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WPROWADZENIE

Dynamiczny rozwdj nauki oraz dostepno$¢ metod biologii molekularnej doprowadzity do pozna-
nia pelnych sekwencji genomowych nie tylko modelowych, ale rowniez innych gatunkow ro$lin upraw-
nych. Jednak samo zidentyfikowanie struktury sekwencji stanowi poczatkowy etap charakterystyki funk-
cji genu, stad od wielu lat obserwowany jest rozw6j nowych i bardziej precyzyjnych technik inzynierii
genetycznej. Wykorzystanie metod prowadzacych do wyciszenia lub zwickszenia ekspresji danego genu
pozwala wnioskowac¢ o jego funkcji w badanym organizmie. Zboza, ze wzgledu na istotny udziat w pro-
dukcji zywnosci stanowig wazng grupe w hodowli roslin oraz badaniach podstawowych. W zwiazku ze
stale rosngcym zapotrzebowaniem na zywnos$¢ oraz malejaca powierzchnig upraw, zastosowanie metod
inzynierii genetycznej przyczynito si¢ do postepu w hodowli roslin, a wykorzystanie nowoczesnych me-
tod biotechnologii pozwolito na skrocenie procesu hodowlanego. Obecne narzgdzia biotechnologiczne
pozwalajg na wytworzenie roslin precyzyjnie spelniajacych wymagania zywnosciowe i rodowiskowe na
calym §wiecie oraz stanowigcych punkt wyjsécia w poszukiwaniu materiatu ro§linnego o okreslonych ce-
chach wykorzystywanych w hodowli. Jedna ze strategii poznania funkcji genu poprzez wyciszenie jego
ekspresji jest technologia RN A, wykorzystujaca zjawisko interferencji RNA (RNAi). RNAI jest natural-
nym mechanizmem regulacji ekspres;ji gendw w organizmach eukariotycznych. Mechanizm ten obejmuje
kaskade reakcji zaleznych od biogenezy krétkich interferujacych RNA (siRNA) prowadzacych do degra-
dacji transkryptu lub metylacji DNA. Strategia wyciszania gendw poprzez siRNA jest rutynowo wyko-
rzystywana w analizie funkcji genow zbdz, w tym jeczmienia. W przedstawionej pracy doktorskiej za cel
przyjeto poznanie funkcji gendw kodujacych rodzing roslinnych kinaz syntazy glikogenu (GSK) w jecz-
mieniu zwyczajnym (Hordeum vulgare L.) odmiany Golden Promise, poprzez wyciszenie ekspresji wy-
branych genéw HVGSK. Dotychczas nie ukazata si¢ zadna praca o tematyce GSK w jeczmieniu, a pre-
zentowana praca stanowi poczatek badan zwigzanych z udzialem gendw HvVGSK w regulacji szlakow
sygnatowych fitohormonéw oraz w rozwoju roslin. Analiza funkcji tych genow sprowadzata si¢ jedynie
do udziatu kodowanych przez nie kinaz, szczegdlnie kinazy AtSK21 w szlaku sygnatowym brasinoste-
roidow (BR) w Arabidopsis thaliana L. Badania molekularne i biochemiczne pozwolity na okreslenie
udziatlu BR w wielu procesach rozwojowych roslin, m. in. w podziatach komérkowych, fotomorfogene-
zie, rozwoju kwiatostanow i merystemow kwiatowych, wielkosci, ksztalcie i liczbie nasion, architekturze
czeSci nadziemnej i systemu korzeniowego. Stwierdzono, ze egzogenne BR korzystnie wptywaja na to-
lerancje niekorzystnych warunkow $rodowiska, wydajno$¢ procesu fotosyntezy oraz plon ziarna roslin.
Wiadomo réwniez, ze wiele z przedstawionych procesow, regulowanych jest przez geny GSK, ktore
uczestnicza w regulacji rozwoju korzeni bocznych, aparatéw szparkowych, regulacji cyklu dobowego
oraz wydhuzaniu pedu i korzenia poprzez bezposrednia regulacje wielu grup czynnikow transkrypcyj-
nych. Obecnie wiadomo, ze rowniez AtSK21 i jego paralogi uczestniczg nie tylko w szlaku sygnatowym
BR, ale réwniez innych fitohormonéw, miedzy innymi auksyn i kwasu abscysynowego (ABA). Zatem
obserwowane po traktowaniu BR zmiany mogg by¢ wynikiem bardziej ztozonego procesu zaleznosci,
ktory zostat zaobserwowany miedzy innymi we wzajemnej regulacji szlaku sygnatowego kwasu gibere-
linowego (GA) i BR. Przedstawione dane potwierdzaja, ze kodowane przez pojedyncze geny biatka bar-
dzo rzadko zaangazowane sg tylko w jeden proces, stad coraz czgéciej sama analiza molekularna jest
niewystarczajaca do okreslenia funkcji genu i konieczne jest wigczanie metod fizjologicznych i bioche-
micznych. Ze wzgledu na brak informacji zwigzanych z genami GSK w jeczmieniu i ograniczong liczbe
publikacji z udziatem GSK w innych gatunkach z rodziny Poaceae, wyniki prezentowane w pracy dok-
torskiej beda odnoszone glownie do ortologow tych gendéw scharakteryzowanych w A. thaliana.

CEL I ZAKRES PRACY
Glownym celem prezentowanej pracy doktorskiej byta identyfikacja i charakterystyka funkcji ge-
néw z rodziny GSK w jeczmieniu zwyczajnym.
W pierwszej czgsci pracy wykonano analize bioinformatyczng ukierunkowang na identyfikacje genow
jeczmienia wykazujacych duze podobienstwo sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej do znanych
GSK w A. thaliana oraz gatunkach z rodziny Poaceae. Zidentyfikowane geny przyporzadkowano do
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czterech grup scharakteryzowanych w tej rodzinie genow w A. thaliana. Sposrod zidentyfikowanych or-
tologdw wybrano geny do eksperymentalnej czgéci pracy, ktorej celem byta weryfikacja udziatu HYGSK
w wybranych procesach fizjologicznych i rozwojowych jeczmienia. W tym celu skonstruowano wektory
typu RNAI przeznaczone do wyciszenia ekspresji wybranych HVGSK, wykonano transformacje gene-
tyczng z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens i wyprowadzono homozygotyczne linie transge-
niczne z obnizong ekspresja genéw HVGSK1.2, HYGSK2.1, HYGSK3.1 oraz HYGSK4.1 przeznaczonych
do analizy funkcji. Uzyskane linie transgeniczne charakteryzowano w warunkach stresu osmotycznego
1 stresu zasolenia. W wybranych stadiach rozwojowych opisano wybrane cechy fenotypowe czes$ci nad-
ziemnej oraz systemu korzeniowego.

MATERIALY I METODY

Material badawczy wykorzystany w pracy doktorskiej stanowil jeczmien zwyczajny (Hordeum
vulgare L.) odmiany Golden Promise oraz szczepy bakterii kompetentnych Escherichia coli: DB3.1,
OmniMax 2T1, DH50 i A. tumefaciens: AGL1 oraz plazmidy pCR8/GW/TOPO (pENTR), pBract207
i pSoup wykorzystywane na etapie konstruowania kaset wyciszajacych oraz wektoréw ekspresyjnych
przeznaczonych do transformacji genetycznej jeczmienia.

Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej obejmowaty:

1. Analize bioinformatyczng i identyfikacj¢ genéw GSK w jeczmieniu.

2. Uzyskanie profili ekspresji zidentyfikowanych HVGSK w wybranych stadiach rozwojowych jecz-
mienia (izolacja RNA, oczyszczanie z zanieczyszczen DNA i synteza cDNA, pomiar ekspresji ge-
now z wykorzystaniem metody Real-Time PCR).

3. Konstruowanie kasety wyciszajacej typu hpRNA (amplifikacja fragmentow genow GSK, konstruo-
wanie plazmidéw pENTR z fragmentem HvVGSK1.2, HYGSK2.1, HYGSK3.1 lub HvGSK4.1 i wery-
fikacje uzyskanych konstruktow; rekombinacja Gateway i weryfikacja prawidtowego utworzenia
matrycy do syntezy hpRNA) oraz uzyskanie wektora A. tumefaciens z odpowiednim plazmidem eks-
presyjnym do transformacji genetycznej jeczmienia.

4. Transformacj¢ genetyczng niedojrzatych zarodkow jeczmienia i regeneracje roslin w kulturach in
vitro.

5. Analize transformantéw (izolacja DNA, identyfikacja roslin posiadajgcych T-DNA z wykorzysta-
niem metod LAMP i PCR).

6. Identyfikacje roslin homozygotycznych (izolacja DNA, oznaczanie liczby kopii T-DNA w ro$linach
transgenicznych metoda Real Time PCR).

7. Charakterystyke fenotypu linii transgenicznych w warunkach kontrolnych oraz stresorow: 15% PEG
10 000 i 200 mM NaCl (izolacja RNA i synteza cDNA, pomiar ekspresji wyciszanych genow, po-
miar biomasy oraz dtugosci pedow i korzeni, 0znaczenie suchej masy lisci, 0znaczenie nadtlenku
wodoru, wyciek elektrolitow oraz wybrane parametry fluorescencji chlorofilu a).

8. Charakterystyke fenotypu linii homozygotycznych w wybranych stadiach rozwojowych (czas pyle-
nia, parametry fluorescencji chlorofilu a, wzglgdna zawartos¢ chlorofilu, pomiar powierzchni liscia
flagowego, oznaczenie liczby pedow, Wysoko$¢ pierwszego pedu, dlugos¢ miedzywezli i ktosa).

9. Charakterystyke systemu korzeniowego w warunkach kontrolnych i stresora zasolenia (sterylizacja
ziarniakow, kietkowanie i uprawa roslin, pomiar parametréow architektury korzeni: catkowita dtu-
go$¢, powierzchnia, objetos¢ oraz liczba wierzchotkdw i oznaczenie suchej masy korzeni).

WYNIKI | DYSKUSJA

Dotychczas wykazano, ze GSK wystepuja we wszystkich organizmach eukariotycznych, w ktorych wy-
konano analizy pod katem ich identyfikacji [1]. Dowiedziono, ze w ssakach GSK kodowana jest przez
dwa geny: GSK3a i GSK343, natomiast w roslinach GSK funkcjonuja jako rodzina kinaz, kodowana przez
cztery grupy gendw [2]. Udowodniono, ze GSK reguluja szereg procesdw rozwojowych, uczestnicza



w odpowiedzi ro$lin na czynniki stresowe biotyczne i abiotyczne oraz posrednicza w regulacji fitohor-
monalnej ro$lin. Najnowsze prace dostarczaja dowodow, ze roslinne GSK stanowig osrodek sieci zalez-
nosci na poziomie rozwojowym, odporno$ciowym i fitohormonalnym, jednak mimo wielu prac potwier-
dzajacych rolg¢ GSK w roslinach, uwarunkowania genetyczne regulacji kinaz w rodzinie Poaceae najdo-
ktadniej poznano jedynie w ryzu [3-5]. Do dzi$ ukazaty si¢ pojedyncze prace w ktorych przedstawiono
sekwencje dwdch ortologow w T. aestivum [6] i jednego ortologa w B. distachyon [7]. Dotychczas nie
ukazata si¢ zadna praca w ktorej analizowana byta sekwencja i/lub funkcja GSK w jeczmieniu. Przedsta-
wiona praca, jest pierwsza w ktorej podjeto tematyke analizy genéw HVGSK. W pracy przedstawiono
wyniki z analizy bioinformatycznej polegajacej na identyfikacji genow z rodziny GSK w jeczmieniu.
W kolejnej czesci pracy wybrano geny HVGSK do analizy funkcji i wykonano transformacj¢ genetyczna
jeczmienia prowadzaca do wyciszenia ekspresji wytypowanych genéw. W czesci eksperymentalnej wy-
konano analiz¢ cech molekularnych i fizjologicznych linii transgenicznych uprawianych w warunkach
kontrolnych oraz stresorow, okreslono architekture systemu korzeniowego roslin uprawianych w warun-
kach kontrolnych i stresu zasolenia, a takze wykonano charakterystyke linii transgenicznych w wybra-
nych stadiach rozwojowych. Na podstawie uzyskanych wynikow wnioskowano o potencjalnej funkcji
wybranych HvGSK.

Analiza bioinformatyczna i identyfikacja genow z rodziny GSK

Wyszukanie w bazie danych iTAK sekwencji kinaz GSK pozwolito na odnalezienie dwunastu sekwencji
GSK w jeczmieniu. Dalsza analiza bioinformatyczna z wykorzystaniem dostepnych baz danych NCBI
i Ensembl Plants pozwolila na weryfikacje zdeponowanych w iTAK sekwencji. W wyniku analizy bio-
informatycznej dostgpnych sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych A. thaliana oraz dostgpnych
sekwencji gatunkow z rodziny Poaceae, tj. O. sativa, T. aestivum i B. distachon wyodr¢bniono siedem
gendow HVGSK kodujacych GSK w jeczmieniu oraz przypisano je do czterech scharakteryzowanych na
przyktadzie A. thaliana grup. Geny te oznaczono podobnie, jak w innych gatunkach, dodajac do pierw-
szych liter nazwy tacinskiej czton ,,GSK” oraz grupe i numer genu. Do pierwszej grupy przypisano geny
HvGSK1.1, HVGSK1.2 i HVGSK1.3, do grupy drugiej geny HvGSK2.1 i HYGSK2.2, do grup trzeciej
HvGSK3.1 i do grupy czwartej HVGSK4.1.

Analiza sekwencji aminokwasowe]j pozwolita na zidentyfikowanie konserwowanej domeny kinazy bial-
kowej, w ktorej, podobnie jak w innych gatunkach jednolisciennych, w rzodkiewniku oraz w ssakach,
zidentyfikowano powtarzajace si¢ motywy. W domenie kinazy biatkowej zidentyfikowano motyw
MEYYV charakterystyczny dla II grupy i motyw LEYV wystepujacy w 1 i IlI grupie kinaz GSK, zawiera-
jacy kluczowe reszty wigzgce bikining, tj. inhibitor roslinnych GSK [8], motywy CDFGSAK i SYICSR
obecne tylko w grupie serynowo-treoninorych kinaz biatkowych, motyw SIDIW konserwowany tylko w
IT grupie kinaz oraz motyw TREE obecny zaréwno w roslinnych jak i zwierzecych GSK [3, 6] majacy
kluczowe znaczenie w funkcjonowaniu szlaku sygnatowego BR [9]. W N-koncowej czesci domeny ki-
nazy biatkowej zidentyfikowano konserwowany region VGTGSFGIVFQAKCLETGESVAIK wiazacy
ATP.

Szczegolowa analiza sekwencji jgczmienia pozwolita na identyfikacj¢ lokalizacji chromosomowej wyty-
powanych genow HVGSK w wyniku ktorej wykazano, ze HYGSK1.3, HYGSK2.2 i HVGSK3.1 zlokalizo-
wane sg na chromosomie 1, HYGSK1.1 i HYGSK2.1 na chromosomie 3, HVGSK1.2 i HYGSK4.1 na chro-
mosomie 5.

Analiza HYGSK4.1 wykazata, ze sekwencja tego genu wystepuje w bliskim sgsiedztwie oksydazy ami-
nowej, a cze$¢ wariantéw splicingowych (HORVUSHr1G119790.1/2/3/5/6/4/7/8/9 i 11) zdeponowanych
w bazie danych Ensembl Plants sugeruje cigglo$¢ transkryptu kodujacego oksydazg aminowa
i HYGSK4.1. W wyniku analizy eksperymentalnej DNA jgczmienia referencyjnej odmiany Morex i ba-
danej Golden Promise potwierdzono ciaglo$¢ genomowa, jednak analiza cDNA pomimo potwierdzenia
obecnosci obu transkryptow wykazala, ze sa to dwa niezaleznie syntetyzowane mRNA [10]. Uzyskane
wyniki jednoznacznie wskazujg, ze geny te, pomimo bliskiej lokalizacji tworza niezalezne transkrypty.



Bioinformatyczna analiza sekwencji nukleotydowej wykazata, ze geny HvGSK1.1, HvGSK2.1
i HYGSK2.2 w sekwencji ktorych zlokalizowano 12 egzonéw i 11 introndéw oraz HYGSK3.1 w sekwencji
ktorego wykazano obecno$¢ 13 egzonéw i 12 intronow, posiadaja zachowang strukturg obserwowang
w A. thaliana i O. sativa [2, 3, 11]. W sekwencji HYGSK4.1 zlokalizowano 14 egzonéw i 13 intronow,
a w pozostatych genach, tj. HYGSK1.2 i HYGSK1.3 po 13 egzonow i 12 introndéw, co stanowi zroznico-
wanie genetyczne inne, niz obserwowane w 1 i [V grupie genow rzodkiewnika i ryzu, w ktorych wyka-
zano obecno$¢ 12 egzondéw i 11 intronow.

Analiza ekspresji HYGSK w wybranych tkankach w stadium wegetatywnym i generatywnym podobnie
jak analiza ekspresji AtSK w pracy Charrier i wspotautorow [12] wykazata, ze geny kodujace ro$linne
GSK najwyzszej ekspresji ulegaja w organach generatywnych, co w jeczmieniu obserwowano w klosie
premejotycznym i mejotycznym, natomiast w A. thaliana w pakach kwiatowych i otwartych kwiatach.
Zaobserwowano takze, ze ekspresja HYGSK3.1 notowana na najnizszym poziomie w poréwnaniu do pro-
fili ekspresji pozostatych HYGSK we wszystkich testowanych tkankach, w A. thaliana w pedach kwiato-
stanowych, pakach kwiatowych i otwartych kwiatach byta dwukrotnie wyzsza niz ekspresja genow AtSK
reprezentujacych L, 1T i III grupe.

Eksperymentalna weryfikacja funkcji HvGSK w jeczmieniu

Analiza roslin transgenicznych ryzu z wyciszong ekspresja OSGSK21 wykazata zwigkszona tolerancje
ro$lin transgenicznych na stresor zasolenia w poréwnaniu z nietransgenicznymi segregantami [3]. Na
podstawie tej pracy oraz wykonanych w Zaktadzie Inzynierii Genetycznej IHAR-PIB do$wiadczen z wy-
korzystaniem roslin transgenicznych z wyciszona ekspresja genu HYGSK1.1 zatozono, ze funkcja wybra-
nych genow HVGSK jest regulacja tolerancji na stresory srodowiskowe, a wyciszenie ekspresji GSK
w jeczmieniu bedzie skutkowalo miedzy innymi podniesiong tolerancja roslin na zasolenie. Zatozono
réwniez, zgodnie z danymi literaturowymi, ze geny te biorg udzial w regulacji rozwoju organdéw genera-
tywnych, co w ro$linach transgenicznych bedzie obserwowane w postaci zmiany cech morfologicznych.
Dotychczas nie opisano genéw kodujacych kinazy GSK w jeczmieniu. W celu charakterystyki funkcji
wybranych na podstawie wstgpnej analizy bioinformatycznej genéw HVGSK wykonano transformacje
genetyczng jeczmienia prowadzaca do wyciszenia ekspresji wybranych gendw. W tak uzyskanych rosli-
nach transgenicznych uprawianych w warunkach kontrolnych oraz stresoréw charakteryzowano wybrane
cechy fenotypowe i molekularne, a nastgpnie, na podstawie uzyskanych wynikéw wnioskowano o funkcji
genoéw GSK w jeczmieniu. Do analizy funkcji genow z rodziny GSK w jeczmieniu wytypowano cztery
reprezentujace kazda z grup geny, tj. HVGSK1.2, HYGSK2.1, HVGSK3.1 i HYGSK4.1.

W celu wyciszenia ekspresji genow HVGSK zastosowano metode transformacji genetycznej z wykorzy-
staniem A. tumefaciens bazujaca na technologii RNAi. Metoda ta z powodzeniem wykorzystywana jest
w wielu badaniach polegajacych na wyciszeniu ekspresji gendw, zaréwno w krolestwie roslin w tym
jeczmieniu, jak i krolestwie zwierzat. Wyciszanie ekspresji okreslonego genu technologia RNAi polega
na wprowadzeniu transgenu, ktérego ekspresja warunkowana przez promotor konstytutywny lub rozwo-
jowo-specyficzny powoduje syntezg transkryptu o strukturze hpRNA. Powstaty hpRNA w wyniku ka-
skady reakcji zaleznych od enzymow szlaku biogenezy siRNA powoduje degradacje mRNA docelowego
genu. Korzystajac z sekwencji cDNA zdeponowanych w dostepnych bazach danych przygotowano
cztery plazmidy ekspresyjne stuzace do wyciszenia ekspresji badanych genow. W tym celu wykorzystano
fragmenty sekwencji kodujacej cDNA genéw HVGSK1.2, HYGSK2.1, HYGSK3.1 i HYGSK4.1, ktore am-
plifikowano w rejonach o najbardziej zrdéznicowanej sekwencji nukleotydowej. Wszystkie plazmidy
przygotowano bazujac na jednym typie konstruktow, gdzie fragmenty badanego genu umieszczano
wzgledem siebie antyrownolegle, po dwoch stronach krotkiego intronu (5°3°/intron/3°5’). Tak uzyskana
kaseta wyciszajgca byta matryca transkrypcji w wyniku ktorej syntetyzowany mRNA tworzyt strukture
hpRNA. Obecnos¢ hpRNA indukowata kaskade procesow RNAi i w konsekwencji degradacje tran-
skryptu docelowego genu.

Do transformacji genetycznej przeznaczono niedojrzate zarodki jgczmienia odmiany Golden Promise.
Odmiana ta jest wykorzystywana w transformacji genetycznej jeczmienia i dobrze regeneruje w kulturach

5



in vitro, ponadto dostepny jest opracowany protokot transformacji [13-15]. Do transformacji genetycznej
wykorzystano szczep AGL1 A. tumefaciens wykorzystywany w transformacji jeczmienia [15] oraz in-
nych gatunkow zboz [16-18], zawierajacy odpowiedni plazmid ekspresyjny z kaseta wyciszajaca gen
HvGSK1.2, HYGSK2.1, HYGSK3.1 lub HVGSK4.1. Wykorzystany do transformacji genetycznej plazmid
pBract207 posiadat gen fosfotransferazy higromycyny B (hpt), warunkujacy odporno$é¢ transformantow
na higromycyne B, ktorg w stezeniu 50 mg - 1! pozywki wykorzystywano podczas selekcji. Wydajnosé
transformacji dla poszczegolnych konstruktoéw wynosita od 0,61% do 2,38%, co pozwolito na uzyskanie
52 rodlin transgenicznych reprezentujacych wyciszenie wszystkich przewidzianych do analizy genow
HVGSK.

Analiza DNA uzyskanego z 614 roslin jeczmienia pokolenia segregujacego T uzyskanych z 52 roslin
transgenicznych (To) pozwolita na wyodrebnienie 402 roslin posiadajacych transgen po segregacji i 212
ro$lin w ktorych nie zidentyfikowano obecnosci T-DNA. Analize wykonywano metoda LAMP, pozwa-
lajaca na szybka identyfikacje okreslonej sekwencji. W kolejnym etapie pracy z zidentyfikowanych 402
roslin transgenicznych izolowano genomowy DNA i z wykorzystaniem metody Real Time PCR ozna-
czano homozygoty i hemizygoty, a takze potencjalng liczbe kopii zintegrowanego T-DNA. Wsrod 402
roslin transgenicznych, zgodnie z zatozeniem zidentyfikowano homozygoty posiadajace T-DNA na
dwoch chromosomach homologicznych i hemizygoty posiadajace T-DNA na jednym chromosomie.
W roslinach, wérod ktorych zidentyfikowano homozygoty i hemizygoty oraz negatywne segreganty,
zgodnie z zatozeniem stwierdzono ze T-DNA wystepuje w jednej kopii. W cze$ci roslin z uwagi na zr6z-
nicowany poziom proporcji hpt/act oraz brak negatywnych segregantow w grupie przynajmniej 12 roslin
potomnych wnioskowano, ze T-DNA zostat zintegrowany do genomu jeczmienia w wigcej niz jednym
locus i/lub kopi. W dalszej czgsci pracy wykorzystywano rosliny homozygotyczne pokolenia T i opisy-
wano jako linie transgeniczne.

Wykonano analizg ekspresji wyciszanego genu w liniach transgenicznych uzyskanych po transformacji
wektorami do wyciszania ekspresji genow HVGSK. Dla kazdego genu wykonano analize dziewigciu linii
w trzech powtdrzeniach biologicznych. Wyniki analizy ekspresji pozwolity na wytypowanie linii z wy-
ciszong ekspresja 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.

Jeczmien zaliczany jest do zboz o najwyzszym progu tolerancji na zasolenie notowanym na poziomie od
0,2% do 0,5% [19]. Odpowiedz roslin na stres zasolenia ma charakter dwufazowy. W pierwszej okre$la-
nej jako stres osmotyczny dochodzi do zmian w przepuszczalno$ci bton komoérkowych i ograniczenia
transportu wody do rosliny [20]. Druga faza okre$lana jest jako stres jonowy i wywolywana jest przez
nadmierne stezenie jonow i ich toksyczne oddziatywanie na komorke [21]. W efekcie stresu osmotycz-
nego i jonowego obserwowane sg zmiany takie jak zahamowanie tempa wzrostu, zmnigjszenie po-
wierzchni lisci, ograniczenie transpiracji oraz obnizenie suchej masy pedu. Zbyt dtugotrwaty stres pro-
wadzi do ostatecznego zamierania ro$lin [20]. Charakterystyczne zmiany wywolane stresem osmotycz-
nym i stresem zasolenia zaobserwowano rowniez w analizowanych w niniejszej pracy roslinach kontrol-
nych jeczmienia odmiany Golden Promise, ktore po traktowaniu 15% PEG 10 000 i 200 mM NacCl indu-
kujacym odpowiednio stres osmotyczny i stres zasolenia charakteryzowaly si¢ spowolnieniem tempa
wzrostu oraz ponad 2-krotnie mniejsza biomasa, krotszym pedem, zmniejszeniem powierzchni pierw-
szego liscia oraz zmniejszeniem suchej masy lisci. Wykazano, Ze stres zasolenia wptywa na obnizenie
wydajnosci proceséw biochemicznych, takich jak fotosynteza i oddychanie mitochondrialne [22], w na-
stepstwie czego dochodzi do zamykania aparatow szparkowych i ograniczenia wnikania CO; do liscia
oraz zwickszonej produkcji reaktywnych form tlenu (RFT). Zasolenie prowadzi do uszkodzenia struktury
blony gran i stromy tylakoidow, zakioca transport elektronéw oraz fotosyntetyczny metabolizm wegla,
a obnizenie zawartosci chlorofilu pod wplywem NaCl jest powszechnie obserwowanym zjawiskiem
w badaniach nad stresem zasolenia [22]. Pod wptywem stresu zasolenia uszkodzeniu moga ulec centra
reakeji fotosystemu II (PSII) oraz inne sktadniki aparatu fotosyntetycznego. Kalaji i wspotautorzy [23]
wykazali, ze PSII w stresie zasolenia charakteryzuje si¢ nizszg sprawnoscig absorpcji energii, Co SpOwo-
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dowane jest prawdopodobnie oddysocjowaniem kompleksu zbierajacego energie $wietlng z PSIL. W ana-
lizowanych 14-dniowych roslinach kontrolnych jgczmienia odmiany Golden Promise uzyskano prawie
2-krotnie wyzsza zawarto$¢ nadtlenku wodoru zaré6wno w stresie osmotycznym jak i stresie zasolenia.
Analiza podstawowych parametréw fluorescencji chlorofilu a takich jak wydajno$¢ kwantowa PSIL, wy-
dajnos¢ reakcji rozszczepiania wody i transportu elektronéw, czy wskazniki reakcji $wietlnych [@P0/(1-
©P0)] lub ciemieniowych [w0/(1-y0)] charakteryzujacych si¢ obnizeniem wartoSci w stresie zasolenia w
roslinach jgczmienia podatnych na zasolenie [24], w roslinach odmiany Golden Promise byty notowane
na tym samym lub nieistotnie r6znym poziomie. Dane te potwierdzaja silng tolerancje Golden Promise
na zasolenie, notowang rowniez w innych pracach [25, 26]. Nie mniej jednak w ro$linach tych uzyskano
istotne obnizenie minimalnej fluorescencji, w czasie otwarcia wszystkich centrow reakeji PSII, obnizenie
szybkosci zamykania centrow reakcji PSII, a takze obnizenie przeptywu energii przez aktywne centrum
reakcji.

Wysoka tolerancja Golden Promise na stres zasolenia wymagata uzycia markera molekularnego tego
stresu, jakim jest oznaczenie poziomu genéw Dhn (dehydryn) kodujacych biatka LEA, tzw. biatka stresu.
W tym celu wykonano analize ekspresji HvDhn5, ktora w testach wstepnych w poréwnaniu z innymi
testowanymi genami: HvDhn4, HvDhn6 i HvDhn13 ulegata silnej indukcji zarowno pod wptywem stresu
zasolenia, jak i stresu osmotycznego. Wykazano, ze stres zasolenia prowadzi do regulacji ekspresji wielu
genéw, w tym genéw kodujacych rodzing GSK. Dowiedziono, ze ekspresja gendéw GSK w A. thaliana
(AtSK) regulowana jest pod wptywem temperatury, natezenia $wiatla, a takze stresorow abiotycznych
takich jak chtod, zasolenie i susza [12]. Zmiany ekspresji GSK pod wptywem testowanych stresorow
zaobserwowano rowniez w jeczmieniu. Wykazano istotnie nizsza ekspresje HYGSK1.2 w zasoleniu oraz
wyzszg ekspresj¢ HVGSK2.1 i nizsza ekspresje HYGSK3.1 w obydwu testowanych stresorach. Ekspresja
HvGSK4.1 nie wykazata znacznych zmian w testowanych warunkach stresowych, jednak mozna zaob-
serwowa¢ wzrost ekspresji genu w stresie 0Smotycznym i zmniejszenie w stresie zasolenia. W testowa-
nych roslinach kontrolnych uprawianych w 15% PEG 10 000 wykazano skrocenie korzenia o 5% oraz
istotne (p<0,005) skrocenie korzeni o 23% podczas uprawy w 200 mM NaCl. W roslinach tych, uprawia-
nych odpowiednio w stresorze osmotycznym i stresorze zasolenia wykazano wigksza odpowiednio
021% 1 155% (p<0,005) przepuszczalno§¢ membran charakteryzowana w niniejszej pracy stopniem wy-
cieku elektrolitow [27]. Szereg badan wskazuje rowniez na udziat kodowanej przez geny GSK rodziny
kinaz serynowo-treoninowych, m. in. w regulacji fitochormonalnej roslin. Badania wykonane w ro$linach
modelowych rzodkiewnika oraz mutantach szlaku syntezy brasinosteroidéw (BR) potwierdzaja gtéwnie
udziat kinazy AtSK21 w literaturze opisywanej jako BIN2 w regulacji szlaku syntezy wspomnianych BR
[9, 28-32], ale rowniez kwasu abscysynowego (ABA) [33, 34], auksyn [35, 36], a takze kwasu gibereli-
nowego (GA) [37-39]. Wykazano, ze tylko kinazy AtSK reprezentujace I, IT i III grupe reaguja obnizo-
nym poziomem na inhibitor roslinnych GSK, tj. bikinine [8]. W celu okreslenia udziatu HYGSK w szlaku
biosyntezy BR wykonano analize ilosciowa ekspresji HvDwarf4, genu kodujacego enzym Katalizujgcy
przeksztalcanie 6-oksokampasterolu (6-OxoCN) do katasteronu (CT) [40]. Zatozono, ze HvDwarf4, jako
gen kontrolujacy synteze BR bedzie ulegat podwyzszonej reakcji na obnizong ekspresje HYGSK. Dotych-
czas wykazano, ze ro§liny jeczmienia odmiany Bowman reaguja na stres suszy zwigkszong zawartoscia
kastasteronu (CS) i 24-epibrasinolidu (24-epiBL) oraz brakiem réznic w zawartosci 28-homokastasteronu
(28-homoCS) [41]. Mimo oczekiwanego udziatu HvDwarf4 w biosyntezie BR, nie ma prac, w ktorych
analizowano ekspresje HvDwarf4 i zawartos¢ BR z wykorzystaniem tego samego materiatu biologicz-
nego. W wyniku analizy ilosciowej ekspresji HvDwarf4 wykazano istotne obnizenie ekspresji tego genu
W stresie osmotycznym i nieznaczny wzrost ekspresji genu w stresie zasolenia.

Zgodnie z jednym ze wstgpnych zatozen, ze rosliny z obnizong ekspresja niektorych genow HVGSK beda
lepiej tolerowaty stres zasolenia wykonano doswiadczenia majgce na celu okreslenie cech fenotypowych
uzyskanych w wyniku transformacji genetycznej linii transgenicznych. W tym celu wykonano trzy eks-
perymenty. W pierwszym, okreslano cechy molekularne i morfologiczne 14-dniowych rolin jgczmienia
uprawianych w warunkach kontrolnych i stresoréw. W tym celu rosliny uprawiano w pozywce Hoa-
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glanda i pozywce Hoaglanda z odpowiednim stresorem, tj. z 15% PEG 10 000 lub 200 mM NaCl, indu-
kujacym w roslinach odpowiednio stres osmotyczny i stres zasolenia. Eksperyment drugi polegat na cha-
rakterystyce cech fenotypowych roslin w wybranych stadiach rozwojowych, poniewaz duza czes¢ prac
szczegoblnie w pierwszych latach analiz genow kodujacych kinazy serynowo-treoninowe, zwigzana byta
z udziatem genéw w regulacji rozwoju kwiatostanu i modelowania merystemu kwiatowego [42-44].
Trzeci eksperyment polegat na okresleniu architektury systemu korzeniowego linii transgenicznych upra-
wianych w warunkach kontrolnych oraz stresora zasolenia.

Analiza 14-dniowych roslin jeczmienia z wyciszona ekspresja genu HVGSK1.2 podobnie jak roslin
A. thaliana z supresja lub nadekspresja AtSK11 [45], ortologa reprezentujacego t¢ samag grupe, pozwolita
na zaobserwowanie istotnych zmian cech fenotypowych roslin uprawianych w warunkach kontrolnych.
W grupie tej uzyskano wigksza o 5,7+6,1% biomase oraz dtuzsze 010,4+1,9% pedy i o 16,0+3,1% ko-
rzenie, a takze mniejszg o 11,6+6,9% powierzchnig pierwszego liscia. Obserwowano nizsza o 12,7+8,4%
zawarto$¢ nadtlenku wodoru oraz mniejszy o 10,7+5,5% wyciek elektrolitow w poréwnaniu z kontrola.
Wykazano silng ujemng korelacje (-0,84, p=0,039) pomig¢dzy ekspresjag HVGSK1.2 a dtugoscia korzeni
roslin uprawianych w warunkach kontrolnych oraz silng ujemna korelacje (-0,88, p = 0,022) pomiedzy
biomasg a zawartoscig nadtlenku wodoru. Rosliny z obnizong ekspresja HYGSK1.2 pod wptywem stresu
osmotycznego miaty wigksza o 15,3+12,0% biomase, wigkszg o 6,0+5,5% powierzchni¢ pierwszego li-
scia oraz wigksza o 30,6+8,0% sucha masg lisci, jednak charakteryzowaly si¢ krotszym o 17,4+1,2%
pedem oraz krétszymi o 7,0+1,0% korzeniami. W grupie tej wykazano wigksza o 23,2+23,5% zawartos¢
nadtlenku wodoru oraz mniejsza o 57,7+9,2% stabilno$¢ membran. W ros$linach z obnizong ekspresja
HvGSK1.2 uprawianych w 200 mM NaCl wykazano wigkszg o 13,6+7,1% biomase, dtuzsze 0 10,9+£2,0%
pedy, wieksza 0 32,9+2,7% suchg mase lisci oraz mniejsza o 68,6+8,5% stabilno$¢ membran. Wykazano
takze, ze rosliny w stresie zasolenia majg krotsze o 18,7+1,9% korzenie. W grupie tej uzyskano silng
dodatnia korelacje pomiedzy ekspresja HYGSK1.2 a dtugoscia pedu (0,90, p=0,016) oraz silng ujemna
korelacj¢ pomiedzy ekspresja HVGSK1.2 a wyciekiem elektrolitow (-0,99, p=0,000). W roslinach z ob-
nizong ekspresjag HVGSK1.2 uzyskano rowniez nizsza o 54,4+1,5% ekspresje genu HvDhn5 w stresie
osmotycznym i 0 36,0+0,8% w stresie zasolenia. Wykazano silng ujemng korelacje (-0,83, p=0,042) po-
miedzy ekspresjg HvDhn5 a suchg masg lisci w stresie zasolenia. Wykazano, ze obnizenie ekspres;ji
HvGSK1.2 wptywa na dtugos¢ pedu, stabilnos¢ bton komoérkowych oraz ekspresjg HvDhn5. Co wazne,
W grupie tej nie zanotowano zmian w ekspresji genu HvDwarf4. Analiza fenotypu linii transgenicznych
jeczmienia z supresjg HYGSK1.2 wykazata mniejszg o 25+7,0% liczbe pedow, wigksza o 76+£30,2% po-
wierzchnig liScia flagowego oraz wigksza o 24+0,9% $rednig mase tysiaca ziarniakow. Wykazano silng
ujemng korelacje (-0,92, p=0,009) pomigdzy ekspresja HYGSK1.2 a masg tysiaca ziarniakdw, a takze
bardzo silng dodatnig korelacje wysokosci pierwszego pedu z dlugosciag miedzywezli (0,99, p=0,000)
oraz dhugoscia ktosa (0,97, p=0,001) i dlugosci miedzywezli z dlugoscia ktosa (0,93, p=0,007). Wyniki
analizy linii transgenicznych z obnizong ekspresja HYGSK1.2 jednoznacznie wskazujg na udziat genu w
odpowiedzi roslin jeczmienia zarowno w stresie osmotycznym jak i stresie zasolenia. Potwierdzeniem
jest wicksza biomasa roslin, wigksza sucha masa lisci, wigksza dtugo$ci pedow oraz obnizona ekspresja
HvDhn5. Nalezy zatem przypuszczaé, ze HYGSK1.2 uczestniczy w tolerancji roslin na stres osmotyczny
1 zasolenia, co moze by¢ zwigzane rowniez ze szlakiem sygnalowym ABA. Wskazuja na to wyniki eks-
presji HvDhn5, ktorej indukowana stresem osmotycznym i stresem zasolenia ekspresja w roslinach WT,
w roslinach transgenicznych z obnizong ekspresja HVYGSK1.2 jest si¢ o potowe nizsza. Gen HvDhn5 na-
lezy do rodziny genow kodujacych biatka LEA, tzw. biatka stresu, w literaturze wystgpujace rowniez pod
nazwg dehydryn, znane przede wszystkim z odpowiedzi na stresory fizjologiczne i srodowiskowe roslin,
ktore regulowane sg przez ABA. Wedtug najnowszych doniesien kinaza AtSK21 pozytywnie reguluje
odpowiedz ABA poprzez fosforylacje ABI5 [34] oraz SnRK2.3 [33], a ostatnio udowodniono réwniez
udziat BZR1 w modulowaniu ekspresji genu ABI5 [46]. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze zwiekszona
tolerancja ro$lin jeczmienia z obnizong ekspresja HYGSK1.2 na testowane stresory zwigzana jest z regu-
lacja ABA. Z kolei brak reakcji HvDwarf4 moze $wiadczy¢ o braku udzialu HYGSK1.2 w regulacji syn-

tezy BR, nie mniej jednak w celu potwierdzenia tej hipotezy w przysztosci nalezy oznaczy¢ poziom BR.
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Nalezy rowniez zauwazy¢, ze obnizona ekspresja HYGSK1.2 prowadzi do redukc;ji liczby pedow, zwigk-
szenia $redniej masy tysigca ziarniakow, a takze zwigkszenia powierzchni liscia flagowego.

Analiza linii transgenicznych z obnizong ekspresja HVGSK?2.1, ktorego ortolog zostal najlepiej poznany
w A. thaliana wykazata, ze rosliny te charakteryzuja si¢ wigksza o 15,0+10,2% biomasa, jednak w grupie
tej uzyskano mniejszg o 19,9+2,1% powierzchni¢ pierwszego liscia, mniejsza o 35,6+2,1% suchg masg
lisci, krotsze o 7,0£4,2% pedy roslin oraz wigksza o 34,0+2,8% stabilno$¢ blon komoérkowych roslin
uprawianych w warunkach kontrolnych. Zmiany te moga $wiadczy¢ o przystosowaniu si¢ roslin z obni-
zong ekspresja HVGSK2.1 do warunkéw srodowiska. Jest to takze jedyna grupa, w ktorej obnizenie eks-
presji HYGSK powodowato zwigkszenie catkowitej dugosci korzeni o 27,1+3,7%, powierzchni korzeni
0 29,3+7,0%, objetosci korzeni o 39,0+£10,8% oraz liczby wierzchotkéw korzeni o 29,0+£12,3%. Wyka-
zano silng korelacjg¢ (0,86, p=0,027) pomiedzy ekspresja HYGSK?2.1 a sucha masa liSci oraz silng dodatnia
korelacje pomiedzy powierzchnig pierwszego liscia, suchg masa li§ci oraz wyciekiem elektrolitow.
W grupie tej uzyskano rowniez wyzsza o 10,6+2,1% ekspresj¢ HvDwarf4. Charakterystyczne zmiany
uzyskano w liniach transgenicznych z supresja HYGSK2.1, uzyskane w postaci wickszej o 25,2+12,4%
biomasy, wigkszej o 49,8+6,1% powierzchni pierwszego liScia i wigkszej o 8,5+3,0% suchej masy lisci
oraz mniejszej o 24,7+1,4% dhugosci pedu, nizszej o 53,2+5,3% zawartosci H.O; 1 wigkszej 0 25,8+3,6%
stabilnosci bton komoérkowych, uprawianych w 15% PEG 10 000. W roslinach pod wplywem stresu za-
solenia uzyskano wicksza o 16,8+10,1% biomase, wigksza o 32,4+5,1% powierzchni¢ pierwszego liscia,
wigksza o0 7,348,2% suchg masg lisci, zwickszong o 14,9+5,5% dtugos¢ pedu oraz mniejsza o 32,6+4,2%
zawarto$¢ nadtlenku wodoru i mniejsza o 17,6+2,8% stabilno$¢ bton komoérkowych. Wykazano rowniez
nizsza ekspresjg HYDhn5 o 33,7+2,7% w stresie osmotycznym i 0 51,2+1,0% w stresie zasolenia. Wyka-
zano silng dodatnig korelacje¢ (0,82 p = 0,046) pomig¢dzy ekspresja HYGSK2.1 a HvDhn5 oraz silng kore-
lacje pomigdzy ekspresjg HYGSK2.1 a zawartoscia nadtlenku wodoru (0,85, p=0,034) i wyciekiem elek-
trolitow (0,91, p=0,012) w stresie osmotycznym, a takze silng dodatnig korelacje (0,85 p=0,030) pomie-
dzy ekspresja HvDhn5 a zawarto$cig nadtlenku wodoru w stresie zasolenia. Analiza linii transgenicznych
z supresjg HVGSK2.1 pozwolita na zaobserwowanie redukcji liczby pedow o 15,1+7,2%. Analiza feno-
typu linii transgenicznych z obnizona ekspresja HVGSK2.1 nie wskazata na jednoznaczny udziat
HvGSK2.1 w fenotypie roslin dorostych. Doswiadczenia wykonane w ro$linach 14-dniowych z obnizong
ekspresjg HYGSK?2.1 poprzez zwickszong ekspresje HvDwarf4 sugerujg wigkszg zawartos¢ BR w liniach
transgenicznych, co bytoby zgodne z opisywanymi cechami w mutantach bin2 w ktorych nadprodukcja
kinazy AtSK21 powodowala zaburzenie szlaku syntezy BR, a rosliny miaty fenotyp kartfowaty. Podobnie
jak w ro$linach ryzu w ktorych obnizenie ekspresji OsSGSK21 skutkowalo nizsza zawarto$cia nadtlenku
wodoru i wigkszg tolerancjg roslin na stres zasolenia [3], w roslinach jeczmienia z supresjg HVGSK2.1
podobne zmiany uzyskano zaréwno w stresie zasolenia jak i stresie osmotycznym. Nalezy zatem przy-
puszczad, ze HYGSK?2.1 uczestniczy w tolerancji roslin na testowane stresy abiotyczne. Nie mniej jednak
dane literaturowe wskazujg na zlozony proces regulacji, co potwierdzajg obserwowane w do$wiadcze-
niach wyniki ekspresji HvDhn5, HvDwarf4 oraz dane literaturowe sugerujace, ze kodowane przez
HvGSK kinazy uczestnicza w regulacji aktywnosci dehydrogenzay glukozo-6-fosforanu [45]. Nalezy za-
tem zaklada¢, ze uzyskane wyniki sg nastepstwem bardziej ztozonego mechanizmu regulacji tolerancji.
Ponadto, podobnie jak w pierwszej grupie, supresja HYGSK2.1 moze prowadzi¢ do zwigkszenia aktyw-
nosci czynnika transkrypcyjnego BZR1 i regulacji szlaku sygnalowego ABA, co w tej grupie wykazano
w postaci nizszej ekspresji HvDhn5 w stresie osmotycznym i stresie zasolenia.

Supresja HVGSK3.1 w 14-dniowych roslinach jeczmienia spowodowala wzrost biomasy o 14,7+4,5%,
zmniejszenie powierzchni pierwszego liscia o 35,5+4,9%, zmniejszenie suchej masy lisci o 29,3+2,4%,
skrocenie dtugosci pedu o 16,7+1,8% i korzenia o 18,8+1,3%, zwickszenie zawartosci nadtlenku wodoru
0 28,1422,0% oraz zwigkszenie o 17,6+4,9% stabilnosci blon komoérkowych w warunkach kontrolnych.
W roélinach transgenicznych z supresja HYGSK3.1 uprawianych w 15% PEG 10 000 wykazano wzrost
biomasy o 36,3+7,5% oraz mniejsza 15,6+2,1% dtugos¢ korzeni. Pozostate zmiany notowane w liniach
transgenicznych pod wpltywem stresu osmotycznego oscylowaly w zakresie zmian notowanych w wa-

runkach kontrolnych. Zatem mozna przypuszczac, ze gen ten nie uczestniczy w reakcji roslin na stres
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osmotyczny. W roslinach uprawianych w 200 mM NaCl z obnizong ekspresjg HYGSK3.1 stwierdzono
wyzsza 0 35,8+7,9% biomase, wicksza o0 6,943,1% suchg mase lisci, mniejsza o 7,0+1,7% powierzchnig
pierwszego liscia, krotsze o 18,24+3,5% pedy oraz krotsze o 21,7+2,1% korzenie, a takze wigksza prze-
puszczalno$¢ bton komoérkowych o 20,3+1,4% oraz nizsza o 13,1£10,6% zawarto$¢ nadtlenku wodoru.
W grupie tej stwierdzono wyzsza o 10,2+2,2% ekspresj¢ HvDwarf4 oraz nizsza o 51,0+2,0% ekspresje
HvDhn5. Wykazano silng dodatnig korelacje (0,98 p = 0,001) pomiedzy ekspresjg HYGSK3.1 a ekspresja
HvDhn5 w stresie zasolenia. Analiza linii transgenicznych z obnizong ekspresjag HVGSK3.1 wykazata
redukcje liczby pedow o 12,244,8%, wicksza o 9,7+1,4% wysoko$¢ pierwszego pedu, wicksza
0 5,445,8% dlugo$¢ miedzywezli oraz dhuzsze o 5,7+2,0% klosy. Wykazano silng korelacje (0,96,
p=0,003) pomiedzy wysokoscig pierwszego pedu i dlugoscig miedzywezli oraz silng ujemng korelacje (-
0,92, p=0,009) pomiedzy liczba pedéw a dtugoscia klosa. Uzyskane w pierwszej czesci pracy wyniki
moga wskazywac¢ na udziat HYGSK3.1 w szlaku sygnatlowym BR, poniewaz wszystkie testowane linie
charakteryzowatl wyzszy poziom ekspresji HvDwarf4, zaréwno w warunkach kontrolnych jak i pod wpty-
wem dziatania stresoréw. Ro$liny te charakteryzowaty si¢ tez wigksza biomasg. Mutanty A. thaliana
o zwigkszonej aktywnosci AtSK32, ortologa z tej samej grupy wykazywaty fenotyp podobny do mutan-
tow bril [47], co dodatkowo potwierdza hipoteze udziatu HYGSK3.1 w szlaku sygnatowym BR. Tylko
rosliny uprawiane w 200 mM NaCl wykazaty obnizony poziom ekspresji HvDhn5, co moze sugerowac,
ze HVGSK3.1 poprzez regulacj¢ szlaku sygnatlowego ABA uczestniczy w tolerancji jeczmienia na stres
zasolenia.

Wykazano, ze linie transgeniczne z obnizong ekspresjg HYGSK4.1 uprawiane w warunkach kontrolnych
maja wieksza o 8,6+8,3% biomasg, mniejsza o 16,5+5,7% powierzchnie pierwszego liscia, mniejsza
0 9,7+10,3% sucha mase lisci, wigksza o 10,948,2% zawartos¢ nadtlenku wodoru, mniejsza stabilnos§¢
membran o 23,5+6,7% oraz wyzsza ekspresje HvDhn5 notowang na poziomie 14,1+1,1% i HvDwarf4
na poziomie 5,6+2,2%. Wykazano ujemng korelacje (-0,089, p=0,019) pomiedzy ekspresja HVGSK4.1
a ekspresja HvDhn5, a takze dodatnig korelacje (0,87, p=0,025) pomiedzy biomasa a zawarto$cig nad-
tlenku wodoru. Linie transgeniczne uprawiane w 15% PEG 10 000 podobnie jak linie transgeniczne upra-
wiane w warunkach kontrolnych wykazaty wieksza o 4,6+6,5% biomase, mniejsza o 14,0+£8,3% po-
wierzchnig pierwszego liScia, mniejsza o 14,3+9,0% sucha mase lisci, krotsze o 18,6+4,5% pedy oraz
krotsze o 22,3+1,4% korzenie, wigkszg o 14,0+19,2% zawartos¢ nadtlenku wodoru oraz nizsza
o 11,1£3,0% ekspresj¢ i wyzsza o 4,6+3,5% ekspresj¢ HvDwarf4. Supresja HYGSK4.1 w liniach trans-
genicznych uprawianych w 200 mM NaCl wykazata wigksza o 8,2+3,5% biomasg, mniejsza o 16,2+2,6%
dtugos¢ pedu, oraz krotsze o 19,3+3,4% Korzenie, mniejszg o 7,8+6,7% suchg mase liSci, nizsza
0 13,1£10,6% zawarto$¢ nadtlenku wodoru, mniejsza o 29,9+1,5% stabilnos¢ membran oraz nizsza
0 49,0+0,9% ekspresje HYDhn5. Wykazano silng dodatnig korelacje (0,99, p=0,000) pomiedzy ekspresja
HVGSK4.1 a ekspresja HvDhn5. W liniach transgenicznych z supresja HYGSK4.1 uzyskano redukcje
liczby pedow o 19,8+8,1%, wicksza o 65,5£9,7% powierzchnie liscia flagowego oraz wicksza
0 5,6+6,0% mase tysigca ziarniakow. Wykazano dodatnig zalezno$¢ pomiedzy poziomem ekspres;ji
HvGSK4.1 a liczbg pedow i1 ujemng zalezno$¢ pomigdzy ekspresja HVGSK4.1 a powierzchnig liscia fla-
gowego.

Przedstawione wyniki badan ze wzgledu na ogoélny charakter do§wiadczen wykonanych w celu okresle-
nia funkcji HYGSK w jeczmieniu stanowig podstawe do dalszych projektéw prowadzacych do bardziej
sprecyzowanej charakterystyki genéw ukierunkowanej na stadium rozwojowe roslin i docelowe miejsce
dziatania kodowanego przez HYGSK enzymu.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Zidentyfikowano siedem genéw HVGSK w jeczmieniu, ktore zaklasyfikowano do czterech scharak-
teryzowanych w A. thaliana grup.

2. Wiekszos¢ HVGSK, podobnie jak ich ortologi w A. thaliana i O. sativa charakteryzuje zachowana
struktura introndéw i egzonéw. Kodowane przez nie biatka majg konserwowane motywy charaktery-
styczne dla kinaz kodowanych przez t¢ rodzing genow.
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10.

11.

12.

Wykazano, ze geny HVGSK w jeczmieniu podobnie jak w A. thaliana najwyzszej ekspres;ji ulegaja
w organach generatywnych.

HvGSK3.1 uczestniczy w regulacji rozwoju roslin uprawianych w warunkach kontrolnych. W rosli-
nach z supresja genu HYGSK3.1 wykazano wigksza biomasg¢ oraz mniejsza dtugos¢ pedu, powierzch-
ni¢ pierwszego liscia i suchg mase lisci.

Regulacja zalezna od HVGSK jest niezbedna do prawidtowego rozwoju korzeni w warunkach kon-
trolnych. Obnizenie ekspresji HYGSK1.2, HYGSK3.1 i HYGSK4.1 inhibuje rozwoj korzeni, natomiast
obnizenie ekspresji HYGSK2.1 dziala przeciwnie, stymulujgc rozwoj korzeni.

HvGSK regulujg rozwdj roslin w warunkach stresu osmotycznego i zasolenia. Obnizenie ekspresji
HvGSK1.2 i HYGSK3.1 a takze HVGSK2.1 koreluje z mniejszg dtugoscig pedéw odpowiednio w za-
soleniu i w stresie osmotycznym.

Wyzsza ekspresja HvDwarf4 w roslinach z obnizong ekspresja genow HVGSK2.1 i HYGSK3.1 upra-
wianych w stresorze zasolenia, wskazuje na indukcje szlaku biosyntezy BR i udziat tych dwoch ge-
néw w tolerancji zasolenia.

Nizsza ekspresja HvDhn5 w ro$linach z obnizong ekspresja gendéw HVGSK uprawianych w stresorze
osmotycznym i stresorze zasolenia wskazuje na udziat HVGSK w regulacji szlaku sygnatowego
ABA. Nizsza ekspresje HvDhn5 (genu regulowanego przez ABA) uzyskano w liniach z obnizong
ekspresjg HYGSK1.2 i HYGSK2.1 w stresie osmotycznym oraz wszystkich HYGSK w stresie zasole-
nia.

HvGSK1.2 uczestniczy w rozwoju ziarniakow oraz reguluje rozwoj kwiatostanu. Wykazano silng
ujemng korelacj¢ pomigdzy ekspresja HYGSK1.2 a masg tysigca ziarniakow.

Geny HVGSK1.2 i HYGSKA4.1 regulujg rozwoj liscia flagowego. Wykazano ujemna zalezno$¢ pomig-
dzy ekspresja tych gendw a powierzchnig liscia flagowego.

Geny HvGSK wptywaja na liczbe rozwijanych pedow. Obnizenie ekspresji genow HVGSK powodo-
wato redukcje liczby pedéw w jeczmieniu.

HvGSK3.1 reguluje wysokos¢ roslin. Wykazano ujemng zalezno$¢ pomiedzy ekspresja HVGSK3.1
a wysokoscia pierwszego pedu i dlugoscig miedzywezli.
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