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STRESZCZENIE

Kinaza syntazy glikogenu (GSK) jest enzymem Kkatalizujacym fosforylacje
biatkowych czynnikow transkrypcyjnych i w konsekwencji regulujacych wiele proceséw
rozwojowych ro§lin. Dotychczas wykazano, ze enzym o aktywnosci GSK warunkuje
fosforylacje czynnikdéw transkrypcyjnych z rodziny BES uczestniczacych w szlaku
sygnatowym brasinosteroidow (BR), a ostatnie doniesienia wskazuja na udzial GSK w regulacji
czynnikow transkrypcyjnych szlaku sygnatowego kwasu abscysynowego (ABA) i auksyn.
Roslinne GSK kodowane sg przez cztery grupy genow. Ortologi tych genéow w Hordeum
vulgare L. nie zostaly dotychczas poznane. Celem niniejszej pracy byta identyfikacja i analiza
funkcji genow z rodziny GSK w jeczmieniu. Prace rozpoczeto od analizy bioinformatycznej
ukierunkowanej na identyfikacj¢ genéw jeczmienia wykazujacych duze podobienstwo
sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej do znanych GSK w Arabidopsis thaliana oraz
gatunkach z rodziny Poaceae. Zidentyfikowane geny jeczmienia przyporzadkowano do
czterech wczedniej opisanych grup. Scharakteryzowano struktur¢ tych gendéw oraz
skorygowano adnotacj¢ jednego z gendow w bazie danych Ensemble Plants. Sposrod
zidentyfikowanych ortologdw wybrano cztery geny do eksperymentalnej czgsci pracy, ktorej
celem byla weryfikacja udzialu HvGSK w wybranych procesach fizjologicznych i
rozwojowych. Do analizy funkcji tych genow wybrano technologie siRNA. Pozwala ona
otrzymac rosliny z obnizong ekspresja badanego genu a nastepnie, w tak uzyskanych roslinach,
scharakteryzowa¢ wybrane cechy i1 porownujac je z kontrola wnioskowaé¢ o funkcji
analizowanego genu. W tym celu skonstruowano cztery wektory ekspresyjne z kasetg
wyciszajacg przeznaczone do transformacji genetycznej jeczmienia metoda wykorzystujaca
Agrobacterium tumefaciens. W wyniku Agro-transformacji  uzyskano 71 roslin
transgenicznych. Uzyskane linie transgeniczne charakteryzowano w warunkach stresu
osmotycznego i zasolenia oraz w wybranych stadiach rozwojowych. Uzyskano wyniki
wskazujace na udzial HYGSK w procesach rozwojowych oraz odpowiedzi ro$lin jeczmienia na
stres osmotyczny i zasolenia. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy ekspresja HVGSK a HvDhn5 w
roslinach pod wptywem stresu, co moze potwierdza¢ udziat GSK w szlaku sygnatlowym ABA.
Wykazano silng korelacje pomiedzy ekspresja HVGSK1.2 a masg tysigca ziarniakow oraz
wykazano, ze obnizenie ekspresji HYGSK wptywa na redukcj¢ pedow w jeczmieniu. W liniach
z obnizong ekspresja HVGSK2.1 i HVGSK3.1 obserwowano wzrost ekspresji HvDwarf4, co
moze odzwierciedla¢ udzial tych genow w szlaku sygnalowym BR, a zmiany fenotypowe w
stresie zasolenia dowodza, ze gen HVGSK2.1 moze by¢ funkcjonalnym ortologiem OsGSK21.
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ABSTRACT

Glycogen Synthase Kinase (GSK) is an enzyme that catalyzes the phosphorylation of
protein transcription factors and as a consequence regulates many plant developmental
processes. It has been demonstrated so far that the enzyme with GSK activity determines the
phosphorylation of BES transcription factors involved in the brassinosteroids (BR) signaling
pathway. Recent reports indicate the involvement of GSK in the regulation of transcription
factors of the abscisic acid (ABA) and auxins signal pathway. Plant GSKs are encoded by four
groups of genes. The orthologues of these genes in the barley have not been known so far. The
aim of this study was to identify and analyze the function of genes from the GSK family in
barley. The research began with a bioinformatic analysis aimed at identification of barley genes
which indicate a high similarity of nucleotide and amino acid sequences to known GSKs in
Arabidopsis thaliana and species from the Poaceae family. Identified barley genes were
assigned to the four previously described groups. The structure of these genes was characterized
and the annotation of one of the genes in the Ensemble Plants database was corrected. Among
the identified orthologs, four genes were selected for the experimental part of the work, the aim
of which was to verify the involvement of HYGSK in selected physiological and developmental
processes. SIRNA technology was chosen to analyze the function of these genes. It allows to
obtain plants with reduced expression of the gene under investigation and then, in the plants
obtained in this way, characterize selected traits and compare them with the control to infer the
function of the analyzed gene. For this purpose, four expression vectors were constructed with
a silencing cassette intended for barley genetic transformation using the Agrobacterium
tumefaciens. Agro-transformation resulted in 71 transgenic plants. The obtained transgenic
lines were characterized under conditions of osmotic stress and salinity as well as in selected
stages of development. Obtained results indicated the participation of HYGSK in developmental
processes and the response of barley plants to osmotic stress and salinity. The relationship
between HVGSK and HvDhn5 expression in plants under stress was demonstrated, which may
confirm the involvement of GSK in the ABA signaling pathway. A strong correlation between
the HVGSK1.2 expression and the thousand kernel weight was found and it was shown that the
reduction of HVGSK expression influences the reduction of shoots in barley. In lines with
decreased expression of HYGSK2.1 and HvGSK3.1, an increase in HvDwarf4 expression was
observed, which may reflect the role of these genes in the BR signaling pathway, and
phenotypic changes in salinity stress proved that the HVGSK2.1 gene can be a functional
orthologue of OsGSK21.
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