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WPROWADZENIE 

Dynamiczny rozwój nauki oraz dostępność metod biologii molekularnej doprowadziły do pozna-

nia pełnych sekwencji genomowych nie tylko modelowych, ale również innych gatunków roślin upraw-

nych. Jednak samo zidentyfikowanie struktury sekwencji stanowi początkowy etap charakterystyki funk-

cji genu, stąd od wielu lat obserwowany jest rozwój nowych i bardziej precyzyjnych technik inżynierii 

genetycznej. Wykorzystanie metod prowadzących do wyciszenia lub zwiększenia ekspresji danego genu 

pozwala wnioskować o jego funkcji w badanym organizmie. Zboża, ze względu na istotny udział w pro-

dukcji żywności stanowią ważną grupę w hodowli roślin oraz badaniach podstawowych. W związku ze 

stale rosnącym zapotrzebowaniem na żywność oraz malejącą powierzchnią upraw, zastosowanie metod 

inżynierii genetycznej przyczyniło się do postępu w hodowli roślin, a wykorzystanie nowoczesnych me-

tod biotechnologii pozwoliło na skrócenie procesu hodowlanego. Obecne narzędzia biotechnologiczne 

pozwalają na wytworzenie roślin precyzyjnie spełniających wymagania żywnościowe i środowiskowe na 

całym świecie oraz stanowiących punkt wyjścia w poszukiwaniu materiału roślinnego o określonych ce-

chach wykorzystywanych w hodowli. Jedną ze strategii poznania funkcji genu poprzez wyciszenie jego 

ekspresji jest technologia RNAi, wykorzystującą zjawisko interferencji RNA (RNAi). RNAi jest natural-

nym mechanizmem regulacji ekspresji genów w organizmach eukariotycznych. Mechanizm ten obejmuje 

kaskadę reakcji zależnych od biogenezy krótkich interferujących RNA (siRNA) prowadzących do degra-

dacji transkryptu lub metylacji DNA. Strategia wyciszania genów poprzez siRNA jest rutynowo wyko-

rzystywana w analizie funkcji genów zbóż, w tym jęczmienia. W przedstawionej pracy doktorskiej za cel 

przyjęto poznanie funkcji genów kodujących rodzinę roślinnych kinaz syntazy glikogenu (GSK) w jęcz-

mieniu zwyczajnym (Hordeum vulgare L.) odmiany Golden Promise, poprzez wyciszenie ekspresji wy-

branych genów HvGSK. Dotychczas nie ukazała się żadna praca o tematyce GSK w jęczmieniu, a pre-

zentowana praca stanowi początek badań związanych z udziałem genów HvGSK w regulacji szlaków 

sygnałowych fitohormonów oraz w rozwoju roślin. Analiza funkcji tych genów sprowadzała się jedynie 

do udziału kodowanych przez nie kinaz, szczególnie kinazy AtSK21 w szlaku sygnałowym brasinoste-

roidów (BR) w Arabidopsis thaliana L. Badania molekularne i biochemiczne pozwoliły na określenie 

udziału BR w wielu procesach rozwojowych roślin, m. in. w podziałach komórkowych, fotomorfogene-

zie, rozwoju kwiatostanów i merystemów kwiatowych, wielkości, kształcie i liczbie nasion, architekturze 

części nadziemnej i systemu korzeniowego. Stwierdzono, że egzogenne BR korzystnie wpływają na to-

lerancję niekorzystnych warunków środowiska, wydajność procesu fotosyntezy oraz plon ziarna roślin. 

Wiadomo również, że wiele z przedstawionych procesów, regulowanych jest przez geny GSK, które 

uczestniczą w regulacji rozwoju korzeni bocznych, aparatów szparkowych, regulacji cyklu dobowego 

oraz wydłużaniu pędu i korzenia poprzez bezpośrednią regulację wielu grup czynników transkrypcyj-

nych. Obecnie wiadomo, że również AtSK21 i jego paralogi uczestniczą nie tylko w szlaku sygnałowym 

BR, ale również innych fitohormonów, między innymi auksyn i kwasu abscysynowego (ABA). Zatem 

obserwowane po traktowaniu BR zmiany mogą być wynikiem bardziej złożonego procesu zależności, 

który został zaobserwowany między innymi we wzajemnej regulacji szlaku sygnałowego kwasu gibere-

linowego (GA) i BR. Przedstawione dane potwierdzają, że kodowane przez pojedyncze geny białka bar-

dzo rzadko zaangażowane są tylko w jeden proces, stąd coraz częściej sama analiza molekularna jest 

niewystarczająca do określenia funkcji genu i konieczne jest włączanie metod fizjologicznych i bioche-

micznych. Ze względu na brak informacji związanych z genami GSK w jęczmieniu i ograniczoną liczbę 

publikacji z udziałem GSK w innych gatunkach z rodziny Poaceae, wyniki prezentowane w pracy dok-

torskiej będą odnoszone głównie do ortologów tych genów scharakteryzowanych w A. thaliana. 

CEL I ZAKRES PRACY 

Głównym celem prezentowanej pracy doktorskiej była identyfikacja i charakterystyka funkcji ge-

nów z rodziny GSK w jęczmieniu zwyczajnym.  

W pierwszej części pracy wykonano analizę bioinformatyczną ukierunkowaną na identyfikację genów 

jęczmienia wykazujących duże podobieństwo sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej do znanych 

GSK w A. thaliana oraz gatunkach z rodziny Poaceae. Zidentyfikowane geny przyporządkowano do 
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czterech grup scharakteryzowanych w tej rodzinie genów w A. thaliana. Spośród zidentyfikowanych or-

tologów wybrano geny do eksperymentalnej części pracy, której celem była weryfikacja udziału HvGSK 

w wybranych procesach fizjologicznych i rozwojowych jęczmienia. W tym celu skonstruowano wektory 

typu RNAi przeznaczone do wyciszenia ekspresji wybranych HvGSK, wykonano transformację gene-

tyczną z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens i wyprowadzono homozygotyczne linie transge-

niczne z obniżoną ekspresją genów HvGSK1.2, HvGSK2.1, HvGSK3.1 oraz HvGSK4.1 przeznaczonych 

do analizy funkcji. Uzyskane linie transgeniczne charakteryzowano w warunkach stresu osmotycznego  

i stresu zasolenia. W wybranych stadiach rozwojowych opisano wybrane cechy fenotypowe części nad-

ziemnej oraz systemu korzeniowego. 

MATERIAŁY I METODY 

Materiał badawczy wykorzystany w pracy doktorskiej stanowił jęczmień zwyczajny (Hordeum 

vulgare L.) odmiany Golden Promise oraz szczepy bakterii kompetentnych Escherichia coli: DB3.1, 

OmniMax 2T1, DH5α i A. tumefaciens: AGL1 oraz plazmidy pCR8/GW/TOPO (pENTR), pBract207  

i pSoup wykorzystywane na etapie konstruowania kaset wyciszających oraz wektorów ekspresyjnych 

przeznaczonych do transformacji genetycznej jęczmienia. 

Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej obejmowały: 

1. Analizę bioinformatyczną i identyfikację genów GSK w jęczmieniu. 

2. Uzyskanie profili ekspresji zidentyfikowanych HvGSK w wybranych stadiach rozwojowych jęcz-

mienia (izolacja RNA, oczyszczanie z zanieczyszczeń DNA i synteza cDNA, pomiar ekspresji ge-

nów z wykorzystaniem metody Real-Time PCR). 

3. Konstruowanie kasety wyciszającej typu hpRNA (amplifikacja fragmentów genów GSK, konstruo-

wanie plazmidów pENTR z fragmentem HvGSK1.2, HvGSK2.1, HvGSK3.1 lub HvGSK4.1 i wery-

fikację uzyskanych konstruktów; rekombinacja Gateway i weryfikacja prawidłowego utworzenia 

matrycy do syntezy hpRNA) oraz uzyskanie wektora A. tumefaciens z odpowiednim plazmidem eks-

presyjnym do transformacji genetycznej jęczmienia. 

4. Transformację genetyczną niedojrzałych zarodków jęczmienia i regenerację roślin w kulturach in 

vitro. 

5. Analizę transformantów (izolacja DNA, identyfikacja roślin posiadających T-DNA z wykorzysta-

niem metod LAMP i PCR). 

6. Identyfikację roślin homozygotycznych (izolacja DNA, oznaczanie liczby kopii T-DNA w roślinach 

transgenicznych metodą Real Time PCR). 

7. Charakterystykę fenotypu linii transgenicznych w warunkach kontrolnych oraz stresorów: 15% PEG 

10 000 i 200 mM NaCl (izolacja RNA i synteza cDNA, pomiar ekspresji wyciszanych genów, po-

miar biomasy oraz długości pędów i korzeni, oznaczenie suchej masy liści, oznaczenie nadtlenku 

wodoru, wyciek elektrolitów oraz wybrane parametry fluorescencji chlorofilu a). 

8. Charakterystykę fenotypu linii homozygotycznych w wybranych stadiach rozwojowych (czas pyle-

nia, parametry fluorescencji chlorofilu a, względna zawartość chlorofilu, pomiar powierzchni liścia 

flagowego, oznaczenie liczby pędów, wysokość pierwszego pędu, długość międzywęźli i kłosa). 

9. Charakterystykę systemu korzeniowego w warunkach kontrolnych i stresora zasolenia (sterylizacja 

ziarniaków, kiełkowanie i uprawa roślin, pomiar parametrów architektury korzeni:  całkowita dłu-

gość, powierzchnia, objętość oraz liczba wierzchołków i oznaczenie suchej masy korzeni). 

 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Dotychczas wykazano, że GSK występują we wszystkich organizmach eukariotycznych, w których wy-

konano analizy pod kątem ich identyfikacji [1]. Dowiedziono, że w ssakach GSK kodowana jest przez 

dwa geny: GSK3α i GSK3β, natomiast w roślinach GSK funkcjonują jako rodzina kinaz, kodowana przez 

cztery grupy genów [2]. Udowodniono, że GSK regulują szereg procesów rozwojowych, uczestniczą  
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w odpowiedzi roślin na czynniki stresowe biotyczne i abiotyczne oraz pośredniczą w regulacji fitohor-

monalnej roślin. Najnowsze prace dostarczają dowodów, że roślinne GSK stanowią ośrodek sieci zależ-

ności na poziomie rozwojowym, odpornościowym i fitohormonalnym, jednak mimo wielu prac potwier-

dzających rolę GSK w roślinach, uwarunkowania genetyczne regulacji kinaz w rodzinie Poaceae najdo-

kładniej poznano jedynie w ryżu [3-5]. Do dziś ukazały się pojedyncze prace w których przedstawiono 

sekwencje dwóch ortologów w T. aestivum [6] i jednego ortologa w B. distachyon [7]. Dotychczas nie 

ukazała się żadna praca w której analizowana była sekwencja i/lub funkcja GSK w jęczmieniu. Przedsta-

wiona praca, jest pierwszą w której podjęto tematykę analizy genów HvGSK. W pracy przedstawiono 

wyniki z analizy bioinformatycznej polegającej na identyfikacji genów z rodziny GSK w jęczmieniu.  

W kolejnej części pracy wybrano geny HvGSK do analizy funkcji i wykonano transformację genetyczną 

jęczmienia prowadzącą do wyciszenia ekspresji wytypowanych genów. W części eksperymentalnej wy-

konano analizę cech molekularnych i fizjologicznych linii transgenicznych uprawianych w warunkach 

kontrolnych oraz stresorów, określono architekturę systemu korzeniowego roślin uprawianych w warun-

kach kontrolnych i stresu zasolenia, a także wykonano charakterystykę linii transgenicznych w wybra-

nych stadiach rozwojowych. Na podstawie uzyskanych wyników wnioskowano o potencjalnej funkcji 

wybranych HvGSK. 

Analiza bioinformatyczna i identyfikacja genów z rodziny GSK 

Wyszukanie w bazie danych iTAK sekwencji kinaz GSK pozwoliło na odnalezienie dwunastu sekwencji 

GSK w jęczmieniu. Dalsza analiza bioinformatyczna z wykorzystaniem dostępnych baz danych NCBI  

i Ensembl Plants pozwoliła na weryfikację zdeponowanych w iTAK sekwencji. W wyniku analizy bio-

informatycznej dostępnych sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych A. thaliana oraz dostępnych 

sekwencji gatunków z rodziny Poaceae, tj. O. sativa, T. aestivum i B. distachon wyodrębniono siedem 

genów HvGSK kodujących GSK w jęczmieniu oraz przypisano je do czterech scharakteryzowanych na 

przykładzie A. thaliana grup. Geny te oznaczono podobnie, jak w innych gatunkach, dodając do pierw-

szych liter nazwy łacińskiej człon „GSK” oraz grupę i numer genu. Do pierwszej grupy przypisano geny 

HvGSK1.1, HvGSK1.2 i HvGSK1.3, do grupy drugiej geny HvGSK2.1 i HvGSK2.2, do grup trzeciej 

HvGSK3.1 i do grupy czwartej HvGSK4.1.  

Analiza sekwencji aminokwasowej pozwoliła na zidentyfikowanie konserwowanej domeny kinazy biał-

kowej, w której, podobnie jak w innych gatunkach jednoliściennych, w rzodkiewniku oraz w ssakach, 

zidentyfikowano powtarzające się motywy. W domenie kinazy białkowej zidentyfikowano motyw 

MEYV charakterystyczny dla II grupy i motyw LEYV występujący w I i III grupie kinaz GSK, zawiera-

jący kluczowe reszty wiążące bikininę, tj. inhibitor roślinnych GSK [8], motywy CDFGSAK i SYICSR 

obecne tylko w grupie serynowo-treoninorych kinaz białkowych, motyw SIDIW konserwowany tylko w 

II grupie kinaz oraz motyw TREE obecny zarówno w roślinnych jak i zwierzęcych GSK [3, 6] mający 

kluczowe znaczenie w funkcjonowaniu szlaku sygnałowego BR [9]. W N-końcowej części domeny ki-

nazy białkowej zidentyfikowano konserwowany region VGTGSFGIVFQAKCLETGESVAIK wiążący 

ATP.  

Szczegółowa analiza sekwencji jęczmienia pozwoliła na identyfikację lokalizacji chromosomowej wyty-

powanych genów HvGSK w wyniku której wykazano, że HvGSK1.3, HvGSK2.2 i HvGSK3.1 zlokalizo-

wane są na chromosomie 1, HvGSK1.1 i HvGSK2.1 na chromosomie 3, HvGSK1.2 i HvGSK4.1 na chro-

mosomie 5.  

Analiza HvGSK4.1 wykazała, że sekwencja tego genu występuje w bliskim sąsiedztwie oksydazy ami-

nowej, a część wariantów splicingowych (HORVU5Hr1G119790.1/2/3/5/6/4/7/8/9 i 11) zdeponowanych 

w bazie danych Ensembl Plants sugeruje ciągłość transkryptu kodującego oksydazę aminową  

i HvGSK4.1. W wyniku analizy eksperymentalnej DNA jęczmienia referencyjnej odmiany Morex i ba-

danej Golden Promise potwierdzono ciągłość genomową, jednak analiza cDNA pomimo potwierdzenia 

obecności obu transkryptów wykazała, że są to dwa niezależnie syntetyzowane mRNA [10]. Uzyskane 

wyniki jednoznacznie wskazują, że geny te, pomimo bliskiej lokalizacji tworzą niezależne transkrypty.  
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Bioinformatyczna analiza sekwencji nukleotydowej wykazała, że geny HvGSK1.1, HvGSK2.1  

i HvGSK2.2 w sekwencji których zlokalizowano 12 egzonów i 11 intronów oraz HvGSK3.1 w sekwencji 

którego wykazano obecność 13 egzonów i 12 intronów, posiadają zachowaną strukturę obserwowaną  

w A. thaliana i O. sativa [2, 3, 11]. W sekwencji HvGSK4.1 zlokalizowano 14 egzonów i 13 intronów,  

a w pozostałych genach, tj. HvGSK1.2 i HvGSK1.3 po 13 egzonów i 12 intronów, co stanowi zróżnico-

wanie genetyczne inne, niż obserwowane w I i IV grupie genów rzodkiewnika i ryżu, w których wyka-

zano obecność 12 egzonów i 11 intronów.  

Analiza ekspresji HvGSK w wybranych tkankach w stadium wegetatywnym i generatywnym podobnie 

jak analiza ekspresji AtSK w pracy Charrier i współautorów [12] wykazała, że geny kodujące roślinne 

GSK najwyższej ekspresji ulegają w organach generatywnych, co w jęczmieniu obserwowano w kłosie 

premejotycznym i mejotycznym, natomiast w A. thaliana w pąkach kwiatowych i otwartych kwiatach. 

Zaobserwowano także, że ekspresja HvGSK3.1 notowana na najniższym poziomie w porównaniu do pro-

fili ekspresji pozostałych HvGSK we wszystkich testowanych tkankach, w A. thaliana w pędach kwiato-

stanowych, pąkach kwiatowych i otwartych kwiatach była dwukrotnie wyższa niż ekspresja genów AtSK 

reprezentujących I, II i III grupę. 

Eksperymentalna weryfikacja funkcji HvGSK w jęczmieniu 

Analiza roślin transgenicznych ryżu z wyciszoną ekspresją OsGSK21 wykazała zwiększoną tolerancję 

roślin transgenicznych na stresor zasolenia w porównaniu z nietransgenicznymi segregantami [3]. Na 

podstawie tej pracy oraz wykonanych w Zakładzie Inżynierii Genetycznej IHAR-PIB doświadczeń z wy-

korzystaniem roślin transgenicznych z wyciszoną ekspresją genu HvGSK1.1 założono, że funkcją wybra-

nych genów HvGSK jest regulacja tolerancji na stresory środowiskowe, a wyciszenie ekspresji GSK  

w jęczmieniu będzie skutkowało między innymi podniesioną tolerancją roślin na zasolenie. Założono 

również, zgodnie z danymi literaturowymi, że geny te biorą udział w regulacji rozwoju organów genera-

tywnych, co w roślinach transgenicznych będzie obserwowane w postaci zmiany cech morfologicznych. 

Dotychczas nie opisano genów kodujących kinazy GSK w jęczmieniu. W celu charakterystyki funkcji 

wybranych na podstawie wstępnej analizy bioinformatycznej genów HvGSK wykonano transformację 

genetyczną jęczmienia prowadzącą do wyciszenia ekspresji wybranych genów. W tak uzyskanych rośli-

nach transgenicznych uprawianych w warunkach kontrolnych oraz stresorów charakteryzowano wybrane 

cechy fenotypowe i molekularne, a następnie, na podstawie uzyskanych wyników wnioskowano o funkcji 

genów GSK w jęczmieniu. Do analizy funkcji genów z rodziny GSK w jęczmieniu wytypowano cztery 

reprezentujące każdą z grup geny, tj. HvGSK1.2, HvGSK2.1, HvGSK3.1 i HvGSK4.1.  

W celu wyciszenia ekspresji genów HvGSK zastosowano metodę transformacji genetycznej z wykorzy-

staniem A. tumefaciens bazującą na technologii RNAi. Metoda ta z powodzeniem wykorzystywana jest 

w wielu badaniach polegających na wyciszeniu ekspresji genów, zarówno w królestwie roślin w tym 

jęczmieniu, jak i królestwie zwierząt. Wyciszanie ekspresji określonego genu technologią RNAi polega 

na wprowadzeniu transgenu, którego ekspresja warunkowana przez promotor konstytutywny lub rozwo-

jowo-specyficzny powoduje syntezę transkryptu o strukturze hpRNA. Powstały hpRNA w wyniku ka-

skady reakcji zależnych od enzymów szlaku biogenezy siRNA powoduje degradację mRNA docelowego 

genu. Korzystając z sekwencji cDNA zdeponowanych w dostępnych bazach danych przygotowano 

cztery plazmidy ekspresyjne służące do wyciszenia ekspresji badanych genów. W tym celu wykorzystano 

fragmenty sekwencji kodującej cDNA genów HvGSK1.2, HvGSK2.1, HvGSK3.1 i HvGSK4.1, które am-

plifikowano w rejonach o najbardziej zróżnicowanej sekwencji nukleotydowej. Wszystkie plazmidy 

przygotowano bazując na jednym typie konstruktów, gdzie fragmenty badanego genu umieszczano 

względem siebie antyrównolegle, po dwóch stronach krótkiego intronu (5’3’/intron/3’5’). Tak uzyskana 

kaseta wyciszająca była matrycą transkrypcji w wyniku której syntetyzowany mRNA tworzył strukturę 

hpRNA. Obecność hpRNA indukowała kaskadę procesów RNAi i w konsekwencji degradację tran-

skryptu docelowego genu.  

Do transformacji genetycznej przeznaczono niedojrzałe zarodki jęczmienia odmiany Golden Promise. 

Odmiana ta jest wykorzystywana w transformacji genetycznej jęczmienia i dobrze regeneruje w kulturach 
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in vitro, ponadto dostępny jest opracowany protokół transformacji [13-15]. Do transformacji genetycznej 

wykorzystano szczep AGL1 A. tumefaciens wykorzystywany w transformacji jęczmienia [15] oraz in-

nych gatunków zbóż [16-18], zawierający odpowiedni plazmid ekspresyjny z kasetą wyciszającą gen 

HvGSK1.2, HvGSK2.1, HvGSK3.1 lub HvGSK4.1. Wykorzystany do transformacji genetycznej plazmid 

pBract207 posiadał gen fosfotransferazy higromycyny B (hpt), warunkujący odporność transformantów 

na higromycynę B, którą w stężeniu 50 mg · l-1 pożywki wykorzystywano podczas selekcji. Wydajność 

transformacji dla poszczególnych konstruktów wynosiła od 0,61% do 2,38%, co pozwoliło na uzyskanie 

52 roślin transgenicznych reprezentujących wyciszenie wszystkich przewidzianych do analizy genów 

HvGSK.  

Analiza DNA uzyskanego z 614 roślin jęczmienia pokolenia segregującego T1 uzyskanych z 52 roślin 

transgenicznych (T0) pozwoliła na wyodrębnienie 402 roślin posiadających transgen po segregacji i 212 

roślin w których nie zidentyfikowano obecności T-DNA. Analizę wykonywano metodą LAMP, pozwa-

lającą na szybką identyfikację określonej sekwencji. W kolejnym etapie pracy z zidentyfikowanych 402 

roślin transgenicznych izolowano genomowy DNA i z wykorzystaniem metody Real Time PCR ozna-

czano homozygoty i hemizygoty, a także potencjalną liczbę kopii zintegrowanego T-DNA. Wśród 402 

roślin transgenicznych, zgodnie z założeniem zidentyfikowano homozygoty posiadające T-DNA na 

dwóch chromosomach homologicznych i hemizygoty posiadające T-DNA na jednym chromosomie.  

W roślinach, wśród których zidentyfikowano homozygoty i hemizygoty oraz negatywne segreganty, 

zgodnie z założeniem stwierdzono że T-DNA występuje w jednej kopii. W części roślin z uwagi na zróż-

nicowany poziom proporcji hpt/act oraz brak negatywnych segregantów w grupie przynajmniej 12 roślin 

potomnych wnioskowano, że T-DNA został zintegrowany do genomu jęczmienia w więcej niż jednym 

locus i/lub kopi. W dalszej części pracy wykorzystywano rośliny homozygotyczne pokolenia T2 i opisy-

wano jako linie transgeniczne.  

Wykonano analizę ekspresji wyciszanego genu w liniach transgenicznych uzyskanych po transformacji 

wektorami do wyciszania ekspresji genów HvGSK. Dla każdego genu wykonano analizę dziewięciu linii 

w trzech powtórzeniach biologicznych. Wyniki analizy ekspresji pozwoliły na wytypowanie linii z wy-

ciszoną ekspresją od 11% do 48% genu HvGSK1.2, od 15% do 36% genu HvGSK2.1, od 57% do 77% 

genu HvGSK3.1 i od 51% do 85% genu HvGSK4.1.  

Jęczmień zaliczany jest do zbóż o najwyższym progu tolerancji na zasolenie notowanym na poziomie od 

0,2% do 0,5% [19]. Odpowiedź roślin na stres zasolenia ma charakter dwufazowy. W pierwszej określa-

nej jako stres osmotyczny dochodzi do zmian w przepuszczalności błon komórkowych i ograniczenia 

transportu wody do rośliny [20]. Druga faza określana jest jako stres jonowy i wywoływana jest przez 

nadmierne stężenie jonów i ich toksyczne oddziaływanie na komórkę [21]. W efekcie stresu osmotycz-

nego i jonowego obserwowane są zmiany takie jak zahamowanie tempa wzrostu, zmniejszenie po-

wierzchni liści, ograniczenie transpiracji oraz obniżenie suchej masy pędu. Zbyt długotrwały stres pro-

wadzi do ostatecznego zamierania roślin [20]. Charakterystyczne zmiany wywołane stresem osmotycz-

nym i stresem zasolenia zaobserwowano również w analizowanych w niniejszej pracy roślinach kontrol-

nych jęczmienia odmiany Golden Promise, które po traktowaniu 15% PEG 10 000 i 200 mM NaCl indu-

kującym odpowiednio stres osmotyczny i stres zasolenia charakteryzowały się spowolnieniem tempa 

wzrostu oraz ponad 2-krotnie mniejszą biomasą, krótszym pędem, zmniejszeniem powierzchni pierw-

szego liścia oraz zmniejszeniem suchej masy liści. Wykazano, że stres zasolenia wpływa na obniżenie 

wydajności procesów biochemicznych, takich jak fotosynteza i oddychanie mitochondrialne [22], w na-

stępstwie czego dochodzi do zamykania aparatów szparkowych i ograniczenia wnikania CO2 do liścia 

oraz zwiększonej produkcji reaktywnych form tlenu (RFT). Zasolenie prowadzi do uszkodzenia struktury 

błony gran i stromy tylakoidów, zakłóca transport elektronów oraz fotosyntetyczny metabolizm węgla,  

a obniżenie zawartości chlorofilu pod wpływem NaCl jest powszechnie obserwowanym zjawiskiem  

w badaniach nad stresem zasolenia [22]. Pod wpływem stresu zasolenia uszkodzeniu mogą ulec centra 

reakcji fotosystemu II (PSII) oraz inne składniki aparatu fotosyntetycznego. Kalaji i współautorzy [23] 

wykazali, że PSII w stresie zasolenia charakteryzuje się niższą sprawnością absorpcji energii, co spowo-
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dowane jest prawdopodobnie oddysocjowaniem kompleksu zbierającego energię świetlną z PSII. W ana-

lizowanych 14-dniowych roślinach kontrolnych jęczmienia odmiany Golden Promise uzyskano prawie 

2-krotnie wyższą zawartość nadtlenku wodoru zarówno w stresie osmotycznym jak i stresie zasolenia. 

Analiza podstawowych parametrów fluorescencji chlorofilu a takich jak wydajność kwantowa PSII, wy-

dajność reakcji rozszczepiania wody i transportu elektronów, czy wskaźniki reakcji świetlnych [φP0/(1-

φP0)] lub ciemieniowych [ψ0/(1- ψ0)] charakteryzujących się obniżeniem wartości w stresie zasolenia w 

roślinach jęczmienia podatnych na zasolenie [24], w roślinach odmiany Golden Promise były notowane 

na tym samym lub nieistotnie różnym poziomie. Dane te potwierdzają silną tolerancję Golden Promise 

na zasolenie, notowaną również w innych pracach [25, 26]. Nie mniej jednak w roślinach tych uzyskano 

istotne obniżenie minimalnej fluorescencji, w czasie otwarcia wszystkich centrów reakcji PSII, obniżenie 

szybkości zamykania centrów reakcji PSII, a także obniżenie przepływu energii przez aktywne centrum 

reakcji.  

Wysoka tolerancja Golden Promise na stres zasolenia wymagała użycia markera molekularnego tego 

stresu, jakim jest oznaczenie poziomu genów Dhn (dehydryn) kodujących białka LEA, tzw. białka stresu. 

W tym celu wykonano analizę ekspresji HvDhn5, która w testach wstępnych w porównaniu z innymi 

testowanymi genami: HvDhn4, HvDhn6 i HvDhn13 ulegała silnej indukcji zarówno pod wpływem stresu 

zasolenia, jak i stresu osmotycznego. Wykazano, że stres zasolenia prowadzi do regulacji ekspresji wielu 

genów, w tym genów kodujących rodzinę GSK. Dowiedziono, że ekspresja genów GSK w A. thaliana 

(AtSK) regulowana jest pod wpływem temperatury, natężenia światła, a także stresorów abiotycznych 

takich jak chłód, zasolenie i susza [12]. Zmiany ekspresji GSK pod wpływem testowanych stresorów 

zaobserwowano również w jęczmieniu. Wykazano istotnie niższą ekspresję HvGSK1.2 w zasoleniu oraz 

wyższą ekspresję HvGSK2.1 i niższą ekspresję HvGSK3.1 w obydwu testowanych stresorach. Ekspresja 

HvGSK4.1 nie wykazała znacznych zmian w testowanych warunkach stresowych, jednak można zaob-

serwować wzrost ekspresji genu w stresie osmotycznym i zmniejszenie w stresie zasolenia. W testowa-

nych roślinach kontrolnych uprawianych w 15% PEG 10 000 wykazano skrócenie korzenia o 5% oraz 

istotne (p≤0,005) skrócenie korzeni o 23% podczas uprawy w 200 mM NaCl. W roślinach tych, uprawia-

nych odpowiednio w stresorze osmotycznym i stresorze zasolenia wykazano większą odpowiednio  

o 21% i 155% (p≤0,005) przepuszczalność membran charakteryzowaną w niniejszej pracy stopniem wy-

cieku elektrolitów [27]. Szereg badań wskazuje również na udział kodowanej przez geny GSK rodziny 

kinaz serynowo-treoninowych, m. in. w regulacji fitochormonalnej roślin. Badania wykonane w roślinach 

modelowych rzodkiewnika oraz mutantach szlaku syntezy brasinosteroidów (BR) potwierdzają głównie 

udział kinazy AtSK21 w literaturze opisywanej jako BIN2 w regulacji szlaku syntezy wspomnianych BR 

[9, 28-32], ale również kwasu abscysynowego (ABA) [33, 34], auksyn [35, 36], a także kwasu gibereli-

nowego (GA) [37-39]. Wykazano, że tylko kinazy AtSK reprezentujące I, II i III grupę reagują obniżo-

nym poziomem na inhibitor roślinnych GSK, tj. bikininę [8]. W celu określenia udziału HvGSK w szlaku 

biosyntezy BR wykonano analizę ilościową ekspresji HvDwarf4, genu kodującego enzym katalizujący 

przekształcanie 6-oksokampasterolu (6-OxoCN) do katasteronu (CT) [40]. Założono, że HvDwarf4, jako 

gen kontrolujący syntezę BR będzie ulegał podwyższonej reakcji na obniżoną ekspresję HvGSK. Dotych-

czas wykazano, że rośliny jęczmienia odmiany Bowman reagują na stres suszy zwiększoną zawartością 

kastasteronu (CS) i 24-epibrasinolidu (24-epiBL) oraz brakiem różnic w zawartości 28-homokastasteronu 

(28-homoCS) [41]. Mimo oczekiwanego udziału HvDwarf4 w biosyntezie BR, nie ma prac, w których 

analizowano ekspresję HvDwarf4 i zawartość BR z wykorzystaniem tego samego materiału biologicz-

nego. W wyniku analizy ilościowej ekspresji HvDwarf4 wykazano istotne obniżenie ekspresji tego genu 

w stresie osmotycznym i nieznaczny wzrost ekspresji genu w stresie zasolenia.  

Zgodnie z jednym ze wstępnych założeń, że rośliny z obniżoną ekspresją niektórych genów HvGSK będą 

lepiej tolerowały stres zasolenia wykonano doświadczenia mające na celu określenie cech fenotypowych 

uzyskanych w wyniku transformacji genetycznej linii transgenicznych. W tym celu wykonano trzy eks-

perymenty. W pierwszym, określano cechy molekularne i morfologiczne 14-dniowych roślin jęczmienia 

uprawianych w warunkach kontrolnych i stresorów. W tym celu rośliny uprawiano w pożywce Hoa-
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glanda i pożywce Hoaglanda z odpowiednim stresorem, tj. z 15% PEG 10 000 lub 200 mM NaCl, indu-

kującym w roślinach odpowiednio stres osmotyczny i stres zasolenia. Eksperyment drugi polegał na cha-

rakterystyce cech fenotypowych roślin w wybranych stadiach rozwojowych, ponieważ duża część prac 

szczególnie w pierwszych latach analiz genów kodujących kinazy serynowo-treoninowe, związana była 

z udziałem genów w regulacji rozwoju kwiatostanu i modelowania merystemu kwiatowego [42-44]. 

Trzeci eksperyment polegał na określeniu architektury systemu korzeniowego linii transgenicznych upra-

wianych w warunkach kontrolnych oraz stresora zasolenia.  

Analiza 14-dniowych roślin jęczmienia z wyciszoną ekspresją genu HvGSK1.2 podobnie jak roślin  

A. thaliana z supresją lub nadekspresją AtSK11 [45], ortologa reprezentującego tę samą grupę, pozwoliła 

na zaobserwowanie istotnych zmian cech fenotypowych roślin uprawianych w warunkach kontrolnych. 

W grupie tej uzyskano większą o 5,7±6,1% biomasę oraz dłuższe o10,4±1,9% pędy i o 16,0±3,1% ko-

rzenie, a także mniejszą o 11,6±6,9% powierzchnię pierwszego liścia. Obserwowano niższą o 12,7±8,4% 

zawartość nadtlenku wodoru oraz mniejszy o 10,7±5,5% wyciek elektrolitów w porównaniu z kontrolą. 

Wykazano silną ujemną korelację (-0,84, p=0,039) pomiędzy ekspresją HvGSK1.2 a długością korzeni 

roślin uprawianych w warunkach kontrolnych oraz silną ujemną korelację (-0,88, p = 0,022) pomiędzy 

biomasą a zawartością nadtlenku wodoru. Rośliny z obniżoną ekspresją HvGSK1.2 pod wpływem stresu 

osmotycznego miały większą o 15,3±12,0% biomasę, większą o 6,0±5,5% powierzchnię pierwszego li-

ścia oraz większą o 30,6±8,0% suchą masę liści, jednak charakteryzowały się krótszym o 17,4±1,2% 

pędem oraz krótszymi o 7,0±1,0% korzeniami. W grupie tej wykazano większą o 23,2±23,5% zawartość 

nadtlenku wodoru oraz mniejszą o 57,7±9,2% stabilność membran. W roślinach z obniżoną ekspresją 

HvGSK1.2 uprawianych w 200 mM NaCl wykazano większą o 13,6±7,1% biomasę, dłuższe o 10,9±2,0% 

pędy, większą o 32,9±2,7% suchą masę liści oraz mniejszą o 68,6±8,5% stabilność membran. Wykazano 

także, że rośliny w stresie zasolenia mają krótsze o 18,7±1,9% korzenie. W grupie tej uzyskano silną 

dodatnią korelację pomiędzy ekspresją HvGSK1.2 a długością pędu (0,90, p=0,016) oraz silną ujemną 

korelację pomiędzy ekspresją HvGSK1.2 a wyciekiem elektrolitów (-0,99, p=0,000). W roślinach z ob-

niżoną ekspresją HvGSK1.2 uzyskano również niższą o 54,4±1,5% ekspresję genu HvDhn5 w stresie 

osmotycznym i o 36,0±0,8% w stresie zasolenia. Wykazano silną ujemną korelację (-0,83, p=0,042) po-

między ekspresją HvDhn5 a suchą masą liści w stresie zasolenia. Wykazano, że obniżenie ekspresji 

HvGSK1.2 wpływa na długość pędu, stabilność błon komórkowych oraz ekspresję HvDhn5. Co ważne, 

w grupie tej nie zanotowano zmian w ekspresji genu HvDwarf4. Analiza fenotypu linii transgenicznych 

jęczmienia z supresją HvGSK1.2 wykazała mniejszą o 25±7,0% liczbę pędów, większą o 76±30,2% po-

wierzchnię liścia flagowego oraz większą o 24±0,9% średnią masę tysiąca ziarniaków. Wykazano silną 

ujemną korelację (-0,92, p=0,009) pomiędzy ekspresją HvGSK1.2 a masą tysiąca ziarniaków, a także 

bardzo silną dodatnią korelację wysokości pierwszego pędu z długością międzywęźli (0,99, p=0,000) 

oraz długością kłosa (0,97, p=0,001) i długości międzywęźli z długością kłosa (0,93, p=0,007). Wyniki 

analizy linii transgenicznych z obniżoną ekspresją HvGSK1.2 jednoznacznie wskazują na udział genu w 

odpowiedzi roślin jęczmienia zarówno w stresie osmotycznym jak i stresie zasolenia. Potwierdzeniem 

jest większa biomasa roślin, większa sucha masa liści, większa długości pędów oraz obniżona ekspresja 

HvDhn5. Należy zatem przypuszczać, że HvGSK1.2 uczestniczy w tolerancji roślin na stres osmotyczny 

i zasolenia, co może być związane również ze szlakiem sygnałowym ABA. Wskazują na to wyniki eks-

presji HvDhn5, której indukowana stresem osmotycznym i stresem zasolenia ekspresja w roślinach WT, 

w roślinach transgenicznych z obniżoną ekspresją HvGSK1.2 jest się o połowę niższa. Gen HvDhn5 na-

leży do rodziny genów kodujących białka LEA, tzw. białka stresu, w literaturze występujące również pod 

nazwą dehydryn, znane przede wszystkim z odpowiedzi na stresory fizjologiczne i środowiskowe roślin, 

które regulowane są przez ABA. Według najnowszych doniesień kinaza AtSK21 pozytywnie reguluje 

odpowiedź ABA poprzez fosforylację ABI5 [34] oraz SnRK2.3 [33], a ostatnio udowodniono również 

udział BZR1 w modulowaniu ekspresji genu ABI5 [46]. Nie można zatem wykluczyć, że zwiększona 

tolerancja roślin jęczmienia z obniżoną ekspresją HvGSK1.2 na testowane stresory związana jest z regu-

lacją ABA. Z kolei brak reakcji HvDwarf4 może świadczyć o braku udziału HvGSK1.2 w regulacji syn-

tezy BR, nie mniej jednak w celu potwierdzenia tej hipotezy w przyszłości należy oznaczyć poziom BR. 
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Należy również zauważyć, że obniżona ekspresja HvGSK1.2 prowadzi do redukcji liczby pędów, zwięk-

szenia średniej masy tysiąca ziarniaków, a także zwiększenia powierzchni liścia flagowego.  

Analiza linii transgenicznych z obniżoną ekspresją HvGSK2.1, którego ortolog został najlepiej poznany 

w A. thaliana wykazała, że rośliny te charakteryzują się większą o 15,0±10,2% biomasą, jednak w grupie 

tej uzyskano mniejszą o 19,9±2,1% powierzchnię pierwszego liścia, mniejszą o 35,6±2,1% suchą masę 

liści, krótsze o 7,0±4,2% pędy roślin oraz większą o 34,0±2,8% stabilność błon komórkowych roślin 

uprawianych w warunkach kontrolnych. Zmiany te mogą świadczyć o przystosowaniu się roślin z obni-

żoną ekspresją HvGSK2.1 do warunków środowiska. Jest to także jedyna grupa, w której obniżenie eks-

presji HvGSK powodowało zwiększenie całkowitej długości korzeni o 27,1±3,7%, powierzchni korzeni 

o 29,3±7,0%, objętości korzeni o 39,0±10,8% oraz liczby wierzchołków korzeni o 29,0±12,3%. Wyka-

zano silną korelację (0,86, p=0,027) pomiędzy ekspresją HvGSK2.1 a sucha masą liści oraz silną dodatnią 

korelację pomiędzy powierzchnią pierwszego liścia, suchą masą liści oraz wyciekiem elektrolitów.  

W grupie tej uzyskano również wyższą o 10,6±2,1% ekspresję HvDwarf4. Charakterystyczne zmiany 

uzyskano w liniach transgenicznych z supresją HvGSK2.1, uzyskane w postaci większej o 25,2±12,4% 

biomasy, większej o 49,8±6,1% powierzchni pierwszego liścia i większej o 8,5±3,0% suchej masy liści 

oraz mniejszej o 24,7±1,4% długości pędu, niższej o 53,2±5,3% zawartości H2O2 i większej o 25,8±3,6% 

stabilności błon komórkowych, uprawianych w 15% PEG 10 000. W roślinach pod wpływem stresu za-

solenia uzyskano większą o 16,8±10,1% biomasę, większą o 32,4±5,1% powierzchnię pierwszego liścia, 

większą o 7,3±8,2% suchą masę liści, zwiększoną o 14,9±5,5% długość pędu oraz mniejszą o 32,6±4,2% 

zawartość nadtlenku wodoru i mniejszą o 17,6±2,8% stabilność błon komórkowych. Wykazano również 

niższą ekspresję HvDhn5 o 33,7±2,7% w stresie osmotycznym i o 51,2±1,0% w stresie zasolenia. Wyka-

zano silną dodatnią korelację (0,82 p = 0,046) pomiędzy ekspresją HvGSK2.1 a HvDhn5 oraz silną kore-

lację pomiędzy ekspresją HvGSK2.1 a zawartością nadtlenku wodoru (0,85, p=0,034) i wyciekiem elek-

trolitów (0,91, p=0,012) w stresie osmotycznym, a także silną dodatnią korelację (0,85 p=0,030) pomię-

dzy ekspresją HvDhn5 a zawartością nadtlenku wodoru w stresie zasolenia. Analiza linii transgenicznych 

z supresją HvGSK2.1 pozwoliła na zaobserwowanie redukcji liczby pędów o 15,1±7,2%. Analiza feno-

typu linii transgenicznych z obniżona ekspresją HvGSK2.1 nie wskazała na jednoznaczny udział 

HvGSK2.1 w fenotypie roślin dorosłych. Doświadczenia wykonane w roślinach 14-dniowych z obniżoną 

ekspresją HvGSK2.1 poprzez zwiększoną ekspresję HvDwarf4 sugerują większą zawartość BR w liniach 

transgenicznych, co byłoby zgodne z opisywanymi cechami w mutantach bin2 w których nadprodukcja 

kinazy AtSK21 powodowała zaburzenie szlaku syntezy BR, a rośliny miały fenotyp karłowaty. Podobnie 

jak w roślinach ryżu w których obniżenie ekspresji OsGSK21 skutkowało niższą zawartością nadtlenku 

wodoru i większą tolerancją roślin na stres zasolenia [3], w roślinach jęczmienia z supresją HvGSK2.1 

podobne zmiany uzyskano zarówno w stresie zasolenia jak i stresie osmotycznym. Należy zatem przy-

puszczać, że HvGSK2.1 uczestniczy w tolerancji roślin na testowane stresy abiotyczne. Nie mniej jednak 

dane literaturowe wskazują na złożony proces regulacji, co potwierdzają obserwowane w doświadcze-

niach wyniki ekspresji HvDhn5, HvDwarf4 oraz dane literaturowe sugerujące, że kodowane przez 

HvGSK kinazy uczestniczą w regulacji aktywności dehydrogenzay glukozo-6-fosforanu [45]. Należy za-

tem zakładać, że uzyskane wyniki są następstwem bardziej złożonego mechanizmu regulacji tolerancji. 

Ponadto, podobnie jak w pierwszej grupie, supresja HvGSK2.1 może prowadzić do zwiększenia aktyw-

ności czynnika transkrypcyjnego BZR1 i regulacji szlaku sygnałowego ABA, co w tej grupie wykazano 

w postaci niższej ekspresji HvDhn5 w stresie osmotycznym i stresie zasolenia.  

Supresja HvGSK3.1 w 14-dniowych roślinach jęczmienia spowodowała wzrost biomasy o 14,7±4,5%, 

zmniejszenie powierzchni pierwszego liścia o 35,5±4,9%, zmniejszenie suchej masy liści o 29,3±2,4%, 

skrócenie długości pędu o 16,7±1,8% i korzenia o 18,8±1,3%, zwiększenie zawartości nadtlenku wodoru 

o 28,1±22,0% oraz zwiększenie o 17,6±4,9% stabilności błon komórkowych w warunkach kontrolnych. 

W roślinach transgenicznych z supresją HvGSK3.1 uprawianych w 15% PEG 10 000 wykazano wzrost 

biomasy o 36,3±7,5% oraz mniejszą 15,6±2,1% długość korzeni. Pozostałe zmiany notowane w liniach 

transgenicznych pod wpływem stresu osmotycznego oscylowały w zakresie zmian notowanych w wa-

runkach kontrolnych. Zatem można przypuszczać, że gen ten nie uczestniczy w reakcji roślin na stres 
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osmotyczny. W roślinach uprawianych w 200 mM NaCl z obniżoną ekspresją HvGSK3.1 stwierdzono 

wyższą o 35,8±7,9% biomasę, większą o 6,9±3,1% suchą masę liści, mniejszą o 7,0±1,7% powierzchnię 

pierwszego liścia, krótsze o 18,2±3,5% pędy oraz krótsze o 21,7±2,1% korzenie, a także większą prze-

puszczalność błon komórkowych o 20,3±1,4% oraz niższą o 13,1±10,6% zawartość nadtlenku wodoru. 

W grupie tej stwierdzono wyższą o 10,2±2,2% ekspresję HvDwarf4 oraz niższą o 51,0±2,0% ekspresję 

HvDhn5. Wykazano silną dodatnią korelację (0,98 p = 0,001) pomiędzy ekspresją HvGSK3.1 a ekspresją 

HvDhn5 w stresie zasolenia. Analiza linii transgenicznych z obniżoną ekspresją HvGSK3.1 wykazała 

redukcję liczby pędów o 12,2±4,8%, większą o 9,7±1,4% wysokość pierwszego pędu, większą  

o 5,4±5,8% długość międzywęźli oraz dłuższe o 5,7±2,0% kłosy. Wykazano silną korelację (0,96, 

p=0,003) pomiędzy wysokością pierwszego pędu i długością międzywęźli oraz silną ujemną korelację (-

0,92, p=0,009) pomiędzy liczbą pędów a długością kłosa. Uzyskane w pierwszej części pracy wyniki 

mogą wskazywać na udział HvGSK3.1 w szlaku sygnałowym BR, ponieważ wszystkie testowane linie 

charakteryzował wyższy poziom ekspresji HvDwarf4, zarówno w warunkach kontrolnych jak i pod wpły-

wem działania stresorów. Rośliny te charakteryzowały się też większą biomasą. Mutanty A. thaliana  

o zwiększonej aktywności AtSK32, ortologa z tej samej grupy wykazywały fenotyp podobny do mutan-

tów bri1 [47], co dodatkowo potwierdza hipotezę udziału HvGSK3.1 w szlaku sygnałowym BR. Tylko 

rośliny uprawiane w 200 mM NaCl wykazały obniżony poziom ekspresji HvDhn5, co może sugerować, 

że HvGSK3.1 poprzez regulację szlaku sygnałowego ABA uczestniczy w tolerancji jęczmienia na stres 

zasolenia.  

Wykazano, że linie transgeniczne z obniżoną ekspresją HvGSK4.1 uprawiane w warunkach kontrolnych 

mają większą o 8,6±8,3% biomasę, mniejszą o 16,5±5,7% powierzchnię pierwszego liścia, mniejszą  

o 9,7±10,3% suchą masę liści, większą o 10,9±8,2% zawartość nadtlenku wodoru, mniejszą stabilność 

membran o 23,5±6,7% oraz wyższą ekspresję HvDhn5 notowaną na poziomie 14,1±1,1% i HvDwarf4 

na poziomie 5,6±2,2%. Wykazano ujemną korelację (-0,089, p=0,019) pomiędzy ekspresją HvGSK4.1  

a ekspresją HvDhn5, a także dodatnią korelację (0,87, p=0,025) pomiędzy biomasą a zawartością nad-

tlenku wodoru. Linie transgeniczne uprawiane w 15% PEG 10 000 podobnie jak linie transgeniczne upra-

wiane w warunkach kontrolnych wykazały większą o 4,6±6,5% biomasę, mniejszą o 14,0±8,3% po-

wierzchnię pierwszego liścia, mniejszą o 14,3±9,0% suchą masę liści, krótsze o 18,6±4,5% pędy oraz 

krótsze o 22,3±1,4% korzenie, większą o 14,0±19,2% zawartość nadtlenku wodoru oraz niższą  

o 11,1±3,0% ekspresję i wyższą o 4,6±3,5% ekspresję HvDwarf4. Supresja HvGSK4.1 w liniach trans-

genicznych uprawianych w 200 mM NaCl wykazała większą o 8,2±3,5% biomasę, mniejszą o 16,2±2,6% 

długość pędu, oraz krótsze o 19,3±3,4% korzenie, mniejszą o 7,8±6,7% suchą masę liści, niższą  

o 13,1±10,6% zawartość nadtlenku wodoru, mniejszą o 29,9±1,5% stabilność membran oraz niższą  

o 49,0±0,9% ekspresję HvDhn5. Wykazano silną dodatnią korelację (0,99, p=0,000) pomiędzy ekspresją 

HvGSK4.1 a ekspresją HvDhn5. W liniach transgenicznych z supresją HvGSK4.1 uzyskano redukcję 

liczby pędów o 19,8±8,1%, większą o 65,5±9,7% powierzchnię liścia flagowego oraz większą  

o 5,6±6,0% masę tysiąca ziarniaków. Wykazano dodatnią zależność pomiędzy poziomem ekspresji 

HvGSK4.1 a liczbą pędów i ujemną zależność pomiędzy ekspresją HvGSK4.1 a powierzchnią liścia fla-

gowego. 

Przedstawione wyniki badań ze względu na ogólny charakter doświadczeń wykonanych w celu określe-

nia funkcji HvGSK w jęczmieniu stanowią podstawę do dalszych projektów prowadzących do bardziej 

sprecyzowanej charakterystyki genów ukierunkowanej na stadium rozwojowe roślin i docelowe miejsce 

działania kodowanego przez HvGSK enzymu. 

PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

1. Zidentyfikowano siedem genów HvGSK w jęczmieniu, które zaklasyfikowano do czterech scharak-

teryzowanych w A. thaliana grup. 

2. Większość HvGSK, podobnie jak ich ortologi w A. thaliana i O. sativa charakteryzuje zachowana 

struktura intronów i egzonów. Kodowane przez nie białka mają konserwowane motywy charaktery-

styczne dla kinaz kodowanych przez tę rodzinę genów. 
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3. Wykazano, że geny HvGSK w jęczmieniu podobnie jak w A. thaliana najwyższej ekspresji ulegają 

w organach generatywnych. 

4. HvGSK3.1 uczestniczy w regulacji rozwoju roślin uprawianych w warunkach kontrolnych. W rośli-

nach z supresją genu HvGSK3.1 wykazano większą biomasę oraz mniejszą długość pędu, powierzch-

nię pierwszego liścia i suchą masę liści. 

5. Regulacja zależna od HvGSK jest niezbędna do prawidłowego rozwoju korzeni w warunkach kon-

trolnych. Obniżenie ekspresji HvGSK1.2, HvGSK3.1 i HvGSK4.1 inhibuje rozwój korzeni, natomiast 

obniżenie ekspresji HvGSK2.1 działa przeciwnie, stymulując rozwój korzeni. 

6. HvGSK regulują rozwój roślin w warunkach stresu osmotycznego i zasolenia. Obniżenie ekspresji 

HvGSK1.2 i HvGSK3.1 a także HvGSK2.1 koreluje z mniejszą długością pędów odpowiednio w za-

soleniu i w stresie osmotycznym.  

7. Wyższa ekspresja HvDwarf4 w roślinach z obniżoną ekspresją genów HvGSK2.1 i HvGSK3.1 upra-

wianych w stresorze zasolenia, wskazuje na indukcję szlaku biosyntezy BR i udział tych dwóch ge-

nów w tolerancji zasolenia. 

8. Niższa ekspresja HvDhn5 w roślinach z obniżoną ekspresją genów HvGSK uprawianych w stresorze 

osmotycznym i stresorze zasolenia wskazuje na udział HvGSK w regulacji szlaku sygnałowego 

ABA. Niższą ekspresję HvDhn5 (genu regulowanego przez ABA) uzyskano w liniach z obniżoną 

ekspresją HvGSK1.2 i HvGSK2.1 w stresie osmotycznym oraz wszystkich HvGSK w stresie zasole-

nia. 

9. HvGSK1.2 uczestniczy w rozwoju ziarniaków oraz reguluje rozwój kwiatostanu. Wykazano silną 

ujemną korelację pomiędzy ekspresją HvGSK1.2 a masą tysiąca ziarniaków. 

10. Geny HvGSK1.2 i HvGSK4.1 regulują rozwój liścia flagowego. Wykazano ujemną zależność pomię-

dzy ekspresją tych genów a powierzchnią liścia flagowego.  

11. Geny HvGSK wpływają na liczbę rozwijanych pędów. Obniżenie ekspresji genów HvGSK powodo-

wało redukcję liczby pędów w jęczmieniu.  

12. HvGSK3.1 reguluje wysokość roślin. Wykazano ujemną zależność pomiędzy ekspresją HvGSK3.1  

a wysokością pierwszego pędu i długością międzywęźli. 
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