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Wplyw fotoperiodu na ekspresje genow kodujacych fotoreceptory

INNOWACYJNE OCGRODNICTWO
ZRODLEM PRODUIKTOW WYSOKE) JAXOEC)

oraz genow zwiazanych z metabolizmem flawonoidow

podczas wzrostu mikrosadzonek rabarbaru ogrodowego w warunkach ex vitro
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MATERIALY | METODY

Startery wykorzystane do analiz ekspresji genow.

Nazwa genu Sekwencje starteréw (For/Rev 5’ — 3')
: . : T C C . : GGGTTTCTAGGTGGTGGCTC
Rabarbar (Rheum L.) jest warzywem nalezacym do rodziny rdestowatych Rosliny rosty przez pie¢ miesiecy w kontrolowanych warunkach w fitotronie ' v’ cnyptochrome 1 CGCACCAAAGACAATGGATCATA
(Polygonaceae) uprawianym gtownie dla dtugich i grubych ogonkow lisciowych bogatych przy fotoperiodzie 10/14-h oraz 16/8-h (dzien/noc) i temperaturze 23°C. , ., ypiochrome? g%g/}rg/é/&%%igggg%ﬁ
w naturalne sktadniki wykazujace szereg bioaktywnosci istotnych dla zdrowia cztowieka, Co 4 tygodnie, 5-krotnie pobierano materiat roslinny do badan, z ktérego CACTEATCCTAGGETTCORG
migdzy innymi: polifenole, kwasy organiczne, mikroelementy oraz btonnik pokarmowy. izolowano catkowity RNA zgodnie z metodykg opisang przez Chang i wsp. ° Pt phofoopint GTGGTTAGATCAGTCTCTGGACC
Warzywo to jest atrakcyjnym produktem do bezposrednie] konsumpcji, przemystu (1993). Analizie ekspresji poddano geny kodujgce: kryptochromy (cry?, cry2), 4  photz  phototropin 2 CCTCCACACCCCACCTTATT
prze’gwérczego oraz farmaceutycznego. fotgtropiny (phot1, p{votZ), f|tochrom (phyA, phyB), receptor UVRS oraz enzymy R O AT GETOT THGE
Swiatto jest jednym z najwazniejszych czynnikow wywierajacych wptyw na procesy zWigzane z metabolizmem flawonoidow (SERK71, CM, STSY, EXLA2, HMGR), CATTCTGCTCCTCAGTTCCTTCT
o 2t At T - L - . - : - - CTCGTGCTTTGAGAGGGGAC
zyciowe roslin. W roslinnych kulturach in vitro swiatto dziata gtownie jako czynnik dla ktorych zaprOJektowang Isl,pecyflczr)e stalrltery (Tabela). Wszystkie gnahzy 6 phyB  phytochrome B T CAACAAACAAACGCCOA
morfogenetyczny, jednak przez modyfikacje zarowno spektrum Swiatta, jak i dtugosc wykonano za pomocg techniki ilosciowej reakcji PCR z prowadzonym na biezaco T UVRS  UVBresitance § recentor TCAGGGAAMGCTGGGTGTC
jego dziatania, mozna regulowa¢ procesy morfogenezy. Od wielu lat mechanizm pomiarem ilosci produktéw amplifikacji (real-time PCR/QPCR) przy uzyciu b k CATCCGTIAGGCCCGTTTCA
: C s . . . , < : . , . ti ' tor Ki CTCGTCCACTTTGGTCATTTGA
dziatania $wiatta jest taczony z dziataniem regulatorow wzrostu. Wykazano, ze $wiatto zestawu KAPA SYBR® FAST qPCR Kit (KAPA Biosystems), w ktorym do pomiaru 8 SERKr 0 2 e A GCAGATITAGTTCOA
moze wptywac na biosynteze, transport i metabolizm, a takze zmienia¢ wrazliwosc stezenia amplikonow wykorzystywany jest interkalujgcy barwnik SybrGreen. chorismate mutase 2 GCCCAGATTCCTTGCTCCTT
: . . oo ; . , : GGCGTCTCTTCCGGATTTTC
tkanek na endogenne i egzogenne regulatory wzrostu. Jest takze waznym czynnikiem Wzgledny poziom ekspresji badanych genow normalizowano w stosunku do genu OCAGOCT GAACATGAGTCE
regulujgcym tworzenie metabolitow wtdrnych, w tym kwasow fenolowych, flawonoidow referencyjnego (GAPDH). Sporzadzono mape, na ktorej natezenie ekspresji 10 STSY  stibene synihase GGGACAAGCTTTGTTTGGGG
| karotenoidow. genow przedstawiono w skali barwnej (heat-map). Pola w odcieniach czerwieni 1 gxia2  expansindike a2 gg@gﬁggﬁggﬂ Séé‘glfgl
W komercyjnej produkcji sadzonek rabarbaru kluczowa jest wysoka jakoSC materiatu 0znaczajq, nadeksp.resje genu, w odcieni.ach. zieleni — \(yyciszenie, natomiast pola 0 ien | hVro-Smethyigtar-coenzyme A GAGGCTGTTAATGACGGAAGG
roslinnego, dlatego tez celem prezentowanych badan byta ocena wptywu fotoperiodu bezbarwne okreslajg brak zmian w poziomie ekspresji danego genu wzgledem reductase 1 CTGATTGGGAAGCAAGCTGAGT
: ” , . : T At glyceraldehyde 3-phosphate CTCAATGACGGCCACACAGA
S na poziom ekspresji genow podczas wzrostu sadzonek rabarbaru w warunkach ex vitro. U jego ekspresji u roslin kontrolnych. 13 GAPDH G e A CCAGTOCTGCT CRGARTG ,
4 )

v Wyniki badan wykazaty, ze mikrosadzonki rabarbaru sg bardzo wrazliwe na krotki dzien. Po 4 tygodniach wzrostu w warunkach 10-h
fotoperiodu sadzonki cechowaty sie zahamowanym wzrostem i tworzeniem lisci, obnizong masg ogonkow lisciowych i ktgczy oraz szybkim
z0tknieciem. W warunkach 16-h fotoperiodu intensywny wzrost sadzonek bez indukcji spoczynku uzyskiwano przez co najmniej 5 miesiecy.

v" Analiza molekularne wykazata, ze dtugo$¢ dnia miata zréznicowany wplyw na zmiany w poziomie ekspresji badanych genow. Wykazano,
ze zahamowanie wzrostu mikrosadzonek w warunkach dnia krotkiego byto zbiezne z silng nadekspresjg cry2 oraz nieznaczng indukcjg phyB
przy wyciszeniu phyA. Te rodzaje biatek sg odpowiedzialne za tolerancje roslin na cien — kryptochrom 2 wptywa na wzrost roslin poprzez
regulacje ekspresji genow w odpowiedzi na niedobor Swiatta, natomiast fitochromy to biatka odpowiadajace za ograniczenie wzrostu roslin
(krotkie fodygi) oraz wzrost zawartosci chlorofilu w lisciach. W warunkach dnia krotkiego obserwowano takze wzrost ekspresji genow
kodujacych fototropiny (phot1, phot2), odpowiedzialne za fototropizm oraz fotomobilizacje chloroplastow w warunkach cienia.

v W warunkach dnia dtugiego wzrost sadzonek byt intensywny, przy wyciszeniu ekspresji genow kodujacych fitochromy oraz kryptochrom 1.

v" W warunkach dnia dtugiego obserwowano silny wzrost ekspresji gendw zwigzanych z metabolizmem flawonoidow, szczeg6lnie po 2-3
miesigcach wzrostu. W warunkach dnia krotkiego geny te ulegaty wyciszeniu. Wyjatek stanowit gen kodujacy receptor SERKT,
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Wzgledna ekspresja badanych genéw kodujacych fotoreceptory oraz genéw zwigzanych z metabolizmem flawonoidow podczas wzrostu ex vitro mikrorozmnazanych sadzonek rabarbaru.
Czerwona linia przedstawia wzgledng ekspresje badanego genu u roslin kontrolnych. Wartosci powyzej 1.0 oznaczajg nadekspresje, a wartosci ponizej 1.0 — wyciszenie badanego genu.
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Wplyw fotoperiodu na ekspresje genow kodujacych fotoreceptory oraz genow zwigzanych
z metabolizmem flawonoidéw podczas wzrostu ex vitro mikrorozmnazanych sadzonek rabarbaru.
Mapa cieplna przedstawia wzgledna ekspresje badanych genéw w pordwnaniu do kontroli.

PODSUMOWANIE

v Wykazano, Ze stres niedoboru $wiatta moze mie¢ znaczacy wptyw na wczesng indukcje spoczynku u mikrosadzonek rabarbaru ogrodowego.

v' Zoptymalizowano metode oceny wzglednego poziomu ekspresji gendw kodujacych fotoreceptory oraz genéw kodujacych biatka zwigzane z metabolizmem flawonoidéw u rabarbaru ogrodowego.

v' Zahamowanie wzrostu sadzonek byto réwnolegte z indukcjg ekspresji gendw zwigzanych z odpowiedzig rosliny na zmieniajace sie warunki Swietlne — tolerancje na cien (m.in. kryptochromy, fitochromy czy fototropiny).
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