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Temat pracy: Identyfikacja nowego i regulowanego przez ABA miRNA oraz
charakterystyka jego genu docelowego - AtBrol w procesach wzrostu i w odpowiedzi
na stres abiotyczny u Arabidopsis thaliana.

(Thesis Topic: Identification of novel and ABA-regulated miRNA and characterization of its target gene-
AtBrol upon growth and abiotic stress response in Arabidopsis thaliana).

Wiele czynnikow srodowiskowych, takich jak podwyzszona temperatura, zasolenie i susza, majg
wpltyw na wzrost 1 produktywno$¢ upraw. Kluczowym szlakiem sygnatowym uczestniczacym w
regulacji odpowiedzi roslin na stres jest rdzeniowa sygnalizacja kwasu absysynowego (ABA).
ABA kontroluje reakcje roslin poprzez regulacje ekspresji gendéw, takze z udziatem S$ciezek
zaleznych od miRNA. miRNA biorg udzial w réznych procesach biologicznych, w tym w
reakcjach adaptacyjnych na stres abiotyczny.

Celem mojej pracy doktorskiej jest identyfikacja nowych miRNA zaangazowanych w
regulacje ekspresji gendow w odpowiedzi na ABA. Aby zrealizowaé postawiony cel badania
prowadzono z zastosowaniem rosliny modelowej Arabidopsis thalina formy dzikiej (WT) oraz
mutantéw szlaku sygnatowego ABA: abiltd, mkkk1l7 i mkkk18. Analizy z wykorzystaniem
RNAseq umozliwity identyfikacj¢ 10 nowych miRNA w odpowiedzi na ABA (ath-miRn-1, ath-
miRn-2, ath-miRn-3, ath-miRn-4, ath-miRn-5, ath-miRn-6, ath-miRn-7, ath-miRn-8, ath-miRn-9
and ath-miRn-10) u formy dzikiej A.thaliana oraz 1 nowy miRNA u mutanta mkkk17. Ponadto,
analiza wynik6éw ujawnita, ze trzy, siedem i dziewig¢ znanych miRNA ulegato roznej ekspresji w
odpowiedzi na ABA u mutantow abiltd, mkkk17 i mkkk18. Wyniki sekwencjonowania zostaty
potwierdzone za pomocg ilosciowego RT-PCR we wszystkich badanych genotypach. By
zidentyfikowa¢ geny docelowe i1 potencjalne miejsca cigcia dla nowozidentyfikowanych miRNA
wykorzystano psRNA-Target oraz 5" RLM-RACE. Analiza ontologii wykazata, ze potencjalne
geny docelowe znanych 1 nowych miRNA reagujacych na ABA s3 zaangazowane w rdzne procesy
komorkowe w roslinach, w tym rozwdj i ruchy aparatow szparkowych. Wyniki te sugeruja, ze
wiele zidentyfikowanych miRNA odgrywa wazna role w odpowiedziach roslin na stres
srodowiskowy 1 moze pelni¢ wspodlne funkcje regulacyjne w szlaku sygnalowym ABA.

W kolejnym etapie badania koncentrowaly si¢ na charakterystyce nieznanego biatka BRO1,
zawierajagcego domeng¢ podobng do BRO (AT1G73390), ktore jest celem jednego z nowo
zidentyfikowanych miRNA, ath-miRn-1. W toku analiz wykazano, ze w odpowiedzi na zasolenie,
ABA i mannitol transkrypt BRO1 ulegat indukcji. Transgeniczne linie A.thaliana z nadekspresja
BRO1 wykazywatly silng tolerancj¢ na susze 1 stres solny wskazujac, ze BROI reguluje reakcje
odpornosciowe u roslin. Promotor AtBRO1 w fuzji z GUS wykazywat ekspresj¢ gtownie w lisciach
rozety 1 kwiatach, zwlaszcza w pylnikach. Analiza lokalizacji subkomoérkowej BRO1::GFP
wykazata, Ze bialko to lokalizuje si¢ przy btonie cytoplazmatycznej protoplastu. Wyniki analizy



transkyptomicznej mutanta typu nokaut w genie BRO1, brol-1, w odniesieniu do linii dzikiej
Arabidopsis, wykazaty zmiany w ekspresji wielu genow, o ktorych wiadomo, ze sg zaangazowane
w odpowiedz roslin na stres. Stwierdzono, ze BRO1 moze odgrywa¢ wazng role w regulacji
odpowiedzi transkrypcyjnej na ABA i indukcji odpowiedzi roslin na stres abiotyczny.

Podsumowujac, wyniki badan przedstawione w prezentowanej rozprawie, umozliwity
poznanie nowych mechanizméw regulujagcych odpowiedz roslin na stres abiotyczny i
powigzanych z sygnalizacja ABA. Najwazniejszym wynikiem pracy jest identyfikacja az 10
nieznanych miRNA i glebsza charakterystyka funkcjonowania jednego ze z nich - ath-miRn-1 —
w powigzaniu z identyfikacja nowego efektora w reakcji ro$lin na stres i nieznanego dotad BRO1.
Wyniki uzyskane w ramach pracy rzucaja $wiatlo na mechanizmy lezace u podstaw tolerancji na
stres.
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