Streszczenie

Wiloéniki to cylindryczne wypustki komoérek ryzodermy korzenia, ktore
odgrywaja role w zakotwiczaniu rosliny w glebie i pobieraniu sktadnikéw odzywczych,
oraz oddziatujg z mikroorganizmami w obrebie ryzosfery. Ich obecnos¢ jest kluczowa
w warunkach suszy i niedoboru fosforu. Wyksztatcenie wlosnika to ztozony proces, ktory
wymaga zaangazowania wielu genow. Jego rozwdj mozna podzieli¢ na nastgpujace
etapy: 1) determinacja wzoru ryzodermy, 2) inicjacja i formowanie zawigzka wlosnika,
3) wzrost szczytowy wypustki. W przeciwienstwie do rosliny modelowej Arabidopsis
thaliana, wiedza na temat molekularnych podstaw dotyczacych morfogenezy wlosnikow
u jednoli$ciennych, w tym jeczmienia (Hordeum vulgare), jest ograniczona.

Celem niniejszej pracy bylta identyfikacja nowych gendw zwigzanych z procesami
rozwoju 1 wzrostu wilosnikow oraz scharakteryzowanie ich molekularnej funkcji
U jeczmienia. Do realizacji tego celu wykorzystano dwa podej$cia badawcze: strategie
TILLING oraz klasyczng analize genetyczng =z zastosowaniem techniki
sekwencjonowania egzomu. W pierwsze] cze$ci badan, przy uzyciu narzedzi
bioinformatycznych wytypowano trzy geny kandydackie do analizy TILLING: HvRIC10
(ang. ROP-INTERACTIVE CRIB MOTIF-CONTAINING PROTEIN 10), kodujacy biatko
zaangazowane m.in. w rearanzacje cytoszkieletu i regulacj¢ egzocytozy, HVOPR1
(ang. 12-OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE 1), kodujacy reduktazg 12-
oksofitodienanu 1 oraz HVEXPBS5 (ang. EXPANSIN B5), ktorego produktem jest B-
ekspansyna 5. Geny te wybrano na podstawie wynikow prowadzonego wczesniej
eksperymentu mikromacierzowego, w ktorym analizowano transkryptomy korzenia
mutanta bezwlosnikowego rhll.a ijego odmiany wyjsciowej ‘Karat’ (Kwasniewski i in.,
2016). Wytypowano geny, ktorych ekspresja w korzeniach mutanta byla znaczaco
obnizona w stosunku do odmiany rodzicielskiej, funkcja biologiczna tych genow
sugerowata mozliwy udzial w morfogenezie wtosnikow, lecz nie potwierdzono dotad
eksperymentalnie ich roli w tym procesie u zadnego gatunku modelowego czy
uprawnego. Materiat do badan stanowita jeczmienna populacja HorTILLUS, otrzymana
w  wyniku mutagenezy chemicznej odmiany ‘Sebastian’. Dla kazdego genu
przeanalizowano pod katem mutacji 5376 — 6912 roslin pokolenia M2, W przypadku genu
HVRIC10 zidentyfikowano 12 substytucji nukleotydowych, w tym trzy mutacje zmiany
sensu | po jednej mutacji splice-junction i nonsensownej. W wyniku analiz

przeprowadzonych dla genu HYOPR1 znaleziono 12 mutacji, z czego trzy zmiany to



mutacje zmiany sensu, a jedna to mutacja splice-junction. Z kolei, w genie HVEXPB5
zidentyfikowano 15 mutacji, w tym pi¢¢ mutacji zmiany sensu i jedng splice-junction.
Pozostate zmiany w kazdym z analizowanych gendéw byty ciche lub wystgpity w rejonach
niekodujacych, niezwigzanych ze splicingiem.

Nastegpnie przeprowadzono analizy fenotypowe strefy wlosnikowej mutantow,
bedacych homozygotami pod wzgledem zidentyfikowanych mutacji typu zmiany sensu,
splice-junction i STOP. W zadnym z homozygotycznych mutantow niosgcych zmiany
w genach HVRIC10 i HVOPR1 nie zaobserwowano rdznic w rozwoju i wzroscie
wlosnikow w stosunku do odmiany rodzicielskiej. Wérod nich byty tez mutanty niosace
przedwczesny kodon STOP, powodujacy skrocenie biatka HYRIC10 o0 50% i 70%, oraz
takie, u ktérych retencja intronu powodowala wstawienie nowych aminokwasow
i w efekcie synteze dluzszego biatka HVOPRI1 niz w przypadku odmiany wyjsciowe;.
Oznacza to, ze aktywno$¢ gené6w HVRIC10 i HYOPR1 w korzeniach jeczmienia nie jest
niezbedna do prawidlowego wyksztatcenia wtosnikow u tego gatunku.

Natomiast analiza strefy wlo$nikowej mutantéw ze zmianami w genie HVEXPBS
wykazata jednego mutanta, niosgcego allel hvexpb5.i, ktory charakteryzowatl sig
fenotypem silnie skroconych wlosnikow, osiggajacych dlugosé zaledwie 3% dlugosci
wlo$nikow odmiany wyjsciowej. Mutant hvexpb5.i posiada tranzycje C759T, w wyniku
ktorej nastepuje zamiana proliny na seryne W pozycji 144 sekwencji aminokwasowej
biatka HVEXPB5. Przeprowadzona analiza populacji F2, powstatej w wyniku
skrzyzowania mutanta hvexpb5.i z odmiang rodzicielskg, wykazata jednak brak ko-
segregacji allelu hvexpb5.i ze zmienionym fenotypem wtosnikowym mutanta. Wskazuje
to, ze gen HVEXPBS nie pelni roli w utrzymaniu wzrostu szczytowego wlo$nikow
U jeczmienia, a za obserwowany fenotyp mutanta odpowiada inny, niezidentyfikowany
dotad gen.

W zwigzku z powyzszym, w drugiej czesci badan podjeto probe zidentyfikowania
genu z mutacjg odpowiedzialng za zatrzymanie wzrostu wlosnikow mutanta hvexpb5.i
we wczesnym stadium ich rozwoju. W tym celu skrzyzowano badanego mutanta
z mutantami rhpl.a — rhpl.d (root hair primordia 1), o podobnym fenotypie
wlosnikowym. Przeprowadzony test allelicznos$ci wykazal, Ze mutanty te sa alleliczne
pod wzgledem genu odpowiedzialnego za silne skrocenie wlosnikow, stad przyjeto dla
mutanta hvexpb5.i nazwe rhpl.e, od kolejnego allelu w locus Rhpl. We wczesniejszych

badaniach zlokalizowano locus Rhpl w dlugim ramieniu chromosomu 1H (Janiak i in.



2007), jednak nie zidentyfikowano konkretnej sekwencji i molekularnej funkcji genu
lezacego u podstaw opisywanego fenotypu.

W dalszych badaniach wykorzystano metode ,,wychwytywania egzomu”, polegajaca
na selektywnym sekwencjonowaniu regionow kodujgcych, ktore sg wychwytywane
z genomowego DNA przez specjalnie zaprojektowane sondy (Ng i in., 2009). W tym celu
zastosowano protokét SeqCap EZ HyperCap (Roche, Basel, Switzerland).
Sekwencjonowaniu poddano osobnika F2 ze skroconymi wtosnikami z populacji F2 oraz
forme wyj$ciowg ‘Sebastian’. Przeprowadzono je w trybie sparowanych koncow 2 x 75
pz w systemie Illumina HiSeq 4000 (lllumina) w Uniwersytecie Medycznym
w Biatymstoku. Na podstawie wynikoéw sekwencjonowania egzomu mutanta rhpl.e,
wytypowano osiem genoéw kandydackich, zidentyfikowanych w obrebie chromosomu
1H, u ktéorych wykryto mutacje w stanie homozygotycznym. Kierujac si¢ danymi
dotyczacymi lokalizacji fizycznej locus Rhpl, informacjami na temat ontologii genow,
a takze potencjalnym wpltywem mutacji na funkcjonowanie bialka, jako pierwszy do
analizy zostal wybrany gen HORVU1Hr1GO077230, kodujacy syntaze celulozy Cl1
(HvCSLC1), bioraca udziat w syntezie ksyloglukanu u jeczmienia.

Mutacja zidentyfikowana w genie HORVU1Hr1G077230 (HvCSLC1) u mutanta
rhpl.e obejmowata substytucje G1674A, powodujacg zatrzymanie intronu 2, a co za tym
idzie wydtuzenie sekwencji dojrzatego MRNA o0 117 nukleotydéw. Efektem tego jest
powstanie przedwczesnego kodonu STOP we wstawionym intronie, co powoduje
skrécenie 699-aminokwasowego biatka o 344-aminokwasowy fragment, zawierajacy
cze$¢ domeny funkcjonalnej CESA i1 domen miedzybtonowych (TMD). W efekcie,
zidentyfikowana mutacja moze zaburza¢ aktywno$¢ biatka HVCSLC1. Co ciekawe,
Umutanta wykazano obnizony poziom ekspresji genu HORVUI1HriGO077230
(HvCSLC1) we wszystkich strefach korzenia mutanta, przy czym najwigksza roznice
zanotowano w strefie wlosnikowej. Stwierdzono takze pelng ko-segregacje
zidentyfikowanego allelu ze zmienionym fenotypem wlosnikowym w populacji F2
krzyzéwki mutanta z formg rodzicielska. Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecnos¢
zidentyfikowanej mutacji w genie HORVU1Hr1G077230 (HvCSLC1) jest zwigzana
Z zaburzeniami w rozwoju wilosnikow. Potwierdzeniem tego wniosku jest wykrycie
u wszystkich badanych mutantow allelicznych (rhpl.a — rhpl.d i rhpl.f) obecnos$ci
réznych substytucji nukleotydowych w obrebie sekwencji genu HORVU1Hr1G077230
(HVCSLC1). Ponadto u mutanta rhpl.b nie wykryto mutacji w pozostatych genach

kandydackich z chromosomu 1H.



Biorac pod uwage otrzymane wyniki oraz dostgpne dane literaturowe,
przedyskutowano role genu HORVU1Hr1G077230 (HVCSLC1) w rozwoju wlosnikéw
U jeczmienia, a doktadniej w biosyntez¢ ksyloglukanu podczas wzrostu szczytowego.
Wytypowano 1 przeanalizowano takze ekspresje innych genow, potencjalnie
wspoéltdziatajacych z genem HvCSLC1, czego efektem jest proponowany schemat
biosyntezy ksyloglukanu we wtosnikach H. vulgare.



Referencje

Janiak, A. i I. Szarejko. 2007. Euphytica 157: 95-111

Kwasniewski, M., A. Daszkowska-Golec, A. Janiak, K. Chwialkowska, U. Nowakowska,
G. Sablok i I. Szarejko. 2016. J. Exp. Bot. 67(4): 1079-1094

Ng, S.B., E.H. Turner, P.D. Robertson, S.D. Flygare, A.W. Bigham, C. Lee, T. Shaffer,
M. Wong, A. Bhattacharjee, E.E. Eichler, M. Bamshad, D.A. Nickerson
i J. Shendure. 2009. Nature 461: 272-276



