg. W badaniach
opierano si¢ gtéwnie na metodach gl¢bokiego sekwencjonowania oraz analizach
bioinformatycznych. Praca zostala podzielona na dwa etapy odpowiadajace dwom

podrzgdnym celom projektu:

1. Zidentyfikowanie miRNA charakterystycznych dla badanych podktadek (M.27, B.9,
M.111 i G.30) poprzez porownanie eckspresji miRNA zidentyfikowanych
w zdrowych drzewach odmiany ,,Gala” rosngcych na podktadkach o rdznej

odpornosci na zaraz¢ ogniowa.

2. Zidentyfikowanie miRNA zaangazowanych w odpowiedz jabtoni na zakazenie
bakterig Erwinia amylovora poprzez poréwnanie poziomow ekspresji miRNA

zidentyfikowanych w drzewach zakazonych i niezakazonych bakteria.
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3

Materialy i metody

W niniejszym rozdziale opisane zostaly uzyte materiaty oraz metody wspolne dla

obu czesci projektu. Natomiast metody specyficzne dla kazdej z czgSci omdéwiono wraz

z wynikami w odpowiednich podrozdziatach.

3.1

Material roslinny

Materiatlem ros$linnym wykorzystanym do izolacji catkowitego RNA byly jabtonie

odmiany ,,.Crimson Gala” rosngce w sadach Uniwersytetu Stanowego w Pensylwanii

(ang. Pennsylvania State University) w miejscowo$ci Rock Springs w Pensylwanii (USA).

W 2005 roku pedy odmiany ,,Crimson Gala” zostaly przeszczepione na nastepujace

podktadki:

a)

b)

d)

Malling EMLA 27 (M.27) — silnie redukujaca wzrost drzew. Wyselekcjonowana
zostala poprzez skrzyzowanie podkladek M.13 i M.9 w 1934 roku w Maidstone
(Kent) w  Anglii; jest wysoce podatna na  zaraz¢  ogniowag

(http://articles.extension.org/pages/60917/apple-rootstock-info);

Budagovsky 9 (B.9) — otrzymana w wyniku skrzyzowania podktadek M.8 i Red
standard w Rosji; nieco stabiej redukuje wzrost jabtoni niz M.27 i jest mniej podatna
na zaraz¢ ogniowa, podatna jest natomiast na mszyce bawelnicowate

(http://articles.extension.org/pages/60917/apple-rootstock-info);

Malling merton 111 EMLA (M.111) — uzyskano ja w 1952 roku poprzez
skrzyzowanie odmian Merton 793 i Northern Spy w Anglii; potskarlajaca podktadka,
odporna na mszyce bawelnicowate i czg¢sciowo odporna na zaraz¢ ogniowa

(http://articles.extension.org/pages/60917/apple-rootstock-info);

Geneva 30 (G.30) — podkitadka uzyskana poprzez skrzyzowanie podktadek M.9
I Robusta 5, wprowadzona w Genewie (stan Nowy Jork); warunkuje wysoka
odporno$¢ na zaraze ogniowa, ale jest silnie podatna na mszyce bawelnicowate;
ponadto wplywa na zwigkszong krucho$¢ gatezi, dlatego galezie drzew muszg by¢

lepiej podpierane (http://articles.extension.org/pages/60917/apple-rootstock-info).
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W przeprowadzonych badaniach wykorzystane zostaty pedy i liscie pochodzace ze zrazéw
odmiany ,,Crimson Gala”. Szczegétowe informacje dotyczace fragmentow roslin oraz

sposob ich pobierania zostaty opisane w rozdziale 4 (,,Wyniki”).

3.2 Inokulacja

Liscie byly inokulowane zgodnie z opublikowanym w 2009 roku protokotem
(Norelli i in., 2009). Pi¢¢ goérnych lisci na kazdym pegdzie nacinane byto nozyczkami
zanurzonymi wcze$niej w zawiesinie bakterii Erwinia amylovora, szczepu HKNOG6P1
o stezeniu 1 x 10° CFU/ml, zawieszonych w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,5.
Material kontrolny nacinany byl w ten sam sposéb, ale roztwdr nie zawierat bakterii.
Nastegpnie pedy umieszczono w wodzie zawierajagcej nawoz, nakryto folig, aby uchroni¢
przed utratg wilgoci i przechowywano w temperaturze 18°C. Mialy zapewnione 14 godzin
$wiatla i 10 godzin ciemno$ci. Dwie i 72 godziny po nacigciu (ang. hours post inoculation —
HPI) liscie zostaly zerwane, zawinigte w foli¢ aluminiowa, zanurzone w cieklym azocie

i umieszczenie w temperaturze —80°C do momentu izolacji RNA.

3.3 lzolacja RNA

Procedura izolacji RNA opracowana dla drzew owocowych o wysokiej zawartosci
polisacharydéw i polifenoli (Hu i in., 2002) zostata zmodyfikowana i dostosowana do
posiadanego materiatu biologicznego. Zamrozony material roslinny zostal zmielony na
proszek w schtodzonym cieklym azotem mozdzierzu, a nastgpnie zmieszany z buforem do
ekstrakcji  zawierajacym: 2% bromku cetyltrimetyloamoniowego (CTAB), 2%
poliwinylopyrolidonu (PVP), 100 mM buforu Tris o pH 8,0, 25 mM kwasu
etylenodiaminotetraoctowego (EDTA), 2 M chlorku sodu (NaCl), 0,5 g/l spermidyny, 2%
beta-merkaptoetanolu. Mieszaninge inkubowano przez 15 minut w 60°C. Nastepnie proby
poddano dwukrotnej ekstrakcji chloroformem i alkoholem izoamylowym (proporcje 24 : 1).
Na zakonczenie proby precypitowano w 0,8 M LiCl i izopropanolu przez cata noc w 4°C.
Pomiaru stezenia i1 czystosci otrzymanego RNA dokonano z uzyciem urzadzenia NanoDrop

(marki Thermo Fisher Scientific). Jako§¢ RNA natomiast okre§lono za pomoca aparatu
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Agilent Bioanalyser. Pozwolito to wybra¢ do dalszych analiz tylko probki charakteryzujace
si¢ parametrem integralnos$ci RIN (z ang. RNA integrity number) powyzej 8.

3.4  Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)

Sekwencjonowanie nowej generacji zostato przeprowadzone w laboratorium analiz

genomowych przy Uniwersytecie Stanowym w Pensylwanii (USA).

1. W analizach majacych na celu zidentyfikowanie miRNA specyficznych dla
podktadki, biblioteki matych RNA zostaly przygotowane za pomoca zestawu
odczynnikow firmy Life Technologies (,,Total RNA-Seq Kit”) zgodnie z zaleceniami
producenta. Sekwencjonowanie zostato przeprowadzone na aparacie SOLiD 5500 xI

z uzyciem piecionukleotydowych barkodow. Uzyskano odczyty dtugosci 35 nt.

2. W analizach majacych na celu zidentyfikowanie miRNA zaangazowanych
w odpowiedz jabtoni na zakazenie bakteryjne 18 bibliotek matych RNA zostato
przygotowanych z uzyciem zestawu TruSeq Small RNA Preparation Kit
(marki Illumina) wedtug protokotu producenta. Otrzymano sekwencje dtugosci 50
nt., sekwencjonowane z jednego konca (ang. single end) technologia Illumina HiSeq
2500.

3.5  Analiza bioinformatyczna

3.5.1 Wstepna obrébka danych pochodzacych z  wysokoprzepustowego

sekwencjonowania

Do analizy danych sRNA-seq zastosowano zestaw ogolnodostepnych narzedzi
bioinformatycznych oraz wtasne skrypty napisane w jezyku Python i Perl. W przypadku
danych pochodzacych z aparatu SOLID pierwszym etapem obrobki surowych odczytow byta
konwersja plikow do formatu FASTQ. Nastepnie usuni¢to sekwencje adaptorow
I przepisano oryginalny format color space na base space, czyli na sekwencje¢ nukleotydows.
Do wykonania powyzszych etapdw wykorzystano wiasne skrypty napisane w jezyku Perl.

W przypadku danych otrzymanych technologia Illumina konwersja formatéw nie byta
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konieczna, a sekwencje adaptorow zostaly usuniete programem ShortStack. Za pomoca

narzgdzia Fastx collapser usuni¢to redundancje na poziomie sekwencji. Rozktad dlugosci

odczytow zostal obliczony przy uzyciu wilasnego skryptu (Rysunek 3) zaréwno dla

odczytow nieredundantnych, jak i redundantnych.

import sys, fileinput

input = sys.argv[1]

####E  redundant
dict_counts = {}

for line in fileinput.input(input):
line = line.replace('\n', "'}
if '=' in line:
count = int(line.split{'-')[1]}
else:
seq = line
length = len(seq)
try:
dict_counts[length] += count
except:
dict_counts[length]l = count

for length in dict_counts.keys():
count = dict_counts[length]
print str{length) + '\t' + str{count)

#### non-redundant
dict_counts = {}
for line in fileinput.input{input):

line = line.replace('\n', "'}
if '=' in line:

pass
else:
seq = line
length = len(seq)
try:
dict_counts[length] += 1
except:

dict_counts[length] = 1

print "\n\n"
for length in dict_counts.keys():
count = dict_counts[length]
print str{length) + '\t' + stri{count)

Rysunek 3. Skrypt napisany w celu obliczenia rozkladu dlugos$ci odczytow dla kazdej z bibliotek SRNA
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3.5.2 Identyfikacja czasteczek mikroRNA jabloni

Etapy zwigzane z identyfikacja czasteczek miRNA zostaly wykonane innymi
metodami w obu czesciach projektu. Czasteczki specyficzne dla podktadki zostaty
zidentyfikowane przy pomocy wilasnego potoku analitycznego. Natomiast miRNA
zaangazowane w odpowiedz jabtoni na zakazenie bakteryjne przeanalizowano przy uzyciu
programu ShortStack. Szczegdty dotyczace identyfikacji zostaly opisane w odpowiednich
podrozdziatach rozdziatu 4 (,, Wyniki”).

3.5.3 Identyfikacja transkryptéw docelowych dla czasteczek mikroRNA jabloni

Transkrypty bedace potencjalnie regulowane przez miRNA byly identyfikowane
przy uzyciu programu psRNATarget (Dai i Zhao, 2011) z ustawieniami domy$lnymi, za
wyjatkiem parametru length for complementarity scoring, ktory z domyslnie ustawionej
warto$ci 20 zmieniono na warto$¢ odpowiadajaca dlugosci dojrzatego miRNA, czyli od 21
do 24 nt. Zestaw transkryptoéw jabtoni uzytych do analizy sktadat si¢ z sekwencji kodujacych
(tzw. CDS, z ang. coding DNA sequence) przewidzianych dla genomu jabtoni (wersja 1.0)
i pobranych z bazy GDR (ang. Genome Database for Rosaceae; (Jung i in., 2014). Ponadto
do puli transkryptow dodano zidentyfikowane dla jabtoni transkrypty pochodzace z bazy
UniGene (Wheeler i in., 2005) pobrane w lutym 2013 roku. W pierwszej czesci pracy
transkrypty docelowe byly przewidywane dla wszystkich zidentyfikowanych miRNA.
W drugiej natomiast — tylko dla miRNA uznanych za nowe.

Dodatkowo przewidywano transkrypty docelowe w oparciu o dane degradomowe
(ang. degradome seq) jabtoni pobrane z bazy GEO (ang. Gene Expression Omnibus;
(Edgar i in., 2002) w postaci biblioteki GSM880656. Jako mRNA jabtoni uzyto tego samego
zestawu, co Wwspomniany powyzej, a analiz¢ wykonano programem PAREsnip
(Folkes 1 in., 2012). Parametry ustawiono tak, aby program zwracatl tylko transkrypty
docelowe o najwyzej jakosci, czyli kategorii 0, 1 i1 2. Minimalng dlugos¢ odczytu
w degradomie ustawiono na 20, a maksymalng na 21 nt., natomiast maksymalng liczbe
niesparowan w dupleksie miRNA:target ustawiono na4. Wartos¢ P-value pozostata
domyslna, czyli 0,05. Nastepnie usuni¢to redundantne pary miRNA 1 ich transkryptow
docelowych za pomoca wilasnego skryptu napisanego w jezyku Python. Na zakonczenie
wykorzystano program Bowtie (Langmead i in., 2009) do zmapowania odczytow
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degradomowych do transkryptow docelowych dla miRNA i w sposob graficzny
przedstawiono zmapowane odczyty, co jest dostgpne w stworzonej w ramach projektu

doktoranckiego bazie danych.

3.5.4 Przypisywanie terminéw GO otrzymanym transkryptom docelowym dla

czgsteczek mikroRNA

W celu poznania funkcji otrzymanych transkryptéw docelowych dla miRNA
jabloni przypisano im terminy GO (ang. gene ontology) oraz przeprowadzono analize
funkcji nadreprezentowanych transkryptéw (tzw. GSEA; ang. gene set enrichment analysis).
Najpierw poszukano u rzodkiewnika potencjalnych homologéow genow docelowych dla
czasteczek miRNA jabtoni . W tym celu pobrano zbiér komplementarnych DNA (cDNA)
dla A. thaliana dostepny w bazie Ensembl Plants w wersji 17 (Kersey i in., 2010).
Przy uzyciu narzedzia BLASTN poréwnano te sekwencje z sekwencjami transkryptow
docelowych miRNA jabloni. Wybierano sekwencje o najwigkszym podobienstwie do
danego transkryptu docelowego, przy czym parametr E-value musial by¢ mniejszy niz
0,001. Uzyskany w ten sposob zbior gendw A. thaliana postuzyt jako dane wyjsciowe do
analizy terminéw GO przeprowadzonej przy uzyciu narz¢dzia GOrilla (Eden i in., 2009).
Zidentyfikowanie homologow genow jabloni wsrod gendéw rzodkiewnika bylo niezbedne,
gdyz wigkszo$¢ programow do analiz GSEA bazuje na danych tylko dla organizméw
modelowych. W analizie uzyto nastepujacych ustawien: all ontologies: proces, function,
component i two unranked lists of genes: target and background, przy czym background
stanowila lista wszystkich genow pobrana z bazy Ensembl Plants przy uzyciu narze¢dzia

BioMart.

3.6 Metody eksperymentalne
3.6.1 Stem-loop RT-PCR w czasie rzeczywistym

Wybrane na podstawie analiz bioinformatycznych dojrzale miRNA jabtoni byly
potwierdzane eksperymentalnie przy uzyciu metody stem-loop RT (z ang. reverse
transcription)-PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time), zgodnie z opublikowanym
protokotem (Chen i in., 2005; Varkonyi-Gasic i in., 2007). Kazda PCR w czasie
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rzeczywistym byla poprzedzona zwykta PCR (ang. end point PCR) z obserwacja produktu
na zelu agarozowym. Startery zostaly zaprojektowane przy uzyciu programu Primer BLAST
(Yeiin., 2012) i Primer3Plus (Untergasser i in., 2007) i sg zebrane w tabeli 1. Gen U6 RNA
zostal uzyty jako gen referencyjny do obliczenia wzglednej ekspresji wyrazonej parametrem

ACt.

Tabela 1. Startery zaprojektowane dla siedmiu dojrzalych czasteczek mikroRNA do reakcji stem-loop

RT-PCR

MIRNA Starter Sekwencja startera (5°-3)
mdm- stem-loop | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC
MiR167b-g GACTAGATC
forward CGCTTGAAGCTGCCAGCAT
mdm- stem-loop | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC
MiR169a GACCCGGCA
forward CGCTCAGCCAAGGATGACT
mdm- stem-loop | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC
MiR399a-C GACCAGGGC
forward CCGCTTGCCAAAGGAGAATT
mdm- stem-loop | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC
iR227N GACACATGG
m forward | GCCGCTAAGTTCATTCAAACA
mdm- stem-loop | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC
MiR168a.b GACAGCGGT
’ forward TACTTGGTGCAGGTCGGGA
mdm- stem-loop | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC
MIR194C GACATTCGT
forward GCCCGCACGATATACGATGA
mdm- stem-loop | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC
MIR121C GACCACAGA
forward CGGCGTTTTACCTATCCCAT
Uniwersalny | reverse GTGCAGGGTCCGAGGT
starter
kontrola U6 forward GATAAAATTGGAACGATACAG
reverse GGACCATTTCTCGATTTATGCG
1. Pierwszym etapem procedury stem-loop RT-PCR byla reakcja DNazowania

wyizolowanego RNA. Wykorzystano do tego zestaw odczynnikow firmy Thermo Fisher
Scientific. Procedura DNazowania wykonana byla zgodnie z protokotem, czyli zmieszano
w probowce Eppendorfa po 1 ug RNA, 1 ul buforu 10 x DNasel, 1 ul DNasel
1 uzupetliono do 10 pl woda wolng od RNAz. Nastepnie inkubowano przez 30 min
w temperaturze 37°C. Do prob dodano po 1 pl 25 mM EDTA i inkubowano przez 10 min

w temperaturze 65°C.
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2. Drugim etapem procedury stem-loop RT-PCR byta reakcja odwrotnej transkrypcji ze
zmiennymi parametrami, tzw. pulsed reverse transcription, ktéra zapewnia lepsza od
standardowej procedury specyficznos¢ reakcji. W etapie tym specyficzny dla danego
miRNA starter tworzacy spinke jest najpierw hybrydyzowany do sekwencji dojrzatego
mMIRNA, a nastgpnie caty produkt przepisywany jest na cDNA w procesie odwrotnej
transkrypcji. Wykorzystano do tej reakcji zestaw odczynnikow firmy Invitrogen
(SuperScript 111 RT) lub Lucigen (NxGen M-MuLV RT). Reakcje przeprowadzono dla
kazdej proby RNA. Kazdorazowo przygotowano réwniez kontrole bez matrycy oraz dla
kazdej z prob RNA rowniez kontrole bez odwrotnej transkryptazy w celu wykluczenia

zanieczyszczen genomowym DNA.

Na poczatku przygotowano mieszaning o sktadzie przedstawionym w tabeli 2.

Tabela 2. Skladniki mieszaniny reakcyjnej do reakcji denaturacji poprzedzajacej odwrotng

transkrypcje
Skiadnik Ilo$¢
RNA 1ug
starter stem-loop (1 uM) 0,75 ul
starter reverse dla U6 (1 uM) 0,25 ul
dNTP Mix 10 mM 1ul
H2Operc 11,5 ul

Nastepnie mieszaning inkubowano przez 5 min w temperaturze 65°C, przeniesiono do
lodu na przynajmniej 1 min, krotko zwirowano proby i do kazdej dodano: 4 pl buforu
5 x FirstStrand, 2 ul DTT (0,1 M,) 0,1 ul RNasin Plus (40 U/ul), 0,25 ul enzymu
SuperScript 11l RT (200 U/ul). Wymieszano proby przez delikatne pipetowanie

| przeprowadzono odwrotng transkrypcje wedtug profilu przedstawionego w tabeli 3.

Tabela 3. Profil reakcji odwrotnej transkrypcji

Etap | Temperatura[°C] | Czas[min] | Liczba powtérzen
1 16 30:00 1
2 30 0:30
3 42 0:30 60
4 50 0:01
5 70 15:00 1
6 4 o0 1

3. Trzecim etapem procedury stem-loop RT-PCR byta real-time PCR przeprowadzona na

aparacie Applied Biosystems 7900HT. Po reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymane
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matryce cDNA rozcieficzono dziesigciokrotnie. Zanim jednak nastawiono real-time PCR,
dla kazdego miRNA przeprowadzano kontrolnie standardowg PCR (ang. end point PCR),
w celu sprawdzenia na zelu agarozowym, czy zaprojektowane startery pozwalajg uzyskac
oczekiwanej dtugosci produkt. Reakcje przeprowadzano w 10 pl mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej: 1 ul cDNA (matryca), 5 pl mieszaniny EconoTaq PLUS 2 x Master Mix
firmy Lucigen, 1 pul odpowiednich starterow (10 puM) i1 3 ul wody. Reakcja
przeprowadzana byla na aparacie Pro Flex PCR (Thermo Fisher Scientific)
z zastosowaniem profilu przedstawionego w tabeli 4.

Tabela 4. Profil kontrolnej PCR przeprowadzanej przed PCR w czasie rzeczywistym dla tych
samych starterow

. Liczba
Etap | Temperatura [°C] | Czas [min] powtérzen
1 95 3:00 1
2 95 0:30
3 51-56 0:30 35-40
4 72 1:00
5 4 00 1

Kazdorazowo reakcja byta przeprowadzana dla cDNA otrzymanego z RNA z udzialem
odwrotnej transkryptazy (proby RT+), jak rowniez dla prob kontrolnych bez dodatku
odwrotnej transkryptazy (proby RT-) oraz dla rob z samg wodg. Przykladowy wynik,
potwierdzajacy brak produktu dla préob RT— i kontroli wodnej dla mdm-miR227N oraz

genu referencyjnego U6 przedstawiono na zdjeciach ponizej (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Produkty PCR dla mdm-miR227N (A) i genu referencyjnego U6 (B) na 3-procentowym zelu
agarozowym. Reakcje przeprowadzano na cDNA uzyskanym z udzialem odwrotnej transkryptazy (RT+)

oraz kontrolnie bez jej udzialu (RT-); kontrola wodna (KW)
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PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano w 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajace;j

matryce¢ oraz odczynnik Power SYBR Green PCR Master Mix firmy Applied Biosystems

i po 0,4 ul starterow (10 uM). Do reakcji uzywano 384-dotkowych ptytek. Wykorzystano

przedstawiony w tabeli 5 profil reakcji wraz z analiza krzywej topnienia, ktoéra

umozliwila potwierdzenie specyficznosci otrzymanych produktow.

Tabela 5. Profil reakcji stem-loop RT PCR

. Liczba
Etap | Temperatura [°C] | Czas [min] powtorzen
1 95 15:00 1
2 95 0:15
3 53 0:30 35
4 72 0:30

Analiz¢ wynikéw przeprowadzono na oprogramowaniem SDS Software 2.3. Otrzymane

produkty dla wszystkich miRNA byly specyficzne. Przygotowana seria rozcienczen

matrycy postuzyla do obliczenia efektywnosci reakcji. Obliczony zostal wzgledny

poziom ekspresji dla kazdego miRNA w stosunku do genu referencyjnego U6 RNA przy

uzyciu rownania: 272 x 108, gdzie Ct = (Ctmirna— Ctusrna).

3.6.2 Reakcja RT-PCR dla nowych prekursorow czasteczek mikroRNA

Reakcja PCR miata na celu potwierdzenie ekspresji prekursoréw przewidzianych,

nowych miRNA dla jabloni. Poprzedzona byta DNAzowaniem catkowitego RNA jabtoni,

anastgpnie reakcjg odwrotnej

transkrypcji

przeprowadzanej

wedlug standardowego

protokotu dostarczonego przez producentow (firmy Invitrogen lub Lucigen). Do reakcji

uzyto rowniez losowych starterow (ang. random primers) firmy Promega w celu przepisania

na cDNA réznych rejonow RNA. Nastgpnie w PCR wykorzystano startery zaprojektowane

na konce prekursorow miRNA (Tabela 6).
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Tabela 6. Sekwencje starterow wykorzystanych do reakcji RT-PCR na prekursory wybranych
czgsteczek mikroRNA

mMiRNA Kierunek | Sekwencja startera (5°-3°)
mdm-miR227N forward AGGACTTGAATCATTGTATTTTGTG
reverse TCAAAGAAATGAAAAGTTCGGCA
mdm-miR260N forward ACTTACATGGAACATGAGATGCAA
reverse ACTGAGATGCCAAGGTGATAGT
mdm-miR285N forward CATCCTCAATATGGTGTTTGGA
reverse ACAGGTCTCTTCTCAAAGCAA
mdm-miR200N forward AGGGAAGGGATCGATAAGTAGTA
reverse GGACGAGTTTTGTGGTGGTG
mdm-miR132N forward TGGAACATGAGATGCGATGGT
reverse CTCGAGAAGAGCTGACATGC
mdm-miR188C forward TCCCCACATCCTAGTCGTTC
reverse TGTATCGTGCAGTCAGAAATCA
mdm-miR143C forward TTGGAATACTCATCGAATTT

reverse TGTCAGAGTGTTCTAGCTGTGC
mdm-miR1185C(1) | forward CGCAGATAGGAGCTGACGG
reverse AAGCTGAGCGTAGTTGACAGA

mdm-miR282C forward AAGGGAAAGGGAGGAACAGC
reverse GGGAAAGGGAGATTGGAGCT

mdm-miR455C forward TCCACTTCCCAACTTTTTCCCT
reverse TGCAATGATGTAGTTCGCATGT

mdm-miR1406C forward TTTCATTCTACACTCCAAACTTTCT

reverse TCAAATCAAGTGTTATTGGTACTCC
mdm-miR1185C(2) | forward CAGAAGAAGGATGGGGATGA
reverse AATTTGGTTGGGACTTAGGG

mdm-miR121C forward GCAGCCACTGCAAAAGAAACT
reverse GTTTCAAAGAGCGGGATGTGT
mdm-miR1392C forward GTACATCGTGCGGTCAGAAA

reverse ATCCCTGGATCCTTTGGTGA

Reakcj¢ PCR przeprowadzano w 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 5 ul mieszaniny
EconoTaq PLUS 2 x Master Mix firmy Lucigen, 1 ul cDNA, 1 ul odpowiednich starterow
(10uM) i 3 pul wody. Reakcja przeprowadzana byla na aparacie Pro Flex PCR

(Thermo Fisher Scientific) z zastosowaniem profilu przedstawionego w tabeli 7.

Tabela 7. Profil reakcji tancuchowej polimerazy dla nowych prekursoréw czasteczek miRNA

Etap | Temperatura [°C] | Czas [min] | Liczba powtorzen
1 94 2:00 1
2 94 0:30
3 51-56 0:30 35-40
4 72 0:30
5 4 00 1

Otrzymane produkty oczekiwanej dlugosci byly izolowane z zelu i1 oddawane do
sekwencjonowania w Wydziatowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej na Wydziale
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w celu potwierdzenia ich

sekwencji.
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3.6.3 Elektroforeza

Elektroforeze produktéw PCR w zelu agarozowym z bromkiem etydyny przeprowadza
si¢ w celu poznania wielkosci czagsteczek DNA oraz oszacowania ich ilo$ci, na podstawie
analizy prazkéw w $wietle UV.

Na 1-, 2- lub 3-procentowy zel agarozowy (Prona, Basica LE) naktadano odpowiednig
ilo§¢ produktu PCR zmieszanego z 2 ul obcigzacza LB. Jako wzorzec dtugosci fragmentow
DNA stosowano marker 501lub 100 bp (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeze
przeprowadzano w buforze 1 x TBE, przy natezeniu pradu 40 mA, w przyblizeniu przez 60

minut na aparacie marki Major Science.
3.7  Sprzet komputerowy

W celu zrealizowania obliczen i analiz komputerowych zostaly wykorzystane
nastgpujace zasoby obliczeniowe Zakladu Bioinformatyki Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza w Poznaniu:
e komputer PC,

e dwa serwery o parametrach:
o Sun Microsystems: 12 rdzeni, x86_64; RAM: 16 GB; przestrzen dyskowa: 1 TB,

o Dell: 12 rdzeni, x86_64; RAM: 8 GB; przestrzen dyskowa: 2 TB.
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4 Wyniki

Celem pracy doktorskiej byto zidentyfikowanie miRNA u jabtoni odmiany ,,Gala”
1 wykazanie r6znic w ich ekspresji pomi¢dzy podktadkami, ze szczegdlnym uwzglednieniem
miRNA zaangazowanych w ksztaltowanie odpornosci na zaraz¢ ogniowg. Pierwszym
etapem byla identyfikacja 1 analiza czasteczek miRNA jabtoni ,,Gala”, ktérych ekspresja
zalezata od rodzaju stosowanej podktadki. Do badan uzyto zdrowych pedow rosnacych na
czterech podktadkach o zréznicowanej odporno$ci na zaraze¢ ogniowa. Identyfikacja miRNA
oraz poréwnanie ich poziomoéw ekspresji miato na celu zbadanie wptywu podktadki na profil
ekspresji miRNA. W dalszej czes$ci przeprowadzono identyfikacje, analize i poréwnanie
MIRNA w lisciach inokulowanych bakteriami Erwinia amylovora oraz lisciach
nieinokulowanych  (kontroli) w celu wytypowania czasteczek miRNA  jabtoni

zaangazowanych w odpowiedz ro$liny na zakazenie bakteryjne.

4.1  ldentyfikacja i analiza ekspresji czasteczek mikroRNA specyficznych dla
podkladki u zdrowych jabloni odmiany ,,Gala”

4.1.1 Material biologiczny

W omawianej czg$ci projektu przeprowadzono procedur¢ SRNA-seq czasteczek
SRNA izolowanych z materiatu roslinnego pochodzacego ze zdrowych drzew odmiany
,Gala”. Material zostal pobrany z wierzchotkow pedéw drzew rosngcych na czterech
podktadkach warunkujacych rézna podatno$¢ jabtoni na zaraze ogniowa. Wykorzystano
nastepujace podktadki: M.27 i B.9 (uznawane za podatne na zaraze¢ ogniowa) oraz G.30
i M.111 (uznawane za odporne na zaraz¢ ogniowg). Wierzcholki pedow pobrane zostaty
latem 2011 roku w trzech powtoérzeniach biologicznych dla kazdej podktadki, co dato
dwanascie prob pochodzacych z dwunastu réznych drzew. Material ro§linny o masie okoto
0,5 g zawieral merystem i czubek mlodego pedu do granicy pierwszego w pehi
rozwinietego liScia. Po odcigciu pedy zostal natychmiast zamrozone poprzez zanurzenie

w ciektym azocie i umieszczone w temperaturze —80°C do czasu izolacji RNA.
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4.1.2 Charakterystyka bibliotek matych RNA

Po izolacji RNA przygotowano biblioteki SRNA i zsekwencjonowano. Otrzymane
dane glebokiego sekwencjonowania przeprowadzonego na aparacie SOLID poddano
standardowej obrobce 1 filtrowaniu na podstawie parametrow jakosci odczytow
(patrz ,,Materialy i metody”). W sumie dla 12 bibliotek matych RNA otrzymano
105 646 291 dobrej jako$ci odczytow, w tym 63 365 291 roznych sekwencji. Tabela 8
zawiera podsumowanie liczby odczytow dla poszczegolnych bibliotek na réznych etapach
analizy. Wyniki zostaly umieszczone w bazie danych GEO (ang. Gene Expression
Omnibus), ktora jest miedzynarodowa baza zarzadzang przez NCBI (ang. National Center
for Biotechnology Information) udostepniajagca dane 0 ekspresji pochodzace z analiz

wysokoprzepustowych i sa dostepne poprzez identyfikator GSE59482.

Tabela 8. Liczby odczytow dla dwunastu bibliotek malych RNA

Powtdrzenie . . Unikalnie
Podkladka | biologiczne/ WZZySt,i( e Ogczydty Te' Odczyty zZmapowane GEO ID
biblioteka odczyty redundantne | zmapowane odczyty

G30 1 13 13 508 088 7476 433 3331410 2005324 | GSM1437647
G30 G301 4 7 356 678 4 501 005 2023162 1177462 | GSM1437648
G30 2 16 9 658 863 5297527 2 444 320 1421477 | GSM1437646
M111 1 7 9342 440 6 020 034 2711621 1594 313 | GSM1437650
M111 M111 2 11 6972 702 4 257 823 1982 604 1158505 | GSM1437651
M111 2 5 9911934 5937 475 2792901 1660371 | GSM1437649
M27 1 12 7 454 766 4 565 541 2 160 985 1257201 | GSM1437653
M27 M27 1 8 7717 202 4810180 2614 377 1556879 | GSM1437654
M27 55 9244 238 5695 331 2241778 1319054 | GSM1437652
B9 11 8392676 5064 318 2 281 947 1341864 | GSM1437644
B9 B9 27 7776 382 4 709 566 2194 291 1290793 | GSM1437645
B9 110 8310039 5030 058 2311016 1358699 | GSM1437643

Dhugo$¢ otrzymanych odczytéw wynosita od 17 do 29 nt., jednakze zdecydowana
wiekszo$¢ we wszystkich bibliotekach stanowily odczyty o dtugosci od 21 do 24 nt., przy
czym dominowaty odczyty 0 dlugosci 24 nt. Zaréwno w przypadku odczytow
redundantnych, czyli powtarzajacych si¢ w danej bibliotece, jak i nieredundantnych odczyty
dhugosci 24 nt. stanowily okoto 60% catkowitej liczby (Rysunek 5). Nast¢pne w kolejnosci
pod wzgledem liczby we wszystkich bibliotekach byty sekwencje 0 dtugosci 23 1 21 nt.
Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze najczesciej pierwszym ich nukleotydem (na koncu 5°) byt
nukleotyd adeninowy, co jest czesto obserwowane dla roslinnych endogennych SIRNA
(Rysunek 6; (Axtell, 2013a).
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4.1.3 Ildentyfikacja czasteczek mikroRNA

W celu zidentyfikowania miRNA pochodzacych z 12 bibliotek ze zdrowych pgdow
jabtoni opracowano schemat analityczny (Rysunek 7). Na poczatku przefiltrowane wcze$niej
odczyty zostaty ze 100-procentowg zgodnoscig sekwencji zmapowane do genomu jabloni
pobranego ze strony: http://rosaceae.org/species/malus/malus_x_domestica/genome_v1.0.
Nastepnie w oparciu 0 koordynaty zmapowanych odczytdow z genomu wycicte zostaty
sekwencje odczytow wraz z flankujgcymi sekwencjami o dtugosci 250 nt. powyzej oraz
ponizej miejsca zmapowania. Odczyty te, stanowigce potencjalne czasteczki dojrzatlych
miRNA, musiatly mie¢ liczebno$¢ powyzej 2 RPM (z ang. reads per million) w danej
bibliotece oraz dlugos¢ w zakresie 19-22 nt., co pozwolito ograniczy¢ liczbe wynikow
falszywie dodatnich, tym bardziej ze roslinne miRNA najczesciej sg krotsze niz 23 nt.
(Bartel, 2004). Otrzymane sekwencje genomowe stanowigce potencjalne sekwencje
prekursorow miRNA, zwinigto w struktury drugorzgdowe przy uzyciu narzedzia
hybrid-ss-min z pakietu UNAFold (Markham i Zuker, 2008) z domys$lnymi ustawieniami.
Na podstawie kryteriow identyfikacji miRNA u roslin (Meyers i in., 2008) do dalszych
analiz zachowane zostaty tylko te sekwencje, ktorych struktury drugorzedowe: 1) miaty nie
wigcej niz pie¢ niesparowan i dwa wybrzuszenia pomigdzy sekwencjg dojrzatego miRNA
i przeciwleglym ramieniem spinki i 2) ktorych dojrzale miRNA byly zlokalizowane
w catos$ci w jednym ramieniu spinki. Jezeli otrzymana struktura drugorzedowa miata dtugie
niesparowane konce, byly one odcinane tak, aby ograniczy¢ si¢ tylko do rejonu
dwuniciowego, a dodatkowo dlugo§¢ ramienia spinki nie mogla by¢ mniejsza niz 40 nt.
Nastepnie sprawdzono, czy profil zmapowan odczytéw do sekwencji genomowej jest
zgodny z profilem charakterystycznym dla miRNA. Oznacza to, ze do dalszych analiz
zachowane zostaty tylko te loci tworzace spinki, ktorych: a) sekwencja uznana za dojrzate
mIRNA stanowita najliczniejszy zmapowany do spinki odczyt w co najmniej jednej
bibliotece, b) liczebno$¢ kazdego dojrzalego miRNA wynosita przynajmniej 20%
wszystkich odczytow zmapowanych do spinki w co najmniej jednej bibliotece, ¢) suma
liczebnosci wszystkich sekwencji majacych koniec 5’ wspolny z sekwencja uznang za
dojrzate miRNA byta wigksza niz suma ekspresji odczytow zmapowanych w dowolnej innej
pozycji (tzn. innym okre$lonym koncu 5°) spinki w co najmniej jednej bibliotece. Sekwencje
Majace wiecej niz 60% rejondw o niskim poziomie ztozonosci (ang. low complexity regions)
zostaly zidentyfikowane przy wuzyciu programu Dustmasker z pakietu BLAST

(Camacho i in., 2009), a nastepnie usunigte. Uzyto ustawien domys$lnych, za wyjatkiem
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parametru level ustawionego na 15, zamiast sugerowanego 20, w celu zwigkszenia czutosci
narzedzia. Na koniec za pomoca narzgdzia BLAST wyszukano i usunig¢to sekwencje
podobne do znanych biatek (pobranych z bazy UniProtKB/Swiss-Prot) i innych niz miRNA
niekodujagcych RNA (pobranych z bazy RFAM). Usunigte zostaly sekwencje, ktorych
przyréwnanie uzyskato warto$¢ parametru E-value mniejsza niz 1e-20 dla biatek i 1e-10 dla
RNA.

Dane NGS

Konwersja formatu Przycinanie Flltrg;vagéigaczzizgtow
+ GENOM csfasta do fastq sekwencji adapteréow pocstawle
dtugosci i jakosci

&

Filtrowanie na Zwijanie Ekstrakcja sekwencji .
podstawie prekursoréw prekursoréw Mapowqme dO.
genomu jabtoni

parametréw spinek w spinki z genomu

&

Sprawdzanie Filtrowanie na 252 prekursor
podobienstwa do podstawie profilu < Prex y
o . miRNA jabtoni

ncRNA i biatek Zmapowan

&

Rysunek 7. Schemat analityczny zastosowany w celu identyfikacji prekursoréw czasteczek mikroRNA
u jabloni

W rezultacie opisanej powyzej analizy otrzymano 252 miRNA, z czego 114 uznano
za zakonserwowane wérdd gatunkoéw roslinnych, a pozostate 138 za czasteczki specyficzne
dla jabtoni. Na podstawie podobienstwa do znanych miRNA jabtoni i innych gatunkow
podzielono miRNA na 4 grupy: 1) zakonserwowane i nowe (wykazujace podobienstwo do
miRNA z innych gatunkow, ale nieznane wcze$niej U jabtoni), 2) zakonserwowane i znane
(wykazujace podobienstwo do miRNA z innych gatunkow i znane juz wczesniej U jabtoni),
3) nowe i specyficzne dla jabtoni MiIRNA (niewykazujace podobienstwa do miRNA
z innych gatunkéw ani do zadnych znanych miRNA jabtoni) oraz 4) znane i specyficzne dla
jabtoni (niewykazujace podobienstwa do miRNA u innych gatunkow, ale zidentyfikowane
wczesniej dla jabtoni; Tabela 9). Za podobne uznano czasteczki, ktorych przyréwnanie

programem BLAST do innych miRNA uzyskalo warto§¢ parametru E-value mniejsza niz
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10719, Wszystkim nowym czasteczkom nadano nazwy, ktore oprocz liczby porzadkowej
zawierajg litere¢ ,,N” od ,,nowe”. Wszystkie przewidziane miRNA wraz ze szczegdélowymi
informacjami na ich temat zostaly umieszczone w stworzonej przez zespdt Zaktadu
Bioinformatyki bazie danych (patrz rozdziat 4.1.8; Rysunek 12) oraz wystane do bazy
miRBase, gdzie nie zostaly jeszcze upublicznione. Przyktadowe struktury prekursoréw

przewidziane dla nowych miRNA zostaty przedstawione na rysunku 8.

Tabela 9. Liczba zidentyfikowanych czasteczek mikroRNA dla jabloni

Liczba
zidentyfikowanych
miRNA
nowe 38
Zakonserwowane
Zhane 76
nowe 78
Specyficzne dla jabloni
Zhane 60
suma 252
mdm-miR132N
F”_“ e E o e BB - .'F/ V\':'-.;
O +_i’ _________________ ll_Ll I’ +11u 384 11+ Ruitgaten

mdm-miR285N

mdm-miR260N
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Rysunek 8. Struktury przewidziane dla prekursoréow wybranych czasteczek mikroRNA. Kolorem
czerwonym zaznaczono sekwencje dojrzalej czasteczki miRNA
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4.1.4 Eksperymentalne potwierdzenie zidentyfikowanych czasteczek mikroRNA

Jak wynika z tabeli 9, niemal polowe¢ zidentyfikowanych w tej czgéci pracy
prekursoréw MiRNA stanowig nowe, nieznane dotad dla jabtoni czgsteczki, ktorych jest az
116. Niektore z tych prekursoroOw generujg te same dojrzale miRNA, dlatego dajg poczatek
tylko 75 unikalnym dojrzatym miRNA. W celu dodatkowego potwierdzenia ich obecnosci
w transkryptomie analizowanych pedow jabloni wykonano analiz¢ RT-PCR, projektujac
startery na konce przewidzianej sekwencji prekursora. Wybrano w tym celu trzynascie
nowych miRNA wykazujacych najwyzsza ekspresje wyrazong liczbg zsekwencjonowanych
odczytow. Nalezy nadmieni¢, ze ekspresja byla relatywnie niska w porownaniu
z zakonserwowanymi ewolucyjnie miRNA. Jest to zgodne z wczesniejszymi obserwacjami,
ze specyficzne dla danego gatunku miRNA na og6t charakteryzuja si¢ ekspresja duzo nizsza
niz zakonserwowane czasteczki (Fahlgren i in., 2010; Axtell, 2013a). Najprawdopodobnigj
z tego powodu udato si¢ potwierdzi¢ ekspresj¢ jedynie pigciu kandydatow: mdm-miR227N,
mdm-miR260N, mdm-miR285N, mdm-miR200N i mdm-miR132N. Otrzymane w PCR
produkty widoczne na zelu agarozowym przedstawionym na rysunku 9 zostaly wycigte

i zsekwencjonowane. Sekwencje wszystkich pigciu prekursoré6w okazaly si¢ zgodne

z przewidywanymi.
mdm- mdm- mdm- mdm-
7 MIR227N mdm- MIR285N MIR200N MIR132N
— MIR260N
Rt 2 .
-  c—
00D 300pz
) - -
| —
100pz z - - 100pz

Rysunek 9. Zel agarozowy przedstawiajacy rozdzial elektroforetyczny cDNA prekursoréw pieciu
nowych czasteczek mikroRNA: mdm-miR227N, mdm-miR260N, mdm-miR285N, mdm-miR200N i
mdm-miR132N. Produkty otrzymano technika RT-PCR
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Dodatkowym potwierdzeniem dla przewidzianych prekursorow miRNA moga by¢
sekwencje EST jabtoni dostgpne w bazie NCBI. Sposrod przewidzianych 116 nowych

sekwencji ~ prekursoréw ~ miRNA,  dziewie¢  znalaztlo  takie  potwierdzenie

(Tabela 10).

Tabela 10. Prekursory czgsteczek mikroRNA jabloni, ktére potwierdzono technikg RT-PCR i/lub
obecnoscig EST w bazie NCBI

miRNA Sekwencja dojrzalego miRNA PCR | Numer identyfikacyjny EST

mdm-miR132N | ACACCATCGCATCTCATGTTCC +
mdm-miR200N GTATTCTTTCATCTTCTACTA +
mdm-miR227N | AAGTTCATTCAAACACCATGT + CN488406
mdm-miR260N | TCACCATTGCATCTCATGTTCC +
mdm-miR285N | TAAGTTCATCCAAACACCATA +

. TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA EG999275,EG999267,EB132721,
mdm-miR36N EB132717.CO755162
mdm-miR85N TGGCACCAAAGTCACCACCCG G0549341,G0533700,G0532749
mdm-miR134N | TAACCTTATTTGATTTCACGA CN494284
mdm-miR138N ATCATGCTATCCCTTTGGATT EG999273,EG999270,CN904957,

CN904799

mdm-miR207N | TTGCGTTCCACTGATTCTTTCG C0866843
mdm-miR212N | CATGCCTAATTCAAAAGCCCT CV628345,C0416991,C0414958
mdm-miR223N AGTAACTATAGCTGTTTTCTA CX024237
mdm-miR252N | AGAATCTTGATGATGCTGCAT EG999280,EB120655

4.1.5 Analiza ekspresji czgsteczek mikroRNA w zrazach jabloni rosngcych na

réoznych podkladkach

Uzyskane technika glebokiego sekwencjonowania odczyty postuzyly réwniez do
okreslenia poziomow ekspresji dojrzatych miRNA w poszczegdlnych powtdrzeniach
biologicznych. Dane zostaly w tym celu znormalizowane poprzez przeliczenie liczby
odczytéw na milion (RPM).

W celu wyznaczenia czasteczek miRNA ulegajacych ekspresji specyficznej dla
rodzaju stosowanej podktadki sprawdzono, czy ktore$ z czasteczek ulegajg ekspresji tylko
w pedach rosngcych na danym typie podkiadki. Nie znaleziono takich czasteczek. Jednakze
zauwazono, ze mdm-miR535Db,c nie ulega ekspres;ji (brak odczytow) w pedach rosngcych na
podktadce G.30, ktora warunkuje wysoka odpornos¢ na zaraze ogniowa. W przypadku
drugiej podktadki o podobnych wtasciwosciach (M.111) w ekspresja byta zerowa w dwoch
z trzech powtorzen biologicznych. Moze to $§wiadczy¢ o zwigzku braku ekspresji mdm-

miR535b,c z odpornoscig na zaraze ogniowa.

47



Srednie poziomy ekspresji we wszystkich analizowanych bibliotekach, wyrazone
w RPM, postuzyty rowniez do znalezienia miRNA najliczniej wystepujacych we wszystkich
typach analizowanych drzew. Zaobserwowano, ze zestaw dziesigciu miRNA o najwyzszej
ekspresji jest podobny w jabtoniach rosngcych na wszystkich czterech analizowanych
podktadkach i prawie wszystkie te miRNA sg zakonserwowane ewolucyjnie. Jest to zgodne
Z doniesieniami, iz zakonserwowane miRNA u roslin wykazuja si¢ najczescie] wyzsza
ekspresjg niz te gatunkowo specyficzne (Fahlgren i in., 2010; Axtell, 2013a; Chavez Montes
i in.,, 2014). Jedynym niezakonserwowanym ewolucyjnic miRNA znajdujgcym si¢
W pierwszej dziesigtce miRNA o najwyzszej ekspresji jest nowa dla jabloni czgsteczka
mdm-miR227N. Na podstawie S$rednich poziomow ekspresji dla wszystkich dwunastu
bibliotek dziesig¢ miRNA o najwyzszej ekspresji w pedach jabtoni to: mdm-miR482a,
mdm-miR399a,b,c, mdm-miR172e,h, mdm-miR252N, mdm-miR1511, mdm-miR167b-h,
mdm-miR482c, trzy miRNA nalezace do rodziny miR159 (mdm-miR34N, mdm-miR35N,
mdm-miR36N), mdm-miR24N i mdm-miR395a-d, g-i (Tabela 11).
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Tabela 11. Czasteczki mikroRNA jabloni charakteryzujace si¢ najwyzszym poziomem eKkspresji
wyrazonym w RPM w pedach rosnacych na poszczegélnych podkladkach

G.30 M.111 M.27 B.9
MIRNA RPM | miRNA RPM | miRNA RPM | miRNA RPM
miR399%a-c 3809 miR482a 2340 miR252N 2546 miR482a 2764
miR1511 2741 | miR1511 1812 | miR482a 2543 | miR39%ac 2593
miR252N 2185 | miR482c 1261 | miR167b,d-g 2216 | miR252N 2310
miR482a 2091 | miR252N 1355 | miR482c 1557 | miR167b,d-g 1966
MiR167b,d—g 1528 m:gggm,mlRSSN, 1200 | miR399ac 1412 | miR1511 1882
miR482¢ 1214 | miR167b,d-g 1020 | MRSANMIRISN, | 4909 | miRas2c 1261
mMiR36N
. . . mMiR34N,

miR24N 1203 | miR399a c 952 | miR1511 1234 | RSN miraen | 1238
miR227N 820 | miR3%acgi | 947 | miR3%Bacgi | 943 | miR24N 1104
miR396¢c—¢ 733 miR2118a-c 870 miR24N 881 miR396¢c—¢ 896
mMiR34N, . . . .

miR35N. miR36N 697 miR24N 707 miR396¢-e 754 miR395a-c,g-i 791

W kolejnym etapie przeanalizowano zréznicowanie ekspresji dojrzatych miRNA pomiedzy
drzewami rosngcymi na czterech badanych podktadkach. W tym celu wykorzystano
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA), ktora pozwolita okresli¢ istotne statystycznie
réznice pomigdzy drzewami szczepionymi na czterech poréwnywanych podktadkach oraz
zmienno$¢ pomigdzy powtdrzeniami biologicznymi. Istotne statystycznie roznice w
ekspresji zauwazono dla 14 dojrzatych miRNA wykazujacych poziom ekspresji powyzej 6
RPM, w tym szeSciu nowych i osmiu znanych (Rysunek 10). Warto zauwazyc,
ze poziom ekspresji nowych czasteczek miRNA byt stosunkowo niski (ponizej 30 RPM),
dlatego zaobserwowane istotne statystycznie rdéznice mogg nie mie¢ znaczenia
biologicznego. Na rysunku 10 zaprezentowano $rednie poziomy ekspresji 14 miRNA
wykazujacych istotne Wraz z wartosciami wspotczynnika p w tescie ANOVA dla jabtoni

rosnacych na czterech analizowanych podktadkach.
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Rysunek 10. Srednie poziomy ekspresji w zaleznosci od podkladki dla czternastu czasteczek mikroRNA wykazujacych zréznicowana ekspresje wedlug testu ANOVA
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Powyzsze wyniki wskazuja, ze stosunkowo niewiele miRNA wykazato
zrdznicowang ekspresj¢ pomiedzy podkladkami. Moze to wynikaé z zaobserwowanej duzej
zmienno$ci W obrebie grup biologicznych, gdyz wspotczynnik zmiennosci dla wigkszosci
z nich wynosit powyzej 35%. Dla czternastu miRNA 0 zréznicowanej ekspresji wykonano
test Tukeya w celu doktadniejszego wyodrgbnienia par podktadek, ktore wptynely na
zrdznicowang ekspresje zaobserwowang dla czterech podktadek. Test wykazal, ze dla
dziewieciu sposrdéd czternastu miRNA skorygowana wartos¢ p jest nizsza niz 0,05
przynajmniej dla jednej pary podktadek. Pary roznigce si¢ istotnie to: M.27 vs G.30, M.111
vs G.30, M.27 vs B.9, G.30 vs B.9 i M.111 vs B.9. Sposrod nich tylko pary M.111 vs G.30
I M.27 vs B.9 to podktadki o podobnych wtasciwosciach odpornosci na zaraz¢ ogniowa,
przy czym dla tej ostatniej pary istotne statystycznie rdznice zaobserwowano tylko
w przypadku mdm-miR212N. Pozostate pary to pary odpornych i podatnych podktadek, co
wskazywa¢ moze na udziat tych miRNA w ksztattowaniu odpornos$ci jabtoni na zaraze
ogniowg (Tabela 12).

Tabela 12. Wyniki testu Tukeya dla czternastu czasteczek miRNA wykazujacych statystycznie istotng
roznice ekspresji miedzy parami podkladek; wytluszczono pary podkladek rézniace si¢ istotnie

. . Skorygowana warto$¢
miRNA Sekwencja Pary podkladek 0 w tescie Tukeya
G30-B9 0,039
M111 - B9 0,999
mdm- CAGAGCAAAACAGTCGTGGAA M27 - B9 0,980
miR56N M111 - G30 0,039
M27 - G30 0,025
M27 - M111 0,977
G30-B9 0,155
M111 - B9 0,084
mdm- M27 - B9 0,092
MiR152,153N GGGCGTGATATTCACACACCT M111 — G30 0,006
M27 — G30 0,006
M27 - M111 0,999
G30-B9 0,008
M111 - B9 0,004
mdm- M27 - B9 0,024
mMiR212N CATGCCTAATTCAAAAGCCCT M111 — G30 0.917
M27 - G30 0,675
M27 - M111 0,363
G30-B9 0,310
M111 - B9 0,022
mdm- M27 - B9 0,940
MiR253N CATGGGAATTTTAAAGTCACCT M111 — G30 0.003
M27 - G30 0,560
M27 - M111 0,012
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G30-B9 0,868
M111 - B9 0,061
mdm- M27 - B9 0,999
MiR96-100N CAAAGCTTTTAATATCAGTCGA M111 — G30 0.151
M27 - G30 0,882
M27 — M111 0,063
G30-B9 0,952
M111-B9 0,140
mdm- M27 - B9 0,055
miR398¢ GGAGTGACCTGAGATCACATA M111 - G30 0,260
M27 - G30 0,101
M27 - M111 0,858
G30-B9 0,501
M111-B9 0,108
mdm- M27 - B9 0,997
miR7121f-h TCCTCTTGGTGATCGCCCTGC M111 — G30 0,020
M27 — G30 0,407
M27 - M111 0,138
G30-B9 0,966
M111-B9 0,038
mdm- M27 - B9 0,238
miR7121a-c TCCTCTTGGTGATCGCCCTGT M111 — G30 0,023
M27 — G30 0,138
M27 - M111 0,464
G30-B9 0,037
M111-B9 0,801
mdm- M27 - B9 0,728
miR160d GCGTATGAGGAGTCAAGCATA M111 - G30 0,108
M27 — G30 0,012
M27 - M111 0,298
G30-B9 0,920
M111 - B9 0,108
mdm-miR37- M27 - B9 0,112
39N TGCATTTGCACCTGCACTTGT M111 - G30 0.229
M27 — G30 0,237
M27 - M111 1,000
G30-B9 0,162
M111 - B9 0,256
mdm- M27 - B9 0,993
miR403a,b TTAGATTCACGCACAAACTCG M111 - G30 0.979
M27 — G30 0,119
M27 - M111 0,188
G30-B9 0,125
M111-B9 0,993
mdm- M27 - B9 0,884
miR160e GCGTATGAGGAGCCATGCATA M111 - G30 0.091
M27 — G30 0,053
M27 - M111 0,965
G30-B9 0,042
mdm- M111 - B9 0,891
miR169a, M27 - B9 0,935
MIR125- CAGCCAAGGATGACTTGCCGG M111 — G30 0,020
129N M27 — G30 0,022
M27 - M111 1,000
G30-B9 0,313
M111 - B9 0,998
mdm- M27 - B9 0,517
miR1511 ACCTAGCTCTGATACCATGAA M111 - G30 0,260
M27 — G30 0,056
M27 - M111 0,599
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Analiza poziomow ekspresji miRNA pokazata rowniez, ze sze$¢ z nich wykazywata istotnie
zwigkszony poziom ekspresji w drzewach rosnacych na podktadce G.30. Byty to: mdm-
miR56N, mdm-miR152,153N, mdm-miR169a (wraz z mdm-miR125N-129N), mdm-
miR160d, mdm-miR160e i mdm-miR1511; mdm-miR403a,b ulegal najwyzszej ekspresji na
podktadkach M.27 i B.9 — obu podatnych na zaraz¢ ogniowa; mdm-miR7121a—c wykazywat
zwigkszong ekspresje na podkladkach G.30 i B.9, natomiast mdm-miR7121f-h miat
znacznie obnizong ekspresje na podktadkach M.111 (Rysunek 10).

4.1.5.1 Potwierdzanie poziomow ekspresji za pomocg stem-loop RT-PCR

Stem-loop RT-PCR to technika pozwalajagca w specyficzny sposob amplifikowac
czasteczke wybranego miRNA oraz okresla¢ poziom jego ekspresji. Czgsto wykorzystywana
jest jako potwierdzenie wynikéw ekspresji roéznicowej miRNA opartej na metodach
glebokiego sekwencjonowania (Chen i in., 2005). W pierwszy etapie niniejszej pracy
podjeto probe przeprowadzenia tej reakcji dla kilku miRNA charakteryzujacych si¢ wysoka
i/lub zr6znicowang ekspresja we wszystkich probach. Udato si¢ uzyska¢ wyniki dla czterech
miRNA: mdm-miR167b—g, mdm-miR399a-c, mdm-miR169a oraz mdm-miR227N.
Istotno$¢ statystyczng roéznic w ekspresji miRNA obliczono testem ANOVA, podobnie jak
dla wartosci RPM z glebokiego sekwencjonowania. Na rysunku 11 przedstawiono $rednie
poziomy ekspresji dla ww. miRNA na podstawie wynikow z reakcji stem-loop PCR
(na rysunku oznaczonych jako ,,gPCR”™) oraz na podstawie liczby odczytow glebokiego
sekwencjonowania (na rysunku oznaczonych jako ,,.Deep seq”.) w celu zestawienia wynikow
obu metod.

Dla mdm-miR167b—g wyniki otrzymane metoda gPCR potwierdzaja wyzszy
poziom ekspresji tej czasteczki w podktadkach podatnych na zaraze ogniowa (M.27 i B.9).
W przypadku mdm-miR399a—c roéwniez mozna zaobserwowaé podobny wzor ekspresji
mierzony dwiema metodami, cho¢ nie zauwazono roznic istotnych statystycznie. W tym
przypadku najwyzsza ekspresje zmierzono dla drzew B.9 i G.30, co sugeruje, ze ta
czasteczka MIRNA najprawdopodobniej nie jest zwigzana z odporno$cig jabloni na zaraze
ogniowa. Jesli chodzi o mdm-miR169a, to zrdéZznicowanie istotne statystycznie pomiedzy
grupami zaobserwowano zaréwno w metodzie glebokiego sekwencjonowanie, jak i qPCR.
Niemniej jednak wynik qPCR dla jednej z podkladek (M111) nie potwierdza wzoru
ekspresji okreslonego metoda glgbokiego sekwencjonowania. Podobnie dla nowej czasteczki

mMIiRNA 0 nazwie mdm-miR227N wyniki obu metod nie sg ze sobg spojne.
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I]RP'V'I mdm-miR399a-c [2/(-ACt)*1016]
000 mDeep seq.[RPM] = qPCR[[27(-ACt)*1076] r 700
6000 - - 600
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- 120
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- 40
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0 0
M.111 G.30

Rysunek 11. Srednie poziomy ekspresji dla mdm-miR167b-g, mdm-miR399a—c, mdm-miR169a oraz
mdm-miR227N okreslone za pomoca liczby odczytow glebokiego sekwencjonowania (Deep seq.) oraz
stem-loop RT-PCR (gqPCR). Symbol * przy legendzie wykresu — wystepowanie réznic istotnych
statystycznie dla danej metody wedlug testu ANOVA
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4.1.6 Transkrypty docelowe czasteczek mikroRNA u jabloni i ich funkcja

Czasteczki docelowe (ang. targets) dla miRNA to transkrypty, ktérych ilo$¢
w komorce jest regulowana za pomocg MIRNA poprzez ich degradacj¢ lub inhibicje
translacji (patrz ,,Wstep”). Dzigki ich zidentyfikowaniu mozliwe jest poznanie potencjalnych
funkcji konkretnych miRNA. W niniejszej pracy sekwencje docelowe zostaly przewidziane
za pomoca programu psRNATarget (Dai i Zhao, 2011) na zbiorze sekwencji kodujacych
jabtoni pobranych z bazy danych GDR oraz UniGene. W zwigzku z faktem, ze przewidziane
w analizach 252 prekursory miRNA s3 reprezentowane przez 143 rézne dojrzale miRNA,
transkrypty docelowe byly przewidywane dla tych 143 dojrzalych czasteczek. Dla 120 z nich
znaleziono w sumie 934 unikalnych sekwencji docelowych, w tym ponad 200 dla nowych
miRNA jabtoni. Potwierdzeniem dla przewidzianych asocjacji miRNA-transkrypt byta
analiza degradomu jabtoni (Xia i in., 2012) wykonana przy uzyciu programu PARESsnip
(Folkes i in., 2012), ktéra pozwolita znalez¢ 76 sekwencji docelowych dla 29 miRNA.
Trzydziesci jeden z nich znajdowato si¢ w zbiorze 934 transkryptow docelowych
przewidzianych programem psRNATarget, czyli potwierdzato ich regulacje przez czasteczki
MiRNA. Szczegétowe informacje na temat wszystkich przewidzianych sekwencji
docelowych sg dostepne W stworzonej w ramach
niniejszej pracy bazie danych miRNA jabtoni (http://lemur.amu.edu.pl/share/apple_miRNAs
/index.html).

4.1.7 Przyporzadkowanie terminow GO transkryptom docelowym i analiza ich

nadreprezentacji

W kolejnym etapie analizy prawdopodobne transkrypty docelowe dla
zidentyfikowanych miRNA jabtoni zostaly poddane globalnej analizie nadreprezentacji
przypisanych im terminéw GO (ang. gene ontology). W tym celu najpierw zidentyfikowano
wsrod genow rzodkiewnika homologi genow jabtoni, ktorych transkrypty sa transkryptami
docelowymi dla czgsteczek miRNA. Na podstawie przeprowadzonej analizy terminy GO
genow rzodkiewnika przypisane zostaty homologicznym genom jabtoni. Pozwolito to na
okreslenie przypuszczalnych funkcji kodowanych przez te geny biatek. Nastgpnie za pomoca
narzgdzia GOrilla zidentyfikowane zostaly nadreprezentowane w badanej puli genow

terminy GO. Warto przypomnieé, ze ontologia gendéw shuzy ich doktadnemu opisowi
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i sktada si¢ ztrzech domen: procesu biologicznego, funkcji molekularnej i elementu
komorkowego. Wsrod zidentyfikowanych w niniejszej pracy transkryptow docelowych
miRNA w procesie biologicznym nadreprezentowane byly nastepujace terminy: odpowiedz
obronna (ang. defense response), odpowiedZ na stres (ang. stress response) i podstawowy
proces biologiczny (ang. primary metabolic process). Wszystkie miaty spodziewany odsetek
wynikow fatszywie dodatnich (ang. false discovery rate — FDR) ponizej 0,05. Dominujaca
grupg gendw w tej kategorii byly natomiast geny bialek odpornosci na choroby
(tzw. geny R) z klasy NBS-LRR (ang. nucleotide-binding site leucine-rich repeat).

W funkcji molekularnej znalazto si¢ sze$¢ nadreprezentowanych terminéw, wsrod
ktorych dominuje termin ,transporter ABC”. Transportery ABC dziatajg przy udziale ATP
jako eksportery lub importery metaboliczne. Odgrywaja role¢ w procesach odpowiedzi na
stres abiotyczny, odpornosci na patogeny, detoksyfikacji komorek, jak rowniez w procesach
rozwojowych roslin i wzroscie ich organow. Co wigcej, zaobserwowano wczesniej, ze ponad
potowa transporteréw ABC zwigksza swoja ekspresje podczas kontaktu ro$liny
z mikroorganizmami (Kang i in., 2011).

W elemencie koméorkowym natomiast pojawity si¢ dla transkryptow docelowych
dwa terminy: ,,kompleks proteasomu” oraz ,,czasteczka regulatorowa proteasomu”. Udziat
proteasomu w regulacji ekspresji przez miRNA jest zrozumialy, poniewaz degradacja biatek
zalezna od proteasomu zachodzi nieustannie podczas procesoOw wzrostu rosliny oraz jej

odpowiedzi na stres.

4.1.8 Baza danych czasteczek mikroRNA jabloni

Wszystkie wyniki dotyczace pierwszej czgéci pracy doktorskiej zostaly zebrane
w ogolnodostepnej i opublikowanej (Kaja i in., 2015) bazie danych dostepnej pod adresem
http://lemur.amu.edu.pl/share/apple_miRNAs. Na jej stronie glowne] znajdujg si¢
nastepujace zaktadki: miRNA table, miRNA deep seq, In silico targets, Degradome targets,
GOirilla, Introns, Download i Contact. Zakltadka miRNA table umozliwia dostep do
wszystkich zidentyfikowanych w tej czesci pracy czasteczek miRNA jabtoni wraz z ich
adnotacjami i poziomami ekspresji w 12 bibliotekach matych RNA. W zakladce miRNA
deep seq znajdujg si¢ wyniki glebokiego sekwencjonowania w postaci przyrOwnania
krétkich odezytow do fragmentu genomu odpowiadajagcemu sekwencji prekursora miRNA.
Zaktadki In silico targets i Degradome targets zawieraja tabele z transkryptami docelowymi

zidentyfikowanymi dla miRNA jabtoni wraz ze szczegétowymi informacjami, dotyczacymi
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np. mechanizmu inhibicji czy miejsca oddziatywania miRNA z sekwencja docelowa. Oprocz
wynikéw analiz przeprowadzonych w ramach realizacji niniejszej pracy w bazie danych
znajdujg si¢ takze informacje dotyczace struktury genéw MIR. Dlatego zaktadka Introns
miesci informacje na temat miejsc splicingowych w prekursorach miRNA, jezeli takowe
wystepuja i mozliwe bylo ich potwierdzenie danymi EST. Zakladka GOrilla gromadzi
wyniki analizy nadreprezentacji terminow GO przypisanych do transkryptow docelowych,

a Downloads daje mozliwos$¢ pobrania dostgpnych danych (Rysunek 12).

- miRNA TABLE miRNA DEEP-SEQ IN SILICO TARGETS DEGRADOME TARGETS GOrilla INTRONS DOWNLOADS CONTACT

APPLE miRNA DATABASE

Supplementary data for Identification of apple miRNAs and their role in Fire Blight resistance by E. Kaja er al., 2014

miRNA: mdm-MIR390d

Database statistics:

+ 253 miRNAs records
» 137 distinct mature miRNAs
= Expression data from twelve deep-sequencing libraries
» 1125 in silico targets for 124 mature miRNAs
= 76 miRNA targets for 29 mature miRNAs
from Degradome-Seq data
= 10 introns in 4 miRNA genes

Rysunek 12. Strona glowna bazy danych czgsteczek mikroRNA jabloni
(http:/llemur.amu.edu.pl/share/apple_ miRNAS)
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4.2  ldentyfikacja i analiza ekspresji czasteczek mikroRNA w odpowiedzi na

inokulacje lisci jabloni ,,Gala”

W pierwszej czesci projektu doktorskiego zidentyfikowane zostaty miRNA, ktore
moga przyczynia¢ si¢ do obserwowanego zréznicowania odpornosci na zarazg ogniowa
jabloni odmiany ,,Gala” szczepionych na réznych podktadkach. Celem kolejnego etapu
badan bylo poznanie bezposredniego wptywu infekcji bakteriami E. amylovora na profil
ekspresji miRNA. Z tego powodu tej czesci projektu wykorzystano inokulowany bakteriami

material ro§linny.

4.2.1 Material roslinny

Materiat badawczy pobrany w maju 2012 roku pochodzit z jabtoni odmiany ,,Gala”
szczepionych na podktadki podatne (M.27) i odporne (G.30) na zarazg ogniowag. W tej
czesci pracy ograniczono si¢ do tych dwoch podktadek, aby zawezi¢ liczbe badanych prob,
przy czym wybrano te, poniewaz wykazuja najbardziej skrajne cechy podatnosci (M.27)
i odpornosci (G.30) na zaraze ogniowa (Jensen i in., 2012). Pedy zostaty odciete, wtozone do
naczynia z wodg i przetransportowane do laboratorium w celu przeprowadzenia inokulacji
lisci (opisanej w rozdziale 3.2). Calkowity RNA wyizolowany zostat z lisci inokulowanych
i kontrolnych w trzech powtorzeniach biologicznych dla kazdej podktadki, czyli z szesciu
drzew. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze procedura inokulacji wymagata jednoczesnego
nacigcia lisci, dlatego proby lisci roslin kontrolnych byty rowniez nacinane, aby dalsze
poréwnania dotyczyly wptywu tylko jednego czynnika stresowego. RNA do utworzenia
bibliotek zostat wyizolowany w trzech powtdrzeniach biologicznych 72 godziny po
inokulacji — zarowno z drzew szczepionych na podktadkach G.30, jak i M.27. Dodatkowo
materiat RNA zostat wyizolowany 2 godziny po inokulacji z drzew rosngcych na
podktadkach G.30 oraz z roslin kontrolnych w celu przesledzenia odpowiedzi czasteczek
mMIiRNA na stres bakteryjny w czasie. W sumie przygotowanych i zsekwencjonowanych
zostalo zatem18 bibliotek matych RNA (Tabela 13).
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Tabela 13. Zestawienie prob uzytych do przygotowania bibliotek malych RNA. hpi — liczba godzin po
inokulacji (ang. hours post inoculation)

Powt. 1 | Powt. 2 | Powt.3 | Powt.1 | Powt. 2 | Powt. 3

Inokulowane | 72hpi | 72hpi | 72hpi | 2 hpi 2 hpi 2 hpi

G.30
Kontrole 72 hpi 72 hpi 72 hpi 2 hpi 2 hpi 2 hpi

Inokulowane | 72hpi | 72 hpi | 72 hpi
M.27

Kontrole | 72hpi |72hpi | 72hpi

4.2.2 Charakterystyka bibliotek malych RNA

Wstepna  obrobka  bioinformatyczna  otrzymanych  poprzez  glebokie
sekwencjonowanie odczytow wykonana zostala przy uzyciu programu ShortStack w wersji
1.2.4, shuzacego do identyfikacji loci genomowych matych niekodujacych RNA (sRNA)
u roslin 1 zwierzat (Axtell, 2013b). Dane wejSciowe stanowity surowe odczyty pochodzace
ze wszystkich osiemnastu bibliotek w formacie FASTQ. Po odcieciu od nich adaptorow
uzyskano w sumie we wszystkich Dbibliotekach 23351150 odczyty. Odczytow
nieredundantnych otrzymano 65 957 123, z czego 20 534 292 unikalnie zmapowato si¢ do
genomu jabtoni. Wykorzystana zostala ta sama wersja genomu jabtoni co w analizach
wczesniejszych. Szczegdlowe dane dotyczace liczby odczytow w  poszczegdlnych

bibliotekach podane zostaty w tabeli 14.
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Tabela 14. Statystyki dla wynikéw sekwencjonowania osiemnastu bibliotek czasteczek mikroRNA
jabloni

Podkladka Odczyty _ Odczyty Odczyty Nr GEO
redundantne nieredundantne Zmapowane

G.30/kontrola 12 331 693 4 153 251 1358 216 GSM1860681

14 421 810 4 286 109 1385001 GSM1860682

12 563 981 4301724 1407 992 GSM1860683

M.27/kontrola 13 406 105 4182 359 1 354 307 GSM1860684

_ 14 486 030 4 678 683 1519 037 GSM1860685
% 10 833 843 3339569 1069 796 GSM1860686
N G.30/inokulowane 16 188 324 4 679 690 1508 316 GSM1860687
12 760 732 3949 842 1287901 GSM1860688

11 854 281 3126121 984 392 GSM1860689

M.27/inokulowane 10 840 483 3699 825 1223233 GSM1860690

11 582 762 3640 166 1173818 GSM1860691

9133191 3081 890 991 954 GSM1860692

G.30/kontrola 14 129 684 3742972 1217 144 GSM1860693

15 525 943 3103 966 992 986 GSM1860694

o 13 407 504 2 848 323 910 947 GSM1860695
(3\:1 G.30/inokulowane 14 972 069 3962513 1302 980 GSM1860696
13 737 949 2 696 150 846 272 GSM1860697

11 335120 2 483 970 770 894 GSM1860698

Podobnie jak w pierwszej czeSci niniejszej pracy oraz zgodnie z danymi
literaturowymi (Xia i in., 2012; Visser i in., 2014), odczyty o dtugosci 21-24 nt. stanowity
wickszos¢ w kazdej z bibliotek. 24-nukleotydowe sekwencje dominowaty, stanowiagc ok.
40% odczytow w kazdej bibliotece, nastepne w kolejnosci byty 21- nukleotydowe sekwencje
z udziatem ok. 10% i 23- nukleotydowe czasteczki stanowigce ok. 8% (Rysunek 13). Mimo
ze taka dystrybucja dlugosci odczytow jest typowa dla jabtoni (Xia i in., 2012; Visser i in.,
2014), wporéwnaniu z danymi uzyskanymi z koncowek pedow udzial czasteczek

24-nukleotydowych w li§ciach jest mniejszy o ok. 20%.
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Rysunek 13. Rozklad dlugos$ci odczytow malych RNA dla osiemnastu bibliotek SRNA jabloni
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Rysunek 13 cd. Rozklad dlugosci odczytow malych RNA dla osiemnastu bibliotek sSRNA jabloni; 2h —
proéby 2 godziny po inokulacji

4.2.3 ldentyfikacja czasteczek mikroRNA na podstawie danych z osiemnastu
bibliotek jabloni ,,Gala”

Z uwagi na inny niz uprzednio material badawczy ponownie przeprowadzono
identyfikacje miRNA. Tym razem wykorzystano program ShortStack w wersji 1.2.4.
Program zostal uzyty w trybie dla roslin (ang. plant mode) z ustawieniami domyslnymi, za
wyjatkiem parametru mindepth, ktory zwigekszono z 20 do 40 odczytow. Zabieg przystuzyt
si¢ do zwigkszenia liczby zmapowanych do danego locus odczytow wymaganych do uznania
go za zrodto prekursora sRNA. Zaostrzyt wiec nieco kryteria identyfikacji miRNA w celu
ograniczenia liczby wynikéw fatszywie dodatnich. W wyniku analizy danych pochodzacych
z 18 bibliotek SRNA zidentyfikowanych zostato w genomie jabtoni (wersja 1.0 dostepna pod
adresem: https://www.rosaceae.org/) 330 loci miRNA (Suplement do niniejszej pracy).
Odpowiadaja one sekwencjom prekursorow i prawdopodobnie daja poczatek 280 unikalnym
potencjalnym dojrzalym czgsteczkom miRNA. Az 233 z nich nie zostaly wczesniej

zidentyfikowane. Ich nazwy zawieraja numery nadane przez autorke niniejszej pracy oraz
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liter¢ ,,C” na koncu, dla rozrdéznienia ich od nowych czasteczek zidentyfikowanych
w pierwszej czgsci pracy. Rysunek 14 przedstawia diagram Venna dla dojrzatych unikalnych
miRNA pochodzacych z trzech zrodet: baza danych miRBase (wersja 21), miRNA jabtoni
przewidziane na podstawie analizy matych RNA z pedow (Kaja i in., 2015) oraz na
podstawie analizy matych RNA z inokulowanych i nieinokulowanych lisci. Tylko 30
dojrzatych miRNA znajduje si¢ we wszystkich trzech zbiorach, ale — co istotne — analiza
pozwolita na potwierdzenie wynikow uzyskanych w pierwszym etapie badan: 47 ze

116 nowych prekursorow oraz 38 ze 136 wszystkich dojrzatych czasteczek miRNA.

ShortStack:
280 sekwencji

233

8 9
30
82 16 30
Kajaiin. 2015: miRBase wer.21:
136 sekwencji 85 sekwencji

Rysunek 14. Poréwnanie trzech zestawoéw dojrzalych czasteczek mikroRNA jabloni: z bazy miRBase
(wersja 21), z pierwszej (Kaja i in. 2015) i drugiej (ShortStack) czesci niniejszej pracy

Jak wynika z powyzszego rysunku, az 233 sekwencje dojrzalych miRNA
zidentyfikowane przez program ShortStack nie byly wczesniej znane dla jabtoni. Z tego
wzgledu nazwane zostaty nowymi. Zdecydowana wigkszo$¢ z nich (189) stanowi sekwencje
24-nukleotydowe. Sekwencje o diugosci 21 nt. wystepuja w liczbie 23, nastepnie 22-
nukleotydowe w liczbie 5, 20-nukleotydowe w liczbie 4 oraz jedno miRNA dlugosci 23 nt.
Oznacza to, ze wigkszo$¢ nowo zidentyfikowanych sekwencji to tzw. dtugie miRNA, ktore
sa zaangazowane w proces metylacji DNA (Wu i in., 2010), w odroznieniu od
,kanonicznych” miRNA, ktérych funkcja polega na cigciu transkryptow docelowych lub
hamowaniu ich translacji (Bartel, 2004; Wahid i in., 2010).
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Zidentyfikowane 233 nowe dojrzate czasteczki miRNA sa kodowane przez 246 loci
na genomie jabtoni, z ktoérych moze powsta¢ 245 réznych prekursoréw miRNA (Suplement).
Podobnie jak w pierwszej czgsci pracy, podjeto probe potwierdzenia obecnosci prekursorow
miRNA o najwyzszej ekspresji wyrazonej w RPM, z wykorzystaniem techniki RT-PCR
z uzyciem starterow okalajacych sekwencje prekursora. Tym razem sposrod 17 wybranych
prekursorow udato si¢ potwierdzi¢ ekspresje i sekwencje¢ dziewigciu z nich: mdm-miR188C,
mdm-miR143C, mdm-miR1185C (1 i 2), mdm-miR282C, mdm-miR455C,
mdm-miR1406C, mdm-miR121C i mdm-miR1392C (Rysunek 15). W pozostatych
przypadkach oczekiwany produkt nie byt widoczny na Zelu, co moze §wiadczy¢ o niskiej
ekspresji prekursora lub fatszywie dodatnim wyniku wygenerowanym przez program
ShortStack. W przypadku czterech z potwierdzonych prekursorow (mdm-miR188C, mdm-
miR455C, mdm-miR1406C i mdm-miR1392C) zgodnie z wynikami analiz sRNA-seq

dojrzata czasteczka miRNA z nich powstajagca powinna mie¢ dlugo$¢ 24 nt.
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Rysunek 15. Zdjecie zelu agarozowego przedstawiajacego rozdzial elektroforetyczny cDNA prekursoréw
dziewieciu potwierdzonych nowych czasteczek mikroRNA jabloni: mdm-miR188C, mdm-miR143C,
mdm-miR1185C(1 i 2), mdm-miR282C, mdm-miR455C, mdm-miR1406C, mdm-miR121C i mdm-
miR1392C

4.2.4 Analiza ekspresji zidentyfikowanych czasteczek mikroRNA

Podobnie jak w pierwszej czesci niniejszej pracy, poziomy ekspresji dojrzatych
miRNA zostaly wyrazone w odczytach na milion (z ang. RPM). Czasteczki o najwyzszej
sredniej ekspresji we wszystkich 18 analizowanych bibliotekach to: mdm-miR166a-I,
mdm-miR159a,b, mdm-miR482a-5p, mdm-miR1511, mdm-miR396b,c,d,e, mdm-miR225C,
mdm-miR482c, mdm-miR403a,b i mdm-miR396f,g. W poréwnaniu do wynikow
otrzymanych w pierwszej czesci pracy, miRNA nalezagce do rodzin miR159, miR482

1 miR1511 powtorzyly si¢ z pierwszej dziesigtce miRNA o najwyzszej ekspresji. Wigkszo$¢
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z nich, za wyjatkiem mdm-miR225C to miRNA zakonserwowane ewolucyjnie i znane
U jabtoni. Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze mdm-miR166a-1 dominuje pod wzglgdem
liczebnosci we wszystkich bibliotekach ze $rednim poziomem ekspresji 25 000 RMP.
miR166 prezentowat takze najwyzszy poziom ekspresji w liSciach jabtoni w poréwnaniu
z tkankami korzenia, kwiatu czy owocu w badaniach opublikowanych przez Xia i in.
(Xiaiin., 2012). Kolejny pod wzgledem liczby miRNA w tej czesci pracy, mdm-miR159a,b
ma juz jednak w analizowanych bibliotekach prawie siedmiokrotnie nizszy $redni poziom
ekspresji (Tabela 15). Warto zaznaczy¢, ze cho¢ wymienione miRNA naleza do tych
o najwiekszej ekspresji we wszystkich bibliotekach, to jednak w przypadku az szesciu z nich
(mdm-miR166a-i, mdm-miR282C, mdm-miR1511, mdm-miR396b,c,d,e, mdm-miR403a,b
oraz mdm-miR396f,g), $redni poziom ekspresji w materiale zebranym po 2 godzinach od
inokulacji — zaréwno w lisciach inokulowanych, jak i w kontroli — jest znacznie nizszy.

Analize istotnosci tych réznic przedstawiono jest w podrozdziale 4.2.4.1C.

Tabela 15. Srednie poziomy ekspresji (dla osiemnastu bibliotek malych RNA) dziesi¢ciu czasteczek
mMikroRNA o najwyzszej ekspresji w liSciach jabloni z rozréznieniem na podkladki; ko — kontrola; in —
inokulowane; 2 HPI — proby 2 godziny po inokulacji

MiRNA Et‘;‘;ﬁs)ja G30/ko | M27/ko | G30/in | M27/in | G30/ko/2 HPI | G30/in/2 HPI
mdm-miR166a-i | 255784 | 41059,3 | 32576, | 30973,0 | 34068,7 | 70939 76975
mdm-miR159ab, | 36704 | 3632, | 30472 | 32427 | 36857 | 36934 47212
mdm-miR159b, | 16046 | 1237,6 | 1671 | 16656 | 2107 1640,1 13064
mdm-miR282C 8381 | 8441 | 9556 | 15554 | 12495 2301 1941
mdm-miR1511 765 9304 | 9246 | 7316 | 9196 5356 548
mdm-miR3%6b—e | 5502 | 5006 | 6717 | 604 | 10207 299.1 2051
mdm-miR225C 2722 | 3301 | 265 | 3313 | 2717 2043 231
mdm-miR482c 2219 | 1947 | 2514 | 1965 | 2479 2003 2406
mdm-miR403ab | 1968 | 1875 | 2449 | 2049 | 289 1455 1092
mdm-miR3967 g 1642 | 1565 | 2668 | 2222 | 2977 225 19.2

Jesli chodzi o nowe 233 miRNA, to — zgodnie z wczesniejszymi przewidywaniami
— prezentuja zdecydowanie nizszy poziom ekspresji od znanych ewolucyjnie
zakonserwowanych czasteczek. Zaledwie 17 z nich ulega ekspresji na poziomie CO hajmniej
20 RPM, w tym tylko mdm-miR282C, o wysokim podobienstwie sekwencji do

mdm-miR482a, ma stosunkowo wysoki poziom ekspresji (838 RMP).
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4.2.4.1 Ekspresja roZnicowa czgsteczek miRNA

Wybrany do tej czgsci projektu material badawczy umozliwit przeanalizowanie
zmian profilu ekspresji miRNA u jabloni pod wptywem infekcji bakteryjnej. W celu
zidentyfikowania miRNA, ktéore moglyby by¢ odpowiedzialne za odpornos¢ na zaraze
ogniowa, jak rowniez zaangazowane W odpowiedz rosliny na stres bakteryjny,
przeprowadzono analiz¢ ekspresji réznicowej na trzech poziomach. W pierwszym (A)
porownano poziomy ekspresji miRNA pomigdzy drzewami rosngcymi na podktadce
podatnej i odpornej (M.27 i G.30), co podobnie jak w pierwszej cz¢sci projektu pozwolito na
wytypowanie czasteczek specyficznych dla rodzaju zastosowanej podktadki. W drugim
poréwnaniu (B) zestawiono proby inokulowane z kontrolnymi, aby znalez¢ miRNA istotnie
zmieniajace ekspresj¢ pod wplywem zakazenia. W trzecim poréwnaniu (C) natomiast wzigto

pod uwagg zmiany ekspresji miRNA w czasie od 2 do 72 godzin po inokulacji.

A. Ekspresja czgsteczek mikroRNA zalezna od podkfadki

W celu zidentyfikowania miRNA specyficznych dla rodzaju zastosowanej
podktadki przeprowadzone zostaty pordéwnania ekspresji miRNA pomigdzy drzewami
rosngcymi na podktadkach odpornych (G.30) oraz podatnych (M.27) na zaraze¢ ogniows.
Niezaleznie od siebie przeprowadzone zostaly dwa poréwnania: drzew kontrolnych oraz
inokulowanych. Do analizy ekspresji roznicowej wykorzystano program DESeq2, przy czym
za statystycznie istotne wyniki uznano te z wyliczonym skorygowanym
prawdopodobienstwem p < 0,05.

W przypadku nieinokulowanych prob kontrolnych jedyna znaczaca roznice
zaobserwowano dla mdm-miR535b,c, ktorego ekspresja byta rowna zero w probach
pochodzacych z podktadki G.30, warunkujacej odporno$¢ (Rysunek 16). Brak ekspresji
mdm-miR535b,c w pedach jabtoni rosnacych na podktadkach warunkujacych odpornos¢ na
zaraz¢ ogniowa zaobserwowano rowniez w wynikach z pierwszej cze$ci niniejszej pracy,
co potwierdza jego specyficzng dla podktadki ekspresje. Niemniej jednak, mdm-miR535b,c
zostal wykryty we wszystkich inokulowanych prébach — zaré6wno rosnacych na wrazliwej
podktadce M.27, jak i odpornej G.30, co moze wskazywa¢ na jego udzial w odpowiedzi
jabtoni na zakazenie bakteriami. Na podstawie przewidzianych w niniejszej pracy

transkryptow docelowych oraz danych pochodzacych z degradomu mozna przypuszczac, ze
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mdm-miR535b,c reguluje ekspresj¢ czynnikoéw transkrypcyjnych SBP (z ang. squamosa
promoter-binding protein), ktore biorg udzial w metabolizmie miedzi oraz w Szlakach
odpowiedzi na stres oksydacyjny (Yamasaki i in., 2009; Chen i in., 2010; Zhu i in., 2011).
Drugim transkryptem docelowym dla tego miRNA sg noduliny, ktorych znaczenie
I potencjalny zwigzek z odpornoscig na zaraz¢ ogniowa zostalo szczegdtowiej opisane

w dyskusji.

mdm-miR535b,c

1,4 p=0,0042
12 p=08745 @mM27/72h

mG30/72h
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0

Inokulowane Kontrola

Rysunek 16. Roznica ekspresji mdm-miR535b,c pomiedzy podkladkami G.30 i M.27; p — skorygowana
warto$¢ prawdopodobienstwa

Jesli chodzi o proby inokulowane, porownanie profili ekspresji miRNA pomiedzy
drzewami M.27 i G.30 umozliwito zidentyfikowanie trzech miRNA o istotnie zwigkszonej
ekspresji w lisciach rosngcych na podktadkach M.27: mdm-miR395h, mdm-miR395a,d oraz
mdm-miR141N (Rysunek 17). Co wigcej, te czasteczki miRNA wykazywaly podobny
poziom ekspresji w probach kontrolnych dla obu podktadek, zatem ich zréznicowana

odpowiedz po infekcji bakteryjnej moze oznacza¢ reakcje specyficzng dla podktadki.

mdm-miR141N mdm-miR395h mdm-miR395a,d
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Rysunek 17. Réznica ekspresji mdm-miR395h, mdm-miR395a,d i mdm-miR141N pomiedzy
podkladkami G.30 i M.27
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Analiza transkryptow docelowych tych miRNA pokazuje, ze mdm-miR395h
prawdopodobnie reguluje ekspresj¢ biatka transportujacego jony potasowe i utrzymujacego
ich robwnowage w komorce. mdm-miR395a,d moze regulowaé ekspresj¢ innego biatka
transportujgcego kationy (ang. cation transport regulator-like protein 2). Natomiast
transkryptem docelowym dla mdm-miR141N sa biatko luminal-binding protein 5 oraz

kinaza kazeinowa.

B. Ekspresja czgsteczek mikroRNA zalezna od inokulacji bakterig E. amylovora

Poréwnanie profili ekspresji miRNA w probach inokulowanych wzgledem
nieinokulowanych kontroli, wykonane niezaleznie dla préb z drzew rosnacych na
podktadkach M.27 i G.30, pozwolito na zidentyfikowanie trzech miRNA o zréznicowanej
ekspresji: mdm-miR168a,b (bgdacy wilasciwie izomirem ath-miR168a,b pochodzacego
z bazy miRBase) oraz dwie nowo przewidziane miRNA: mdm-miR194C i mdm-miR1392C.
Zmiany w ekspresji kazdej z tych czasteczek, obserwowane pomigdzy kontrolg a proba
inokulowang, nie wykazywaty istotnych réznic pomigdzy podktadkami. mdm-miR168a,b
wykazywat zwigkszong ekspresje w lisciach zakazonych, natomiast oba nowe miRNA miaty
w nich obnizong ekspresje (Rysunek 18). Niemniej jednak, dla mdm-miR168a,b i mdm-
miR194C roznice istotne statystycznie zaobserwowano tylko dla podktadki G30. Dla mdm-
miR168a,b wykonano dodatkowo analiz¢ qPCR, ktora co prawda potwierdzita jego
podwyzszong ekspresje w zakazonych probach, jednakze rdznica ta jest nieistotna
statystycznie.  mdm-miR194C i mdm-miR1392C  reprezentuja  grup¢ nowo
zidentyfikowanych w niniejszej pracy czasteczek miRNA jabloni o dlugosci 24 nt.
Warto zauwazy¢, ze ekspresja i sekwencja prekursora mdm-miR1392C zostaly
potwierdzone eksperymentalnie technikg RT-PCR (Rysunek 15).

mdm-miR168a,b mdm-miR194C mdm-miR1392C
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Rysunek 18. Usrednione poziomy ekspresji dla mdm-miR168a,b, mdm-miR194C i mdm-miR1392C
probach inokulowanych bakteria i w probach kontrolnych
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Aby okreslic funkcje mdm-miR168a,b, mdm-miR194C i mdm-miR1392C
zidentyfikowano ich transkrypty docelowe. Przeprowadzona w pierwszej czes$ci niniejszej
pracy analiza transkryptow docelowych wykazata, ze mdm-miR168a,b moze regulowac
funkcje miRNA poprzez wplyw na biatko AGO1. Natomiast mdm-miR194C i mdm-
miR1392C, ktoére roznig si¢ tylko jednym nukleotydem w sekwencji, maja te same
transkrypty docelowe i sg to: transferaza GUX4 oraz beta-mannozydaza (MANY7).

Ich znaczenie w odpowiedzi na stres biotyczny opisano w ,,Dyskusji”.

C. Poréwnanie ekspresji czgsteczek mikroRNA po 2 i 72 godzinach od inokulacji

W celu lepszego poznania przebiegu reakcji na stres inokulacji liSci jabtoni
bakteriami E. amylovora poréwnano profile ekspresji miRNA po 2 i 72 godzinach od
inokulacji (w przypadku prob kontrolnych material roslinny byl nacinany, ale nie
inokulowany). Z uwagi na ograniczone mozliwosci finansowe t¢ cze¢$¢ badan wykonano
tylko dla drzew odpornych, rosngcych na podktadkach G.30. Analiza statystyczna
przeprowadzona za pomocg programu DESeq2 umozliwila zidentyfikowanie 73 miRNA
0 zréznicowanej w czasie ekspresji: 32 z nich prezentowaly istotng statystycznie zmiang
ekspresji w czasie wylgcznie w probach kontrolnych, 20 — wytacznie w probach zakazonych

bakteriami, a 21 zmieniato ekspresj¢ w czasie w obu grupach (Tabela 16).
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Tabela 16. Siedemdziesiat trzy czasteczki mikroRNA jabloni wykazujace zréznicowana w czasie
ekspresje. Strzalkami oznaczono wzrost i spadek poziomu ekspresji, a kolorem czerwonym zmiany
istotne statystycznie

miRNA Kontrola| Inokul. miRNA Kontrola | Inokul.
mdm-miR260N mdm-miR160d Const
mdm-miR2246C mdm-miR1185C - 4
mdm-miR1671, j mdm-miR399a,b,c Const.

mdm-miR282C

mdm-miR163N

mdm-miR168a,b

mdm-miR172e,h

mdm-miR258C

mdm-miR210N

mdm-miR349C2

mdm-miR7121a,b,c

mdm-miR1526C

mdm-miR150C

mdm-miR121C

mdm-miR34, 35, 36N

mdm-miR396f,g

mdm-miR2118a,b,c

mdm-miR1406C

mdm-miR349C1

mdm-miR143C

mdm-miR949C

mdm-miR188C

mdm-miR7121g,h

mdm-miR257C

mdm-miR308C

mdm-miR637C
mdm-miR86N
mdm-miR128C
mdm-miR1351C

mdm-miR156ab
mdm-miR155N
mdm-miR393d-£
mdm-miR319a,b

mdm-miR182C

mdm-miR390c,d, £

mdm-miR944C

mdm-miRl66a-1i

mdm-miR120C

mdm-miR504C

mdm-miR390a,b

NN NN NN NN NN NN

mdm-miR2 3N

N (NN NN NN NN NN NN NN NN e e

N NN NN NN NN NN NN NN

NN NN NN NN | | P NN NN NN NN NN N

mdm-miR471C Const. mdm-miR455C
mdm-miR734C -4 mdm-miR172k, 1
mdm-miR662C 7 mdm-miR425C
mdm-miR5225a,c [Const. mdm-miR194C
mdm-miR156C 7 mdm-miR7126
mdm-miR207N Y mdm-miR156p-s
mdm-miR159a,b Y mdm-miR319c
mdm-miR159¢ 4 mdm-miR572C
mdm-miR482d 4 mdm-miR638C
mdm-miR482c N mdm-miR1392C
mdm-miR164b-f 4

mdm-miR396b 4

mdm-miR220N 7

mdm-miR7125 4

mdm-miR179C 4

mdm-miR103C -4

mdm-miR161N 4

mdm-miR2452C 4

mdm-miR86C2 4
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Powyzsze wyniki sugeruja, ze zmiany w ekspresji miRNA duzo czesciej wystepuja
w probach kontrolnych niz inokulowanych. Z tego wzgledu za obserwowang ekspresja
roznicowa w obu rodzajach prob stoi najprawdopodobniej gtownie stres mechaniczny
naciecia liSci podczas inokulacji, a nie obecno$¢ bakterii. Sposréd 73 miRNA tylko 20
wykazuje statystycznie istotng zroznicowang ekspresj¢  wylacznie w  probach
inokulowanych. By¢ moze to one reprezentuja miRNA zaangazowane w odpowiedZz na
zarazg¢ ogniowa.

Warto zaznaczy¢, ze cho¢ istotne zmiany w ekspresji w czasie obserwowane sg dla
32 miRNA wylacznie w probach kontrolnych i 20 miRNA wylacznie w probach
inokulowanych, to jedynie w przypadku trzech z nich réznice migdzy kontrolg a probami
inokulowanymi sa po uplywie 72 godzin statystycznie istotne (jak pokazano w rozdziale
4.2.4.1B). Do tych miRNA naleza: mdm-miR168a,b, mdm-miR194C i mdm-miR1392C
(Rysunek 18 i Rysunek 19).

mdm-miR168a,b mdm-miR194C mdm-miR1392C
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Rysunek 19. Czasteczki mikroRNA ulegajace zroznicowanej ekspresji w czasie i jednoczes$nie zaleznej od
inokulacji; wartosci prawdopodobienstwa p usytuowane wyzej odnosza si¢ do poréwnania ekspresji w
czasie, natomiast te polozone nizej do poré6wnania proby kontrolne vs. inokulowane

Zaobserwowano, ze poziom ekspresji mdm-miR168a,b rosnie w czasie zardéwno
w probach zakazanych, jak i niezakazanych bakteriami, ale w pierwszej grupie wzrost jest
znacznie wigkszy. Moze to oznaczac, ze obecno$¢ bakterii dodatkowo zwieksza odpowiedz
jabloni na stres naciecia. W przypadku mdm-miR194C i mdm-miR1392C ich ekspresja
réwniez rosnie w czasie, jednakze wzrost jest wickszy w probach kontrolnych. Taki wynik
sugeruje, ze obecnos¢ bakterii oraz stres mechaniczny, jakim jest nacigcie tkanki, moga mie¢
dziatania przeciwstawne na ekspresje czasteczek mdm-miR194C i mdm-miR1392C.

Nalezy zauwazy¢, ze sposrod 73 miRNA, ktorych ekspresja w czasie od 2 do 72

godzin od inokulacji istotnie si¢ zmienia, az 36 Sstanowi nowe, nieznane wczesniej u jabtoni
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czasteczki. Z tego powodu wybrano dwie z nich (mdm-miR194C i mdm-miR121C) do

eksperymentalnego potwierdzenia wzrostu ich ekspresji w czasie 72 godzin od zadziatania

czynnika stresowego. Wykorzystano technike stem-loop RT-PCR, ktora pozwolita wykazac

wzrost ich ekspresji zarowno w probach kontrolnych, jak i inokulowanych. Eksperymentalne

potwierdzenie ekspresji przeprowadzone zostalo zaréwno dla prob pochodzacych z drzew

rosngcych na podktadkach odpornych (G.30), jak i podatnych (M.27). Statystyczna istotno$é

zmian ekspresji w czasie zostala obliczona programem DataAssist (Thermo Fisher

Scientific). Wyniki potwierdzily istotno$§¢ zmian w ekspresji tylko w niektorych probach

(Rysunek 20).
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Rysunek 20. Poziomy ekspresji dla mdm-miR194C i mdm-miR121C okreslone technika stem-loop RT-
PCR; Symbol * przy legendzie wykresu — wystepowanie istotnych statystycznie réznicekspresji w czasie;
test istotnosci wykonano programem DataAssist (Thermo Fisher Scientific)
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5 Dyskusja

Celem niniejszej pracy byto zidentyfikowanie miRNA jabtoni warunkujacych rézne
fenotypy jabtoni w zaleznosci od zastosowanej podktadki. Szczegdlng uwage zwrocono na
miRNA warunkujace odpornos¢ na zaraz¢ ogniowg oraz biorgcych udziat w odpowiedzi na
zainfekowanie  bakteriami  E.amylovora. Cel ten realizowano w  oparciu
o wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu malych RNA oraz szereg

eksperymentdw i analiz bioinformatycznych.

5.1 Identyfikacja czasteczek mikroRNA

W ramach pracy wykorzystano dwie metody identyfikacji miRNA jabtoni oraz ich
prekursorow. W pierwszej czgSci badan wykorzystano wlasny schemat analityczny.
Pojawienie si¢ natomiast nowej, duzo lepszej od wczesniejszych, wersji programu
ShortStack umozliwito przeprowadzenie w drugiej czesci badan identyfikacji miRNA
w bardziej zautomatyzowany sposob (Axtell, 2013b).Pozwolito to takze na identyfikacje
dhugich miRNA (ang. long miRNAs — ImiRNA), ktorych wyszukiwania nie przewidywat
opracowany wczesniej schemat analityczny. W wyniku analiz przeprowadzonych
w pierwszym etapie badan zidentyfikowano 252 czasteczki prekursoréw miRNA u jabtoni
odmiany ,,Gala” dajacych poczatek 136 roznym dojrzalym miRNA. W drugim etapie pracy
zidentyfikowano 330 prekursorow miRNA dajacych poczatek 280 roéznym dojrzatym
miRNA. Analiza poréwnawcza obu zestawdw prekursoréw wykazata, ze 155 prekursoréw
zidentyfikowanych zostalo zard6wno w pierwszym, jak i drugim etapie badan. W calym
projekcie przewidzianych zostalo zatem 427 prekursorow miRNA. W przypadku dojrzatych
czasteczek, jedynie 38 powtarzalo si¢ w obu zestawach. Ogodtem znaleziono 378
unikatowych dojrzatych miRNA, z czego az 323 (Rysunek 14) to czasteczki wczeSniej
nieznane. Sposrod ponad 300 odpowiadajacych im prekursorow 14 potwierdzono za pomoca
techniki RT-PCR (Rysunek 9 i Rysunek 15). Zidentyfikowane w ramach niniejszej pracy
czasteczki miRNA zostaly wystane do kuratorow bazy miRBase, jednak nie zostaly jeszcze
upublicznione, gdyz baza od dtuzszego juz czasu (od czerwca 2014 r.) czeka na aktualizacjg.
Odkryte czasteczki poszerza pule znanych dla jabtoni miRNA, ktérych obecnie w bazie jest
206.
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5.2 Dlugie czasteczki mikroRNA (ImiRNA)

Przeprowadzona programem ShortStack analiza pozwolita na zidentyfikowanie az
233 nieznanych wczesniej u jabloni dojrzaltych miRNA. Tak duza liczbg tych czgsteczek
mozna wyttumaczy¢ faktem, iz zdecydowana wigkszo$¢ z nich (189) to czasteczki dtugosci
24 nt., czyli reprezentujace tzw. dlugie miRNA (ImiIRNA), ktore s3 czgsto wykluczane
z analiz miRNA. Cztery sposrdd czternastu potwierdzonych w badaniu prekursorow nowych
miRNA, sg zrodtem wiasnie 24-nukleotydowych miRNA. Dilugie miRNA u roslin maja
dhlugos¢ 23-25 nt. 1 s3 wycinane z pre-miRNA przez enzym DCL3, w przeciwienstwie do
kanonicznych (21-nukleotydowych) miRNA, ktére powstajg przy udziale DCLI1. Dlatego
biogeneza ImMIRNA jest prawdopodobnie regulowana tkankowo-specyficzng ekspresja
enzymu DCL3. Natomiast ta sama spinka prekursora miRNA moze by¢ zrodtem zaréwno
kanonicznych, jak i dlugich miRNA — w zaleznosci od ilosci i dostepnosci enzymow DCL1
i DCL3 (Vazquez i in., 2008). Ponadto pojawia si¢ coraz wigcej dowodow na
funkcjonalno$¢ tych czasteczek w komorce. Wiadomo, ze wiaza si¢ z biatkiem AGOA4,
oddziatuja z metylotransferaza cytozynowa (DRM2) i kieruja metylacja sasiadujacych
rejondw DNA. Czasteczki te odgrywaja zatem istotng role w regulacji ekspresji genow
(Vazquez i in., 2008; Chellappan i in., 2010; Wu i in., 2010). Wiele z analizowanych
w niniejszej pracy ImiRNA wykazuje zréznicowang ekspresj¢ migdzy zrazami szczepionymi
na odpornych i nieodpornych podktadkach, jak i migdzy inokulowanymi i zdrowymi li§¢mi,
co moze wskazywac na ich role w odpowiedzi na stres uszkodzenia tkanki i/lub inokulacji

bakteriami E . amylovora.

5.3 Eksperymentalne potwierdzanie wynikow NGS

W wielu pracach bazujacych na glebokim sekwencjonowaniu, pomimo znanego
problemu duzej zmienno$ci osobniczej w obrebie grupy oraz pomiedzy grupami, rezygnuje
si¢ z powtdrzen biologicznych. Glownym powodem s3 stosunkowo wysokie koszty
sekwencjonowania. Niestety, pomijanie problemu zmiennosci moze prowadzi¢ do btednych
wnioskéw (McCormick 1 in., 2011). Powtorzenia biologiczne powinny by¢ stosowane
rowniez z uwagi na fakt, ze ekspresja genow jest procesem stochastycznym, wiec wnioski
wyciaggane z wynikow dla jednego osobnika, bez wzgledu na zastosowana metode, moga
by¢ dalece nieprawdziwe. Z uwagi na powyzsze argumenty, w niniejszej pracy zastosowano

po trzy powtorzenia biologiczne dla kazdego typu drzewa.
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Innym istotnym problemem jest to, ze technika gl¢bokiego sekwencjonowania,
mimo swoich licznych zalet, nie jest wolna od btedéw. Najczesciej pojawiaja si¢ w wyniku
nieprawidlowego przebiegu takich etapdéw, jak: ligacja adaptorow, odwrotna transkrypcja
czy amplifikacja PCR preferujgca sekwencje o duzej zawartosci par GC, czyli bedaca
przyczyna tzw. GC bias (Kanagawa, 2003; Dohm i in., 2008; Aird i in., 2011; Benjamini
I Speed, 2012). Bledy moga pojawi¢ si¢ takze na etapie samego sekwencjonowania
w sekwenatorze, np. W wyniku wystgpowania charakterystycznych sekwencji, zwlaszcza
odwroconych powtdrzen i powtorzen GGC (Nakamura i in., 2011). W literaturze mozna
Znalez¢ wiele sposobow udoskonalania standardowych protokoléw sekwencjonowania
nowej generacji na niemal wszystkich etapach procedury, nawet z pominigciem etapu
amplifikacji technikg PCR (Quail i in., 2008; Kozarewa i in., 2009; Schmitt i in., 2012).
Niemniej jednak, wyniki sekwencjonowania nowej generacji nadal wymagajg potwierdzenia
eksperymentalnego. Z drugiej jednak strony, nalezy pamigtac, ze technika real-time PCR
réwniez nie jest wolna od btgdow, ktore mogg wynika¢ m. in. z degradacji RNA w trakcie
przygotowywania reakcji, niespecyficznego wigzania starteroOw, roznej efektywnoS$ci
starterow, zanieczyszczen sktadnikow reakcji, ztego doboru genu referencyjnego, czy btedu
operatora (Bustin, 2002; Deepak i in., 2007).

W niniejszej pracy poziomy ekspresji wybranych dojrzatych miRNA wyznaczone
W oparciu o dane z glebokiego sekwencjonowania potwierdzano przy uzyciu techniki
stem-loop RT-PCR (Chen i in., 2005; Raymond i in., 2005; Shi i Chiang, 2005; Duncan i in.,
2006; Benes i Castoldi, 2010). Pozwala ona okresli¢ poziom ekspresji wybranej dojrzatej
miRNA. W sumie udato si¢ otrzymaé produkty tej reakcji dla siedmiu miRNA:
mdm-miR167b—g, mdm-miR399a-c, mdm-miR169a, mdm-miR227N, mdm-miR168a,b,
mdm-miR194C i mdm-miR121C. Jak mozna bylo si¢ spodziewa¢, w przypadku niektorych
miRNA pojawity si¢ rozbieznos$ci, co moze wynika¢ zaréwno z btgdow metody SRNA-seq,
jak rowniez stem-loop RT-PCR (patrz ,,Wstep”). Fakt ten potwierdza konieczno$¢ dalszego
weryfikowania poziomu ekspresji oszacowanego na podstawie danych z glebokiego

sekwencjonowania.
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5.4  Analiza transkryptow docelowych oraz potencjalna rola czasteczek

MikroRNA w ksztaltowaniu odpornosci jabloni na zaraze ogniowa

Przeprowadzone analizy nadreprezentowanych terminéw GO dla transkryptow
docelowych miRNA jabtoni wykazaty, ze w kategorii ontologicznej procesu biologicznego
dominujg transkrypty kodujgce biatka z rodzaju NBS-LRR, ktore sg kodowane przez geny
odporno$ci u roslin (ang. resistance genes). Wspolng cecha tej grupy biatek jest obecnos¢
domeny wigzacej nukleotydy (NB) oraz domeny bogatej w powtdrzenia leucyny (LRR).
Bialka te specyficznie rozpoznaja czasteczki efektorowe patogenu i aktywuja odpowiedz
obronng komorki (ang. effector-triggered immunity; (Jones i Dangl, 2006). Ich obecnos¢
wsrod transkryptow docelowych potwierdza szeroki udzial miRNA jabloni w regulowaniu
reakcji obronnych.

Terminy GO nadreprezentowane w Kkolejnych kategoriach, takich jak funkcja
molekularna oraz element komoérkowy, dodatkowo potwierdzaja powyzszg obserwacje.
Znalazty si¢ tam bowiem biatka transporterowe typu ABC zaangazowane w odpowiedz
roslin na stres (Kang i in., 2011) oraz proteasom, dominujacy element komorkowy,
w ktorym dochodzi do degradacji biatek. Podsumowujac wyniki analizy nadreprezentacji
przyporzadkowanych terminéw GO, mozna stwierdzi¢, ze zgodnie z wynikami innych grup
badawczych (Jones i Dangl, 2006; Kang i in., 2011) miRNA jabloni uczestniczg
w odpowiedzi na stres abiotyczny i biotyczny, w tym inwazj¢ patogenow.

Ze wzgledu na cele niniejszej pracy doktorskiej podczas analizy funkcji sekwencji
docelowych zidentyfikowanych miRNA jabtoni skoncentrowano si¢ gléwnie na ich
potencjalnym zwiazku z ksztaltowaniem odpornosci jabtoni na zaraze¢ ogniowa. Analiza
funkcji transkryptow docelowych miRNA wykazujacych zréznicowanie ekspresji pomiedzy
zrazami rosngcymi na warunkujacych odpornos¢ podktadkach pozwolita wytoni¢ te, ktore
moga odgrywacé role w ksztattowaniu odpornosci na zakazenie bakteryjne. W analizach
miRNA pochodzacych z wolnych od zarazy ogniowej drzew, sposrdd zidentyfikowanych
252 prekursorow mMiIRNA wytypowano trzy czasteczki, ktore potencjalnie moga by¢
zaangazowane w ksztaltowanie odporno$ci na te chorobg: mdm-miR169a, mdm-miR167b-g
I mdm-miR168a,b. Wszystkie wykazaly znaczne réznice w ekspresji w zalezno$ci od
podktadki, a ich transkrypty docelowe wykazaty zwiazek z regulacja odpornosci roslin na
stres. Bardziej szczegdtowy opis ich potencjalnej roli przedstawiono w dalszej czesci

dyskusji.
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Stosunkowo niewielka liczba znalezionych wsrod 252 miRNA jabtoni czasteczek
zaangazowanych W ksztattowanie odpornosci moze by¢ spowodowana duzg zmienno$cig
pomiedzy powtdrzeniami biologicznymi, co z kolei wplyngto na istotnos$¢ statystyczng
wynikow. Ponadto wynika¢ to moze z faktu, iz miRNA odpowiadajagce na stres
w warunkach bezstresowych najczesciej nie ulegaja ekspresji lub tez ekspresja ich jest na
bardzo niewielkim poziomie (Kawashima i in., 2009; Zhao i in., 2009).

Dalsze  analizy = miRNA  uzupelniono  danymi  transkryptomicznymi
przeprowadzonymi przez wspotpracujacy z naszym laboratorium zespot doktora McNellisa
ze Stanowego Uniwersytetu w Pensylwanii (Jensen i in., 2012). W badaniach tych za
pomoca mikromacierzy zidentyfikowano 690 transkryptow wykazujacych ekspresje
réznicowa migdzy podktadkami charakteryzujacymi si¢ réznym poziomem podatnosci na
zaraz¢ ogniowg; 665 z nich miato wyzsza ekspresj¢ w drzewach o wigkszej, natomiast tylko
25 w drzewach o mniejszej odpornosci. Warto podkresli¢, ze badania byty prowadzone na
tej samej odmianie jabtoni, szczepionej na takich samych podktadkach i pochodzacych
z tego samego sadu badawczego. Wsrdd sekwencji docelowych dla zidentyfikowanych
miRNA trzy znajdowaly si¢ w zestawie opublikowanym przez Jensena i in. (2012): NHX1
(biatko transportowe jonow Na'/H"), hydrolaza dienelaktonowa
(ang. dienelactone hydrolaase) oraz roslinna nodulina (biatko brodawek korzeniowych
ro$lin motylkowych). Wszystkie trzy transkrypty wykazywaty zwigkszong ekspresje u drzew
bardziej odpornych na zaraz¢ ogniowa.

Transkrypt genu NHX1 jest najprawdopodobniej regulowany przez -cztery
zidentyfikowane w badaniu jako nowe prekursory miRNA: mdm-miR142N,
mdm-miR143N, mdm-miR144N i mdm-miR145N posiadajace identyczng sekwencje
dojrzatej czasteczki. Roznice w ekspresji MiIRNA pomigdzy drzewami rosngcymi na réznych
podktadkach nie byly istotne statystycznie, cho¢ ich ekspresja byla niemal dwukrotnie
wyzsza w drzewach podatnych na zaraz¢ ogniowa (M.27 i B.9). Niemniej jednak poziomy
ekspresji tych miRNA byly we wszystkich przypadkach bardzo niskie. Biatko NHX1
zapobiega wyptywowi elektrolitow 1 substancji odzywczych przez bton¢ komorkowa
podczas infekcji u roslin. Zjawisko to zostalo zaobserwowane u gruszy po inokulacji
bakteriami E. amylovora (Brisset i in., 1990). Laczac powyzsze wyniki, mozna
przypuszczaé, ze u drzew rosngcych na odpornych podktadkach, nizsza ekspresja
mdm-miR142N-145N pozwala na utrzymanie wyzszego poziomu transkryptow genu NHX1,
ktéry odgrywa role w procesach pomagajacych roslinie w ochronie btony komoérkowej przed

ewentualng infekcja.

77



Produkt drugiego genu, ktéory moze mie¢ wptyw na odporno$¢ jabtoni na zarazg
ogniowa, wykazuje duze podobienstwo do biatek z rodziny hydrolaz dienelaktonowych.
Zaobserwowano jego podwyzszony poziom w drzewach odpornych na zaraze ogniowa
(Jensen i in., 2012). Zgodnie z analizami autorki, jego transkrypt stanowi sekwencje
docelowa dla mdm-miR159a,b, ktéry nie wykazuje jednak zréznicowanej ekspresji miedzy
podktadkami; by¢é moze wynik testu statystycznego jest rezultatem bardzo wysokiego
poziomu zmienno$ci ekspresji tej czasteczki miRNA pomigdzy powtdrzeniami
biologicznymi. Co interesujace, analizy przebiegu ekspresji w czasie w drzewach odpornych
wykazaly, ze mdm-miR159a,b oraz mdm-miR159¢ w istotny sposéb obnizaja swoja
ekspresje w czasie od 2 do 72 HPIl w probach inokulowanych, ale nie w probach kontrolnych
(Tabela 16). Oznacza to, ze obecnos¢ bakterii wywotuje spadek ekspresji mdm-miR159, a co
za tym idzie — najprawdopodobniej zwigkszenie poziomu transkryptu docelowego, ktorym
jest hydrolaza dienelaktonowa. Zwickszona ekspresja hydrolazy dienelaktonowej zostata
zaobserwowana u soi (Glycine max) po inokulacji grzybiczej (Tremblay i in., 2010),
jak rowniez u sosny Pinus thunbergii po infekcji nicieniem Bursaphelenchus xylophilus
(Nose i Shiraishi, 2011). W ramach pracy doktorskiej nie mierzono ekspresji samego biatka,
ale spadek poziomu ekspresji przypuszczalnie regulujacej go czasteczki miRNA posrednio
potwierdza te wyniki.

Rola w ksztattowaniu odpornos$ci biatka kodowanego przez trzeci z gendw
wyselekcjonowanych na podstawie analizy zmiennosci ekspresji transkryptéw

1 regulujacych ich ekspresje miRNA, noduliny, przedstawiona zostata w podrozdziale 5.6.1.

55 Odpowiedz czasteczcek mikroRNA na inokulacje¢ bakteriami Erwinia

amylovora

W drugiej czgsci pracy zidentyfikowano cztery miRNA wykazujace roznice
w ekspresji w zaleznosci od zastosowanej podktadki. Ekspresja mdm-miR535b,c w lisciach
zaszczepionych na odpornej podktadce G.30 byta na poziomie zerowym. Ekspresja tej
czasteczki byla zauwazalna, cho¢ na niskim poziomie, w probach pochodzacych z drzew
rosngcych na podktadce podatnej. Niemniej po inokulacji czasteczka zastala wykryta
zarowno w odpornych, jak i nieodpornych drzewach. Z uwagi na interesujace dane z tych
oraz innych badan, szczegdtowy opis potencjalnej roli mdm-miR535b,c w ksztattowaniu

odpornosci i odpowiedzi na inokulacje¢ znajduje si¢ w osobnym podrozdziale (5.6.1).
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Trzy pozostale miRNA wykazujace zalezng od podktadki zmian¢ ekspresji
w odpowiedzi na inokulacje to mdm-miR395h, mdm-miR395a,d i mdm-miR141N.
Wykazaty zwigkszony poziom ekspresji w inokulowanych drzewach rosnacych na
podatnych na zaraze¢ ogniowa podktadkach (M.27), w porownaniu do drzew rosngcych na
podktadkach odpornych (G.30), w ktorych to zauwazalny jest spadek ich ekspresji.
W nieinokulowanych kontrolach ich ekspresja nie roznita si¢ istotnie pomi¢dzy podktadkami
(Rysunek 17). Wymienione czasteczki nalezg do tej samej rodziny miR395, ktora jak do tej
pory udowodniono, jest zwigzana z odpowiedzig roslin na stres abiotyczny u roslin, taki jak
niedobor siarki, zasolenie, czy promieniowanie UV (Kruszka K i in., 2012). W niniejszym
opracowaniu znaleziono dodatkowe transkrypty docelowe, ktore moga uczestniczy¢
w odpowiedzi na stres bakteryjny. mdm-miR395h prawdopodobnie reguluje ekspresj¢ biatka
transportujacego jony potasowe i utrzymujacego ich réwnowage w komorce. Doniesienia
innych badaczy wskazuja, ze stgzenie potasu w komorce ulega zaburzeniu podczas stresu
biotycznego i abiotycznego u roslin (Shabala i Pottosin, 2014), co moze ttumaczy¢ udziat
mdm-miR395h w odpowiedzi komorki na stres bakteryjny. W podobny sposob mdm-
miR395a,d, regulujac ekspresje biatka transportowego kationow (z ang. cation transport
regulator-like protein 2), moze odgrywac istotng rol¢ regulatorowa w warunkach stresu
biotycznego. Natomiast transkryptem docelowym dla mdm-miR141N jest luminal-binding
protein 5 zaangazowane w odpowiedz rosliny na stres abiotyczny (Koizumi, 1996; Valente
i in., 2009) oraz kinaza kazeinowa biorgca udzial w szlakach odpowiedzi na stres
u A. thaliana (Mulekar i in., 2012).

Innym aspektem drugiego etapu projektu bylo znalezienie roéznic w profilach
ekspresji miRNA przed zakazeniem bakteriami E. amylovora i po nim — niezaleznie
od podktadki. W tym celu poréwnano poziomy ekspresji wszystkich zidentyfikowanych
miRNA w inokulowanych (poprzez nacigcie nozyczkami zanurzonymi w roztworze
bakteryjnym) lisSciach z materialem kontrolnym (nacigtym bez bakterii). W ten sposob
zidentyfikowano trzy miRNA: mdm-miR168a,b, mdm-miR194C i mdm-miR1392C. Rola
mdm-miR168a,b, ktorego poziom ekspresji statystycznie istotnie zmienit si¢ w przypadku
podktadki odpornej, zostala opisana w osobnym podrozdziale (5.6.2). Czasteczka
mdm-miR194C wykazata istotne zmiany w ekspresji jedynie w probach pochodzacych
z drzew rosngcych na podktadce odpornej, a mdm-miR1392C — zarowno w przypadku
jednej, jak i drugiej podktadki. Ze wzgledu na bardzo podobng sekwencje obu czasteczek
przewidziane zostaty dla nich te same transkrypty docelowe: beta-mannozydaza (MAN7)

oraz transferaza GUXA4. Pierwsza jest zaangazowana w proces kietkowania nasion,
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natomiast GUX4 uczestniczy W metabolizmie Sciany komorkowej
(http://www.uniprot.org/uniprot). U roslin mechanizmy odbudowy §ciany komodrkowe;j, takie
jak odktadanie celulozy i ligniny, odgrywaja istotng role w odpowiedzi na stres biotyczny
i abiotyczny (Hamann, 2012; Zagorchev i in., 2014). Moze to oznaczaé zwigzek
mdm-miR194C i mdm-miR1392C z odpowiedzig jabtoni na zaraz¢ ogniows.

Warto przypomnie¢, ze wszystkie trzy powyzej wymienione miRNA, wykazujace
zroznicowang ekspresje w odpowiedzi na inokulacje, wykazuja takze ekspresj¢ roznicowq
W czasie — zarowno w zakazonych, jak i niezakazonych drzewach (Rysunek 19). Poziom
mdm-miR168a,b ro$nie w przypadku obu podktadek, cho¢ jest znacznie wickszy w liSciach
inokulowanych (Rysunek 19). Moze to oznaczaé, ze wzrost ekspresji jest odpowiedzig
zarbwno na obecno$¢ bakterii, jak i1 reakcja na stres uszkodzenia tkanki. Co ciekawe,
w przypadku mdm-miR194C i mdm-miR1392C poziom ich ekspresji wzrdst znacznie
bardziej w grupie kontrolnej. W tym przypadku stres uszkodzenia tkanek i infekcji
bakteryjnej moga wiec wywotywac przeciwne efekty na poziom ekspresji miRNA.

Wspomniana powyzej analiza ekspresji w czasie polegala na okresleniu zmiany
poziomu ekspresji w czasie od 2 do 72 godzin po inokulacji lub samym nacigciu tkanek
(préby kontrolne) w drzewach rosnacych na odpornej podktadce G.30. Sposrdd 73 miRNA
wykazujacych zroznicowang ekspresje tylko 20 (Tabela 16) istotnie zwickszalo lub
zmniejszalo swoja ekspresje w czasie wylacznie w probach zakazonych. Wydaje sig, ze te
20 czasteczek moze wigc uczestniczy¢ w reakcjach odpowiedzi jabtoni na zaraz¢ ogniowa.
Pozostatle 53 miRNA w istotny sposdb zmieniajg swoja ekspresj¢ w czasie w probach
kontrolnych, co moze oznacza¢ ich udzial w odpowiedzi na stres uszkodzenia tkanki. Rodzi
si¢ zatem pytanie, czy zastosowana technika inokulacji byta wtasciwa, skoro indukuje dwa
stresy: mechanicznego uszkodzenia tkanek oraz infekcji bakteryjnej. Zastosowane
W niniejszej pracy nacinanie nozyczkami zanurzonymi w roztworze bakteryjnym jest metoda
najczesciej stosowang (Martinez-Bilbao i in., 2009; Norelli i in., 2009; Sillerova i in., 2011),
jednak w przyszto$ci nalezaloby rozwazy¢ inne techniki inokulacji, takie jak naktuwanie,
moczenie, nakrapianie roztworem bakterii (Ruz i in., 2008). Z drugiej strony, w warunkach
naturalnych bakterie moga wnika¢ do rosliny nie tylko przez naturalne otwory
(aparaty szparkowe, przetchlinki), ale takze przez uszkodzone tkanki (patrz ,,Wstep”). Zatem

stres uszkodzenia tkanek oraz infekcji bakteryjnej czesto wspotwystepuja w naturze.
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56 Rola wybranych czasteczek mikroRNA w ksztaltowaniu odpornosci na

zaraze ogniowa oraz w odpowiedzi na zakazenie bakteryjne

5.6.1. Czasteczka mdm-miR535b,c

Poszukiwania miRNA mogacych bra¢ udzial w odpowiedzi na zaraz¢ ogniowa
pozwolily wytypowa¢ miedzy innymi mdm-miR535b,c, na ktérego potencjalng role
wskazuja zarowno wyniki pierwszego i drugiego etapu badan, jak i badania transkryptomow
przeprowadzone przez zespdt P. Jensena (2012). Analiza miRNA specyficznych dla
poszczegolnych podkladek pozwolita zidentyfikowa¢ mdm-miR535b,c jako jednego
kandydata, ktorego ekspresja byta specyficzna dla podktadek podatnych na zaraze ogniowa,
czyli B.9 1 M.27, zerowa za$ dla podkladek odpornych (G.30 i M.111). Wynik zostat
potwierdzony réwniez w drugiej czg¢sci niniejszych badan — mdm-miR535b,c wykazywat
brak ekspresji w niezakazonych lisciach jabtoni rosngcych na podktadkach G.30.
Obserwacja ta oznacza rowniez, ze samo naci¢cie tkanek w probach kontrolnych nie
wptyneto na ekspresje mdm-miR535b,c. Dodatkowo czasteczka wykazywata ekspresje
(cho¢ na niskim poziomie) we wszystkich zakazonych probach bez wzglgdu na rodzaj
podktadki, co moze oznacza¢ jej uniwersalng aktywacje podczas infekcji bakteryjne;.
Analizy sekwencji docelowych pod katem udzialu mdm-miR535b,c w ksztaltowaniu
odporno$ci oraz w odpowiedzi na zaraz¢ ogniowa wytypowaty dwa docelowe transkrypty:
czynnik transkrypcyjny SBP oraz noduling.

W s$wietle przeprowadzonych badan szczegélnie interesujgca jest nodulina, gdyz
w badaniach P. Jensena (Jensen i in., 2012) wykazano, ze transkrypty o wysokim
podobienstwie do nodulin wykazuja wyzsza ekspresj¢ w zdrowych zrazach rosngcych na
odpornych na zaraze ogniowa podktadkach niz w tych rosnagcych na podktadkach podatnych.
Biatka z rodziny nodulin sg wytwarzane nie tylko u roslin strgczkowych, u ktorych biorg
udzial w tworzeniu brodawek korzeniowych (ang. root nodules), ale rowniez u innych
gatunkoéw roslin, w przypadku ktorych ulegaja ekspresji w réznych organach, jak np.
u A. thaliana (Denance i in., 2014). Zauwazono takze, ze jako biatka transbtonowe moga
odgrywa¢ role w transporcie takich substancji, jak glukoza, fruktoza, aminokwasy,
weglowodany i inne (Denance i in.,, 2014). Co interesujace, moga by¢ roéwniez
zaangazowane w odpowiedz rosliny na stres biotyczny, w tym atak patogenéw oraz na stres
ciepta u A. thaliana (Becker i in., 2001; Fu i in., 2010; Denance i in., 2014). Wykazano,

ze biatka podobne do nodulin sg istotne w interakcji pomiedzy rosling i patogenicznymi
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mikroorganizmami, a ich obecno$¢ utatwia proces infekcji patogendéw podczas kolonizacji
(Denance i in., 2014). Udowodniono réowniez, ze noduliny moga by¢ markerami infekcji
bakteriami z rodzaju Rhisobium u bobu (Vicia faba; (Becker i in., 2001).

Laczac opisane wyniki z tymi z niniejszej rozprawy, mozna wysung¢ hipoteze,
ze mdm-miR535b,c odgrywa role w odpowiedzi na zakazenie bakteryjne poprzez
regulowanie stgzenia biatek podobnych do nodulin (Tabela 17). Po infekcji bakteryjnej
poziom miRNA rosnie bez wzgl¢du na rodzaj zastosowanej podktadki, a co za tym idzie —
spada poziom noduliny istotnej dla procesu kolonizacji przez patogeny, jak na to wskazuja
badania Denance’a i innych (2014). A zatem zwigkszona ekspresja mdm-miR535b,c moze
istotnie by¢ reakcja obronng na infekcje¢. Jak jednak wytlumaczy¢é wyzszy poziom noduliny
w odpornych na zaraze ogniowa zdrowych drzewach zaobserwowany przez Jensena i innych
(2012), zgodny zreszta z naszga obserwacja, ze w drzewach tych miRNA mdm-miR535b,c
(ktorego celem jest transkrypt noduliny), nie ulega ekspresji? Wyzszy poziom noduliny
powinien sprzyjac infekcji, a jednak drzewa te sa bardziej odporne. Mozna to wythumaczy¢,
nieco spekulujac, tym ze drzewa odporne na zaraz¢ ogniowa sa skolonizowane przez
korzystnie dziatajace bakterie tworzace naturalng bariere dla patogenow. W takiej sytuacji
uzasadnionym byloby utrzymywanie wyzszego poziomu noduliny sprzyjajacej tym
bakteriom w kolonizacji i obnizenie poziomu po zaatakowaniu przez patogeny. Powyzsza
hipoteza jest o tyle prawdopodobna, ze przypadki takiej naturalnej bariery przeciwko
patogenom sa znane 1 wystepuja nie tylko u zwierzat, ale takze u roslin. Przyktadowo
infekcja rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) i ryzu (Oryza sativa) bakterig Pseudomonas
fluorescens wywotuje odpornos¢ odpowiednio na infekcje Pseudomonas syringae
(Pieterse i in., 2000) i Magnaporthe oryzae (De Vleesschauwer i in., 2008).

Jesli powyzsza hipoteza jest prawdziwa, niezwykle ciekawe byloby sprawdzenie,
czy istotnie mamy do czynienia z kolonizacjg takimi bakteriami, a jesli tak to, co sprzyja
takiej kolonizacji w przypadku drzew szczepionych na odpornych podktadkach.
W pierwszym rzg¢dzie jednak eksperymentalnej weryfikacji wymagatoby to, czy docelowym
transkryptem dla mdm-miR535b,c istotnie jest transkrypt biatka podobnego do noduliny.
W przedstawionych badaniach w celu takiego potwierdzenia przeszukano degradom jabtoni
(dane Degradome-Seq, GEO:GSE36065). Potwierdzenia takiego nie znaleziono, co jednak
nie wyklucza faktu, ze poziom noduliny jest regulowany przez miR535b,c. Nalezy bowiem
pamigta¢, ze produkty degradacji noduliny nie powinny, zgodnie z naszymi wynikami,

znajdowa¢ si¢ w materiale ze zdrowych, odpornych drzew, a z takich wlasnie pochodzit
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analizowany degradom (odmiana ,,Golden delicous” szczepiona na odporne podktadki
M.111; (Xia i in., 2012).

Tabela 17. Wyniki ekspresji miRNA w konteks$cie mdm-miR535b,c i noduliny. Podkreslono uzyskane
W niniejszej pracy wyniki

ODPORNE (G.30, M.111) PODATNE (B.9, M.27)
ZDROWE brak czasteczki mdm-miR535b,c obecna czasteczka mdm-miR535b,c
LISCIE ,,duzo” noduliny ,;mato” noduliny

INOKULOWANE | obecna czasteczka mdm-miR535b,c, | obecna czasteczka mdm-miR535b,c,

LISCIE poziom noduliny si¢ obniza poziom noduliny si¢ obniza

5.6.2. Czasteczka mdm-miR168a,b

Czasteczka mdm-miR168a,b wykazata w pierwszej czesci badan wigkszg ekspresje
w drzewach podatnych na zaraz¢ ogniowa (M.27 i B.9) w poréwnaniu z drzewami
odpornymi. Co prawda, roznica nie byla istotna statystycznie, jednakze analizy
przeprowadzone w drugim etapie badan wykazaty, ze poziom ekspresji mdm-miR168a,b jest
wickszy w lisciach inokulowanych w poréwnaniu z kontrolg. W tym przypadku istotny
statystycznie byt jedynie wzrost poziomu ekspresji w lisciach pochodzacych z drzew
rosngcych na podktadce odpornej (G.30; Rysunek 18). Konsekwentnie, poréwnanie poziomu
tej czasteczki miRNA w czasie 2 i 72 godzin od inokulacji wskazalo na istotny wzrost
ekspresji (Rysunek 19). Niemniej jednak, zmiana ekspresji w czasie nastgpita rowniez
w probach kontrolnych (Rysunek 19; Tabela 16), co sugeruje szybka reakcje tej czasteczki
miRNA zaréwno na stres nacigcia, jak i stres infekcji bakteryjnej.

Zebrane wyniki nie s3 jednoznaczne 1 na tym etapie trudne do pelnego
zinterpretowania. Jednakze istotnie wyzszy poziom czasteczki w probach pochodzacych
z drzew nieodpornych oraz znacznie wigkszy wzrost poziomu ekspresji po inokulacji lisci
z drzew odpornych w poréwnaniu z jedynie nacigtymi lis¢émi (kontrola) sugeruja,
ze czasteczka ta moze mie¢ udzial w ksztaltowaniu odporno$ci na zaraz¢ ogniowa oraz
w odpowiedzi na zakazenie bakteryjne. By¢ moze nie jest to dziatanie specyficzne, gdyz
dane literaturowe wskazuja na udzial mdm-miR168a,b w odpowiedzi na wiele czynnikéw
stresowych, jak np. susza, zasolenie, ciepto, zimno, promieniowanie UV czy mechaniczne
uszkodzenie tkanek (Khraiwesh i in., 2012). Potwierdzito si¢ to takze w niniejszej pracy,

gdzie zwigkszony poziom ekspresji zostal zaobserwowany rowniez W wyniku reakcji na
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nacigcie liScia. Na szerokie dziatanie tej miRNA wskazuje takze to, ze jego transkryptem
docelowym, jak pokazuja przeprowadzone analizy, jest biatko AGO1. Wynik potwierdza
doniesienia innych grup badawczych, ktore znalazty ten sam transkrypt docelowy (AGO1)
dla miR168 u innych ro$lin (Rhoades i in., 2002; Jones-Rhoades i Bartel, 2004). Funkcja
tego bialka jest $cisle zwigzana z biogeneza i funkcjami miRNA poniewaz jest ono glownym
elementem kompleksu RISC. AGOI1 bierze wigc zasadniczy udziat w mechanizmie

wyciszania gendéw z udziatem czasteczek miRNA.

5.6.3. Czasteczka mdm-miR169a

Kolejng czasteczka miRNA potencjalnie zaangazowang w odpornos¢ jabtoni na
zaraz¢ ogniowg jest mdm-miR169a. Jej zwigkszona ekspresja w pedach rosngcych na
podktadkach odpornych na zaraz¢ ogniowa zostata wykazana zarowno w liczbie odczytow
wyrazonych w RPM, jak i potwierdzona technika stem-loop gPCR (Rysunek 11). Z danych
literaturowych wynika, ze u innych ro$lin, w tym u rzodkiewnika i kukurydzy, miR169
dziata na transkrypt czynnika jadrowego Y (ang. nuclear factor Y — NF-Y). Uzyskane
W niniejszej pracy wyniki potwierdzaja, ze transkryptem docelowym dla mdm-miR169a jest
najprawdopodobniej transkrypt o wysokim podobienstwie do podjednostki A czynnika
NF-Y poziomki pospolitej (Fragaria vesca). Jak wskazuje wiele prac, regulacja tego
czynnika przez miR169 moze by¢ zwigzana z odpowiedzig rosliny na stres (Nelson i in.,
2007; Li i in., 2008; Pant i in., 2009; Leyva-Gonzalez i in., 2012). Ponadto znane sg
doniesienia, ze miR169 uczestniczy w odpowiedzi na infekcj¢ grzybami u pszenicy
(Inal i in.,, 2014), jak rowniez w ksztaltowaniu tolerancji na susz¢ i poziom cukru
(Calvino i Messing, 2013). Czasteczka miR 169 jest takze zaangazowana w rozw0j brodawek
na korzeniach ro$lin motylkowych oraz utrzymanie ich réwnowagi odzywczej
(Simon i in., 2009).

5.6.4. Czasteczka mdm-miR167b—g

Roznica w ekspresji mdm-miR167b—g pomigdzy zdrowymi drzewami odpornymi
I podatnymi nie byla istotna statystycznie. Czasteczka ta zostala jednak poddana dalszej
analizie ze wzgledu na to, ze wiele badan wskazuje na jej role¢ w odpowiedzi na rozne
czynniki stresowe u roslin (Navarro i in., 2006; Liu i in., 2008; Sunkar, 2010). Zwigkszona
ekspresja mdm-miR167b—g w pedach jabtoni rosngcych na podktadkach podatnych na
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zarazg ogniowa (M.27 i B.9) zostata wykazana w eksperymencie stem-loop PCR, w ktorym
roéznice w poziomie ekspresji byly istotne statystycznie (Rysunek 11).

Kolejnym potwierdzeniem potencjalnej roli tej czasteczki w ksztattowaniu
odporno$ci na zakazenie bakteryjne sg wyniki badan inokulowanych jabtoni, w przypadku
ktorych mdm-miR167b—g rowniez wykazywal wyzsza ekspresje W podatnych drzewach
(M.27; $rednio ok. 60 RPM) niz w drzewach odpornych (G.30; s$rednio ok. 40 RPM)
zarowno w inokulowanych, jak i zdrowych drzewach. Réznica nie byla jednak istotna
statystycznie. Jesli chodzi o transkrypty docelowe dla miR167, w literaturze mozna znalez¢é
doniesienia, iz reguluje on ekspresje czynnikow odpowiadajacych na auksyny i uczestniczy
w odpowiedzi ro$lin na stres bakteryjny (Navarro i in., 2006; Sunkar, 2010; Varkonyi-Gasic
i in.,, 2010; Zhang i in., 2011). Analiza danych pochodzacych z degradomu jabtoni
wykonana w ramach niniejszej pracy réwniez potwierdza, ze czynnik odpowiadajacy na

auksyny (ang. auxin response factor) jest sekwencja docelowg dla mdm-miR167b—g.
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6 Whioski koncowe

Przeprowadzona w ramach pracy doktorskiej identyfikacja i analiza ekspresji
czasteczek mikroRNA jabtoni pozwolita w znaczacy sposob zwiekszy¢ spektrum znanych
dla tego gatunku miRNA. Ponadto wykazano, ze rodzaj zastosowanej podktadki wptywa na
profil ekspresji miRNA w szczepionych pedach jabtoni. Obserwacja jest zgodna z wczesniej
udowodnionym u jabloni wptywem podktadki na fenotyp, jak réwniez na transkryptom
zrazu. Zaobserwowany zatem zrdéznicowany profil ekspresji miRNA moze stanowié
potwierdzenie regulacji ekspresji genéw jabtoni przez podktadke za posrednictwem wiasnie
miRNA. Przeprowadzone badania pozwolilty na wytypowanie miRNA, ktére moga
uczestniczy¢ w ksztattowaniu odpornos$ci jabloni na t¢ chorobg. W przysztosci czasteczki te
moga by¢ wykorzystane jako markery odpornosci jabtoni na zaraze¢ ogniowa na wczesnym
etapie rozwoju rosliny. Bytoby to niezwykle istotnym zastosowaniem, gdyz rozwoj mtodych
drzew jabtoni jest dlugi (pierwsze owoce pojawiajg si¢ dopiero po kilku latach.) Udato si¢
takze zidentyfikowaé miRNA potencjalnie zaangazowane w odpowiedz jabtoni na stres
bakteryjny. Wiedza ta moze przydac si¢ w przysztosci do zwigkszenia odpornosci jabloni na
zaraz¢ ogniowa dzigki wykorzystaniu metod biotechnologicznych. Niemniej jednak,
najpierw nalezaloby przeprowadzi¢ dalsze analizy funkcjonalne, na przyklad
z zastosowaniem technik interferencji RNA, w celu uzyskania dodatkowego potwierdzenia
funkcji wytypowanych miRNA. W przypadku jabtoni tego typu badania sg niestety trudne
z uwagi na dhugi okres wzrostu rosliny oraz wysoki poziom heterozygotycznosci.

Biorac pod uwage otrzymane wyniki, jedng z najbardziej interesujacych czasteczek
wydaje si¢ mdm-miR535b,c, gdyz w jej przypadku udato si¢ zbudowaé spdjna, choé nie
potwierdzong eksperymentalnie, hipoteze¢. Jesli jest ona stuszna, to czasteczka ta mogtaby
by¢ wykorzystana zaré6wno jako marker odpornosci, jak 1 do opracowania
biotechnologicznych metod zwalczania zarazy ogniowej, a by¢ moze takze innych chorob

pochodzenia bakteryjnego.
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uzyskane W NiNIeJSZe] Pracy WYNIKI .......coviiieiiiniiiieieiese ettt 83
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