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Streszczenie

Rodzina genéw TaCKX (oksydaza/dehydrogenaza cytokininowa) odgrywa zasadnicza
role w metabolizmie cytokinin podczas rozwoju pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.),
wplywajac tym samym w znaczacy sposob na cechy plonotworcze. Glownym celem pracy byta
szczegblowa analiza biologicznej funkcji wyzej wymienionych gendow za pomocg technologii
opartej na interferencji RNA (RNAi). Hipoteza badawcza zaktadata, ze wyciszenie ekspresji
poszczegbdlnych genow w danych tkankach i1 organach, na okreslonym etapie rozwoju, bedzie
determinowa¢ zmiany molekularne, fizjologiczne i fenotypowe u badanych roslin. W celu
weryfikacji hipotezy uzyskano linie pszenicy dwoch odmian, bezostnej Kontesa i oscistej Ostka
Smolicka z wyciszonym genem TaCKX1 oraz trzema jednoczes$nie z grupy TaCKX2
(TaCKX2.1, TaCKX2.2.1 i TaCKX2.2.2) w pokoleniach generatywnych To, T1 1 T2. W liniach
pokolen T1 i T2 przeprowadzono analize ekspresji wyciszanych genow TaCKX, innych genow
z tej rodziny i genu TaNAC2-5A. Ponadto wykonano pomiary aktywnos$ci enzymu CKX w
ktosach 7 dni po zapylaniu (DAP) oraz charakterystyke cech morfologicznych, a w T»
dodatkowo pomiary zawartosci fitohormonow. Porownano efekt wyciszania obu genéw na
ekspresje pozostalych genow z rodziny TaCKX w dwdch odmianach pszenicy rozniacych sig¢
m.in. obecnos$cig o$ci w ktosach. W odmianie bezostnej Kontesa, z silnie wyciszonym TaCKX1
w pokoleniu T» zaobserwowano znaczne obnizenie ekspresji TaCKX11, wzrost ekspresji
TaCKX2.1, podwyzszenie zawarto$ci wigkszo$ci cytokinin rozktadanych przez enzym CKX
oraz wzrost plonu (fenotyp o wyzszej liczbie ktosow, ziaren i wyzszym plonie ziaren, ale
nizszej masie tysigca ziaren). Wyciszanie genéw z grupy TaCKX2 w tej samej odmianie
wigzato si¢ z wyciszeniem trzech genow, posiadajacych ponad 90% identycznosci sekwencji
kodujacych: TaCKX2.1, TaCKX2.2.1 i TaCKX2.2.2. Silnemu wyciszeniu genu TaCKX2.2.2 w
T, towarzyszyto nieznaczne obnizenie ekspresji TaCKX2.2.1 i silny wzrost ekspresji TaCKX5
I TaCKX11 oraz podwyzszenie poziomu aktywnych cytokinin, ich koniugatow i auksyny, tj.
kwasu indolilo-3-octowego (IAA) przy jednoczesnym obnizeniu zawartosci benzyloadeniny
(BA), kwasu abscysynowego (ABA) i redukcji kwasu giberelinowego (GA3). W przypadku
odmiany oscistej Ostka Smolicka, udokumentowano mechanizm sprz¢zenia zwrotnego
regulacji ekspresji, w ktorym wyciszenie TaCKX1 warunkowalo wzrost ekspresji genow
TaCKX2 i na odwrot. Ponadto obnizenie ekspresji TaCKX2 (gtownie TaCKX2.2.1 i
TaCKX2.2.2) wpltywato na silny wzrost ekspresji TaCKX5, TaCKX1 i TaNAC2-5A, natomiast
poziom ekspresji tych genéw w roslinach z wyciszonym TaCKX1 byt obnizony. Wyciszone
linie TaCKX1 z pokolenia T2 z obnizong o okoto 50% ekspresja tego genu miaty istotnie wyzsza
masg tysigca ziaren (MTZ) i mase¢ korzeni siewek. Wyciszone linie TaCKX2 z pokolenia T z
poziomem ekspresji TaCKX2.2.1 i TaCKX2.2.2 obnizonym o ok. 30% mialy znacznie wyzsza
zawartos$¢ chlorofilu w lisciach flagowych. Dodatkowo zaobserwowano wptyw transformacji z
uzyciem Agrobacterium na badane cechy. Udokumentowano, ze gtdowne mechanizmy regulacji
ekspresji genow z rodziny TaCKX byly podobne w r6znych odmianach pszenicy jarej, ale w
zaleznosci od zawartos$ci 1 sktadu fitohormondéw w rozny sposdb wptywaty na regulacje cech
zwigzanych z plonem.



Wprowadzenie

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest jednym z najwazniejszych gatunkow
ro$lin uprawnych. Obok ryzu i kukurydzy jest zbozem o najwickszej powierzchni upraw na
swiecie 1 drugim po kukurydzy pod wzgledem $wiatowej produkcji, wynoszacej blisko 770 mln
ton w 2021 roku (http://faostat.fao.org/) oraz posiada bardzo duzy zasieg geograficzny upraw
(Shewry, 2009). Pszenica bedac alloheksaploidem charakteryzuje si¢ bardzo duzym i ztozonym
genomem, ktory stanowi utrudnienie w selekcji pozadanych cech podczas hodowli oraz w
wprowadzaniu zmian za pomocg inzynierii genetycznej.

Cytokininy sa regulatorami wzrostu i rozwoju ro$lin, wpltywajacymi na wiele waznych
cech o znaczeniu rolniczym (Kieber i Schaller, 2018). Regulacja ta moze wystgpi¢ na poziomie
potranskrypcyjnym i/lub potranslacyjnym (Kim i in., 2012, Cerny i in., 2010). Cytokininy
modulujg ekspresje innych gendéw biorgcych udziat w kontroli r6znych proceséw zyciowych,
w tym aktywnos$ci merystemow, metabolizmu innych fitohormonow, pozyskiwania sktadnikow
odzywczych i reakcji na stres (Brenner i in., 2012). W zbozach i trawach zwigkszona zawarto$¢
cytokinin ma pozytywny wplyw na potencjat przyjmowania asymilatow w rozwijajacych si¢
ziarnach (Liu i in., 2013) oraz utrzymywanie zawarto$ci chlorofilu w lisciach podczas starzenia
si¢ roslin (Zhang i in., 2016) i wypeliania ziaren (Panda i in., 2018). Fitohormony te sa
uwazane za kluczowy czynnik odpowiadajacy za plonowanie wielu gatunkéw roslin
uprawnych, w tym zboz (Jameson i Song, 2015). Homeostaza cytokinin jest przestrzennie i
czasowo regulowana poprzez réwnowage miedzy procesami metabolizmu, czyli syntezy,
degradacji, aktywacji i inaktywacji oraz transportu (Hirose i in., 2007). Proces nieodwracalnej
degradacji cytokinin jest regulowany przez oksydazy/dehydrogenazy cytokininowe (CKX)
kodowane przez geny CKX. Zmiany aktywno$ci CKX prowadzg do zmian st¢zenia cytokinin
w tkankach, dlatego enzym ten odgrywa kluczowa role w regulacji zawartos$ci cytokinin, a tym
samym znaczaco przyczynia si¢ do regulacji roéznych proceséw fizjologicznych
kontrolowanych przez jego izoenzymy (Avalbaev i in., 2012).

Geny z rodziny TaCKX wykazuja specyficzne wzorce ekspresji dla tkanek i narzadow,
co sugeruje istnienie specyficznych funkcji tych genéw (Song i in., 2012, Ogonowska i in.,
2019). Tylko nieliczne geny z rodziny TaCKX byty poddane analizie funkcjonalnej (Lu i in.,
2015, Zhang i in., 2012, Chang i in., 2016, Li i in., 2018). W niniejszych badaniach podj¢to
probe charakterystyki funkcji genu TaCKX1 oraz gendéw z grupy TaCKX2 w dwoch odmianach
pszenicy z wykorzystaniem modyfikowanych linii uzyskanych za pomoca technologii RNAI.



http://faostat.fao.org/

Hipoteza badawcza i cele prowadzonych badan

Celem pracy byla analiza funkcji biologicznej genu TaCKX1 oraz gendéw z grupy
TaCKX2 w dwoch odmianach pszenicy zwyczajnej z wykorzystaniem linii zmodyfikowanych
genetycznie za pomocg technologii RNAI. Cele szczegétowe pracy to:

. okreslenie poziomu ekspresji genéw wyciszanych oraz ich koekspresj¢ z innymi genami
z rodziny TaCKX,

. scharakteryzowanie zawartosci fitohormonow ze szczegdlnym uwzglednieniem
cytokinin oraz analiza aktywnosci enzymu oOksydazy/dehydrogenazy cytokininy w
transformowanych i kontrolnych liniach pszenicy,

. ocena wptywu zmian w poziomach ekspresji TaCKX, enzymu CKX i fitohormondéw na
cechy plonotworcze roslin.

Hipoteza badawcza stanowi, ze linie pszenicy zawierajace kasety RNAi ukierunkowane
na wyciszenie genow TaCKX1 i TaCKX2 (TaCKX2.1, TaCKX2.2.1 i TaCKX2.2.2) beda
wykazywa¢ zmiany na poziomie molekularnym, fizjologicznym i morfologicznym, co
umozliwi przeprowadzenie szczegotowej analizy ich funkcji biologiczne;.

Badania przeprowadzono na ktosach 7 dni po zapylaniu, zebranych z linii transgenicznych
dwoch odmian roslin pszenicy w pokoleniach T1 i T»

Materialy i metody

Do badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykorzystano dwie odmiany
pszenicy jarej, Kontesa i Ostka Smolicka, z wprowadzonymi kasetami wyciszajagcymi gen
TaCKX1 i trzy geny TaCKX2 (TaCKX2.1, TaCKX2.2.1 i TaCKX2.2.2) osobno dla kazdej z
odmian. Rosliny uprawiane byty w kontrolowanych warunkach natomiast tkanka do analiz byty
ktosy pobierane w siodmym dniu po zapylaniu (7 DAP).

Zastosowane w pracy metody obejmowaty pomiary morfometryczne 5-cio dniowych
siewek oraz dojrzatych roslin (wysokos$¢ roslin, dtugos¢ ktosa, liczba ktosow na rosling, liczba
ziaren na rosling, masa ziaren na ro$ling, masa tysigca ziaren) oraz pomiar zawartosci chlorofilu
miernikiem SPAD, ekstrakcje DNA, RNA, synteze cDNA, testy PCR, ilosciowy RT-QPCR,
pomiar aktywnosci enzymatycznej, chromatograficzne oznaczanie fitohormonow oraz analizy
statystyczne. Pomiary fitohormondéw zostaty wykonane przez zespdt prof. dr hab. Andrzeja
Bajguza z Zaktadu Biochemii Roslin i Toksykologii Instytutu Biologii Uniwersytetu
w Biatymstoku.

Wyniki badan wg publikacji

1. Woyciszanie TaCKX1 zmienia profil ekspresji innych genow z rodziny TaCKX oraz
determinuje wzrost parametrow plonowania pszenicy (Jablonski i in., 2020)

Zgodnie z wczesniejszymi badaniami zespolu gen TaCKX1 ulega bardzo silnej,
specyficznej ekspresji w rozwijajacych si¢ klosach i nizszej w korzeniach siewek (Ogonowska
I in., 2019). Zatozono, ze obnizenie ekspresji tego genu powinno wplynaé na obnizenie
aktywnos$ci kodowanego przez niego enzymu CKX i tym samym na zwigkszenie zawarto$ci
cytokinin wskutek zahamowania ich degradacji. Ze wzgledu na wysoka ekspresj¢ genu
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TaCKX1 w rozwijajacych si¢ ktosach 1 korzeniach siewek, byt on jako pierwszy wybrany do
analizy jego roli w rozwoju ro$lin i wptywu na cechy plonotworcze pszenicy. Gen ten zostat
wyciszony przy uzyciu wektora typu RNAi1 z wykorzystaniem transformacji za pomoca
Agrobacterium tumefaciens. Kaseta wyciszajaca zawierata 378 par zasad sekwencji kodujacej
TaCKX1 (NCBI JN128583). Uzyskano transgeniczne ro$liny, wsréd ktorych
wyselekcjonowano wyciszone linie w pokoleniu T1 oraz Tz. Poziom wyciszania badany byt w
ktosach 7 DAP a jego wptyw na cechy morfologiczne w dojrzatych roslinach oraz w korzeniach
siewek. Ponadto oceniono udzial TaCKX1 w regulacji ekspresji innych genéw z rodziny
TaCKX 1 wpltyw wyciszenia tego genu na zawarto$¢ fitohormonow. Badaniami koregulacji
ekspresji w ktosach 7 DAP objeto geny TaCKX2.2, TaCKX2.1, TaCKX5, TaCKX9 i TaCKX11.
W tym samym organie dokonywano pomiaréw zawarto$ci nast¢pujacych fitohormonow:
cytokinin, jak trans-i cis-zeatyna, dihydrozeatyna (DZ), N°-izopentenyloadenina (iP), BA,;
wybranych auksyn jak 1AA, kwas indolilo-3-mastowy (IBA), kwas indolilo-3-propionowy
(IPA), kwas naftylo-1-octowy (NAA), kwas fenylooctowy (PAA); kwasu giberelinowego (GA)
i kwasu abscysynowego (ABA).

Stwierdzono wystgpienie zrdznicowanego poziomu wyciszania TaCKX1 w ramach
jednego pokolenia oraz miedzy pokoleniami T1 i T2. Byl on powigzany ze zréznicowanym
wzorem ekspresji pozostatych genow z rodziny TaCKX oraz odmiennym fenotypem roslin.
Poziom wzglednej ekspresji TaCKX1 w T1 wynosit §rednio 0,67 w grupie 14 wyciszonych
ro$lin (wzgledem kontroli = 1,0) co odpowiada wyciszeniu na poziomie 33% oraz 1,16 w grupie
30 roslin kontrolnych, niewyciszonych. Liczba klosow, liczba ziaren i plon w ro$linach
wyciszonych T1 w stosunku do kontroli ulegly obnizeniu. W pokoleniu T2 $rednia ekspresja
TaCKX1 spadta znacznie: w$rdd 8 najsilniej wyciszonych roslin wzgledna ekspresja wyniosta
0,28 (wyciszenie na poziomie 72%). Wysoki, 72% poziom wyciszenia wigzat si¢ z wyzsza,
srednig liczba ktosow i liczbg ziaren w roslinach. Silne obnizenie ekspresji TaCKX1 w T byto
powigzane z silnym obnizeniem, rzedu 64% ekspresji TaCKX11l oraz niewielkim
podwyzszeniem ekspresji TaCKX2.1 i 9 jak i istotnym wzrostem wymienionych powyzej cech
plonotworczych, tj. srednig liczbg klosow, liczbg ziaren, plonem ziaren i masg korzeni siewek
oraz spadkiem MTZ. Ponadto zaobserwowano silng, dodatnig korelacje pomiedzy TaCKX9 a
TaCKX2.1.

W wyniku pomiaru fitohormonow stwierdzono, ze glowna grupa cytokinin w ktosach 7
DAP jest trans-zeatyna oraz cis-zeatyna i ich pochodne. Poziom tych aktywnych form
cytokinin w T2 byl wiekszy o 23% i 76% w grupie roslin wyciszonych w stosunku do
niewyciszonych. Zawartos¢ BA spadta o 73%. Podwyzszenie poziomu aktywnych form
cytokinin i obnizenie ich form nieaktywnych oraz BA w roslinach wyciszonych bylo zwiazane
z 10-krotnym wzrostem zawartosci GA3z. Zawartos¢ ABA i IAA pozostaly na poziomie
zblizonym do kontroli (wartosci wzgledne wynosity odpowiednio 0,88 1 1,04).

Zaprezentowano skoordynowany efekt wyciszenia TaCKX1 na ekspresje pozostatych
gendw TaCKX, poziom fitohormondw i wartosci cech plonotworczych w wyciszonych liniach
T2 (Rys. 1). Ponadto przeanalizowano korelacje miedzy badanymi cechami. Cecha wysokos$ci
ro$lin w kontroli korelowala negatywnie z zawartoscig BA 1 pozytywnie z zawarto$cig IAA 1
GAs3 w ktosach 7 DAP, co mogto skutkowac zwigkszonym wzrostem roslin. Diugo$¢ klosow
byta pozytywnie skorelowana z wyzsza zawartoscig cis-zeatyny-O-glukozydu (cZOG) oraz
negatywnie z ABA w ro$linach niewyciszonych. Natomiast w roslinach wyciszonych cecha ta
byta pozytywnie skorelowana ze wzrostem ekspresji TaCKX2.2 oraz TaCKX5. Przeciwstawna
regulacja ekspresji genéw TaCKX2.1 i TaCKX11, ktorych ekspresja odpowiednio wzrasta i
maleje, moze wplywac na utrzymanie aktywnosci enzymu CKX na tym samym poziomie, tym
samym regulujac MTZ w roslinach wyciszonych. Plon ziaren byt silnie pozytywnie
skorelowany z liczbg ziaren i klosow w roslinach kontrolnych, niewyciszonych oraz
pozytywnie z MTZ w roslinach wyciszonych. Masa korzeni byta dodatnio skorelowana z nizsza



ekspresja TaCKX9 w ktosach 7 DAP roslin niewyciszonych oraz ujemnie ze zwigkszong
ekspresja tego genu w roslinach wyciszonych. Mozna przypuszczaé, ze wyzsza zawarto$¢
aktywnych cytokinin oraz GAs w ktosach 7 DAP roslin wyciszonych powoduje obnizenie
poziomu cytokinin w lisciach flagowych, przyspieszajac ich starzenie. Natomiast wolniejsze
dojrzewanie ktosa w roslinach niewyciszonych, ktére moze by¢ zalezne od nizszej zawartosci
cytokinin w ktosie 7 DAP, moze powodowac wolniejszy przeptyw mikroelementow oraz
cytokinin z liscia flagowego do klosa, czego efektem byta wyzsza MTZ.

First 7 DAP spike (T,)

Decreased expression:
CKX1(0.28) |

CKX11 (3) (0.36)}
?

Increased expression:
ckx2.1(1.32)1

CKX9 (10) (1.15)

CKX5 (1.08), CKX2.2 (0.98)*
?

Decreased phytohormones:

CKs: cZOG (0.45), BA

Increased phytohormones:

CKs: tZ (1.23), tZGs (0.53-3.53), .
¢Z (1.76), DZGs (1.45), iP (1.32) I

GA(10.42) ABA (0.88)

l ?
Obtained phenotype: / Obtained phenotype:
- Spike number (1.57) t—

- Root weight (1.07)t
- Grain number (1.29) + $38¢ - Grain yield (1.03)
- TGW (0.78) $8¢

- Spike length (0.86)]
- Plant height (0.93)

- Flag leaf senescence (0.95))

?

Rys. 1. Prezentacja graficzna skoordynowanego efektu wyciszenia genu TaCKX1 w ktosach 7 DAP roslin T, na
ekspresje innych gendw TaCKX, poziomy fitohormondw oraz morfologie roslin.? —oczekiwane zmiany.

Udokumentowali$my, ze rdézne poziomy wyciszenia genu TaCKX1 wptywaja na
wystgpienie réznych modeli koekspresji z innymi genami TaCKX oraz parametry cech
plonotworczych. Poszczegolne geny TaCKX wspdlnie regulujg zawartos$¢ aktywnych cytokinin
w wyciszonych roslinach. Zmiany zawartosci cytokinin wptywaty na pozostate badane przez
nas fitohormony: auksyny, GAs, ABA. Podsumowujac wzor ekspresji genow z rodziny TaCKX
w skoordynowany sposob wpltywat na zawarto$¢ cytokinin, innych fitohormonow oraz cech
plonotworczych pszenicy.

2. Jak geny TaCKX2.2 koordynujga ekspresje innych genow z rodziny TaCKX,
reguluja zawartos¢ fitohormonow i determinuja cechy pszenicy zwiazane z plonem
(Jablonski i in., 2021b)

Celem tej pracy byla analiza funkcji genow TaCKX2 (TaCKX2.1, TaCKX2.2.1
i TaCKX2.2.2.). Ze wzgledu na ich duzg homologie¢ uzyty fragment sekwencji kodujacej genu
TaCKX2.2.2-3D o dlugosci 385 par zasad, umozliwit wyciszanie wszystkich trzech genow
TaCKX2 1 ich homeologéw. Ten fragment posiada 93% — 94,3% podobienstwa
Z odpowiadajacym fragmentem genu TaCKX2.2.1 oraz 87,9% - 92,3% podobienstwa
z TaCKX2.1. Wszystkie fragmenty znajduja si¢ na chromosomach 3A, 3B i 3D. Fragment
wyciszajacy wprowadzono do roslin za pomocg transformacji Agrobacterium tumefaciens.
Materiatem roslinnym w tych badaniach, podobnie jak w poprzednich, byta odmiana pszenicy
jarej Kontesa. Badano poziom wyciszania ekspresji genow TaCKX2.2 w kolejnych pokoleniach
generatywnych Ti1 i T2 wyprowadzonych linii oraz na tej podstawie prowadzono selekcje
najsilniej wyciszonych. Analizowano koekspresje genéw TaCKX2.2 z innymi wybranymi
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genami z rodziny TaCKX (TaCKX1, 5, 9 i 11) oraz ich udzial w regulacji zawartoSci
fitohormonoéw i cech plonotwoérczych.

Poziomy wyciszenia trzech genow TaCKX2 byly rozne w poszczegdlnych pokoleniach
generatywnych, co skutkowato odmiennymi fenotypami. W pokoleniu T1 wyciszone linie
podzielono na dwie grupy w zaleznosci od poziomu wyciszenia jednego z genow TaCKX2. W
pierwszej grupie wzgledna ekspresja genu TaCKX2.2.2 wynosita $rednio 0,68 a parametry
fenotypowe ulegly niewielkiemu, nieistotnemu statystycznie obnizeniu wzgledem kontroli.
Natomiast w drugiej grupie ro$lin z najsilniej wyciszonym TaCKX2.2.1 ($rednia ekspresja
wzgledna wyniosta 0,65), rosliny byly istotnie wyzsze a pozostate cechy (dtugos¢ klosa, liczba
nasion, masa nasion i MTZ) byly nieznacznie podwyzszone wzgledem kontroli. Te ro6znice
mogg wskazywac na rozne funkcje tych dwoch genow. Efekt wyciszania genéow TaCKX2 na
ekspresje pozostatych genow TaCKX, poziom fitohormondw i wartosci cech plonotwoérczych
w wyciszonych liniach T2 przedstawiono na Rys. 2.

First 7 DAP spike (Tz)

Decreased expression: Changed traits: Increased expression:
CKX2.2.2 (0.42**) L 4 TGW (1.17%) 4 CKX5 (2.34%) M1
CKX2.2.1(0.80*) 4
CKx2.1 (0.88) =4

CKX11 (1.64**) P4

CkX1  (0.87) =¥ Grain number (0.76%) & CKX9 (1.05) =
$? Whe ot
AR T A v?
Increased cytokinins: Chlorophyl - flag leaves (1.12*)4 Decreased cytokinins:

CKs:tZ  (1.27) P
tZR (3.09) M
tZGs (1.97)

CKs: BA(0.18) 4 4

Z (299 M Other phytohormones:
c !
s Not changed traits:
'DPZG ‘(21‘;‘;)) 1"“ Plant height (0.98) = 188, (1A0)4

s (1.
DZR (2.51) M Spike number (0.98) = ABA (0.52) \,

i = GA (0.00

ZOG (1.03) = Spike length (0.92) = GA (0.00) ¥V

Grain yield (1.09) =

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie wzrostu (") lub obnizenia ({/) ekspresji genéw TaCKX, zawartosci
fitohormondw i cech zwigzanych z plonem w ktosach 7 DAP linii wyciszonych T.. W nawiasach podano wartosci
wzgledem kontroli = 1,00. Wartosci znacznie obnizone (J,{/) lub mocno podwyzszone (1) sg pogrubione. *—
istotne przy p <£0,05; **—istotne przy p < 0,01. Cytokininy zaznaczone na czerwono to substraty dla enzymu CKX.
=—nie zmienione; ?-oczekiwane rezultaty.

W grupie mocno wyciszonych linii pokolenia T> poziom ekspresji TaCKX2.2.1 wzrost
do 0,80, a TaCKX2.2.2 spadt do 0,42. Podobnie jak w T1, rowniez w T2 wysokos$¢ roslin,
produktywnos¢, liczba ktosow 1 dtugos¢ kloséw okazata sie by¢ podobna do kontroli. Natomiast
MTZ i zawarto$¢ chlorofilu w lisciach flagowych (mierzona aparatem SPAD) mialy warto$ci
statystycznie istotnie wyzsze a liczba ziaren byta istotnie nizsza od kontroli.

Silny spadek ekspresji TaCKX2.2.2 rzedu 58% w ktosach 7 DAP pokolenia T> wplynat
rowniez na ekspresje innych genéw TaCKX oraz poziom fitohormondéw. Byt on zwigzany z
niewielkim obnizeniem ekspresji TaCKX2.2.1 przy jednoczesnym znacznym wzroscie
ekspresji TaCKX5 i TaCKX11 (odpowiednio do 234% i 164%). Nastapit niewielki spadek
ekspresji TaCKX2.1 i TaCKX1. W wyciszonych liniach TaCKX2.2.2 obserwowano wzrost
zawartos$ci wigkszosci cytokinin w ktosach 7 DAP w tym form aktywnych: trans-zeatyny (tZ),
rybozydu trans-zeatyny (tZR), cis-zeatyny (cZ), rybozydu dihydrozeatyny (DZR) i iP jak i
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nieaktywnych glukozydow trans-zeatyny (tZGs), glukozydow dihydrozeatyny (DZGs).
Najwyzszy, ponad trzykrotny wzrost odnotowano dla tZR i ¢Z oraz ponad dwukrotny dla iP i
DZR. Te formy cytokinin, poza ostatnig, sa degradowane przez enzym CKX w zwigzku z tym
obserwowana tendencja jest prawidlowa. Odnotowano rowniez wzrost zawartosci IAA
i znaczny spadek BA, ABA a GA3 nie byt wykryty. Odnotowane zmiany cech plonotworczych
to istotny, 17% wzrost MTZ, istotny spadek liczby nasion o 24%, istotny wzrost zawarto$ci
chlorofilu w lisciu flagowym o 12%; pozostate cechy morfologiczne nie ulegly zmianom.
Aktywnos¢ enzymu CKX w T2 spadfa nieznacznie (o 6%).

Silne, ponad 58% wyciszenie ekspresji TaCKX2.2.2 miato raczej pozytywny wpltyw na
cechy zwigzane z plonem. Odnotowano istotny wzrost MTZ i mimo istotnego spadku liczby
ziaren na rosling, catkowita masy ziaren na ros$ling byla nieco wyzsza niz w kontroli.
Obserwowany wzrost wzglednej zawartos$ci chlorofilu w lisciach flagowych moégt przyczyni¢
si¢ do wydtuzenia okresu fotosyntezy. Poniewaz z tych lisci przekazywane sg asymilaty do
rozwoju ziaren, wydtuzenie okresu fotosyntezy moglo skutkowaé wzrostem MTZ. Dodatkowo
obnizenie zawartosci ABA 1 brak GA3 moglo wplyna¢ na op6znienie dojrzewania ziarniakow
i pelniejsze wypeltnienie ziaren.

Wspolezynniki korelacji potwierdzity negatywna korelacje¢ migdzy ekspresja gendw
TaCKX2.1 i TaCKX2.2.2 u ro$lin z wyciszonym genem TaCKX2.2.2 a MTZ i zawartoscia
chlorofilu w lisciach flagowych i1 odwrotnie, pozytywna korelacj¢ pomiedzy ekspresja
TaCKX2.2.2 i liczbg ziaren. Korelacje pomigedzy MTZ i zawarto$cia cytokinin oraz ekspresja
gendw wskazuja na bardziej skomplikowany wzor regulacji. Stwierdzono m.in. silng
negatywna korelacj¢ ekspresji TaCKX9 z tZR i TaCKX2.1 z DZR. Negatywna korelacja
ekspresji TaCKX9 z tZR wystgpowata rowniez w przypadku cechy wysokosci roslin oraz
produktywnosci. W przypadku cechy zawarto$ci chlorofilu wspotczynniki korelacji byty
jednoznacznie negatywne z zawartoscia BA, co bylo zwigzane ze spadkiem ekspresji
TaCKX2.1 w powigzaniu ze spadkiem ekspresji TaCKX2.2.2 oraz ze spadkiem zawartosci
ABA.

Podsumowujac, silny spadek ekspresji TaCKX2.2.2 przy roéwnoczesnym wzroscie
ekspresji TaCKX5 i TaCKX11 skutkowal podwyzszeniem zawarto$ci wolnych cytokinin
izoprenoidowych: cZ, tZ 1 1P, obnizeniem zawartosci BA 1 ABA 1 zredukowaniem do zera GA3
co pozytywnie wplyneto na zawarto$¢ chlorofilu w lisciach flagowych oraz wzrost MTZ przy
jednoczesnej redukc;ji liczby ziaren.

3. Genotypowo-zalezny wplyw wyciszania TaCKX1 i TaCKX2 na regulacje
metabolizmu fitohormonéw i cechy zwigzane z plonowaniem pszenicy (Jablonski i
in., 2021a)

W niniejszej pracy przeprowadzono analiz¢ funkcji genu TaCKX1 i trzech genow
TaCKX2 (TaCKX2.2.2, TaCKX2.2.1 i TaCKX2.1) w innej odmianie pszenicy jarej, Ostka
Smolicka. Roznita si¢ ona fenotypowo od uzytej we wczesniejszych badaniach odmianie
Kontesa obecnoscig osci w ktosie. Do wyciszania uzyto tych samych konstrukcji wektorowych
i systemu Agrobacterium jak dla odmiany Kontesa. Podobnie jak w poprzednich badaniach
sprawdzano wplyw wyciszania badanych genow na koekspresj¢ innych gendéw z rodziny
TaCKX (TaCKX11, TaCKX5 i TaCKX9), zawarto$¢ fitohormondéw w ktosach 7 DAP i cechy
plonotworcze. Ponadto analizowano ekspresje TaNAC2-5A, kodujacego jeden z waznych
czynnikéw transkrypcyjnych z grupy NAC u pszenicy, odpowiadajacy za sygnalizacje
azotanowa. Nadekspresja tego genu wigzata si¢ ze zwigkszeniem pozyskiwania azotu przez
korzenie i jego akumulacj¢ w pedzie co miato pozytywny wptyw na plon (He i in., 2015).

Wyciszenie genu TaCKX1 powodowato znaczny wzrost ekspresji gendw TaCKX2.2.1 i
TaCKX2.1, natomiast wyciszenie gendéw TaCKX2 wptynelo na znaczne zwigkszenie ekspresji
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TaCKX1. Wystapil wigc silny mechanizm sprz¢zenia zwrotnego regulacji ekspresji tych
genow, w ktorym efektem wyciszania TaCKX1 byt silny wzrost ekspresji TaCKX2 i odwrotnie.
Dodatkowo obnizenie o okoto 50% ekspresji TaCKX1 wigzato si¢ z obnizeniem ekspresji
TaCKX11, TaCKX5 i TaCKX9, natomiast 30% wyciszenie obu genow TaCKX2.2 byto
powigzane z wiclokrotnym wzrostem ekspresji TaCKX5 i dwukrotnym TaNAC2-5A. Moze to
wskazywaé na niezalezng regulacje ekspresji TaCKX1 i TaCKX2 od pozostatych TaCKX.
Obserwowane sprzezenie zwrotne poziomow ekspresji gendéw TaCKX prawdopodobnie
przyczynito si¢ do utrzymania aktywnos$ci enzymu CKX na wzglednie statym poziomie.

Réznice w poziomach ekspresji gendow z rodziny TaCKX nie miaty istotnego wptywu
na zawarto$¢ fitohormonow w ktosach 7 DAP wyciszonych roslin. Interesujacym jednak byto
zidentyfikowanie obecnosci w badanej odmianie Ostka Smolicka nowej, naturalnej auksyny,
kwasu fenylooctowego i topolin, nie wystepujacych w odmianie bezostnej w poprzednich
badaniach. Ponadto nie wykryto w tej odmianie obecno$ci GA3z w badanych klosach a
zawartos$¢ kilku innych fitohormonéw roznita si¢ istotnie miedzy odmianami (Jabtonski i in.,
2020, Jablonski i in., 2021b). Sugerowali$my, ze rdéznice w zawartosci i profilach
fitohormonéw obydwu odmian mogg by¢ zwigzane z obecnoscig lub brakiem osci.

Obnizenie poziomu ekspresji TaCKX1 o potowe w liniach wyciszonych Ostki
Smolickiej skutkowato istotnym statystycznie wzrostem wartosci MTZ, masy korzeni i
nieistotnym statystycznie wzrostem parametrow liczby ziaren i produktywnosci. W liniach
niewyciszonych poziom ekspresji tego genu byl negatywnie skorelowany z wymienionymi
cechami. Podobny efekt wyciszenia ortologicznego genu HvCKX1 zaobserwowano
w jeczmieniu (Zalewski i in., 2010). Natomiast efekt wyciszania TaCKX1 w odmianie Kontesa
byt odmienny niz w odmianie Ostka Smolicka. Wysoki poziom wyciszenia tego genu w T»
skutkowat silnym obnizeniem ekspresji TaCKX11 i podwyzszeniem TaCKX2.1 oraz wzrostem
zawarto$ci wigkszo$ci cytokinin w zakresie 23% do 76%, co wigzato si¢ ze wzrostem liczby
ktosow, liczby 1 masy ziaren, ale istotnym obnizeniem MTZ. Podsumowujac, obnizenie
ekspresji genow TaCKX1 i TaCKX2 w dwoch genotypach o ktosach oscistych i bezostnych
miat r6zny wptyw na regulacj¢ metabolizmu fitohormondéw oraz zmiang cech plonotworczych.
Efekt wyciszania jest wigc genotypowo-zalezny.

Wyeciszenie genéw TaCKX2 w pokoleniu T2 odmiany Ostka Smolicka skutkowato
obnizeniem ekspresji TaCKX2.2.1 o 33% 1 obnizeniem ekspresji TaCKX2.2.2 o 30% oraz
prawie 9-cio krotnym wzrostem ekspresji TaCKX5 i dwukrotnym TaCKX1 oraz TaNAC2-5A.
Zmiany w ekspresji byly powiazane z prawie dwukrotnym wzrostem zawartosci topolin,
nieznacznym wzrostem zawartosci aktywnych form cytokinin izoprenowych i1 BA oraz
spadkiem produktéw glikozylacji. Wyciszone linie wykazywatly statystycznie istotna, wyzsza
zawarto$¢ chlorofilu w lisciach flagowych, miaty dtuzsze klosy oraz charakteryzowatly sig¢
nieznacznym spadkiem liczby ziaren i produktywnosci. Wysokos$¢ roslin, liczba nasion, MTZ
pozostaty niezmienione a nieistotnemu obnizeniu ulegly liczba i masa nasion. Podobnie jak w
przypadku wyciszania genu TaCKX1, tak i w przypadku wyciszania genow TaCKX2
wystepowaly roznice w efekcie wyciszania pomigdzy odmianami. Wyciszanie genow TaCKX2
w pokoleniu T2 u odmiany Kontesa bylo zwigzane gléwnie z wyciszeniem TaCKX2.2.2,
ktorego ekspresja spadta o 58% oraz TaCKX2.2.1 o ekspresji obnizonej tylko o 20%. Efektem
tego byt 2-3 krotny wzrost aktywnych form cytokinin, zwlaszcza tZR, c¢Z, iP, DZR, znaczny
spadek BA 1 ABA oraz brak GA. Te zmiany prowadzity do istotnego wzrostu MTZ, spadku
liczby ziaren i wzrostu zawartosci chlorofilu w lisciach, ktory byt wspdlny dla obydwu
badanych genéw. A wiec w przypadku wyciszania zarowno TaCKX1 jak i TaCKX2 u dwoch
r6znych odmian, regulacja cech plonotwoérczych bylta zalezna od wyciszanego genu i genotypu
modyfikowanej rosliny. Schemat efektu wyciszania genu TaCKX1 i genow z grupy TaCKX2
na regulacj¢ ekspresji innych gendw, zawartosci fitohormondéw 1 ksztattowanie cech
plonotworczych przedstawiono na Rys. 3.

10



Decreased expression:

Silenced CKXT [0.53] ||
CKX11[0.65] |
CKX5[0.67] |
CKX9[0.75] ||

NAC[092] =]

1?
Increased cytokinins:
DZR (2.56) 1
tZ9G (1.37) 1
tZOGR (1.30) 1
DZOGR (1.20) t
cZ (1.10) t
tZ (1.09) =t
tZR (0.98) =

Decreased expression:

Silenced CKX2.2.1 [0.67] ||

CKX2.2.2[0.70] ||
CKX91[0.81] |
CKX2.1[0.94] =
1?

Increased cytokinins:
om,pTs (1.77) 1
DZR (1.37) 1
iP7G (1.35) 1
cZ(1.33) 1
BA (1.33) 1
iP (1.24) t
DZOGR (1.19) t

tZ (1.02) =

Increased traits:

—

TGW (1.15) 11

-

Root mass (1.26) 11
Grain yield (1.33) 1
Grain number (1.19) 1
Spike number (1.09) 1
CKX act. (1.08) 1
Not changed traits:
Spike length (1.05) =
Plant height (1.02) =
SPAD1 & ns (0.96; 1.02) =

A)

Increased traits:

-7

SPADns (1.11) 11

Spike length (1.10) 1
Root mass (1.04) =
SPAD1(1.03) =

Decreased traits:
Grain number (0.88) |
Grain yield (0.88) |
Spike number (0.91) |
Not changed traits:
CKX act. (0.97) =
Plant height (0.99) =
TGW (0.99) =

(B)

Increased expression:
CKX2.21[1.75] 11
CKX2.1[L57]1 11
1?
Decreased cytokinins:
iP7G (0.57) |
tZOG (0.59) |
cZ9G (0.61) |
iP (0.76) |
o,m,pTs (0.88) |
tZ9GOG (0.70) |
tZ7G (0.78) |
DZOG (0.88) |
Decreased other:
IAA (0.73) |
PAA(0.76) |

ABA (1.00) =

Increased expression:
CKX5 [8.80] 111
CKXI[229] 11
NAC[1.87] 11
CKX11[1.12]=

1?
Decreased cytokinins:
tZOG (0.32) |
tZOGR (0.38) |
tZ9GOG (0.51) |
tZ7G (0.67) |
tZR (0.74) |
tZ9G (0.86) |
DZOG (0.88) |
cZ9G (0.90) |
Decreased other:
IAA (0.69) |
PAA (1.07)=
ABA (0.84) |

Rys. 3. Schematyczne przedstawienie wptywu wyciszania TaCKX1 (A) i TaCKX2 (B) na koregulacje ekspresji innych
gendw TaCKX i zawartosci fitohormondw oraz cech zwigzanych z plonem. [...Jekspresja wzgledem kontroli; (...)
wskaznik ekspresji linii wyciszonych wzgledem niewyciszonych; T, J | istotny wzrost, spadek; 1T, ¢

nieistotny wzrost, spadek.
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W naszych badaniach zaobserwowano rowniez dodatkowy wplyw procesu
transformacji za pomoca Agrobacterium, niosagcym kasete wyciszajacg, na ekspresje genow z
rodziny TaCKX, metabolizm fitohormonow i cechy fenotypowe. Stwierdzono znaczne réznice
w poziomach ekspresji genow czy zawartosci fitohormondw pomigdzy nie transformowanymi
liniami kontrolnymi uzyskanymi w kulturze in vitro a niewyciszonymi liniami uzyskanymi w
wyniku transformacji. Sugerujemy, rowniez w oparciu o literature, ze techniki stosowane do
przeprowadzenia modyfikacji genetycznej a konkretnie etap transformacji z uzyciem
Agrobacterium oraz regeneracja w kulturach in vitro moga by¢ stresorami wptywajacymi na
homeostaze¢ cytokinin i innych fitohormondow.

Podsumowujgc udokumentowalismy, ze wyciszanie genow TaCKX1 i TaCKX2
W dwoch badanych genotypach, pomimo pewnego podobienstwa mechanizmoéw koregulacji
ekspresji genow, wpltywato na zréznicowanie cech plonotwoérczych, zalezne zaréwno od
odmiany jaki 1 wyciszanego genu. Stwierdzone réznice w sktadzie 1 zawartosci fitohormonow
w ktosach 7 DAP obu badanych odmian mogg odzwierciedla¢ ich fenotyp dotyczacy osScistosci.
Wykazano takze, ze cechy plonotworcze moga by¢ modyfikowane w procesie transformacji za
pomoca Agrobacterium. Powtdérnie udokumentowano zalezno$¢ pomigdzy poziomem
wyciszania danego genu a regulacja cech fenotypowych. Z pordéwnania efektu wyciszania
genoéw rozwojowo-specyficznych w dwoéch réznych odmianach wynika, ze w celu uzyskania
wysoko produktywnego ideotypu, nalezy wzig¢ pod uwage specyfike danego genu w
okreslonym podiozu genetycznym.

Podsumowanie i wnioskKi

1. Wyciszenie genu TaCKX1 i TaCKX2 za pomoca technologii RNAi wptywa na regulacje¢
innych gendéw z rodziny TaCKX, zawarto$¢ fitohormondéw a przez to na fenotyp w
zalezno$ci 0d poziomu wyciszenia.

2. Poszczegdlne, badane cechy plonotworcze sg regulowane pozytywnie lub negatywnie
poprzez rézne geny TaCKX i fitohormony. W ros$linach odmiany Kontesa o silnym
wyciszeniu TaCKX1 obserwowano silny wzrost ekspresji genow TaCKX2.1, 2.21 9 i
obnizenie ekspresji TaCKX11l, i ten wzdr ekspresji determinowat wyzZsza
produktywnos¢ roslin.

3. Silne wyciszanie genu TaCKX1 w odmianie Kontesa prowadzito do zmian zawartosci
fitohormonow, gtownie wzrostu form cytokinin degradowanych przez enzym CKX oraz
zwigkszenia liczby ktoséw a przez to liczby nasion na ro$ling, co bylo zwiagzane ze
spadkiem MTZ.

4. Wykazano korelacje pomigdzy poziomem ekspresji badanych genéow TaCKX a
zawartoscig réznych  form cytokinin 1 innych fitohormondéw oraz cechami
plonotwoérczymi, jak MTZ, liczba ziarniakow, masa ziarna, dlugo$¢ kloséw 1 inne,
wskazujac na modele regulacji poszczegdlnych cech plonotworczych. Na przyktad
MTZ jest silnie, negatywnie regulowana przez TaCKX2.1, pozytywnie przez TaCKX11
oraz pozytywnie przez tZ, cZ, iP, GA.

5. Wyciszanie genéw TaCKX2.2 w odmianie Kontesa wplywalo na ekspresj¢ innych
genow TaCKX, regulacje fitohormonow, czego efektem fenotypowym byt wzrost MTZ,
zmniejszenie liczby ziaren na ro$ling i wzrost zawartosci chlorofilu w liSciach
flagowych.

6. Wyciszanie TaCKX1 w odmianie Ostka Smolicka skutkowato istotnym wzrostem MTZ
I masy korzeni siewek oraz wyzsza liczba i plonem ziaren. Wyciszenie TaCKX2 w tej
samej odmianie spowodowalo istotny wzrost zawarto$ci chlorofilu oraz niewielki
spadek plonu i liczby ziaren.
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7. Zaobserwowano mechanizm sprzezenia zwrotnego regulacji ekspresji. Wyciszenie
TaCKX1 u odmiany Ostka Smolicka wptywalo na istotny wzrost ekspresji genow
TaCKX2.2.1 i TaCKX2.1, a wyciszenie genow TaCKX2 powodowato istotny wzrost
ekspresji TaCKX1. Podobny efekt wystapit w przypadku wyciszania tych samych
genoéw TaCKX1 i TaCKX2 u odmiany Kontesa. Regulacja ekspres;ji tych dwoch genow
byta niezalezna od poziomu ekspresji innych genéw TaCKX.

8. Zaobserwowano znaczace roznice w ekspresji TaCKX i metabolizmie fitohormonow
migdzy liniami pochodzacymi z kultury in vitro i niewyciszonymi liniami T,. Stres
wywotany kulturg in vitro oraz transformacjg réznymi wektorami za posrednictwem
Agrobacterium moze mie¢ wplyw na ekspresje genow TaCKX, metabolizm
fitohormonow 1 fenotyp.

9. Zawarto$¢ i sktad fitohormonow w klosach 7 DAP s3 zalezne od odmiany i moga
wynika¢ z braku lub obecnosci osci w ktosie.

10. Udokumentowalismy, ze regulacja cech zwigzanych z plonem zalezy od genotypu oraz
poziomu ekspresji genow z rodziny TaCKX. Wyciszenie dwoch genow z rodziny
TaCKX, tj. TaCKX1 i TaCKX2 dato odmienne wyniki fenotypowe dotyczace MTZ i
liczby nasion w obu odmianach.
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